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Resumo

As migracdes longas séo realizadas por animais para varios fins ecoldgicos, sendo o
reprodutivo um dos mais importantes. Durante esse processo, a demanda de energia do animal
é aumentada, induzindo adaptacdes no nivel fisioldgico, para lidar com esse estado de consumo
energético elevado, e consequente “estresse oxidativo” associado. Com 0 objetivo de testar o
“estresse oxidativo”, suposto custo fisiologico decorrente da reproducdo, em fémeas e machos
de Semaprochilodus taeniurus, foram realizadas analises de parametros hematoldgicos, anélises
enzimaticas e danos oxidativos no coracdo e figado de individuos no final da migracéo
reprodutiva, coletados no rio Negro, na regido do Lago Cataldo, Bacia Amazé6nica. Os
pardmetros hematologicos analisados foram: hematocrito, concentragdo de hemoglobina,
namero de eritrécitos e constantes corpusculares (VCM, HCM, CHCM) e os niveis plasméticos
de glicose e lactato. O estresse oxidativo foi quantificado de maneira indireta por meio de
medidas das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
glutationa-S-transferase) e, de maneira direta por meio da anélise de marcadores de danos
oxidativos, 0 ensaio cometa, que mede danos na molécula de DNA, e lipoperoxidacdo, que
mede danos causados nos lipideos da membrana celular. Os resultados mostraram valores
maiores da hemoglobina corpuscular meédia (HCM), glicose, glutationa-S-transferase,
superdxido dismutase, lipoperoxidacdo e danos no DNA nos machos comparado as fémeas. O
Unico parametro observado com valor mais alto nas fémeas foi 0 nimero de eritrécitos. Com
base nos resultados, concluimos que, o estresse oxidativo foi maior nos machos do que nas
fémeas, mostrando que, nessa espécie de peixe migratorio, a reproducdo parece produzir um

custo fisiolégico maior nos machos que nas fémeas.

Palavras chaves: especies reativas de oxigénio, enzimas antioxidantes, estresse

oxidativo, fase reprodutiva, peixes migratorios.



Abstract

Long migrations are carried out by animals for various ecological purposes, with
reproduction being one of the most important. During this process, the energy demand of the
animal is increased, requiring adjustments at the physiological level to deal with high energy
consumption, and consequent associated "oxidative stress". In order to test the "oxidative
stress" as physiological cost of reproduction in females and males of Semaprochilodus
taeniurus, hematological parameters, antioxidant enzyme analyzes and oxidative damage in the
heart and liver of individuals were measured at the end of the reproductive migration in
specimens of Semaprochilodus taeniurus collected in the Negro River, near the Lake Catal&o,
Amazon Basin. The hematological parameters analyzed were: hematocrit, hemoglobin
concentration, number of erythrocytes and corpuscular constants (MCV, HCM, CHCM) and
plasma glucose and lactate levels. Oxidative stress was indirectly quantified throughout
measurements of the antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase, glutathione
peroxidase and glutathione-S-transferase) and, directly by measuring oxidative damage
markers using the comet assay, which measures of damage levels to the DNA molecule, and
the lipid peroxidation, which indicates damage to cell membrane lipids. The results showed
higher values of mean corpuscular hemoglobin (HCM), glucose, glutathione-S-transferase,
superoxide dismutase, lipoperoxidation and DNA damage in males compared to females. The
number of erythrocytes was high in females. Based on the results, we conclude that oxidative
stress was higher in males than in females, showing that, in this species of migratory fish,

reproduction seems to produce a higher physiological cost in males than in females.

Key words: reactive oxygen species, antioxidant enzymes, oxidative stress, reproductive phase,

migratory fish.
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1 Introducéo

A familia Prochilodontidae possui uma ampla distribui¢do no continente sul americano,
estando presente em todos os paises, com exce¢do do Chile. Dentro dessa familia se encontram
vinte e uma espécies distribuidas em trés géneros. A maioria realiza migracdes de até 1500 km
(Der Sleen e Albert 2018). O género Semaprochilodus se encontra distribuido somente na bacia
amazonica, Orinoco e alguns rios da Guiana (Carolsfeld et al. 2003). O objeto desta pesquisa
foi o Semaprochilodus taeniurus (Vallenciennes, 1817), popularmente conhecido na regiéo
amazoOnica brasileira como “jaraqui” ou “jaraqui de escama fina”. Semaprochilodus taeniurus
e S. insignis (jaraqui de escama grossa) sao consideradas as espécies mais exploradas pela pesca
comercial e formam parte das principais dietas alimentares das populacdes de baixa renda da
Amazonia Central (Vazzoler et al. 1989, 1990; Santos et al. 2006).

O Semaprochilodus taeniurus migra rio abaixo, com fins reprodutivos e troficos, dentro
da Bacia Amazonica, desde o rio Negro, e outros tributarios de dguas pretas e aguas claras, para
as aguas brancas do rio Solimdes, realizando trés tipos de migracgdes: a reprodutiva, trofica e de
dispersdo (Ribeiro 1983). A migragdo reprodutiva tem inicio no comecgo da enchente, quando
Semaprochilodus taeniurus desce até o encontro das aguas para desovar. Em seguida, acontece
a migracao trofica, que corresponde a fase em que os individuos de jaraqui, logo ap6s a desova,
entram nas 4areas alagéveis de agua preta, denominadas “igapds”, onde permanecem por
aproximadamente trés ou quatro meses se alimentando, esperando o sinal da vazante, para entdo
migrar ao canal principal do rio. Ademais, durante este periodo, também acontece a migracéo
de dispersdo, que corresponde ao movimento de saida dos jovens jaraquis das varzeas e
migracdo para o canal principal do rio Negro (Ribeiro 1983).

A migracdo imp06e diferentes desafios fisiologicos para os animais, devido a alta
demanda de energia. Para tanto, alteracdes e adaptacbes no organismo, sdo condic¢des
necessarias durante o processo migratdrio, principalmente para manter a homeostase celular
(Costantini et al. 2007; Weber 2009; Wilson et al. 2014). Por outro lado, a reproducgéo é
considerada umas das fases mais importantes ao longo da histéria de vida dos organismos,
sendo estudada dentro da teoria conhecida como “The life history trade-offs”, “The life history”
ou “Life-history Theory” (Speakman 2007; Monaghan e Metcalfe 2009; Speakman e Garratt
2013; Cram et al. 2015; Alonso-Alvarez et al. 2017; Elmer et al. 2017).

Entende-se por trade-off a “aloca¢do de um recurso em uma caracteristica, que o torna
pouco disponivel para ser investido em outra caracteristica” (Otdakowski et al. 2015). Em

outras palavras, os organismos ndo podem ser bons em todas as atividades (por exemplo:



explorar recursos, fugir de predadores, reproduzir, sobreviver). Isto explicaria porque um bom
desempenho em relacdo a uma funcdo implica em prejuizo em relacdo a outra funcéo
(Monaghan et al. 2009; Metcalfe e Monaghan 2013). Portanto, durante a reproducdo 0s
organismos podem investir tempo e energia na alocacdo de recursos, tendo por outro lado o
custo fisioldgico, como o estresse oxidativo, que compromete a sobrevivéncia, longevidade e
mesmo 0 sucesso da proxima reproducdo (Speakman 2007; Selman et al. 2012).

O estresse oxidativo ¢ a base da “Hipotese do custo oxidativo da reprodugao”
(Costantini et al. 2007, 2008; Costantini e Verhulst 2009; Stier et al. 2012; Olsson et al. 2012
Costantini et al. 2014, 2015; Otdakowski et al. 2015; Blount et al. 2016; Costantini 2016;
Alonso-Alvarez et al. 2017; Elmer et al. 2017). O estresse oxidativo é formado por causa do
desequilibrio entre a producao de radicais livres de oxigénio (ROS), também conhecidos como
espécies reativas de oxigénio, e o sistema antioxidante (Alonso-Alvarez et al. 2004; Lushchak
2014; Watson et al. 2018).

A descoberta dos radicais livres comegou com a teoria da toxicidade do oxigénio, que
foi proposta pela pesquisadora argentina Rebeca Gershman em 1954, motivada pelos seus
experimentos com oxigénio hiperbarico (Gershman et al. 1954). Na época, a teoria nao foi
aceita devido a argumentacdes de que os radicais livres eram muito tdxicos para estarem
presentes nos sistemas bioldgicos em condigdes fisioldgicas (Boveris 2005). A teoria sé foi
aceita com a descoberta da enzima superoxido dismutase, em 1969, por Joe McCord e Irwing
Fridovich, comprovando a existéncia de um radical livre, o “superoxido”, nas células aerobicas
(McCord e Fridovich 1969 Boveris 2005). As trés substancias principais intermediarias,
chamadas de radicais livres de oxigénio, sdo os radicais superéxido (O2), peréxido de
hidrogénio (H202) e hidroxil (OH’). (Ahmad et al. 2000). Estes sdo considerados 0s mais
abundantes nos sistemas bioldgicos.

Para combater o estresse oxidativo, a célula possui mecanismos de defesa antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico. (Alonso-Alvarez et al. 2006; Speakman e Selman, 2011). Dentre
as enzimas que fazem parte do sistema enzimatico de defesa dos organismos aerobicos contra
os ataques dos radicais livres de oxigénio, trés se destacam como principais: i) a glutationa
peroxidase (GPx), que utiliza a glutationa reduzida (GSH) para impedir a formacao do radical
hidroxil , e encontra-se presente nas mitocondrias e no citosol; ii) a catalase, que catalisa dois
tipos de reacdo que transformam o perdxido de hidrogénio em &agua; e iii) a superdxido
dismutase que é uma enzima cuja fungédo é dismutar o radical superoxido (Barja 2005). Quando
0 sistema enzimatico descrito acima ndo realiza a eliminacdo completa das espécies ativas de

oxigénio no sistema, estas causam danos no nivel celular, nas proteinas, no DNA, e nos lipidios,



causando, neste ultimo caso, a lipoperoxidacgéo lipidica (LPO) (Ahmad et al. 2000). Esses danos
oxidativos poderiam ser mais susceptiveis durante a migracao reprodutiva (Wilson et al. 2014).

Assim, estudos em Semaprochilodus taeniurus realizados por Vazzoler et al. (1989)
durante a migracéo reprodutiva, mostraram que o desenvolvimento gonadal implica no aumento
do desgaste fisiologico e metabdlico, exigindo maior quantidade de energia no processo. O
metabolismo elevado devido ao alto custo energético durante a reproducdo é tido como uma
das causas principais na producao dos ROS (Amérand et al. 2010). Porém, estudos recentes tém
demostrado resultados contrarios, mostrando que, na realidade, uma alta taxa metabdlica reduz
a producdo das espécies reativas de oxigénio, que levaram Speakman e Garratt (2013) a propor
a “hipbtese sobre a taxa metabolica”. Ademais, outras hipdteses foram propostas recentemente
para explicar porque a maioria dos trabalhos descobre menos estresse oxidativo em animais na
fase reprodutiva. Sdo as hipoteses de “alocacdo de recursos” e “da blindagem oxidativa”, ambas
revisadas por Alonso-Alvarez et al. (2017).

A primeira hipo6tese propde que ndo existe um trade-off entre o estresse oxidativo e a
reproducdo. Em outras palavras, o animal possui recursos suficientes para investir tanto na
reproducdo quanto nos antioxidantes e reparo das moléculas. Desta forma, ndo sofrem prejuizo
com o custo oxidativo decorrente da reproducédo (Metcalfe e Monaghan 2013; Speakman e
Garratt 2013). A segunda hipotese, proposta por Blount et al. (2016), trata especificamente dos
resultados observados em varios estudos com fémeas reprodutoras, demostrando que o estresse
oxidativo é mais baixo nelas do que nas nao reprodutoras. Considera esta hipotese que este
fendmeno seja uma resposta adaptativa para fazer frente ao custo oxidativo da reproducédo. As
fémeas possuem, assim, um sistema de defesa para se proteger dos danos oxidativos e, ao
mesmo tempo, proteger 0s gametas e 0s seus descendentes, uma vez que esses danos oxidativos
podem passar para a prole ou afetar o éxito reprodutivo.

Por outro lado, os resultados do estresse oxidativo durante a reproducdo estdo
relacionados ao aumento ou a diminui¢do das atividades antioxidantes, e ao tecido onde se
encontram como foi proposto por Costantini e Verhulst (2009). Ou ainda, podem estar
relacionados a outros fatores que influenciam as respostas fisioldgicas dos organismos durante
esta fase, como os hormonios, moléculas de reservas energéticas (glicose e lipideos),
metabolismo, niveis de antioxidantes nas dietas, comportamento, entre outros (Monaghan et al.
2009).

Conclui-se, assim, que os resultados da ”Hipotese do custo oxidativo da reproducao”
sdo, até 0 momento, contraditorios, considerando que atualmente o mecanismo fisiol6gico no

qual se baseia 0 custo da reproducdo € desconhecido. Ressalta-se, portanto, a importancia da



realizacdo de estudos acurados, que apresentem uma homogeneidade no delineamento
experimental, metodologia e analises, de acordo com o comportamento, a biologia, e 0s grupos
de animais a serem estudados, e com énfase nos mecanismos atuantes durante a reproducéo.
Dessa forma, este estudo busca entender se a migracdo reprodutiva demandaria um custo

oxidativo maior nas fémeas ou nos machos de Semaprochilodus taeniurus na bacia Amazonica.

1.1 Objetivo

Comparar o custo oxidativo da reproducédo em machos e fémeas de Semaprochilodus taeniurus.

2 Materiais e Métodos
2.1 Coleta dos Semaprochilodus taeniurus

As coletas foram realizadas no més de janeiro de 2018, na estacdo de cheia. O esforgo
de coleta se deu por meio de observacdo dos cardumes com ajuda dos pescadores da pesca
comercial. As observac6es consistiram em 7 dias de espera na margem direita do Rio Negro no
periodo de 4:00h até as 17: 00h. O cardume foi avistado por volta das 15h, descendo rio abaixo
em direcdo ao encontro das aguas, nesta situacdo foram rodeados com rede de cerco com
aproximadamente 100 metros de comprimento por 20 metros de altura. Em seguida os
pescadores cercaram 0 cardume e arrastaram até a superficie da agua. Neste momento o
caracteristico “ronco” dos jaraquis machos foi alto e intenso. A coleta se deu proximo ao (Lago
Cataldo, 3°10'04" S e 59°54'45" w) . Este lago de inundacdo recebe anualmente variacdes nos
niveis das suas aguas em sincronia com os periodos de enchente/cheia, vazante/seca na
confluéncia do Rio Negro com o Rio Solimdes, localizada proxima a cidade de Manaus, no
estado do Amazonas, Brasil.

Com ajuda do pugé, os individuos foram colocados em duas caixas de isopor com
capacidade de 1000 litros contendo trés bombas de aeracdo em cada caixa. Deste modo foi
garantido que os peixes chegaram em bom estado até o flutuante de pesquisa do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) no Cataldo. No flutuante, foram acondicionados
em caixas para manté-los em condicgdes ideais e iniciar a coleta. Durante o transporte ndo se
observou mortalidade de nenhum individuo. Se obtiveram medidas dos parametros fisicos e
guimicos da agua por meio de um termo-oximetro YSI modelo 85 FT. Foram amostrados
exemplares de Semaprochilodus taeniurus adultos machos (n= 10; peso 235 + 32,1 g e
comprimento padréo 21,8 + 1,2 cm) e fémeas (n=10; peso 376,5 £ 61,5 g e comprimento 24,7
+1,4cm).



2.2 Coleta do Material Bioldgico

2.2.1 Coleta de sangue

Para a coleta dos materiais biolégicos foi realizada primeiramente a extragdo do sangue
por meio da puncdo da veia caudal com seringas previamente heparinizadas. Extraiu-se
aproximadamente 3 ml do tecido sanguineo de cada individuo macho e fémea. Uma pequena
aliquota foi transferida para os tubos de microhematocrito, centrifugada a 12.000 rpm durante
10 minutos utilizando uma centrifuga FANEM Modelo 207N prépria para anélises de
hematdcrito (Ht). A leitura do percentual (%) de sedimentacdo dos glébulos vermelhos foi
realizada com o auxilio de uma escala padronizada, segundo o método de Goldenfarb et al.
(1971).

Para a determinacdo da concentracdo de hemoglobina ([Hb]) 5ul de sangue foram
diluidos em microtubos contendo 1 ml do reagente Drabkin. Para a contagem de eritrcitos
(RBC), igualmente outros 5ul de sangue foram diluidos em 1 ml do reagente formol citrato.
Ambos reagentes foram utilizados para manter as células conservadas até o momento das
analises hematoldgicas. Enquanto para o ensaio cometa foi necessaria uma quantidade de 5pl
de sangue diluido em 300ul de RPMI, Roswell Park Memorial Institute meio de cultura que
contem vitaminas, aminoacidos e outros compostos (glicose, glutatione, vermelho de fenol)
usado para manter a integridade celular. Tal mistura foi armazenada a -20°C e transportada até
o Laboratorio de Ecofisiologia e Evolu¢do Molecular (LEEM/INPA) no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA) para posteriores analises.

O restante do sangue foi centrifugado a 3000rpm durante 10 minutos, o plasma foi
removido e armazenados a -20°C até o0 momento das analises dos parametros bioquimicos

(lactato e glicose).
2.2.2 Coleta dos tecidos

Apols a coleta de sangue, os individuos foram eutanasiados para as extracdes de
branquias, figados, rins, coragdes e os musculos vermelho e branco. Os tecidos foram
acondicionados em microtubos e colocados em nitrogénio liquido, até o transporte para o
Laboratdrio de Ecofisiologia e Evolu¢do Molecular (LEEM/INPA) no Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia (INPA). No laboratorio as amostras foram armazenadas a -80°C.



2.3 Anélises Hematoldgicas

2.3.1 Concentracdo de Hemoglobina ([Hb])

As amostras de sangue (5ul + 1ml do reagente Drabkin) foram transferidas para cubetas
de pléstico com capacidade de 2ml. Apos agitacdo, as mesmas foram lidas, segundo o método
descrito por Kampen e Zijlstra (1961), em espectrofotdmetro (Spectronic Genesis-2) com
comprimento de onda de 540 nm. Os valores em (g/dL) da concentracdo de hemoglobina foram
obtidos por meio da férmula:

Hb = Abs 540 x 0,146 x 201

Onde: Abs 540 = absorbancia em 540nm; 0,146 = fator de corre¢do; 201 = diluicdo da amostra.
2.3.2 Contagem de Eritrécitos (RBC)

A contagem dos eritrocitos foi efetuada na camara de Neubauer, em microscopio optico
Leica DM500 com ampliacdo de 40x, na proporcao 1:200. O numero total dos eritrocitos esta
expresso em milhdes de eritrécitos por milimetro cubico de sangue (nimero de eritrocitos x
108/mm?3). Para o calculo do nimero de eritrécitos foi utilizada a formula descrita a seguir.
RBC = numero de eritrocitos x A x D
Onde: A = corre¢do para a area analisada na camara de Neubauer = 50; D = fator de dilui¢do
200

2.3.3 Determinacdo das Constantes corpusculares

As constantes corpusculares Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM) e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)
foram calculadas por meio dos valores de eritrécitos circulantes (RBC), hematdcrito (Ht) e
concentracdo de hemoglobina (Hb), de acordo com as férmulas estabelecidas por Brown
(1976), como segue.

VCM (um?): Ht *10/RBC
HCM (pg): [Hb]*10/RBC
CHCM (%): [Hb]*100/Ht



2.4 Analises dos parametros bioquimicos

2.4.1 Determinacdo da Glicose plasmatica

Esta andlise foi determinada por meio de kit comercial In Vitro® (In VitroDiagnostica,
Minas Gerais, Brasil). Para tal foram utilizados 10 pL de plasma e foram adicionados 990 uL
do reagente enzimatico incubados a 37°C por 10 minutos. Apos este tempo as amostras foram
lidas em leitor de microplaca SpectraMax® (Molecular Devices) a 500nm e os valores
expressos em mg/dL, foram calculados segundo a férmula:
Glicose = 100 X (X Abs amostra / (X Abs padrio)

Onde: (X Abs) = média da absorbancia da amostra e ( X Abs padrdo) = média da

absorbéancia do padrao
2.4.2 Determinacédo do Lactato plasmatico

Para a determinacéo da concentracao de lactato no plasma, foi utilizado o procedimento
técnico da Sigma Chemical Co. (“kit” n°. 826 UV). O principio do método consistiu em medir
a conversao do lactato em piruvato por meio da reducdo da coenzima NAD* em NADH". Para
tal, foram utilizados 100 uL de plasma, adicionados 100 ul de acido perclérico (PCA) e, a
seguir, neutralizado com KOH. O extrato neutralizado do plasma foi adicionado a uma solugéo
contendo uma mistura da enzima lactato desidrogenase (LDH, 100UIml) com a coenzima
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD"), hidrazina e tampé&o glicina (0,6 mol/L, pH 9,2).
Apds 30 minutos de espera a 37°C, a leitura foi realizada em microplaca, no espectrofotbmetro
SpectraMax® (Molecular Devices) no comprimento de onda de 340nm. Os valores estdo
expressos em mg/dL.

2.5 Analises Enzimaticas

2.5.1 Preparacgéo dos Tecidos

Os tecidos figado e coragdo foram pesados e homogeneizados com auxilio de um
triturador automatico em tampé&o (Tris 20 mM (pH 7,6), EDTA 1 mM, ditiotreitol 1 mM, 500
mM sacarose e KCI 150 mM), tanto para a analises de lipoperoxidacao, quanto para as analises
das enzimas SOD, CAT, GPx, e GST. Para tal, as amostras dos tecidos foram mantidas no gelo

e diluidas de acordo com os protocolos para as anélises: para lipoperoxidacdo foram diluidas



duas vezes, para CAT quatro vezes e para SOD, GPx e GST, 10 vezes. Apos a dilui¢do, foram
centrifugadas a 4°C durante 30 minutos a 9000rpm.

2.5.2 Superdxido dismutase (SOD)

Esta enzima dismuta o radical superéxido O2™ em H202 e O». A atividade da SOD é
expressa em U SOD por mg de proteina, assumindo-se uma U de SOD como a quantidade de
enzima que promove a inibicdo de 50% da taxa de reducdo do citocromo C, segundo a
metodologia de McCord e Fridovich (1969). Para tal foram utilizados os seguintes reagentes:
tampédo fosfato de Na'/K* 50 mM ou tampao AB, é uma mistura de um tampao A (fostato
dibasico de potassio 50 mM PM= 174,18) + tampao B (fosfato monobasico de sdédio 50mM
PM=137,99) sendo que foram utilizados 440ml do tampéo A + 50 ml do tampédo B com EDTA
0,1mM pH?7,8; solucdo de xantina 1mM (Sigma x-0626); solucdo de xantina oxidase 0,2 U/ml
(Sigma x-1875-25UN); solugdo de hidroxido de sédio 0,001 M e Citocromo-c. Para o ensaio
foram pipetados 1000pl da mistura reativa, 5ul da amostra diluidas 10X e 20 ul da solucdo de
xantina oxidase em cubetas de plastico. A leitura foi realizada no comprimento de onda de
550nm no espectrofotdmetro SpectraMax® (Molecular Devices). O valor da absorbancia foi
utilizado para calcular a atividade da enzima, expressa em U SOD.min-1.mg proteina-1, por meio

da formula;

U SOD = ((X Abs amostra
— X Abs referencia))/((X Abs referencia)) X (100)/(0,1 x proteina)
Onde: ( X Abs)= média da absorbancia

2.5.3 Catalase (CAT)

Para a analise da atividade da enzima catalase, 0 método consistiu na quantificacao da
velocidade de degradacdo do peroxido de hidrogénio (H20z2), segundo a metodologia descrita
por Beutler (1975). Para o ensaio, foi utilizado o tampao da catalase (Tris 0,001mM com EDTA
5mM) e meio de reagdo H>O> (30%). Foram pipetados 996 pl do meio de reacdo e 4 pL da
amostra diluida 4X em cubetas de quartzo. Para tal a taxa de inibicdo da decomposi¢cdo do
(H202) foi medida em comprimento de onda de 240nm no espectrofotdmetro SpectraMax®
(Molecular Devices). O valor da absorbancia foi utilizado para calcular a atividade da enzima,
expressa em nanomol de H20, .min-.mg proteina-t, por meio da formula:

CAT = (X Abs amostra)/(proteina) x 0,071 x 0,01



Onde: (X Abs)= média da absorbancia

2.5.4 Glutationa peroxidase (GPx)

A enzima Glutationa Peroxidase (GPx) é uma enzima antioxidante que catalisa a
reducdo do H20. e de hidroperoxidos de acidos graxos (LOOH), dando como resultado
produtos como a &gua e outros alcoois ndo toxicos, por oxidacao da glutationa reduzida (GSH)
a glutationa oxidada (GSSG). O método utilizado foi o descrito por Thomas et al.(1990),
utilizando o NADPH como cofator. Assim, 0 ensaio consistiu em registrar a diminuicao de
NADPH. A leitura foi realizada em cubetas de plastico, a 340nm no espectrofotémetro
SpectraMax® (Molecular Devices). O valor da absorbéancia foi utilizado para calcular a
atividade da enzima, expressa em nanomol de NADPH. min-1. mg proteina-1, por meio da férmula:

GPx = (XAbs amostra — XAbs referencia)/(10x) X 6,22

Onde: ( X Abs)= média da absorbancia; 10x= diluiciio; 6,22= coeficiente de extin¢io molar
2.5.5 Glutationa-S-Transferase (GST)

Esta enzima é considerada como uma enzima detox e atua principalmente sobre
compostos eletrofilicos e hidrofébicos. A atividade da enzima foi medida segundo 0 método
descrito por Keen et al. (1976), utilizando-se 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) como
substrato. Para realizar o ensaio, foram utilizados os seguintes reagentes: tampéo fosfato de
potassio 0,1 M - pH7 considerado como o meio de reacdo, 1-cloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB) 100mM, e a Glutationa reduzida (GSH) 100mM. Foram pipetados 15ul da amostra
diluida 10X, 235 pl de (CDNB + meio de reacdo) e 10 pl da GSH. A leitura foi realizada em
microplaca a 340nm no espectrofotdmetro SpectraMax® (Molecular Devices). O valor da
absorbéancia foi utilizado para calcular a atividade da enzima, expressa em micromol de
CNDB.min-L.mg proteina-l, por meio da férmula:

GST = {(XAbs amostra)/(minuto) X (10x) x (0,26 = 1000)} x (1.000.000
<+ proteina) X 0,015 X €
Onde: (X Abs)= média da absorbancia; 10x= dilui¢io; volume da aliquota= 0,015; €=

coeficiente de extin¢do (9,6Mm-! cm-1)

2.6 Lipoperoxidacéo (LPO)

Para a andlise da LPO foi seguido o método de FOX (Ferrous Oxidation/Xylenol
Orange) descrito por Jiang et al. (1991). O método consistiu na rapida oxidacdo do Fe?* por
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hidroperdxidos em condicdes 4cidas e, posteriormente, formagio do complexo Fe®*~ laranja de
xilenol, na presenga do estabilizador butilato hidroxitolueno (BHT). As amostras foram diluidas
2X, tratadas com &cido tricloroacético TCA (C2HCL30>) e centrifugadas a 4°C durante 10
minutos a 5000rpm. Em seguida foi pipetado na microplaca 30ul do sobrenadante e 270 pl do
meio de reacéo (0,1mM de xilenol laranja, 4mM de butilato hidroxitolueno (BHT), 25mM de
acido sulfarico (H2S0s4), 0,25mM de FeSO4 e metanol 90%). A solucdo foi incubada, a seguir,
por 30 minutos a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida no comprimento de onda de
560nm em leitor de microplaca SpectraMax® (Molecular Devices). O valor da absorbancia foi
utilizado para calcular a atividade da enzima, expressa em micromol de CHP . mg proteina-!, por
meio da formula:

LPO = (XAbs amostra)/2,38 X (2x) X proteina X 1000

Onde: ( X Abs)= meédia da absorbancia; 2x= dilui¢do
2.7 Ensaio cometa

Este ensaio foi realizado de acordo com o protocolo modificado por Silva et al. (2000).
A técnica consistiu em uma medida semi-quantitativa dos danos da molécula de DNA das
células sanguineas. Para tal, foram seguidos os seguintes passos: laminas foram cobertas
previamente com agarose 1,5% em seguida,0 sangue, que se encontrava em solucdo no meio
de cultura RPMI, foi colocado sobre as laminas com a ajuda de uma pipeta, que foram em
seguida cobertas com laminulas. Apés este procedimento, esperou-se aproximadamente 15
minutos para a secagem das amostras, e entdo as laminulas foram retiradas. Em seguida, as
laminas foram cuidadosamente submersas nas cubetas verticais contendo uma solucdo de lise,
para o rompimento das membranas celulares.

Apos este tratamento foram aplicados 25V, 300 mA por 15 minutos, para eletroforese.
Foi considerado como a parte final do processo, a realizacdo de véarias lavagens com &gua
destilada, solucdo neutralizadora, fixadora, de parada e coloragdo com nitrato de prata. As
laminas foram secadas a temperatura ambiente, e para a observacdo dos niveis dos danos do
DNA, se utilizou um microscépio (Leica DM500) de luz com a objetiva de 40x (aumento de
400). Foram, assim, analisadas cem células por lamina e divididas em scores de acordo com o
tamanho da cauda do DNA. A porcentagem de danos em relacdo ao numero total de células
analisadas esta expresso como segue: zero: >5%; 1: 5-20%, baixo indice de danos; 2: 20-40%,

indice de danos intermediario; 3: 40-75%, alto indice de danos e 4: >75%, danos extremos.
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2.8 Concentracéo da proteina

Foi realizada a medida da concentracdo de proteina total pelo método de Bradford
(1976), utilizando padrGes de albumina e aliquota das amostras em espectrofotdmetro
SpectraMax® (Molecular Devices) no comprimento de onda de 595nm. O valor da absorbéncia
foi utilizado para calcular a concentra¢éo da proteina, expressa em mg/ml, por meio da formula:

Proteina = (XAbs amostra X dilui¢io)/1000

Onde: (X Abs)= média da absorbancia; diluicio= segue os valores citados anteriormente.

2.9 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do teste “t-Student” para grupos que
apresentaram distribuicdo normal ou pelo teste de “Mann Whitney Rank Sum” quando nao,
ambos considerando como significativos os valores de p= < 0,05. Tanto para as analises quanto
para a confeccdo de graficos foi utilizado o programa SigmaPlot 11.0. Os valores estdo

apresentados como média * erro padrdo da média.

3 Resultados

3.1 Parametros Hematoldgicos

A contagem dos eritrocitos (RBC) das fémeas foi maior em relagcdo a dos machos (p=
0,02). A hemoglobina corpuscular média (HCM) também diferiu entre machos e fémeas, tendo
sido menor nestas em comparagdo com o valor obtido para os machos de S.taeniurus (p=0,021).
Os valores de hematdcrito (Ht), concentracdo de hemoglobina ([Hb]) e constantes corpusculares

(VCM e CHCM) foram semelhantes entre fémeas e machos (Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros hematoldgicos de Semaprochilodus taeniurus. Dados apresentados
como meédia + SEM (erro padrdo da média, p< 0,05; Teste t). Os asteriscos significam
diferengas entre fémeas e machos.

Ht Hb RBC VCM HCM CHCM

(%) (gdL)  (x10°uL) (um3) (pg) (%)
Fémeas  37,2¢104 12,08+0,75 2,73t0,130* 138,47+7,48 44,23+2,00 32,53+1,79
Machos ~ 39,5+2,6  12,87+0,78 2,35:0,078 18572+20,16 66,01+6,63* 36,09+1,95
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3.2 Parametros bioquimicos

Os niveis de glicose (mg/ dL) (Figura 1) maior nos machos (p= 0,003) do que nas
fémeas, enquanto os niveis de lactato (mg/dL) (Figura 2) ndo apresentaram diferencas entre

fémeas e machos com valor de (p=0,850).
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Fig. 1. Niveis de glicose plasmatica (mg/dL) em fémeas e machos de Semaprochilodus taeniurus. O asterisco

representa diferenca estatistica (p<0.05).
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Fig. 2. Niveis de lactato plasmatico (mg/dL) de Semaprochilodus taeniurus em fémeas e machos. Nao se observa

diferencas entre sexos.
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3.3 Analises Enzimaticas

3.3.1. Superdxido dismutase (SOD)

A atividade enzimatica da SOD foi expressa U SOD.min.mg proteina, sendo maior
consideravelmente (p<0,001) tanto no tecido cardiaco quanto no tecido hepatico (Figura 3) dos

machos de S. taeniurus, em relacéo aos valores minimos encontrados nas fémeas.

450000 1 ZZ] fémeas
300000 | | mmmm machos

50000 -
45000 -

40000 -+

mg proteina™)

< " 35000 -

D.min"

n

) 20000 A

0O 15000 ~

O

) 10000 -
5000 -

0 —

coragao figado

Fig. 3. Atividade enzimética da SOD no coracéo e figado de fémeas e machos de Semaprochilodus taeniurus.
Asterisco (*) indica diferenca estatistica entre fémeas e machos (p<0,05)

3.3.2 Catalase (CAT)
A atividade da enzima CAT foi expressa em nanomol de H20O, .min"t.mg proteina™® no

coracdo de S.taeniurus ndo apresentou diferenca entre fémeas e machos (p= 0,487). O mesmo

resultado observou-se no figado (Figura 4), sem diferenca entre os sexos (p=0,128).
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Fig. 4. Atividade enzimatica da CAT no coracéo e figado de fémeas e machos de Semaprochilodus taeniurus.



3.3.3. Glutationa peroxidase (GPx)
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Os niveis da enzima GPx (nanomol de NADPH. min ~*.mg proteina™ ) no coragio e no

figado (Figura 5) de S.taeniurus ndo apresentaram diferencas entre fémeas e machos.
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Fig. 5. Atividade enzimética da GPx no coracdo e figado de fémeas e machos de Semaprochilodus

taeniurus.

3.4.4. Glutationa S transferase (GST)

A atividade da GST (micromol de CDNB.min 1.mg proteina®) de S.taeniurus no

coracdo apresentou-se maior nos machos (p<0,001). Ja no figado (Figura 6), a GST ndo

apresentou diferenca entre os sexos com valor de p=0,394.
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Fig. 6. Atividade enzimatica da GST no coragfo e figado de fémeas e machos Semaprochilodus taeniurus.

Asterisco (*) indica diferenca estatistica entre fémeas e machos (p<0.05).
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3.4.5. Lipoperoxidacdo (LPO)

A lipoperoxidacdo (micromol de CHP .mg proteina™) no coragio de S. taeniurus se
apresentou maior nos machos (p<0,001) do que nas fémeas. Com relagéo ao figado (Figura 7),

n&o se observou diferenca (p= 0,104)
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Fig. 7. Lipoperoxidagdo no coragdo e figado de fémeas e machos de Semaprochilodus taeniurus. Asterisco (*)

indica diferenca estatistica entre fémeas e machos (p<0.05).
3.4.6 Ensaio Cometa

Os machos sofreram mais danos totais (Figura 8) no DNA eritrocitario que as fémeas
(p= 0,015). Além disso, os machos também apresentaram maior porcentagem de danos por
classe dos tipos 2, 3 e 4 (danos mais intensos), em comparacao as fémeas, com indice de danos

por classe dos tipos 0 e 1 como mais expressivos (Figura 9).
Nos graficos a seguir sdo representados o indice de danos totais (Figura 8, com valor de

(p= 0,015), e danos por classe (Figura 9) no DNA das células sanguineas. E interessante

destacar que em ambos casos 0s machos sofreram maiores danos.
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Fig. 8. Danos totais em sangue de fémeas e machos de Semaprochilodus taeniurus. Asterisco (*) indica
diferenga estatistica entre fémeas e machos (p<0.05).
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Fig. 9. Danos por classe (%) em fémeas e machos de Semaprochilodus taeniurus. Observe danos maiores dos tipos
2, 3 e 4 nos machos.

4 Discussao

Segundo Ribeiro (1983), é uma caracteristica bem conhecida dos jaraquis o pulo
constante na superficie da agua, durante a descida do cardume ao encontro das aguas, para
desovar. Com base em aproximadamente 1600 horas de observagdo em campo, durante a
migracdo reprodutiva dos jaraquis, o autor descreve quatro tipos de comportamentos
conhecidos pelos seguintes termos regionais: rebojar, boiar, lapear, e andar de lera. Os
movimentos observados pelos pescadores no momento da descida do cardume sdo rebojar e
boiar. A primeira significa que os individuos se aproximam para a superficie da dgua, realizando
movimentos de aspecto circular com suas nadadeiras peitorais e, as vezes, mostrando as suas
nadadeiras dorsais. A segunda corresponde ao movimento dos individuos, que pulam para a

superficie da 4gua, mostrando o dorso. Esses dois comportamentos séo tipico desses animais
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quando o cardume se encontra viajando pelo meio do rio e, junto com outros comportamentos
citados anteriormente, facilitam a visualizagdo do cardume para os pescadores experientes
(Ribeiro 1983). Segundo Val, A.L (comunicacao pessoal), provavelmente os jaraquis machos
s80 0s responsaveis por essas acdes, provocando assim a oxigenacdo da agua por onde o
cardume passa e, consequentemente, beneficiando a respiragdo aerdbica dos individuos do
cardume. Esse comportamento dos machos exige deles um esfor¢o natatorio ainda maior para
a realizacdo da migracdo reprodutiva, contribuindo para que ocorram mudancas em sua
fisiologia para a adaptacdo dos animais & um estado metabdlico elevado. Essas mudancas
fisioldgicas durante migracGes longas foram observadas em peixes e aves (Amerand et al. 2010;
Costantini et al. 2007). Tais mudancas fisioldgicas sdo diagnosticadas por meio dos parametros
hematoldgicos (Da Silva et al. 2012), entre outros. Assim, neste estudo, o aumento do RBC
observado no sangue das fémeas sugere a liberacdo de novas células por meio da contracao
esplénica, possivelmente como uma tentativa de melhorar a captagéo e o transporte de O, aos
tecidos, como foi relatado por Ferreira et al. (2010) em matrinxd (Brycon amazonicus). Isso é
apoiado pela diminuicdo da hemoglobina corpuscular média (HCM), uma vez que células
jovens apresentam menos hemoglobina (Hb), o que pode explicar o menor valor do HCM nas
fémeas (Val e Almeida Val 1995). Entretanto, ndo foram encontradas diferencas no Volume
corpuscular médio (VCM) e nos outros parametros hematoldgicos estudados (Tabela 1). Por
outro lado, os resultados dos parametros bioquimicos mostraram um aumento de glicose
plasmatica nos machos (Figura 1), o que reflete a necessidade de uma fonte de energia para
uma maior mobilizacdo de substratos energéticos para fazer frente ao estresse (Roriz et al.
2015). Em contraste, o lactato (Figura 2), outro metabodlito de estresse, e indicativo de uso do
metabolismo anaerébico (Chippari-Gomes et al. 2005), ndo mostrou diferencas entre 0s sexos.
Isso pode ser devido ao metabolismo adaptado ao habito migratorio do peixe, assim como
Ferreira et al. (2010) relatou em Brycon amazonicus (matrinxd). Esses resultados podem ser 0s
primeiros indicios de que as fémeas de S. taeniurus enfrentam a migracdo reprodutiva de uma
forma mais eficiente do que 0os machos.

Desta forma, durante a migracdo reprodutiva, apesar de ser fundamental para o
desenvolvimento da respiracdo aerdbica, o oxigénio pode gerar custos fisioldgicos durante o
processo (Elmer et al. 2017), ao dar origem as espécies reativas de oxigénio (ROS) (Boveris
2005). Os ROS séo regulados nas células pelas defesas antioxidantes, das quais a SOD faz parte
e é considerada como a primeira enzima a ser ativada. A SOD dismuta o anion superoxido (O
) em H20 + O2 (Speakman e Selman 2011; Cram et al. 2015). Neste estudo, encontramos uma

atividade mais alta de SOD em coracgéo e figado dos machos de S. taeniurus do que nos das
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fémeas (Figura 3). Isso sugere que a atividade de O, também seria mais elevada nos tecidos
dos machos e, por consequéncia, os niveis de H.02 também, o qual estaria sendo formado em
maior quantidade pela acdo da SOD. Em contrapartida, a CAT, que ¢ ativada para neutralizar o
H2O> quando este ocorre em grande quantidade na célula, ndo apresentou diferenca de
concentracgéo significativa entre os tecidos dos machos e das fémeas.Essa contradi¢do, assim
como observado por Marcon (1996) em estudos com Colossoma macropomum, pode ser
explicada pela agéo de O nas células que pode inibir a ativacdo da CAT. Nesse caso, 0s niveis
de Oz nas ceélulas seriam tdo altos que, apesar da alta atividade da SOD, esta ndo seria o
suficiente para compensar o aporte de O2™ na célula e acabaria por inibir a CAT, resultando
também em uma alta concentracéo de H2O».

Por outro lado,a glutationa peroxidase (GPx) que também atuaria sobre o perdxido de
hidrogénio, ndo mostrou diferencas em coracéo e figado (Figura 5) de ambos 0s sexos. 7

Em ndo ocorrendo a ativacdo da CAT e da GPx nos individuos estudados, a SOD néo
estaria sendo suficiente para neutralizar todas as espécies reativas de oxigénio (ROS), gerando
desta forma o estresse oxidativo como um custo fisiologico da reproducdo (Alonso-Alvarez et
al. 2004, 2017; Costantini 2008; Monaghan et al. 2009; Speakman e Selman 2011; Selman et
al. 2012; Blount et al. 2016) atingindo a molécula de DNA e os lipideos da membrana,
considerados marcadores diretos do estresse oxidativo (Hoogenboom et al. 2012; Watson et
al. 2018).

O nivel de estresse oxidativo foi mensurado neste estudo por meio das andlises de
cometa no tecido sanguineo, quantificando assim o dano celular provocado pelas ROS. Os
resultados mostraram que os danos totais (Figura 8) e por classe (Figura 9 ) no DNA dos machos
foi maior do que no das fémeas. Wilson et al. (2014), estudando o nivel de estresse oxidativo
no salmédo do Oceano Pacifico (Oncorhynchus spp) antes e no final da migracdo reprodutiva
encontraram, durante a fase final da migracdo, maiores niveis de estresse oxidativo, e maiores
danos no DNA, no coragdo, mas sem diferencas nas capacidades antioxidantes. Os autores
propdem que o aumento da frequéncia cardiaca resultaria em um aumento na producdo de ROS
e, por consequéncia, um aumento dos danos no DNA. De maneira semelhante, na mesma fase
final da migracdo, nossos resultados revelam um aumento dos danos na molécula de DNA no
tecido sanguineo dos machos. Além dos danos no DNA, outra evidéncia encontrada dos ataques
dos ROS maior nos machos do que nas fémeas é a alta taxa de lipoperoxida¢édo (LPO) no
coracdo dos machos de Semaprochilodus taeniurus (Figura 7). Este resultado pode ser devido
a guantidades maiores de acidos graxos poli-insaturados sofrendo danos nas membranas

(Costantini 2008), pois a quantidade de acidos graxos poli-insaturados e monoinsaturados na
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célula define a susceptibilidade da membrana aos ataques dos ROS (Hulbert et al. 2007). Em
concordéncia, os trabalhos de Buttemer et al. (2008) e Costantini (2008) mostraram que altas
quantidades de monoinsaturados estdo associadas com uma taxa menor de peroxidacéo lipidica
(LPO) no coracdo de aves marinhas, em comparacdo com as taxas encontradas em aves de
criagdo. A GST, uma enzima de desintoxicagdo, foi encontrada em maior concentragdo no
coragdo dos machos de S. taeniurus (Figura 6). Provavelmente, esta enzima esta sendo ativada
para desintoxicar a membrana lipidica por consequéncia da alta taxa de lipoperoxidacéo (LPO).
No entanto, no figado, as atividades da LPO (Figura 7) e da GST (Figura 6) ndo mostraram
diferengas significativas entre fémeas e machos. De maneira similar, Wilson et al. (2014) ndo
encontraram diferencas de estresse oxidativo e de antioxidantes no figado do salméo
(Oncorhynchus spp) durante a fase final da migracédo reprodutiva.

Em um estudo realizado por Olsson et al. (2012), na Australia, com lagartos fémeas e
machos (Ctenophorus pictus), s&o mostrados maiores danos no DNA das fémeas. Os autores
atribuem o dano menor no DNA dos machos & elevacdo na producéo de enzimas antioxidantes
para defesa das células, marcada por niveis maiores de SOD. Inesperadamente, em nossos
resultados, foram encontrados maiores niveis de SOD e de GST nos machos, mostrando
maiores danos oxidativos do que nas fémeas, o que também ¢é evidenciado pela alta taxa de
lipoperoxidag&o no coragdo, como mostrado anteriormente . De acordo com a ideia proposta
por Wilson et al. (2014), é provavel que o esforco no coracdo seja maior do que no figado
durante o processo migratorio, pois 0 primeiro mostra mais estresse oxidativo do que o segundo.

Assim, na tabela 2 mostramos um resumo de nossos achados em relacdo as atividades

enzimaticas, danos e estresse oxidativo em fémeas e machos de S. taeniurus.

Enzima Marcadores de Danos Oxidativos

Danos
SOD GST LPO Da-nos por Estresse

Tecido | Coragdo Figado | Coragdo Figado | Coracdo Figado DNA DNA

Sangue

Sangue
Fémeas | Menor Menor Menor Igual Menor Igual Menor Menor Menor
Machos | Maior Maior Maior Igual Maior Igual Maior Maior Maior

Portanto, segundo Speakman e Garratt (2013), nem sempre altos niveis de antioxidantes
garantem uma defesa eficiente contra os ataques dos ROS, o que poderia explicar os maiores
danos no DNA e maiores taxas de lipoperoxidacdo e, portanto, maiores niveis de estresse
oxidativo nos machos do que nas fémeas de S. taeniurus, apesar dos niveis mais elevados de
antioxidantes encontrados neste grupo. Por outro lado, em trabalho com fémeas e machos de

zebra finches (Taeniopygia guttata) Alonso-Alvarez et al. (2004) revelaram que durante o
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esforgo reprodutivo desta ave, os machos apresentaram uma resisténcia maior ao estresse
oxidativo, mostrando assim, pela primeira vez, que as defesas antioxidantes aumentam nos
machos e diminuem nas fémeas durante a reproducdo, gerando assim, um custo reprodutivo
maior para as fémeas. Por outro lado, o estudo recente de Elmer et al. (2017), analisando o
cuidado parental em peixe de zona temperada (Micropterus dolomieu), revelou em machos mais
velhos, e mais experientes no cuidado da prole, defesas antioxidantes mais altas e estresse
oxidativo mais baixo, quando comparado com 0s machos mais jovens.

Nos machos de S. taeniurus encontramos uma correlagédo positiva entre 0 aumento dos
antioxidantes (Figura 3, 6) e o aumento do estresse oxidativo, quantificado por meio dos
marcadores de danos oxidativos (Figura 7, 8, 9). Desse modo, nossos resultados coincidem com
0 proposto no trabalho de Speakman e Garratt (2013), que descreveu Varios possiveis cenarios
de formac&o de estresse oxidativo relacionado aos niveis de antioxidantes presentes na célula.
Do mesmo modo, Blount et al. (2016) explicam que o aumento ou a diminuicdo das atividades
antioxidantes e a variacdo dessas atividades de acordo com o tecido, influenciam diretamente
na geracdo de estresse oxidativo, considerado uma consequéncia dos niveis das defesas
antioxidantes (Selman et al. 2012).

Assim, nas fémeas de S. taeniurus, durante a migracao reprodutiva, nés observamos
niveis baixos de antioxidantes e ndo observamos a formacgdo do estresse oxidativo, resultados
contrarios ao que esperdvamos. Um trabalho pioneiro sobre o custo fisioldgico da reproducao
foi realizado em fémeas de D. melanogaster (mosca) mostrando que as fémeas que produziram
ovos foram mais susceptiveis ao estresse oxidativo. No entanto, quando expostas ao
acasalamento com os machos, e a0 mesmo tempo comparadas com as fémeas controle (que néo
acasalaram), ndo sofreram estresse oxidativo, concluindo assim, que o esfor¢o na producédo dos
ovos é considerado um custo da reproducdo nas fémeas (Salmon et al. 2001).

Diversos estudos foram desenvolvidos na ultima década (Costantini et al. 2007;
Speakman e Selman 2011; Metcalfe e Monaghan 2013) com o objetivo de verificar a formacao
do estresse oxidativo durante a reproducdo. Para tal, os estudos utilizaram fémeas na fase
reprodutiva e ndo reprodutiva (Alonso-Alvarez et al. 2017). Além disso, avaliaram o custo da
reproducdo em diferentes taxons, medindo o esfor¢o reprodutivo, como o cuidado parental,
tamanho dos ovos, esfor¢co na producdo dos ovos, tamanho da prole e outras caracteristicas
dependendo do organismo que foi estudado (Alonso-Alvarez et al. 2004; Costantini, 2007,
2008; Blount et al. 2016). Assim, de modo geral, os resultados mostram mais estresse oxidativo
nos animais com maior esfor¢o reprodutivo, e menos estresse oxidativo nos animais em

reproducdo (Dowling e Simmons 2009; Metcalfe e Monaghan 2013), especialmente quando se
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trata das fémeas (Blount et al. 2016). De maneira semelhante, 0s nossos resultados mostram
que os machos de S. taeniurus sofreram maior estresse oxidativo; por essa razéo, sugerimos que
0s mesmos realizam um esforco reprodutivo maior, quando comparados com as fémeas que
mostraram menor estresse oxidativo. Portanto, este resultado nas fémeas poderia ser explicado
desde o ponto de vista mencionado na literatura; isto ¢, por meio da “Hipdteses da blindagem
oxidativa” (Blount et al. 2016) uma hipotese recente que sugere que “o estado reprodutivo gera
mecanismos de protecdo contra os ataques dos ROS, que inevitavelmente serdo formados
durante a fase reprodutiva nas fémeas”.

Os estudos da “Hipdteses do custo da reprodugdo” na natureza (Cram et al. 2015) sdo
escassos na atualidade e uma das razdes ¢ a dificuldade de trabalho com animais em campo e a
obtencdo de respostas acuradas (Costantini 2016). Portanto, consideramos os trabalhos citados
anteriormente como os mais relevantes para contrastarmos com a nossa pesquisa. E, mesmo
ndo conhecendo todas as respostas para explicar as diferencas que encontramos entre as fémeas
e machos de S. taeniurus, durante a migragdo reprodutiva, sugerimos que € preciso fazer mais
analises bioquimicas, genéticas e fisioldgicas, para complementar a hipdtese da existéncia de
mecanismos, até a data desconhecidos, que previnem as fémeas do estresse oxidativo. Como
esses mecanismos sao diferentes nos machos, estes sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo
durante a migracéo reprodutiva.

Desse modo, concluimos que as fémeas de jaraqui de escama fina (S. taeniurus)
possuem mecanismo de defesa contra os danos oxidativos durante a migracdo reprodutiva.
Estes mecanismos de protecdo no nivel celular, até aqui desconhecidos, sdo aderentes a hipbtese
da blindagem oxidativa; por outro lado, os machos dessa espécie apresentaram, ao chegarem
ao sitio de reproducdo, na confluéncia do Rio Negro com o Rio Solimdes, maiores niveis de
Hemoglobina Corpuscular Média, de glicose plasmatica, de defesas antioxidantes como
Superoxido dismutase e Glutationa S-transferase, e maiores danos no DNA e na
lipoperoxidacdo. Dessa forma, podemos concluir que a migracdo reprodutiva causa maior

estresse oxidativo nos machos do que nas fémeas.
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