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1. INTRODUGAO

A temperatura € um dos principais fatores abioticos que afetam os animais,
influenciando desde processos fisioldgicos até a distribuicdo geografica das
espécies (PORTNER, 2001). Segundo o Intergovernamental Panel on Climate
Change (IPCC), a temperatura média global apresentou um aumento de 0,85°C
entre 1880 e 2012, e projegdes apontam um aumento entre 1°C e 3,7°C até 2100.
Nesse contexto, € importante obter estimativas realistas dos limites térmicos das
espécies e entender os seus mecanismos. (REZENDE, 2010).

O conhecimento da tolerancia térmica tem contribuido nas investigacdes
sobre como 0s organismos se ajustam a seus ambientes. No método dinamico
conhecido como Critical Thermal Methodology (CTM), a temperatura é alterada de
forma gradual até atingir um end point estabelecido. Este método consiste em
determinar a temperatura critica maxima (CTMax) e minima (CTMin), definidas como
o ponto térmico no qual as atividades locomotoras ficam desorientadas e o animal
perde a habilidade de escapar das condicbes que irao prontamente levar a sua
morte (BECKER, 1979; LUTTERSCHMIDT,1997).

Além dos problemas diretamente relacionados aos limites térmicos, o
aumento da temperatura média global afeta a distribuicdo e a toxicidade de
poluentes ambientais, principalmente em ambientes aquaticos (MANCIOCCO,
2014). Dentre os poluentes ambientais, podemos citar o cobre. O cobre é um
micronutriente essencial para a maioria dos animais e plantas e ocorre naturalmente
na crosta terrestre. Entretanto, em concentracbes elevadas pode ser toxico para
organismos aquaticos (KAPUTSKA, 2004).

Peixes, por serem ectotérmicos, sdo sensiveis a mudangas drasticas na
temperatura. (FRY, 1971; PORTNER, 2001). Individuos da espécie Poecilia vivipara
(Bloch & Schneider, 1801) sdo encontrados em lagos, rios e lagunas ao longo de
toda a costa brasileira com relativa abundancia, e apresentam alta tolerancia a
extremos ambientais como salinidade e temperatura. Por isso e pela facil
manutencdo em laboratério, tém sido utilizados como organismo modelo em
experimentacdo animal (GOMES, 2008).

As previsdes demonstrando o aumento da temperatura global e indicios de
que poluentes podem afetar a tolerancia térmica trazem a necessidade de estudos
relacionando estes fatores, de modo que se possa conhecer a dindmica da
toxicidade dos poluentes devido as mudangas climaticas, e compreender a fisiologia
das espécies para assim auxiliar na sua conservagao. Assim, o objetivo desse
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trabalho foi avaliar os efeitos combinados do cobre e da temperatura de aclimatacao
na tolerancia térmica de adultos de P. vivipara, utilizando método ja desenvolvido e
testado para se obter a CTMax.

2. METODOLOGIA

Os individuos adultos de P. vivipara foram coletados no municipio de Rio
Grande — RS e transportados para o Laboratério de Fisiologia Aplicada a Aquicultura
na UFPel, onde foram aclimatados em agua doce por trés semanas. Machos e
fémeas foram distribuidos em 18 caixas, sendo dois casais por caixa, em
temperaturas de 22°C ou 28°C, com aeracao constante e fotoperiodo de 12 horas.
Os ensaios foram realizados em ftriplicatas (2 fémeas e 2 machos por repeti¢cao)
totalizando 12 individuos em cada um dos seis grupos, sendo trés grupos
aclimatados em 22°C e trés aclimatados em 28°C. Em cada temperatura de
aclimatagao, dois grupos foram expostos por 96h as concentragdes de 9 e 20 ug/L
de cobre, respectivamente, referentes ao equivalente em cloreto de cobre anidro
(CuCl2), sendo o terceiro o grupo de controle, que n&o foi exposto ao cobre.

Os ensaios para a obtencao da CTMax foram realizados em aquarios de vidro
contendo 4L de agua. Utilizando resisténcias elétricas, a agua foi aquecida sob taxas
constantes de 0,4°C por minuto, partindo de 22°C ou 28°C, de acordo com a
temperatura de aclimatacdo. Sensores digitais foram fixados na unidade
experimental e as temperaturas foram gravadas automaticamente a cada minuto. A
duragao do ensaio foi determinada pelo end point, estabelecido como a perda total
do equilibrio do peixe durante a natacido. A temperatura observada nesse momento
foi considerada a CTMax. Apos apresentar a desordem fisiolégica, os animais
retornaram a condi¢ao inicial e 24 horas depois foi avaliada a sobrevivéncia do
animal para validar o limite térmico testado. Depois dos ensaios, os animais foram
eutanasiados e amostras do figado, branquias, intestino e musculo foram
armazenadas em nitrogénio liquido para posterior quantificagdo da concentragao
tecidual de cobre.

Os dados obtidos para CTMax e concentracdo tecidual de cobre nos
diferentes tratamentos foram submetidos a andlise de covariancia (ANCOVA)
utilizando o peso dos individuos como covariavel, seguida do teste post-hoc de
Duncan. As diferengas entre os tratamentos foram consideradas significativas se a
probabilidade de significancia for menor que 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A CTMax foi significativamente maior nos animais aclimatados em 28°C
(41,07£0,50°C) em relagdo aos aclimatados a 22°C (39,51+0,68°C). Entretanto, a
exposicao ao cobre reduziu a CTMax apenas em animais aclimatados a 28°C. Os
valores médios das CTMax para os individuos aclimatados a 22°C nao
apresentaram diferencas significativas e foram 39,44+0,2; 39,37+0,2 e 39,78%0,1°C,
respectivamente para os animais do controle e expostos a 9 e 20 ug/L de cobre
(Figura 1). Os individuos aclimatados a 28°C apresentaram um valor médio da
CTMax de 41,49+0,05; 40,731+0,1 e 40,96%0,15°C para os animais do controle, e
expostos a 9 e 20 ug/L de cobre, respectivamente. O grupo controle demonstrou ser
estatisticamente diferente dos outros dois grupos (Figura 1). Os valores de CTMax
dos individuos aclimatados em 28°C foram significativamente maiores que em 22°C
tanto no controle quanto nos tratamentos com 9 e 20 pg/L de cobre (Figura 1).
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A concentragdo tecidual de cobre foi maior em animais aclimatados em 28°C
em relagdo aos aclimatados em 22°C, tanto no figado (22°C: 0,24+0,01; 7,71 e
19+0,2ug/g; 28°C: 0,25+0,007; 11,6+0,4 e 23,3+1ug/g, Controle, 9 e 20ug/L de
cobre, respectivamente) quanto nas branquias (22°C: 0,28%0,03; 6,07£1,2 e
15,24+0,6ug/g; 28°C: 0,29+0,03; 6,51+0,5 e 23,45+3,3ug/g, respectivamente). Em
temperaturas mais elevadas os animais aumentam o seu metabolismo, aumentando
as trocas com o meio através das branquias e intensificando a contaminagcéo nos
tecidos com o cobre dissolvido. A diminuicdo da CTMax de animais expostos ao
cobre em temperaturas mais elevadas pode ter ocorrido devido a maior acumulagéo
de cobre nos tecidos. Os mecanismos fisiolégicos que que levam a diminuicao da
tolerancia térmica em temperaturas elevadas apos exposicdo ao cobre ainda nio
sdo bem compreendidos e isso sera avaliado em trabalhos futuros. Apesar disso, ja
se sabe que o cobre gera estresse oxidativo (MACHADO, 2013), inibicdo enzimatica
e alteragbes no metabolismo energético (CHOWDHURY, 2016).
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Figura 1 — Temperatura critica maxima de adultos de Poecilia vivipara
expostos por 96h as concentracbes de 9 e 20ug/L de cobre e o grupo controle,
aclimatados por trés semanas as temperaturas de 22 e 28°C. Os valores sao
representados pelas médias * erro padrdo. Letras mailsculas indicam diferengas
significativas entre os tratamentos com cobre dentro da mesma temperatura de
aclimatagdo. Letras minusculas indicam diferengas significativas entre as duas
temperaturas de aclimatagao dentro dos mesmos tratamentos com cobre (ANCOVA
multifatorial, peso dos animais como covariavel, post hoc de Duncan; n=12; p=0.03)

4. CONCLUSOES
O presente trabalho demonstrou que individuos de P. vivipara acumulam uma

maior quantidade de cobre nos tecidos quando aclimatados a temperaturas
elevadas, o que levou a diminuicdo da tolerancia térmica.
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