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RESUMO

Milhares de corpos d’agua sao encontrados na Amazbnia. Eles podem ser
classificados conforme sua cor em trés categorias, aguas preta, clara e branca.
Estima-se que 3.000 espécies de peixes vivem nos rios da Amazonia, dentre estas a
sardinha, Triportheus albus. Esta espécie habita os trés tipos de &aguas da
Amazobnia, apesar de suas diferencas significativas em relacdo aos parametros
fisico-quimicos. A capacidade desta espécie para sobreviver nestes diferentes
habitats esta relacionada com suas adaptacdes especificas. O objetivo do presente
estudo foi descrever a resposta génica nos trés tipos de aguas, e descrever 0s
mecanismos relevantes que podem originar essa capacidade. Branquias de T. albus
foram coletadas em locais bem caracterizados para cada tipo de agua. Nove
bibliotecas de cDNA foram construidas, trés réplicas biolégicas de cada condicao e
sequenciado o RNA (RNA-Seq) na Plataforma MiSeqg® (lllumina®). Um total de 51,6
milhdes de reads paired-end, e 285.456 transcritos foram montados. Considerando o
FDR < 0,05 e fold change = 2, foram detectados 13.754 genes diferencialmente
expressos nos trés desafios ambientais. Dois mecanismos relacionados com a
homeostase foram detectados em T. albus que vivem em aguas pretas. As aguas
pretas e acidas, parece ser um ambiente desafiador para muitos tipos de
organismos aquaticos. O primeiro estd relacionado com a diminuicdo da
permeabilidade celular e o0 segundo com a regulacéo idnica e acido-base. Sugerimos
gue a espécie T. albus é uma boa espécie de peixe para futuros estudos envolvendo

a regulacao iénica e acido-base de espécies amazobnicas.

Palavras-chave: Rio Negro, Rio Tapajos, Rio Solimdes, expressao diferencial, RNA-

Seq, pH &cido, regulacéo iénica.
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ABSTRACT

Thousands of water bodies are found in the Amazon. They can be classified based
on their water color in blackwater, clearwater and whitewater. The Amazon basin
houses approximately 3,000 fish species, including the freshwater sardine,
Triportheus albus, locally known as “sardinha”. Triportheus albus lives in all three
types of water, despite their significant differences regarding physicochemical
parameters. The ability of this species to survive in these different habitats is
anticipated to be related to specific adaptations. The goal of the present study is to
describe gene transcription differences of T. albus collected from the three types of
water, and to describe the relevant mechanisms behind this ability. Gills of
specimens of T. albus from the three types of water (black, clear, and white) were
collected. Nine cDNA libraries, three biological replicates for each condition (type of
water) were prepared and sequenced for RNA (RNA-Seq) using the MiSeq®
(Ilumina®) platform. A total of 51.6 million of reads paired-end, were assembled into
285,456 high quality contigs. Considering FDR < 0.05 and the fold change = 2,
13,754 differentially expressed genes were detected for all three conditions. Two
mechanisms related to the homeostasis control were detected for T. albus living in
blackwater. The acidic blackwater seems to be a challenging environment to many
types of organisms. The first mechanism is related to a decrease of cell permeability
and the second seem to be related to ion and acid-base regulation. We suggest that
T. albus is an important fish species for future studies exploring ion and acid-base

regulation in fish of the Amazon.

Key words: Negro River, Tapajés River, Solimdes River, differentially expressed

genes, RNA-Seq, acid pH, ionic regulation.
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1. INTRODUCAO

A bacia amazénica abriga uma fonte inestimavel de recursos ainda a serem
estudados. A diversidade da fauna e flora amazonica vem ganhando destaque em
face das mudancas ambientais. Muitos estudos tém sido realizados com a finalidade
de compreender os efeitos e as respostas dos organismos as mudancas ambientais
(WOOD et al., 2007; LEMGRUBER et al., 2013; PRADO-LIMA e VAL, 2016). O
ambiente aquatico amazoénico tem sido alvo da pesquisa cientifica e tecnologica e
tem ganhado espaco por conter a maior riqueza de peixes de agua doce (VAL e
ALMEIDA-VAL, 1995; MATSUO e VAL, 2007; WOOD et al., 2014).

A diversidade dos rios da bacia amazonica, além de ser o principal meio de
transporte a muitas cidades desta regido, abriga uma riquissima ictiofauna. Os rios
sao interligados ao canal principal do Rio Amazonas, permitindo que toda bacia
amazobnica esteja ligada por suas aguas, o que possibilita as espécies migrarem
entre os rios da regiao (DUNCAN e FERNANDES, 2010). No entanto, estes rios
contém padrdes de aguas diferenciadas, gracas a localizacdo geogréafica de cada rio
e 0S materiais que sdo depositados em seus leitos (SIOLI, 1984; KONHAUSER et
al., 1994). Em muitos casos 0s parametros fisico-quimicos das aguas regem a
selecdo de espécies que sobrevivem em seus leitos (VAL e ALMEIDA-VAL, 1995).
Essa selecdo depende da capacidade que as espécies possuem para se adaptarem
ao ambiente a que estao expostas (EVANS et al., 2005; WOOD et al., 2007).

As aguas da bacia amazonica podem ser classificadas, de acordo com o tipo
de 4gua, em agua preta, clara e branca (SIOLI, 1984). Assim, da mesma forma que
a cor confere um padrdo especifico a cada rio, os parametros fisico-quimicos
guardam forte relacdo com suas cores caracteristicas. Trés principais rios contém
esses padrdoes de aguas: Rio Negro (agua preta), considerado um dos ambientes
aguaticos mais desafiadores para as espécies aquaticas, gracas a sua caracteristica
agua acida. Diversos estudos tém sido desenvolvidos na tentativa de compreender
como um rio com tamanho desafio ambiental abriga uma significativa diversidade de
peixes, estimada em, aproximadamente, 1.000 espécies de peixes (VAL e
ALMEIDA-VAL, 1995; GONZALEZ et al., 2002; WOOD et al., 2014; DUARTE et al.,
2016).

O outro rio caracteristico da regiao € o Rio Solimdes (agua branca). De todos

€ 0 que possui maior quantidade de material em suspensdo, que inclusive |he



confere a cor caracteristica. Grande parte desse material em suspensao é derivado
dos Andes e é arrastada pela forte correnteza das aguas por todo seu leito, que nas
curvas dos rios, deposita, formando inclusive ilhas, lagos e alterando o percurso do
leito do rio (SIOLI, 1984; KONHAUSER et al., 1994). Esses depositos sao
importantes pois contém quantidades significativas de nutrientes contribuindo com a
subsisténcia de comunidades ribeirinhas, que exploram as regides de varzea para
atividades agricolas.

Por fim, mas ndo menos importante, temos o0 Rio Tapajos (dgua clara), que &
conhecido por suas aguas cristalinas ou levemente esverdeadas. Os parametros
fisico-quimicos de suas aguas € referenciado como intermediario entre os rios de
aguas preta e branca (DUNCAN e FERNANDES, 2010). Tanto o Rio Tapajos,
guanto o Rio Solimbes apresentam pH (potencial hidrogeniénico) proximo da
neutralidade, enquanto o Rio Negro possui aguas &cidas (SIOLI, 1984). Ao
observamos estas condi¢cdes ambientais ficam evidentes os desafios que esses
ambientes impdem a ictiofauna.

Estes ambientes abrigam a mais diversa ictiofauna do mundo. Muitas
espécies habitam simultaneamente dois desses ambientes (revisto por VAL e
ALMEIDA-VAL, 1995). Poucas, entretanto, desenvolveram mecanismos biol6gicos
para viver simultaneamente nos trés tipos de agua da Amazénia (FERREIRA, E.G.,
informacéo pessoal).

Entre essas espécies, destaca-se a espécie Triportheus albus, conhecida
popularmente na regido como sardinha. Essa espécie é frequentemente encontrada
nos trés tipos de aguas da bacia amazbnica (Relatério do Projeto INCT/ADAPTA
2012-2013). A compreensdao de como essa espécie responde as diferentes
condicBes dos trés tipos de ambientes retromencionados, foi o fator principal que

nos desafiou no presente estudo.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. DIVERSIDADE AMAZONICA

A bacia amazoénica € um mosaico de diferentes tipos de aguas interligado ao
canal principal, o Rio Amazonas (DUNCAN e FERNANDES, 2010). A diversidade
amazobnica abriga um imenso patriménio biolégico, composto por milhares de
espécies, tendo sido cientificamente identificada somente uma pequena parcela
delas (CAUPER, 2006). E a maior bacia hidrografica de 4gua doce do planeta e
contém cerca de 20 % de toda a agua doce da Terra (MOLINIER et al., 1995).

O clima predominante na bacia é quente e Umido, com temperatura média
anual em torno de 26 °C. As precipitacdes regionais podem ultrapassar 2.000
mm/ano (QUEIROZ et al., 2009). A bacia amazbnica apresenta um ciclo de vazante
e um ciclo de enchente, representando verdadeiros pulsos ambientais. Este pulso é
acompanhado por variacbes dos descritores do sistema aquéatico (JUNK et al.,
1989).

Os rios amazonicos diferem quanto a qualidade de suas aguas e suas origens
(KONHAUSER et al., 1994), contendo uma grande riqueza de peixes. O Rio Negro é
o principal representante de &guas acidas da Amazo6nia (PINHEIRO e BORGES,
2013). Muitas espécies de peixes de agua doce com pH préximo a neutralidade,
como as aguas do Rio Solimdes e Rio Tapajos, conseguem se adaptar e sobreviver
nesse ambiente extremo de acidificacdo (MATSUO e VAL, 2002, 2007; WOOD et al.,
2014).

2.2. RIOS DA AMAZONIA

A variabilidade dos ambientes amazbnicos € determinada, entre outros
fatores, pela area de drenagem e a forte relacdo com os fatores ambientais, relevo,
solo, clima e os diferentes tipos de vegetacdo presentes no entorno dos rios e
igarapés. A variabilidade ambiental é responsavel pela notavel diferenca fisico-
qguimica observada nas aguas (SIOLI, 1984; KONHAUSER et al., 1994).

Os rios amazénicos além de possuirem grande extensao territorial, podem ser
classificados em trés categorias: rios de aguas preta, clara e branca (SIOLI, 1984).

Os rios SolimGes, Amazonas, Madeira, Purus e Branco sdo exemplos tipicos de rios



de aguas brancas (KONHAUSER et al., 1994; GAILLARDET et al., 1997). Os rios de
aguas claras oriundos da Amazodnia Central, que tem relevo relativamente regular
apresentando baixa taxa de erosdo, possuem aguas transparentes ou levemente
esverdeadas (SIOLI, 1984). Os rios Tapajos, Xingu, Trombetas, Tocantins sao
representantes tipicos de rios de aguas claras (QUEIROZ et al., 2009). Os rios de
adguas pretas, caracteristicos por suas aguas acidas, drenam area de vegetacao
baixa e solo arenoso (GAILLARDET et al., 1997; PINHEIRO e BORGES, 2013). Os
principais representantes sdo os rios Negro, Nhamunda e Maués (KUCHLER et al.,
2000).

2.2.1. Aguas brancas

Os rios de &aguas brancas sdo também conhecidos como rios de aguas
barrentas (DUNCAN e FERNANDES, 2010), apresentam concentracdes
relativamente alta de solutos dissolvidos e sdo extremamente turvas devido a suas
elevadas concentragbes de sedimentos em suspenséo, grande parte derivada dos
Andes (KONHAUSER et al., 1994), com sélidos totais dissolvidos da ordem de 8,8 —
55 mg/L (DUNCAN e FERNANDES, 2010). Esses sedimentos sao amplamente
variados, podendo estar relacionados com os tipos de rochas presentes nas

margens do rio ou em suas proximidades (QUEIROZ et al., 2009).

Os principais cations presentes no Rio Solim&es sédo o calcio com 11,8 mg/L,
seguido de silicio (5,36 mg/L), potassio (1,4 mg/L) e magnésio (1,2 mg/L)
(KONHAUSER et al., 1994). Possui concentracdo de Carbono em torno de 8,1 mg/L
(KUCHLER et al., 2000). O HCO3z é o anion mais abundante, com média de 25 mg/L
(QUEIROZ et al., 2009).

A 4gua do Rio Solimbes apresenta temperatura média anual em torno de 29,5
°C e elevada condutividade elétrica (50 — 100 uS/cm), caracteristica esta que reflete
o nivel de ions dissolvidos (PASCOALOTO e BRINGEL, 2010). O pH das aguas
brancas esta proximo da neutralidade (6 — 7,2) (GAILLARDET et al., 1997; DUNCAN
e FERNANDES, 2010).



2.2.2. Aguas claras

Os rios de aguas claras apresentam aguas cristalinas de cor levemente
esverdeadas ou transparentes (SIOLI, 1984). O Rio Tapajos é o principal
representante desse tipo de agua e possui baixa concentracdo de sdlidos totais
dissolvidos (6 — 13 mg/L) (DUNCAN e FERNANDES, 2010), comparado com as
aguas do Rio Solim@es. Suas aguas contem pouco sedimento argiloso, gracas a

drenagem que o rio faz sobre solo de origem Pré-Cambriana (SIOLI, 1984).

A foz do Rio Tapajés € represada pelo Rio Amazonas, o que pode influenciar
as propriedades fisico-quimicas das aguas até 50 km rio acima (DUNCAN e
FERNANDES, 2010). E o rio que possui temperaturas mais elevadas quando
comparado com as aguas dos Rios Solimdes e Negro, com média anual em torno de
30 °C. O pH varia de 6 — 7,5 (KONHAUSER et al., 1994). A quantidade de material
em suspensao nas aguas claras é reduzida, sendo a condutividade elétrica baixa (11
— 25 uS/cm (PASCOALOTO e BRINGEL, 2010).

Os principais cations presentes no Rio Tapajés sdo célcio com 1,67 mgl/L,
seguido de potéssio (1,4 mg/L), ferro (0,56 mg/L) e magnésio (0,47 mg/L) (SILVA et
al., 2010). As concentracbes de Aluminio sdo altas (0,28 mg/L). Rochas
intemperizaveis contribuem com elementos quimicos nas formas de ions
monoatémicos e ions poliatbmicos (MIRANDA et al.,, 2009). Apresenta ainda,
concentragbes de HCOs de 22,57 mg/L (SILVA et al., 2013). Suas 4guas possuem
caracteristicas fisico-quimicas intermediarias entre rios de aguas brancas e pretas
(SIOLI, 1984; DUNCAN e FERNANDES, 2010).

2.2.3. Aguas pretas

Os rios de &guas pretas, com suas aguas Aacidas, abrigam significativa
diversidade de espécies de peixes. Algumas dessas espécies sdo restritas a esse
ambiente (VAL e ALMEIDA-VAL, 1995; KODRA et al.,, 2014). As aguas pretas
possuem caracteristicas que as diferenciam dos demais rios da regido amazénica,
entre elas a presenca de concentragdes significativas de material organico dissolvido
(acidos humicos e fulvicos), produzido pela decomposicdo vegetal devido a
inundacao durante o ciclo sazonal de parte da floresta (SIOLI, 1984; ERTEL et al.,
1986).



Os &cidos humicos e fulvicos, que possuem em sua estrutura grupos
carboxilicos (-COOH) e hidroxilicos (-OH), se dissociam e liberam na agua ions H*,
reduzindo o pH do meio (QUEIROZ et al., 2009). O Rio Negro € o principal
representante de Aaguas pretas, possui baixa quantidade de sedimentos em
suspensao (SIOLI, 1984), o que permite altas concentracbes de acidos humicos e
fulvicos diluidos, uma vez que particulas em suspensdo adsorveriam esses acidos

se estivessem presentes na agua (KUCHLER et al., 2000).

A natureza geoldgica do solo drenado confere as aguas pretas além da cor,
parametros fisico-quimicos como baixa condutividade (7 — 20 puS/cm) e reduzida
concentragdo de solidos totais (4 — 19 mg/L) (DUNCAN e FERNANDES, 2010). No
Rio Negro o silicio é o cation dominante com 1,85 mg/L, seguido de potéassio (0,46
mg/L), calcio (0,39 mg/L) e magnésio (0,12 mg/L). A concentracdo de HCOs (3,97
mg/L) é a mais baixa comparada com as concentracdes observadas para 0s rios
Solimdes e Tapajos (SILVA et al., 2010). Suas aguas séo acidas (pH 4 — 5,5), porém
alguns ambientes aquaticos, conhecidos como igapds (floresta alagada) (SIOLI,
1984), o pH pode atingir valores ainda mais acidos, como pH 3,0 (WALKER, 1995).

2.3. Triportheus albus

2.3.1. Diversidade

A espécie T. albus (Cope, 1872), conhecida popularmente na regido como
sardinha (ALMEIDA, 1984), pertence a ordem Characiformes e a familia
Triportheidae. Sua dieta alimentar é onivora, incluindo frutos, sementes, plancton e
pequenos invertebrados (MALABARBA, 2004). Realiza grandes migracdes para
reproducao, sem protecao da prole (DORIA e QUEIROZ, 2008).

Segundo Malabarba (2004), é possivel a identificacdo dessa espécie gracas a
presenca de uma linha de escala longitudinal entre a insercdo da nadadeira peitoral
e da quilha ventral, diferenciando-a das demais espécies do género Triportheus que
possuem duas fileiras de escamas longitudinais entre a insercdo da nadadeira
peitoral e a quilha ventral. Assim, a combinacdo de 32-35 escamas na linha lateral,

24-28 nos raios ramificados na nadadeira anal e 30-39 nos rastros branquiais no



membro inferior do primeiro arco branquial, distinguem a espécie T. albus de suas

congéneres de corpos alongados.

A capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes confere as espécies do
género Triportheus habilidade para habitar a maioria das bacias hidrogréficas da
América do Sul (ALMEIDA, 1984), incluindo os diferentes tipos de aguas da regido
amazobnica, como rios de &aguas preta, clara e branca (COOKE et al.,, 2012);
FERREIRA, E.G., informacédo pessoal). Constituem um importante recurso alimentar
para as comunidades ribeirinhas (AMARAL, 2005), sendo explorado pela pesca

comercial em praticamente toda a Amazonia brasileira (DORIA e QUEIROZ, 2008).

2.3.2. Fisiologia

A branquia é o principal local de processos de transportes que auxiliam na
regulacdo osmoética em face dos gradientes ibnicos, bem como importante local para
a troca gasosa e regulacdo do pH do fluido corporal (EVANS et al., 2005). Trés tipos
principais de células estao presentes na superficie branquial, como as células ricas
em mitocondrias (MRCs), células do pavimento (PVCs) e células mucosas (MCs)
(MATEY et al.,, 2011). Assim, os epitélios branquiais sdo os principais alvos das
elevadas quantidades de ions de hidrogénio e compostos organicos no ambiente
aguatico, assumindo parte das funcdes que sao exclusivas dos rins nos vertebrados
terrestres (MCDONALD, 1983). Cerca de 80% da amonia produzida por peixes é
excretado pelas branquias (WOOD et al., 2007).

O carbono organico dissolvido (COD), presente na agua, tem papel
importante na regulacdo ibnica de algumas espécies de peixes em ambiente
acidificado (MATSUO e VAL, 2007; DUARTE et al., 2013), promovendo a excrecao
de amonia, induzindo absorcdo de Na* e limitando seu efluxo, especialmente sob
condicBes de baixo pH (WOOD et al., 2014; DUARTE et al., 2016).

Muitos autores tém mostrado que as respostas ao baixo pH de espécies
amazonicas pode variar, muitas vezes apresentando mecanismos de respostas
diferenciadas. Isto tem sido claramente observado entre os caracideos e ciclideos
amazoénicos (GONZALEZ e WILSON, 2001; WOOD et al., 2014). De modo geral, a
inibicdo da absorcéo ativa de Na* e CI, juntamente com o aumento passivo de suas

perdas sdo consequéncias da exposi¢céo ao baixo pH (MCDONALD, 1983; WOOD et



al.,, 1998; HARTER et al., 2014). A regulagéo ibnica e acido-base €, em parte, um
dos processos fundamentais associados a homeostase em organismos vivos que
conseguem manter equilibrio em pH acido (HARTER et al., 2014). Isso é possivel
por uma série de mecanismos que permite a adaptacédo fisioldgica, como a troca
ativa de HCOgs™ por CI, extrusdo ativa de H* em troca de Na* (complexo NHE),
complexo H*-ATPase e, ainda, a bomba de Na*/K*-ATPase, responsével por manter
um microambiente intracelular favoravel para que 0s processos retrocitados
funcionem (revisado por EVANS et al., 2005).

As juncles paracelulares (JPs) também sdo de grande importancia para o
controle fisioldgico, pois estdo envolvidas na estabilidade e permeabilidade apical
das membranas celulares. O aumento da perda de ions durante a exposi¢cdo acida
estd associada ao rompimento das JPs (MCDONALD, 1983). O calcio € essencial
para a montagem e selagem das proteinas envolvidas nas JPs (GONZALEZ-
MARISCAL et al., 1990); assim, a perda de Ca?* para o ambiente pode perturbar o
contato célula-célula e aumentar a permeabilidade paracelular de ions (FLIK e
PERRY, 1989; MATSUO e VAL, 2002). Além disso, Duarte et al. (2016)
comprovaram que o COD do Rio Negro, desempenha papel fundamental no controle
da permeabilidade celular. Os autores demonstram que a presenca do COD na agua
foi suficiente para reduzir as perdas de Na* e Cl- para o ambiente.

As respostas enddécrinas em peixes também tem sido alvo de estudos frente
aos mecanismos de respostas a ambientes acidificados. Dentre estas, podemos
verificar o envolvimento dos horménios, como cortisol e prolactina (WENDELAAR
BONGA et al., 1984; FLIK e PERRY, 1989; KUMAI et al., 2012). Existem evidéncias
gue esses hormdnios desencadeiam respostas tanto nos trocadores ibnicos, quanto
nas JPs. Como observado por Kumai et al. (2012) e Breves et al. (2014), o aumento
dos niveis desses horménios aumentaram a captacdo de Na*, juntamente com
reducdo da permeabilidade paracelular, evitando perdas excessivas dos ions Na* e
Cl-.

Os mecanismos de absorcao de Na* e CI- necessitam do fornecimento de H*
e HCOs intracelular, respectivamente (CLAIBORNE et al., 2002). Assim, a enzima
anidrase carbonica desempenha um papel fundamental, hidrolisando a molécula de
dioxido de carbono (COz), produzido como produto intermediario da respiracao
celular, por meio da reacdo CO2 + H20 <« H*+ HCO3 (GILMOUR e PERRY, 2009).



Além de fatores intracelulares, os peixes que vivem nos rios amazonicos, devem
superar outros desafios externos, pois dependendo do ciclo sazonal de vazante e
enchente, ocorrem mudancas nos parametros fisico-quimicos das aguas. Tais
mudancas representam desafios adicionais para 0s peixes que precisam manter o
equilibrio organico nessas aguas (VAL et al., 1998).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Analisar a expressao génica diferencial em branquias de Triportheus albus

em rios de aguas preta, clara e branca da bacia amazénica.

3.2. ESPECIFICOS

- Construir bibliotecas de cDNA de branquias de T. albus coletados em rios

de Aguas preta, clara e branca, e sequenciar na plataforma MiSeq® (lllumina®).

- Avaliar os niveis de expressado génica de genes envolvidos na regulacao

ibnica e acido-base em branquias T. albus em cada condicdo ambiental.

- Avaliar os niveis de expressao génica de genes envolvidos na resposta

hormonal em branquias de T. albus relacionada com as aguas preta, clara e branca.

- Classificar os genes diferencialmente expressos em categorias da

ontologia génica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 DECLARACAO DE ETICA E AUTORIZACAO DE COLETA

O uso dos procedimentos experimentais foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica e Uso de Animais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(CEUA-INPA) (Protocolo 026/2015). A autorizacdo para coleta do material biologico
para realizacdo da pesquisa foi autorizada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA/SISBIio), numero 29837-8/2015.

2.2. COLETA DAS AMOSTRAS

Os exemplares de T. albus foram capturados em seus ambientes naturais,
abrangendo os diferentes tipos de aguas da bacia amazbnica em expedicdes
realizadas nos meses de julho e agosto de 2015. Na condicdo ambiental de 4gua
preta, os exemplares foram capturados nas margens do Rio Negro, no arquipélago
de Anavilhanas (2°43'11.8"S, 60°45'19.1"W). A coleta realizada na agua branca foi
realizada nas margens do Rio SolimbBes, em mediacdes da ilha da Marchantaria
(3°14'47.0"S, 59°57'23.3"W). J& na coleta dos exemplares de agua clara a coleta foi
realizada na margem do Rio Tapajos (2°48'46.3"S, 55°02'21.2"W).

As branquias foram o tecido-alvo. De acordo com Evans et al. (2005), as
branquias se constituem num 6Orgao polivalente, que além de ser o sitio para as
trocas gasosas, desempenha um papel essencial na regulacédo ibnica e acido-base,
e, ainda, na excrecdo de residuos nitrogenados. Um total de nove exemplares de T.
albus foram coletados utilizando linha de pesca e anzol, trés individuos para cada
condicdo ambiental. Apos a captura foram sacrificados por seccdo medular e as
branquias retiradas, armazenadas imediatamente em RNALater® (Ambion®), e
mantido a 4 °C, até a chegada ao Laboratério de Ecofisiologia e Evolugdo Molecular
(LEEM), nas dependéncias do INPA em Manaus/Amazonas/Brasil.

2.3. EXTRACAO DO RNA E CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS

A extragcdo do RNA total foi realizada individualmente para cada uma das
nove amostras de tecido branquial de T. albus, utilizando o protocolo TRIzol®

reagent (Invitrogen™). Em seguida adicionou-se 30 uL de agua ultrapura (Nuclease-
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Free) e armazenado em freezer -80 °C até o momento das analises. A quantificacao
e purificacdo do RNA extraido foi analisado usando BioAnalyzer Agilent 2100
(Agilent Technologie®). Os procedimentos de construcdo das bibliotecas foram
realizados, de acordo com as recomendacdes do fabricante, utilizando o protocolo
TruSeq RNA Sample Prep v2 LS (lllumina®).

O mRNA foi isolado do RNA total usando beads magnéticas de oligo (dT) que
se ligaram a calda poli(A) do mMRNA. Em seguida, foi sintetizada a primeira cadeia de
cDNA usando transcriptase reversa e primers randomicos. Imediatamente foi
sintetizada a segunda cadeia de cDNA, utilizando as enzimas DNA Polymerase | e
RNase H. Foi entdo adicionado a extremidade 3’ dos fragmentos um unico
nucleotideo A (adenina), os adaptadores foram ligados a esses fragmentos. Sendo

em seguida realizada a PCR para enriquecimento das bibliotecas.

Finalmente, a qualidade e quantificacdo das bibliotecas construidas foram
analisadas utilizando o BioAnalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologie®) e Real-Time
PCR 7500 (Applied Biosystems®). Trés réplicas bioldgicas de cada condigdo
ambiental foram sequenciadas na plataforma MiSeg® (lllumina®) em trés corridas de
sequenciamento (uma corrida de 2x150 paired-end e duas corridas de 2x250 paired-
end).

2.4. CONTROLE DE QUALIDADE E MONTAGEM de novo

As analises de bioinforméatica foram realizadas no Laboratério de
Bioinformética do LEEM nas dependéncias do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia (INPA). O programa FastQC [v. 0.11.3] (ANDREWS, 2010) foi utilizado
para analisar a qualidade das reads sequenciadas. De modo geral, o0s
sequenciamentos apresentaram boa qualidade, mesmo assim, optou-se por fazer
tratamento das extremidades 5’ e 3’ das reads de baixa qualidade (Q-Score < 20) e
fitragem das reads menores que 50 pb (pares de bases) (< 50), para isto, foi
utilizado o programa Trimmomatic [v. 0.33] (BOLGER et al., 2014).

A montagem do transcriptoma de novo foi realizada com o programa Trinity [v.
2.1.1] (GRABHERR et al., 2011). Além disto, foram utilizados programas que
auxiliaram o Trinity na montagem do transcriptoma e no célculo da abundéancia dos
transcritos, dentre eles estdo o Bowtie2 [v. 2.2.6] (LANGMEAD e SALZBERG, 2012),
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RSEM [v. 1.2.19] (LI e DEWEY, 2011), e ainda pacotes do R/Bioconductor [v. 3.1]
(GENTLEMAN et al., 2004).

2.5. ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL E ANOTACAO GENICA

A andlise dos genes diferencialmente expressos (GDES), foi realizada com o
pacote do R/Bioconductor, edgeR [v. 3.8.6] (ROBINSON et al., 2010), com um False
Discovery Rate (FDR) < 0,05. Apdés a quantificagcdo dos transcritos, os dados
gerados pelo RSEM, serviram de entrada para o edgeR, quando foi calculado “fold
change”. A anotagdo dos GDEs foi realizada com o programa BLASTX [v. 2.3.1]
(ALTSCHUL et al., 1997), por meio de consulta a base de dados de proteinas
Uniprot/TrEMBL (classe Actinopterygii) (www.uniprot.org), com E-value 1.0E-5. Apés
anotacao funcional, os genes foram classificados em suas ontologias génicas (GO),
por meio de um script desenvolvido no Centro de Apoio Multidisciplinar
(CAM/UFAM).

3. RESULTADOS

3.1. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS AGUAS

Os parametros fisico-quimicos foram medidos sempre no final da tarde entre
os horéarios de 17 e 19 h. No periodo de coleta predominava o ciclo sazonal da
regido amazodnica, conhecido como “cheia dos rios”. Como mostrado na Tabela 1, os
parametros fisico-quimicos sdo bem distintos de cada rio, mantendo um padrédo de
agua especifico de cada condi¢cdo ambiental.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos das aguas do Rio Negro (dgua preta), Rio Tapajés (dgua clara)

e Rio Solimdes (dgua branca).

Caracteristicas Tipos de aguas
Rio Negro Rio Tapajos Rio Solim&es
Cor Preta Clara Branca
Condutividade 10,5+ 0,5 17,3+0,3 743+0,1
Oxigénio 3,1+05 6,6£0,1 25+£0,2
Temperatura 29,6 +0,1 31,3+04 28,3+0,1

pH 46+0,1 6,004 6,4+0,1
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3.2. SEQUENCIAMENTO E CONTROLE DE QUALIDADE

Nove bibliotecas de cDNA de T. albus foram construidas, trés réplicas
biolégicas para cada condicdo ambiental, agua preta, clara e branca. O
sequenciamento de RNA-Seq na Plataforma MiSeq® (lllumina®), produziu cerca de
51,6 milhdes de reads paired-end. No controle de qualidade e filtragem dos dados
brutos, foram removidas as bases das extremidades das reads com Q-Score < 20 e
excluidas as reads com tamanho inferior a 50 pb, sendo, entdo, o total de 45,8
milhdes de reads paired-end salvas. Apenas 11,17 % do total de reads
sequenciadas foram descartadas. A tabela 2 mostra os dados brutos dos

sequenciamentos e o resultado do pré-processamento.

Tabela 2: Dados brutos de sequenciamento e pré-processamento (CG= Citosina/Guanina).

Reads Agua preta Aguaclara Agua branca
Reads brutas 6.349.720 (100 %) 27.340.067 (100 %) 17.932.268 (100 %)
Reads descartadas 535.841 (8,43 %) 3.255.075 (11,9 %) 1.980.282 (11,04 %)
Reads salvas 5.813.879 (91,56 %) 24.084.992 (88,09 %) 15.951.986 (88,95 %)
CG 47,66 % 48,0 % 48,66 %

3.3. MONTAGEM de novo E ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL

As reads resultantes do pré-processamento dos dados, foram agrupadas e a
montagem do transcriptoma de novo realizada com o programa Trinity. Um total de
285.456 transcritos foram montados, através das andlises dos grafos de Bruijin
(GRABHERR et al., 2011), dos quais derivaram 0s contigs com comprimentos médio
de 584,93 pb. O valor de N50 foi de 751 pb, totalizando 166.972.252 bases
montadas. Utilizando os programas RSEM e Bowtie2, os contigs foram alinhados e a
abundéancia dos transcritos quantificada em cada condicdo ambiental e suas
respectivas réplicas biologicas. A andlise da expresséao diferencial de T. albus entre
as condi¢cbes ambientais foi realizada com o programa edgeR, utilizando o FDR <
0,001 para gerar o heatmap (Figura 1).
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Figura 1. Heatmap dos padrdes de expressao e clusters hierarquicos dos genes de exemplares de

Triportheus albus diferencialmente expressos nas diferentes condicfes ambientais.

Color Key
samples vs. features
diffExpr.P1e-3_C2.matrix.log2.centered
5 0 5
Value

)
/

T_albus_Solimoes_River
T abus Tapaps River
T_altus_Megro_River

i 4 i
it rs i L il b alitiliall I
d Al [ o b B0 L ! x &
h I R A K s Ty !

— o ) — o] o 0 — o
o o =% =% a =% =% o o
g ] g g p g g p g
@ il o] o] ] o] o] ] @
= = = = = = = = =
© o © © © © © © ©

= = = =] =] G
o K] o = = = o o o
© o o = H H o E=l -

Os padrdes de transcricdo do dendrograma foram estimados apenas para os genes diferencialmente
expressos. As cores das barras refletem os niveis de expressdo do gene, preto (baixo), roxo (down-
regulated), e amarelo (up-regulated).

Para analisarmos a diferenca da expressao diferencial entre as condicGes
ambientais, consideramos o FDR < 0,05 e fold change = 2. Um total de 13.754 genes
foram diferencialmente expressos nas trés condicdes ambientais. Na condicdo agua
preta versus agua branca, foram encontrados 3.956 genes diferencialmente
expressos (GDEs), 265 up-regulated (6,7 %), 3.691 down-regulated (93,3 %). Na
condicdo agua clara versus agua branca, foram encontrados apenas 30 transcritos

diferencialmente expressos, 2 up-regulated (6,7 %), 28 down-regulated (93,3 %). Ja



16

na condicdo agua preta versus agua clara, foram localizados 9.768 GDEs, 4.318 up-
regulated (43,2 %), 5.550 down-regulated (56,8 %) (Figura 2).

Figura 2: Genes diferencialmente expressos de Triportheus albus na condicdo agua preta versus

agua clara.
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Os dados sdo mostrados em escala logaritima (base 2), considerando o fold change da expresséo
versus a meédia do nivel de expresséo entre as condicdes analisadas. Os pontos vermelhos acima de
Zero no eixo Yy, representam os transcritos up-regulated, enquanto que os abaixo de zero,

representam os transcritos down-regulated.

3.4. ANOTACAO DO TRANSCRIPTOMA DE T. albus

Utilizando o BLASTX, com E-value de 1.0E-5, por meio de consultas a base
de dados Uniprot/TrEMBL (classe Actinopterygii), foram identificados 33.739 genes.
Os tops hits do BLAST estéo associados as espécies de peixes Astyanax mexicanus
(43 %), Danio rerio (14 %), Oncorhynchus mykiss (7 %), Poeciliopsis prolifica (6 %),
Ictalurus punctatus (5 %), outras espécies (25 %).

Os genes diferencialmente expressos (GDEs), foram agrupados por suas
ontologias génicas (GO). Na condicdo &gua preta versus agua branca, foram
anotados 3.206 termos. Destes, 159 up- (Processo Biologico — PB: 54, Funcéo
Molecular — FM: 50 e Componente Celular - CC: 55) (Figura 3) e 3.047 down-
regulated (PB: 1.100, FM: 1.064 e CC: 883) (Figura 4).



Figura 3: Ontologia génica dos termos topl0
branca para Triportheus albus.
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Figura 4: Ontologia génica dos termos topl0 down-regulated na condi¢cdo agua preta versus agua

branca para Triportheus albus.
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Na condicdo agua preta versus agua clara, foram anotados 9.566 termos —
5.938 em up- (PB: 2.476, FM: 2.077 e CC: 1.385) (Figura 5) e 3.628 down-regulated
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(PB: 2.476, FM: 2.077 e CC: 1.385) (Figura 6). Ja na condicao agua clara versus
agua branca, apenas 21 termos foram anotados (9 em PB, 9 em FM e 3 em CC,

todos up-regulated) (Figura 7).
Figura 5: Ontologias génica dos termos top10 up-regulated na condi¢do agua preta versus agua clara
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Figura 6: Ontologia génica dos termos topl0 down-regulated na condi¢cdo agua preta versus agua
clara para Triportheus albus.
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3.5. TERMOS EM COMUM NAS CONDICOES “agua preta versus agua clara” E

“agua preta versus agua branca”

Na analise dos GDEs, observou-se maior quantidade de transcritos expressos
nas condicbes de agua preta versus agua clara e agua preta versus agua branca.
Verificamos, entdo, se tais condicbes compartihavam os mesmos termos da
ontologia génica. Assim, localizamos 1.551 termos up-regulated, em comum nas
duas condi¢des. Dentre estes, destacamos alguns termos como integral component
of membrane, calcium ion binding, plasma membrane, cell adhesion, cytoskeleton,
myosin complex, transporter activity, ammonium transmembrane transporter activity,

bicellular tight junction e ATPase activity (Figura 8).
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Figura 8: Termos em comum nas condi¢cdes agua preta versus agua clara e agua preta versus agua

branca para Triportheus albus (eixo y). Quantidade de termos localizados em ambas condi¢des (eixo
X).
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Em seguida, verificamos os genes ligados aos termos anotados. Percebemos
que os genes identificados estavam relacionados em um papel fundamental na
permeabilidade celular, regulacdo ibnica e acido-base, quando levado em
consideracdo o pH da agua preta em relacdo as aguas clara e branca (Tabela 2).
Dentre estes, encontramos 0s genes claudin, actn4 (actinin, alpha 4), itgh3b (integrin
beta) (juncdo paracelular e adeséo celular) rhcgl (ammonium transporter Rh type C
1), slc9aba (sodium/hydrogen exchanger) (NHE), ATP6VOA2 (V-type proton ATPase
subunit a), Na*/K*-ATPase (sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha)
(regulacdo ibnica e &cido-base) nr3cl (glucocorticoid receptor), prira (prolactin
receptor a) (reposta enddcrina) (Tabela 3).
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Tabela 3: Genes em comum nas condicbes agua preta versus agua clara e agua preta versus agua

branca de Triportheus albus, candidatos envolvidos na resposta ao baixo pH.

Contig ID E-value LogFC  Gene/Proteina Anotacéo (GO)

. i 2+ calcium ion transport (PB) e calcium-
TR35387|c0_g1 i1 5.00E-157 6.65 Ca**-ATPase transporting ATPase activity (FM)
TR31771|c0_g1 i1 2.00E-11 6.33 claudin bicellular tight junction (CC) e

cell junction (CC)
TR44997|c0_g2 i1 0.00E-00  6.18 DSP cell adhesion molecule binding (FM) e
cell junction (CC)

. bicellular tight junction assembly (PB) e protein
RSB, g [il iy 2 actn4 localization to bicellular tight junction (PB)
TRA9051[c2_g2_i1 0.00E-00 455 itgb3b Cell-substrate ]uncthn assembly (PB) e cell

adhesion (PB)
TR58189|c5_g2 i3  8.00E-158  4.11 Gap junction gap junction (CC) e
protein cell junction (CC)
. bicarbonate transport (PB) e
TR57503|c3_g54 il 8.00E-48 5.86 slc26a4 chloride transport (PB)
TR39575|c0_g1_i2 0.00E-00 4.71 slc9a6a (NHE) e MR IR O el
transmembrane transport (PB)

TR53402|c0_g3_i1 0.00E-00 4.04 slc4adb bicarbonate transport (PB) e anion

transmembrane transporter activity (FM)

. B sodium ion transport (PB) e sodium:potassium-
TR42005|c0_g1_i1 8.00E-173 4.34 Na*/K*-ATPase Syl AT e Ay ()

. ammonium transport (PB) e ammonium
TR54587]c4_g2_16 0.00E-00 3.82 hegl transmembrane transporter activity (FM)
TR42033|c0_g1_i1 0.00E-00 3.16 ATP6VOA2 ENUETEFIEFE) ORI el

transmembrane transporter activity (FM)

. prolactin signaling pathway (PB) e
TR46875|c0_g2_il 0.00E-00 4.73 prira prolactin receptor activity (CC)
TR33864/c0_g2._i2 0.00E-00  3.45 nr3cl sodium ion homeostasis (PB) e

regulation of ion homeostasis (PB)

4. DISCUSSAO

A diversidade dos rios da bacia amazbnica, além de conter a maior
guantidade de espécies de peixes de agua doce, por si sO, € capaz de fazer
barreiras geogréaficas por meio de seus padrbes de aguas restritos de cada rio. Isso
torna o montante das espécies especializadas em um sé ambiente, ou em duas
condicbes ambientais (DE PINNA, 2006). A maioria dos peixes vivem em um
ambiente proximo da neutralidade (VAL e ALMEIDA-VAL, 1995). Exposicbes a
condicbes ambientais com baixo pH pode influenciar em diversas respostas
fisiol6gicas (WOOD et al., 1998; MATSUO e VAL, 2007). A espécie T. albus é uma
das poucas espécies que possuem um diferencial das inUmeras outras espécies de
peixes da regido, pois consegue sobreviver nos trés tipos de aguas (preta, clara e

branca) da bacia amazoénica.
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Até o momento, ndo se tem informacdo do perfil de transcriptoma de uma
mesma espécie que consiga sobreviver nos trés tipos de agua da Amazoénia. Nesse
contexto, nosso estudo realizou a analise do transcriptoma de T. albus. Foram
observados 13.754 transcritos diferencialmente expressos nas trés condicbes
ambientais. Os GDEs foram agrupados por suas categorias funcionais de acordo
com as GOs (ASHBURNER et al., 2000). Assim, selecionamos os termos top10 de
cada categoria funcional (PB, FM e CC), tanto up-, quanto down-regulated.

Nas condi¢Bes de 4gua preta versus agua branca e 4gua preta versus agua
clara os termos up-regulated enriquecidos da GO estdo envolvidos principalmente
nos componentes da membrana, transporte ativo de ions através da membrana,
alteracdo no citoesqueleto/adesédo celular e sintese de proteinas (Figuras 3 e 5).
Tais categorias funcionais sugerem resposta a exposicdo ao ambiente acido, uma
vez que, a agua preta possui média do pH em torno 4,6, enquanto a agua clara e
branca possuem pH préximo da neutralidade (6,0 e 6,4 respectivamente). Estas
respostas desencadeiam processos celulares que visam manter a homeostase do
organismo ao ambiente exposto. De modo geral, a resposta se da pelo aumento da
rigidez das jungbBes paracelulares e transporte ativo através de proteinas da
membrana (BONGA et al., 1990; EVANS et al., 2005; KUMAI e PERRY, 2011).

Em contrapartida, os termos down-regulated estdo relacionados a reducéo da
sintese de proteinas, desenvolvimento embrionario, nucleo, regulacdo do ciclo
celular, componentes da membrana, mitocondria e cadeia respiratoria (Figuras 4 e
6). Estas categorias reprimidas, podem indicar um reajuste metabdlico, uma vez que
além dos mecanismos essenciais do organismo, tem que manter a homeostase no
desafio ambiental exposto (LI et al., 2016). Como podemos observar no padrdao de
expressao génica, tanto nas condicfes de agua preta versus agua branca, quanto
agua preta versus agua clara, os genes up-regulated estavam principalmente
envolvidos em mecanismos para manter a homeostase do organismo (revisado por
KWONG et al., 2014).

Assim, alguns mecanismos celulares podem ter sido desativados/reduzidos
para reserva energética (LI et al., 2016). Logan e Buckley (2015) e Vidal-Dupiol et al.
(2013) também observaram que para manter as fungdes vitais do organismo, alguns
genes podem ser reajustados até o estabelecimento do equilibrio homeostético. No
entanto, estudos futuros devem verificar a relacdo dos genes reprimidos quando

expostos ao ambiente aquatico acidificado.
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Na condicdo de 4gua clara versus agua branca ndo houve uma diferenca
significativa levando em consideragdo a abordagem de um transcriptoma inteiro;
apenas 30 transcritos diferencialmente expressos foram encontrados e 21 termos
anotados, respectivamente (Figura 7). Tais termos estdo relacionados a resposta
imunolégica, complexo de hemoglobina e RNA ribossomal. Neste trabalho
abordamos apenas as condi¢cdes que apresentaram maior diferengca na expressao
génica.

De acordo com os termos anotados em comum, tanto na condicdo de agua
preta versus agua branca, quanto agua preta versus agua clara (Figura 8),
localizamos os genes dos referidos termos, e verificamos se estes genes poderiam
estar interligados na resposta ao ambiente acidificado. Desta forma, foram
selecionados 12 genes envolvidos em tal resposta (Tabela 3). Agrupamos esses
genes em dois mecanismos principais de atuacdo na resposta ao baixo pH para T.
albus.

O primeiro mecanismo esta relacionado a modulacdo do epitélio branquial
(juncdes paracelulares - JPs), onde podemos destacar 0os genes/proteinas claudin,
actn4 (actinin, alpha 4), itgb3b (integrin beta), DSP (desmoplakin), Gap junction
protein, e Ca?'-ATPase (calcium-transporting ATPase) (Tabela 3). Diversos
trabalhos tém mostrado respostas diferenciadas em algumas espécies amazénicas
expostas ao baixo pH (GONZALEZ e WILSON, 2001; MATSUO e VAL, 2007,
WOOD et al, 2014). Uma das caracteristicas fundamentais para manter a
homeostase nas aguas acidificadas do Rio Negro € o aumento da rigidez das JPs,
evitando perdas excessiva de Na* e CI para o ambiente (WOOD et al.,, 1998;
GONZALEZ et al., 2002; MATSUO e VAL, 2007). A proteina claudin juntamente com
os demais genes/proteinas encontrados nesse trabalho estdo entre os principais
responsaveis pela selagem das JPs (KUMAI e PERRY, 2011; KWONG e PERRY,
2013). Essa caracteristica ndo havia sido aventada com tantos genes envolvidos
nesse mecanismo para caracideos amazonicos, uma vez que, essa caracteristica
comum para os ciclideos amazoénicos (GONZALEZ e WILSON, 2001; DUARTE et
al., 2013).

Vale ressaltar, que as aguas pretas sao ricas em H*, e isso de alguma
maneira afetaria as JPs negativamente, aumentando a permeabilidade, devido
dissociacédo do Ca?* na adeséo celular (MCDONALD, 1983; FREDA et al., 1991). No

entanto, as aguas pretas possuem uma caracteristica exclusiva que as diferenciam
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das demais. Ela é rica em material organico dissolvido, com alta concentracdo de
carbono organico dissolvido (COD) (WALKER, 1995). Uma func¢ao importante do
COD na é&gua acidificada é a capacidade de tamponamento contra os efeitos
prejudiciais ao baixo pH (HOLLAND et al., 2012).

Campbell et al. (1997) mostraram que o COD pode se ligar diretamente na
membrana biologica de células das branquias e alterar a permeabilidade da
membrana celular. Também Wood et al. (2011) apontaram um importante papel do
COD sobre as JPs, afirmando que o COD poderia atuar como o Ca?* nas JPs,
reduzindo a permeabilidade paracelular. Esta afirmacdo do papel protetor do COD
foi recentemente confirmada por Duarte et al. (2016). Em seus achados observaram
que em aguas pobres de Ca?* como as do Rio Negro, o COD pode atuar com
funcdes similares as funcbes do Ca?* sobre a protecdo da integridade das JPs.
Assim nossos dados corroboram as informagdes de Duarte et al. (2016), mostrando
que mesmo em aguas pobres em Ca?" os genes/proteinas continuaram sendo
expressos para manter a integridade das JPs e consequente manter o equilibrio
ibnico para sobrevivéncia do organismo em aguas desafiadoras para muitas
espécies aquaticas.

O segundo mecanismo esta relacionado a regulacdo ibnica e acido-base
(rhcgl (ammonium transporter Rh type C 1), slc9a6a (sodium/hydrogen exchanger)
(NHE), ATP6VOA2 (V-type proton ATPase subunit a), Na'/K*-ATPase
(sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha), slc26a4 (pedrin), slc4adb
(anion exchange protein) (Tabela 3). Uma das funcbes essenciais para manter a
homeostase em peixes é a excrecdo de amébnia (NHs*), principalmente pelas
branquias (WOOD et al., 2007). Varios trabalhos tém mostrado que o organismo
exposto ao ambiente acidificado pode usar essa funcdo de excrecdo da NHs* para
fazer a captacdo de Na* do ambiente (KUMAI e PERRY, 2011; WRIGHT e WOOQOD,
2012; WOOD et al., 2014).

Essa informacdo foi questionada levando-se em consideracdo a
termodinamica (PARKS et al., 2008). Porém, Kumai et al. (2011) e Duarte et al.
(2013) observaram que a excrecdo de amodnia pelas branquias aumentou a captacao
de Na*, através do complexo NHE. Esta interacdo foi associada a presenca da
glicoproteina rhcgl responsavel pela dissociagdo do aménio (NH4*) em NHs* e H*,

criando um microambiente favoravel para o transporte de NHs* e H*, através da
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rhcgl e NHE, respectivamente (WRIGHT e WOOD, 2012; DUARTE et al., 2013; ITO
et al., 2013).

Além das proteinas rhcgl e slc9a6a (NHE), também observamos a expressao
da ATP6VOA2 (H*-ATPase). Assim como as proteinas rhcgl e NHE, a H*-ATPase
tem sido bastante estudada, pois € responsavel por propiciar um ambiente
intracelular que favorece a captacdo de Na* durante a exposicdo ao baixo pH,
através da extrusao ativa de H* da célula (LIN et al., 2006; CHANG et al., 2009).

Também observamos que a bomba de Na*/K*-ATPase foi diferencialmente
expressa. Isso ja era esperado, uma vez que, haviamos notado que o organismo
exposto ao ambiente acidificado estava fazendo a captacdo de Na* através do
mecanismo descrito acima. Portanto, seria necessario haver um ambiente
eletroquimico favoravel para que esse mecanismo de troca néo fosse interrompido.
Esse ambiente favoravel para manter os trocadores NHE funcionando é realizado
através da bomba de Na*/K*-ATPase (MARSHALL, 2002; EVANS et al.,, 2005;
WOOD et al., 2014).

Além do controle da permeabilidade celular e regulacdo idnica, € necessario
manter a regulagéo acido-base, tendo em vista a tendéncia natural de perda de CI
para o ambiente acidificado (EVANS et al., 2005). Observamos a expressao dos
genes sic26a4 e slcd4adb. Estes genes estdo envolvidos no controle do pH
intracelular. Esta informacao corrobora os trabalhos de Perry et al. (2009) e Bayaa et
al. (2009) que propuseram que a captacdo de Cl- do ambiente se daria por familias
de proteinas trocadoras, como slc26.

No entanto, para que essa troca seja possivel, é necessario uma molécula de
HCOs intracelular para o acoplamento do trocador CI/HCOs (EVANS et al., 2005).
Estudos tém mostrado que a anidrase carbdnica é responsavel pelo fornecimento do
HCOs interno, por meio da hidratagdo do CO2 (LIN et al., 2008; GILMOUR e
PERRY, 2009). Em nossos dados néo localizamos a expresséo diferencial da
anidrase carbbnica. Contudo, podemos constatar sua atuacdo através do
subproduto (HCOs’), que esta sendo utilizado no equilibrio acido-base, através da
expressdo da proteina slc26a4 que atua na membrana apical da célula fazendo a
permuta do CI/HCOs e também slc4adb, proteina localizada na membrana
basolateral, que utiliza o HCO3 e Na*, para transportar o HCO3 para 0 sangue,
mantendo o pH interno equilibrado (EVANS et al., 2005).
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Os mecanismos descritos acima sao essenciais para manter a homeostase
do organismo quando exposto a ambientes acidificados. Para que esses
mecanismos sejam desencadeados, muitos autores tém relatado a importancia das
respostas endocrinas em peixes (como revisado por BREVES et al., 2014; KWONG
et al., 2014). Fechando esse ciclo de respostas idnicas e acido-base, destacamos 0s
genes nr3cl (glucocorticoid receptor) e prira (prolactin receptor a) (Tabela 3), ambos
envolvidos em respostas hormonais, cortisol e prolactina, respectivamente. Segundo
Kwong e Perry (2013), quando esses hormoénios estdo expressos sao capazes de
reduzir a permeabilidade epitelial, evitando perdas excessivas de Na* e Cl- para o
ambiente. Também podem promover a reabsor¢do desses ions (FLIK e PERRY,
1989; KELLY e WOOD, 2001; KUMAI et al., 2012), e ainda aumentar atividade H*-
ATPase (LIN e RANDALL, 1993).

As respostas fisiologicas de peixes amazoénicos ao longo dos anos vém sendo
melhor compreendida (MATSUO e VAL, 2007; DUARTE et al., 2013; WOOQOD et al.,
2014). O avanco das novas técnicas da biologia molecular e recursos da
bioinformética, tem aumentado o conhecimento de como algumas espécies de
peixes respondem a condigbes ambientais adversas (LEMGRUBER et al., 2013;
JESUS et al., 2016; PRADO-LIMA e VAL, 2016). Neste ambito, pudemos observar
no presente trabalho que a espécie T. albus responde de maneira diferenciada
conforme o ambiente exposto (Figura 1). Ao analisarmos o grafico heatmap,
verificamos claramente dois clusters de respostas génicas diferenciais, a dois
extremos de ambientes aquéticos, respectivamente. Essa informacao foi observada
pela primeira vez no presente trabalho.

Apesar da literatura enfatizar que a agua clara € classificada como
intermediaria entre a agua preta e branca (SIOLI, 1984; DUNCAN e FERNANDES,
2010), pudemos observar que T. albus apresenta maior conjunto de ajustes na
expressdo génica no Rio Tapajés e no Rio Negro. Assim, por meio da resposta
génica observada nessa espécie, podemos concluir que a agua clara e agua preta
sao dois extremos distintos, e que apresentam maior desafio ambiental para a
sobrevivéncia do organismo. Por outro lado, verificamos que a agua branca, foi a
que apresentou um nivel intermediario, exigindo menor ajuste quantitativo da
resposta génica ao ambiente exposto. Isso de alguma maneira pode estar

relacionado a maior abundancia dessa espécie no Rio Solimdes.
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5. CONCLUSAO

O Rio Negro é o ambiente mais critico para a sobrevivéncia de muitas
espécies aquaticas na bacia amazonica, em funcéo de sua elevada acidez. Contudo,
podemos observar que a espécie T. albus mostrou dois principais mecanismos que
permitem a sobrevivéncia nos ambientes aquaticos amazonicos, inclusive aqueles
com baixo pH. O primeiro mecanismo € o controle de genes nas jun¢bes
paracelulares, como claudin, actn4, itgb3b, DSP que estdo envolvidos no processo
de manutencdo do controle da permeabilidade paracelular e, consequentemente,
diminuicdo da perda de ions de Na* e Cl para o ambiente. Esta caracteristica que
até entdo havia sido observado somente em ciclideos amazbdnicos, mostrou-se bem
desenvolvida em T. albus.

O segundo mecanismo foi atribuido a capacidade de regulacdo ibnica e
acido-base desenvolvido por esta espécie. Observamos alta expressao dos genes
envolvidos na captacao de Na*, onde a excrecao de NHs™ através da proteina rhcgl
de alguma maneira favorece a captacdo de Na* através do trocador NHE, além da
H*-ATPase e da bomba de Na*/K*-ATPase. Encontramos ainda, 0os genes prira e
nr3cl, responsaveis por desencadear 0s dois mecanismos descritos acima.
Portanto, podemos constatar que a espécie T. albus desenvolveu mecanismos que
conferem habilidades para sobreviver em ambientes considerados criticos para
muitas espécies. Por meio dos dados do presente trabalho sugerimos que a espécie
T. albus € uma boa candidata para futuros estudos envolvendo um modelo de

regulacdo ibnica e acido-base de espécies amazonicas.
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