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Mar, metade da minha alma é feita de maresia
Pois € pela inquietacdo e nostalgia,

Que ha no vasto clamor da maré cheia,

Que nunca nenhum bem satisfez.

E é porque as tuas ondas desfeitas pela areia
Mais fortes se levantam outra vez,

Que apds cada queda caminho para a vida,
Por uma nova iluséo entontecida.

Sophia de Mello Breyner
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Abstract

Climate change derives from the increasing concentration of greenhouse gases. These gases are
increasing mainly from human activities, such as the burning of fossil fuels. These changes in the environment
lead to chemical and physical changes in the world oceans, such as the rising temperatures, ocean acidification,
melting of the ice caps, rising sea levels, frequency of drastic weather events, etc. These modifications set off
changes within biotic communities, which may undermine the survival of many of them.

The increasing concentrations of greenhouse gases lead to a rise in temperature, and an increase of 1.1
to 6.4°C expected by the end of the century. This increment in atmospheric temperature can also be observed
in the ocean. These temperature changes in the aquatic environment generate physiological, behavioral and
phenological changes that jeopardize the survival of communities. As fish are ectothermic, their internal
temperature varies depending on the outside. Although animals may have some resilience acclimating their
temperature to a range of temperatures near their optimum, when exposure subjected to a continuous extreme
value, the risk of mortality increases, fitness is reduced, and populations decline or run the risk of extinction.
Alongside with temperature increase, there is also the increase in CO2, which in turn decreases the pH of ocean
water.

Since the industrial revolution there has been a rise in the atmospheric CO,, and it is expected to
continue to rise until the next century (1000 ppm by 2100). As the oceans function as carbon sinks, they absorb
atmospheric CO,, which increases the partial pressure of CO,, lowering the pH. This continued retention of CO,
lead to a decrease of 0.10 pH units from 8.21 to 8.10, a process known as ocean acidification. When CO; reacts
with seawater it triggers a series of reactions that lead to the formation of carbonic acid (H.CO3), the increase
of bicarbonate ions (HCOs-), the reduction of carbonate ions (COs?) which in turn results in lower calcium
carbonate (CaCO:s) levels, the latter being a constituent of calcifying organisms. Decreasing levels of CaCOs3
creates a chemical imbalance of water affecting the organisms with carbonate structures and other biological
and chemical processes.

For organisms living in an aerobic environment, the increase the production of the reactive oxygen
species, ROS, is inevitable. As in any other environment, ROS production varies depending on environmental
gradients such as temperature and pH. Organisms when exposed to environmental stress, ROS production
increase, producing oxidative stress. In order to compensate for this production, the organisms possess several
antioxidant defences, sush as thermal shock proteins (HSPs), ubiquitins and antioxidant enzymes. When this
defense is not able to eliminate oxidative damage, can occur cellular damage, such DNA damage and lipid
peroxidation.

The Long-snout Seahorse (Hippocampus reidi) is a tropical seahorse that inhabits coastal areas,
spreading along the western Atlantic Ocean. These fish are often found in mangroves, seagrass, and other habitat
types (even artificial ones). Due to their poor swimming capacity, these animals live anchored to these structures
(such as seagrass or macroalgae) so that they are not carried away with the current. These animals are solitary,
but are often spotted in pairs, as they are characteristic of being monogamous. The ecology of these animals

makes them vulnerable to habitat change often due to overfishing. The increasing temperature of the oceans



leads many species to look for more favourable places to settle. However, these fish don’t migrate due to their
poor mobility. In addition, climate change and pollution destroy their habitat, making it impossible their
survival. The high temperatures experienced in a mesocosms showed that adult seahorses have temperature
resilience, but don’t support the combined effect of rising temperatures and pH decrease. This observation might
not be true for juveniles, who may have less buffering capacities than adults to endure climate change. In
addition to these juveniles experiencing a high life mortality, survival success with climate change is further
diminished. The monitoring of these populations is essential in order to have a clear precision of the dynamics
of these populations. In this way it is possible to implement concise measures, such as marine protected areas
so that not only the species can survive and thrive, such as its habitat and surrounding community.

Keywords: ocean warming, ocean acidification, oxidative stress, Hippocampus reidi



Resumo

As alteracdes climéticas resultam maioritariamente do aumento dos gases de efeito de estufa. Estes
gases provém principalmente das atividades humanas, como por exemplo, a queima de combustiveis fosseis.
Esta alteracdo no ambiente resulta em alteraces quimicas e fisicas nos oceanos, tais como o aumento da
temperatura, acidificacdo dos oceanos, degelo, aumento do nivel médio dos oceanos, a ocorréncia de eventos
climéticos drasticos e extremos, etc. Estas alteracdes conduzem a mudancas dentro das comunidades o que pode
pOr em causa a sobrevivéncia de muitas delas.

As crescentes concentracGes dos gases de efeito de estudo levam ao aumento da temperatura, sendo
espectavel o aumento de 1,1 a 6,4°C até ao final do século. Este aumento da temperatura atmosférica resulta
igualmente num aumento da temperatura dos oceanos. Estas alteragdes de temperatura no meio aquético resulta
em alteragdes fisiologicas, comportamentais, fenologicas que pdem em causa a sobrevivéncia de muitas
comunidades. Como 0s peixes sdo ectotérmicos, a sua temperatura interna varia consoante a exterior. Apesar
dos animais possuirem alguma resiliéncia, aclimatando a sua temperatura a uma série de temperaturas préximas
da sua 6tima, quando a exposic¢ao é continua e o valor é ultrapassado, o risco de mortalidade aumenta, o fitness
é reduzido, e as populagdes declinam ou correm o risco de extingdo. Aliado ao aumento de temperatura encontra-
se 0 aumento de CO; que por sua vez diminui o pH da agua.

Desde a revolugdo industrial que se verifica o aumento de CO, atmosférico sendo espectavel o continuo
aumento deste até ao proximo século, 1000 ppm até 2100. Como os oceanos funcionam como reservatérios de
carbono, estes absorvem grande parte do CO, atmosférico, 0 que aumenta a pressao parcial de CO- e diminuindo
0 pH. Esta continua retengdo de CO, provocou uma diminui¢do de 0,10 unidades de pH, de 8,21 para 8,10,
processo designa-se por acidificacdo dos oceanos. Quando o CO;reage com a agua do mar desencadeia uma
série de reagdes quimicas que leva a formagdo de acido carbonico (H.COs), ao aumento de ides de bicarbonato
(HCOy3), a reducdo de ides de carbonato (COs%), que resulta na diminuicdo dos niveis de carbonato de calcio
(CaCO0:s), sendo este ultimo um dos constituintes principais dos organismos calcificadores. Esta diminui¢do dos
niveis de CaCOs; ndo s afeta os organismos que formam estruturas calcarias, como afeta outros processos
bioldgicos e quimicos, dado que existe um desequilibrio quimico da agua.

Para 0s organismos que vivem num ambiente aerdbio, a producdo de espécies reativas de oxigénio,
ROS, é inevitavel. Como em qualquer outro ambiente, a producdo de ROS varia consoante gradientes
ambientais, tais como a temperatura e pH. Os organismos quando expostos a stress ambiental, a producédo de
ROS aumenta, produzindo stress oxidativo. De forma a compensar esta produgdo, 0s organismos possuem
diversas defesas antioxidantes, tais como a producédo de proteinas de choque térmico (HSPs), as ubiquitinas e
uma serie de enzimas antioxidantes. Quando esta defesa ndo é capaz de eliminar o dano oxidativo pode ocorrer
dano celular, tal como, dano de ADN e a peroxidagdo lipidica.

O cavalo-marinho Hippocampus reidi, € um cavalo-marinho tropical que habita nas zonas costeiras,
distribuindo-se ao longo do oceano Atlantico ocidental. Estes peixes sdo encontrados frequentemente em
mangais, pradarias marinhas, entre outros tipos de habitat (até mesmo artificiais). Devido a sua fraca natacao,

estes animais encontram-se normalmente ancorados a algum substrato, tal como ervas marinhas ou macroalgas,



de forma a que ndo sejam levados com a corrente. Estes animais sdo solitarios, mas muitas das vezes s&o
avistados aos pares, uma vez que sdo organismos monogamicos. A ecologia destes animais torna-os vulneraveis
as alteracOes do seu habitat, tal como a sobrepesca. Com 0 aquecimento dos oceanos muitas espécies procuram
locais mais favoraveis ao seu estabelecimento, 0 mesmo ndo se sucede com estes peixes, devido a sua fraca
mobilidade e capacidade natatoria. Para além disto, a alteracdes climaticas e polui¢do destroem ainda mais o
seu habitat, impossibilitando-os de sobreviver. As temperaturas elevadas experienciadas num mesocosmo
demonstram que os cavalos-marinhos adultos possuem resiliéncia a temperatura, contudo o mesmo nédo se
sucede com o efeito combinado do aumento da temperatura e diminuicdo do pH. O mesmo pode ndo se verificar
para os juvenis, uma vez que podem ndo ter totalmente desenvolvidas as estruturas que Ihes permite sobreviver
em tais condi¢bes. Além destes junevis enfrentarem uma mortalidade de vida elevada, o sucesso de
sobrevivéncia com as alteracfes climaticas é ainda mais diminuido. A monitorizagdo destas populacdes é
essencial de forma a existir uma clara precisdo da dindmica destas popula¢fes. Desta forma é possivel
implementar medidas concisas, como areas marinhas protegidas para que nao sO a espécie possa sobreviver e
prosperar, como o seu habitat e comunidade envolvente.

Palavras chave: aquecimento dos oceanos, acidificacdo dos oceanos, stress oxidativo, Hippocampus reidi
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1. Introdugdo

1.1. Alteracd@es climaticas

A vida no planeta Terra tal como a conhecemos deve-se em grande parte ndo sé a sua localizagdo em relagédo
ao sol, mas também devido ao efeito de estufa que ocorre naturalmente na atmosfera e que serve para manter a
temperatura do planeta (Karl & Trenberth 2003). Contudo, desde a revolucéo industrial que algumas atividades
antropogénicas tém alterado o balango dos gases de efeito de estufa (GEE), e contribuido assim para o drastico
aumento destes na atmosfera e do efeito de estufa (Hallett 2002). Os principais gases que contribuem para o
aumento do efeito de estufa sdo, o vapor de agua (60%), dioxido de carbono (CO,, 25%), metano (15-20%)
0zono (8%), e protoxido de azoto (6%), entre outros (Kiehl et al. 1997). As mudancas existentes ha composicao
da atmosfera resultam maioritariamente da queima de combustiveis fdsseis (tais como o carvéo, gas natural e
derivados de petroleo) que consequentemente conduzem ao aumento da concentracdo de CO,, metano e 6xido
nitroso (Karl & Trenberth 2003). Como estes gases tém um tempo de vida longo, a sua permanéncia e
acumulacdo na atmosfera pode atingir décadas a séculos. Desde a época pré-industrial, a concentragdo do CO»
na atmosfera aumentou cerca de 31%, de 280 partes por milhdo (ppm) (Karl & Trenberth 2003) até as atuais
410,06 ppm (CO2.Earth. 2019), tendo-se verificado metade deste aumento desde 1956 (Figura 1) (Karl &
Trenberth 2003; Doney et al. 2009; Hénisch et al. 2012; IPCC 2014).
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Figura 1: Temperatura global (°C) e concentracdo de CO2 (ppmv) na atmosfera. Fonte: Karl & Trenberth 2003.

O aumento dos GEE impede a radiagdo solar de ser refletida para o espaco, deste modo parte da energia

térmica que de outra forma seria irradiada para o espaco é retida. Como consequéncia, o aquecimento global do
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planeta tem vindo a aumentar exponencialmente nas Ultimas décadas, sendo expectavel que aumente mais 1,1-
6,4°C até 2100 (Meehl et al. 2007), tendo se verificado um aumento de 0,07°C por década desde 1880 (NOAA
2019). Por este motivo, este tema tem recebido uma atencdo consideravel pela comunidade cientifica, existindo
uma clara nocéo do paralelismo entre 0o aumento dos niveis de dioxido de carbono, resultado das atividades
antropogénicas, e 0 aumento da temperatura média da Terra (Raven et al. 2005). Deste modo, é necessario
compreender as alteracBes climéticas e 0s seus impactos de forma a prever e antever futuros problemas. Para
isso, foram criados um conjunto de diferentes cenarios, os Patamares de Concentracdo Representativos RCP
(Representative Concentration Pathways) que sdo indicadores utilizados para fazer projecdes baseadas nas
emissBes antropogénicas de GEE até 2100 (Figura 2) (IPCC 2014).
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Figura 2: Alteracdes globais na concentragdo média de CO2 atmosférico para os diversos cenarios RCPs. Fonte: IPCC, 2014.

Estes RCPs sdo utilizados de forma a descrever quatro diferentes cenarios de emissdes de GEE e suas
concentracdes atmosféricas, emissdes de poluentes do ar e uso da terra até ao final do século (IPCC 2014). Os
RCPs incluem um cenario de mitigacao rigoroso (RCP 2,6) na qual existe uma participacdo precoce de todos
0S emissores para a remocao ativa do CO- (IPCC 2014). O RCP 2,6 é representativo de um cendrio que visa
manter o aquecimento global abaixo de 2°C acima das temperaturas pré-industriais (IPCC 2014). Existem outros
trés cenarios o intermédio RCP 4,5 equivalente a um esforgco minimo na reducgdo das emissdes (IPCC 2014), o
RCP 6,0 e um cenario com emiss0es altas de GEE (RCP 8,5). Sem esfor¢os adicionais para restringir as emissdes
prevé-se que os cenarios variam entre o RCP 6,0 e 8,5. Atualmente, o valor observado de concentragédo de CO;
atmosférico é o mais elevado comparativamente aos ultimos 800.000 anos, devido ao aumento da dependéncia
do homem pela queima de combustiveis fosseis (IPCC 2014). No cenario RCP 8,5 é expectavel que até 2100
estas emissdes subam até 1000 patm (IPCC 2014). A atmosfera constituiu um dos pequenos reservatorios de
CO; (Oelkers & Cole 2008), no total apenas 0,1% de carbono é armazenado na atmosfera, existindo uma
constante troca de carbono entre reservatorios (Oelkers & Cole 2008). Contudo, o CO, atmosférico pode ter

outros dois destinos, pode ser absorvidos pela biosfera terrestre ou pelos oceanos (Le Quéré et al. 2009). Estes
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reservatorios terrestres e oceanicos ao absorverem o crescente aumento de carbono atmosférico mitigam os
efeitos das alteracdes climéticas, no entanto, a sua eficiéncia pode diminuir ao longo do tempo.

Para além dos efeitos sentidos a nivel terrestre, a elevada concentragdo de CO. na atmosfera e 0 aumento
das temperaturas globais tém resultado consequentemente em alteracdes fisicas e quimicas no ambiente marinho
(Figura 3). Os oceanos cobrem 71% da superficie terrestre (Hoegh-guldberg 2010) e possuem um enorme valor
socioecondmico, na producdo de alimento, reciclagem de nutrientes, recreacdo, desempenham ainda um
importante papel no ciclo global do carbono (Costanza et. al. 1997) e servem de abrigo a milhares de espécies
gue vivem em diversos habitats (Raven et al. 2005). Por todas estas caracteristicas torna-se imprescindivel
perceber como as alteragGes climaticas afetardo os oceanos (Miller 2009), e qual o ritmo e extensdo dos efeitos

das alterac@es climaticas no futuro (Field et al. 2013).
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Figura 3: Efeito das alteracdes climaticas nos oceanos. Fonte: Harley et al. 2006.

1.2. Aquecimento dos oceanos

Apesar dos oceanos absorverem mais de 80% do calor do sistema climatico global, a sua capacidade térmica
permite que as aguas superficiais dos oceanos aquecam a um ritmo inferior (3x) do que ao das temperaturas
atmosféricas da terra (IPCC 2007). No entanto, as crescentes concentracdes atmosféricas dos GEE levaram a
uma subida das temperaturas médias dos oceanos em aproximadamente 0,2°C por década nos Gltimos 30 anos

(Hansen et al. 2006). Como resultado, a temperatura média das camadas superficiais da coluna de agua (100 m)
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dos oceanos tem vindo a aumentar exponencialmente (Levitus et al. 2009), cerca de 0,6°C ao longo dos ultimos
100 anos (IPCC 2007) (Figura 5A e 5B).
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Figura 4:Mudancas recentes na temperatura dos oceanos. (A) Anomalia da temperatura da superficie dos oceanos em janeiro de
2010 em relagdo a média de 1951-1980. (B) os mesmo dados representados em (A) em funcéo da latitude. Fonte: Meehl et al. 2007.

Caso se mantenha esta tendéncia, coloca-se em causa uma série de variaveis abioticas e bidticas, com
graves consequéncias para a vida marinha. Devido ao aumento da temperatura, o degelo de glaciares terrestres
tem conduzido a subida do nivel médio do mar (Rahmstorf et al. 2007), cerca de 2 mm/ano (IPCC 2001)
alterando as caracteristicas fisico-quimicas da &gua. Isto resulta em alteraces na salinidade, estratificacdo da
coluna de agua (Hoegh-guldberg 2010), ocorréncia de tempestades mais frequentes e intensas (Knutson et al.
2010), entre outras alteragdes no ciclo hidroldgico (Trenberth & Josey 2007). Outro fendmeno resultante da
subida da temperatura, é a distribuicdo desigual do calor, que influéncia fortemente as correntes do oceano
(Alheit & Bakun 2010), sendo que estas desempenham papéis fundamentais na dinamica do clima e biologia
dos oceanos, tal como a distribuicéo e abundancia de muitas espécies marinhas (Hoegh-guldberg 2010).

As respostas dos organismos marinhos as alterac@es climaticas dependem da sua relagcdo com o meio
ambiente, dindmica populacional, estrutura da comunidade e processos inerentes ao organismo (Figura 5)
(Harley et al. 2006). Os efeitos das alteracGes climaticas (Figura 5, diagramas a amarelo) podem ser observaveis
na performance dos organismos em varias fases do seu ciclo de vida (Figura 5, diagramas a verde escuro),
através de modificacOes fisiologicas, morfoldgicas e ou comportamentais (Harley et al. 2006). Os impactos
climaticos verificam-se consequentemente ao nivel das populag6es (Figura 5, diagramas a azul) influenciando
a dispersdo e recrutamento e também ao nivel da comunidade pela interacdo entre espécies (ex. predadores e
competidores), incluindo alteragdes na abundancia e na forca de interagdo, per capita, dessas espécies (Harley
et al. 2006) A combinagdo desses impactos pode resultar em respostas ecoldgicas emergentes, que incluiu
alteragdes na distribuicdo das espécies, diversidade, produtividade e processos micro-evolutivos (Harley et al.
2006).
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Figura 5: Respostas ecoldgicas as alteragées climdticas. A cor verde escura representa o ciclo de vida de uma
espécie marinha. As caixas amarelas representam as mudangas ambientais que influenciam a dispersdo e o
recrutamento, nas vdrias fases do ciclo de vida. A azul, os efeitos gerados na comunidade derivado do tamanho da
populagdo e dos efeitos per capita das espécies em interacdo. As respostas ecolégicas incluem alteragdes no
desempenho do individuo, dindmica das populagées e estrutura das comunidades. Fonte: Harley et al. 2006

Estas alteracGes de temperaturas tém promovido modificagdes em alguns processos fenoldgicos, tais
como no inicio da época de reproducdo e no crescimento (IPCC 2007). VariagOes da temperatura promovem
impactos negativos nao s6 a niveis troficos superiores (consumidores) mas também a nivel da producédo primaria
(Hoegh-guldberg 2010). A produtividade primaria anual do oceano diminuiu 6% desde 1980, em que 70% deste
declino ocorreu a latitudes mais altas (Gregg et al. 2003; Polovina et al. 2008) e com diminuicGes drasticas no
Pacifico e no Oceano Indico (Polovina et al. 2008). O aumento da temperatura levou a uma diminuicio do
tamanho individual do fitoplancton (Perissinotto & Pakhomov 1998), o que alterou ainda mais o funcionamento
e bioquimica dos ecossistemas pelagicos superficiais (Hoegh-guldberg 2010). Em geral, estas mudancas na
producdo primaria tem implicacGes profundas na biosfera marinha, principalmente no armazenamento de
carbono, uma vez que o seu potencial retencdo diminui (Falkowski et al. 2000). A temperatura tem um
importante papel sobre os processos bioldgicos, pela sua influéncia na energia cinética molecular (distribuigdo
de energia Maxwell-Boltzmann), na qual a temperatura determina a taxa de processos fundamentais, tais como,
reacOes enzimaéticas, difusdo, e transportes membranares. Para além disto, a temperatura altera processos
fisioldgicos que véo desde o dano proteico a fluidez da membrana, até a funcdo de 6rgéos (Hochachka & Somero
2002).

No geral, 0s peixes sdo ectotérmicos, isto é, a sua temperatura interna varia com a temperatura exterior,

resultando num aumento das taxas metabolicas com o aumento da temperatura no ambiente (Roessig et al.
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2004). Sendo estas espécies sensiveis a temperatura do meio envolvente, um aumento da temperatura de apenas
1°C, pode produzir efeitos deletérios nos organismos e consequentemente alteracdes na sua distribuigdo
geogréfica (Kennedy et al. 2002; Perry et al. 2005; Brierley & Kingsford 2009). Além disto, a temperatura e a
disponibilidade de oxigénio (O) estdo dependentes uma da outra e assim quando existe um aumento da
temperatura, ocorre a diminui¢do de O disponivel. Este aumento da temperatura também resulta numa demanda
maior de O, pelo animal, podendo esta mudanca representar sérios problemas para a sua sobrevivéncia (Portner
& Knust 2007), incluindo alteracBes negativas no sistema cardiorrespiratorio dos peixes (Portner & Knust
2007).

Acima de uma determinada temperatura, também conhecida como temperatura de pejus (Tp), a oferta
de oxigénio é maxima e ndo pode subir ainda mais de forma a cobrir as elevadas demandas metabdlicas, deste
modo a capacidade de um organismo aumentar o seu metabolismo aerébio fica comprometida (Portner et al.
2004; Portner et al. 2005). Temperaturas acima do limite teérico referido anteriormente ndo colocam em risco
imediato a sobrevivéncia de espécies. Contudo, necessidades fisiologicas como alimentacdo, crescimento,
reproducéo, recrutamento (Mora & Ospina 2001; Portner & Knust 2007), poderdo ser afetadas a longo termo.
afectando por exemplo a frequéncia de desova e sobrevivéncia dos ovos, larvas e juvenis (IPCC 2001). A nivel
comportamental, ocorrem mudangas em termos de estratégias reprodutivas e nos seus padrbes de vida
(Angilletta et al. 2006). Apesar disto, os organismos possuem alguma resiliéncia, conseguindo aclimatar a uma
série de temperaturas em redor das suas temperaturas 6timas (Hochachka & Somero 2002). Quando este valor
a volta das suas temperaturas 6timas é gravemente ultrapassado, o risco de mortalidade aumenta, o seu fitness

é reduzido, e as populac¢des declinam e/ou podem ficar em perigo de extingdo (Hochachka & Somero 2002).

1.3. Acidificacdo dos oceanos

Desde o inicio da revolugdo industrial que os niveis de CO tém aumentado para niveis nunca antes registados
(Wood et al. 2009). Caso as emissdes antropogénicas nao sejam reduzidas substancialmente, os niveis de CO;
atmosférico continuardo a aumentar até ao proximo século (Raven et al. 2005). Este aumento de CO;
atmosférico é a causa primaria ndo so do aquecimento global e dos oceanos, mas também da acidificagdo dos
oceanos (Raven et al. 2005). Os oceanos sdo importantes reservatorios de carbono, pois sequestram elevadas
concentracdes de CO,da atmosfera. Esta elevada absorcao de CO, promove a redugdo do pH dos oceanos. Desde
a época pre-industrial, o pH médio dos oceanos diminuiu 0,1 unidades, de aproximadamente de 8,21 para 8,10
(Raven et al. 2005), sendo expectavel que até final do século diminua cerca de 0,3-0,4 unidades de pH (Orr et
al. 2005), caso as concentragdes de CO, atmosférico atinjam valores superiores a 800 ppmv (IPCC 2014).
Embora a magnitude do impacto da acidificagdo varie com a profundidade (Caldeira & Wickett 2003),
latitude (Orr et al. 2005) e habitat, o seu efeito na quimica da dgua afeta todo o tipo de organismos (Wood et al.
2009). Um organismo é afetado pela acidificacdo dos oceanos de duas maneiras, nao s6 devido a diminuicao do
pH, mas também devido ao aumento de CO; (hipercapnia) (Wood et al. 2009). Diferentes espécies e grupos de

animais marinhos variam a sua capacidade de compensar a hipercapnia e diminuicdo do pH. Com a diminuicéao
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da disponibilidade do ido de carbonato (COs), e a consequente redugdo do carbonato de célcio (CaCOs), reduz-
se a capacidade de calcificacdo de varios organismos marinhos, tais como moluscos, corais, e crustaceos, por
exemplo (Hoegh-Guldberg et al. 2007; Kroeker et al. 2010).
COz(atmos) 2 COq(aq) + H20 2 H,CO3 2 HY + HCO3 2 2H + €03~

Uma vez dissolvido na agua, o didxido de carbono reage para formar &cido carbdnico (H.COs), que ao perder
ides de hidrogénio, forma ides de bicarbonato (HCOs') e carbonato (COs?) (Doney et al. 2009). A  absorcéo
de CO; pelos oceanos aumenta a concentragdo aquosa de CO», bicarbonato e iGes de hidrogénio; este ultimo
diminui o pH, pois pH=-logio[H*] (Doney et al. 2009). A concentracdo dos iGes de carbonato vai diminuindo, a
medida que a concentracdo de H* na agua vai aumentando (Doney et al. 2009). A diminuicdo de pH estimada
para o final do século 21 equivale aproximadamente a um aumento de 150% de ides H* e diminuicdo de 50%
nas concentracdes de carbonato (Orr et al. 2005). Assim sendo, ndo s6 a diminuigdo da saturagcdo carbonato de
calcio, mas também as concentragdes elevadas de pCO; (pressao parcial de CO) podem afetar os organismos,
tal como o equilibrio acido-base de cada individuo (Fabry et al. 2008). Trabalhos recentes indicam que a
crescente absorc¢éo de CO, somado a poluigdo por outros contaminantes pode trazer consequéncias desastrosas
ao nivel da biodiversidade, interagdes troficas e em processos chave nos ecossistemas (Raven et al. 2005;
Kleypas et al. 2006). Diversas espécies marinhas irdo variar a sua resposta de forma a compensar a hipercapnia
e adiminuicdo do pH (Portner et al. 2004). Esta alteracdo nos oceanos leva a que niveis troficos inferiores sejam
afetados, como é o caso dos produtores, nomeadamente fitoplancton. Este aumento de CO; altera a composicao
quimica da agua, diminuindo a disponibilidade de nutrientes para os organismos marinhos, resultando numa
diminuicdo do crescimento destes organismos fotossintéticos (Raven et al. 2005). Esta diminuicdo no
crescimento de produtores, faz com que nao haja alimento suficientemente disponivel para os consumidores de
primeira ordem e assim sucessivamente, colocando em causa toda a cadeia trofica de um ecossistema. Espécies
com esqueletos carbonatados, como moluscos, crustaceos e equinodermes, sao particularmente suscetiveis a
estas condicGes, uma vez que dependem dos iGes CaCOs; para a calcificacdo do seu esqueleto. Como
consequéncia, pode ocorrer uma diminuicdo das taxas de calcificacdo e estes organismos podem sofrer
dissolucdo da concha/casca/exosqueleto. Para além destas consequéncias, as taxas de crescimento e taxas
metabolicas destes organismos podem ser negativamente afetadas (Feely et al. 1988, 2004; Gattuso &
Buddemeier 2000; Gattuso et al. 2002; Basile et al. 2005), podendo mesmo ocorrer supressdo metabdlica.
Contrariamente, organismos ndo calcificadores como peixes adultos, cefalépodes e outros vertebrados, tém
capacidade de compensar as diferencas de pH devido a sua capacidade de manter a sua homeostasia interna (Hu
et al. 2015). Estes animais desenvolveram um mecanismo eficaz na regulacdo acido-base, em que o bicarbonato
acumulado em situagdo de hipercapnia troca ibes com o meio exterior, pelas branquias (Portner et al. 2005;
Ishimatsu et al. 2008; Melzner et al. 2009). O mesmo ndo se sucede com estagios de vida inicial, dado que estes
organismos ainda ndo desenvolveram a sua capacidade de regular ides (Morris et al. 1989; Sayer et al. 1993).
A acidificagdo dos oceanos afecta também o crescimento, sobrevivéncia (Baumann et al. 2012; Pimentel et al.
2014b; Pimentel et al. 2016), equilibrio acido-base (Fabry et al. 2008; Pimentel et al. 2014; Hu et al. 2015),
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capacidade de transporte de oxigénio e o seu consumo (Fabry et al. 2008; Rosa et al. 2014a; Pimentel et al.
2015), capacidade enzimética (Wittmann & Portner 2013; Rosa et al. 2016; Sampaio et al. 2018; Sampaio &
Rosa 2019), sistema neurolégicos e alteragdo comportamental de diversas espécies (McNeil & Sasse 2016).

1.4. Adaptacoes fisioldgicas as alteracdes climéticas: Biomarcadores de stress oxidativo

Os organismos marinhos estdo expostos a uma série de variantes ambientais, das quais tém de se ajustar de
forma a manter a sua homeostasia, para que possam crescer e reproduzir-se (Lesser 2006). Como em qualquer
outro processo metabolico, a produgdo de ROS varia segundo os gradientes ambientais, sendo necessario que o
organismo ajuste as suas defesas antioxidantes de forma a manter os niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS) baixos, prevenindo danos celulares e stress oxidativo (Lesser 2006). Os ROS sdo moléculas e radicais
livres que s&o naturalmente produzidos como subprodutos da respiragéo aerdbica (Cadenas 1989; Pannunzio &
Storey 1998; Lesser 2006), sendo importantes na sinalizacdo celular e homeostasia (Cadenas 1989). Séo
responsaveis pela toxicidade do oxigéenio, devido a redugdo univalente do oxigénio molecular, produzindo
intermedidrios reativos, tais como 0 anido superéxido Oze~, o peroxido de hidrogénio H2O,, HOe, e por fim,
agua (Halliwell & Gutteridge 1999; Lesser 2006). Estes compostos sdo produtos naturais do metabolismo do
oxigénio. Com o efeito das alteragdes climaticas, a capacidade da célula responder a esta oxidacao € alterada,
resultando em stress oxidativo (Lesser 2011). Por exemplo, as altera¢fes climaticas diminuem a produgdo de
antioxidantes em foto-autotréficos, dado que com o aumento da temperatura, a fixacdo do carbono é maxima
de forma a maximizar a energia celular para o crescimento e ndo em resposta ao stress oxidativo (Ursi et al.
2003; Choo et al. 2004).

Contudo, durante periodos de stress ambiental (e.g. aumento da temperatura, diminuicdo do pH e
contaminagdo), os niveis de ROS aumentam drasticamente produzindo consequentemente um aumento de stress
oxidativo (Cadenas 1989; Vinagre et al. 2012). Normalmente, 0s organismos marinhos exibem um poderoso
conjunto de mecanismos, tais como os antioxidantes, para reparacdo e remocdo de proteinas de forma a
compensar a producdo de ROS e evitar o stress oxidativo e naturalmente danos bioquimicos (Lushchak 2011).
Quando expostos a stress ambiental existe uma maior producdo de ROS e diminui¢do da eficiéncia dos seus
sistemas de eliminacéo. Caso 0os mecanismos de defesas intracelulares, tais como as proteinas de choque térmico
(HSP), ubiquitinas e uma série de enzimas antioxidantes (e.g. catalase, glutationa-S transferase, superoxido
dismutase) ndo consigam balancear as consequéncias deste stress oxidativo, podem ocorrer danos ao nivel
celular tais como a peroxidacdo lipidica, a degradacdo de proteinas e danos de ADN (Lopes et al. 2013;
Halliwell & Gutteridge 1999; Gonzélez et al. 2015).

1.4.1. Proteinas de choque térmico (HSP)

A fim de evitar efeitos adversos provocados por alteracGes ambientais, 0s organismos marinhos possuem alguns

mecanismos fisioldgicos de defesa, tais como a producdo de proteinas originadas durante stress térmico ou
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como “resposta de choque térmico” (HSR) (Feder & Hofmann 1999; Lesser 2006). Estas HSPs pertencem a um
grupo de chaperfes moleculares que estdo envolvidos na manutengdo funcional das células (Sgrensen et al.
2003Db). As HSPs desempenham um papel importante na protecéo nas células contra diversos agentes agressivos
gerados por uma variedade de stresses (Kregel 2002). Diversas familias de HSP foram identificadas e nomeadas
de acordo com a sua massa molecular. Estas foram classificadas em seis grandes familias: HSP100, HSP90,
HSP70, HSP60 e HSP40 e pequenas HSP ou sHSP (de peso molecular 12-43 kDa (Lindquist 1986; Sgrensen et
al. 2003b; Bakthisaran et al. 2015). Estdo presentes no citosol, mitocdndria, reticulo endoplasmatico e nucleo
da célula, embora o local varie dependendo da proteina especifica (Kregel 2002). A HSP mais abundante é a
HSP70, encontrada tanto em eucariotas como em procariotas. Esta familia de HSPs tem cerca de 50% de
similaridade de aminoacidos entre as espécies Escherichia coli e Homo sapiens, e aproximadamente 70% entre
Drosophila melanogaster e H. sapiens (Lindquist 1986; Schlesinger 1990). Estas proteinas embora partilhem
as mesmas sequéncias proteicas, a sua sintese ocorre devido a estimulos diferentes (Kregel 2002). O grau de
conservagdo destas proteinas em todas as espécies, aliado a sobrevivéncia celular em diversas condicdes, sugere
que estas HSP s&o fundamentais para a sobrevivéncia apos a indugdo de stress (Kregel 2002). Uma das primeiras
alteragdes associadas ao stress induzido pela acumulagdo de HSP70 é a termotolerancia, sendo esta definida
pela capacidade da célula ou mesmo o organismo resistir a stress térmico quase letal, apds a exposicao a
temperaturas elevadas, (Landry et al. 1982; Li & Werb 1982; Landry & Chrétien 1983; Mizzen & Welch 1988).
As proteinas HSP sdo sensiveis a alteracdes de temperaturas elevadas (e outros stresses também representados
na Tabela Il em anexo), sendo consideradas as mais importante quando se estuda o impacto do stress térmico
(Feder & Hoffman 1999; Hoffman et al. 2003). As HSP70 estdo também associadas ao desenvolvimento de
tolerancia a uma série de pressdes, incluindo hipoxia (Guttman et al. 1980; Hahn & Li 1982), exposicdo a
radiacdo ultravioleta (Barbe et al. 1988), isquemia (Marber et al. 1995), acidose (Weitzel et al. 1985), perdas
energéticas (Sciandra & Subjeck 1983) e citocinas (Jaattela 1993). Estas proteinas possuem um papel importante
em diversas fungdes de manutencdo do proteoma, incluindo folding de novo, refolding e reparagéo de proteinas
desnaturadas, remocdo de proteinas danificadas/desnaturadas e no controlo de formacéo de ROS (Feder &
Hoffman 1999; Sgrensen et al. 2003b; Dong et al. 2008; Tomanek 2010). Numa fase inicial, as HSP estabilizam
a proteina de forma a impedir a total desnaturagdo e posteriormente ajudam a proteina a regressar a sua
conformidade inicial (Tomanek 2010). Caso néo seja possivel esta regressdo ao estadio inicial, as HSPs fazem
com gue estas proteinas danificadas irreversivelmente sejam processadas pelo ciclo proteolitico da célula
(Tomanek 2010). A sintese e degradacdo de HSPs requer que parte dos nutrientes e energia armazenados na
celula sejam consumidos, pelo que este mecanismo de defesa contra stress térmico exige aos organismos um
gasto de energia extra, podendo mesmo colocar em causa a sua integridade celular, fitness, crescimento e
reproducdo. Contudo, a producdo de HSPs em altas concentracGes pode ser toxico, interferindo diretamente em
outros processos celulares, podendo mesmo chegar a alterar a funcao das células (Lindquist 1993).

Os organismos marinhos que habitem em zonas intertidais, tém uma maior capacidade de ajustar o0s
niveis de HSP e ajustar a sua resposta face as oscilagdes ambientais a que estdo diariamente sujeitos, como por

exemplo temperatura, radiacdo ultravioleta, niveis de oxigénio, etc (Tomanek 2010; Freire et al. 2011). Os
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cnidérios da zona intertidal, como a V. cynomorium estdo habituadas a enfrentar transigdes entre a hipoxia e a
reoxigenacgéo, sem sofrer qualquer dano nos tecidos, o que se verifica no estudo de Teixeira et. al (2013), onde
estes espécimes sobreviveram a 2,5h expostos ao ar. Mas nem sempre 0s organismos tém capacidade de resposta
face as alteragdes no seu habitat. Em que a privacdo de oxigénio leva a produgdo de HSP, como é demonstrado
pelas ostras (David et al. 2005) e a tilapia do Nilo (Delaney & Klesius 2004). Em estadios de vida mais
primordiais, como é o caso das larvas de linguado (Solea senegalensis), em condi¢fes de aumento da
temperatura e diminuicdo do pH existe a producdo de HSP (Pimentel et al. 2015), o que se traduz numa resposta
oxidativa. A ativacdo constante de HSR acarreta custos a longo prazo, prejudiciais ao fithess e restringe os
nichos térmicos nos quais a espécie pode ocorrer (Tomanek 2010).

Os genes associados as HSP podem ser encontrados em todos o tipo de organismos, desde bactérias a
plantas e animais (Sgrensen et al. 2003b). A reduzida variagdo genética e universalidade das HSP, sugere uma
importancia evolutiva e um papel significativo na protecdo de células antes, durante e apds a inducéo de stress
(Lindquist 1986; Feder & Hoffman 1999). Devido a sua capacidade de resposta a diversos stresses, as HSP séo
aplicadas em diversas areas de investigacdo tal como a biomonitorizagdo e toxicologia ambiental (Ryan &
Hightower 1996; de Pomerai 1996). Por este motivo, as HSPs sdo considerados biomarcadores especialmente
Uteis devido da sua grande sensibilidade ndo s6 ao stress térmico (Feder & Hoffman 1999), mas também a
poluentes e toxinas ambientais (Feder & Hoffman 1999; Fonseca et al. 2011; Anacleto et al. 2014; Rosa et al.
2014b; Maulvault et al. 2016).

1.4.2. Ubiquitinas

A ubiquitina é uma proteina regulatéria pequena mas muito estavel fisicamente, podendo suportar temperaturas
acima dos 85°C e um intervalo de pH entre 1-13 (Lenkinski et al. 1977). A ubiquitina é uma proteina de residuo
altamente conservada (Hanna et al. 2007) e uma das mais abundantes em células eucaridticas, sendo a sua
sequéncia de aminodacidos bem conhecida (Goldstein et al. 1975; Gavilanes et al. 1982; Wilkinson 1995). Estas
proteinas ocorrem em células livres ou ligadas covalentemente a proteinas (Hershko & Ciechanover 1998;
Hershko 2002) através do seu terminal carboxilico e grupos t-amino de residuos de lisina, numa grande
variedade de proteinas intracelulares, sendo a mais abundante, a histona H2A (Atidia & Kulka 1982; Chin et al.
1982). Das fungdes que as ubiquitinas exercem, as mais conhecidas sdo as histonas H2A e H2B durante o
crescimento celular na interfase e a modificagdo de proteinas celulares, conduzindo as degradacéo proteolitica
(Bond et al. 1988). Estas tém portanto um papel fundamental na manutencdo da homeostasia celular, uma vez
que identificam proteinas danificadas, degradadas pelo proteossoma e transformam-nas em pequenos
polipeptideos, ou seja, localizam a proteina modificada ativando-a ou desativando-a (Rechsteiner 2002; Hershko
& Ciechanover 2003; Hanna et al. 2007). Quando as proteinas estdo irreversivelmente danificadas/desnaturadas
sdo degradadas por protéases intracelulares e permanentemente eliminadas por um processo chamado
ubiquitinacdo (Hanna et al. 2007). Tanto as ubiquitinas como as HSP atuam de forma a reparar proteinas que

sofreram desnaturagdo (Tomanek et al. 2011) e eliminando-as quando estas estdo permanentemente danificadas

22



(Bond et al. 1988; Hanna et al. 2007). Assim, estes dois tipos de mecanismos de defesa ao stress ambiental
complementam-se no seu modo de atuacdo. Quando as HSP ndo conseguem manter a conformacéo funcional
das proteinas, as ubiquitinas atuam como segunda linha de defesa, removendo essas proteinas permanentemente
(Bond et al. 1988; Sgrensen et al. 2003b; Hanna et al. 2007).

1.4.3. Peroxidac¢do lipidica

A peroxidacdo lipidica (LPO) constitui uma reacdo em cadeia dos acidos gordos polinsaturados das membranas
celulares, e € um dos processos mais frequentes que altera a permeabilidade, fluidez e integridade das
membranas. A LPO desenvolve-se em trés etapas, a iniciacdo, propagacdo e terminacéo (Yu 1994; Halliwell &
Gutteridge 1999). Durante a fase de iniciacao, os &cidos gordos polinsaturados (PUFA) sao oxidados pelos ROS
através dos atomos de carbono que atacam as liga¢6es duplas, convertendo a molécula lipidica em um radical
lipidico (Repetto et al. n.d.; Sies & Cadenas 1985; Henkel & Solomon 2018; Lopes 2018). Posteriormente, este
radical altamente instavel, reage com o O e origina peréxidos lipidicos, que por sua vez reagem com os lipidos
vizinhos numa reagdo em cadeia, propagando assim o processo de peroxidacéo lipidica (Lopes 2018). A etapa
final termina com a génese de subprodutos da LPO, o malondialdeido (MDA), e hidrocarbonetos, tais como o
etano e etileno (Freeman & Crapo 1982; Gutteridge & Halliwell 1990). Apo6s os radicais livres reagirem com
os acidos gordos insaturados presentes nas membranas celulares, podem ocorrer danos celulares resultado da
degradacdo oxidativa dos lipidos (Halliwell & Gutteridge 1999). As lesGes celulares, resultam da reacdo entre
o HO- ¢ a membrana de lipidos (Sachdeva et al. 2014). Através de estudos anteriores, tais como Rosa et al.
(2012; 2016), é possivel constatar que as concentraces de MDA aumentam em algumas espécies marinhas com
a temperatura, respetivamente, nos hatchlings de Loligo vulgaris e no cérebro de juvenis do tubardo bamboo
(Chiloscyllium punctatum) ocorrendo peroxidacgao lipidica. O mesmo acontece com 0s juvenis de robalo, a
temperatura de 28°C, sdo suscetiveis ao stress térmico , formando MDA, como consequéncia do stress oxidativo
(Vinagre et al. 2012).

1.4.4. Dano de ADN

Um desequilibrio entre a produgdo e eliminagdo de ROS apds exposi¢do a fatores ambientais nocivos, pode
causar para além de danos nas proteinas e lipidios, danos a nivel dos &cidos nucleicos (Ghosh et al. 2017). A
natureza dos danos incluiu principalmente a modificagdo das bases azotadas, “deoxyribose oxidation”, “strand
breakage” e “DNA protein cross-link” (Ghosh et al. 2017). Entre os varios ROS, o OH é o mais importante
gerando varios produtos das bases de ADN que incluem a hidroxilagdo da deoxyguanosina para formar 8-oxo-
7,8-dihydro-2’-deoxyguanoseine (8-oxodG) (Kasai 1997), um dos produtos mais representativo das
modificacdes oxidativas do ADN (Wiseman & Halliwell 1996). Os danos observados no ADN induzidos pelo
stress oxidativo podem incluir varias mutagdes genéticas, como por exemplo a modificacdo das bases azotadas

G:C, a qual exemplifica um ataque oxidativo por ROS (Bandyopadhyay et al. 1999). Considerando que as
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proteinas do proteoma sdo responsaveis pela reparacdo do genoma, alteragdes nestas proteinas chave, podem
prejudicar e danificar a estrutura de ADN (Krisko & Radman 2013; Gueranger et al. 2014). Em condigdes de
elevado CO; ocorre danos de ADN, como foi observado no estudo de danos celulares nos tubardes recém-
nascidos, Chiloscyllium plagiosum, onde estes animais foram expostos por 50 dias a uma concentragéo ~ 890
patm de CO; (Lopes et al. 2018). O mesmo se verificou em condi¢des de aumento de CO, e temperatura num
estudo multigeracional o mesmo se verificou, a geracao parental, ndo apresentou diferencas na concentragéo de

danos de ADN, mas estes danos foram expressados nas geracGes posteriores (Lopes et al. 2019).

1.5. Modelo biolégico: O cavalo-marinho Hippocampus reidi

1.5.1. Biologia e Ecologia

Globalmente a familia Syngnathidae (e.g. cavalos-marinhos, dragfes marinhos, peixe cachimbo, pipehorses)
esta ameacada pela intensa exploracdo comercial para fins medicinais e aquariofilia (Salin et al. 2005), perda
de habitat (Olden et al. 2007) e bycatch (Vincent 1996), estando listados na “IUCN Red list of threatened
species” e no apéndice Il do CITES, e também em algumas listas regionais e nacionais de espécies ameagadas
(Vincent et al. 2011). Este declinio tem sido acentuado devido a degradagdo do seu habitat (estuarios, pradarias
marinhas, magais e corais) (Vincent 1996; Vincent et al. 1997; Olden et al. 2007); a “bycatch” (Vincent 1996)
(Vincent 1996), e a sua exploracéo para fins medicinais tradicionais e aquariofilia (Vincent 1996; Vincent et al.
1997; Salin et al. 2005), o que ameaca a integridade das espécies desta familia. Estas espécies habitam zonas
costeiras onde a degradacdo do seu ambiente € mais intensa devido a atividade humana, ameacando a sua
integridade (Gristina et al. 2015). A ecologia destes peixes torna-os vulneraveis devido a sua baixa mobilidade
(ndo permitindo a migracdo para locais mais favoraveis a sua sobrevivéncia), altas taxas naturais de mortalidade
juvenil e devido a monogamia observada em vérias espécies (quando um dos parceiros morre, 0 outro morre
ndo acasala novamente) (Lourie et al. 1999; Vincent et al. 2011).

O Hippocampus reidi, Guinburg 1993, é uma espécie listada como “quase ameagada” segundo o IUCN
em 2017. Contudo, este estatuto pode ndo corresponder a realidade devido ndo s6 a falta de dados sobre a
dindmica das popula¢des mas também devido a intensa diminui¢do da populag&o ocorrida nos ultimos 20 anos
como consequéncia das ameagas criadas pelo homem (Vincent 1996; Vincent et al. 1997; Lourie et al. 1999;
Costa-Neto 2000; Rosa et al. 2002). Esta espécie distribui-se ao longo do oceano Atlantico ocidental, desde a
Carolina do Norte até ao Sul dos EUA, ao longo do mar das Caraibas e ao longo da costa do Brasil (figura 6)
(Lourie et al. 2004), vive em habitats costeiros (Foster & Vincent 2004), entre 6-20m da costa (Rosa et al. 2002).
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Figura 6:Distribuicéo geografica da populagdo de H. reidi. Fonte: [IUCN 2017

Estes animais sdo frequentemente encontrados entre os 15-55m abaixo da superficie, podendo ocorrer
entre os 0,1-75m, em que frequentemente estdo ancorados a algum tipo de substrato, tal como raizes dos
mangais, ervas marinhas, macroalgas, cnidarios, esponjas, gorgonias e corais (Dias & Rosa 2003; Jenouvrier et
al. 2003; Lourie et al. 2004; Rosa et al. 2007; Giacometti, Mai, A, C, Loebmann 2009; Mai & Rosa 2009; Pastor
Gutiérrez et al. 2011; Aylesworth et al. 2015). Estes peixes usam a sua cauda muscular de forma a ancorar e
“prenderem-se” a objetos naturais e artificiais que Ihes possam conferir de abrigo contra correntes fortes (e.g.

durante o acasalamento) e camuflagem contra predadores durante a alimentagdo (Lourie et al. 1999).

Figura 7: Individuo adulto da espécie Hippocampus reidi. Fonte: https://www.inaturalist.org
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O Hippocampus reidi é especialmente ativo durante o dia, procurando abrigo de noite (Felicio et al.
2006). Estes peixes alimentam-se principalmente de crustaceos tais como copépodes, caldides, ciclopoides,
camardes carideanos, gamarideos, amfipodes e neméatodos (Da Costa Castro et al. 2008). Contrariamente, 0s
juvenis alimentam-se mais de insectos Hymenopteran e ovos de moluscos e crustaceos (Felicio et al. 2006; Da
Costa Castro et al. 2008). Os cavalos-marinhos em geral, ndo se aventuram na persegui¢do de presas,
alimentam-se antes através da tactica de “sit and wait” (Lourie et al. 2004). Estes cavalos-marinhos sdo
geralmente solitarios, mas podem ser vistos em pares, possivelmente com parceiros de acasalamento (Rosa et
al. 2007). Pelo menos dentro do periodo reprodutivo estes animais s40 monogamicos, uma vez que 0s machos
apenas aceitam ovos de apenas uma fémea de modo a aumentar o seu sucesso reprodutivo (Foster & Vincent
2004; Faleiro et al. 2015). O ritual de acasalamento caracteriza-se por uma “danga” ao longo da coluna de agua,
em que ambos se agarram mutuamente pelas caudas em movimentos paralelos, com a duracdo aproximada de
25 minutos (Rosa et al. 2007). Durante esta danga a fémea, deposita os ovos na bolsa abdominal no macho,
onde estes se desenvolvem durante 2 semanas (Vincent 1990). Apds o periodo de gestagéo estes séo expelidos
durante horas, dando origem, em média, a 1000 a 1500 individuos de 7 mm de tamanho e com aparéncia de um
cavalo-marinho juvenil (Vincent 1990). O periodo de reproducao estende-se ao longo de todo o ano, mas existe
um pico entre Maio e Novembro, verificado no noroeste do Brasil (Mai & Velasco 2012). Nos estadios iniciais
do seu ciclo de vida é quando se verifica uma maior taxa de mortalidade devido a maior predacéo, estando estes
juvenis mais vulneraveis a peixes piscivoros e outros predadores (Foster & Vincent 2004).

1.5.2. Cavalos-marinhos e o impacto das alteragdes climaticas

A ecologia de vida destes animais torna-os particularmente sensiveis as alteragdes do seu habitat e a sobrepesca,
sendo este o principal foco nos esforcos para a sua conservacao (Vincent et al. 2011). Devido a sua pobre
capacidade de natacdo e pequena distribuicdo, a migracdo para areas mais favoraveis é restrita (Aurélio et al.
2013; Faleiro et al. 2015). Alids, a sua estratégia de camuflar e a vasta distribuic&o, aliada a habitats complexos,
implica que nem todos o0s habitats sdo adequados as suas necessidades (Harasti et al. 2010; Hellyer et al. 2011).
Adicionalmente, a fidelidade e os lacos que forma com o parceiro (que lhes confere maior eficiéncia
reprodutiva) significa que estes lagos, quando quebrados, levam a que estes animais encontrem dificuldades em
encontrar um novo parceiro, € mesmo que consigam encontrar, a sua reproducéo pode ser afetada (Faleiro et al.
2015). Aliado a isto, o facto destes animais serem ovoviviparos implica que a sobrevivéncia destes juvenis esteja
dependente da sobrevivéncia do macho (Foster & Vincent 2004). Dada a sua vulnerabilidade, derivada da sua
ecologia, as alteragdes climéticas tendem a agravar o seu declinio mundialmente. O aquecimento dos oceanos
leva a que as espécies procurem locais onde a temperatura seja mais favoravel, o que ndo acontece com 0s
cavalos-marinhos, apesar de se verificar que estes possuem alguma capacidade de migracdo (pequenas
distancias) segundo o estudo na Ria Formosa por Caldwell & Vincent 2012. A migracdo para estes animais
origina impactos profundos no seu sucesso reprodutivo uma vez gque 0 encontro com um novo parceiro pode

ndo ocorrer (Faleiro et al. 2015).
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O efeito combinado do aquecimento e acidificacdo dos oceanos demonstram ter um impacto no
comportamento e ecologia dos cavalos-marinhos que combinado com as alteragdes profundas no seu habitat
aumentam ainda mais a sua vulnerabilidade (Philippart et al. 2011; Aurélio et al. 2013; Faleiro et al. 2015).
Segundo o estudo de Faleiro et al. (2015), os cavalos-marinhos adultos, da espécie Hippocampus guttulatus,
demonstram estar preparados para suportar o aumento da temperatura dos oceanos, mas ndo quando expostos a
combinacdo do aumento da temperatura e acidificacdo dos oceanos. Com o aumento da temperatura, 0
comportamento destes animais ndo se alterou, o que pode ser explicado pelo facto de estes peixes viverem em
zonas intertidais, (ex. estuarios) (Lourie et al. 2004) onde existem flutuacBes sazonais e diarias da temperatura.
Embora os cavalos-marinhos adultos demonstrem uma grande resiliéncia a temperaturas elevadas, 0 mesmo
pode ndo ocorrer em juvenis. Quando expostos a temperaturas elevadas (superiores a 28°C) (Aurélio et al. 2013)
fora do seu limite de tolerancia, o seu fitness e o seu sucesso de sobrevivéncia podem ficar comprometidos
devido a deficiéncia de oxigénio (Portner et al. 2004; Portner et al. 2005) dado que o0 aumento da temperatura
diminui a disponibilidade deste composto. Adicionalmente, a subida da temperatura aumenta as taxas
metabdlicas que por sua vez aumentam as taxas de alimentacdo (Faleiro et al. 2015). Embora as taxas de
alimentacdo aumentem, este aumento ndo consegue ser suficiente face ao incremento da taxa metabdlica,
ficando a sobrevivéncia do animal em causa. Em condi¢es de acidificacdo e aquecimento dos oceanaos, as suas
taxas de ventilacdo, de alimentag&o e atividade diminuem (Faleiro et al. 2015). Contrariamente, em situagéo de
hipercapnia as taxas de ventilagdo dos peixes aumentam (Ishimatsu et al. 2004), revelando um desequilibrio
acido-base (Faleiro et al. 2015). Devido a este stress, 0 organismo coloca alguns processos inerentes em standby,
como a produgdo de energia, para priorizar a sua sobrevivéncia (Aurélio et al. 2013). Um exemplo é o caso da
sintese proteica, que tem um elevado custo de energia e que sofre uma diminuicédo significativa, de forma a
“desviar” energia para outros processos cruciais (Guppy & Withers 1999; Boutilier 2001; Rosa & Seibel 2008,
2010). Esta supressdo metabolica compromete o desenvolvimento normal do organismo e aumenta a sua
vulnerabilidade a outros perigos (ex. predacdo, fome e doencas) (Portner & Knust 2007; Wang & Overgaard
2007).

1.5.3. Conservagéo dos cavalos-marinhos

A conservagdo dos cavalos-marinhos, como a de outras espécies, estd dependente de abordagens
interdisciplinares, devendo ser abordadas trés teméticas, a sua pesca para fins de aquariofilia ou medicina
tradicional (Vincent et al. 1997), o bycatch (Baum et al. 2003) e a degradacéo do seu habitat (Lockyear et al.
2006). Existe uma clara consciéncia da pesca comercial destes animais para fins de aquariofilia e medicina
tradicional, mas grande parte da pesca destes animais é acidental. O controlo das artes de pescas, como a pesca
de arrasto de fundo, poderia limitar a captura acidental dos cavalos-marinhos (Vincent 2011; Vincent et al.
2011). Como exemplo, cerca de 95% da captura destes animais resulta da pesca de camardo, que habita no
mesmo tipo de habitat (Mcpherson & Vincent 2004; Baum & Vincent 2005; Giles et al. 2006; Martin-Smith &

Vincent 2006; Perry et al. 2010). Além de partilharem o0 mesmo tipo de habitat, as malhas que sdo usadas para
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capturar o camardo, ndo possibilita a fuga dos cavalos-marinhos. Para além destas ameagas, 0s cavalos-marinhos
vivem nos habitats marinhos mais ameacados do mundo, pradarias marinhas (Orth et al. 2006; Waycott et al.
2009), mangais (Valiella et al. 2006; Polidoro et al. 2010), recifes de coral (Wilkinson 2008), estuarios (Blaber
et al. 2000; Lotze et al. 2006) e macroalgas (Steneck et al. 2002; Airoldi & Beck 2007). A poluigdo e as
alteragdes climéticas sdo dos problemas mais recorrentes, alterando a qualidade da agua e destruindo estes
habitats e os organismos que neles habitam. Por este motivo, é necessario minimizar os efeitos das alteracdes
climéticas através de mudancas nos habitos do homem e da promocao da utilizacdo de energias verdes, de modo
a diminuir as emissdes de CO; e outros compostos para de alguma forma ajudar na preservacao e conservagao
da biodiversidade. Assim sendo é necessario priorizar a prote¢do onde existe riqueza destes animais e 0s seus
habitats (Morgan & Vincent 2007), para que ndo entrem em declinio.

Uma medida de gestdo a implementar para preservar esta espécie sdo as areas marinhas protegidas
(AMPs) (Samoilys et al. 2007; Yasue et al. 2010; Vincent et al. 2011), onde se pode impossibilitar qualquer
tipo de arte de pesca que resulte na captura destes animais, de modo a proteger estes organismos e o seu habitat.
As AMPs sdo uma medida politica que serve para conservar e preservar 0s habitats de diversas espécies,
melhorando a riqueza, nimero e a dimensdo dos animais que nelas habitam (Leslie 2005; Lundquist & Granek
2005), e melhorar as comunidades marinhas adjacentes (Rowley 1994; Gerber et al. 2003; Mumby & Steneck
2008). Para a conservacao de qualquer espécie é necessario haver um conhecimento prévio sobre as mesmas.
Uma monitorizacdo constante destes organismos marinhos e estudos de impacto ambiental mais concisos sdo
necessarios de forma a serem implementadas medidas mais precisas e que possibilitam a prosperidade, neste

caso, ndo so das populagdes de cavalos-marinhos, como o seu habitat e a comunidade envolvente.

2. Objetivos

O objetivo principal desta dissertacdo foi o de avaliar o efeito das alteracdes climaticas, nomeadamente o
aumento da temperatura (29°C) e diminui¢do do pH (pH=7,5) nas respostas fisioldgicas dos juvenis,
Hippocampus reidi. Mais especificamente, pretendeu-se aqui verificar quais as respostas ao stress oxidativo,
avaliando i) a capacidade de defesa antioxidante através da quantificacéo de proteinas de choque térmico (HSP)
e ubiquitinas; e ii) os possiveis danos celulares, através da determinacdo da peroxidagéo lipidica e danos de
ADN.

3. Materiais e métodos

3.1. Aclimatagéo dos individuos

Os individuos juvenis de cavalos-marinhos tropicais, Hippocampus reidi, foram obtidos a partir de adultos
mantidos em cativeiro na empresa Lusoreef, Algarve. Apds os machos libertarem os juvenis da bolsa, estes

foram aclimatados durante um més nas instalacGes da empresa a quatro diferentes tratamentos experimentais
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representativos de aquecimento (+3°C) e acidificacdo (ApH= -0.5, ~1000patm) dos oceanos previstos para o
final do século (tabela I). Em cada um destes quatro tratamentos foram colocados 18 juvenis de H. reidi. Ap6s
a exposicao, estes foram recolhidos, colocados imediatamente a seguir em azoto liquido e congelados a -80°C.
Posteriormente, estas amostras foram devidamente acondicionadas e transportadas para as instalacGes do
Laboratério Maritimo da Guia, Cascais e novamente armazenadas a -80°C.

Tabela I:CondigBes experimentais as quais os juvenis de os cavalos-marinhos. H.reidi foram expostos durante um més.

Tratamentos Temperatura pH

Controlo 26°C 8,0 (~400patm)
Acidificacéo 26°C 7,5 (~1000patm)
Aquecimento 29°C 8,0 (~400patm)

Acidificacéo+
] 29°C 7,5 (~1000patm)
Aquecimento

3.2. Analise de biomarcadores de stress oxidativo

3.2.1. Preparacéo dos tecidos

Para este estudo, foram utilizados inicialmente seis individuos de cada tratamento, correspondendo a um total
de 24 individuos. Cada um destes foi pesado (peso médio 0,2117mg) e colocado individualmente num
microtubo (1,5 ml). Cada um dos individuos foi homogeneizado em 0,500 ml de tamp&o de homogeneizagdo
PBS (solugdo salina de tampéo fosfato, 0,14 M NaCl, 2,7 mM KCL, 8,1 mM Na,PO4 a pH 7,3), com a ajuda de
um moedor de vidro do tipo Potter Elvejham. Posteriormente, a amostra foi centrifugada durante 20 min a

14000xg a 4°C, sendo utilizado o sobrenadante para as analises realizadas neste trabalho.

3.2.2. Proteinas de choque térmico (HSP)

Como a HSP70 ¢é a mais produzida apos a inducdo de um stress ambiental, foi por este motivo a quantificada
neste trabalho. A concentracdo de HSP70 foi quantificada por um ensaio imune-enzimatico (ELISA) adaptado
de Njemini et al. 2005. Em que 50 ul do sobrenadante homogeneizado foi diluido em 250 ul de PBS, onde 50
Ml de cada amostra previamente (1:5) foi adicionada a 96 po¢os de uma microplaca (Microloan 600, Greiner,
Alemanha) e incubada durante a noite a 4°C. Posteriormente, a placa foi lavada 3x com PBS 0,5% Tween-20 e
adicionou-se 100ul de solucdo bloqueadora (1% BSA, albumina sérica bovina, Sigma-Aldrich, EUA) a cada
um dos pocos, e incubou-se a temperatura ambiente por duas horas. Apds isto, lavou-se novamente a placa (3x
com 0,5%PBS Tween-20), adicionou-se 50pl de 5ug ml* do anticorpo priméario (HSP70/HSC70, Acris, USA)
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a cada poco, e incubou-se a 4°C durante a noite. Na manh& seguinte, o anticorpo néo ligante foi retirado da
microplaca, repetindo-se o processo de lavagem, e adicionou-se 50ul de um anticorpo secundario numa
concentracdo de 1 pgml? do anticorpo secundario (“alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse IgG, Fab
specific, Sigma-Aldrich, USA”), incubando durante 2h a temperatura ambiente. Apds outra lavagem, 100ul de
substrato, (“SIGMA FASTTM p-Nitrophenyl phosphate tablets, Sigma-Aldrich, EUA”) foi adicionado a cada
um dos pocos e incubado 30 min a temperatura ambiente. A solucgéo stop (50ul de 3N NaOH) foi adicionada a
cada um dos pocos e imediatamente a seguir leu-se a absorvancia a 405 nanémetros (nm), num leitor de
microplacas (“Asys UVM 340, Biochrom, EUA”). Os resultados obtidos foram divididos pela quantidade de
proteina total da amostra determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e expressos em miligramas de

proteina total.

3.2.3. Ubiquitinas

A quantificacdo de ubiquitinas foi também realizada através de um ensaio ELISA. Em cada pogo da microplaca
de 96 pocos (Microlon 600, Greiner, Alemanha) foi adicionada 50 pl de amostra. A microplaca foi incubada
durante a noite a 4°C, e ap6s perfazer 24h, a microplaca foi lavada 3x utilizando PBS 0,5% de Tween-20. De
seguida, adicionou-se 100 pl da solucdo blogueadora (1% BSA em PBS) a cada poco, sendo as microplacas
incubadas a 4°C durante a noite. Apos este periodo, a microplaca foi lavada 3x, de forma a remover os anticorpos
nédo ligantes, e adicionou-se 100ul de substrato (TMB/E, Temecula California, Merk milipore) e incubou-se
durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 100 ul da solugdo stop (HCI 1M), e leu-
se a absorvancia a 415 nm, utilizando um leitor de microplacas (Asys UVM 340, Biochrom, EUA). Os
resultados obtidos foram divididos pela quantidade de proteina total da amostra determinada pelo método de

Bradford (Bradford, 1976) e expressa em miligramas de proteina total.

3.2.4. Peroxidag&o lipidica

O ensaio da peroxidacao lipidica foi adaptado do protocolo de substéncias reativas de acido tiobarbiturico
(TBARS) (Uchiyama & Mihara 1978), sendo quantificado o produto final especifico do processo de degradagdo
oxidativa dos lipidos, 0 MDA. O acido tiobarbitdrico reage com 0 MDA, no qual produz um produto florescente,
lido a 532 nm. Sendo assim, 5ul de cada amostra foram tratados com 12,5 pl de dodecilsulfato de sédio (SDS
8,1%), 93,5 ul de &cido tricloroacético (20%, pH 3,5) e 93,5ul de &cido tiobarbitdrico (1%), em microtubos (1,5
ml) devidamente identificados. A cada um dos microtubos (1,5 ml) adicionou-se 50,5 pl de &4gua miliQ, e
incubou-se 0s microtubos (1,5 ml) em &agua a ferver durante 10 min. Em seguida, foram colocados em gelo
durante 3 min de forma a diminuir a sua temperatura. Posteriormente, 62,5 pl de 4gua miliQ e 312,5 pul piridina
n-butanol (15:1, v/v) foram adicionadas a cada um dos microtubos (1,5 ml) e centrifugados a 7000 rpm durante
5 min. De cada microtubos (1,5 ml) foi retirado 150 pul do sobrenadante e inserido nos po¢os da microplaca, na

qual se leu a absorvéncia, a 405 nm, utilizando um leitor de microplacas (Asys UVM 340, Biochrom, EUA).
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Os resultados obtidos foram divididos pela quantidade de proteina total da amostra determinada pelo método
de Bradford (Bradford, 1976) e expressa em nanomoles por miligrama de proteina total (nmol/mg de proteina
total)

3.2.5.Dano de ADN

O dano ADN (isto é, quebra da cadeia de ADN ou erros de emparelhamento de bases) foi quantificado de acordo
com Shen et al. 2007 e Maclouf et al. 2012, por meio de ELISA, a partir da quantificacdo de um dos principais
produtos de oxidacdo de ADN, o 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG). Em cada um dos pog¢os de uma
microplaca de 96 pocos, adicionou-se 100 ul da amostra e esta foi posteriormente incubada a 4°C durante a
noite. Aguando o dia seguinte, as placas foram lavas 3x com PBS Tween-20, na qual adicionou-se 200 ul da
solucéo blogueadora (1% BSA em PBS, “Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, USA”) a cada um dos pogos
e incubou-se 90 min a temperatura ambiente. Lavou-se hovamente, incubou-se hovamente a microplaca durante
a noite com 50 pl anticorpo primario (0,5ug mlt, “anti-OHdG, clone 15 a3, Sigma-Aldrich, Alemanha™). Em
seguida, a microplaca foi lavada novamente, de forma a remover o anticorpo néo ligante e incubou-se durante
90 min a 37°C, com 50ul de anticorpo secundario (1ug ml?, “alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse I1gG,
Fab specific, Sigma-Aldrich, USA”). Repetiu-se a lavagem, e adicionou-se 50 pl de substrato (SIGMA
FASTTM p-Nitrophenyl phosphate tablets, Sigma-Aldrich, EUA), incubando a microplaca a temperatura
ambiente durante 30 min. A reacdo foi interrompida com 100pl da solucédo stop de NaOH 3M, e a absorvancia
lida a 405 nm com um leitor de microplacas (Asys UVM 340, Biochrom, EUA), em que os resultados foram

expressos em ABS mg-1 de proteina total.

3.3. Analise dos dados

Apos a afericdo dos dados, as andlises estatisticas das variaveis definidas foram efetuadas com o software
RStudio (Versdo 1.1.456 - © 2009-2018 RStudio, Inc.). Todos os Modelos Lineares Generalizados (GLM)
foram realizados para todas as variaveis com pH e a temperatura como fator. Inicialmente, os replicados foram
incluidos nos modelos lineares mistos (GLMM) como “random effect” para todas as variaveis analisadas, de
modo a considerar a potencial variabilidade do desenho experimental e dependéncia dentro deste fator. Contudo,
estes efeitos aleatorios foram removidos dos modelos sempre que a quantidade de variagdo explicada foi menor
do que 5%. A afericdo do melhor modelo para cada variavel analisada foi realizada através do céalculo de “Akaike
Information Critrrion (AIC)”, onde, o0 melhor modelo escolhido foi aquele que obteve um menor valor de AIC.
A familia de distribuicdo Gamma foi utilizada para analisar o efeito do aquecimento e da acidificacdo dos
oceanos na concentragdo de HSP, MDA, ubiquitinas e no dano DNA existente nos tecidos dos cavalos-marinhos

H. reidi. As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando “p-value” <a, o= 0,05.
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4, Resultados

4.1. Proteinas de choque térmico (HSP)

Os resultados das HSP analisadas nos tecidos dos cavalos-marinhos H. reidi podem ser visualizados na figura
7. A concentracdo de HSP foi significativamente afetada apenas pelo efeito combinado do aumento de
temperatura e da acidificacdo dos oceanos (p<0,05; GLM, familia Gamma, para mais detalhes consultar a tabela
suplementar |11 que esta em anexo), ou seja, existiu uma maior producdo destas proteinas neste tratamento. A
combinacdo de aquecimento e acidificacdo dos oceanos aumentou significativamente a concentracdo de HSP
do tratamento controlo de 0,34 + 0,12 para ~1.0 + 0,39 pg? mg!proteina total. Contrariamente, ndo foram
detetados efeitos significativos nem da temperatura nem da acidificacdo quando analisados individualmente

(p>0,05; GLM, familia Gamma, para mais detalhes consultar a tabela suplementar 111 que estd em anexo).
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Figura 8:Efeito do aquecimento e acidificacdo dos oceanos na concentracdo de HSP70 nos tecidos da espécie de cavalo-marinho H.
reidi. Os valores representam a media + desvio padrdo (DP). A linha azul representa o tratamento experimental de controlo e a linha

verde representa a acidificagdo. Sendo que as letras a e b representativas das diferencas estatisticas.

4.2. Ubiquitinas

Os resultados obtidos para as ubiquitinas analisadas nos tecidos dos cavalos-marinhos H. reidi podem ser
observados na figura 8. A concentra¢do de ubiquitinas demonstrou ser significativamente afetada (p<0,05;
GLM, familia Gamma, para mais detalhes consultar a tabela suplementar Il que estd em anexo) quer pelo
aumento da temperatura (29°C) e diminuicdo do pH (pH 7,5), quer pela combinacdo de ambos os fatores. Ou

seja, o efeito individual da temperatura e da combinacdo de ambos produziu alteragcBes na concentracdo de
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ubiquitina (ug*mgtproteina) nos juvenis de cavalos-marinhos. O aumento da concentracéo de ubiquitinas com
a temperatura foi superior nos tratamentos em hipercapnia de 0,05 + 0,01 para 0,17 + 0,03 pg*mg*proteina, do
que em normocapnia, de 0,01 + 0,009 para 0,05 + 0,02 pug*mg*proteina total.
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Figura 9: Efeito do aquecimento e acidificagdo dos oceanos na concentracdo de ubiquitinas nos tecidos da espécie de cavalo-marinho
H. reidi. Os valores representam a media = DP. A linha azul representa o tratamento experimental de controlo e a linha verde

representa a acidificacdo. Sendo que as letras a, b, ¢ e d representativas das diferengas estatisticas.

4.3. Peroxidacg&o lipidica

Os resultados obtidos para a peroxidacéo lipidica analisados nos tecidos dos cavalos-marinhos H. reidi foram
investigados através da quantificacdo do malondialdeido (MDA), que é um dos produtos finais do processo de
degradacgdo oxidativa dos lipidos. Estes resultados podem ser observados na figura 9. A concentracdo de MDA
foi significativamente afetada apenas pelo, efeito da acidificacdo (p<0,05; GLM, familia Gamma, para mais
detalhes consultar a tabela suplementar | que esta em anexo), contudo o efeito da temperatura e da combinacéo
de ambos fatores ndo foi significativo (p>0,05; GLM, familia Gamma, para mais detalhes consultar a tabela
suplementar Il que estd em anexo). Embora se tenha verificado um maior aumento da concentracdo de MDA
em normocapnia de 0,006 + 0,001 pM*mg~proteina para 0,008 + 0,001 pM*mg™proteina com o aumento da

temperatura, em hipercapnia este incremente foi praticamente nulo.
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Figura 10: Efeito do aquecimento e acidificacdo dos oceanos na concentracdo de MDA. Os valores representam a media + DP. A
linha azul representa o tratamento experimental de controlo e a linha verde representa a acidificagdo. Sendo que as letrasae b
representativas das diferengas estatisticas.

4.4. Dano de ADN

Foi detetado significativamente presenca de dano ADN nos tecidos dos juvenis de cavalos-marinhos quando 0s
estes organismos foram expostos ao efeito sinergistico do aumento da temperatura e diminuigédo do pH (p <0,05;
GLM, familia Gamma, para mais detalhes consultar a tabela suplementar I11 que estd em anexo). Com o efeito
combinado de ambos os fatores, verificou-se um incremento significativo de 0,18 £ 0,04 no tratamento controlo

para 0,23 + 0,07 ABS mg*proteina total no tratamento da combinacéo da temperatura e acidificacéo.
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Figura 11:Efeito do aquecimento e acidificacdo dos oceanos na concentracdo de ADN. Os valores representam a media + DP. A linha
azul representa o tratamento experimental de controlo e a linha verde representa a acidificacdo. Sendo que as letrasa e b
representativas das diferencas estatisticas.

5. Discussédo
Globalmente, as populagdes de cavalos-marinhos enfrentam atualmente graves ameacas devido a sobre-
exploracdo comercial para fins medicinais e aquariofilia, a captura acessoria em artes de pesca (by-catch) e
poluigdo. Contudo, o seu principal declinio em todo o mundo deve-se & degradacéo e alteracéo dos seus habitats.
As caracteristicas Unicas destes peixes tornam-nos particularmente sensiveis e vulneraveis a exploracdo e a
perturbacBes do seu ambiente natural e, por isso, num cenario de alteragdes climaticas estes organismos podem
ter uma limitada capacidade para rapidamente adaptarem-se as futuras mudancas dos oceanos. Naturalmente,
0s organismos marinhos estdo expostos a uma grande variedade de flutuagdes ambientais em diferentes escalas
temporais e espaciais, de polar para tropical e de horas a sazonal (Lesser 2006), e a fim de manter a sua
homeostase para poderem crescer e reproduzir-se possuem uma série de mecanismos regulatérios, tais como
resposta ao choque térmico e defesa antioxidante (Lesser 2011; Abele, Vazquez-Medina 2012) , de forma a
modificarem as suas estruturas celulares para se protegerem (Choresh et al. 2004; Hofmann 2005).

Os organismos marinhos quando expostos a um stress ambiental, tal como o aumento da temperatura,
diminuicdo do pH, radiacdo ultravioleta, e/ou contaminagdo, sofrem uma superproducdo de ROS (Gerschman

et al. 1954; Cadenas 1989), e quando a sua producdo e acumulacdo excede a capacidade do organismo em
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remover estas moléculas, pode ocorrer stress oxidativo (Sies 1993; Halliwell 1994; Ahmed 2005). Em condicfes
normais, todos 0s organismos aerébios enfrentam a necessidade de lidar com a producdo de ROS, pois estas sdo
moléculas quimicamente reativas que contém oxigénio, e sdo um produto natural do metabolismo de oxigénio,
tendo papeis importantes na sinalizacdo celular e homeostasia (Cadenas 1989). Embora os organismos
apresentem naturalmente um conjunto de mecanismos antioxidantes (enzimaticos e ndo enziméticos), bem
como mecanismos de reparacao e remogdo de proteinas, de forma a contrabalancar a producdo de ROS a fim
de evitar o stress antioxidante e consequentemente o dano oxidativo (Lushchak 2011), com as alteractes
climéticas podera haver uma producdo excessiva de ROS, a concentragdes superiores a ocorréncia em situacdes
naturais. Tal podera aumentar a frequéncia da producdo de stress oxidativo (Lesser 2006), comprometer as
respostas antioxidantes (Lopes et al. 2018), e consequentemente o normal desenvolvimento e fisiologia dos
organismos.

Uma das repostas moleculares que é ativada na célula quando os organismos sdo expostos ao aumento
da temperatura e acidificagdo dos oceanos ¢ a produgdo das proteinas de choque térmico (HSP), uma ativacao
genética que ocorre nas células em reposta ao stress de ambiental (Hofmann 2005; Cummings et al. 2011).
Estas proteinas fazem parte das defesas antioxidantes, na qual tem um importante papel na manutencdo do
proteoma, na reparacdo de proteinas desnaturadas e na remoc¢do de proteinas danificadas, controlando a
formacdo de ROS. Durante a exposi¢do dos juvenis de Hippocampus reidii a combinacdo de aumento da
temperatura e acidificacdo dos oceanos, foi observado que os niveis de HSP70 aumentaram, o que revela uma
regulacdo positiva da defesa antioxidante contra possiveis danos oxidativos e para proteger a integridade celular.
Contudo, individualmente tanto o efeito do aumento da temperatura e diminuicdo do pH, diminuiram a
concentracdo de HSPs, ou seja, houve uma inativagdo dos mecanismos de reparacéo e refold de proteinas pelas
HSP, em situacdo de “aquecimento” e acidificagdo, aumentando o dano proteico. Quando as proteinas alcancam
um nivel de desnaturacdo em que a sua recuperacgdo ja ndo € possivel, ocorre a sintese de ubiquitinas. O que
esta de acordo com os resultados obtidos, em que a concentracdo destas aumentou significativamente com o
aquecimento e acidificagdo dos oceanos, tanto individualmente como combinadamente. As ubiquitinas, como
marcador de dano proteico, tém a capacidade de detetar proteinas irreversivelmente danificadas para que possam
ser posteriormente e permanentemente eliminadas (Bond et al. 1988; Hanna et al. 2007). Tanto os resultados
observados das HSP como das ubiquitinas, indicam que houve uma inativa¢do dos mecanismos de reparagao e
refold de proteinas pelas HSP, em situa¢do de “aquecimento” e acidificagdo, aumentando o dano proteico e
consequentemente a eliminagéo pelas ubiquitinas, dado que estes dois mecanismos séo complementares (Finley
et al. 1984; Alberti et al. 2002). Com isto, as HSP ndo conseguiram reparar as proteinas danificadas, quer no
tratamento de “aquecimento” quer no tratamento de acidificagdo, como no efeito sinergistico. Apesar de haver
uma clara significancia no tratamento sinergistico referente a producédo de HSP, estas ndo foram suficientes para
responder ao stress, havendo a atuacdo da segunda linha de defesa, as ubiquitinas. Quando estas respostas
antioxidantes ndo conseguem fazer face ao aumento do stress oxidativo, podem ocorrem danos celulares tais
como a peroxidacdo lipidica e danos de ADN (Lopes et al. 2013; Halliwell & Gutteridge 1999; Gonzalez et al.
2015).
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A peroxidacdo lipidica ¢ uma das lesdes celulares mais frequentes, especialmente aquelas associadas a
membrana (Lesser 2011). Quando as defesas antioxidantes ndo conseguem desintoxicar o organismo dos ROS
pode haver um aumento da formacdo do MDA que é um dos produtos da degradacdo da peroxidacéo lipidica
(Uchiyama & Mihara 1978; Pannunzio & Storey 1998). Através dos resultados obtidos podemos observar a
ocorréncia de dano celular com a diminuicdo do pH, repercussdo do aumento de MDA nos tecidos dos juvenis
de H. reidi. A resposta antioxidante das ubiquitinas aqui analisada, indica que nos trés tratamentos esta ndo foi
suficiente, dado que ocorreu peroxidacgdo lipidica com a diminuicdo do pH. Considerando que o proteoma é
responsavel pela reparacdo, replicacdo e expressdo do genoma, ao se afetarem proteinas chave, o stress
ambiental pode também provocar danos no ADN, prejudicando a sua estrutura (Krisko & Radman 2013a;
Gueranger et al. 2014b). Através dos resultados obtidos, verificou-se a presenga de dano de ADN quando os
juvenis de cavalos-marinhos foram expostos & combinagdo do aumento temperatura e diminuicéo de pH. Este
aumento de dano do ADN podera estar correlacionado com o aumento dos niveis de ubiquitinas, sendo este
biomarcador um indicador de dano celular, dado que o proteoma esta intrinsecamente relacionado com a
gualidade do genoma de um individuo(Krisko & Radman 2013b; Gueranger et al. 2014) Como 0s mecanismos
de reparacdo do ADN envolvem proteinas chave que atuam de forma a evitar “strand breaks” e
incompatibilidade de pares de bazes azotadas (Hoeijmakers 2009; Yngve et al. 2009) o dano proteico limita a
eficiéncia do proteoma de reparar quaisquer danos no ADN (Montaner et al. 2007; Polo & Jackson 2011; Krisko
& Radman 2013a; Peacock et al. 2014).

Varios estudos revelam que a expressdo das proteinas de stress tem um custo energético (Sgrensen et
al. 2003), reduzindo por exemplo as taxas de crescimento dos organismos (Davies 1999). Os custos desta
indugdo sdo causados pela elevada energia necessaria para a producdao de proteinas de stress e os efeitos
negativos das concentragdes elevadas das proteinas de stress que atuam segundo a sua funcgéo catabdlica (Feder
& Hofmann 1999; Sgrensen et al. 2003). Com as alteracdes climaticas prevé-se que a demanda energética para
0s organismos enfrentarem situacfes de stress, como o experienciado neste trabalho, serd maior (e.g. Rosa et
al. 2012; Teixeira et al. 2013; Faleiro et al. 2015; Pimentel et al. 2015). Como os cavalos-marinhos também
habitam zonas intertidais, onde ocorrem rapidas flutuac6es das caracteristicas quimicas e fisicas devido ao ciclo
de marés, estes animais vivem perto do seu limite térmico, o que significa, que uma exposi¢do prolonga a
temperaturas e pH nunca antes experienciados ira acarretar custos ao animal. Nos juvenis esta situacdo ¢é ainda
mais gravosa, dada a sua fase inicial de vida, a energia produzida deveria ser utilizada para o seu crescimento,
mas face a estas alteracGes, esta energia é direcionada para outros processos, como a sintese de defesas
antioxidantes de forma a ndo ocorra stress oxidativo. Esta demanda metabolica compromete o normal
desenvolvimento do organismo e aumenta ndo s6 a sua vulnerabilidade a outros perigos, como doencas e

predacdo, como pde em causa a Sua propria sobrevivéncia.
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6. Conclusdes e perspetivas futuras

Com o presente estudo, verificou-se que os juvenis do cavalo-marinho H. reidi serdo afetados com as
futuras alteracdes climéticas. Sendo que as respostas defensivas, as respostas antioxidantes, ndo foram capazes
de “combater” os danos celulares na sua totalidade. Os efeitos combinados da temperatura e pH, provocaram
stress oxidativo nestes organismos, de forma que foram desencadeados mecanismos de defesa, tais como as
HSP e ubiquitinas. Através dos resultados obtidos confirma-se que a capacidade de resposta pelas HSP nao foi
suficiente, no efeito isolado da temperatura e pH, sendo que ocorreu a atuagao das ubiquitinas como segunda
linha de defesa. Mesmo assim, esta resposta antioxidante nao foi eficiente com a diminuicdo do pH, ocorrendo
a producdo de MDA, que é um produto da peroxidacdo lipidica. Para além deste dano, com o efeito sinergistico
a resposta antioxidante ndo impediu ocorréncia de dano de ADN. A ativacao constante das respostas defensivas
a stresses acarreta custos metabdlicos, diminuindo a energia disponivel para outros processos, como normal
desenvolvimento, crescimento e reproducéo (Frommel et al. 2014; Pimentel et al. 2014, 2015; Silva et al. 2016;
Stiasny et al. 2016). A longo prazo a exposigéo a tais alteragdes ambientais, pde em causa a sobrevivéncia dos
organismos e da espécie, sendo importante perceber como as alteracBes climaticas poderdo alterar processos
bioldgicos chave, de forma a alertar para esta tematica, e reproduzir respostas mais rapidas pela comunidade
geral e governamental.

Este trabalho mostra a importancia dos biomarcadores de stress oxidativos e a sua resposta face as
alteragdes climaticas, tendo uma relevancia importante para o ambiente e estudos de monitorizagdo. Por isso
mesmo é necessario ndo s6 estudos que demonstrem as alteragdes ambientais as quais os cavalos-marinhos
estardo sujeitos, como estudos multigeracionais, de forma a se compreender quais os impactos sobre as
populagdes a longo prazo. Como também, mais estudos referentes aos juvenis, dado que estes sdo muito mais

sensiveis as altera¢cGes ambientais, e o futuro das populagoes.
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8. Anexos

Stress

Altas temperaturas

Baixas temperaturas

Radiag&o ultravioleta e metais pesados

Pesticidas

Hipoxia

Salinidade

Densidade alta

Infegéo viral e bacteriana
Parasitas

Atividade fisica

Dessecacao

Stress oxidativo
Genética
-Senescéncia

-Endogamia

Tabela I1: varios tipos de stress oxidativo.
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-Mutagdes deletérias

(Sherman & Goldberg 2001; Trotter et al.
2002; Zhao stress 2002)

Tabela I11: Resultados estatisticos obtidos pelo Rstudio. Dados obtidos para o estudo as respostas fisiologicas dos juvenis

Hippocampus reidi, os biomarcadores: HSP e ubiquitinas, e o produtos do stress oxidativo, MDA e danos de ADN.

N pH Temperatura = Média Desvio padrdo = Significancia

(replicas) *p <0,05

6 75 26 0.2578124 0.04662846 0.16794

5 75 29 0.9950941 0.39403523 0.00251*
HSP 6 8 26 0.3381775 0.12018043 5.08e-07

5 8 29 0.3587624 0.11984407 0.76502

5 75 26 0.05384392 0.013822785  0.002716*

4 75 29 0.16877889 0.032359765 @ 0.011052*
Ubiquitinas 5 8 26 0.01059155 0.008780983  0.000386

5 8 29 0.05233994 0.018597561  0.002883*

5 75 26 0.011944278  0.004082101  0.00137*

4 75 29 0.012004185  0.004305316 @ 0.10862
MDA 5 8 26 0.005737625  0.001062032  4.96e-07

5 8 29 0.008105323  0.001160718  0.06465

6 75 26 0.1677881 0.02162338 0.6561

5 75 29 0.2271163 0.07371169 0.0369*
ADN 6 8 26 0.1783292 0.04031595 4.09e°09

5 8 29 0.1512650 0.03518835 0.2644
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