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Apresentacdo

A presente dissertacdo estd estruturada em uma “Introducdo Geral”, “Objetivos” e
“Dois Capitulos” buscando proporcionar uma melhor compreensdo da biologia do
lagostim invasor Procambarus clarkii. A Introducdo Geral inclui uma sintese sobre
metabolismo intermediario e balanco oxidativo de crustaceos. Em seguida, sdo
apresentados dois capitulos, na forma de artigos cientificos. O capitulo | caracteriza
aspectos ecofisiologicos do ciclo sazonal de fémeas de P. clarkii e o capitulo Il
caracteriza as diferengas bioquimico-funcionais de machos reprodutivos e nao
reprodutivos ao longo do ciclo sazonal. Por fim, as consideracdes finais, que contém
as principais conclusGes dos dois capitulos desenvolvidos nesta dissertacdo. A
dissertacdo e Capitulo | estdo formatados para as regras da “Comparative Biochemistry
and Physiology - Part A: Molecular and Integrative Physiology” e o capitulo Il esta

formatado conforme as regras da “Science of The Total Environment”.



Resumo

A perda da biodiversidade ao longo das Ultimas décadas esta relacionada com diversas
alteragdes ambientais, entre elas a introducdo de espécies exoticas que geralmente tem
um efeito negativo sobre as comunidades e 0s ecossistemas nativos. Procambarus
clarkii é uma espécie de lagostim nativo do centro-sul dos Estados Unidos e nordeste do
México, considerada invasora em diversos paises, onde é responsavel por inimeros
problemas ambientais. Organismos aquaticos estdo sujeitos a constantes flutuacGes
abidticas e bioticas que influenciam seus processos fisioldgicos. O conhecimento e a
caracterizagdo das variagbes metabdlicas e fisiologicas dos organismos ao longo das
estacdes do ano sdo importantes para compreender periodos de suscetibilidade destes
organismos. Com isso a presente dissertacdo tem por objetivo estabelecer e avaliar
biomarcadores ligados ao metabolismo intermediério, ao balan¢o oxidativo, a trato
digestorio (replegdo gastrica e indice hepatossomatico) e trato reprodutivo (indice
gonadossomatico e grau de maturagdo ovariana) de P. clarkii no sudeste brasileiro.
Foram realizadas quatro coletas, uma a cada estagdo do ano, no Parque Alfredo Volpi
em Sé&o Paulo-SP, durante o ano de 2016. Os animais foram separados por categoria
reprodutiva (Machos reprodutivos= M1, Machos ndo reprodutivos=M2 e Fémeas),
pesados, medidos, tiveram a hemolinfa coletada, foram crioeutanasiados e seus tecidos
removidos (musculo abdominal, hepatopancreas e gonadas das fémeas). O grau de
replecdo géastrico foi categorizado por prospecgdo visual e os indices hepato e
gonadossomatico calculados levando em consideracdo a massa do 6rgdo em relacéo a
massa total do animal. Foram quantificados na hemolinfa os niveis circulantes de
glicose, proteinas totais, acido Urico, lipideos totais, triglicerideos, colesterol total e
colesterol VLDL. Nos tecidos foram quantificados os niveis de glicogénio, proteinas
totais, lipideos totais, triglicerideos, colesterol. Além de quantificados parametros do
balango oxidativo como a lipoperoxidacdo e a atividade das enzimas superdxido
dismutase, catalase e glutationa S-tranferase. Os resultados deste estudo evidenciam que
esta espécie se reproduz ao longo de todo ano com maior intensidade no verdo. Os
marcadores  fisiologicos evidenciam um grande investimento  reprodutivo
principalmente nas fémeas, observou-se 0 uso de substratos energéticos para a
reproducdo, conduzindo possivelmente a um incremento do dano oxidativo
(lipoperoxidagdo) na estacdo reprodutiva. Os M1 e M2 apresentam distingOes
relacionadas as funcBGes de reproducdo e crescimento, com alocacdo de substratos
energéticos em M1 para reproducdo e em M2 para ser usado possivelmente, no processo
de muda e anabolismo para se tornar um M1. Nota-se a diminui¢do da atividade
alimentar em M2 apds o periodo reprodutivo, possivelmente relacionado a uma baixa
capacidade de competicao deste com M1. Esses resultados podem auxiliar na tomada de
deciséo em trabalhos que visem o controle da expansédo de P.clarkii.

Palavras-chaves: balango oxidativo: metabolismo: reprodugéo: Crustacea: fisiologia.



Abstract

The loss of biodiversity over the last few decades is related to a number of
environmental changes, including the introduction of exotic species that generally have
a negative effect on communities and native ecosystems. Procambarus clarkii is a
species of crayfish native to the south-central United States and northeastern Mexico,
and is considered invasive in several countries, where it is responsible for numerous
environmental problems. Aquatic organisms are subject to constant abiotic and biotic
fluctuations that influence their physiological processes. The knowledge and
characterization of the metabolic and physiological variations of the organisms
throughout the seasons are important to an understanding periods of susceptibility of
these organisms. The aim of this dissertation was to establish and evaluate biomarkers
linked to the intermediate metabolism, oxidative balance, digestive tract (gastric
repletion and hepatosomatic index) and reproductive tract (gonadosomatic index and
degree of ovarian maturation) of P. clarkii in southeastern Brazil. Four collections, one
at each season of the year, were carried out in the Alfredo Volpi Park in Sdo Paulo, SP,
during the year 2016. The animals were separated by reproductive category (
Reproductive Males = M1, Non-reproductive Males = M2 and Females), weighted,
measured, had hemolymph collected, were submitted to cryothanasia and their tissues
were removed (abdominal muscle, hepatopancreas and female gonads). The degree of
gastric repletion was categorized by visual survey and the hepato and gonadossomatic
indices were calculated by taking into account the mass of the organ in relation to the
total mass of the animal. Circulating levels of glucose, total proteins, uric acid, total
lipids, triglycerides, total cholesterol and VLDL cholesterol were quantified in the
hemolymph. In the tissues the levels of glycogen, total proteins, total lipids,
triglycerides and cholesterol were quantified. In addition, the oxidative balance was
guantified through parameters such as lipoperoxidation and the activity of the enzymes
superoxide dismutase, catalase and glutathione S-transferase. The results of this study
show that this species reproduces throughout the year with greater intensity in the
summer. The physiological markers evidenced a higher reproductive investment mainly
in females, where we observed the use of energetic substrates for reproduction, possibly
leading to an increase of oxidative damage (lipoperoxidation) in the reproductive
season. M1 and M2 present distinctions related to reproduction and growth functions,
with allocation of energetic substrates in M1 for reproduction and in M2 possibly for
the process of moulting and anabolism to become an M1. The decrease in M2 activity
after the reproductive period is possibly related to a low capacity of competition with
M1. These results may help in the decision making of future research aimed at
controlling the expansion of P.clarkii.

Keywords: oxidative balance: metabolism: reproduction: crustacean: physiology.
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Introducédo Geral

A perda da biodiversidade ao longo das Gltimas décadas tem se relacionado com
diversos disturbios ambientais, como: mudancas climticas: uso de agrogquimicos:
fragmentacéo, alteragdo e destruicdo de habitat: sobre-explora¢do de recursos naturais e
introducdo de espécies exoéticas (Chapin et al. 2000: Smith et al. 2014). Estes distlrbios
ambientais podem afetar os organismos em diferentes niveis de sua organizagdo
bioldgica, alterando a expressdo de genes, a transcricdo de proteinas, a atividade de
enzimas, a producdo e a acdo de horménios: conduzindo assim, a perda de fungdes
fisiologicas, a mudancas comportamentais que podem levar a alteragfes nas relagdes

intraespecificas e interespecificas (Lushchak 2011).

Desde os tempos pré-histéricos a humanidade carregou e disseminou diversos
organismos, tanto animais quanto vegetais, para areas diferentes das de ocorréncia
original das espécies (Duarte 2005). Com o avanco das tecnologias de meio de
transporte e a globalizagdo houve um aumento da translocacdo de espécies de um
continente a outro com intuito de uso como animal de estimacéo, decorativo, alimentar,
medicinal, entre outros. Muitos destes espécimes acabam sendo introduzidos em

ambientes fora de sua area de distribui¢do natural (Sala et al. 2000).

A introducéo de espécies exoticas geralmente tem um efeito negativo sobre as
comunidades e ecossistemas nativos. Isto é o que ocorre quando a espécie se torna
invasora, gerando uma forte dominancia sobre espécies nativas, predando-as,
competindo por recursos e se reproduzindo em taxas superiores a dos equivalentes
ecoldgicos, o que pode contribuir para a extingdo de espécies nativas (Weis 2010). A
invasdo bioldgica combinada com a extingdo de espécies nativas pode vir a causar um

efeito denominado homogeneizacéo da biodiversidade com fauna e flora de continentes
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distintos compostas pelas mesmas espécies (McKinney and Lockwood 1999).

Os ambientes limnicos sdo especialmente suscetiveis a introducdo de espécies
invasoras. 1sso se deve ao uso destes ambientes pelo homem para aquicultura, lazer e
pesca (Gherardi 2006). O Brasil possui uma grande abundancia de corpos hidricos que
abrigam uma vasta diversidade de peixes, anfibios e crustaceos (Buckup et al. 2007:
ICMBIio 2016: Pinheiro and Boss 2016). Dentre os crustaceos, Aeglidae e Parastacidae
sdo txons presentes em rios, lagos, riachos e zonas alagados da América do Sul (Santos
et al.2017: Ribeiro et al. 2016,2017), podendo a introducéo de espécies exdticas causar

impacto significativo a populagfes autdctones.

Os lagostins de agua doce € um taxon que possui aproximadamente cerca de
669 espécies, com distribuicdo natural em todos os continentes, exceto na Antartica e
porgdo continental da Africa (Crandall and De Grave 2017: Toon et al.2010). Estas
espécies estdo reunidas na infraordem Astacidea, na superfamilia Parastacoidea,
representada por Parastacidae, com espécies na Australia, Tasmania, Nova Zelandia,
Madagascar e América do Sul, e na superfamilia Astacoidea representada por Astacidae
, Cambaridae e Cambaroididae com ocorréncia no hemisfério norte ( Crandall and De

Grave 2017).

Os lagostins exdticos tém uma alta capacidade de dispersdo pelos ambientes
naturais, o que facilita sua dissipagdo nos ecossistemas invadidos (Gherardi 2006). A
liberacdo de lagostins exdticos em ambiente natural tem causado o declinio de diversas
espécies nativas, incluindo lagostins autéctones (Gil-Sanchez and Alba-Tercedor 2002).
Este é o caso do lagostim vermelho da familia Cambaridae, Procambarus clarkii
(Girard, 1852) (Fig.1), nativo do centro-sul dos Estados Unidos e nordeste do México,

responsavel pela reducdo das populagcfes nativas de Astacus astacus (Linnaeus, 1758) e
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Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) na Europa (Gherardi 2006: Gil-Sanchez

and Alba-Tecedor 2002).

Figura 1. Procambarus clarkii, coletado no Parque Estadual Alfredo Volpi- Séo Paulo -

SP.

Procambarus clarkii é considerada uma espécie invasora em diversos paises
(Fig.2), onde é responsavel por inimeros problemas ambientais e econdmicos,
danificando plantios de arroz, areas de recreacdo humana, diques em lagos e rios,
desestabiliza bancos de areia e margens (Fonseca et al. 1997). Indiretamente, ao cavar
seus tuneis, eles afetam a turbidez da 4gua reduzindo a penetracdo de luz e prejudicando

0 metabolismo de plantas e algas aquéticas (Feminella and Resh 1989).
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Figura 2. Ocorréncia de Procambarus clarkii no mundo. Em azul area natural de
ocorréncia da espécie e em vermelho area onde a espécie foi introduzida. (Modificado

de Loureiro et al. 2015).

Procambarus clarkii € uma espécie com claro dimorfismo sexual, com machos,
apresentam os dois primeiros pares de pledpodes bem desenvolvidos, adaptados como
orgdos copuladores e pereidpodos com ganchos copuladores durante a fase reprodutora:
ja as fémeas, apresentam o primeiro par de pledpodo vestigial e apresentam uma
estrutura de armazenamento de espermatdforo denominada annulus ventralis (Daniels et
al. 1994). Os machos adultos apresentam dois morfotipos, um reprodutivo (M1) e outro
ndo reprodutivo (M2), ambos presentes na populagdo ao longo do ano, com o individuo
podendo alternar entre as dois tipos ao longo do seu ciclo de vida (Taketomi et al.
1990). E uma espécie que possui altas taxas reprodutivas e de fecundidade (cerca de 600
ovos viaveis). Os embrifes apresentam desenvolvimento rapido, com eclosao de juvenis

de duas a trés semanas apds a exteriorizagdo dos ovos. Este rapido padrdo de
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crescimento que lhes permite atingir a maturidade sexual entre trés a cinco meses de
idade (Momot 1995: Suko 1956). Este padrdo é diferente do que € visto em espécies
nativas de Parastacus (Huxley, 1879), cuja maturidade sexual é atingida somente por
volta de 2 a 3 anos de idade, com a fecundidade variando entre 30 a 46 ovos (Fontoura

and Buckup 1989: Noro and Buckup 2008).

Procambarus clarkii tem alta plasticidade fisiolégica conseguindo adaptar-se a
ambientes diversos com tolerancia a baixas concentracdes de oxigénio, variacbes de
salinidade e acidez, assim como a periodos de seca (Bissattini et al. 2015: Huner and
Bar 1984: Zanotto and Wheatly 1993). Procambarus clarkii alimenta-se de detritos
microbianos, macroinvertebrados bentdnicos e planctonicos, algas, plantas suculentas,
peixes e larvas de anfibiosdesta forma esta espécie pode ser classificada como onivora
detritivora (Barbaresi and Gherardi 2000). Em estudo recente, Dalosto et al. (2015)
demostraram que P. clarkii, em condi¢cBes laboratoriais, € mais agressivo que
Parastacus brasiliensis (von Martens, 1869) e na disputa por alimento é sempre
vencedor. Como sugerido pelos autores, tais caracteristicas podem agregar problemas

para a conservagdo de lagostins nativos.

Por P.clarkii possuir uma natureza agressiva, habito alimentar voraz e
generalista, alta taxa reprodutiva e vetores do Oomycete Aphanomyces astaci (Schikora
1906), que se mostra letal a muitos crustdceos decapodes, P. clarkii tem sido
considerado um dos fatores responsaveis pelo declinio de diversas espécies de

crustaceos pelo mundo (Gutierrez-Yurrita et al. 1998: Peir¢ et al 2016).

Para avaliar as condicbGes de salde e caracterizar o padrdo de adaptacdo de
organismos vivos frente a variagBes sazonais, se faz necessario o estabelecimento de

biomarcadores, principalmente aqueles ligados a aspectos bioquimicos, fisioldgicos e
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imunoldgicos (Silva-Castiglioni et al. 2012: Wikelski and Cooke 2006). Alguns estudos
mostram que marcadores ligados ao metabolismo intermediario e ao balan¢o oxidativo
evidenciam o0 estado de salde dos organismos (Beaulieu and Costantini 2014:
Costantini 2014: Hau et al. 2015). Deste modo, sendo importantes para o entendimento
da dindmica do ciclo de vida dos animais em ambiente natural e também, como uma

ferramenta de predi¢do para habitats com diferente grau de perturbacdo nao natural.

Em crustaceos, a glicose é o principal monossacarideo circulante na hemolinfa,
provinda tanto do trato digestério, através da digestdo e absorcdo de componentes da
dieta, como da liberagdo deste monossacarideo de diferentes 6rgdos/tecidos, através da
glicogenolise e/ou gliconeogénese (Oliveira and Da Silva 1997: Silva-Castiglioni et al.
2016). A glicose excedente na hemolinfa é captada pelos tecidos, sendo usada para a
sintese de mucopolissacarideos, chitina, nicotinamida adenina dinucleotideo fostato,
glicogénio e piruvato (Jimenez and Kinsey 2015). Contudo, se hd uma diminuicdo da
glicose circulante, mecanismos compensatorios sao ativados podendo conduzir a um
incremento da (1) glicogenolise, quebra dos estoques teciduais de glicogénio, e/ou da
(2) gliconeogénese, sintese de glicose a partir de compostos ndo carboidraticos,
liberando assim, glicose para a hemolinfa (Oliveira and Da Silva, 1997: Vinagre and
Chung 2016). A mobilizacdo de glicose na hemolinfa esta intimamente associada a
variagdes bidticas e abidticas como o processo de muda, alimentacdo, reproducao,
sazonalidade, salinidade, oxigénio dissolvido e a alteragBes ambientais (Jimenez and

Kinsey 2015: Pinheiro and Oliveira 2016).

Os lipideos desempenham um papel importante no metabolismo energético,
sendo também constituintes importantes das membranas celulares de diferentes
organismos (Jimenez and Kinsey 2015). A principal forma circulante de lipideos na

hemolinfa de crustaceos decépodes sdo os fosfolipideos, apesar de encontrarmos
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também, triglicerideos, ésteres de colesterol e acidos graxos. Os lipideos sdo
transportadas na hemolinfa principalmente sob a forma de lipoproteinas (HDL, LDL,
IDL, VLDL e quilomicras) tendo uma fracdo (acidos graxos livres) ligada a albumina e
uma fracdo diminuta livre no plasma (Yepiz-Plascencia et al. 2000, 2002). Dentre as
lipoproteinas de transporte as que apresentam maior conteddo de triglicerideos séo as
qulimicras seguidas das VLDLs. Parte dos lipideos absorvidos na dieta é estocada na
forma de triglicerideos sendo o hepatopancreas o principal local de estocagem destas
moléculas (Chang and O’Connor 1983: Garcia et al. 2002). Estudo desenvolvido por
Vinagre and Da Silva (1993) demostrou que até 20% da massa do hepatopancreas do
caranguejo Neohelice granulata (Dana, 1851) é constituida por gordura. Os
triglicerideos sdo sintetizados a partir da acetil-CoA que é proveniente da oxidagdo do
piruvato e do catabolismo dos esqueletos carb6nicos dos aminoacidos nas mitocondrias
(Chang and O’Connor 1983: Nelson et al. 2014). Existem duas vantagens significativas
de estocar triglicerideos: (1) os atomos de carbono dos acidos graxos sdo mais reduzidos
do que os dos agUcares, e a oxidagdo de um grama de triglicerideos libera mais do que o
dobro de energia do que a oxidacdo de um grama de carboidratos: (2) como 0s
triglicerideos sdo hidrofobicos, o organismo pode estocd-los de forma anidra sem
carregar um peso extra com a presenca da agua, como verificado para a estocagem dos
carboidratos (glicogénio: 2g de 4gua por grama de polissacarideo) (Nelson et al. 2014).
As reservas de triglicerideos sdo mobilizadas intensamente durante periodos de alta
demanda energética, como aqueles ligados a reproducéo, muda e jejum (Jimenez and

Kinsey 2015).

Os aminoacidos sdo encontrados na forma livre ou em proteinas. Em crustaceos,
ha 10 aminoéacidos essenciais sendo nove deles iguais aos de humanos, sendo a arginina

considerada essencial, enquanto os demais sdo sintetizados a partir de intermediarios da
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glicolise e ciclo do acido citrico (Claybrook et al. 1983). Na glicolise o 3-fosfoglicerato
e 0 piruvato sdo precursores de aminoacidos, enquanto no ciclo do &cido citrico o a-
ketoglutarato e o oxaloacetato sdo substratos para a sintese de aminoacidos (Claybrook
et al. 1983). A quebra de proteinas fornece aminoacidos que séo utilizados para a
sintese de ATP, glicose e gorduras, semelhante ao observado em vertebrados. Os
aminodcidos gliconeogénicos sdo convertidos a piruvato e os ketogénicos sao
convertidos pelos intermediarios do ciclo do acido citrico a acetil-CoA ou acetoacetil-
CoA, facilitando a oxidacdo para producdo de ATP ou conversdo a glicose ou acidos
graxos (Nelson et al. 2014). O nitrogénio dos aminoacidos é excretado na forma de
amonia, acido Urico ou ureia, embora ndo haja ciclo da ureia verdadeiro em crustaceos,
sendo a amonia a forma predominante em crustaceos aquaticos (Claybrook et al. 1983:

Jimenez and Kinsey 2015: Nelson et al. 2014).

O hepatopancreas e 0 musculo apresentam os maiores estoques de glicogénio,
enguanto as branquias e gbnadas os menores, sendo a reserva das génadas maior ou
menor dependendo do ciclo de maturacdo gonadal (Antunes et al. 2010: Chang and
O’Connor 1983: Oliveira and Da Silva 1997). Cabe ressaltar, que o hepatopancreas € o
principal 6rgdo de sintese/estocagem de glicogénio, lipideos e lipoproteinas (Jimenez
and Kinsey 2015). Com a inexisténcia de um tecido adiposo nestes animais, 0
hepatopancreas € o principal sitio de armazenamento de lipideos e o mdsculo, por sua
vez, ¢ o principal local de armazenamento de fosfolipideos, colesterol e proteinas
(Chang and O’Connor 1983: Silva-Castiglione et al. 2012). Embora similares com 0s
vertebrados a capacidade de armazenamento e a presenca destas rotas metabolicas sdo
diferentemente distribuidas nos 6rgaos/tecidos, onde a gliconeogénese pode ocorrer no
hepatopancreas, branquias, musculo e hemdcitos. Tais peculiaridades estéo

principalmente associadas a presenca de um sistema circulatdrio do tipo aberto que
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determina uma distribuicdo menos efetiva principalmente, de glicose aos diferentes

0rgdos do animal (Jimenez and Kinsey 2015).

Durante os processos de oxidacao, reducdo e hidrdlise das reservas energéticas,
podem ser formados subprodutos do oxigénio com propriedades oxidativas, conhecidas
como espécies reativas de oxigénio (EROs) (Beaulieu and Costantini 2014, Dzal et al.
2015). As mitocdndrias e os perdxissomas sdo os principais sitios de produgdo de EROs
(Blier et al. 2001), podendo estas serem utilizadas por células imunoldgicas no combate
de patdgenos e reagdes autoimunes, além de utilizadas na oxidagéo de agentes quimicos
exdgenos ao organismo (Apel and Hirt et al. 2004). A producdo de EROs é uma
importante resposta bioquimica fisioldgica para animais aquaticos expostos a diferentes
estressores ambientais (Lesser et al. 2006). Quando os niveis de EROs apresentam-se
elevados podem também causar danos em macromoléculas como as proteinas, 0s
lipideos, os carboidratos e os acidos nucléicos (Gil-del Valle et al. 1999: Martinez-
Cayuela 1999): podendo gerar disfuncdes metabdlicas, danos teciduais, apoptose e

morte (Halliwell and Gutteridge 1999).

As espécies reativas de oxigénio incluem (Smith et al. 2014): (1) anion radical
superdxido, que é gerado continuamente por diversos processos celulares (transporte de
elétrons na mitocondria, no microssomo e pelas enzimas xantina oxidase e NADPH
oxidase): (2) peroxido de hidrogénio, que é formado pela dismutacdo do radical
superdxido: e (3) o radical hidroxil, que é a mais reativa e lesiva das EROs, ndo
havendo mecanismos de metabolizagdo conhecidos (Dantzer et al. 2014: Gil-del Valle

et al. 1999: Vasconcelos et al. 2007).

A atmosfera primordial do Planeta Terra no periodo Proterozdico era composta

principalmente por grandes quantidades de metano, amonia e hidrogénio e uma baixa
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concentracdo de oxigénio. Essa atmosfera foi 0 ambiente adequado para o0 surgimento
de procariotos anaerébicos que utilizavam essas moléculas como substrato energético
para producdo de adenosina trifosfato (ATP), porém essas vias metabolicas levaram a
formacgdo e aumento da concentragdo de didxido de carbono (CO,) (Costantini 2014).
Com o aumento dos niveis de CO, na atmosfera surgiram organismos com a capacidade
de realizar fotossintese e utilizar esta molécula para a producéo de energia. Contudo, as
vias metabolicas fotossintéticas levam a formacdo de O, como subproduto da
fotossintese, levando ao aumento das concentragcbes de O, na atmosfera (Costatini,
2014). O aumento das concentragbes de O, levou ao surgimento de vias aerébias
(Falkowski 2006), onde o oxigénio molecular por possuir a caracteristica de aceptor de
elétrons permitiu ser utilizado em vias mitocondriais de fosforilagdo oxidativas,

aumentando a sintese de ATP (Costantini 2014: Lesser et al. 2006).

Os organismos aer6bios desenvolveram um sistema antioxidante para o
controle da producdo de EROs. Esse sistema é constituido por um componente
enzimatico e outro ndo enzimatico, responsaveis pela prevencdo e neutralizacdo dos
danos gerados pelas EROs (Gil-del Valle. et al., 1999: Lesser et al. 2006: Schlenk and
Di Giulio 2002). Dentre as enzimas antioxidantes estudadas que atuam sobre as EROs
encontram-se: (1) superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do anion
radical superdxido a peroxido de hidrogénio e agua: (2) catalase (CAT) que decompde o
peroxido de hidrogénio em &gua e oxigénio molecular: (3) glutationa peroxidase (GPx),
que atua sobre os peroxidos organicos e inorganicos de forma geral (Barreiros et al.

2006).

Além do sistema antioxidante, destaca-se o sistema de biotransformacéo que age
prevenindo a formagdo de EROs, atuando sobre moléculas endo e xenobiéticas através

de enzimas de fase | e Il a fim de tornd-las mais polares, aumentarem seu peso

20



molecular e tamanho, facilitando a sua excre¢do. A familia das glutationas S-
transferases (GST) atua conjugando moléculas de glutationa a substratos endégenos ou
exogenos tornando-as mais facilmente excretdveis, diminuindo seu tempo de
permanéncia no organismo e consequentemente sua toxicidade (Dantzer et al. 2014:
Richardson et al. 2010). Esta familia multifuncional de enzimas desempenha diversos
papéis fisioldgicos tais como, 0 sequestro e o transporte de compostos hidrofébicos
enddgenos, os quais incluem hormonios esteroides, hemebilirubinas, acidos da bile e

seus metabdlitos (de Freitas et al. 2008).

A reproducdo é um processo fisiologicos de grande investimento energético,
sendo seu custo diretamente associado a produgdo de gametas ou indiretamente com
comportamentos desde a corte até o cuidado parental (Berglund and Rosengvist 1986:
Guadagnoli et al. 2005: Teshima et al. 1986). A energia dispendida associada com a
reproducdo em fémeas de decépodes reflete normalmente, em um aumento da demanda
energética, do consumo de oxigénio, da ingesta alimentar, da suscetibilidade a
predadores, além de uma diminui¢do do crescimento (Berglund and Rosenqvist 1986:
Guadagnoli et al. 2005: Teshima et al. 1986). Os lipideos e proteinas parecem ser 0s
principais metabdlitos de reserva mobilizados durante a reprodugdo, enquanto o
glicogénio é mais importante para as atividades fisicas do individuo (Antunes et al.
2010: Rosa and Nunes 2003). Diversos estudos demonstram que existem trés fontes de
alocacdo de metabdlitos para a vitelogénese: (1) o hepatopancreas que € uma importante
fonte de lipideos para as gbnadas: (2) o trato gastrointestinal colabora com a
digestdo/absorcdo de componentes graxos da dieta: (3) o masculo é um importante sitio
de fonte de colesterol para a maturagdo gonadal. Cabe ressaltar também, uma possivel
capacidade de sintese de gorduras na propria estrutura gonadica (Girish et al. 2014:

Jimenez and Kinsey 2015: Pinheiro 2014: Silva-Castiglioni et al. 2016). A sintese de
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diversas proteinas, incluindo enzimas e proteinas da gema do ovo, é importante na
maturacdo gonadal e, consequentemente na reproducdo. Tais processos levam a
formacdo da vitelogenina, uma glicolipoproteina rica em lipoproteinas de alta densidade

(HDL) (Beaulieu and Costantini 2014: Jimenez and Kinsey 2015).

As estacdes do ano apresentam uma flutuabilidade de varidveis abidticas (p. ex.
temperatura, luminosidade, salinidade, taxa de oxigénio, entre outros) e bidticas (p.ex.
tipo e oferta de alimento, etapa do ciclo de vida, presenca/auséncia de predadores e
competidores, entre outros) fundamentais para a determinacdo de um perfil de respostas
bioquimico-funcionais dos organismos ao meio, conduzindo assim, a um processo de
adaptacdo fisiologica (Buckup et al. 2008: Huryn et al. 2014: Oliveira et al. 2007,
Silva-Castiglioni et al. 2007, 2012). Organismos aquaticos estdo sujeitos a constantes
flutuacGes nessas varidveis, além daquelas impostas pelo ser humano (Costantini 2014:
Reid and Wood 1996). Estudos e a caracterizagbes das variagbes metabdlicas e
fisiologicas dos organismos ao longo das estacdes do ano, séo relevantes para indicar
como os animais reagem frente as flutuagdes ambientais, permitindo uma melhor
compreensdo de sua sobrevivéncia em periodos de maior suscetibilidade a agentes
estressores (Braghirolli et al. 2016: Koenig and Solé 2012: Silva-Castiglioni et al.

2012).
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Objetivos

Objetivo Geral

v Analisar frente as variagdes sazonais aspectos do metabolismo intermediario,
do balango oxidativo, da reproducdo e da funcdo digestéria em uma populagdo
de Procambarus clarkii presente no sudeste do Brasil: a fim de estabelecer
marcadores fisiologicos e temporais de suscetibilidade que possam se
utilizados para minimizar e controlar a invasdo do ambiente limnico brasileiro

por este lagostim.

Objetivos Especificos
Capitulo |
v Estabelecer o grau de replecdo gastrico: os indices gonadossomatico e

hepatossomatico: além da maturacdo gonadal:

v Quantificar marcadores do metabolismo intermediario na hemolinfa (glicose,
proteinas, &cido Urico, lipideos totais, triglicerideos, colesterol total e colesterol
VLDL), no hepatopancreas, no musculo abdominal e nas gonadas (glicogénio,

proteinas totais, lipideos totais, triglicerideos e colesterol total):

v Quantificar marcadores do status oxidativo em diferentes érgaos/tecidos
(hepatopancreas, musculo abdominal e gonadas) através da determinacdo da
atividade da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutaiona S-
transferase (GST) além da quantificacdo da intensidade de lipoperoxidagcdo em

fémeas adultas.
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Capitulo 11

v’ Estabelecer o grau de replegdo gastrico e o indice hepatossomatico:

v Quantificar marcadores do metabolismo intermediario na hemolinfa (glicose,
proteinas, &cido Urico, lipideos totais, triglicerideos, colesterol total e colesterol
VLDL), no hepatopancreas e no musculo abdominal (glicogénio, proteinas

totais, lipideos totais, triglicerideos e colesterol total):

v" Quantificar marcadores do status oxidativo em diferentes 6rgaos/tecidos
(hepatopéncreas e musculo abdominal) através da determinacdo da atividade
da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutaiona S-transferase
(GST) além da quantificacdo da intensidade de lipoperoxidacdo em machos

reprodutivos e ndo reprodutivos de P. clarkii.
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Resumo

Procambarus clarkii € um lagostim de agua doce nativo do centro sul dos Estados
Unidos e norte do México, que apresenta alta plasticidade fisioldgica e grande
capacidade reprodutiva. No Brasil, esta espécie esta presente em ambiente natural
somente no estado de Sdo Paulo, onde ja foram encontradas diversas populagdes.
Neste estudo quantificamos e caracterizamos marcadores nutricionais (grau de
replecdo estomacal), da reproducdo (indice gonado e hepatossomético, grau de
maturacdo gonadal) do metabolismo intermediario (glicogénio, glicose, proteinas
totais, acido Urico, lipidios totais, triglicerideos e colesterol), do balango oxidativo
(superoxido dismutase, catalase, glutationa S-transferase e TBARS) em fémeas de P.
clarkii, coletadas em ambiente natural, ao longo de um ciclo sazonal. Para tal, foram
utilizados o estdbmago e as gbnadas, além de amostras da hemolinfa, do musculo
abdominal e do hepatopancreas. Observou-se um grande investimento fisiol6gico na
reproducdo, com mobilizacdo de reservas energéticas do hepatopancreas e musculo
para a maturacdo gonadal. Este grande investimento em reproducdo parece tornar
estes animais suscetiveis a estressores ambientais durante o pico reprodutivo, pois ha
um aumento de lipoperoxidacdo e de atividade SOD e GST. Os resultados deste
trabalho podem subsidiar estratégias de controle das populagdes de P. clarkii em
ambientes onde é introduzida.

Palavras-chaves

Crustacea: Lagostim: Reproducdo: Metabolismo Intermediario: Balanco Oxidativo
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Introducéo

Procambarus clarkii é um lagostim de agua doce nativo do centro sul dos
Estados Unidos e norte do México, que apresenta alta plasticidade fisiologica
(Bissattini et al. 2015: Bush et al. 2016: Goretti et al. 2016: Powell et al. 2010: Peruzza
et al. 2015) alto investimento reprodutivo (600 ovos por evento reprodutivo) e
desenvolvimento rapido (Momot 1995: Suko 1956). A espécie foi introduzida em
muitos paises e é considerada invasora, inclusive com registro de relagdo com o
declinio de comunidades de anfibios e artrépodes (Cruz et al. 2008). No Brasil esta
espécie de lagostim ja foi introduzida em ambiente natural, sendo encontrada até o
momento somente no estado de S&o Paulo, onde Loureiro et al. (2015) constataram 17
populacdes estabelecidas da espécie.

Inimeros estudos demonstram que animais com diferentes habitos de vida
apresentam estratégias bioquimicas e funcionais variadas que lhes garante ndo sO a
sobrevivéncia como também o sucesso na reproducdo (Braghirolli, et al. 2016: Silva-
Castiglioni et al. 2012). A caracterizacdo de variagdes metabdlicas e funcionais dos
organismos ao longo das estacdes do ano sao importantes para indicar como 0s animais
reagem frente ao ambiente, como também auxiliam na deteccdo de periodos de
suscetibilidade destes organismos a agentes estressores (Adams et al. 1985: Koenig and
Solé 2012).

O processo fisioldgico da reproducdo em fémeas de decapodes é normalmente,
mais custoso que para 0os machos, uma vez que ha a necessidade de alocacdo de
reservas metabdlicas para a maturacdo gonadal, gametogénese e sintese de
vitelogenina, principal substrato energético utilizado pelos embrides e fases iniciais
pos-eclosdo (juvenis), como também para o cuidado parental (Jimenez and Kinsey
2015: Oliveira et al. 2007: Pinheiro and Oliveira 2016). A energia dispendida
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associada com a reproducdo estd, normalmente, refletida no aumento da demanda
metabdlica, consumo de oxigénio, duplicagdo da ingesta de alimentos, diminui¢do do
crescimento e aumento da suscetibilidade a predadores (Berglund and Rosenqvist 1986:
Guadagnoli et al. 2005).

Os crustaceos exibem variacdes sazonais no comportamento, crescimento e
atividade reprodutiva (Thongda et al. 2015). Em geral a reproducgdo ocorre durante as
estacGes com maior temperatura, quando ha deplecédo de reservas energéticas teciduais a
fim de manter atividades reprodutivas. Em temperaturas mais frias ha diminuicdo destes
processos e uma alocacdo de substratos energéticos de reserva para os tecidos,
sobretudo no hepatopancreas e musculo (Oliveira et al 2007: Silva-Castiglioni et al
2007, 2008, 2012: Thongda et al 2015).

Os lipideos e as proteinas parecem ser os principais substratos mobilizados
durante a reproducdo (Antunes et al. 2010: Rosa and Nunes 2003). Diversos estudos
demonstram uma alocacdo das reservas de lipideos e proteinas do hepatopancreas e/ou
do trato digestério para as gbnadas durante a maturagdo gonadal, sendo a quantidade de
lipideos acumulada neste 6rgdo bastante elevada (Girish et al. 2014: Jimenez and
Kinsey 2015: Silva-Castiglioni et al. 2015). A vitelogenina, é sintetizada no
hepatopancreas e nos ovarios e é rica em lipoproteinas de alta densidade associadas com
glicoproteinas ( Jimenez and Kinsey 2015: Pinheiro and Oliveira 2016).

A maior demanda energética nas gbnadas e o incremento do consumo de
oxigénio pode determinar uma maior formagéo de espécies reativas de oxigénio (ER0S)
(Lesser et al. 2006). A producdo de EROs é uma importante resposta bioquimica e
fisiologica para animais aquaticos expostos a diferentes estressores ambientais (Lesser
et al. 2006), podendo estas serem utilizadas por células imunol6gicas no combate de

patégenos, reacles autoimunes e oxidagdo de agentes quimicos exdgenos ao organismo
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(Apel and Hirt et al. 2004). Contudo, como as EROs tém forte propriedade oxidativa
quando em concentra¢des citoplasmaticas altas, disfungbes metabolicas, apoptose e
danos teciduais podem ocorrer (Halliwell and Gutteridge 1999) devido a danos em
proteinas, lipideos e acidos nucléicos (Gil-del Valle et al. 1999: Martinez-Cayuela

1999).

Os lagostins de agua doce sdo animais que apresentam um alto investimento
energético ligado a reproducdo (Silva-Castiglioni et al. 2012: Yazicioglu et al. 2016).
Essa maior demanda energética gerada pela reproducdo acarreta em mais formagao de
EROs, que é contrabalanceada por um sistema antioxidante (Fanjul-Moles and
Gonsebatt 2012: Pinheiro and Oliveira 2016). Lagostins expostos a diferentes
xenobiodticos mostraram respostas antioxidantes eficientes, prevenindo dano oxidativo

aos tecidos (Lindova et al 2016: Struzynski et al. 2014: Wei and Yang 2015).

Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi caracterizar aspectos bioquimico-
funcionais ligados ao metabolismo intermediario e balango oxidativo de fémeas de
Procambarus clarkii ao longo de um ciclo sazonal, a fim de responder as seguintes
guestdes: (1) Qual periodo reprodutivo da espécie no Brasil? (2) Qual o periodo de
maior demanda energética? (3) Quais estratégias de alocacdo de substrato energético
esta espécie utiliza em cada periodo do ano para manutencéo de sua homeostase? (4)

Ha algum periodo de maior suscetibilidade a agentes estressores?

41



Material e Métodos

Coleta de material biologico

Foram coletadas 99 fémeas de Procambarus clarkii ao longo de um ciclo
sazonal (Verdo= 29: Outono=20: Inverno=30 e Primavera=20 animais) no Parque
Municipal Alfredo Volpi, na Cidade de S&do Paulo, SP, Brasil (23°35’16”S
46°42°09”W) no ano de 2016. Para a captura dos animais foi utilizada armadilha com
atrativo de racdo de gatos, sabor peixe, acondicionada em um recipiente furado que
permitia a liberacdo de pistas quimicas, mas impedia os animais de ingerirem a racao.
As coletas foram autorizadas pela licenga do Instituto Chico Mendes de Conservacéo
da Biodiversidade (ICMBio) (45775152 e 36548762) (Fig. 1).

Os animais foram pesados com uso de pesola de 30g (precisdo de 0,25¢) e as
amostras de hemolinfa foram coletadas com uso de seringas de insulina contendo
oxalato de potassio (10%), como anticoagulante. Apds, o0s animais foram
crioeutanasiados. O musculo abdominal, hepatopancreas, gonadas e estdmago foram
removidos em campo sob banho de gelo (Fig .2), congelados em freezer e
transportados em caixas térmicas até o Laboratdrio de Fisiologia da Conservacdo, na
Pontificia Universidade Cat6lica do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre, RS. No
laboratério as amostras foram acondicionadas em freezer a -20 °C até a quantificacdo
dos diferentes parametros bioquimicos.

Maturacdo Gonadal

A maturacdo gonadal foi determinada conforme a coloracgdo das gbnadas: branca

e creme (gbnadas imaturas), e marrom e preta (génadas maturas) (McClain et al. 2007)
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(Fig. 3).

Grau de reple¢do gastrica

Os estdmagos foram categorizados em classes quanto a seu grau de replecdo
estomacal (GR), determinado visualmente conforme escala de seis classes (Willians
1981): Classe 1 = 0% - vazio: Classe 2 = < 5% - parcialmente vazio: Classe 3 =5 a 35%
- vazio/ médio: Classe 4 = 35 a 65% - médio: Classe 5 = 65 a 95% - médio/ cheio:

Classe 6 = > 95% - cheio.
indices gonadossomatico e hepatossomatico

O indice gonadossomatico foi determinado como segue: I1G = (Mg/Mt).100:

Mg= Massa gonadal e Mt= Massa total do individuo

O indice hepatossomatico: IH= (Mh/Mt). 100: Mh= Massa do hepatopéancreas e

Mt= Massa total do individuo.

Metabolismo

Os metabdlitos plasmaéticos glicose, proteinas totais, acido urico, triglicerideos,
colesterol total foram quantificados em duplicata, por espectrofotometria com uso de
kits comerciais BioTécnica: Biotecnologia Avancada. Os lipideos totais foram medidos
pelo método da sulfofosfovanilina (Frings and Dunn, 1970) e o colesterol VLDL, obtido
por relagdo matematica TGL/5 (onde TGL é o valor de triglicerideos circulantes na

hemolinfa) (Friedwald et al. 1972).

Todas as andlises bioquimicas dos metabolitos teciduais foram realizadas
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utilizando Kkits por meio de espectrofotometria, sendo determinadas em duplicata para
cada 6rgdo/animal. O glicogénio foi extraido segundo o método de Van Handel (1965) e
guantificado como glicose apo6s hidrélise acida (HCI) e neutralizacdo (NayCOs),
utilizando-se o kit comercial BioTécnica: Biotecnologia Avancada, sendo este baseado
no método da glicose oxidase. Os niveis de proteinas totais foram quantificados com
uso de kit da BioTécnica: Biotecnologia Avancada. Os lipideos totais foram extraidos
pelo método de Folch et al. (1957) e medidos pelo método da sulfofosfovanilina (Frings
and Dunn 1970). Os triglicerideos e o colesterol total foram extraidos pelo método de
Folch et al. (1957) e quantificados por uso de Kkits especificos BioTécnica:

Biotecnologia Avancada.

Balanco oxidativo
Os tecidos muscular abdominal, hepatopancredtico e gonadal foram

homogeneizados em ultra-turrax com uma solucdo de tampdo fosfasto (20 mM)
acrescido de cloreto de potassio (140 mM) e inibidor de proteases (PMSF em 1 mM),
em uma proporcao 1g para cada 5 ml de solugdo. Apos a homogeneizacdo, as amostras
foram centrifugadas em 1000xg, por 10min, em 4 °C o sobrenadante da centrifugacio
foi coletado, aliquotado e congelado a -20°C, para posterior quantificacdo dos

pardmetros do balanco oxidativo.

A determinagdo da superoxido dismutase (SOD) foi baseada na inibicdo da
reacdo do radical superoxido em presenca de adrenalina. Nesta reagdo, a SOD compete
pelo radical superdxido com o sistema de detec¢do formando um composto corado
(adrenocromo) que é quantificado espectrofotometricamente 480nm e expressa em
U.mg proteina™ (Boveris et al. 1982). Como no se pode determinar a atividade da
enzima em termos de substrato consumido por unidade de tempo, utiliza-se a

guantificacdo em unidades relativas. A atividade da Catalase (CAT) foi quantificada
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pelo decaimento do peréxido de hidrogénio da amostra, detectado a 240nm e expressa
em pmols. mg proteina™.min™ (Boverisand Chance 1973). A atividade da glutationa S-
Transferase (GST) foi mensurada pela conjugacdo do 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno
(CDNB), com reducéo da glutationa (GSH), detectado em 340nm e expressa em mmols.
mg proteina® (Habig et al. 1981). Os niveis de lipoperoxidagdo (LPO) foram
quantificados por meio da deteccdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), que sdo detectados em 520nm e expresso em pmols. mg proteina™ (Lima et

al. 2001).

Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média = erro padrdo. Os resultados
obtidos foram analisados nos programas SPSS 20.0 e Bioestat 5.0. A normalidade dos
dados foi verificada, através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os resultados mostraram
uma distribuicdo ndo paramétrica sendo assim, utilizado o teste de comparagdo de
Kruskal-Wallis seguido de o teste complementar de Dunn, sendo considerados

significantes para um p<0.05 (Zar 2010).

Resultados

A maturacdo gonadal no verdo 52% das gbnadas apresentou-se, maduras, no
outono 27%, no inverno apenas 10% e na primavera 20% (Fig.4A). Observou-se
predominéancia de estdmagos nas categorias 1 a 3 no verdo (73%), 4 a 6 (60%) no
inverno e 4 a 6 (90%) na primavera. No outono estbmagos apresentaram-se nas
categorias 1 a 3 (50%) e 4 a 6 (50%) (Fig.4B). O indice gonadossomatico apresentou
uma diminuicdo significativa do verdo até a primavera (Fig.4C), enquanto que o

indice hepatossomatico apresentou um aumento significativo também até a primavera
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(Fig.4D).

Nos metabdlitos hemolinfaticos (Tabela. 1), observou-se manutencdo de
glicose circulante ao longo do ano (p>0,05). Houve diminuicdo de proteinas totais
durante o inverno e a primavera, aumento de acido Urico na primavera. Os lipideos
totais mantiveram-se ao longo do ano (p>0.05) e diminuicdo significativa nos
triglicerideos, no colesterol total e no colesterol VLDL nos periodos de inverno e

primavera.

Em relacdo aos metabolitos teciduais (Tabela.l), observou-se aumento
significativo das reservas musculares de glicogénio no inverno e primavera, enquanto
gue no hepatopancreas ha o aumento desta reserva no inverno e nas gbnadas na
primavera. As proteinas mantém-se no musculo (p>0,05) com deple¢do no inverno no
hepatopéancreas, retorno na primavera, e nas gonadas, apresentam diminui¢cdo no
inverno e primavera. No mdsculo os lipideos totais apresentam um aumento
significante na primavera, enquanto que no hepatopancreas se mantém estaveis ao
longo do ano (p>0,05). Nas gdnadas, os lipideos apresentam reducdo no inverno com
posterior aumento na primavera. Foi constatado uma diminuicdo significativa das
reservas de triglicerideos no musculo e hepatopancreas nas estagcdes outono e
primavera. O verdo apresentou um pico de triglicerideos no verdo em relacdo as
gbnadas. O colesterol total aumentou no mdsculo e hepatopéncreas no outono,

enquanto, nas génadas houve uma reducéo gradual até a primavera (Tabela.1).

A atividade de SOD no musculo diminuiu no outono e primavera, manteve-se
no hepatopancreas (p>0,05) e na gbnada, diminuiu no outono (Fig.5A). A atividade de
CAT no musculo e hepatopancreas diminuiram no outono e inverno e na génada, ndo

houve diferenca ao longo do ano (p>0,05)(Fig.5B). A atividade de GST no musculo
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reduziu no outono e primavera, no hepatopancreas, aumentou no inverno e, diminuiu
na primavera, e nas gonadas diminuiu no outono e primavera (Fig.5C). Os niveis de
LPO no mdasculo foram maiores no verdo, no hepatopancreas, no inverno e nas

gobnadas no verdo e inverno (Fig.5D).

Discussao

Este trabalho é o primeiro que evidencia aspectos bioguimico-fisiologicas em
fémeas de P. clarkii coletados ao longo de um ciclo sazonal, em ambiente natural no
sudeste do Brasil. Foi possivel constatar que a espécie se reproduz ao longo de todo o
ano, pois ha a presenca de gbnadas maduras em todas as esta¢Ges. Contudo, ha um
pico reprodutivo no verdo, quando o percentual de gbnadas maduras é superior a 50%.
Semelhante do que observado no local de origem da espécie onde a reproducéo

comeca ao final da primavera e verdo (Avault and Jaspers 1970 in Oluich 1990).

Durante o verdo, também se observa uma predominancia de estbmagos vazios,
menor indice hepatossomatico, maior indice gonadossomatico e alto percentual de
gbnadas maduras. Sabe-se que as fémeas de decapodes reduzem sua atividade
alimentar durante o periodo reprodutivo, priorizando comportamentos reprodutivos,
mudas nupciais e cuidados parentais (Swetha et al. 2011). A reducdo do indice
hepatossomatico e o aumento do indice gonadossomatico parecem estar intimamente
associados com a alocacédo de reservas energéticas do hepatopancreas para as gdnadas
durante o periodo reprodutivo, como também visto para o caranguejo Oziothelphusa
senex (Girish et al. 2014). Estes dados corroboram os dados de maturagdo gonadal que

apontam o verdo como pico reprodutivo da espécie no Brasil.

Os niveis de metabolitos hemolinfaticos refletem o transporte destes a partir

do trato digestdrio para os tecidos e no sentido contrario, oriundos do catabolismo das
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reservas energéticas de um tecido para os outros tecidos/érgdos (Silva-Castiglioni et
al. 2015). Em P.clarkii observou-se a manutencdo dos niveis circulantes de glicose na
hemolinfa ao longo do ano, o que pode estar relacionado ao papel da glicose como
substrato energético para o sistema nervoso e para sustentar a atividade muscular
como relatado por Jimenez and Kinsey 2015. Cabe ressaltar que a glicose é o principal
monossacarideo circulante em crustaceos (Kucharski e da Silva, 1991). A reducgdo
dos niveis de proteinas circulantes no inverno e primavera parece estar associada com
transferéncia destas para a sintese de viteologenina, substrato para sintese de ATP ou
para a gliconeogénese, uma vez que hd aumento das reservas de glicogénio no
hepatopancreas e musculo, aliada a manutengdo da glicemia. Oliveira and da Silva
(1997), Pellegrino et al. (2013) e Vinagre and Da Silva 2002, demonstraram a
capacidade gliconeogéncia a partir de aminoacidos no hepatopancreas e no masculo
de caranguejo estuarino Neohelice granulata. Comitantemente com a diminuicdo de
proteinas totais existe um aumento dos niveis de &cido Grico circulante, o que pode
indicar uma sintese de acido Urico a partir do metabolismo destas proteinas e da

respectiva desaminacgdo dos aminodacidos resultantes deste processo.

A manutencdo dos niveis circulantes de lipideos totais ao longo do ano pode
estar aliada a uma diminuicdo dos niveis de triglicerideos e colesterdis, o que, segundo
Harvery et al.(2012) e Girish et al. (2014) pode indicar maior liberacdo para a
hemolinfa de acidos graxos e glicerol a partir da degradacdo de triglicerideos, assim
como também pode estar associado a uma alta atividade das vias de
gliceroneogénicas, como relatado por Sarapio et al (2017) em Neohelice granulata . O
aumento dos triglicerideos e do colesterol no verdo parece estar associado a alocacao
destes metabdlitos dos tecidos para a maturacdo gonadal, a sintese de vitelo e de

horménios sexuais. Tal hipotese € corroborada pelos altos niveis de VLDL, que € uma
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lipoproteina que transporta lipidios do hepatopancreas para os tecidos através da
circulagdo (Buckup et al. 2008: Oliveira et al. 2007: Vinagre et al. 2007: Vinagre and

Chung 2016: Silva-Castiglioni et al. 2007 e 2012: Musin et al. 2017).

O aumento das reservas musculares de glicogénio, durante o inverno e a
primavera, indica relagdo com a maior atividade alimentar durante este periodo, uma
vez que observaram-se estdbmagos em categorias cheias nestas estacdes. Os altos
niveis das reservas de glicogénio no hepatopancreas durante o inverno e na gonada
durante a primavera, indica uma mobilizacdo desta reserva do hepatopéncreas para as
gobnadas, a fim de sustentar os eventos associados a reproducdo, o que é suportado por
trabalhos com outros decapodes (Silva-Castiglioni et al. 2007 e 2015:; Fatima et al.

2013).

Apesar de o musculo ser o principal sitio de estocagem de proteinas em
crustaceos segundo Jimenez and Kinsey (2015), observou-se que as reservas proteicas
utilizadas para obtencdo de energia e assim colaborando na manutencéo da glicemia
no inverno foram provindas do hepatopancreas e ndo do musculo. Os aminoacidos
resultantes do catabolismo proteico podem estar sendo utilizados para a sintese de
glicose através da gliconeogénese, uma vez que ha a manutencdo de glicemia e o
incremento das reservas de glicogénio neste periodo. As maiores concentragfes de
proteinas nas génadas durante o verdo, pode estar relacionado com o pico reprodutivo
da espécie e a sintese de vitelogenina no hepatopancreas e/ou nos oocitos como

sugerido por Guan et al (2016) .

A reducdo de lipideos no musculo durante o verdo indica o uso destes pelo
préprio tecido a fim de sustentar os comportamentos de cuidado parental e limpeza de

ovos. Cabe lembrar que nesta estacdo (verdo) verificaram-se 0s mais baixos valores de
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replecdo estomacal sugerindo uma diminuicdo de a atividade alimentar. No outono
existe uma tendéncia de aumento das reservas de lipideos no hepatopancreas que pode
estar relacionada com o retorno da atividade alimentar ap6s o pico reprodutivo. A
menor atividade reprodutiva durante o inverno é verificada por uma grande proporgédo
de gbnadas imaturas e baixos estoques de lipideos nas gbnadas, padréo ja relatado por
outros autores (Buckup et al. 2008: Dutra et al. 2008: Figler et al. 1995: Musin et al.

2017: Oliveira et al. 2007: Silva-Castiglioni et al. 2007 e 2012).

Os menores estoques durante o outono e primavera de triglicerideos no
musculo e hepatopancreas, podem estar relacionadas com o catabolismo dessa reserva
para sustentar a maturacdo gonadal, ja que os triglicerideos sdo a principal fonte de
acidos graxos utilizados para a sintese de ATP e vitelogenina (Guan et al. 2016). Em
relacdo aos estoques gonadicos de triglicerideos, observou-se um pico no verdo,
condizendo com seu uso na gametogénese e sintese de vitelogenina, assim como visto
por Guan et al. (2016). Nos meses de outono, 0s niveis de colesterol total presente no
musculo e no hepatopancreas parecem estar sendo utilizados para reestruturacdo
tecidual ap6s o periodo reprodutivo e sendo mobilizado para uso na muda, Gu et al.
(2017) e Han et al. (2017) evidenciaram em seus estudos a importancia do colesterol
para 0 crescimento de juvenis de Macrobrachium nipponense e  Portunus
trituberculatus. Cabendo ressaltar que o colesterol é um importante constituinte de
membranas celulares e percussor de hormonios ecdiesterdides (Jimenez and 2015).
Nas gbnadas observou-se uma elevada concentracdo de colesterol durante o pico
reprodutivo (verdo), que pode estar relacionado com o uso deste metabolito para
gametogénese e estruturacao do tecido gonadal durante a reproducéo e para a sintese de
horménios sexuais e ovos, assim como sugerido por Jimenez and Kinsey (2015) em sua

revisao para outros crustaceos.
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Quanto a atividade das enzimas antioxidantes no musculo observou-se um
aumento da superoxido dismutase aliado a um aumento dos niveis de lipoperoxidagdo
(TBARS) nos meses de verdo, sugerindo assim, que o incremento da demanda
energética e do consumo de oxigénio neste tecido durante o pico reprodutivo ndo foi
compensado pelo incremento de atividade da SOD, conduzindo assim, a um aumento na
formacdo de EROs como também observado por Pinheiro e Oliveira (2016) em
Parastacus brasiliensis promatensis. J& nas gbnadas observou-se uma diminuicdo de
atividade da SOD no outono o que parece estar associada ao termino do pico
reprodutivo (Braghirolli et al. 2016: Fanjul-Moles and Gonsebatt 2012:). Em relacéo a
atividade de CAT, o musculo e o hepatopancreas apresentaram um aumento da
atividade durante o outono e primavera, que pode estar relacionado & manutencdo do
status oxidativo tecidual, evitando assim, danos oxidativos possivelmente associados a
muda e ao preparo para o pico reprodutivo, padrdo ja sugerido por Fanjul-Moles and
Gonsebatt (2012). As gbnadas ndo apresentaram diferenca significativa para a atividade

de CAT.

O aumento da capacidade antioxidante enzimética no periodo que antecede o
pico reprodutivo é reforcado pelo incremento da sintese de 4cido Urico circulante, uma
vez que esta molécula apresenta capacidade antioxidante. A sintese de acido Urico em
organismos amoniotélicos, para uso como antioxidante foi relatado para insetos
(Hermes-Lima and Zenteno—Savin 2002) e para girinos (Coltro et al. 2017): sendo este

trabalho o primeiro a relatar para crustaceos.

A maior atividade de GST no verdo e inverno no musculo e génada pode estar
relacionada a maior atividade tecidual e formacéo de subprodutos endobidticos de vias
metabdlicas, assim como demostrado por Van Der Aar et al. (1998). Isso acontece
devido a umamaior demanda energética no verao, relacionado ao pico reprodutivo e no
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inverno uma alocacao reservas para estes tecidos. O aumento da atividade de GST no
hepatopancreas durante o inverno esta aliado a maior atividade alimentar destes animais
durante este periodo, visto que este 6rgao atua como principal érgdo metabolizador de
compostos provindos da dieta. Padrdo similar foi observado em trabalho com

Parastacus brasiliensis promatensis (Pinheiro and Oliveira et al. 2017).

Os niveis altos de LPO no musculo e gbnadas no verdo coincidem com o pico
reprodutivo da espécie, isto se deve a possivel maior demanda energética, havendo a
reducdo dos estoques teciduais de glicogénio, maior consumo de oxigénio para sustentar
a reproducdo, que por sua vez pode conduzir a um incremento na formagdo de espécies
reativas do oxigénio como subprodutos de vias oxidativas para a producdo de ATP. As
gbnadas possuem aumento da atividade tecidual para a sintese e maturacdo dos ovos
(gametogénese e vitelogenina), e no musculo a maior atividade esta relacionada a busca
de parceiros, sustentacdo de comportamentos reprodutivos, copula e cuidado parental de
0vOos e juvenis, como ja sugerido por outros trabalhos (Fanjul-Moles and Gonsebatt
2012: Braghirolli et al. 2016: Pinheiro and Oliveira 2016). No hepatopéancreas
observou-se aumento de LPO conforme h& o aumento da atividade alimentar (grau de
replecdo estomacal), o que pode estar relacionado com o incremento na digestdo, na
absorcéo e na estocagem dentro do préprio 6rgdo como também na disponibilizacdo dos

nutrientes aos outros 6rgaos.

As fémeas de Procambarus clarkii apresentam alto grau de investimento na
reproducdo, estando este evento associado a uma diminuicdo da atividade alimentar e a
mobilizacdo de substratos energéticos. Este investimento traz consigo um 6nus durante
0 pico reprodutivo da espécie, conduzindo a um incremento do dano oxidativo. Esse
dano oxidativo pode ser chave para as estratégias de manejo em ambientes onde este

lagostim € invasor, visto que talvez ndo tenha capacidade de manter a atividade
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reprodutiva ou de sobreviver,quando outras formas de estresse ocorram neste periodo.
Mais estudos visando entender o efeito de multiplos estressores ambientais durante o
periodo reprodutivo devem ser realizados para o estabelecimento de planos de manejo

que tenham sucesso em seu controle.
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Figuras e Tabelas

Figura 1. Armadilhas para a coleta de Procambarus clarkii. A- Lago do Parque Alfredo
Volpi em S&o Paulo,SP, onde animais foram amostrados: B- Armadinhas utilizadas: C-
Armadilhas montadas para a colet: D -Verificacdo das armadilhas no dia seguinte.

(o - |
nepaopincess
//

— e

Figura 2. Tecidos utilizados: A- estdmago: B- hepatopancreas, C- gdnadas (fémeas) e

D-miusculo abdominal de Procambarus clarkii.
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Figura 3. Maturagdo gonadal: A- gbnada branca imatura: B-gonada creme imatura: C-
gbnada marrom madura: D- gbnada preta madura.
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Figura 4. Maturacdo gonadal, grau de replecdo gastrico, indice gonadossomatico, indice
hepatossomatico de fémeas de Procambarus clarkii ao longo das estagdes no ano 2016 no Brasil:
Sol- Verdo: Folha - Outono: Floco de neve - inverno: Flor - primavera: A- Matura¢do gonadal: B-
Grau de replecdo gastrico: C- indice gonadossomatico: D- indice hepatossomatico. Letras

diferentes significam diferencas estatisticas (Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn p<0,05).
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Verdo Outono Inverno Primavera
Hemolinfa
Glicose (mg.mL 1) 18.29+1.86a 21.83+2.93a 20+437a 28.72+3.74a
Proteina (mg.mL 1) 4581+341a 5415+8.01a 36.87+7.60b 25.80+295hb
Acido Grico (mg.mL"%) 0.98+0.14a 122+0.19a 1.28+0.13ab 1.75+0.18Db
Lipideos (mg.mL 1) 107.75+15.13a 11549+ 14.14a 106.45+6.52a 126.66 + 13.38a
Triglicerideos (mg.g %) 35.79+391a 40.2+814a 19.29+200b 1878+155Db
Colesterol (mg.mL 1) 25.74+7.65a 28.64+6.08a 1539+256ab 9.08+1.24b
Colesterol VLDL (mg.mL ?) 7.15+£0.78 a 8.04+162a 385+£040b 3.75%0.31b
M Usculo
Glicogénio (mg.g 2) 0.23+0.05a 0.07+£0.02a 1.13+0.28b 093+0.25b
Proteina (mg.g %) 50.99+4.90 a 5525+ 13.27a 3151+460a 5744+770a
Lipideos (mg.g %) 148+ 0.25a 206+0.26b 167+028ab 2.67+0.16b
Triglicerideos (mg.g 1) 0.62+0.13a 0.0099+0.0019b 040+0.02a 0.15+0.01b
Colesterol (mg.g %) 0.27+0.08a 194+0.10b 040+£0.05c 0.24+0.02ac
Hepatopancreas
Glicogénio (mg.g %) 0.33+0.06 a 0.43+0.07a 155+0.23b 0.52+0.08a
Proteina (mg.g %) 20.29 +5.66 a 2149+330a 527+060b 3476+835a
Lipideos (mg.g 1) 17.37+235a 28.31+5030a 16.87+2.63a 1555+3.94a
Triglicerideos (mg.g 1) 0.43+0.03a 0.07+0.01b 0.38+0.04a 0.15%0.01b
Colesterol (mg.g %) 0.18+0.03a 1.07+0.12b 0.37+£0.05c 0.38+0.04c
Gonada
Glicogénio (mg.g 1) 0.92+0.18a 0.74+0.20a 1.07+021a 364+114b
Proteina (mg.g 1) 0.84+0.24a 0.76 £0.24 a 0.26 £0.08b  0.30+0.10b
Lipideos (mg.g 1) 11.86 +2.42 ab 1339+245a 565+0.70b 20.15+3.76a
Triglicerideos (mg.g 1) 6.44+£0.92a 0.01£0.0051b 0.23+0.05¢c 0.10+0.03b
Colesterol (mg.g %) 2.23+0.60a 1.82+0.26b 054+024c 040+0.05c

Tabela 1. Metabdlitos hemolinfaticos (Glicose, Proteinas, Acido Urico, Lipideos
totais, Triglicerideos, Colesterol total, Colesterol VLDL), metabolitos dos tecidos
musculares, hepatopancreatico e gonadal (Glicogénio, Proteinas totais, Lipideos
Totais, Triglicerideos e Colesterol tota) de fémeas de Procambarus clarkii ao longo do
ciclo sazonal. Letras diferentes significam diferencas estatisticas (Kruskal-Wallis

seguido de teste de Dunn p<0,05).
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Capitulo 11

ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS DE MACHOS REPRODUTIVOS E

NAO REPRODUTIVOS DE Procambarus clarkii (Girard,1852)

Sera submetido a “Science of The Total Environment, Elsevier”, conceito CAPES Al
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Link para norma da revista :
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Resumo

O uso de marcadores do metabolismo e do balanco oxidativo auxilia no entendimento
da dindmica ambiental e de como esta influencia o padréo fisiolégico dos organismos.
Procambarus clarkii ¢ um lagostim nativo do centro sul dos Estados Unidos e
nordeste do México, esta espécie apresenta dimorfismo sexual, além de dois
morfotipos para 0os machos, sendo um reprodutivo (M1) e outro ndo reprodutivo (M2).
Este estudo avaliou as variagBes sazonais de biomarcadores em machos M1 e M2,
coletados no amo de 2016 no més central de cada estacdo no Parque Alfredo Volpi,
em S&o Paulo, Brasil. Amostras da hemolinfa, do hepatopancreas e do musculo
abdominal foram coletadas para a determinacdo de marcadores do metabolismo
intermediario  (glicogénio, glicose, proteinas, &cido Urico, lipideos totais,
triglicerideos, colesterol total e colesterol VLDL), do balanco oxidativo (superéxido
dismutase, catalase, glutaiona S-transferase e lipoperoxidacdo), além do indice
hepatossoméatico e do grau de replecdo estomacal. Os resultados evidenciam
diferencas entre os morfotipos. M1 apresentou uma predominéncia de estbmagos de
médio a cheios ao longo do ano e alocagdo de substratos energéticos, principalmente
para uso na reproducdo (gametogénese e comportamentos reprodutivos), com
incremento de lipoperoxidagdo, mesmo havendo aumento de atividade de SOD e GST.
Ja os M2 apresentou menor capacidade de alocacdo de suas reservas energéticas no
periodo que antecede e durante a reproducdo, o que pode estar associado a um menor
grau de replecdo gastrica, contudo M2 mantém alternancia de estratégias antioxidantes
que auxiliam a manutencdo de niveis baixos de lipoperoxidagéo ao longo de todo ano
no hepatopancreas. Este padrdo observado para o grau de replecdo gastrica parece
indicar uma competicdo intraespecifica entre as categorias de machos, o que aliado ao
perfil de uso das reservas energéticas parece ser determinante para que os M2
alcancem competéncia para reproduzirem.

Palavras Chave

Lagostim vermelho: Metabolismo Intermediario: Balango oxidativo: Replecdo

Gastrica: Reproducdo: Morfotipos

Abreviaturas

M1, Machos reprodutivos: M2, machos ndo-reprodutivos: TGL, triglicerideos: LT,
lipideos totais: PT, proteinas totais: GG, glicogénio: SOD, superdxido dismutase:
EROs, espécies reativas de oxigénio, CAT, catalase: GST, glutaiona-S-transferase:
LPO, lipoperoxidagdo: EROs, espécies reativas de oxigénio: ICMBIO, Instituto Chico

Mendes de Conservacdo da Biodiversidade: PUCRS, Pontificia Universidade Catolica
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do Rio grande do Sul: RS, Rio Grande do Sul: SP, S&o Paulo.

1.Introducéo

As variagdes no ambiente influenciam na fisiologia e no fitness dos animais,
regendo periodos de maior ou menor vulnerabilidade a estressores ambientais, sejam
naturais ou antropogénicos. Em crustaceos, variacdes ciclo-anuais de temperatura,
fotoperiodo, salinidade, umidade, oxigénio, pH, entre outros, influenciam periodos
reprodutivos, crescimento e periodos de menor ou maior atividade (Silva-Castiglioni

et al., 2012: Pinheiro and Oliveira 2016).

A glicose é o principal monossacarideo circulante na hemolinfa de crustaceos,
sendo usada para sintese de mucopolissacarideos, chitina, nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), glicogénio e formacdo de piruvato (Chang and
O’Connor, 1983: Jimenez and Kinsey, 2015). A glicose na hemolinfa provem da
absorcéo direta da dieta, através de células epiteliais hepatopancreaticas e intestinais ou
de tecidos periféricos, como 0 hepatopancreas e o0 musculo, onde é armazenada como
glicogénio ou sintetizado pela via gliconeogénica (Oliveira e da Silva, 1997: Verri et al.,
2001). A mobilizacdo deste monossacarideo na hemolinfa esté intimamente associada a
variaveis bidticas e abi6ticas, incluindo estagio de muda, dieta, estado nutricional,

sazonalidade, salinidade, oxigénio dissolvido, entre outros (Jimenez and Kinsey, 2015).

Os lipideos desempenham um papel importante como constituintes das
membranas e no metabolismo de crusticeos, sendo uma importante fonte de energia
nestes animais. Na maioria dos crustaceos os triglicerideos sdo a principal forma de

armazenamento de lipideos, sendo o hepatopancreas o principal sitio desta estocagem
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(Chang and O’Conner 1983). J& os amino&cidos sdo encontrados em altas concentragoes
na forma livre ou como constituintes de proteinas, sendo o musculo o principal sitio de

sua estocagem (Jimenez and Kinsey, 2015).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), € parte integrante do
metabolismo dos organismos aerébios, sendo observada em diversas condicdes
fisiologicas. Estas espécies reativas, produzidas especialmente nas mitocondrias e
peréxissoma (Blier et al., 2001), tém importantes fungdes bioldgicas, como por
exemplo: na fagocitose, para eliminar um agente agressor, no controle da pressao
arterial, na sinalizacdo celular, na fertilizacdo de ovos, na oxidagdo de agentes quimicos
Xeno ou endobidticos, entre outros (Apel and Hirt 2004: Costantini, 2014). As EROs
sdo moléculas com fortes propriedades oxidativas, podem causar danos a constituintes
celulares em altas concentragfes (Martinez-Cayuela, 1999: Gil-del Valle et al., 1999).
A fim de metabolizar e evitar os danos causados pelas EROs, o0s organismos
desenvolveram um sistema antioxidante, o qual é constituido por um componente
enzimatico e outro ndo enzimatico que se complementam (Lesser 2006: Stegeman et al.,
1992: Schlenk and Di Giulio 2002: Sies, 1991: Nappi a and Dttaviani 2000). Dentre as
enzimas antioxidantes melhores estudadas, encontram-se a Superoxido Dismutase

(SOD), a Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPXx).

Além do sistema antioxidante, destaca-se o sistema de biotransformacdo que
previne a formacdo de EROs, atuando sobre moléculas endo e xenobidticas a fim de
tornarem estas moléculas mais polares, aumentarem seu peso molecular e tamanho
facilitando a sua excrecao (Dantzer et al. 2014). A familia das glutationas S-transferases
(GST) atua conjugando moléculas de glutationa a substratos endégenos ou exdgenos
tornando-as mais facilmente excretaveis, diminuindo seu tempo de permanéncia no

organismo e consequentemente sua toxicidade (Richardson et al. 2010). Esta familia

72



multifuncional de enzimas desempenha também, diversos papéis fisiol6gicos nos
organismos aerobios tais como, 0 sequestro e o transporte de compostos hidrofdbicos
endogenos, os quais incluem hormonios esteroides, hemebilirubinas, acidos da bile e

seus metabdlitos (de Freitas et al. 2008).

O uso de biomarcadores metabdlicos e do balanco oxidativo ajuda no
entendimento das dindmicas do ambiente e como elas influenciam a fisiologia dos
animais ao longo do ano. Com isso, sdo importantes ferramentas para biologia da
conservagdo, pois trazem informacGes sobre periodos de maior ou menor
suscetibilidade dos organismos em ambiente natural, assim como auxiliam a tracar
estratégias de manejo para espécies invasoras (Beaulieu et al., 2014, Madliger et al.,

2016).

Procambarus clarkii (Girad, 1852) € um lagostim da familia Cambaridae, com
drea nativa de ocorréncia no centro sul dos Estados Unidos e nordeste do México e
gue atualmente foi introduzida em muitos paises (Loureiro et al., 2015ab). Essa
espécie tem alta plasticidade e fecundidade com desenvolvimento, crescimento e
maturacdo sexual rapidos (Bissattini et al., 2015: Bush et al., 2016: Goretti et al.,
2016: Momot, 1995: Powell and Watts., 2010: Peruzza et al., 2015: Suko, 1956),
conferindo a ela capacidade de estabelecer populagdes onde foi introduzida (Loureiro
et al., 2015a). Ela é considerada uma espécie invasora e estudos mostram que sua
introducdo esta relacionada a diminuigdo e a extingdo de diversas populagdes de
artropodes e anfibios (Cruz et al., 2008) e diversos impactos econdmicos (Loureiro et

al., 2015b)

Procambarus clarkii é um animal que apresenta um claro dimorfimo sexual,

sendo que em machos ha a diferenciacdo em adultos reprodutivos (M1) e adultos ndo
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reprodutivos (M2) descritos por Taketomi et al. (1990). Os machos M1 apresentam 0s
dois primeiros pares de pledpodes bem desenvolvidos e muito calcificados, adaptados
como 6rgdos copuladores, apresentam ganchos copuladores no terceiro e quarto
isquiopodito e os quelipodos sdo desenvolvidos. Os machos M2 apresentam os dois
primeiros pares de pledpodes desenvolvidos, porém pouco calsificados, ndo apresentam
ganchos copuladores nos isquiopodito e os quelipodos sdo menos desenvolvidos quando
comparados aos do M1. Ambas as categorias de machos estdo presentes nas populacdes
0 ano todo e os machos podem alternar entre uma forma e outra ao longo de ciclo de
vida (Yazicioglu et al., 2016). Alguns estudos atribuem a transicdo de M2 para M1 ao
horménio peptidico produzido pela glandula androgénica e ao horménio terpendide,
metilfarnensoato, produzido no 6rgdo mandibular. Ambos tém sido relacionados com o
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e incremento de comportamentos

agressivos agonisticos em lagostins (Laufer et al., 2005: Taketomi et al., 1990,1996).

Pouco se sabe sobre capacidade metabdlica e o balango oxidativo de machos
reprodutivos e ndo reprodutivos em ambiente natural. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi analisar como se comportam ao longo de um ciclo sazonal alguns
parametros ligados ao metabolismo intermediario e ao balan¢o oxidativo em machos
reprodutivos e ndo reprodutivos de Procambarus clarkii, e como estes se relacionam

com estes morfotipos.

2. Material e Métodos

2.1 Coletas dos Animais

Foram coletados 147 individuos adultos de Procambarus clarkii ao longo do
ano de 2016, sendo 81 machos reprodutivos (Verdo= 28: Outono=20: Inverno=13:

Primavera=20) e 66 machos ndo reprodutivos (Verdo= 19: Outono=8: Inverno=20:
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Primavera=19) no Parque Municipal Alfredo Volpi na Cidade de Sdo Paula-SP, Brasil
(23°35’16”S 46°42°09”W). No momento da colocacéo e retirada das armadilhas foram
verificados os niveis de oxigénio dissolvido e a temperatura da agua, através do uso de
um oximetro digital de campo (Lutron DO-5519), o pH foi determinado com uso de kit
comercial (Labcon Test pH tropical). Os dados meteorolégicos de temperatura do ar e
precipitacdo foram obtidos junto ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET),
através da estacdo meteoroldgica Mirante em Sdo Paulo (23°30'S 46°37'W) que se situa
na regido de coleta dos animais.

Para a captura dos animais foi utilizada armadilha com atrativo de racdo de
gatos, sabor peixe, acondicionada em um recipiente furado que permitia a liberagéo de
pistas quimicas, mas impedia os animais de ingerirem a ragdo. Os animais foram
pesados com uso de pesola de 30g (precisdo de 0,25¢g) e as amostras de hemolinfa
foram coletadas com uso de seringas de insulina contendo oxalato de potassio (10%),
como anticoagulante. Apds, os animais foram crioeutanasiados. O musculo
abdominal, hepatopancreas e estbmago foram removidos em campo sob banho de
gelo, congelados em freezer e transportados em caixas térmicas até o Laboratério de
Fisiologia da Conservacéo, na Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul,
em Porto Alegre, RS. No laborat6rio, as amostras foram acondicionadas em freezer a -
20 °C até o momento das dosagens como padronizado por Pinheiro e Oliveira (2016).

. As licencas para as coletas foram obtidas junto ao Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) (Licengas de numeros: 45775152 e
36548762). Os animais foram pesados com uso de pesola de 30g (precisdo de 0,25g) e
medidos comprimento da margem anterior do rostro até a margem posterior do télson

com uso de paquimetro digital (precisdo de 0,01mm).
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2.2 Grau de replecéo gastrico

Os estdmagos foram categorizados com base na quantidade de alimento presente
seguindo uma escala proposta por Willians (1981) e utilizada também por Silva-

Castiglioni et al (2016), a qual contém 6 classes descritas a seguir:
Classe 1 = 0% - vazio:

Classe 2 = < 5% - parcialmente vazio:

Classe 3 =5 a 35% - vazio/ médio:

Classe 4 = 35 a 65% - médio:

Classe 5 = 65 a 95% - médio/ cheio:

Classe 6 = > 95% - cheio.

2.3 Indice Hepatossomatico

Determinado pela equacéao proposta por Grant and Tyler (1983):

IH= (Mh/Mt).100

Onde Mh= Massa do hepatopancreas e Mt= Massa total do individuo.

2.4 Metabolismo

Os marcadores de metabolismo do plasma (glicose, proteinas totais, &cido Urico,
triglicerideos e colesterol total) foram quantificados por espectrofotometria através do
uso de kits comerciais da Biotécnica Industria e Comércio Ltda (BioTécnica:

Biotecnologia Avancada). Os lipideos totais foram medidos pelo método da
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sulfofosfovanilina (Frings and Dunn 1970) e o colesterol VLDL foi obtido por uso de
uma relagdo TGL/5, onde TGL é o valor de triglicerideos circulantes na hemolinfa
(Friedwald et al.,1972). Estes pardmetros foram determinados em triplicata e expressos

em mg/dl de plasma.

As analises bioguimicas dos metabdlitos teciduais foram feitas por meio de
espectrofotometria, em duplicata, com os resultados expressos em mg/g de peso Umido.
O glicogénio foi extraido (Van Handel.,1965) e quantificado como glicose apés
hidrélise acida (HCI) e neutralizagdo (Na2CO3), utilizando-se o kit comercial baseado
no método da glicose oxidase da BioTécnica: Biotecnologia Avangada . Os niveis de
proteinas totais foram medidos (kit da BioTécnica: Biotecnologia Avangada), com
reacdo de ions cobre (Cu+2) com as ligagdes peptidicas das proteinas séricas, em meio
de alcalino (Reagente de Biureto). Os lipideos totais foram extraidos pelo método de
Folch et al., (1957) medidos pelo método da sulfofosfovanilina (Frings and Dunn 1970).
Os triglicerideos e o colesterol total foram extraidos (Folch et al., 1957) e quantificados

por kits de espectrofotometria BioTécnica: Biotecnologia Avangada.

2.5 Balango oxidativo

Os tecidos foram homogeneizados em tampéo fosfasto (20 mM) com de cloreto
de potéssio (140 mM) e de fenilmetilsufonil fluorido, um inibidor de proteases (1 mM),
em uma propor¢do 5ml:1g com uso de ultra-turrax (Pinheiro and Oliveira., 2016). Apds
a homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas a 1000g, por 10min, em 4 °C, o
sobrenadante desta centrifugagdo foi coletado, aliquotado e congelado a -20°C, para

posterior analise do balango redox (Pinheiro and Oliveira., 2016).

A superéxido dismutase (SOD) foi detectada por espectrofotometria a 480nm e

expressa em U.mg proteina™. (Boveris and Cadenas1982). A atividade da enzima

77



antioxidante Catalase (CAT) foi quantificada pelo decaimento do peroxido de
hidrogénio da amostra, detectado a 240nm e expressa em pmols.mg proteina™.min
(Boveris and Chancel973). A Glutationa S-Transferase (GST) foi mensurada pela
conjugacdo do 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB), com redugdo da atividade da
glutationa (GSH), detectado em 340nm e expressa em mmols. mg proteina™ (Habig et
al. 1981). Os niveis de lipoperoxidagdo (LPO) foram quantificados por meio da
deteccdo das substancias reativas ao acido Triobarbitarico (TBARS), que séo detectados

em 520nm e expresso em pmols.mg proteina™ (Lima and Abdalla 2001).

2.6 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados pelos programas estatisticos SPSS 20.0 e
Bioestat 5.0, através do teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para
comparacdo dos dados bioquimicos entre as estacBes do ano, para cada categoria
reprodutiva, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do complementar de Dunn,
e nivel de significancia de 95%. Para comparacdo dos resultados referentes a
comprimento e massa corporal foi empregado o teste t. Para comparacdo das curvas
obtidas ao longo do ano para os morfotipos M1 e M2 foi utilizado o teste de Friedeman,

sendo considerado com nivel de significancia de 95% (Zar 2010).

3. Resultados

3.1 Fatores Abidticos

Observou-se uma diminui¢do da temperatura do ar, da agua e da precipitagdo no
inverno. Os niveis de oxigénio e o pH da agua se mantiveram constantes ao longo do

ano (Material suplementar).
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3.2 Parametros Morfométricos

Né&o foi observada diferenca em relacdo ao comprimento total de M1 e M2, mas
M1 apresentou maior massa que M2 (Tabela 1). Com relacdo ao grau de replecédo
gastrica, foi observado para M1 predominancia de estdmagos nas categorias de médio a
cheio (4 a 6) no verdo 67%, no outono 65%, no inverno 69% e na primavera 95%. Ja
para M2 foi observado estdmagos entre as categorias de 4 até 6 (de médio a cheios) no
verdo 52%, no outono 50%, no inverno 80% e na primavera 47%. (Fig. 1). Ambas as
categorias de machos apresentaram variagfes significativas do indice hepatossomatico.
Quando comparado o comportamento desta variavel (IH) ao longo do ano, observou-se
que os machos reprodutivos aumentam gradualmente o indice hepatossomatico a partir
do outono até atingir valores maximos na primavera. Os M2 apresentam um incremento

desta variavel no outono e depois na primavera (Fig. 1).

3.3 Metabolismo

A comparacdo dos resultados obtidos para M1 e M2 ao longo do ano mostrou

uma diferenga intermorfotipica em todos os metabdlitos estudados.

3.3.1 Metabolitos Hemolinfaticos

Para 0s machos M1 observou-se ao longo do ano, a manutencdo dos niveis
glicémicos (p>0,05), um pico de proteinas totais no verdo seguido de uma redugdo
destas até a primavera e incremento do &cido Urico na primavera. Os lipideos totais
apresentaram uma reducdo no inverno, seguida de incremento na primavera. Ja 0s
triglicerideos e o colesterol VLDL, ndo apresentaram diferencas significativas,

enquanto que o colesterol total teve uma diminuicdo na primavera (Tabela 2).

79



Em relacdo ao morfotipo M2, houve uma diminuicdo da glicose circulante no
inverno, as proteinas totais apresentaram as maiores concentragdes no outono com
posterior diminuicdo no inverno e na primavera e os niveis de acido urico diminuiram
no outono, aumentaram no inverno, tiveram um pico deste metabolito na primavera. Os
lipideos totais apresentaram suas maiores concentragdes no verdo e na primavera. Os
triglicerideos e o colesterol VLDL apresentaram os menores valores no inverno, e o

colesterol total, na primavera (Tabela 2).

3.3.2 Metabodlitos Teciduais

O morfotipo M1 apresentou em seu musculo abdominal um pico de suas
reservas de glicogénio na primavera, de proteinas totais no outono, de lipideos totais na
primavera, de triglicerideos no verdo e de colesterol total no inverno (Tabela 3). No
hepatopancreas, houve maiores estoques de glicogénio no inverno, de proteinas totais e
lipideos totais no outono, de triglicerideos no verdo e colesterol total apresenta menores

niveis no verdo (Tabela 2).

Para M2, observou-se no mudsculo uma diminuicdo dos niveis de glicogénio no
outono, com posterior aumento no inverno e na primavera. As proteinas totais tiveram
um pico de sua concentragdo no verdo e no inverno. Os niveis de lipideos totais
apresentaram um aumento no verdo, os triglicerideos diminuiram no outono e na
primavera, e os niveis de colesterol total aumentaram no outono. No hepatopancreas,
houve maiores niveis de glicogénio no inverno, manutencdo dos niveis proteicos ao
longo de todo ano (p>0,05) e incremento dos lipideos totais, os triglicerideos e o

colesterol total no verdo (Tabela 2).

3.4 Balangos Oxidativo
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M1 e M2 apresentaram diferenca intermorfotipica em todos os pardmetros do

balanc¢o oxidativo estudados ao longo do ano.

Observou-se no muasculo de M1, atividade da SOD no verdo com diminuicdo nas
demais estagbes do ano. A atividade de CAT apresentou um pico no outono e na
primavera. A GST teve maior nivel de atividade no verdo, sequido de uma reducédo
gradual até a primavera. Os niveis de LPO foram maiores no verdo, com diminuicdo
gradual até o inverno (Fig.2). No hepatopancreas, houve reducéo da atividade da SOD
na primavera. A CAT apresentou aumento da atividade no outono e na primavera. A
GST mostra uma reducdo de sua atividade no verdo e os niveis de LPO apresentaram

aumento no outono (Fig.3).

No musculo dos M2 observou-se, uma baixa atividade da SOD na primavera. A
atividade da CAT apresentou incremento da atividade no outono e na primavera € a
GST teve maior atividade no verdo, com uma redugdo gradual até a primavera. Os
niveis de LPO foram maiores no verdo com diminuicdo gradual até o inverno (Fig.2). O
hepatopancreas apresentou maior atividade da SOD no verdo e no inverno, a CAT
apresentou incremento de sua atividade na primavera e a GST, no outono e no inverno.
Os niveis de LPO se mantiveram constantes ao longo de todas as estagdes do ano

(p>0,05) (Fig.3).

4. Discussao

O presente estudo é o primeiro a descrever um padréo de variacdo sazonal para
marcadores do metabolismo intermediario e do balango oxidativo de machos adultos
reprodutivos (M1) e ndo reprodutivos (M2) de uma populacdo do lagostim
Procambarus clarkii, em uma éarea de distribuicdo ndo natural da espécie. Ambas

formas ndo apresentaram diferenca em relagdo ao comprimento, mas diferem em massa
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corporal, com M1 apresentando um maior grau de quitinizacdo do exoesqueleto e
quelipodos maiores, conferindo assim maior massa que M2, o que também foi
observado por Taketomi et al. (1990). Essa diferenca em massa corporal pode estar
ligada a condicdo reprodutiva e ndo reprodutiva e em consequéncia, as diferengas

bioguimico-fisioldgicas.

Os M1 apresentam maior atividade alimentar durante a primavera com 90% de
estdmagos 4 a 6 (médio a cheio), que pode estar relacionada a abundancia de larvas e
estagios juvenis de dipteros, (Wilke et al., 2017) e outros grupos nesse periodo no
Parque Alfredo Volpi: como consequéncia esses estbmagos cheios levaram a
estocagem de substratos energéticos, principalmente no hepatopancreas, para uso
durante o pico reprodutivo no verdo . Tal padrdo é suportado pelo incremento do IH na
primavera e sua subsequente diminuicdo no verdo, o que reflete uma possivel alocagédo
das reservas energéticos do hepatopancreas durante a reproducdo, tal padrdo de
estocagem que antecede o periodo reprodutivo foi também registrado para outros
decépodes (Brodie et al., 2017: Silva-Castiglioni et al., 2016), e outros lagostins (Silva-

Castiglioni et al., 2012).

Em M2 os menores graus de replecdo gastrica encontram-se no outono, quando
M1 apresenta grau alto. Ja foi observado que machos néo reprodutivos foram impedidos
de acessar o alimento por machos reprodutivos e fémeas apds a estacdo reprodutiva
(Zizzari et al., 2016). Em P.clarkii no sudeste do Brasil poderia estar ocorrendo
fendmeno semelhante, j& que as fémeas também apresentam altos graus de replecdo
gastrica depois da reproducdo (Valgas, 2018). No inverno o morfotipo M2 apresenta
uma maior quantidade de estdbmagos nas categorias de 4 a 6 (80%), enquanto que M1
apresenta 69% e as fémeas 60% (Valgas, 2018), indicando uma menor competi¢do

intraespecifica. Observou-se aumento no outono e na primavera de IH em M2, quando
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também é observado para esse morfotipo maiores estoques de glicogénio no
hepatopancreas. Essa estocagem indica uma preferéncia no uso de gorduras e proteinas:

como mencionado para lagostins nativos por Silva-Castiglioni et al. (2012).

A manutencdo da glicose circulante em M1 se deve possivelmente, a atividade
alimentar constante, cuja predominancia de estdmagos nas categorias 4 a 6. M2
apresentou diminuigdo da glicose circulante no inverno, o que coincide com a Unica
estacdo do ano onde se observou a predominancia (80%) de estdmagos de médio até
cheios (4-6) e um incremento dos niveis de glicogénio no hepatopancreas. Tais
resultados nos permitem sugerir um aumento da captacdo de glicose por este 6rgédo,
conduzindo a um incremento da glicogénese com consequente aumento deste
polissacarideo, Oliveira and da Silva (1997), utilizando carbono marcado observaram
gue o caranguejo Neohelice granulata submetido a diferentes dietas, faz uso de

glicose circulante na glicogénese hepatopancreatica, o que reforga nossa hipdtese.

A diminuicdo de proteinas na hemolinfa em M1 durante o outono esta
relacionada a possivel captacdo deste metabdlito pelos tecidos. Nesta estacdo as
proteicas no musculo e no hepatopancreas encontram-se altas, restabelecendo os
estoques de proteinas que haviam sido utilizados durante a estacdo reprodutiva
(verdo). Padrao semelhante foi verificado por Oliveira et al. (2007) estudando variagcdo
sazonal em Aegla platensis. Todavia, no inverno e na primavera hd uma diminuicéo
mais intensa do que observada no outono. O catabolismo deste substrato e a liberagé&o,
possivelmente, de aminodcidos gliconeogénicos, podem estar envolvidos. Esses
aminodacidos poderdo por sua vez serem utilizados na sintese de glicose auxiliando
assim, na manutencdo da glicemia e na sintese de glicogénio tecidual, visto que ha
aumento das reservas de glicogénio nos tecidos, principalmente no muasculo. Jimenez

and Kinsey (2015) em sua revisdo mostram uso de aminoacidos em vias
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gliconeogénicas e glicogénicas em crustidceos. O aumento do &cido Urico circulante
reforca a hipotese do catabolismo proteico, lembrando que este metabdlito é
sintetizado a partir do nitrogénio proveniente do catabolismo de proteinas, como

relatado por Weihrauch et al. (2017).

Ao contrario de M1 o pico de proteinas circulantes em M2 é no outono,
guando ha também predominancia de estbmagos vazios e diminuicdo das proteinas
musculares indicam um catabolismo destas e a liberacdo deste substrato na hemolinfa,
para possivel uso nas vias gliconeogénicas e/ou na producdo de ATP, como observado
por Oliveira and da Silva. (1997) no caranguejo estuarino Neohelice granulata em
experimento de dieta. Com relagdo ao acido Grico em M2, observaram-se 0s menores
niveis circulantes no outono, em contra ponto aos maiores niveis hemolinfaticos de
proteinas. O &cido Urico aumenta progressivamente nas estacBes subsequentes
(inverno e primavera), coincidindo com a diminuicdo de proteinas nestas esta¢des na
hemolinfa. Esse padréo indica uma captacdo e metabolizagdo das proteinas circulantes
nos tecidos, com consequente producdo de acido Urico a partir de subprodutos
nitrogenados gerados na degradagdo de proteinas como demonstrado por Weihrauch et

al. (2017).

Os lipideos totais na hemolinfa apresentaram uma diminui¢do no inverno para
M1 que, como reportado por Jimenez and Kinsey (2015) pode indicar o uso deste
substrato energético nesta estacdo em vias aerobicas para sintese de ATP. Na estacdo
subsequente, ha um pico de lipideos circulantes que coincide com a maior atividade
alimentar de M1. A alocacdo deste substrato a partir do trato gastrointestinal para a
hemolinfa foi demostrado por Silva-Castiglioni et al. (2016) em Aegla platensis
submetidos a periodos de jejum e realimentagdo. Em M2 os lipideos totais mais baixos

encontram-se no outono e inverno. Eles podem estar sendo alocados para o crescimento,
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como observado no siri Portunus trituberculatus (Han et al., 2017).

Os triglicerideos e colesterol VLDL na hemolinfa ndo se alteram ao longo do
ano em M1. Como em crustaceos o0s triglicerideos sdo a principal fonte de substrato
para sintese de ATP (Jimenez and Kinsey, 2015), no presente estudo aparentemente o
colesterol VLDL carreia os triglicerideos do trato gastrointestinal para os tecidos, ja
que os estbmagos permaneceram de médio a cheios durante todo o ano. Em M2 a
diminuicdo dos triglicerideos na hemolinfa e incremento das reservas nos tecidos no
inverno indica uma passagem direta do trato gastrointestinal para os diferentes tecidos.
A vantagem de estocar triglicerideos é que como sdo hidrofobicos, o organismo pode
estoca-los de forma anidra (Nelson et al. 2014). Vinagre and Da Silva (1993)
demostraram que até 20% da massa do hepatopancreas do caranguejo Neohelice
granulata é constituida por gorduras. Na primavera os niveis circulantes de
triglicerideos se mantém baixos, e insuficientes, havendo a deple¢do das reservas

teciduais.

A diminuicdo de colesterol total circulante na primavera em M1 pode estar
relacionada ao seu uso na sintese de hormonios sexuais na estacdo que antecede o pico
reprodutivo da espécie, como ja sugerido por diferentes autores para diferentes
crustaceos decapodes (Lafont and Mathieu 2007: Kumar et al., 2018: Buckup et al.,
2008: Vinagre et al., 2007: Silva-Castiglioni et al., 2007 e 2012: Musin et al., 2017).
Em M2, houve a deplecdo deste metabdlito no inverno, o que se pode associar ao uso
deste metabdlito para a sintese de ecdiesterdides e composicdo de membranas
celulares, como ja constatado por Jimenez and Kinsey (2015) e Fanjul-Moles et al.

(2012).

As reservas de glicogénio no musculo de M1 aumentam no inverno e na
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primavera. No inverno ha indicacdo do uso de aminoacidos em vias gliconeogénicas,
uma vez que hd a diminuicdo de proteinas circulantes e teciduais nesta estacao.
Resposta semelhante foi observada por Oliveira and da Silva (1997) para o caranguejo
estuarino N. granulata. Na primavera, parece estar diretamente relacionado com a
maior ingesta de alimentos. Uma relacdo direta entre os niveis de glicogénio e o grau
de replecdo gastrico também foi observado por Silva-Castiglioni et al. (2016) para
Aegla platensis submetida a diferentes periodos de jejum, o aumento de glicogénio
nesta estacdo também foi observado por Pinheiro (2015) e Vinagre et al (2007)
analisando as variagdes sazonais do metabolismo intermedidrio do lagostim
Parastacus brasiliensis promatensis e caranguejo Ocypode quadrata. As reservas de
glicogénio aumentam no hepatopancreas em periodos que antecedem a atividade
reprodutiva (Antunes et al., 2010), no caso de P.clarkii isto ocorreu no inverno,

guando também o grau de replecdo estomacal foi de médio a cheio.

As reservas de glicogénio no musculo de M2 diminuem no outono, quando
também ha& menor atividade alimentar, como ja mencionado anteriormente. Essa
diminuigdo na ingesta pode ter relacdo com competigdo intraespecifica. Copp (1986)
verificou a ocorréncia de hierarquia entre os machos de Procambarus clarkii, havendo
uma dominancia dos M1 sobre M2 e desta forma os impedindo de se alimentar. O
aumento do estoque de glicogénio muscular (inverno e primavera) e
hepatopancreatico (inverno) pode estar relacionado a uma maior atividade alimentar.
O aumento dos estoques de glicogénio no hepatopancreas durante o inverno e na
primavera no masculo também foram relatados em trabalhos com O. quadrata

(Antunes et al., 2010: Vinagre et al., 2007).

A redugdo do estoque de proteina muscular durante o inverno e primavera em
M1 parece estar associada com a utilizagdo deste substrato energético para sintese de
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glicogénio e/ou ATP, com a consequente formacédo de acido Urico, o qual se encontra
alto nesse periodo. No hepatopancreas, ha o aumento de proteinas no outono, que
parece estar relacionado com maior captacdo de aminodcidos por este tecido, levando
a diminuicdo das proteinas circulantes na hemolinfa ap6s o periodo reprodutivo.

Padrdo similar foi relatado por Dutra et al. (2008) em estudo com P. brasiliensis.

A diminuicdo das reservas proteicas no musculo de M2 coincide com os
periodos de menor grau de replecdo gastrica no outono. Isto pode estar associado a
interacBes agosnisticas hierarquicas na disputa por alimento com os machos
reprodutivos (M1), como também ja observado por outros autores para a espécie
(Figler et al., 2005: Horner et al., 2008: Issa et al., 1999). No hepatopancreas nao ha
variagdo nos niveis proteicos, o que evidencia 0 musculo como a principal reserva de
proteinas para o organismo, fato ja relatado para crustaceos por Musin et al. (2017) e

Jimenez and Kinsey (2015).

A alocacdo de lipideos no musculo tem padrdo semelhante ao observado no
glicogénio, com a transferéncia de substratos energéticos provinda diretamente da
dieta. Em M1 os lipideos totais tiveram um aumento durante a primavera, quando
possivelmente a dieta era rica em proteinas e gorduras provinda de artrépodes (Wilke
et al., 2017). Com relacdo ao hepatopéancreas, existe um aumento das reservas de
lipideos ap6s o término do pico reprodutivo (outono). Como Oliveira et al. (2007) e
Jimenez and Kinsey (2015) sugerem, ha uma realocagéo das reservas lipidicas para o

hepatopéncreas, ja que este é o principal sitio de reservas de triglicerideos.

Em M2, hd um pico de reservas lipidicas musculares e hepatopancreéticas no
verdo, isto pode estar relacionado a uma alimentagdo mais rica em gorduras, (naiades,

larvas de insetos e raizes), como visto por outros autores para Procambarus
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(Gutiérrez-Yurrita et al., 1998: Davis et al., 1986). A alimentacdo rica em &cidos
graxos e proteinas acelera o crescimento de juvenis de P.clarkii (Oliveira and Fabido
1998) o que poderia favorecer os M2 e tornad-los aptos a reproducdo na estacao

subsequente.

A estocagem de triglicerideos durante o verdo no musculo e hepatopancreas de
M1, revela uma preferéncia ao uso de carboidratos para sustentar as atividades ligadas
a reproducdo. No hepatopancreas 0 aumento desta reserva no inverno, nos permite
sugerir um preparo para o proximo ciclo reprodutivo, como apontado por Jimenez and
Kinsey (2015) para crustaceos. Os M1 parecem utilizar triglicerideos no inicio da
reproducdo, pois é um momento de grande gasto energético na producdo de gametas.
Durante o pico reprodutivo passam a estocar triglicerideos e a utilizarem as reservas
de carboidratos para sustentar os eventos reprodutivos. O incremento de triglicerideos
no verdo e no inverno em todos os tecidos de M2 pode estar associado, com
comportamento alimentar com preferéncia por alimentos gordurosos, pois temos

predominancia de estbmagos cheios e aumento de todas de gordura.

Os niveis de colesterol total nos tecidos de M1 apresentam aumento durante as
estacBes que antecedem e sucedem os periodos de maior atividade reprodutiva. Como
sugerido por Jimenez and Kinsey (2015) niveis altos de colesterol podem estar
associados a processos de sintese de hormdnios sexuais e ecdiesterdides. Foi
observado em M2 um pico de colesterol durante o outono. Contudo, no
hepatopancreas houve a diminuicdo deste no inverno, podendo estar associado ao
processo de muda. O colesterol € um importante componente da estrutura de
membranas celulares e é substrato para a sintese de horménios ecdiesterodes, sendo
assim fundamental durante os periodos de maior investimento em crescimento como

sugerido por Gu et al.(2017) em trabalho com Macrobrachium nipponense.
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O maior nivel de lipoperoxidacdo e de atividade das enzimas superdxido
dismutase e glutationa S-transferase no musculo durante o verdo em M1, parece estar
relacionado ao estresse gerado pela reproducdo, quando estes animais tem aumento da
taxa metabdlica, por terem que lidar com o aumento da procura por parceiras
reprodutivas e disputas agonisticas por territério (Daws et al., 2002: Figler et al.,
1995). Todavia, 0 aumento da atividade da SOD e GST néo foi o suficiente para
prevenir o dano oxidativo, havendo baixa atividade de CAT e possivelmente dano por
perdxido de hidrogénio provindo da dismutacdo do anion superoxido pela SOD. Em
Parastacus brasiliensis promatensis também ha aumento da atividade de SOD e GST
e incremento de lipoperoxidacdo, com diminuicdo de CAT (Pinheiro and Oliveira
2016). A maior atividade de CAT nos meses de outono parece estar relacionada com a
maior atividade alimentar pds-reproducdo, pela alta metabolizacdo de substratos
energéticos. Na primavera, a CAT alta é importante, pois € o periodo que antecede a
reproducdo, pois ela atua prevenindo danos oxidativos gerados pela maior demanda

energética (Peng et al., 2010).

O incremento da atividade da CAT, da GST e dos niveis de lipoperoxidagdo no
hepatopancreas durante o outono em M1, pode indicar uma maior atividade
metabolica deste 6rgdo, principalmente relacionado a sintese de reservas energéticas
(glicogénio, proteinas e lipideos), como verificado em Parastacus por Silva-
Castiglioni et al. (2012) e Pinheiro and Oliveira (2016). Na primavera, ha uma
diminuigdo da atividade da SOD e aumento da CAT sugerindo uma altern&ncia no
sistema SOD/CAT, a fim de reduzir o gasto energético: como sugerido por Fanjul-

Moles et al. (2012) em sua revisao de estresse oxidativo em crustaceos.

A diminui¢do da atividade de SOD e GST no musculo de M2 ocorre juntamente
com o0s menores niveis de lipoperoxidagdo, na primavera. A CAT, neste tecido,
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apresenta maior atividade durante o outono. Isso pode estar associado a eventos de
crescimento, quando a maior atividade tecidual durante a ecdise gera uma maior
formac&o de peroxidos de hidrogénio, com a CAT atuando prevenindo danos oxidativos
durante esse periodo de maior suscetibilidade, como sugerido por Salaenoi et al.(2014)
em estudo com Scylla serrata. No hepatopancreas ndo se observaram variagdes no
nivel de lipoperoxidacéo, possivelmente associado, a uma alternancia das estratégias de
defesas antioxidantes com maior atividade do sistema SOD, no verdo, CAT/ GST no
outono e SOD/ GST inverno. Ja na primavera, ha maior atividade da CAT e maiores
niveis circulantes do é&cido Urico, um antioxidante ndo enzimatico. A GST atua sob
subprodutos de vias metabolicas conjugando-os a molécula de glutationa (GSH), e
tornandos assim menos toxicos e de mais facil excrecdo, evitando desta forma a

formacdo de EROs (Harayashiki et al., 2016).

Observou-se uma clara distingdo no perfil de variacdo sazonal do metabolismo
intermediario e do balanco oxidativo entre os morfotipos M1 e M2. Além disto, M1
apresenta maior predominéncia de estdbmagos cheios durante todo o ciclo anual
estudado, como também, uma maior e mais efetiva alocacdo de substratos energéticos
a fim de manter a atividade reprodutiva. Por outro lado, M2 apresenta menor
capacidade de armazenamento das suas reservas energéticas, visto que faz uso destas
para sustentar possivelmente, eventos de muda e sua prépria sobrevivéncia. M1 parece
exercer uma forte dominancia hierarquica sobre M2 e isso se reflete no grau de
replecdo  gastrica menor em M2 e negativamente no balanco do
anabolismo/catabolismo de suas reservas energéticas. Tal conjunto de respostas pode
ser determinante para suprimir a capacidade de M2 chegar a um status reprodutivo
naquele ciclo anual. Sdo necesséarios mais estudos que visem avaliar o efeito de

multiplos estressores ambientais sob a capacidade destes animais se tornarem
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reprodutivos, afim de estabelecer melhores planos de manejo e controle para a

espécie, em ambientes onde é considerada invasora.
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Figura 1. Grau de replecdo gastrica e indice hepatossomatico de machos reprodutivos
(M1) e ndo reprodutivos (M2). Barras azuis representam dados referentes & M1, barras
verdes representam dados referentes a M2: A- grau de replecdo géstrica de M1: B -
grau de replecdo gastrica de M2: C- indice hepatossomatico de M1: D- indice
hepatossomético de M2: Letras diferentes indicam diferencas significativas (teste de
Kruskal-Wallis, complementar de Dunn) e * indica diferenca entre as curvas de M1 e
M2 ao longo do ano (teste de Friedeman).
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Figura 2. Atividade Enzimatica e nivel de lipoperoxidacdo no Mdsculo Abdominal de
machos reprodutivos (M1) e ndo reprodutivos (M2) de Procambarus clarkii. Barras
azuis representam dados referentes a M1, barras verdes dados referentes a M2. A -
atividade de SOD: B - atividade de CAT: C - atividade de GST: D - niveis de LPO.
indicam diferencas significativas (teste de Kruskal-Wallis,
complementar de Dunn) e * indica diferenca entre as curvas de M1 e M2 ao longo do
ano(teste de Friedeman).
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Figura 3. Atividade Enzimatica e nivel de lipoperoxidacdo no Hepatopancreas de
machos reprodutivos (M1) e machos ndo reprodutivos (M2) de Procambarus clarkii.
Barras azuis representam dados referentes & M1, barras verdes representam dados
referentes & M2. A - atividade de SOD: B - atividade de CAT: C - atividade de GST: D
- niveis de LPO. Letras diferentes indicam diferencas significativas (teste de Kruskal-
Wallis, complementar de Dunn) e * indica diferenca entre as curvas de M1 e M2 ao
longo do ano (teste de Friedeman).
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Tabela 1. Medidas morfol6gicas. Comprimento e massa dos animais: Letras diferentes
representam diferencas significativas (Test t).

Comprimento (mm) Massa ()
M1 85.42+0.69 a 22.83a
M2 76.91+ 1.004 a 13.70 b
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Tabela2. Metabolismo intermediario. Metabdlitos hemolinfaticos (Glicose, Proteinas, Acido Urico, Lipideos totais, Triglicerideos, Colesterol
total, Colesterol VLDL), metabdlitos dos tecidos musculares e hepatopancreaticos (Glicogénio, Proteinas totais, Lipideos Totais,
Triglicerideos e Colesterol total) de machos reprodutivos (M1) e ndo reprodutivos (M2) de Procambarus clarkii ao longo do ciclo sazonal.
Letras diferentes significam diferencas estatisticas (teste de Kruskal-Wallis, complementar de Dunn), * representa diferenca entre as curvas
dos metabélitos de M1 e M2 ao longo do ano(teste de Friedeman).

M1 M2

Verao Outono Inverno Primavera Verao Outono Inverno Primavera
Hemolinfa
Glicose (mg.mL 1)* 23.90+3.28 a 21.27+2.70a 25.07+#4.98a 26.07+7.24a 21.12+2.18a 22.43+3.37a 12.98+2.14b 39.74+9.78 a
Proteina (mg.mL 1)* 58.49+3.03 a 48.8846.59b 31.13+2.16c  28.82+3.25¢ 4356+3.65a 76.41+5.83b 31.01+1.84c 24.67+1.83c
Acido Urico (mg.mL 2)* 0.688+0.074a 1.13+0.21ab  1.07+0.18 ab 1.27+0.10 b 1.06+0.08 ac 0.66+0.11b  1.03+0.06a 1.51+0.14c
Lipideo (mg.mL 1)* 113.69+11.07a 114.02+18.56a 64.05+3.54b 162.91+11.31¢c 121.88+12.15a 88.44+498b 96.10+8.25b 118.48+7.59 a
Triglicerideos (mg.mL 1)* 24.38+3.26 a 26.32+5.47a 20.28+1.84a 17.70+0.97a  34.06+5.21ac 30.27+1.19a 20.65+2.58b 23.42+1.94 bc
Colesterol Total (mg.mL )* 20.33+4.33 a 20.32+3.23a 13.73%x1.62a 6.97+0.74 b 61.16+19.20a 37.05+11.51a 41.36+8.78a 9.03+0.88 b
Colesterol VLDL (mg.mL 2)* 4.87+0.65 a 5.26+1.09 a 4.05+0.36 a 3.54+0.19 a 6.81+1.04 a 6.05+0.23a  4.13+051b 4.68+0.38 ab
Msculo
Glicogénio (mg.g 1)* 0.16+0.05a 0.07+0.01 a 0.44+0.08 b 0.71+0.28 ¢ 0.33+0.14 a 0.04+0.01b  0.33+0.06ac  0.43+0.05c
Proteina (mg.g 1)* 68.18+8.53a 82.51+12.42a 29.20+12.42b 28.02+3.49b  61.79+10.09a 12.51+1.10b 37+40+4.35a 18.88+3.69b
Lipideo (mg.g 1)* 1.60+0.23 a 1.7240.40 a 1.38+0.28 a 2.69+0.21 b 11.06+3.13 a 1.36£0.36 b  2.36+£0.32bc  2.62+0.12 ¢
Triglicerideos (mg.g 1)* 0.54+0.11a  0.03+0.0052b  0.11+0.04 b 0.08+0.02 b 0.46+0.15a  0.01+0.0049b 0.24+0.05a 0.05+0.0094 c
Colesterol (mg.g 1)* 0.34+0.13 a 1.37+0.14 b 3.31+0.64 ¢ 0.44+0.06 a 0.61+0.15a 2.41+047b  0.21+0.03a  0.40+0.04 a
Hepatopancreas
Glicogénio (mg.g 1)* 0.47+0.13 a 0.64+0.11 ab 0.80+0.07 b 0.41+0.04 a 0.27+0.05 a 0.75£0.07b  1.73+0.24c  0.51+0.04 ab
Proteina (mg.g 1)* 14.72+551a  27.30+2.60b 12.53+2.89a 13.63t3.44a 4.78t1.63a 4.82+0.38a  6.79t1.26a  7.88+2.73a
Lipideo (mg.g 1)* 14.22+2.04 a 18.58+3.72 a 4.50£0.79 b 8.11+0.89 b 82.15+9.18 a 1.36£0.36 b  11.42+2.77b 13.46x1.87 b
Triglicerideos (mg.g 1)* 0.46+0.02 a 0.05+0.01 b 0.38+0.06 a 0.21+0.02 ¢ 1.40+0.31 a 0.07+0.01 b  0.34+0.05ac  0.18+0.01c
Colesterol (mg.g 1)* 0.31+0.08 a 0.71+0.13 b 0.63+0.21 b 0.42+0.12 ab 1.19+0.20 a 0.94+0.30a  0.20+0.02b  0.94+0.05a
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Material Suplementar

Tabela 1. Variaveis abidticas. Temperatura do ar, temperatura da 4gua, pH da agua, oxigénio

dissolvido na agua e precipitacéo.

Verdo Outono Inverno Primavera
Temperatura do Ar (°C) 23,11 19,89 17,85 20,41
Temperatura da Agua(°C) 22,75 22,26 16,8 20,8
pH da Agua 6,2 6,4 6,2 6,4
Oxigénio Dissolvido na Agua (mg.L %) 7,56 5,85 7,74 7,6
Preceptagdo (mm) 0,32 0,15 0,05 0,19
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Considerac0es Finais

Essa dissertacéo foi o primeiro trabalho a investigar as variages sazonais
metabolicas, balanco oxidativo, indices corporais e grau de replecdo géastrica, em
Procambarus clarkii capturados em ambiente natural. Foi possivel identificar o periodo
reprodutivo da espécie no Brasil, reconhecer as diferengas, competéncias e estratégias
fisiol6gicas que esta espécie lanca para manter a homeostase e detectar o periodo de maior

suscetibilidade a estressores antropogénicos.

O primeiro capitulo investigou as respostas sazonais e ciclo reprodutivo de fémeas
da espécie e foi possivel constatar que as fémeas apresentam alto grau de investimento na
reproducdo, estando este evento associado a uma diminuicdo da atividade alimentar e a
mobilizacdo de substratos energéticos (lipideos, proteinas e carbohidratos). Este investimento
traz consigo um onus durante o pico reprodutivo, conduzindo a um incremento do dano
oxidativo. No segundo capitulo foram investigamos as variagdes ciclo-anuais e diferengas
bioquimico-funcionais de machos reprodutivos (M1) e ndo reprodutivos (M2). Ficou clara a
distincdo do perfil de variacdo sazonal do metabolismo intermediario e do balan¢o oxidativo
entre os morfotipos M1 e M2, com M1 apresentando maior predominancia de estbmagos
cheios durante todo 0 ano como também, uma maior alocacdo de substratos energéticos a

fim de manter a reproducdo. M2 por sua vez, investe em crescimento e sobrevivéncia.

Com a realizagdo deste trabalho, mais questionamentos surgiram, como por exemplo:
(1)Como a espécie lida com as variacfes sazonais em seu ambiente de origem? (2)Seré que
guando exposta a multiplos estressores é capaz de sobreviver e manter a reproducdo? Sédo
necessarios futuros trabalhos que visem responder estas e outras perguntas, a fim de contribuir
para o estabelecimento de planos de manejo que tenham sucesso no controle das populacées

de Procambarus clarkii em ambientes onde foi introduzido.
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