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Ao meu avd Vilmor Carneiro (In memorian)
O amor e a saudade seréo eternos.

“Way down where the music plays

Way down like a tidal wave

Way down where the fires blaze

Way down, down, way, way on down”

Elvis Presley



Resumo

Os macroinvertebrados bentdnicos ocupam uma posi¢éo critica na cadeia alimentar,
uma vez que eles sdo responsaveis pela troca de energia entre 0s recursos basais e 0s
niveis troficos superiores. Com o objetivo de analisar o comportamento fisiolégico do
lagostim Parastacus brasiliensis promatensis ao longo do ano, foram coletados 69
individuos no més central de cada estacdo do ano. Os animais coletados foram medidos
quanto ao comprimento de cefalotérax, tendo como critério o valor minimo 20 mm para
captura, apds tiveram a hemolinfa retirada em meio contendo oxalato de potassio 10%
(anticoagulante) e deixadas em banho de gelo por 24 horas para utilizacdo apenas do
plasma nas andlises. Apoés a captura os animais foram sacrificados por crioanestesia.
No momento de cada coleta foi obtida uma amostra de dgua do local de coleta, riacho
Garapia (S&o Francisco de Paula, RS), para andlise dos parametros fisico-quimicos. Em
laboratério os individuos foram pesados quanto ao peso total e peso tecidual para
determinacdo dos indices de replecdo gastrica e hepatossomatico (IH), em ambos os
géneros, e gonadossomatico (IG) apenas nas fémeas; como também o grau de replecdo
gastrico. Na hemolinfa quantificamos, por espectrofotometria, as proteinas, o lactato, os
lipideos, os triglicerideos, o glicerol, o colesterol VLDL e o HDL e a glicose.
Analisamos ainda o comportamento de trés enzimas antioxidantes, sendo elas a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa S-tranferase (GST); bem
como uma medida de dano celular (lipoperoxidagédo, LPO), com o objetivo de descrever
0 status oxidativo desta subespécie em diferentes estacdes do ano. Estas analises foram
realizadas, por métodos espectrofotométricos, nas branquias, no hepatopéncreas e no
musculo abdominal para ambos 0s géneros e, nas gbnadas das fémeas. Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via seguida de Bonferroni ou Kruska-Wallis seguido de

Dunn, nos programas SPSS (versdo 17.0) ou Bioestat, respectivamente.



As analises estatisticas indicam que houve diferenca entre o IH E IG de fémeas ao
longo do periodo de estudo. Na primavera (pico reprodutivo) observamos um aumento
do IG e uma reducdo do IH, sugerindo alocacdo das reservas energéticas do
hepatopancreas para as gbnadas; hipdtese reforcada pela anélise do IH em machos, onde
ndo houve diferenca significativa. O indice gastrico mostrou uma reducao (p<0,05), em
ambos 0s sexos, no inverno o que aliado a uma diminui¢do da temperatura ambiental e
manutencdo da glicemia sugerem uma diminuicdo da taxa metabolica e da exploragédo
do habitat, com possivel utilizagdo das reservas enddgenas; aliados a uma diminuicdo
do glicerol e proteinas na transicdo do outono para o inverno. Ambos 0s géneros
apresentaram diferencas (p<0,5) para os niveis de lactato, com os niveis relacionando-se
possivelmente com o baixo teor de oxigénio dissolvido (3,31mg/l) encontrado na &gua
no verdo, sendo estes considerados niveis hipoxicos. Houve também um aumento
significativo em toda a cadeia lipidica em ambos 0s sexos; porém, mais pronunciado
nas fémeas, no periodo que corresponde ao apice da reproducdo, sendo a provavel causa
0 preparo reprodutivo diretamente e/ou 0 aumento de gasto energético nesta situagao.

Quanto ao estresse oxidativo, os resultados sugerem que as fémeas apresentam um
grande gasto energético na protecdo do tecido gonadal, principalmente na primavera
(&pice da reproducdo), mantendo um alto grau de atividade da enzima GST, aliado a
menor medida de dano celular (LPO) quando comparado com os demais tecidos. J& para
os machos o nivel de lipoperoxidacdo foi maior na primavera, em todos os tecidos.
Contudo, o tecido branquial se mostrou incapaz de aumentar a atividade antioxidante,
sendo apenas 0 musculo e o hepatopancreas capazes de incrementarem as defesas

enzimaticas na primavera.



Podemos concluir que fatores sazonais influenciam claramente o ciclo bidlogico de
P. brasiliensis promatensis e demandam ajustes no balango oxidativo, exigindo uma

demanda maior das defesas antioxidantes enzimaticas e do sistema metabdlico.

Palavras-chave: Parastacus, lagostim, metabolismo, estresse oxidativo.



Abstract

Benthic macroinvertebrates occupy a critical position in the food chain, since they
are responsible for the exchange of energy between basal resources and higher trophic
levels. In order to analyze the physiological behavior of the species throughout the year,
we collected 69 individuals of Parastacus brasiliensis promatensis in the central month
of each season. The animals collected were measured for carapace length, taking as a
criterion the minimum value for capture 20mm after hemolymph were removed in
medium containing 10% potassium oxalate (anticoagulant) and left on ice for 24 hours
to use only plasma in the analyzes. After capturing the animals were sacrificed by
Cryoanesthesia. A water sample from Garapia stream (San Francisco de Paula, RS) for
analysis of physical and chemical parameters was collected. In laboratory subjects were
weighed on the total weight and tissue weight to determine the rates of gastric fullness
and hepatossomatic, in both genders, and gonadosomatic only in females; as well as the
degree of gastric fullness. In the hemolymph were quantified by spectrophotometry
proteins, lactate, lipids, triglycerides, glycerol, glucose, cholesterol, VLDL e HDL and
glucose. Also analyzed the behavior of three antioxidant enzymes, which were
superoxide dismutase, catalase and glutathione s-transferase; as well as a cellular
damage measure (lipid peroxidation), in order to describe the oxidative status of this
subspecies in different seasons. These analyzes were performed by spectrophotometric
methods, gills, in hepatopancreas and abdominal muscle for both genders and in the
gonads in females. Data were analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni or
Kruska-Wallis followed by Dunn (17.0 SPSS- or Bioestat).

The statistical analysis indicated that there was difference between IH and IG of

females throughout the study period. In the spring (reproductive peak) observed an



increase in the IG and reduced IH, suggesting allocation of energy hepatopancreas
reserves to the gonads; hypothesis reinforced by the analysis of IH in males, where there
was no significant difference. Gastric index showed a reduction (p <0.05) in both sexes,
in winter which combined with a decrease in ambient temperature and blood glucose
control suggest a decreased metabolic rate and habitat exploitation, with possible use of
endogenous reserves; combined with a decrease in glycerol and protein in the autumn
transition to winter. Both genders showed differences (p <0.5) for lactate levels, as
levels possibly linking up with low dissolved oxygen content (3,31 mg / I) in the
summer. There was also a significant increase across the lipid chain in both sexes but
more pronounced in females in the period corresponding to the apex of reproduction,
and the probable cause reproductive preparation directly or increased energy
expenditure in this situation.

As for oxidative stress, the results suggest that females have a large energy
expenditure in protecting the gonadal tissue, especially in the spring (playback apex)
while maintaining a high degree of GST enzyme activity, together with the lesser extent
of cellular damage when compared with the other tissues. As for the males lipid
peroxidation level was higher in the spring, in all tissues. However, the gill tissue
proved unable to increase antioxidant activity, and only the muscle and hepatopancreas
were able to increase the enzymatic defense in the spring.

We can conclude that seasonal factors clearly influence the biological cycle of P.
brasiliensis promatensis and demand adjustments in the oxidative balance, requiring a

greater demand of enzymatic antioxidant defenses and of the metabolic system.

Keywords: Parastacus, crayfish, metabolism, oxidative stress.



Apresentacao

O presente estudo buscou avaliar o comportamento metabolico de Parastacus
brasiliensis promatensis, lagostim de agua doce, em ambiente livre de impactos
antropicos diretos, contribuindo de forma direta para a maior compreensdo sobre os
fatores naturais que atuam de forma determinante na manutencdo do ciclo biolégico
destes animais.

Dois artigos foram organizados com os resultados obtidos neste estudo e compde o
corpo desta dissertacdo, correspondendo ao capitulo I e I1.

O capitulo I foi intitulado: “Efeitos das variagdes sazonais de metabolitos
plasméticos e indices corporais de Parastacus brasiliensis promatensis (Crustacea,
Decapoda).” Neste trabalho foram analisados metabdlitos plasméaticos de machos e
fémeas, ao longo do ano, bem como os indices hepatossomatico (em ambos os géneros),
gonadossomatico (somente em fémeas) e de replecdo estomacal. Este artigo sera
submetido, apds analise e contribuicdo da banca avaliadora deste mestrado, a revista
Journal of Experimental Zoology Part A: Ecological Genetics and Physiology, a qual é
Qualis A2 na plataforma Capes na area de Biodiversidade.

O capitulo II foi intitulado: “Estudo do status oxidativo em diferentes tecidos de
Parastacus brasilisensis promatensis (Crustacea, Decapoda) ao longo de um ciclo
sazonal”. Neste capitulo analisamos o status oxidativo, de forma sazonal, em quatro
tecidos, sendo eles: branquias, musculo abdominal, hepatopancreas e gbnadas, fazendo
distingdo entre os sexos para os tecidos, exceto para o tecido gonadal, o qual foi
analisado apenas em fémeas. Para tal estudo utilizamos como indicadores do status
oxidativo trés enzimas antioxidantes (Superdxido Dismutase, Catalase e Glutationa S-
transferase) e a medida de lipoperoxidacdo. Este artigo sera submetido a American

Journal of Physiology. Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, o qual é
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Qualis B1 na plataforma Capes na area de Biodiversidade, apds andlise e contribuicdo

da banca avaliadora.
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Resumo:

Com o objetivo de tracar o perfil metabdlico anual de P. brasiliensis promatensis
foram coletados 69 individuos em ambiente limnico conservado, entre 2013 e 2014. A
hemolinfa foi utilizada para as quantificacbes bioquimicas de proteinas, glicose, lactato,
lipidios totais, triglicerideos, glicerol, colesterol total, VLDL e HDL, por metodos
espectrofotométricos. Foram pesados os individuos (peso total) e os tecidos para
determinacdo dos indices hepatossomatico (IH), gonadossomatico (IG) (em fémeas) e
de replecdo estomacal. As analises estatisticas indicam que houve diferenca (p<0,05)
entre 0 IH e IG de fémeas, como uma diminui¢do do IH e incremento do IG na
primavera. Em ambos o0s sexos houve um incremento em toda a série lipidica durante a
primavera, com exce¢do do glicerol. Estes dados indicam uma maior alocagdo
energética dos tecidos para as gbnadas durante o pico reprodutivo, nas fémeas, e
comportamentos reprodutivos, nos machos. O aumento dos niveis de lactato parece
estar relacionado com os menores valores de oxigénio dissolvido na agua, verificados
no verdo (3,31mg/l). O indice gastrico mostrou uma reducdo (p<0,05), em ambos 0s
sexos, no inverno o que aliado a uma diminuicdo da temperatura ambiental e
manutencdo da glicemia sugerem uma diminuicdo da taxa metabolica e da exploragdo
do habitat, com possivel utilizacdo das reservas enddgenas; conjugado a uma
diminuicdo do glicerol e das proteinas na transicdo do outono para o inverno. A partir
destes resultados evidenciamos que o periodo de reproducdo da espécie, primavera e
verdo, demanda uma alta alocacao energética para que estes animais tenham sucesso na
reproducdo; no inverno, o uso de parte das reservas lipidicas e proteicas aliado a uma
diminuicdo da taxa metabdlica garantem a manutencéo da homeostase e a sobrevivéncia

dos animais. Tal conjunto de respostas possivelmente torna estes lagostins mais
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vulneraveis a fatores de estresse agregados ao habitat, como por exemplo, alteracdes
antrépicas nestes periodos do ano.
Palavras chaves: Crustacea, Parastacus brasiliensis promatensis, metabolitos

plasmaéticos, indices corporais, reproducao, sazonalidade
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Introducéo

Dentro do contexto da biodiversidade, os invertebrados ocupam uma posicao critica
em teias alimentares de todos os ambientes, fazendo parte da base dos nossos
ecossistemas (Stevenson, 2005); sendo assim importante, incrementar o conhecimento
das estratégias adaptativas destes animais em termos bioquimico-funcionais, tanto em
ambiente natural como em situagdes de cultivo experimental.

Os lagostins de agua doce sdo encontrados em varios ambientes limnicos como
lagos, rios, pantanos, lagoas temporarias e estuarios. Em especial, dentre o0s crustaceos,
os Parastacidae estdo entre os lagostins que apresentam maiores adaptacdes a ambientes
extremos, habitando aguas com correnteza escassa ou ausente (Richardson, ‘83),
adaptados a habitats de agua fria e com teores variados de oxigénio (Castiglioni et al.
2010). O género Parastacus compreende seis espécies no Brasil, distribuidos
principalmente na por¢do meridional do pais. Parastacus brasiliensis € a espécie mais
amplamente encontrada, principalmente no Rio Grande do Sul (Buckup, 2003). Estes
animais tém habito noturno, deixando suas habita¢des subterraneas para se alimentarem
no interior da 4gua ou nos ambientes emersos mais proximos (Buckup e Rossi, ‘80).

Em 2008, foi descrita a subespécie P. brasiliensis promatensis Fontoura e Conter,
2008, coletado a 850 m do nivel do mar, no municipio de Sao Francisco de Paula-RS,
estabelecendo um novo limite de altitude para o género no Rio Grande do Sul.

Fontoura e Buckup (‘89) verificaram que a reproducdo em Parastacus brasiliensis
tem duas fases distintas. A primeira que vai de setembro a janeiro e é caracterizada pela
postura e incubacdo dos ovos junto aos pledpodos. A segunda ocorre apos a eclosdo dos
juvenis, quando estes permanecem aderidos aos pledpodos da fémea. Esta fase vai de
novembro a fevereiro. Estes dados estdo de acordo com o descrito na literatura para a

populacédo de P. brasiliensis promatensis (Fontoura e Conter, 2008). Os mesmos autores
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verificaram ainda que provavelmente devido a latitude a qual se encontra, esta
subespécie possui crescimento e maturagdo precoce, sendo encontrados individuos
férteis com um ano de vida. Quanto aos habitos alimentares, P. brasiliensis promatensis
é descrito como politréfica, com uma dieta baseada principalmente em detritos vegetais.

Varidveis abidticas que flutuam de acordo com as estacbes do ano como
disponibilidade de luz e temperatura sdo pontos criticos na maioria dos processos
ecossistémicos (Huryn et al., 2014), sendo estes determinantes ao metabolismo em nivel
de individuo. O metabolismo basal pode ser definido como o custo de manter-se vivo,
compreendendo 0s processos dos quais 0 organismo ndo pode abrir médo (pelo menos
ndo a longo prazo), niao incluindo crescimento ou reprodugdo (Clarke, ‘93). Deste
modo, o periodo reprodutivo, a disponibilidade de alimento e o ciclo de muda, para
crustaceos, podem determinar um desbalanco na necessidade de gasto energético e
reservas energéticas disponiveis.

A ideia central deste estudo é incrementar o conhecimento para o entendimento das
estratégias de alocacdo dos recursos energéticos, visto que estes tém um papel
importante no custo da reproducdo, crescimento e sobrevivéncia dos animais. Assim, 0s
objetivos deste trabalho foram estudar as variagcdes sazonais de parametros metabélicos
plasmaticos e indices corporais em machos e fémeas de P. brasiliensis promatensis ao
longo de um ciclo de sazonalidade, relacionando essas variagbes com aspectos da

biologia, com 0s géneros e as condi¢des do habitat da espécie.
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Material e métodos

Os lagostins foram capturados em um trecho do riacho Garapia, no municipio de
Sao Francisco de Paula, (29°29.371° S; 50°13.800° W), o qual se localiza dentro da area
do Centro de Pesquisas e Conservacdo da Natureza Pr6-Mata. O riacho Garapia esta
inserido em meio a confluéncia das formacdes vegetais de Floresta Ombrofila Densa,
Floresta Ombrofila Mista e Campos de Cima da Serra, situado a 900m de altitude,
sendo sua nascente de primeira ordem (Nin et al., 2007). Foram realizadas quatro
campanhas amostrais, de outubro de 2013 a agosto de 2014, contemplando o més
central de cada uma das estagdes do ano a fim de se ter condicbes mais fi€is as
caracteristicas e particularidades da estacdo. Para o desenvolvimento deste estudo
contamos com autorizagdo do Instituto Chico Mendes para a Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio- 43587) e Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS
(n° 13/00352).

Para a captura dos espécimes de P. brasiliensis promatensis foram utilizadas 80
armadilhas, que consistiam em garrafas pet de boca cénica invertida e como isca foi
utilizado figado de frango. As armadilhas foram colocadas sempre ao entardecer e
retiradas no outro dia no inicio da manhd, contemplando o horéario de maior atividade da
espécie (Buckup, 2003); o figado de frango serve como atrativo aos animais ndo sendo
ingerido de maneira significativa.

Os individuos capturados foram previamente medidos quanto ao comprimento do
cefalotérax (CC), ndo sendo utilizados na pesquisa individuos com CC inferior a 2,5
cm, sendo este valor estipulado com base nas observagdes in loco em coletas
preliminares, afim de utilizar apenas individuos aptos a reproducdo. Em meédia 1,5 ml
de hemolinfa foram retirados dos animais em meio contendo oxalato de potassio a 10%

(anticoagulante) e apds, as amostras foram colocadas em tubos conicos e deixadas por
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24 horas em banho de gelo para a decantacdo dos hemacitos, sendo apenas o plasma
coletado, congelado e posteriormente utilizado para as dosagens.

Apos, os individuos capturados foram eutanasiados em banho de gelo e mantidos a
menos 20°C nas dependéncias do Laboratério de Fisiologia da Conservagdo (PUCRYS)
para posterior dissecacdo, sexagem e pesagem dos tecidos (estomago, hepatopancreas e
gonadas). No total foram estudados 69 animais, sendo 37 machos e 32 fémeas, todos no
periodo de intermuda (Highnan e Hill, <77).

Durante as campanhas amostrais foram determinados parametros das condigdes
abidticas do riacho, sendo eles: temperatura, pH, condutividade e oxigénio dissolvido
através de aparelho multiparametros (ASKO). Uma amostra de agua do riacho foi
coletada e mantida refrigerada para posterior determinacdo da concentracdo de matéria
organica, de nitritos e de nitratos, além da medida de dureza, todos quantificados no
Laboratdrio de Processos Ambientais da PUCRS. As amostragens foram realizadas
sempre no periodo da manhg, ao final da coleta dos animais.

As anélises bioquimicas foram realizadas em duplicata, por espectrofotometria, com
0s resultados expressos em mg/dl de plasma; com excecdo de proteinas totais que foram
expressas em g/dl de plasma, e lactato que foi expressa em mmol/L.

As proteinas foram quantificadas conforme kit da Labtest (Referéncia n° 99), tendo
como principio a reacdo de ions cobre com as ligacGes peptidicas das proteinas séricas,
em um meio de reacdo alcalino, formando um liquido de coloracdo purpura que tem
absorbancia méxima em 545 nm.

Os niveis de glicose foram quantificados através do método da glicose oxidase com
emprego do kit da Labtest (Referéncia n® 84), onde a glicose oxidase catalisa a reacdo
da glicose formando peroxido de hidrogénio que reage com o 4-aminoantipirina a fenol,

sob acdo de uma peroxidase, atraves de uma reacdo oxidativa de acoplamento formando
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uma antipirilquinona vermelha. A intensidade de colora¢do formada € proporcional a
concentracéo de glicose na amostra, com absorbancia a 500 nm.

A dosagem de lactato (Reféncia n° 138) foi realizada através do Kit da Labtest, no
sentido da formagéo do piruvato, determinado em absorbéncia de 340 nm.

Os lipidios totais foram medidos pelo método da sulfofosfovanilina (Frings et al.,
“72), este método consiste na oxidacdo dos lipidios celulares a fragmentos pequenos
apos a digestdo quimica com &cido sulfurico concentrado quente. Apos a adicdo da
solugdo de vanilina e &cido fosférico, um complexo vermelho é formado, sendo a
intensidade da cor vermelha formada proporcional a concentracdo de lipidios na
amostra, com absorbancia a 530nm.

Os triglicerideos foram quantificados através do kit da Labtest (Referéncia n® 87),
onde a lipoproteina lipase promove a hidrolise dos triglicerideos liberando glicerol que
é convertido, pela acdo da glicerolquinase em glicerol-3-fosfato. Este é oxidado a
dihidrooxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenca da glicerolfosfato oxidase.
Apos, ocorre uma reacdo de acoplamento entre o perdxido de hidrogénio, 4-
aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma
quinoneimina que tem maximo de absor¢do em 520 nm. A intensidade de cor vermelha
formada € diretamente proporcional a concentracéo dos triglicerideos da amostra.

Os niveis de glicerol livre foram quantificados utilizando o Kit da BioAnalises
(Referéncia n® 5360), tendo como base duas rea¢fes enzimaticas sem a inclusdo de uma
hidrélise inicial das lipases. O glicerol é fosforilado pela adenosina-5’-trifosfato (ATP)
formando glicerol-1-fosfato (G-1-P) e adenosina-5’-difosfato (ADP) em uma reagéo
catalisada pela gliceroquinase (GK). O G-1-P é oxidado pela enzima glicerol fosfato
oxidase (GPO) a dihidrooxiacetona fosfato (DAP) e peroxido de hidrogénio (H202). A

peroxidase catalisadora do peroxido de hidrogénio acopla-se com a 4-aminoantipirina

20



(4-AAP) e a Sodio N-etil-N-(3sulfopropil)-m-anisidina (ESPA) para produzir a cor que
mostre uma maxima absorbancia a 340 nm. O aumento na absorbancia a 340 nm é
diretamente proporcional a concentragdo de glicerol livre da amostra.

O colesterol total foi quantificado através do kit da Labtest (Referéncia n° 76), sendo
os ésteres de colesterol hidrolisados pela colesterolesterase até colesterol livre e &cidos
graxos. O colesterol livre € oxidado pelo colesterol oxidase a colesterol-4-em ona e
peroxido de hidrogénio; na presenca de peroxidase e perdxido de hidrogénio, o fenol e a
4-aminoantiripina sdo oxidados formando a antipirilquinonimina que tem absorbancia
maxima em 500 nm. A intensidade de cor formada na reacdo final é diretamente
proporcional a concentracdo de colesterol da amostra.

O colesterol VLDL foi determinado por relacdo matemaética, sendo usado o
resultado de triglicerideos multiplicado por 5.

Os niveis de colesterol HDL (Kit Labtest, Referéncia n°® 13) foram medidos
quantitativamente através das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) precipitadas e, apds centrifugacdo, o colesterol
ligado as lipoproteinas de alta densidade (colesterol HDL) foi determinado no
sobrenadante, com absorbéncia a 500 nm.

Os indices hepato e gonadossomatico foram determinados pelo método descrito por
Grant e Tyler (1983) e Vazzoler (‘96) pela seguinte formula matematica: (massa do
tecido/massa do animal) x 100.

O grau de replecdo estomacal foi determinado de acordo com Willians (‘81) e Bueno
& Buckup (2004), por analise visual do volume de alimento presente no estdmago e
classificado em seis categorias diferentes:

Classe 1= 0% de replecéo;

Classe 2 < de 5% de replecéo;
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Classe 3 de 5% a 35% de replecgéo;

Classe 4 de 35% a 65% de replecdo;

Classe 5 de 65% a 95% de replecdo;

Classe 6> 95% de replecdo.

Para calcular o indice médio de replecdo gastrica (IR) foram considerados a massa
dos estdbmagos e a dos animais conforme a seguinte relagdo matematica:

IR=Ws/WT, onde:

Ws = massa do estomago e WT = massa total do animal, e

IRmedio= (3IR/ n)

Onde: n= nimero de animais.

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo, analisados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade através do teste de Levene.
Quando os dados apresentaram uma distribuicdo normal foi feita uma ANOVA de uma
via, seguida de Bonferroni quando o p >0,05 ou Games Howell quando o p <0,05 no
teste de Levene. Para a analise comparativa entre machos e fémeas ao longo do ciclo
sazonal foi utilizado Anova de duas vias. Parte das analises foram realizadas no SPSS
20.0 e para dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis com
complementar de Dunn, sendo este teste feito através do programa BioEstatic 5.0.

Foram consideradas significativas as diferencas com p < 0,05.

Resultados

Os dados abidticos das coletas mostram que a maior temperatura da gua ocorreu no
verdo, estacdo de menor valor de oxigénio dissolvido. Na primavera houve um aumento

do oxigénio dissolvido, coincidindo com o maior valor de pH registrado. A
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condutividade teve um aumento no outono. A matéria organica e o nitrito se
mantiveram constantes ao longo das estagdes, porém tanto o nitrato quanto a dureza se
mostraram maiores no outono e no inverno em relacdo a primavera e verdao. um
aumento de temperatura no verdo coincidindo com a queda de oxigénio dissolvido, 0s
dados obtidos apontam também um aumento da condutividade no outono (Tab. 1); os
demais parametros parecem se manter constantes ao longo das estacbes. Como as
coletas dos parametros abidticos foram pontuais nas estacbes do ano ndo podemos
realizar uma anélise estatistica dos mesmos.

Para machos e fémeas houve um aumento significativo das proteinas totais
circulantes no outono, estando estas diminuidas e mantidas constantes nas demais
estacOes do ano (Fig. 1.A).

A glicose apresentou uma tendéncia de elevacgéo (p>0,05) nos meses de veréo, para
ambos os sexos, porém ndo constatamos diferencas significativas entre as estacGes do
ano (Fig. 1.B).

O lactato apresentou valores maiores no verdo para ambos 0s géneros, no entanto 0s
niveis ndo foram significativamente diferentes dos niveis de lactato observados na
primavera, estando estes valores reduzidos (p<0,05) no outono e no inverno (Fig. 1.C).

Os niveis de lipidios totais em machos apresentaram valores mais elevados na
primavera, seguido por uma diminuic¢do no verdo, chegando a niveis significativamente
mais baixos no inverno. Em fémeas a primavera também foi a estacdo onde observamos
maiores (p<0,05) concentragdes de lipidios totais, seguido por uma queda significativa
no verdo e manutencdo destes niveis no outono e no inverno (Fig. 2.A).

A concentragdo de triglicerideos circulantes em machos mostrou um incremento
(p<0,05) na primavera seguido de uma diminui¢cdo no verdo e no inverno, no outono

observamos valores similares aos encontrados na primavera. Ja nas fémeas observamos
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um pico dos triglicerideos somente na primavera com valores reduzidos nas demais
estacdes do ano (Fig.2.B)

Para os niveis de glicerol observamos um aumento (p<0,05) no outono, tanto para
machos como para fémeas, alcangando valores cerca de duas vezes maiores quando
comparado aos valores registrados na primavera e no inverno. No verdo os niveis foram
também inferiores como na primavera e no inverno, porém sem diferenga significativa
(Fig. 2.C).

Para machos, o colesterol total foi mais abundante na primavera, seguido de um
declinio gradual e intenso até o inverno; ja nas fémeas o colesterol total foi mais
elevado nos meses de primavera e verdo, apresentando uma reducdo de seus niveis no
outono (Fig. 2.D).

Os niveis de colesterol VLDL apresentaram um padrdo de resposta semelhante aos
triglicerideos; onde para 0os machos observamos um incremento nos niveis circulantes
de VLDL na primavera seguido de outro pico no outono, atingindo assim valores
similares aos da primavera e no inverno, estes niveis apresentam-se significativamente
reduzidos. As fémeas mostram um aumento na primavera, seguido por um declinio a
partir do verdo (p>0,05), sendo esta diminui¢do significativa apenas no outono e no
inverno (Fig. 2.E).

Para o colesterol HDL foi constatado como a mais abundante forma de lipidio
circulante, desconsiderando os lipidios totais, na primavera tanto para os machos como
para as fémeas, sendo significantemente menor e constante nas demais estaces do ano
(Fig. 2.F).

Diferencas no padréo anual de proteinas totais e triglicerideos foram constadas entre

machos e fémeas, sendo que os demais metabolitos mostraram padréo similar.
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O indice hepatossomatico apresentou-se constante para machos ao longo de todas as
estacOes; ja em fémeas verificamos 0s menores valores na primavera e no inverno (Fig.
3.A). O indice gonadossomatico apresentou valores mais elevados na primavera, sendo
este significativamente superior as outras estacdes do ano (Fig.3.B).

Para o indice de replecéo gastrico observamos uma tendéncia de aumento no verdo e
no outono para ambos os sexos, sendo significativa apenas para machos (Fig. 3.C).

Quando analisamos o grau de replecdo, representado por classes, em ambos 0s sexos
verificamos que ao longo do ano predominam (de 60 até 100%) de estbmagos entre as
classes 4 e 6. Na primavera observamos que nos machos 80% dos lagostins coletados
estavam na faixa entre 4 e 6 e apenas 20% entre as classes 2 e 3; nos meses de verdo
estdo padrdo se altera, onde constatamos nos machos um incremento de estdmagos
cheios (classe 6) em 75% dos animais coletados; no outono encontramos uma
distribuicdo mais ampla com os estdmagos estando classificados nas classes 2, 3, 5,
porém com o predominio da classe 6 (cerca de 40% dos individuos); no inverno
verificamos 100% dos animais nas classes 4 e 5 (Fig 4 A, B, C e D). J& nas fémeas
100% se encontravam entre as classes 4 e 6 na primavera; no verdo aumenta a
diversidade de classes encontradas, onde observamos 10% de animais na classe 1 e 3 e
0s 90% restantes nas classes 5 e 6; no outono observamos 75% de estdmagos na classe
6 e 0s 25% restantes distribuidos igualmente entre as classes 3 e 5; nos meses de
inverno a quantidade de alimento nos estbmagos foi igualmente distribuida entre as

classes4e5 (Fig4E, F, GeH).

Discussao

Como em outras espécies de crustaceos decapodas (Rosa e Nunes, 2003; Dutra et

al., 2008; Lane et al., 2010), as fémeas de P. brasiliensis promatensis tem um alto

25



investimento na maturacdo gonadal, acarretando assim em uma maior demanda
energética. Durante a reproducdo ocorre a mobilizacdo das reservas para apoiar o
crescimento dos odécitos (Kucharski e da Silva, ‘91) ¢ de acordo com Dutra et al.
(2008), ocorre um aumento da concentracdo de lipidios no hepatopancreas, bem como o
aumento do indice gonadossomético nas fémeas desta espécie nesta época como
também verificado neste trabalho para este indice (IG). Perfil compativel com o ciclo
reprodutivo extenso verificado em P. brasiliensis promatensis, iniciando na primavera e
estendendo-se até meados do verdo (Fontoura e Conter, 2008).

Em duas situacdes a reproducdo pode levar a reducédo da taxa de sobrevivéncia: (1)
quando aumenta a vulnerabilidade a poluentes e outros fatores estressores ou (2) quando
a reserva energética é esgotada, limitando a energia disponivel para as demais fungdes
bioquimicas (Harshman e Zera, 2007), como a reproducdo. P. brasiliensis promatensis
parece se adaptar a alta demanda energética para o preparo reprodutivo, reforcando esta
hipotese observamos um incremento do colesterol HDL (p<0,05) na primavera (Fig.
2.F). O colesterol HDL é o responsavel por transportar a gordura dos tecidos para o
figado em vertebrados e possivelmente, para o hepatopancreas e/ou gbnadas em
invertebrados; ressaltamos que em crustaceos a sintese de vitelogenina parece ocorrer
tanto no hepatopéancreas como nas gonadas (Rosa e Nunes, 2003; Ghanawi e Saoud,
2012). Associado a esta resposta verificamos também valores aumentados de toda a
série de lipidios circulantes, o que pode auxiliar na sintese dos hormdnios reprodutivos
esteroidais, na gametogénese e na sintese de vitelogenina.

A resposta pela qual encontramos elevados valores de todos marcadores lipidicos
estudados (lipidios totais, triglicerideos e colesterois) principalmente nas fémeas na
primavera (Fig.2), pode estar relacionado a duas situagdes. A primeira ligada ao preparo

reprodutivo diretamente, com o transporte/sintese de vitelogenina para as gonadas. A

26



vitelogenese é 0 processo no qual o organismo estoca no ovo o vitelo que contém as
reservas necessérias para o desenvolvimento do embrido, constitui um importante
mecanismo para a reproducdo em crustaceos (Tsukimura, 2001). A vitelogenina de
crustaceos € uma glicolipoproteina que tem em sua composicao fracfes de LDL e HDL,
além de diferentes proporcoes de fosfolipideos, triglicerideos, proteinas e carotenoides,
além de carboidratos (Komatsu et al., ‘93; Petersen e Anger, ‘97). A vitelogenina pode
ser produzida de forma enddgena (nas goénadas), sendo assim chamada de vitelogenese
primaria, ou exdgena (em outros 6rgdos), sendo chamada de vitelogenese secundéria
(Ghanawi e Saoud, 2012). A vitelogenese secundaria € realizada principalmente no
hepatopancreas, ocorrendo na estagdo reprodutiva, com necessidade de transporte pela
hemolinfa e transferéncia para as génadas (Charniaux-Cotton, ’85; Tsukimura, 2001).
Ferré et al. (2011) ao analisar a vitelogenina na hemolinfa, no ovéario e no
hepatopancreas de Cherax quadricarinatus encontraram 0s maiores valores de
vitelogenina circulantes no pico reprodutivo de C. quadriculatus. Estudos futuros
visando a quantificacdo desta glicolipoproteina (vitelogenina) sdo necessarios para uma
maior compreensdo deste processo em P. brasiliensis promatensis.

Outro fator que pode estar relacionado com os altos niveis dos marcadores lipidicos
em fémeas e em machos € o fato de as gorduras serem o principal substrato energético
em crustaceos (Rosa e Nunes, 2003). Para os animais € frequente que a relacdo de
consumo e gasto energeético entre em desbalango por periodos limitados de tempo, seja
por influéncia de fatores bidticos ou abidticos, e para manter o status metabdlico esta
reserva energética pode ser mobilizada (Dutra et al., 2008). Lipidios representam a
principal fonte de combustivel metabdlico, assim no periodo reprodutivo pode existir a
necessidade deste substrato estar disponivel para os tecidos para sustentar as funcoes

bésicas alem dos comportamentos reprodutivos, como por exemplo, a busca por um
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parceiro reprodutivo, interacbes agonisticas e cuidados parentais, bem como para a
maturacdo gonadal (Dutra et al. 2008; Guerrero e Sandoval, 2012).

O aumento de lipidios na primavera para ambos o0s sexos de P. brasiliensis
promatensis (Fig, 2.A) pode indicar que o periodo reprodutivo determina um momento
de maior estresse para 0s animais, exigindo maior gasto energético (Foucreau et al.,
2014). Do mesmo modo, a maior quantidade de triglicerideos para fémeas em relagdo
aos machos na primavera (Fig. 2.B) est4 igualmente relacionada & maior necessidade
energética das fémeas em relagdo aos machos para a reproducédo, visto que estas sdo
responsaveis pela sintese de vitelogenina e de todos os cuidados parentais; onde 0s
ovos/embrides sdo incubados no abdémen aderidos e protegidos pelos pleidpodos e,
com 0s juvenis que ao eclodirem permanecem nos pleidpodos até tornarem-se
independentes (fase de maturacdo juvenil) para explorarem o habitat. Tal fato ja foi
relatado por Fontoura ¢ Buckup (‘89).

Estes dados indicam que machos e fémeas fazem um grande investimento energético
na época reprodutiva, sendo este mais expressivo em fémeas, mas sem diferenca
significativa quando analisamos os parametros hemolinfaticos; o que pode conduzir a
uma maior suscetibilidade destes lagostins neste periodo a outros fatores estressantes,
como por exemplo, alteracdes ambientais.

Os resultados dos triglicerideos circulantes reforcam esta afirmativa (Fig. 2.B), uma
vez que esta é a principal forma que os lipidios assumem para armazenamento de
energia (Gurr, 2002). Ciaramella et al. (2014) descreve que para o lagostim Homarus
americanus, os triglicerideos circulantes estdo também relacionados com o periodo de
muda no qual os machos se encontram, ndo sendo esta correlacdo verdadeira para
fémeas. Ciaramella et al. (2014) ainda comenta que fémeas em fase reprodutiva evitam

a muda. Estas informacfes podem indicar uma provavel causa do aumento de

28



triglicerideos circulantes apenas em machos no outono, assim sugerimos que 0s machos
capturados neste periodo estejam em fase final de intermuda. J& as fémeas por estarem
comecando o preparo gonadal para o proximo ciclo reprodutivo ndo apresentam este
padrdo; assim as fémeas, em inicio de maturacdo sexual ndo utilizariam os
triglicerideos, em abundancia na hemolinfa, para este processo neste momento; sendo
mais utilizados os lipidios polares, como o colesterol, por serem utilizados para fun¢Ges
estruturais (membrana plasmatica) e sintese de horménios reprodutivos (Nelson e Cox,
2006).

O colesterol VLDL aumentou significativamente no outono, mostrando um padréao
de resposta similar ao glicerol em ambos os géneros e a dos triglicerideos em machos
(Fig,2 E). O colesterol VLDL € uma lipoproteina de transporte de triglicerideos e
colesterol, o que nos permite sugerir que possivelmente estes metabolitos estdo sendo
transferidos do hepatopancreas, sitio de absorcao, para os tecidos onde sdo armazenados
para serem utilizados. Nas fémeas podemos observar 60% dos estdmagos distribuidos
entre as classes 5 (médio a cheio) e 6 (cheio) e, nos machos estes valores atingem 75%
dos animais apresentando estdmagos cheios (classe 6) o que reforca a hipotese de
atividade alimentar intensa e assim transferéncia de nutrientes do 6rgdo de absorcao
(hepatopéncreas) para os tecidos, aliado a um aumento do indice médio de replecdo
gastrico (Fig. 4 e 3C) observados no outono.

Podemos supor que nos meses de inverno, onde a temperatura da agua é baixa
(Tabela 1), os animais apresentem uma diminuicdo da atividade exploratéria e de seu
metabolismo utilizando assim as reservas endogenas para manterem a homeostase
energética e os niveis glicémicos. Nesta estacdo (inverno) verificamos 0s mais baixos
valores de glicose na hemolinfa em ambos os sexos (Fig. 1.B). Trabalhos com outras

especies de crustaceos mostram que estes apresentam um encurtamento do periodo de
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atividade e diminuicdo do metabolismo nos meses de inverno com 0 USO
principalmente, das reservas enddgenas (Kucharski e da Silva, ‘91; Oliveira et al., 2003;
Vinagre et al., 2006). Esta hipotese € reforcada pelos mais baixos valores do indice
médio de replecdo géstrico (Fig. 3C) encontrado e também, pela auséncia de animais
com estdbmagos cheios (classe 6) em ambos os sexos (Fig. 4).

Ja na primavera, periodo de alta demanda energética devido a reproducdo, estes
lipidios podem ser alocados do trato digestdrio, reforgado pela tendéncia de aumento do
indice de replecdo gastrico nesta estacdo em relacdo ao inverno (Fig.3C) e o grau de
replecdo (Fig. 4), estando assim elevados na hemolinfa. Este padrdo de resposta dos
triglicerideos e VLDL verificados na primavera sugere uma maior atividade dos animais
na busca por alimento e/ou a ingestdo de um alimento com maior teor de gorduras. Os
resultados de HDL também sugerem uma realocacdo das reservas energéticas, que sao
removidas dos tecidos e/ou trato digestorio para as godnadas (aumento do indice
gonadossomatico) no periodo reprodutivo.

Em situacBes de boa alimentacdo glicose é armazenado na forma de glicogénio e o
excesso de nutrientes é convertido em triacilglicerideos, no qual o glicerol atua como
precursor para estes metabolitos que vado formar as reservas energéticas e serdo
transportados pela hemolinfa (Chaves et al., 2012). O aumento das proteinas e do
glicerol circulante no outono pode estar relacionado com uma maior atividade alimentar
e com a manutencdo dos niveis de glicose na hemolinfa verificado no inverno, sendo
estes metabolitos captados e utilizados na gliconeogenese e gliceroneogenese,
respectivamente, para manter os niveis glicémicos e assim a homeostase. A redugdo dos
niveis proteicos circulantes (Fig.1.A) ap6s o inverno reforca esta hipotese; além disto,
estas proteinas devem também estar sendo alocadas ao tecido reprodutivo preparando a

espécie para o pico de reproducao que ocorre na primavera. Oliveira e Da Silva (‘97) e

30



Schein et al. (2005) provaram a presenca de capacidade gliconeogénica em diversos
tecidos (hepatopéancreas, branquias e musculo) de uma espécie de caranguejo estuarino.

Quando analisamos o grau de replecéo, representado por classes, em ambos 0s sexos
verificamos que ao longo do ano predominam (de 60 até 100%) estdmagos entre as
classes 4 e 6, evidenciado a manutencdo de um alto grau de atividade alimentar e/ou um
processo digestorio lento. Estudos sobre os habitos alimentares de Parastacidae mostram
que estes animais sdo politroficos, sendo ao mesmo tempo herbivoros, onivoros e
detritivoros, sua dieta consiste principalmente de detritos de origem vegetal (Buckup e
Rossi, ‘80) o que pode tornar o processo digestorio extremamente lento.

O lactato é o produto resultante da obtenc¢do de energia por glicolise; o seu aumento
estd amplamente relacionado com o aumento da respiragdo anaerdbica, padrdo
encontrado principalmente em situagdo de hipdxia ambiental. Os dados abidticos
sugerem uma situacdo de hipéxia moderada no verdo no riacho Garapia (Tabela 1),
padrdo também ressaltado por Dutra et al. (2008) e Conter (2000), sendo esta a provéavel
causa do aumento significativo de lactato para ambos os géneros de P. brasiliensis
promatensis nesta estacdo (Fig. 1.C). Segundo Zuin et al. (2009) a reducdo de oxigénio
dissolvido é encontrada quando ha um aumento consideravel de matéria organica
introduzida no corpo d’agua, 0 que acarretaria em maior disponibilidade de alimento
para 0s microrganismos levando a aumento do consumo de oxigénio e a diminuigédo de

sua disponibilidade no habitat.

Os niveis de lactato se mostraram significativamente superior também na primavera
em relacdo ao outono e inverno (maiores niveis de oxigénio dissolvido, Tabela 1). Na
primavera ocorre o pico reprodutivo da espécie (Buckup et al., 2003; Fontoura e Conter,
2008) e € neste periodo que o comportamento de busca ativa das fémeas pelos machos e

interacOes agonisticas entre machos se mostram mais evidentes, podendo conduzir ao
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uso mais intenso de glicogénio do masculo e assim a formagdo maior de lactato. Dutra
et al. (2008) verificaram uma diminuicdo deste polissacarideo nos meses de primavera e
verdo nesta mesma espécie de lagostim. Confrontos entre animais da mesma espécie por
espaco e recursos geralmente termina com simples sinais de desisténcia de um dos
lados, porém este comportamento gera um gasto energético que pode ser associado a

deplecdo de reservas energéticas e ao aumento do lactato (Briffa e Elwood, 2001).

A menor concentracdo de lipidios totais de machos em relagdo a fémeas no verdo, e
similar indice de replecdo gastrica, sustentam a hipétese de um gasto energético maior
em machos. Lane et al. (2010) sugerem que em esquilos, a demanda energética
requerida pela reproducdo é similar em machos e fémeas, uma vez que, enquanto
fémeas tem um alto investimento no aparelho reprodutor, machos tem um alto gasto

para atrair e defender sua parceira.

A diminuicdo de lactato circulante verificada no outono e no inverno sugere o a
utilizacdo desta molécula pela via gliconeogénica e assim, o restabelecimento das
reservas de glicogénio nos tecidos e a manutencdo da glicemia dos lagostins, outros
trabalhos mostram o uso desta molécula pela via gliconeogénica em caranguejos
(Oliveira e Da Silva, ‘97).

Os indices e hepato e gonadossomatico deixam claro o preparo das fémeas para a
reproducdo; onde aparentemente o hepatopancreas aloca parte de suas reservas
energéticas para as gbnadas (Fig.3 A e B), visto que temos o maior IG coincidindo com
0 menor IH de fémeas (p<0,05), enquanto o IH ndo sofreu alteragcbes para machos
(p>0,05).

Em um estudo realizado com fémeas de outra espécie de lagostim, o parastacideo
Cherax quadricarinatus, analisando o desenvolvimento das gonadas foi relatado que no

periodo de maturacdo houve maiores concentracfes de proteinas e lipidios nas gonadas,

32



seguido por queda significativa na concentracdo de lipidios no hepatopancreas
(Rodriguez Gonzalez et al., 2006). Porém ndo foi verificado reducdo nos niveis de
proteinas no hepatopéncreas. Este dado pode ajudar a compreender os resultados
obtidos para P. brasiliensis promatensis, no qual os niveis de proteinas da hemolinfa
estavam reduzidos para machos e fémeas na primavera, ja para os niveis de lipidios
observamos as maiores concentragfes. Castiglioni et al. (2007), verificaram que em
Parastacus varicosus hd uma acentuada reducdo na concentracdo de proteinas na
hemolinfa no verdo em ambos o0s sexos, estacdo que coincide com o pico reprodutivo
desta espécie. Isto sugere que € necessario um aporte de proteinas para 0
desenvolvimento gonadal, sendo esta suprida pela hemolinfa oriunda dos tecidos e da
alimentacdo, enquanto os lipidios podem estar sendo alocados do hepatopéancreas para
as gobnadas, corroborando com a diminuicdo do indice hepatossomatico, em ambos 0s
géneros, aliado a um aumento do indice gonadossomatico nas fémeas durante a estacao
reprodutiva de P. brasiliensis promatenis.

A populacdo alvo deste estudo ja foi previamente estudada por Dutra et al. (2008),
porém as analises realizadas na hemolinfa foram restritas a determinagdo dos niveis de
glicose, proteinas totais, lipidios totais e triglicerideos; estes mesmos parametros
analisados na hemolinfa foram comparados com os valores obtidos nos musculos,
branquias e hepatopancreas. Contudo, ressaltamos que os animais ndo foram separados
quanto ao sexo.

Os resultados obtidos para lipidios totais e glicose estdo de acordo com o0s
encontrados por Dutra et al. (2008); ja para as proteinas e triglicerideos observamos um
padrdo sazonal distinto. Porém, no caso das proteinas os valores brutos obtidos foram
semelhantes, variando de 4,3 a 8,8 mg/dl no estudo realizado em 2008 e de 2,87 a 7,5

mg/dl no presente estudo. Estes dados indicam possivelmente, uma dieta rica em
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proteinas (Oliveira et al., 2004). Dietas a base de proteinas podem fornecer vantagens
aos animais, sendo ja constatado por Roeder e Behmer (2014), em um estudo com
Heliothis virescens, popularmente conhecida como lagarta da maga, que dietas
levemente mais ricas em proteinas aumentam a sobrevivéncia de larvas e a ecloséo de
ovos. E valido ressaltar novamente que o trabalho realizado em 2008 por Dutra et al.
néo fez distingcdo alguma de machos e fémeas, sendo este um fator determinante para as
diferengas encontradas quanto as proteinas totais e triglicerideos.

A partir deste conjunto de resultados podemos destacar que o periodo de reproducédo
da espécie, primavera e verdo, demanda uma alta alocacdo energética para que estes
animais tenham sucesso na reproducdo o que possivelmente os torna mais vulneraveis a
fatores de estresse agregados ao habitat, como por exemplo, alteracGes antropicas; assim
estudos futuros visando o entendimento do status oxidativo em machos e fémeas
oriundos de um ambiente ndo alterado e alterado podem reforcar esta hipotese
permitindo o uso desta espécie como uma indicadora da qualidade de &gua ambiental.
Esta demanda parece ndo influenciar no metabolismo apenas na primavera, &pice do
periodo reprodutivo, e sim ao longo de todo o ano, seja se recuperando ou se preparando
para um novo ciclo reprodutivo; além disto, fatores como disponibilidade/tipo de
alimento, temperatura, oxigénio dissolvido, entre outros, que variam sazonalmente
parecem influenciar o padrdo metabdlico dos animais.
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Tabela 1: Parametros abidticos obtidos no Riacho Garapid no momento da coleta dos

animais.

Primavera Veréo Outono Inverno
Temperatura 16,8°C 20,4°C 15,7°C 13,4°C
pH 9,12 8,41 8,8 6,55
Condutividade 14,2ps 14,43us 16,74ps 14,64us
Oxigeénio dissolvido 10,66 mg/L 3,31 mg/L 5,19 mg/L 5,70 mg/L
M.O. 0,2 mg/L 0,1 mg/L 0,1 mg/L 0,1 mg/L
Nitrito 0,01 mg/L 0,01 mg/L 0,01 mg/L 0,01 mg/L
Nitrato 0,01 mg/L 0,02 mg/L 0,04 mg/L 0,05 mg/L
Dureza 0,1 mg/L 0,1 mg/L 1,5 mg/L 1,9 mg/L
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Figura 1: Concentracdo de proteinas totais (A), glicose (B) e lactato (C) ao longo de um
ciclo sazonal no plasma de Parastacus brasiliensis promatensis. As barras representam as
médias + o erro padrdo da média, onde as barras pretas representam os machos e as brancas as
fémeas. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05), sendo letras mailsculas
usadas para machos e letras minusculas para fémeas. * indica diferenca na curva de resposta de

machos e fémeas ao longo do ano.

Figura 2: Concentracdo de lipidios totais (A), triglicerideos (B), glicerol (C), colesterol
total (D), colesterol VLDL (E) e colesterol HDL (F) ao longo de um ciclo sazonal no plasma de
Parastacus brasiliensis promatensis. As barras representam as médias + 0 erro padrdo da média,
onde as barras pretas representam 0s machos e as brancas as fémeas. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05), sendo letras mailsculas usadas para machos e letras mindsculas

para fémeas. * indica diferenca na curva de resposta de machos e fémeas ao longo do ano.

Figura 3: Indices hepatossomatico (A), gonadossomatico (B) e de replecdo gastrica (C) ao
longo de um ciclo sazonal em Parastacus brasiliensis promatensis. As barras representam as
médias + o erro padrdo da média. As barras pretas representam 0s machos e as brancas as
fémeas. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05), sendo letras maiUsculas

usadas para machos e letras mintsculas para fémeas.

Figura 4: Distribuicdo das classes de replecdo estomacal nos estdmagos dos individuos de
Parastacus brasiliensis promatensis coletados. Os graficos A, B, C e D representam machos, e
E, F, G e H representam fémeas, correspondendo as estacdes de primavera, verdo, outono e

inverno, respectivamente.
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Resumo: 0 objetivo deste trabalho foi analisar o status antioxidante atraves da
andlise sazonal das enzimas antioxidantes Superdxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e Glutationa S-transferase (GST), além da medida da lipoperoxidagéo, através da
determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitrico (TBARS), em uma
populacdo de lagostins coletada em local de baixo impacto antrépico. Para isso
coletamos um total de 69 individuos (37 machos e 32 fémeas) de Parastacus
brasiliensis promatensis, ao longo de um ciclo sazonal, dos quais utilizamos os tecidos
branquial, muscular, hepatopancreatico e gonadal (apenas de fémeas) para as anélises
das medidas acima citadas, por espectrofotometria. Os niveis de TBARS se mostraram
aumentados na primavera em quase todos os tecidos, para machos e fémeas, coincidindo
com o pico reprodutivo da espécie. A atividade da SOD apresentou-se constante ao
longo do ano, com um declinio nos meses de verdo para todos os tecidos, exceto para as
branquias de fémeas. J& a atividade da CAT apresentou-se elevada no inverno e a da
GST mostra um incremento no verdo e no outono, seguido de uma intensa diminuigéo
nos meses de inverno. Estes dados sugerem que tanto variagdes bidticas, como o ciclo
reprodutivo, quanto variacdes abioticas, como os niveis de O dissolvidos e pH,
modulam o perfil do status antioxidante em P. brasiliensis promatensis, destacando-se
que a demanda energética da reproducdo conduz a um incremento da medida de dano
oxidativo (TBARS).

Palavras-chave: Parastacus, dano oxidativo, enzimas antioxidantes.
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Introducéo

Segundo Ribeiro e Uieda (44) a comunidade de macroinvertebrados benténicos
constitui um grupo de organismos de agua doce que colonizam tanto ambientes Iénticos
como loticos os quais apresentam grande importancia nesses ecossistemas servindo de
elo entre os recursos basais (detritos e algas) e niveis tréficos superiores (peixes e
outros). Estes invertebrados participam do fluxo de energia e da ciclagem dos
nutrientes, bem como, realizam o biorrevolvimento da superficie do sedimento
resultando na liberacdo destes nutrientes para a agua e na aeracao dos sedimentos (17).

Os macroinvertebrados benténicos, grupo da qual fazem parte os crustaceos
parastacideos, constituem membros importantes da comunidade de rios, riachos e lagoas
sendo o seu uso como bioindicadores na qualidade de aguas igualmente recomendado,
pois refletem as mudancas do ambiente (19). Considerando que dentre os crustaceos, 0s
parastacideos estdo entre os lagostins que apresentam maiores adaptacdes a ambientes
extremos como, por exemplo, fortes correntezas ou longos periodos de escassez de agua
ou déficit de oxigénio dissolvido (45), torna-se importante o aprofundamento do
conhecimento da biologia dessa fauna constituindo-se assim, em um passo fundamental
para o entendimento das relagcbes interespecificas e do ecossistema limnico como um
todo.

Alguns autores (1) assumem a dificuldade de se obter resultados mais promissores
em algumas linhas de pesquisa pela falta de um conhecimento prévio da espécie,
tornando invidvel o uso de biomarcadores ambientais, sem antes caracterizar a
variabilidade natural destes modelos (29). Neste contexto, chama atencéo a subespécie
Parastacus brasiliensis promatensis uma vez que pode ser usada como espécie
referéncia, pois é uma populacdo restrita ao Riacho Garapid, o qual se encontra dentro

de um centro de preservacdo ambiental.
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P. brasiliensis é um lagostim tipico de ambiente limnico, abre tocas no substrato
onde permanece por longos periodos de tempo, explorando o habitat principalmente a
noite para forragear e possivelmente acasalar, apresentando como item principal de sua
dieta os detritos de origem vegetal (11,16).

Crustdceos em geral apresentam uma alta demanda energética associada a
reproducdo, desde a formacdo dos gametas, maturagcdo gonadal, principalmente nas
fémeas, pela sintese de vitelogenina, e nos machos pelos comportamentos de “busca
ativa” da parceira, interacfes agonisticas e o acasalamento (47, 40, 42); além disto os
individuos ficam expostos a uma série de alteracdes abioticas e bidticas ao longo do
ano, entre elas podemos citar a temperatura, o fotoperiodo, a nutricdo e padrdes
comportamentais (49, 31).

O estresse oxidativo pode ser definido como uma quebra do controle e sinalizacéo
redox, causado pelo desbalanco entre agentes pro-oxidantes e antioxidantes, em favor
dos agentes pro-oxidantes (28). Os agentes pré-oxidantes, como as espécies reativas de
oxigénio, sdo um produto natural do sistema aerébico tendo um papel como
sinalizadores intracelulares e imunolégicos entre outros; porém podem ter suas taxas de
producdo elevadas quando combinados com fatores patofisiologicos (50), como também
com fatores ambientais (51). O malonaldeido (MDA) é um dos produtos finais da
lipoperoxidacdo (53) que é um processo natural, pelo qual uma sequéncia de eventos
desencadeados pelos radicais livres age sobre os lipideos insaturados da membrana
celular (24), sendo uma das fungdes, realizar a renovagéo destas membranas celulares.
Quando ocorre 0 aumento das taxas deste processo, sendo um dos maiores fatores o
estresse oxidativo, ocorre a destruicdo da estrutura da membrana celular e assim, a

faléncia dos mecanismos de troca (6), podendo levar a morte celular.

50



Segundo Adiyodi e Adiyodi (2), a reproducdo, assim como a ecdise, Sdo eventos
metabdlicos que envolvem deslocamento de grande parte das reservas energéticas dos
tecidos, principalmente o hepatopancreas, para as génadas e o eptélio, respectivamente.

Os agentes antioxidantes tém a capacidade de realizar mudangas necessarias
para 0 organismo se adaptar aos pro-oxidantes. As trés principais enzimas
antioxidantes sdo a superoxido dismutase (SOD) que decompbe o radical &nion
superoxido (02°7) em peroxido de hidrogénio (H202), a catalase que decompde
peroxido de hidrogénio em oxigénio molecular e &gua, e a glutationa peroxidase (GPx)
que reduz tanto perdéxido de hidrogénio como hidroperdxidos lipidicos; constituindo
assim, a primeira linha de defesa antioxidante dos organismos aerdbios, entre outras
defesas enziméticas e ndo enzimaticas (25). J& a GST degrada agentes alquilantes,
como xenobidticos, participando na reacdo de biotransformacdo de xenobidticos na
fase Il de sua metabolizacdo, catalizando a conjugacdo da glutationa com os produtos
oxidados formados na fase I, permitindo assim sua excrecdo (46); esta enzima é um
bom indicador de tolerancia a poluicdo ambiental para muitas espécies, uma vez que
promove protecdo contra os efeitos deletérios de xenobidticos (30,14). As GSTs
também desempenham varios papéis fisioldgicos, tais como sequestro e transporte de
compostos hidrofobicos enddgenos, os quais incluem horménios esterdides, heme,

bilirubinas, acidos da bile e seus metabdlitos (21).

O objetivo deste estudo foi avaliar o status antioxidante, através da determinacao,
em diferentes tecidos, dos niveis de peroxidacao lipidica (TBARS) e da atividade das
enzimas SOD, CAT e GST, ao longo de um ciclo sazonal, em machos e fémeas, de

espécimes de uma populacdo de P. brasiliensis promatensis.
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Material e métodos

Local e procedimento de coleta

Lagostins em estagio de intermuda foram capturados em um trecho do riacho
Garapia, no municipio de S&do Francisco de Paula, Rio Grande do Sul, Brasil
(29°29.371° S; 50°13.800° W), o qual se localiza dentro da area do Centro de Pesquisas
e Conservacdo da Natureza Pr6-Mata, da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul (PUCRS).

Foram realizadas quatro campanhas amostrais, de outubro de 2013 a agosto de 2014,
contemplando o més central de cada uma das estacdes do ano a fim de se ter condicGes
mais fiéis as caracteristicas e particularidades de um ciclo sazonal.

Para a captura dos espécimes de P. brasiliensis promatensis foram utilizadas 80
armadilhas, que consistiam em garrafas pet de boca cénica invertida e como isca foi
utilizado figado de frango. As armadilhas eram colocadas ao entardecer e retiradas no
outro dia no inicio da manhd. Os individuos capturados foram previamente medidos
quanto ao comprimento do cefalotérax (CC), ndo sendo utilizados na pesquisa
individuos com CC inferior a 2,5 cm, sendo este valor estipulado com base nas
observacdes in loco em coletas preliminares, a fim de utilizar apenas individuos aptos a
reproducdo. No momento da coleta foram medidos na &gua do local de coleta: a
temperatura, o pH e o oxigénio dissolvido, com o auxilio de um aparelho
multipardmetros (ASKO), e uma amostra de &gua foi recolhida para posterior analise do
conteddo de matéria organica no Laboratdrio de Analises e Processos Ambientais
(LAPA) da PUCRS. Todos os animais foram coletados conforme a legislagdo brasileira
(ICMBio- 43587) e o protocolo autorizado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais

da PUCRS (n° 13/00352).
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Apbs, os individuos capturados, todos em periodo de intermuda, foram
crioanestesiados e mantidos a menos -20°C nas dependéncias do Laboratério de
Fisiologia da Conservagdo (PUCRS) para posterior dissecacdo, sexagem, pesagem e
separagdo dos tecidos (brénquias, hepatopancreas, musculo abdominal e génadas). As

gbnadas foram amostradas somente em fémeas.

Preparo dos tecidos

Os tecidos foram homogeneizados e diluidos em 5 vezes o valor do seu peso em
solugdo gelada de tampdo fosfato (20 mM) contendo um inibidor de proteases,
fenilmetilsulfonilfluoridre (PMSF), em uma concentragdo final de 1 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 min a 4°C. Apos a centrifugacéo o
sobrenadante (amostra) foi separado em aliquotas em tubos do tipo eppendorf para cada

um dos procedimentos.

Dosagem de proteinas

As proteinas do sobrenadante da centrifugacdo foram quantificadas com uso do kit
comercial da Labtest (Ref. 99), tendo como principio a reagdo de ions cobre com as
ligacBes peptidicas das proteinas séricas, em um meio de reacdo alcalino, formando um

liquido de coloracdo purpura que tem absorbancia maxima em 545nm.

Medida de Lipoperoxidacdo (LPO)

A lipoperoxidacéo foi quantificada, atraves do método de Buege e Aust (12) onde o
material biotico a ser analisado é incubado em um meio de baixo pH, aquecido a
temperaturas de 80°C a 100°C, na presenca de Acido Tiobarbitirico (TBA). A

condensagio das substancias reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) formam
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produtos que podem ser mensurados atraves de absorcdo visivel (532 nm) (32). As
concentracOes encontradas foram expressas em nmol de TBA/mg de proteinas.

Ensaios enzimaticos

As anélises foram realizadas em triplicata nos quatro tecidos amostrados (branquias,
hepatopancreas, musculo abdominal de machos e fémeas e, gbnadas apenas das

fémeas).

. Superéxido dismutase:

A técnica para determinacdo da SOD esta baseada na inibicdo da reacdo do radical
superoxido com a adrenalina. A oxidacao da adrenalina leva a formacao de um produto
colorido, o adrenocromo, detectado espectrofotometricamente a 480nm; assim, uma
unidade de SOD e definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a
velocidade de reducdo do detector (adrenalina). O meio de reagdo empregado consistiu
de glicina-NaOH (50 mM, pH 10,5) e adrenalina (1 mM) (8). Para a determinacao desta
enzima foram obtidas curvas contendo 25 pl, 13 pl e 5 pul de amostra, sendo feita uma

relacdo matematica da inclinacdo da curva destas concentracdes com o tempo de leitura.

. Catalase:

Para determinar a atividade da enzima catalase foi feito previamente a ativacéo
da enzima, a qual consistiu em misturar em 200 pl de amostra com 20 pl de etanol a
10%, agitando-se em vortex, deixando em banho de gelo e apds 30 minutos adicionou-
se 20l de triton X-100% a 10%. Apods este processo, em 955 ul de tampéo e 35 pl de
peroxido de hidrogénio a 30%, foi adicionado 10 pl de amostra ativada, sendo feito o

monitoramento da diminuicdo da absorbancia (diminuicdo do perdxido) no
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comprimento de onda de 240 nm, por um periodo de tempo pré-determinado. Os

resultados foram expressos em pmoles de H.O, por mg de proteina™® por min (9).

. Glutationa S-tranferase:
A atividade da glutationa S-transferase foi medida de acordo com o método
descrito por Boyland e Chasseaud (10) pela medida da conjugagdo do 1-cloro 2,4
dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH) a atividade é medida com o
aumento nos valores da absorbancia lida a 340 nm. Para tal determinacdo foram utilizados
450 pl de mix contendo 1,05% de glutationa,1,05% de CDNB e 98,9% de tempdo, e 50 pl
de amostra tecidual. Como agente iniciador da reacdo usou-se 50 pl da amostra e a

atividade da enzima foi expressa como nmoles de conjugado CNDB. min*t.mg proteinas .

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo, analisados quanto a sua
normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade através do teste de Levene.
Quando os dados apresentaram uma distribui¢cdo normal foi feita uma Anova de uma via,
seguida de Bonferroni quando p >0,05 ou Games Howell quando p <0,05 para o teste de
Levene. Para a analise comparativa entre machos e fémeas ao longo do ciclo sazonal foi
utilizado ANOVA de duas vias. Parte das analises foram realizadas no SPSS, verséo 20.0,
e para dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com complementar
de Dunn, sendo este teste feito através do programa BioEstatic versdo 5.0. Foram

consideradas significativas as diferengas com p < 0,05.
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Resultados

Foi coletado um total de 69 animais, sendo 37 machos e 32 fémeas, todos no periodo
de intermuda, com o nimero de machos ou fémeas variando de 5 a 15 por estacdo do
ano.

Os dados abioticos apresentaram o menor valor de temperatura no inverno (13,4°C)
e maior no verdo (20,4°C). Ja os valores de pH variaram durante as coletas atingindo
valor minimo no inverno de 6,55 e maximo na primavera de 9,12. Para 0 oxigénio
dissolvido o maior valor foi registrado na primavera e 0 menor valor ocorreu no verdo
(10,66 mg/L e 3,31mg/L, respectivamente); como estes dados resultam de uma coleta

pontual realizada em cada estacdo do ano ndo foi realizada uma analise estatistica.

Bréanquias

Os niveis de TBARS nas branquias dos machos apresentaram-se elevados na
primavera, sendo a diferenca para as outras estacOes significativas apenas para o verdo e
0 inverno (Tab. 1). Neste mesmo género, as branquias apresentaram uma baixa
atividade de SOD no verdo quando comparado com outono e inverno. A CAT mostra
um incremento no outono em relagdo a primavera e ao inverno. Para a atividade da GST
houve um pico no verdo quando comparada com os valores quantificados na primavera
e no inverno. Para esta enzima ainda houve diferenca significativa entre outono e
inverno, sendo a atividade no outono superior a atividade do inverno (Fig.1).

Nas fémeas os niveis de TBARS foram significativamente mais elevados na
primavera em relacdo ao verdo, sendo o verdo significativamente menor em relacdo ao
outono (Tab. 1). A SOD foi mais ativa no outono em relacdo ao verdo; a CAT

apresentou valores de atividade mais altos no inverno e mais baixos no verédo; ja a GST
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foi mais elevada no verdo em relagdo a primavera e o inverno, a anélise estatistica ainda
mostrou uma maior atividade desta enzima no outono em relacéo ao inverno (Fig. 1).
Quando comparamos o perfil de resposta anual do status oxidativo entre machos e

fémeas, para o tecido branquial, observamos diferencas apenas na atividade da SOD.

Musculo abdominal

O nivel de lipoperoxidagdo (TBARS) no musculo abdominal de machos foi
significativamente maior na primavera, em relacdo ao verdo e ao outono (Tab. 1). A
atividade de SOD nos machos foi menor no verdo, em relagéo a atividade observada no
outono e no inverno. J& a atividade da CAT foi menor no verdo em relacdo & primavera
e ao inverno, e a GST teve sua menor atividade registrada no inverno, mantendo-se mais
elevada e constante ao longo das demais estagdes do ano (Fig. 2).

A medida de lipoperoxidacdo no musculo abdominal de fémeas foi maior na
primavera, com niveis mais baixos obtidos no verdo (Tab.1). A SOD para as fémeas foi
menor no verdo e maior no outono e no inverno; a atividade da CAT foi menor no
outono e maior no inverno e a GST teve sua atividade significantemente maior no
outono em relacdo as demais estacfes do ano, sendo ainda a atividade do verdo maior
(p<0,05) do que a atividade do inverno (Fig. 2).

Quando comparamos a resposta anual de machos e de fémeas houve um perfil de
resposta diferencial (p<0,05) para a atividade das enzimas SOD e GST, além dos niveis

de lipoperoxidacdao (TBARS) no musculo abdominal.

Hepatopancreas

Os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) no tecido

hepatopancreatico de machos foi significativamente maior na primavera em relacdo ao
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verdo (Tab. 1). Para os machos, tanto a SOD quanto a CAT né&o apresentaram variagoes
significativas (p>0,05) ao longo do periodo amostrado, sendo observada uma tendéncia
de diminuicdo (p>0.05) da atividade da SOD na primavera; ja a GST mostrou uma
menor atividade (p<0,05) no outono em relacdo as demais estacGes do ano (Fig. 3).

O TBARS nas fémeas teve 0s mais baixos niveis de atividade no verdo, sendo esta
significativamente diferente dos niveis observados na primavera e no outono (Tab. 1).
A SOD foi maior no outono em relagcdo ao verdo; a CAT nédo apresentou diferencas
significativas e a GST teve maior atividade no ver&o, sendo significativamente diferente
do outono (Fig. 3). Para o hepatopéancreas foi observado ainda uma diferenca na

atividade de SOD entre machos e fémeas ao longo do ano.

Gonadas

A peroxidacdo lipidica (TBARS) em gbnadas de fémeas foi maior na primavera,
sendo estatisticamente diferente apenas do verdo (Tab. 1). As gonadas apresentaram um
pico de atividade da SOD no verdo, sendo estatisticamente superior aos valores
encontrados no outono; ja a CAT e a GST ndo apresentaram diferencas significativas ao

longo do ano (Fig. 4).

Discussao

Em todos os tecidos analisados, tanto para machos quanto para fémeas, foram
verificados um incremento dos niveis de peroxidacdo lipidica na primavera. Este
incremento coincide com o pico reprodutivo da espécie, 0 que sugere uma maior
demanda energética para a maturacdo gonadal, comportamentos reprodutivos e
tendéncia de alargamento da atividade exploratéria do animal no ambiente; como ja

verificado em alguns estudos desenvolvidos com diferentes espécies de crustaceos
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limnicos (40,13). Corroborando com esta afirmativa, foram observados na primavera
niveis elevados de diferentes formas de lipidios circulantes (lipidios totais,
triglicerideos, colesterol total e VLDL) na hemolinfa, além dos menores valores do
indice hepatossoméatico em fémeas de P. brasiliensis promatensis no inverno e na
primavera (43).

As gobnadas apresentaram niveis de LPO menores que os verificados nos demais
tecidos analisados neste trabalho, sugerindo uma mobilizagdo mais pronunciada dos
mecanismos de defesa antioxidante e assim, uma maior protecdo deste tecido ao dano
oxidativo e/ou um sistema de defesa antioxidante ndo enziméatico mais robusto. Estudos
futuros buscando entender o sistema de defesa ndo enzimatico devem ser delineados.
Porém, estes valores de lipoperoxidacdo mostraram um incremento na primavera (pico
reprodutivo da espécie). Em mamiferos € sabido que as espécies reativas de oxigénio
promovem acdes fisioldgicas e deletérias no trato reprodutivo. Estes radicais estdo
presentes nos ovarios, na tuba uterina e nos embrides, estando envolvidos nos processos
de maturacdo oocitaria, esteroidogénese, e nas fungdes do corpo lateo (3). Tal
incremento da LPO foi acompanhado de uma tendéncia de aumento (p>0,05) da
atividade da GST, a ndo significancia pode estar relacionada a grande dispersdo da
atividade desta enzima observada, nestes animais, nesta estacdo (primavera); sendo
assim, uma tentativa de minimizar os danos provocados pelo estresse oxidativo.

Neste mesmo tecido, a SOD apresentou seus maiores niveis no verdo coincidindo
com os menores valores de LPO e, a CAT apresenta uma tendéncia de aumento no
inverno, contudo este ndo foi significativo em consequéncia, possivelmente da grande
dispersdo de atividade observada entre os animais coletados. Evidenciando assim um

padrédo sazonal de resposta do sistema antioxidante enzimatico no tecido gonadal, sendo
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este influenciado pelos eventos reprodutivos, como ja observados em outros animais
(34).

Para as fémeas a lipoperoxidagdo foi sempre menor ou igual a dos machos em todas
as estacdes do ano e em todos os tecidos estudados; contudo, nos meses de verdo esta se
mostrou superior & dos machos no tecido hepatopancreatico. Tal resposta coincide com
uma baixa atividade da SOD e da CAT e, com niveis intermediarios de atividade da
GST, neste mesmo tecido. No periodo reprodutivo desta espécie (primavera-verao) ha
uma alocacdo das reservas energéticas dos tecidos principalmente, do hepatopancreas
para as gbnadas, possivelmente para a sintese de vitelogenina e para sustentar o
incremento do gasto energético com os comportamentos de cuidado parental (18).
Ressaltamos que nesta estacdo (verdo) observamos também uma reducgdo nos niveis de
oxigénio aliado a um pH ambiental mais elevado; juntos estes fatores parecem atuar
como agentes estressores levando a um desequilibrio no status oxidativo e assim,
conduzindo a um aumento da lipoperoxidagéo (dano oxidativo) neste tecido.

Ja para os machos a lipoperoxidacdo foi maior em todos os tecidos na primavera,
coincidindo com o pico reprodutivo da espécie. Este padrdo de resposta pode estar
relacionado com o fato de os machos estarem explorando mais intensamente o meio
ambiente a procura de parceiras reprodutivas e com isto aumentando as possibilidades
de interagdes agonisticas. Entende-se por comportamento agonistico a disputa, muitas
vezes corporal, por status hierarquico, com individuos da mesma espécie (37). O
sucesso frente a uma disputa determina em longo prazo o status do individuo, sendo o
vencedor de uma disputa o provavel vencedor da proxima (5). Esta hipotese é reforcada
com o trabalho de Oliveira (41) no qual foi constatado que em ratos, 0 comportamento
agonistico causou o aumento dos valores de glutationa peroxidase, inferindo assim,

como uma resposta ao incremento do status oxidativo. Em nosso estudo foi constatado
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durante a primavera um claro perfil de aumento do dano oxidativo, aliado a uma
insuficiéncia da atividade enzimatica para combaté-lo. Este padrdo é encontrado em
diversas espécies animais (55, 4, 7, 39) devido ao alto gasto energético despendido para
a reproducéo.

Ao contrario do observado na primavera, 0s niveis de LPO em todos os tecidos
estudados, em ambos os géneros, foram menores no verdo; tal fato pode ser explicado
pela diminuicéo dos niveis de oxigénio dissolvidos na &gua e assim, um menor uso das
vias oxidativas para a sintese de ATP o que levaria a uma menor formacdo de radicais
livres. Segundo Martin (35) o principal sitio de formacdo de radicais livres é a
fosforilagdo oxidativa. Segundo Dalosto e Santos (16) P. brasiliensis apresenta um
metabolismo dependente da concentracdo de oxigénio, sendo mais pronunciado em
niveis constantes de oxigénio ambiental.

O tecido branquial é considerado mutifuncional em crustaceos, servindo de interface
para o intercdmbio entre 0 meio interno e externo (20), onde ocorrem diversos processos
que darfo base para a respiracdo e a osmorregulacdo. E também o local onde varios
metais toxicos sdo armazenados, sendo um importante 6rgdo a ser considerado na
toxicologia das espécies (27). Em P. brasiliensis promatensisas as branquias, em ambos
0s sexos, apresentaram médias superiores de atividade da SOD quando comparadas aos
demais tecidos estudados, sendo este mesmo padrdo valido também para a CAT. E
pertinente ressaltar ainda o aumento na atividade da GST nas branquias de fémeas
durante o verdo. Estes dados sugerem que exista uma tendéncia do tecido branquial
quando comparado com os outros tecidos, de manter uma maior atividade das enzimas
antioxidantes, principalmente a GST, além de estas atividades serem mais constantes ao
longo do ano. Isso pode ocorrer, em parte, pelo fato deste tecido ter contato direto com

0 ambiente, havendo a necessidade de estar mais protegido contra as mudancas
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ambientais (54). Porém, na primavera as enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST) néo
aumentam sua atividade, resultando em um aumento da lipoperoxidagéo.

Os valores de TBARS do musculo de machos na primavera foram os mais elevados,
dentre os registrados, a0 compararmos com 0s outros tecidos. Isto pode estar
relacionado com o incremento da exploracdo ambiental, busca de parceira reprodutiva, e
incidéncias de interagcdes agonisticas, aliados a uma maior suscetibilidade deste tecido
para enfrentar situaces de alta demanda energética. Da mesma forma ndo houve
qualquer indicio de resposta enzimatica a fim de neutralizar tal dano.

O hepatopancreas em crustaceos tem diferentes funcGes, incluindo a digestdo; a
absorcdo; o armazenamento de nutrientes; a vitelogénese, durante o crescimento e
desenvolvimento do ovario; a detoxificacdo de substancias endo e xenobidticas; entre
outras (56). Por outro lado atua de forma determinante no metabolismo de
ecdiesteroides, esterdides que agem no processo de muda e reproducdo, mantendo os
niveis destes metabolitos regulados (38). Para P. brasiliensis promatensis o
hepatopancreas, apesar de sua importancia como fonte de substrato energético no
periodo reprodutivo, ndo apresentou niveis de atividade das enzimas estudadas
superiores na primavera, com exce¢do da GST que apresenta uma tendéncia de aumento
(p>0,05) neste periodo, o que pode relacionar-se a sintese e regulagdo dos niveis de
hormdnios sexuais. Lembrando que a glutationa S-tranferase participa das reacfes de
biotransformagdo de endo e xenobidticos na fase Il de sua metabolizagdo e catalisa a
conjugacdo da glutationa com produtos oxidados formados na fase | a fim de facilitar
sua excrecdo (46), sendo assim podemos sugerir um maior grau de tolerancia Do
hepatopancreas neste periodo do ano. Para a SOD observamos um aumento (p<0,05)
nos meses de outono e uma manutencédo de sua atividade nas demais estacfes do ano, ja

a CAT mostra um incremento, ndo significativo, no inverno com sua atividade ficando
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extremamente reduzida nas outras estaces. Este padréo sequencial de ativacdo destas
enzimas (outono e inverno) pode ser consequéncia da alta atividade e gasto energetico

determinado pela demanda reprodutiva nas estacdes anteriores.

A SOD constitui-se na primeira linha de defesa do sistema antioxidante enzimatico,
por agir diretamente na quebra do &nion superdxido convertendo-o em perdxido de
hidrogénio (57). Alguns estudos sugerem menor atividade das enzimas antioxidantes,
incluindo a SOD, em temperaturas mais elevadas (48, 26); ndo havendo indicios de uma
provavel causa para este perfil. Estes dados estdo de acordo com o perfil de atividade da
SOD encontrado para o musculo abdominal e o hepatopancreas de fémeas e, as
branquias de machos e fémeas, os quais mostraram menor atividade da enzima no
verdo, estacao na qual foi registrada temperatura da agua mais elevada. Podemos sugerir
também, que em P. brasiliensis promatensis este perfil pode estar associado a menor
exposicao a agentes estressores; visto que esta estacdo corresponde ao final do periodo
reprodutivo, onde poucos individuos ainda ndo reproduziram, e os que ja reproduziram
estdo em fase de cuidado parental (22). Pelo fato da SOD ser a primeira enzima atuante
em uma situacdo de estresse oxidativo, podemos inferir que o verdo é a estacdo que

apresenta menor necessidade de preparo e gasto com a ativacao do sistema antioxidante.

Houve um padrdo claro, em todos os tecidos das fémeas de aumentarem
significativamente a CAT no inverno. Este aumento pode estar relacionado com a
menor temperatura, fato tipico da estacdo, padrdo ja encontrado para Carcinus estuarii
(36). Porém, em machos ndo observamos um padréo claro para esta enzima. Os valores
estaveis de CAT para machos e altos para fémeas, aliado aos dados de TBARS no
musculo e nas branquias maiores em machos, podem ser o indicio de uma capacidade
antioxidante mais limitada em machos. De forma geral podemos observar que picos de

atividade da GST coincidem com menores valores registrados de CAT no mesmo
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tecido; como também podemos constatar tal padrdo em branquias, musculo e
hepatopancreas. Tal perfil j& foi descrito por Timofeyev e Steinberg (52), no qual os
declinios de GST coincidem com aumentos de CAT. A ndo sobreposicdo destas duas
enzimas pode estar relacionada a uma estratégia de manutencao energética, onde manter
as duas ativas acarretaria em um alto custo energético; principalmente em situagdes
como no inverno, onde Pinheiro e Oliveira (43) sugerem uma menor atividade dos
animais, (menor taxa metabdlica) aliada a baixos niveis glicémicos.

Estes resultados comprovam a existéncia de estressores tanto no ciclo de vida como
no ambiente natural indicando até o momento que este lagostim é capaz de se adaptar
com sucesso a tais fatores. Contudo, cabe ressaltar que o habitat de estudo apresenta um
baixissimo grau de antropizacdo. Em todo 0 mundo as principais ameagas a conservagao
e as principais causas de extin¢do de espécies nestes ecossistemas sdo poluigdo, manejo
inadequado da terra, perdas de habitat, pesca e introducdo de novas espécies (33) o que
pode comprometer o sucesso adaptativo das espécies, incluso deste lagostim.

Os resultados indicam um claro padrdo ndo s6 de sazonalidade como de
personalidade tecidual quanto as variaveis oxidativas estudadas tal perfil permite que
estes animais cumpram seu ciclo de vida e mantenham a homeostase. O perfil de
resposta encontrado para o status oxidativo nos permite sugerir que agentes abidticos,
como a temperatura e o oxigénio dissolvido, aliados a fatores bi6ticos, como a
reproducdo e atividade exploratéria do habitat, estdo entre os responsaveis direta ou
indiretamente pelos resultados obtidos, uma vez que estes eventos biolégicos que
ocorrem com P. brasiliensis promatensis parecem ser fortemente modulados por tais
condigdes; como ja observado por Guerra et al. (23). Estudos futuros aprofundando o
entendimento da variacdo sazonal destes fatores abioticos, como a realizacdo de perfis

de acompanhamento diarios e sazonais, devem ser desenvolvidos a fim de elucidar o
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ciclo de vida da espécie. Da mesma forma, mais estudos sobre a ecologia de P.
brasiliensis promatensis se fazem necessarios para uma compreensdo mais ampla desta
capacidade de adaptacdo, onde um maior entendimento sobre fatores como alimentacéo,
por exemplo, podem ajudar a compreender os padrfes aqui descritos.
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Tabela 1: Niveis de peroxidacdo lipidica nos tecidos estudados de P. brasiliensis
promatensis ao longo de um ciclo sazonal. Resultados expressos como a média + erro
padrdo. Letras diferentes, em cada género, representam diferencas significativas para

um p<0,05. # representam uma resposta anual diferente entre machos e fémeas.

Tecido Brénquias Mdsculo # Hepatopéancreas Génadas

Estacgéo Meédiat Erro Médiaz Erro Meédiat Erro Médiaz Erro
Padréo Padréo Padréo Padréo

Machos  Primavera 11,842 + 1,959 15,315 + 1,521 5,449 + 0,859 -
Verédo 0,028 £ 0,004 0,017 £ 0,005 0,068 + 0,012 -
Outono 0,198 £ 0,081 0,033 £ 0,003 0,137 £ 0,012 -
Inverno 0,083 £ 0,015 0,103 £ 0,025 0,253 + 0,092 -

Fémeas  Primavera 9,774 + 3,595 6,120 + 1,686 10,716 + 5,379 2,723 £ 0,163
Verédo 0,040 £ 0,005 0,033 £ 0,010 0,046 + 0,002 0,013 £ 0,003
Outono 0,090 £ 0,008 0,049 + 0,007 0,278 + 0,037 0,025 £ 0,003
Inverno 0,110 + 0,046 0,044 + 0,021 0,247 + 0,046 0,030 + 0,015
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Fig. 1: Atividade das enzimas SOD, CAT e GST nas brénquias de P. brasiliensis
promatensis. As barras representam as médias + erro padrdo, sendo que barras pretas
representam os machos, e brancas as fémeas. Letras diferentes representam diferencas
significativas para um p<0,05, sendo maiusculas para os machos e, minusculas para as
fémeas. # representam uma resposta anual diferente entre machos e fémeas.

Fig. 2: Atividade das enzimas SOD, CAT e GST no musculo abdominal de P.
brasiliensis promatensis. As barras representam as médias + erro padrdo, sendo que
barras pretas representam os machos, e brancas as fémeas. Letras diferentes representam
diferencas significativas para um p<0,05, sendo maiusculas para os machos e,
minusculas para as fémeas. # representam uma resposta anual diferente entre machos e
fémeas.

Fig. 3: Atividade das enzimas SOD, CAT e GST no hepatopancreas de P.
brasiliensis promatensis. As barras representam as médias + erro padrdo, sendo que
barras pretas representam os machos, e brancas as fémeas. Letras diferentes representam
diferencas significativas para um p<0,05, sendo maiusculas para os machos e,
minUsculas para as fémeas. # representam uma resposta anual diferente entre machos e
fémeas.

Fig. 4: Atividade das enzimas SOD, CAT e GST nas gbnadas de fémeas de P.

brasiliensis promatensis. As barras representam as médias *+ erro padrdo. Letras
diferentes representam diferencas significativas para um p<0,05.
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ConclusGes gerais

Os resultados de ambos os artigos aqui apresentados demonstram de forma clara o
efeito da sazonalidade e dos eventos de ciclos biologicos naturais como sendo
moduladores dos padrdes fisiologicos estudados nos individuos de Parastacus
brasiliensis promatensis, tanto para machos quanto para fémeas.

Como esperado, o ciclo reprodutivo mostra-se como um evento bioldgico
significativo para alteracdes fisioldgicas na espécie. Aumento nos niveis de todos os
metabolitos da cadeia lipidica parece suprir a demanda energética destes animais para
completar seu ciclo de vida anual; por outro lado, esta demanda ndo esta aliada a um
aumento da atividade das enzimas antioxidantes, principalmente no periodo
reprodutivo, o que parece determinar um incremento considerdvel do nivel de
peroxidagdo lipidica em todos os tecidos.

O aumento de peroxidacdo lipidica e o incremento na demanda energética parecem
ndo comprometer a sobrevivéncia de P. brasiliensis promatensis, uma vez que a
populagcdo encontra-se estabelecida e foi observado durante o ano um abundante
ingresso de juvenis.

Considerando que estes resultados contribuem significativamente para o
entendimento do comportamento fisiolégico do género Parastacus e até mesmo de
outras espécies de crustaceos limnicos, temos que ressaltar que a inser¢do de algum
fator estressante exdgeno, como por exemplo, poluicdo e perda de habitat, possa alterar
a dinamica de vida deste animal podendo comprometer a manutengéo de seu ciclo de
vida e sua sobrevivéncia através de sobre incremento da demanda energética e
consequente desbalango oxidativo. Para confirmar tais inferéncias investigagdes sobre o
comportamento do género Parastacus em ambientes com diferentes graus de

antropizagao e modificacgio se fazem necessarias.
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to be numbered with the next following consecutive number; for example:
2 Material used for this experiment secured through the courtesy of

3 See footnote 1, page .

Footnotes to a table should be typed directly beneath the table and lettered 1,2,3 etc.

They should not be numbered in sequence with the footnotes in the text. Asterisks are

used for P values.

Tables. All tables must be numbered and cited consecutively in the tect, and they
should have titles that are complete but brief. Since tabular matter is expensive to
reproduce it should be simple and uncomplicated, with as few vertical and horizontal

rules as possible and no vertical rules. The text should indicate where the tables are to
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appear in the text. Tables should be numbered with arabic, not Roman, numerals.

Information other than that defining the data should be presented as table footnotes.

Legends. All figures (including charts and graphs) must be numbered and cited

consecutively in the text. Figure legends are to be numbered consecutively, as follows:

Fig. 1 ...

Fig. 2 ...

Reference to relevant text passages can often reduce the length of legends and avoid
redundancy. Figures may extend across two or more pages, but each figure requires a

separate legend, except for a plate of figures that can be described in a single legend.

Abbreviations. Abbreviations pertaining to the labeling of figures should be listed once

alphabetically and placed before the first figure containing these abbreviations:

General Manuscript Instructions. The manuscript should be double-spaced
throughout with a 1" (2.5 cm) margin on all sides. Submitters can indicate preference of

division for the review and publication of their work.

Number all pages of the manuscript consecutively.

Do not divide words at the end of a line, for if they are unfamiliar to the printer they

may be incorrectly hyphenated. Manuscripts should not be right-hand justified.

Do not begin sentences with abbreviations or Arabic numerals -- always spell out

numbers when they stand as the first word in a sentence; do not follow such numbers
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with abbreviations. Use Arabic numerals to indicate time, weight, and measurements
when followed by abbreviations (e.g., 2 mm; 1 sec; 3 ml). Numbers applicable to the
same category should be treated alike throughout a paragraph (e.g., 2 male rates and 4
female rates). In general, the numbers one to ten should be written in the text; all

numbers over ten should be given in Arabic numerals (12, 27, 42, etc.).

The word "Figure"” is not abbreviated in the text except when appearing in parentheses:

Figure 2 (Figs. 4-6).

Spell nontechnical terms according to the current Webster's International Dictionary.

Dates should be written as follows:

October 11, 1994 —or— 11th of October

Label any Greek letters in your manuscript which could be confused with English

alphabet characters. For example, p is easily confused with u.

The sections on Materials and Methods should include a clear description of the method
of killing of any animals that may be used. Research involving vertebrate animals must
have been approved by the author's institution's animal care and use committee and
should conform to NIH guidelines. A statement to this effect must be included in the

Materials and Methods section.

The manuscript should be accompanied by a statement by the submitting author
certifying that all the authors have read the paper and have agreed to having their names
listed as authos. A similar statement should be appended for the names of colleagues

who are acknowledged in footnotes as having contributed to or criticized the paper.
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Either American or British spelling is acceptable so long as one usage is maintained

thoughout the paper.

Supplementary Material. Authors are encouraged to submit supplementary material
that could aid readers in understanding the authors' findings and where appropriate to
ensure that the page limits are met. Supplementary material for articles published in the
Journal of Experimental Zoology Part A will be available in the online version of the
journal. This accompanying information may include (but is not limited to) figures,
tables, video clips, large sections of movies (QuickTime or mpeg), data sets, program
code, and electronic graphical files. Supplementary material must be submitted at the
time of peer review, although the reviewers and editors may also suggest that figures or
table(s) be provided as supplementary material during the review process. Each piece of
supplementary material should be referenced within the text, and files should be no
larger than 50 MB. Supplementary material should be numbered in order, but
independently of figures in the main article, e.g. S- Figure 1 would indicate a figure that
follows Figure 1 in the main text. Please note that supplementary material is NOT
edited by the publisher after final acceptance by the editors, and is posted online in the

format in which it is supplied.

Measurements. Express all measurements (weight, etc.) according to the metric
system. Metric abbreviations, as listed below, should be lowercase without periods.

Temperatures should always be expressed in degrees Celsius (centigrade).

Symbols. When preceded by a digit, the following symbols are used:

% for percent ° for degree (temperature).

Illustrations
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General Instructions. Figures must be submitted as TIF or EPS files; Word, JPG, and

GIF files are not acceptable.

Resolution. Journal quality reproduction will require greyscale and color files at
resolutions yielding approximately 300 ppi. Bitmapped line art should be submitted at
resolutions yielding 600-1200 ppi. These resolutions refer to the output size of the file;
if you anticipate that your images will be enlarged or reduced, resolutions should be

adjusted accordingly.

File names. Illustration files should be given the 2- or 3-letter extension that identifies

the file format used (i.e., .tif, .eps).

Color illustrations. Authors are encouraged to submit color illustrations. Color
reproduction is free for the first page, and $500 for each subsequent page. Once a paper
has been accepted, the author will have the opportunity to approve costs and proofs

prior to printing.

Lettering and labels. Consideration must be given to achieving greatest contrast
between the label or letter and its background, placing white labeling over dark

backgrounds and black labeling over light backgrounds.

Numbering. Figures, including charts and graphs, are to be numbered consecutively.
Plates of photomicrographs are preferably labeled as a single figure with panels labeled
as A,B,C,D, etc. (lower or uppercase).

Services for Non-native Speakers

The Journal of Experimental Zoology offers a service for contributors whose native

language is not English. Contributors who are not at ease with the English language
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sometimes find it difficult to prepare acceptable manuscripts. Our service called Revise
is intended to help authors in such instances. Revise works in the following way.
Authors wishing to avail themselves of this service will so indicate when they submit
manuscripts. A Revise manuscript accepted for publication on scientific merit will then
be judged on the basis of its English grammar and composition. If a manuscript requires
Revise editing, the manuscript will be sent to a professional English language editor.
Type should be double-spaced and no less than 14 points in size. Corrected manuscripts
will be returned to authors to assure that revisions have not altered the original scientific

intent of the manuscript.

We believe this service is advantageous in a number of ways. Namely, it helps authors
to prepare superior text, it frees the reviewers from this task so they can confine
themselves to a consideration of the scientific content of manuscripts, and finally it

shortens the publication time of articles requiring grammatical revision.

Copyright/Licensing.

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for
the paper will receive an email prompting them to login into Author Services; where via
the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license

agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement:
If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with

the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA
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can be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below:
CTA Terms and Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp

Page Charges. It is the policy of the Journal not to levy page charges.

Proofs. A single set of page proofs will be sent to the author. All corrections should be

marked clearly directly on page proofs.

Reprints. Reprints may be purchased at the following address:

https://caesar.sheridan.com/reprints/redir.php?pub=10089&acro=JEZ

Rapid Communications for Short Reports of Timely and Unusual Interest

Publication within approximately eight weeks of receipt by the Publisher will be
provided for manuscripts of timely and unusual interest. These should consist of
approximately eight to ten typewritten pages and one page of illustrations. Authors will

receive proofs, which should be returned promptly in order to effect quick publication.

Revista American Journal of Physiology. Regulatory, Integrative and

Comparative Physiology

Title Page

All submissions must contain a title page however brief the article may be
(including, but not limited to, brief items such as editorials). The title page must contain
the full title of the article; author(s) name(s); all departments and institutions in which

the work was done; an abbreviated title for the running head; and the corresponding
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author's name, e-mail, and physical address for correspondence. Only one author may
be designated as the corresponding author.

Title

Make the title succinct and informative. Avoid unnecessary words like "Studies
in....".The title must not exceed 160 characters, including spaces between words.

Authors

List all authors' names and their first names or initials exactly as they should be
known. Do not include any specific titles (e.g., PhD, MD, and Prof. are not needed).
Include a brief itemized list of how each author contributed to the study.

"Group authorship” is allowed, with the name of a group (such as a consortium or
program) to be listed as an author, with members of the group listed in the
Acknowledgements section; however, the Program Director of the named group must
be the one who signs for the group when the group's "author"” signature is needed, i.e.,

on a Mandatory Submission Form or a Change of Authorship Form.

Authors who publish in APS journals may now present their names in non-Latin
characters (in their native writing system) along side the standard English transliteration
of their name in the main author line of the published article; for example, "Ta-Ming

Wang (F£KH1)". We will accept any non-Latin languages that have standard Unicode

characters designated for the native characters. For authors that choose this option,
please only provide the native expression for the original written form of the
transliterated name; that is, do not include any associated degree, rank, or title
information in the native format. This feature is meant for the person's name only, not
for ancillary information regarding academic achievement or institutional affiliation. To

take advantage of this new feature, please insert the native expression of your name
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along side the English transliteration in the main title page of your manuscript

submission.

The APS Journals program is now participating in the ORCID Registry. Authors
submitting manuscripts to APS journals will now have the option to attach their ORCID
identifier to their author profile in the APS Manuscript Submission system, or register
for one if they are a new participant. This ORCID identifier will be included in the
article metadata, if published, which may facilitate broad-reaching linkages of many

pieces of an author’s work across multiple databases (such Pubmed, PMC, and others).

ORCID is "an open, non-profit, community-based effort to create a permanent
registry of unique researcher identifiers and a transparent method of linking research

activities and outputs to these identifiers."”

Please see the ORCID website for more information and to register for an ORCID

identifier.

Affiliation

List all departments and institutions in which the work was done, with city and state
or country. Identify each author's affiliation by superscript numbers matched to the
appropriate institution. Affiliation must reflect the organization(s) supporting the
author(s) while the research was done. This may differ from the current affiliations of
the author(s), which will be listed in such cases in the Acknowledgments section as the
present address(es) of the author(s).

Running Head
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The running head is an abbreviated version of the title, which will appear at the top
of every page subsequent to the first page. Running heads must not exceed 60 characters
including spaces between words.

Address for Correspondence

Only one author may be designated as the corresponding author. A full address for
correspondence must be included, with a current, valid e-mail address for the
corresponding author. The address of the corresponding author will appear on the first
page of the article. Please note that a valid e-mail address is essential to participate in
the APS electronic proofing service. Also, provide your phone and fax numbers for use
while your article is in production. If the contact information to be used during

production differs from that to be included in the final article, indicate this explicitly.

Abstract

A one-paragraph abstract of not more than 250 words must accompany each
manuscript. Longer abstracts may be subject to editorial truncation, to conform to the
conventional perceptions of brevity that characterize an "abstract”. The abstract should
state what was done and why (including species and state of anesthesia), what was
found (in terms of data, if space allows), and what was concluded. Even for short
editorial-style articles, a brief "abstract” should be provided, if only to identify the topic
(e.g., "This is an editorial summarizing recent new developments in physiology.").

Keywords

Include three to five words or short phrases relevant to the article.

Glossary

A glossary may be included (and is often helpful) in equation-laden articles with

many different symbols (such as mathematical modeling or computational papers),
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specifying the units (and/or dimensions) as well as each definition. The glossary will
usually precede the Methods section. See this article for an example.

Introduction

Provide a brief overview of the scope and relevance of the study, especially with
regard to previous advancements in related fields.

Materials and Methods

Describe techniques, cell/animal models used (including species, strain, and sex),
and lists of reagents, chemicals, and equipment, as well as the names of manufacturers
and suppliers, including URLS for those supplies obtained online, so that your study can
be most easily replicated by others. For studies involving humans, the sex and/or gender
of participants must be reported. Also in this section, describe the statistical methods
that were used to evaluate the data. If clinical trials were used, a statement of
registration is required; also, for all investigations involving humans or animals, a
statement of protocol approval from an IRB or IACUC, or an equivalent statement,
must be included (see Guiding Principles for Research Involving Animals and Human
Beings). All animal or human studies must contain an explicit statement that the
protocols were submitted to, and approved by, an institutional review board or
committee or that the protocols were performed under a license obtained from such a
committee, board, or governing office.

Results

Provide the experimental data and results as well as the particular statistical
significance of the data.

APS has published an editorial on the use of statistics, and authors are encouraged to
consult it.

Discussion
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Sometimes combined with the results in a section called "Results and Discussion™.
Explain your interpretation of the data, especially compared with previously published
material cited in the References.

Appendix

An Appendix may be included (and is often helpful) in mathematical modeling or
computational papers, e.g., to provide details of a solution strategy.
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Footnotes

The footnotes section is the place to list any additional items pertinent to your
article, including but not limited to links to non-peer-reviewed data that may be
available to readers from your institutional web site.

Footnotes should be numbered consecutively throughout. They should be assembled

on a separate page at the end of the article.
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Figure Captions

Every figure must have a descriptive figure caption, to describe to the reader in
sentence form the relevant details of the figure, to place it in the proper context of the
manuscript. These textual figure captions must be listed in order in the manuscript,

following the reference list.

Tables

Whenever possible, authors are encouraged to submit figures rather than tables.
Statistical summary tables should be submitted when possible, rather than tables with
many lines of individual values. Lengthy tables of data that cannot be presented in a
suitable manner, according to APS standards of print publication, may be extracted and
set as a supplement to the online article. These supplements remain an integral part of
the article for the reader, as text referring to these tables will remain in the article, and
links directly to the supplements will be embedded and prominently indicated at all
points of entry to the online article (see Data Supplements).

Submitted tables should adhere to the following guidelines:

Tables must not duplicate material in text or figures.

Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals and prepared with
the size of the journal page in mind: 3.5 in. wide, single column; 7 in. wide, double

column.
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Each table should have a brief title; explanatory notes should be in the legend, not in
the title.

Nonsignificant decimal places in tabular data should be omitted.

Short or abbreviated column heads should be used and explained if necessary in the
legend.

Statistical measures of variations, SD, SE, etc., must be identified. (Example:
"Values are means + SE.")

Table footnotes should be listed in order of their appearance and identified by
standard symbols: *, 1, i, 8§ for four or fewer; for five or more, consecutive superscript

lowercase letters should be used (e.g., a, b, c, etc.).
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