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Resumo

Atualmente, a realizacdo de levantamentos biologicos que sejam capazes de classificar e
caracterizar a biodiversidade e suas relacfes ecoldgicas tem sido cada vez mais
importante e necessaria na busca da conservacdo ambiental. A fisiologia da conservacédo
preocupa-se em estudar e qualificar diversas variaveis relacionadas a um organismo,
para que assim seja possivel ampliar os conhecimentos acerca do funcionamento de
determinada espécie e detalhar necessidades basicas ambientais ou estabelecer periodos
de vulnerabilidade natural. O género Hyalella, de distribuicdo americana, tem uma
grande importancia nas cadeias troficas onde ocorrem, tornando-se uma ligacao
fundamental em processos de transferéncia energética. O anfipodo Hyalella kaingang,
uma espécie recentemente descrita e pouco estudada, foi utilizada nas pesquisas
referentes as analises sazonais, e 0 objetivo do presente trabalho foi analisar o
funcionamento metabdlico, a alocacdo energética, os niveis de lipoperoxidacdo e
atividades de enzimas antioxidantes da espécie. Foram utilizados 30 animais de cada
sexo em cada estagdo do ano, os quais foram coletados dentro do Centro de Pesquisa e
Conservacao da Natureza (CPCN) Pré-Mata, no municipio de Sao Francisco de Paula,
Rio Grande do Sul. Em campo, os animais foram eutanaziados por crioanestesia e no
laboratdrio, homogeneizados para a quantificacdo dos niveis de proteinas, glicogénio,
lipidios, triglicerideos, glicerol, lipoperoxidacéo e a atividade das enzimas superéxido
dismutase, catalase e glutationa S-transferase. Houve diferenca significativa nos niveis
de glicogénio, lipidios, triglicerideos, lipoperoxidacdo e na atividade das enzimas
superdxido dismutase e glutationa S-transferase ao longo de um ciclo sazonal, tanto em
machos como em fémeas.Os resultados encontrados a partir dos biomarcadores de
metabolismo energético e do estresse oxidativo indicam tendéncias alimentares
direcionadas ao consumo predominantemente de proteinas, e também que o periodo
reprodutivo da espécie seja longo, hipdtese baseada também na observacdo de fémeas
ovigeras em muitas estagdes. Sugere-se também, que exista um pico de atividade
reprodutiva no outono. Contudo, mais estudos devem ser realizados com a espécie para
que possam ser aprofundados os conhecimentos acerca da biologia reprodutiva,
ecologia geral e fisiologia desta espécie. O presente trabalho reforca a ideia de que deve
haver uma maior integracao entre diferentes campos cientificos para que se possa obter
um perfil mais preciso de um determinado organismao.

Palavras-chave: fisiologia da conservacdo, crustacea, anfipodo, variacdo sazonal,
metabolismo energético, estresse oxidativo.



Abstract

Currently, the execution of biological research that is able to classify and characterize
the biodiversity and its ecological relations has been increasingly important and
necessary in order to achieve environmental conservation. Conservation physiology is
concerned about studying and qualifying many variables related to an organism, so that
is possible to increase the knowledge about the functioning of a given species and to
detail main environmental requirements or to establish periods of natural vulnerability.
The genus Hyalella presents an American distribution and has a great importance on the
food chain where it occurs, and becoming a fundamental link in processes of energy
transference. The amphipod Hyalella kaingang, a very recent described species and so
far not very studied, was used on this study of seasonal variation, and the objective of
the present work was to analyze the metabolic behavior, the metabolic allocation, the
levels of lipid peroxidation and the activity of antioxidant enzymes of the species.
Thirty animals from each sex were used each season of the year, which were collected
at Centro de Pesquisa e Conservacdo da Natureza (CPCN) Pré-Mata, located at Séo
Francisco de Paula, Rio Grande do Sul. In the field, animals were euthanized by
cryoanesthesia and in the laboratory they were homogenized in order to quantify levels
of total proteins, glycogen, lipids, triglycerides, glycerol lipid peroxidation and the
activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase, catalase and glutathione S-
transferase. There was significative difference in the levels of glycogen, lipids,
triglycerides, lipoperoxidation and in the activity of the enzymes superoxide dismutase
and glutathione S-transferase over a full seasonal cycle in both males and females. The
results of biomarkers from energetic metabolism and from oxidative stress indicate a
feeding trend directed to the ingestion of proteins, and it is also suggested that the
reproductive period of the species may be long-lasting, with this hypothesis being based
also on the observation of pregnant females in many of the analyzed seasons. It is also
suggested that there may be a reproductive peak during autumn. However, more studies
must be done with this species so that the knowledge about its reproductive biology,
general ecology and physiology can be increased. The present work also reinforces the
idea that must be a greater interaction between different scientific fields so that a more
precise profile of any given organism can be stated.

Key words: conservation physiology, crustacean, amphipod, seasonal variation,
energetic metabolism, oxidative stress.



Apresentacao

O presente trabalho, sob o titulo “Estudo sazonal do metabolismo intermediario
e do balanco oxidativo de Hyalella kaingang (CRUSTACEA, HYALELLIDAE) em
ambiente natural”, € um dos itens de exigéncia para a obtencao do titulo de Mestre pelo
Programa de P6s-Graduacgdo em Zoologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul.

A apresentagdo dos resultados obtidos para a composi¢do da dissertacdo é
composta por um capitulo, redigido em forma de artigo cientifico, o qual sera
posteriormente traduzido para a lingua inglesa e encaminhado a publicacdo na revista

“Journal of Comparative Physiology Part B: Biochemestry and Molecular Biology”.

A pesquisa foi desenvolvida nos campos relacionados a bioquimica metabdlica,
fisiologia comparada, ecofisiologia e fisiologia da conservacdo. O trabalho procurou
realizar uma avaliacdo sazonal acerca de diversos parametros metabdlicos relacionados
ao metabolismo energético, bem como avaliar possiveis variagdes sazonais do status
oxidativo, como a atividade de enzimas antioxidantes e os niveis de peroxidagdo
lipidica. Com os resultados, foi realizada uma caracterizagdo de como a espécie se
comporta fisiologicamente ao longo do ano em termos de mobilizagcdo de reservas

energéticas e oscilacBes naturais em seu balanco oxidativo.



Introducéo Geral

Os ecossistemas, em todo o mundo, enfrentam atualmente, em maior ou menor
escala, interferéncias que resultam de alguma acdo humana. O desenvolvimento
acelerado de industrias, o crescimento exponencial dos centros urbanos e 0 aumento de
atividades rurais tém potencial para interferir em ciclos naturais de flora e fauna ao seu
redor. Esses fatores acabam muitas vezes por modificar as paisagens, diminuir a area de
distribuicdo de organismos ou liberar residuos poluentes em seus habitats. Estudos de
conservacgdo e manejo ambiental, cada vez mais, intensificam esforgos para identificar
problemas e restaurar ecossistemas degradados e aplicar técnicas de utilizacdo de
recursos de forma sustentavel (Cooke et al. 2013).

Os campos da regido sul do Brasil sdo locais com uma diversidade bioldgica
muito grande. A alta diversidade de espécies faz com que a regido seja um importante
centro de estudos de carater conservacionista, uma vez que o0 uso inadequado da terra e
a cultura de espécies exdticas tém ameacado a sua integridade. O aumento na producéo
de alimentos como arroz, soja, milho e trigo, bem como o potencial comercial do
cultivo de arvores exdticas para industrias de celulose acabam por diminuir as areas
originais de campo, e 0 uso de compostos quimicos empregados nas técnicas agrarias
pode afetar organismos ndo-alvo. A modificacdo dessas areas naturais, bem como o
incremento do plantio de monoculturas danifica e compromete as comunidades locais e
consequentemente diminui a biodiversidade local (Overbeck et al. 2009). Dessa forma,
a melhor maneira para ampliar os esfor¢os de manutencdo e conservacao é estudar e
levantar o maior nimero de informacfes de uma espécie em seu habitat natural, para
que seja feita uma melhor andlise comparativa dos eventuais distlrbios que possam
afetar o progresso e a existéncia de uma populagéo.

De acordo com Cooke e colaboradores (2013), o entendimento dos mecanismos
especificos relacionados aos problemas de conservacdo tem se tornado cada vez mais
importante em decisdes de resolucdo acerca de perturbacdes ambientais. Parte disso é
relacionada a “grande utilidade das ferramentas e conhecimentos fisioldgicos para
estabelecer relagdes de causa e efeito”. O autor ainda defende a ideia de que avangos
significativos em termos conservacionistas e manejo de recursos naturais necessitam de
integracdo entre areas diversificadas da ciéncia, e que as ferramentas oferecidas pela
fisiologia da conservacdo sdo uma peca fundamental para entender e lidar com os

problemas ambientais. Tal ramo dessa ciéncia ainda inclui a caracterizacdo da

9



diversidade bioldgica e o estudo de respostas de um organismo frente as variaveis
ambientais naturais em que ele estd exposto (Cooke et al. 2013), o que acaba por apoiar
e justificar a importancia de trabalhos que visam o estudo de variagcbes sazonais e
circadianas in situ, sob uma Gtica ecoldgica, fisiologica.

Dentro dos principios inseridos no conceito de fisiologia da conservacdo, o
estabelecimento de espécies bioindicadoras de qualidade ambiental € um importante
passo para criar ferramentas padronizadas de monitoramento. Portanto, para que se
tenham informagdes basicas, porém de extrema importancia, em termos de
conhecimento da biodiversidade, e visando gerar dados para futuros projetos de
conservacao ambiental, deve ser ampliado o conhecimento das estratégias adaptativas
de organismos em ambientes naturais, explorando,entre outros aspectos, a capacidade
de alocacdo energética e 0s requerimentos nutricionais, podendo eventualmente
diagnosticar periodos de vulnerabilidade natural;permitindo assim, adotar o uso dos
marcadores fisiol6gicos como parte de programas de monitoramento ambiental em
longo prazo (Tracy et al. 2005; Stevenson2006; Cooke et al. 2013).

Com esses recursos, pode-se fazer uma padronizacao das varia¢fes bioquimicas
sazonais de uma espécie, podendo futuramente comparar o0 modelo de distribuicdo de
reservas em ambiente natural com experimentos onde a mesma espécie enfrente algum
disturbio ambiental.  Portanto, com a padronizacdo de espécies consideradas
bioindicadoras de qualidade ambiental, é possivel diagnosticar alteracGes fisioldgicas no
ciclo de vida de organismos sujeitos a alteracdes ambientais que ndo fazem parte de seu
ciclo de vida.

Dentre os principais biomarcadores utilizados para a caracterizacdo de espécies
em ambiente natural, encontram-se os marcadores relacionados ao metabolismo
energético. Existem muitos trabalhos que abordam pardmetros do metabolismo
intermediario, como niveis de proteinas, glicogénio, glicose e lipidios associados ao
ciclo circadiano e a sazonalidade da espécie, estabelecendo conexdes com seu ciclo de
vida e com variaveis ambientais, como temperatura e fotoperiodo (Oliveira et al. 2003;
Dutra et al. 2007; Sroda e Cossu-Leguille 2011). Além disso, os resultados obtidos a
partir de estudos ecofisioldgicos podem ser utilizados para reforcar dados ja existentes
sobre a ecologia de uma espécie, como a alimentacdo, periodos de maior atividade
reprodutiva ou muda.

A literatura apresenta relacbes importantes entre niveis de metabolitos

associados aos habitos alimentares de uma espécie. O estudo do metabolismo
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intermediario em crustdceos apresenta grande variabilidade inter e intra-especifica,
resultado de diversos fatores, como por exemplo seu habitat, estdgio de muda, dieta ou
maturidade sexual (Giusto e Ferrari 2014). Um trabalho analisando a sazonalidade de
duas espécies simpatricas dos anfipodos Hyalella castroi e Hyalella pleoacuta foi capaz
de aprofundar os conhecimentos acerca dos habitos alimentares das espécies a partir das
andlises de quantificacdo de glicogénio e de proteinas totais desses animais (Dutra et al.
2007), relacionando alguns habitos de cada espécie com os niveis registrados de cada
metabolito encontrado nas respectivas amostras. Nesse estudo, 0s autores sugerem que
H.castroi apresenta uma dieta voltada para o consumo de proteinas, 0 que estaria
associado com o fato de a espécie explorar o sedimento, onde se pode encontrar uma
grande quantidade de matéria organica de origem animal. Por outro lado, H. pleoacuta é
uma espécie que explora as colunas de agua, onde € possivel encontrar uma grande
quantidade de matéria organica de origem vegetal, razdo pela qual os autores sugerem
que a dieta desta espécie é baseada no consumo de carboidratos. Compostos do
metabolismo intermediario como proteinas, carboidratos e lipidios também estdo
presentes em etapas do periodo reprodutivo, como na segunda fase da vitelogénese,
etapa em que uma grande quantidade de vitelo € depositada nos odcitos (Adiyodi e
Subramoniam 1983; Talbot e Helluy 1995).

O estudo de lipidios também ¢é relevante em trabalhos acerca do metabolismo
intermediario, uma vez que tais compostos sdo fundamentais na estruturacdo e
manutencdo da integridade fisiologica de membranas celulares, além de apresentarem
um papel no transporte de substratos atraveés do sistema circulatério tanto de
invertebrados como vertebrados (O"Connor e Gilbert 1968). Quingley e colaboradores
(1989), ao estudar a relagcdo entre a composicdo lipidica e o tamanho e maturidade do
anfipodo Pontoporeia hoyi constatou uma diferenca intraespecifica em niveis de
triglicerideos, os quais foram encontrados em maior quantidade nas fémeas da espécie,
considerando ainda que uma grande parcela dos compostos lipidicos é transferida das
fémeas para sua futura prole (Quingley et al. 1989; Cavaletto et al. 1996).

A conservacdo de um ambiente natural é fundamental para que o ciclo de vida
de uma espécie se mantenha, e uma importante parte disso esta relacionada a
manutencdo dos habitos alimentares de um organismo. Atualmente, sabe-se que
artropodes nao sdo capazes de realizar a sintese de novo de compostos como o
colesterol, sendo consequentemente obrigatoria a sua obtencdo a partir da dieta

(Grieneisen 1994), uma vez que a molécula tem um papel importante na sintese de
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ecdisteroides, responsaveis pela modulacdo do ciclo de muda (Bocking et al. 1993;
Mykles 2011).

Muitos estudos sobre a sazonalidade metabdlica incluem anélises relacionadas
ao balanco oxidativo do animal, verificando atividade de enzimas antioxidantes, niveis
de lipoperoxidacdo e outras moléculas antioxidantes (Sroda e Cossu-Leguille 2011;
Paital e Chainy 2013; Schvezov et al. 2013). Investigagdes acerca do status oxidativo de
um determinado grupo costumam quantificar as atividades de enzimas como a
superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a
glutationa redutase(GR) e a glutationa-S transferase (GST) (Hermes-Lima 2004;
Koening e Solé 2012), visando assim analisar os niveis naturais da diferenca entre a
formacdo de espécies reativas de oxigénio e sua respectiva neutralizacdo. Baseado
nisso, sdo estabelecidas associacGes importantes para o entendimento fisioldgico da
espécie em seu héabitat natural, determinando periodos de maior vulnerabilidade em

termos de balango oxidativo.

De acordo com Lushchak (2011), a concentracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) é um processo dindmico, uma vez que tanto sua produgdo quanto sua
eliminacdo devem ser equilibrados. Porém, algumas razdes podem perturbar esse
equilibrio, determinando o que se conhece por estresse oxidativo. O termo estresse
oxidativo faz referéncia a um desbalanco entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e as defesas antioxidantes do organismo (Sies 1991). Os animais
podem apresentar um desbalan¢o oxidativo devido a um aumento na producgdo de
espécies reativas de oxigénio e/ou por diminuicdo na sua capacidade de defesa
(Halliwell e Gutteridge 2007).Essas espécies reativas sao moléculas cuja capacidade de
oxidacdoé potencialmente prejudicial, causando disfungdes metabdlicas e morte celular
(Halliwell e Guterridge 2007). Animais aerébicos foram evolutivamente equipados para
lidar com desajustes oxidativos, e sdo portadores de diversos mecanismos para
combater tais danos, como enzimas (exemplo:SOD, CAT, GPx) e outras moléculas

(exemplo:carotenoides, glutationa reduzida) (Halliwell e Gutterudge 2007).

Dentre os crustaceos do género Hyalella Smith, 1874 o qual é constituido
atualmente por mais de 65 espécies descritas, distribuidas exclusivamente no continente
americano (Baldinger 2004), existem diversas espécies de ocorréncia regional que ja
foram utilizadas em trabalhos na area da ecofisiologia, como H.castroi (Gering et al.
2009; Dutra et al. 2011), H. curvispina (Dutra et al. 2008a; Dutra et al. 2008b), e H.
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pleoacuta (Dutra et al. 2008a; Dutra et al. 2007). E um género cuja coleta e cultivo sdo
relativamente simples, onde a muda e o pareamento em periodos reprodutivos sdo
facilmente perceptiveis, ea maturacdo do ovério, oviposi¢do e incubacdo dos ovos
podem ser observadospelo corpo translucido do animal (Kruschwitz 1978). Ha
ocorréncia de um dimorfismo sexual em que 0s machos apresentam o segundo par dos
gnatopodos alargado, enquanto as fémeas sdo portadoras de um marsupio, onde Sao
depositados os ovos. O primeiro e o segundo par de gnatopodos nos machos séo
utilizados para carregare para 0 manejo fisico da fémea durante a copula,
respectivamente (Kruschwitz 1978; Wellborn 2000). Segundo Kruschwitz (1978), em
Hyalella o comportamento de amplexo é geralmente iniciado alguns dias antes da muda
das fémeas, e ap6s a copula, os ovos sdo colocados no marstpio da fémea, onde o

esperma ja foi depositado.

Recentemente foi descrita uma nova espécie do género Hyalella (Bueno et al.
2013), registrada como Hyalella kaingang. Essa espécie ocorre em ambientes de agua
doce, e tal registro foi feito a partir de individuos distribuidos no riacho Garapia, uma
porcdo da bacia hidrografica do Rio Mambituba, localizado no municipio de Sao
Francisco de Paula, RS. Devido ao tempo que essa espécie € conhecida, pouco se sabe
sobre ela além dos dados morfoldgicos e ecoldgicos presentes em sua descricdo, e nada

se sabe sobre suas caracteristicas bioquimicas e fisiologicas.

Os anfipodos costumam ser organismos importantes em suas comunidades,
sendo um elo relevante na cadeia alimentar. O estudo de espécies novas, bem como o
entendimento da estocagem/alocacdo de reservas energéticas e do balango oxidativo,
podem contribuir para o melhor entendimento da espécie e de suas adaptacdes ao meio

ambiente.

Considerando todos os pontos citados anteriormente, este trabalho visa analisar
0s niveis de reservas energéticas e do balanco oxidativo em individuos de Hyalella
kaingang coletados nas diferentes estacbes do ano em seu ambiente natural,
estabelecendo um padrdo bioquimico-funcional in situ e, possibilitando em estudos
futuros que estas variaveis e a propria espécie possam ser utilizadas como biomarcador

e bioindicador, respectivemente, para ambiente limnico.
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Posteriormente, os resultados obtidos sobre a fisiologia da espécie podem
auxiliar também, trabalhos na éarea da fisiologia comparada, da fisiologia da
conservacao e da ecotoxicologia, a fim de avaliar as alteracbes metabolicas por ensaios
bioldgicos, como por exemplo, em situacdes de exposicdo a xenobioticos, ou em
periodos de completa escassez alimentar ou alteracdo em niveis de oxigénio dissolvido

na agua.
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CAPITULOI

ESTUDO SAZONAL DO METABOLISMO INTERMEDIARIO E DO BALANGO
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15



Estudo sazonal do metabolismo intermediario e do balanco
oxidativo de Hyalella kaingang (CRUSTACEA, HYALELLIDAE)

em ambiente natural

Braghirolli, F.M."; Oliveira, M. R.; Oliveira, G.T.!

1. Pontificia Universidade Catélica Do Rio Grande do Sul, Departamento de Ciéncias

Morfofisioldgicas - Laboratério de Fisiologia da Conservacao.

Correspondéncia:

Dra. Guendalina Turcato Oliveira

Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul - PUCRS
Faculdade de Biociéncias

Departamento de Ciéncias Morfofisiologicas
Laboratdrio de Fisiologia da Conservacao
Avenida Ipiranga, 6681 Pd. 12, Bloco C, Sala 250
CP. 1429

Porto Alegre, RS 90619-900

Brasil

Telefone: 55-51-33203545 (ext. 8324)

Fax 55-51-3320-3612

E-mail: guendato@pucrs.br

G.T.Oliveira

Bolsista de Produtividade do CNPq, Brasilia, Brasil (Processo: 307303/2012-8)

16



1. Introducéo

De acordo com Cooke e colaboradores (2013), a caracterizacdo da diversidade
bioldgica e suas implicacdes ecoldgicas, bem como a predigdo de como organismos
respondem as alteracbes ambientais define o conceito de fisiologia da conservacao.
Uma grande e importante parcela desses estudos deve, portanto, ampliar o
conhecimento das adaptacdes de uma determinada espécie em seu ambiente natural,
tendo em vista explorar as alocacBes energéticas relevantes ao crescimento e a
reproducdo, bem como detalhar as necessidades nutricionais em ambiente natural ou em
cativeiro para diagnosticar possiveis problemas e periodos de vulnerabilidade, e utilizar
marcadores fisiolégicos com parte de programas de monitoramento ambiental em longo
prazo (Tracy et al. 2005; Stevenson 2006; Cooke et al. 2013).

O género Hyalella Smith, 1874 atualmente inclui mais de 65 espécies
distribuidas ao longo de todo o continente americano, com 23 espécies de ocorréncia no
territdrio brasileiro (Baldinger 2004; Bueno et al. 2013). Esses animais s&o encontrados
associados a vegetacdo aquatica, ao sedimento ou nadando em colunas d"&gua, além de
serem considerados de extrema importancia a fauna bentdnica e a cadeia tréfica como
fonte alimentar de peixes, anfibios e aves (Hargrave 1970; Kruschwitz 1978; Pilgrim e
Burt 1993). Portanto, constituem um elo vital de transferéncia energética entre algas e

consumidores de niveis superiores.

Diversas espécies enquadradas no género sdo alvo de pesquisas relacionadas a
taxonomia, ecologia e aspectos evolutivos (Strong Jr 1973; Wellborn 1994). Além
disso, esses animais costumam ser amplamente utilizados em ensaios como organismos
bioindicadores de xenobidticos (Negro et al. 2013; Giusto e Ferrari 2014), tendo em
vista sua facilidade de coleta, de cultivo e de claro dimorfismo sexual, além de serem
abundantes em ambiente aquatico (Kruschwitz 1978; Wang et al. 2014). Faz-se
necessario, porém, o incremento de levantamentos prévios aos testes toxicoldgicos com

relacdo aos aspectos fisiologicos em ambiente natural dessas espécies.

Dentre os principais biomarcadores utilizados para a caracterizacdo de espécies

em ambiente natural, encontram-se 0s marcadores relacionados ao metabolismo
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energético. Existem alguns trabalhos que abordam parametros do metabolismo
intermediério, como niveis de proteinas, glicogénio, glicose e lipidios associados ao
ciclo circadiano e a sazonalidade da espécie, estabelecendo conexdes entre seu ciclo de
vida com variaveis ambientais, como a temperatura e o fotoperiodo (Oliveira et al.
2003; Dutra et al. 2007; Sroda e Cossu-Leguille 2011). Além disso, os resultados
obtidos a partir de estudos ecofisiologicos podem ser utilizados para reforcar dados ja
existentes sobre a ecologia de uma espécie, como a alimentacdo, periodos de maior

atividade reprodutiva ou muda.

De forma semelhante, véarios estudos sobre a sazonalidade incluem analises
relacionadas ao balanco oxidativo de animais, verificando a atividade de enzimas
antioxidantes, niveis de lipoperoxidacdo e outras moléculas antioxidantes (Sroda e
Cossu-Leguille 2011; Paital e Chainy 2013; Schvezov et al. 2013). Investiga¢des acerca
do status oxidativo de um determinado grupo costumam quantificar as atividades de
enzimas como a superdxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase, a glutationa
redutase e a glutationa S-transferase (Hermes-Lima 2004; Koening e Solé 2012),
visando assim analisar 0s niveis naturais da diferenca entre a formagdo de espécies
reativas de oxigénio e sua respectiva neutralizacdo. Baseado nisso, sdo estabelecidas
associacfes importantes para o entendimento fisioldgico da espécie em seu hébitat
natural, determinando periodos de maior vulnerabilidade em termos de balanco

oxidativo.

Assim sendo, o objetivo desse trabalho é realizar uma avaliacdo sazonal de
alguns marcadores fisiologicos relacionados ao metabolismo energético e ao balango
oxidativo de Hyalella kaingang. Esse anfipodo foi descrito recentemente (Bueno et al.
2013) e ainda ndo existem registros acerca de sua distribuicdo, biologia reprodutiva ou
ecologia geral. Uma vez estabelecido o perfil biogquimico-funcional da espécie, também
é possivel que a espécie seja candidata ao desenvolvimento de ensaios toxicoldgicos e a

se tornar um organismo bioindicador de qualidade de ambientes dulciaquicolas.

2. Materiais e métodos

18



Todos os experimentos do presente trabalho foram realizados sob as permissdes
legais responsaveis pelos regimentos de usos de animais em pesquisa, como o Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) sob o cddigo de
autorizacdo SISBIO 43587-1, bem como o Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA) da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS), sob a
autorizacdo de numero 14/00401.

2.1 Procedimentos de campo

A amostragem foi realizada ao longo do ano de 2014, sempre no més central de
cada estacao do ano (fevereiro, maio, agosto e novembro); os individuos de H.kaingang
foram coletados em um tanque de alvenaria no Centro de Pesquisas e Conservagdo da
Natureza (CPCN) Pré-Mata (S&o Francisco de Paula, Rio Grande do Sul, Brasil) que
recebe agua do riacho Guarapia (UTM 577600N; 6737200E), caracterizando-se como
uma area de baixa influéncia antropica. O procedimento de captura foi realizado com o
auxilio de peneiras de malha fina, e foram coletados 30 animais de cada sexo, sendo
devolvidos ao habitat as fémeas ovigeras e animais excedentes. A seguir, 0s individuos
eram acondicionados em tubos plasticos com capacidade de 2 ml e entdo, eram
eutanasiados em banho de gelo e mantidos congelados até sua transferéncia para o
laboratério. Os procedimentos foram realizados no Laboratorio de Fisiologia da
Conservagdo, nas dependéncias da Pontificia Universidade Cat6lica do Rio Grande do
Sul, em Porto Alegre.

Juntamente com a coleta dos anfipodos, foram registradas informacdes
relacionadas ao ambiente do qual os animais foram retirados, como temperatura, pH,
oxigénio dissolvido, condutividade da agua do tanque (tabela 1). Também era feita em
cada coleta uma amostragem da agua do tanque, para posterior analise de parametros

quimicos (matéria organica, nitrito, nitrato, fosforo total e dureza) (tabela 2).

2.2 Procedimentos de laboratorio

Para os ensaios de cada estagdo, os 30 animais coletados de cada sexo eram
divididos em trés pools: o primeiro, com 6 animais, para a quantificacdo de proteinas
totais e glicogénio; o segundo, com 8 animais, para a quantificacdo de lipidios totais,
triglicerideos e glicerol; e o terceiro, com 16 animis, para a determinacgdo da atividade

das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-
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transferase (GST), além da quantificacdo dos niveis de lipoperoxidacdo (TBARS).
Todos o0s ensaios nos pools, tanto de metabolismo quanto de estresse oxidativo e
lipoperoxidag&o, foram dosados em quintuplicata. O peso médio dos animais coletados

foi de 0,029¢g nos individuos machos e 0,019¢g nas fémeas.

2.2.1 Preparacdo e quantificacdo das amostras para ensaios de metabolismo

Para a extragdo do glicogénio, foi utilizado o método descrito por Van Handel
(1965), com posterior quantificacdo deste polissacarideo como glicose apds hidrolise
acida (HCI) e neutralizacdo (Na,COg). Foi utilizado kit comercial da Labtest (Ref.: 84)
que segue o método da glicose oxidase, onde o produto final da reagdo apresenta uma
coloracdo vermelha, cuja intensidade € proporcional a concentracdo de glicose na

amostra, detectada a 500nm.

Os niveis de proteinas totais foram quantificados no meio de extracdo do
glicogénio, utilizando kit comercial da Labstest (Ref.:99) cujo principio quimico baseia-
se na reacdo de ions de cobre com ligagdes peptidicas das proteinas séricas. O produto
dessa reacao forma um composto de coloracdo purpura que tem absorbancia maxima em
525nm.

Os lipidios totais, triglicerideos e glicerol livre foram extraidos pelo método do
cloroférmio: metanol (2:1) descrito por Folch e colaboradores (1957). Os niveis de
lipidios totais foram determinados através do método da sulfofosfovanilina, descrito por
Frings e Dunn (1970), sob absorbancia maxima de 530 nm. Os niveis de triglicerideos
foram quantificados através de kit da Labtest (triglicerideos GPO-ANA- Referéncia n°
87), com absorbancia maxima em 520 nm e a quantificacdo dos niveis de glicerol livre
foram feitas a partir de kit comercial (Thermo Scientific- Ref: 5360), com absorbancia
de 340 nm.

Os resultados dos parametros metabdélicos foram expressos em mg do metabolito

por g do pool de animais.

2.2.2 Preparagdo do homogeneizado para ensaios enzimaticos e
lipoperoxidacéo
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O pool de animais foi pesado e para cada grama do pool foi acrescentado 5 ml
de uma solucéo formada por tampao fosfato (20mM) acrescido de fluoreto de fenil metil
sulfolina (PMSF), com concentracdo de 100mM (inibidor de proteases), em uma
proporcdo de 100:10. Na sequéncia, o pool era homogeneizado em um Ultra-Turrax
(IKA-WERK), em banho de gelo (0-4°C). O produto desse procedimento era
centrifugado em uma centrifuga refrigerada (4°C) por 10 minutos a 3000rpm
(SORVALL RC-5B Refrigerated Superseed Centrifuge). Apds, era retirada a por¢ao
sobrenadante e congelada em freezer -80°C para dosagens posteriores (Lleusy et al.
1985), e a fracdo precipitada era descartada. Uma fracdo da amostra do sobrenandante
era usada para a quantificacdo das proteinas no homogeneizado usando kit da
LABTEST (Ref.:99).

a) Superoxido dismutase (SOD):

A técnica para a determinacdo da atividade dessa enzima é baseada na inibicédo
da reacdo do anion superéxido com a epinefrina. Uma vez que ndo é possivel
estabelecer a concentragdo da enzima ou sua atividade (substrato consumido/tempo), foi
utilizado a quantificagdo em unidades relativas, onde uma unidade de SOD equivale a
quantidade de enzima que inibe 50% a velocidade de formacdo da oxidacao do detector
(no presente estudo: epinefrina). Esse processo de oxidacdo forma o adenocromo,
produto cuja coloracdo € detectada espectrofotometricamente. Por fim, a atividade da
enzima € estimada medindo a velocidade de formacdo do adenocromo, observada a
480nm, em um meio de reacdo contendo glicina-NaOH(50mM, pH11) e epinefrina
(ImM) (Boveris et al. 1982).

b) Catalase (CAT)

Esta enzima tem uma configuracdo bioquimico-estrutural que lhe atribui
especificidade apenas a compostos especificos, como o peroxido de hidrogénio e
hiperperdxidos de metila e etila (Webster e Nunn 1998), apresentando uma atividade
diretamente proporcional a taxa de decomposicdo de seu substrato. Dessa forma, a
determinacéo da atividade da catalase pode ser quantificada pela analise do consumo de
perdxido de hidrogénio (Morgan-Martins 2003). Utilizou-se, em cubeta de quartzo, 955
uL de tempdo de fostato de sddio (5 mM; pH7,4) e 10 pL da amostra. Em seguida, era

feita uma calibracdo no aparelho com essa leitura inicial igualando-se a zero, e entdo,
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adicionava-se 35 pL de perdxido de hidrogénio (0,3M) para o inicio da leitura. Os
resultados foram expressos em nmoles por mg de proteina por minuto de reacéo, sob

comprimento de onda de 240nm (Boveris e Chance 1973).

¢) Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa S-transferase foi medida de acordo com método descrito
(Boyland e Chasseaud 1969), o qual consiste na medida da conjugacdo do 1-cloro 2,4
dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH) a atividade ¢ medida com o
aumento nos valores da absorbancia lida a 340 nm e os resultados expressosem nmoles de

conjugado CNDB. min™.mg de proteinas™.

d) Niveis de lipoperoxidacao

A quantificacdo dos niveis de lipoperoxidacédo foi determinada pela deteccao de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), o qual reage com diversos tipos
de aldeidos, como o malondialdeido, que sdo produtos do processo da peroxidacao
lipidica. Para tal, eram colocados em tubos de ensaio 0,2mL de acido tiobarbitdrico
(TBA) 0,67%, 0,1mL de agua destilada, 0,3mL de &cido tricloroacético (TCA) 10% e
0,1mL do homogeneizado. O TBA forma uma base de Schiff a partir da reacdo com os
produtos da lipoperoxidacdo e o TCA age desnaturando proteinas e acidificando o meio

da reacéo.

Na sequéncia, os tubos eram colocados em um agitador (Biomatic) e aquecidos
durante 15 minutos a temperatura de 100°C. A seguir, os tubos eram resfriados e
acrescentava-se 0,6mL de alcool n-butilico a fim de extrair o pigmento formado. Os
tubos eram novamente agitados por 45 segundos e centrifugados por 10 minutos a
3000rpm. Ao final, o produto corado era retirado e a leitura feita em espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 535 nm (CARY 3E — UV — Visible Specrophotometer
Varian). O resultado final dos niveis de lipoperoxidacao foram expressos em nmoles/mg

de proteinas ( Buege e Aust 1978).

2.3 Analise estatistica
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Os resultados obtidos foram expressos com média * erro padrao, testados quanto
a sua distribuicdo através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a homogeneidade
analisada pelo teste de Levene. Para dados paramétricos foi realizada uma anélise de
variancia de uma via (ANOVA), com correcdo de Bonferroni no caso em que p>0,05
para o0 teste de levene e, Games-Howell quando p<0,05 obtidos no teste de
homogeneidade. Estas analises estatisticas foram realizadas com o programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows, versdao 20.0. Para dados ndo
paramétricos realizou-se o teste de Kruskal-Wallis (Bioestat - versdo 5.3), com teste
complementar de Dunn. Os resultados obtidos para os diferentes sexos foram
comparados através de analise de variancia de duas vias. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (Zar 1996).

3. Resultados

3.1 Metabolismo intermediario

Os resultados mostram que, em machos, houve diferenca significativa entre os
niveis de proteinas totais entre o inverno ea primavera eentre verdo e inverno (p<0,05).
Nas fémeas, foi registrada diferenca entre inverno e outono, e entre inverno e verao
(p<0,05). Ndo houve diferencas significativas entre os sexos ao longo do periodo de
estudo (p>0,05). Os niveis de proteinas encontrados foram maiores no inverno (para
ambos 0s sexos), enquanto que os niveis mais baixos foram registrados na primavera

em machos, e no verdo nas fémeas (fig. 1).

Os niveis de glicogénio nos machos apresentaram diferenca significativa entre
inverno e verdo, e outono e inverno (p<0,05). Nas fémeas, houve diferenca significativa
entre inverno e primavera, e entre verdo e inverno (p<0,05). Os resultados apontaram
diferencas significativas entre sexos (p<0,05). No inverno, estacdo em que ambos os
sexos apresentam quantidades mais elevadas de glicogénio, 0s niveis deste
polissacarideo nas fémeas encontram-se 2,28 vezes mais elevados que os niveis dos
machos. Apos 0 pico no inverno, a quantidade de glicogénio das fémeas diminuiu 6,04
vezes na primavera (niveis mais baixos) e para 0s machos, 0s niveis mais baixos foram

registrados no veréo (fig.1).
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Os niveis de lipidios totais nos machos de H.kaingang diferiram
significativamente entre primavera e verdo e entre primavera e outono (p<0,05). Nas
fémeas, os lipidios variaram entre o verdo e 0os meses de outono e de primavera, entre 0
outono e o inverno e primavera, e entre inverno e a primavera (p<0,05). Os testes
apontaram diferenca significativa entre os sexos ao longo das por esta¢des (p<0,05). Os
maiores niveis presentes nos machos foram encontrados na primavera, estacdo onde
foram encontrados os menores niveis do metabdlito nas fémeas, com a diferenca entre
0s sexos sendo de 5,37 vezes maiorespara 0s machos. Os valores encontrados mais
altos,nas fémeas, foram registrados no outono, estacdo emque 0s machos apresentaram
0s menores valores de lipidios totais, com a diferenca entre 0s sexos sendo de 17,66

vezes maior nas fémeas (fig 2).

Os valores de triglicerideos nos machos ndo apresentaram diferengas
significativas entre as estacdes (p>0,05); ja para as fémeas foi observada uma diferenca
significativa entre as estacfes outono e primavera (p<0,05). Houve também diferencas
significativas entre os sexos (p<0,05). Os niveis de triglicerideos das fémeas foram mais
altos que os niveis dos machos em todas as esta¢fes, com exce¢do da primavera, onde
foram registrados os maiores valores para 0s machos e 0s menores para as fémeas, com
uma diferenca de 3,88 vezes. Os maiores valores encontrados nas fémeas foram no
outono, onde a diferenca com relacao aos valores encontrados em machos para a mesma

estagdo € de 4,38 vezes maior (fig. 2).

Os niveis de glicerol observados nos machos apresentaram diferencas
significativas entre verdo e inverno (p<0,05). Nas fémeas, foi observada uma diferenca
estatistica entre outono e inverno (p<0,05). Na primavera, em ambos 0S sexos, a
presenca do metabdlito ndo foi detectada. Os valores mais altos de glicerol, tanto para
0Ss machos quanto para as fémeas, foram encontrados no inverno. No verdo foram
encontrados os valores mais baixos de glicerol para 0os machos, enquanto que nas

fémeas, 0os menores niveis foram registrados no outono (fig. 2).

3.2 Enzimas antioxidantes e lipoperoxidacao

A atividade da superoxido dismutase em machos apresentou diferenca

significativa entre inverno e verdo, e entre inverno eprimavera (p<0,05), ao passo que
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nas fémeas, a atividade da enzima ndo apresentou diferencas significativas entre
nenhuma das estagOes avaliadas (p>0,05). Os testes indicaram diferencas significativas
entre o padrdo de resposta anual de machos e de fémeas (p<0,05). Os niveis de atividade
enzimatica nos machos apresentaram um pico no inverno, em que chegam a ser até 2,03
vezes maiores que os das fémeas no mesmo periodo e 2,27 vezes mais altos que no
outono; j& as fémeas apresentam seus niveis mais elevados na primavera. Os niveis mais
baixos de atividade enziméatica em machos e fémeas foram diagnosticados no verao eno

outono, respectivamente (fig. 3).

Os niveis de atividade da catalase nos machos apresentaram diferenca
significativa entre inverno e primavera (p<0,05), enquanto que nas fémeas, foi apontada
uma diferenca estatistica entre verdo e outono (p<0,05). Os valores mais altos
relacionados a atividade da enzima em machos foram diagnosticados no inverno, e 0s
valores mais baixos na primavera, estacdo em que a atividade caiu 7,89 vezes. Nas
fémeas, os valores de atividade mais altos ocorreram no verdo, tendo uma queda de
21,51 vezes no outono, estacdo onde os niveis de atividade foram mais baixos no grupo
(fig. 3). No entanto, ndo foram diagnosticadas diferengas significativas entre sexos
(p>0,05).

Os dados da atividade da enzima glutationa S-transferase apresentaram diferenga
significativa nos machos entre as estacdes outono e primavera, e entre inverno e todas
as outras estacdes (p<0,05). Nas fémeas, foram apontadas diferencas significativas entre
primavera e 0 verdo e outono, e entre o inverno e as demais estagdes (p<0,05). Os
valores de atividade mais baixos para ambos os sexos foram encontrados no inverno. Os
niveis aumentam gradualmente até atingirem seu pico no outono, onde as atividades sao
3,81 e 3,08 vezes maiores do que no inverno em machos e fémeas, respectivamente (fig.
3). Em todas as estacdes, a atividade das fémeas foi maior que a dos machos. Os testes
estatisticos apontaram diferencas significativas entre os sexos (p<0,05) ao longo das

estacoes.

Nos machos, os niveis de lipoperoxidacdo apresentaram diferenca estatistica
entre o inverno e o verdo, bem como entre inverno e outono (p<0,05). Nas fémeas, foi
apontada uma diferenga significativa entre verdo e inverno e entre verdo e primavera
(p<0,05). Os testes mostraram também, diferencas significativas entre os sexos ao longo

das estagdes do ano. Para ambos 0s sexos, 0 verdo foi a estacdo onde 0s niveis de
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lipoperoxidacdo estavam mais altos, diminuindo no outono e atingindo seus valores
mais baixos no inverno nos machos (19,58 vezes menor do que no verdo) e, na

primavera nas fémeas (4,72 vezes menor do que no verdo) (fig. 3).

4. Discussao

Até o presente,H. kaingang foi encontrada somente na regido onde foi realizado
0 estudo,embora levantamentos mais amplos de sua ocorréncia ainda ndo tenham sido
realizados. Os animais foram capturados predominantemente em associa¢do ao solo do
ambiente aquético em que se encontram, sendo possivel que explorem material organico
depositado no substrato para sua alimentacdo e/ou este como abrigo. Estas
caracteristicas associadas com os altos niveis de proteinas totais encontradas e com
niveis de glicogénio proporcionalmente inferiores permitem supor que esta espécie
apresente  um habito alimentar voltado & ingesta de proteinas, explorando
predominantemente o substrato. Embora ndo se tenha dados na literatura acerca dos
habitos alimentares desses anfipodos, os resultados indicam que esses animais sejam
detritivoros, podendo aproveitar material organico de origem animal presente no

sedimento.

A literatura aponta relatos semelhantes relacionando habitos de forrageio com o
metabolismo energético. Dutra et al. (2007) em um estudo avaliando a sazonalidade das
reservas energéticas em duas espécies de Hyalella, estabeleceu uma correlagdo entre 0s
habitos de exploracdo do sedimento e os teores de proteinas totais e glicogénio
encontrados em H.castroi.Resultados semelhantes foram encontrados em Hyalella
curvispina, apontando uma dieta em ambiente natural mais rica em proteinas do que em
carboidratos (Dutra et al. 2008). Kucharski e Da Silva (1991) também estabeleceram
tais relacbes apOs estudar estes metabdlitos no caranguejo do estuario Neohelice

granulata submetido a dieta rica em carboidratos ou proteinas.

Com excecdo da publicacdo relatando a descri¢do da espécie Hyalella kaingang
(Bueno et al. 2013), pouco se sabe atualmente sobre os padrées biologicos e ecoldgicos
da espécie, principalmente acerca de sua biologia reprodutiva. Foram encontradas

fémeas ovigeras principalmente durante o outono e em menor nUmero no inverno e na
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primavera, bem como machos pareados com fémeas em todas as estacdes de coleta, o
que pode ser um indicio de um longo periodo reprodutivo, do outono até primavera,
com um pico nos meses de outono. No entanto, um aprofundamento do ciclo de vida da
espéecie deve ser realizado. Em outra espécie de anfipodo H.pleoacuta,que também
ocorre na regido dos campos de cima da serra, foi constatado um padrédo reprodutivo

semelhante, com um pico reprodutivo nos meses de outono (Dutra et al.2007).

Os niveis de proteinas totais ndo divergiram estatisticamente entre machos e
fémeas durante as estacdes. Em ambos os sexos foram registrados os valores maximos
de proteinas durante o inverno, enquanto que o0s niveis mais reduzidos foram
encontrados durante a primavera e o verdo para machos e fémeas, respectivamente.
Sroda e Cossu-Leguille (2011), em um estudo sazonal de biomarcadores no gamarideo
Gammarus roeseli, encontrou niveis de proteinas totais semelhantes, com um pico no
inverno, diminuindo gradualmente e mantendo niveis baixos até o verdo. O uso de
proteinas totais, tanto em machos como fémeas, durante a passagem do inverno para a
primavera pode relacionar-se a uma diminui¢do do metabolismo e utilizagdo destas
moléculas para a manutencdo da homeostase energética (sintese de ATP) bem como a
producdo de glicose através da gliconeogenese em sitios especificos, visto que no
inverno verificamos 0s mais baixos valores de temperatura ambiental, tanto no ar como
na agua onde os animais foram coletados (Tabela 1). Estudos em crustaceos
demonstram a presenca de capacidade gliconeogénica a partir de aminoacidos em
diferentes érgdos de crustaceos (Oliveira e Da Silva, 1993; Chitto et al. 2009).

Tal hipotese é reforcada pelos baixos valores de lipoperoxidacdo (TBARS)
verificados em ambos 0s géneros no inverno. Sabe-se que o0 TBARS é uma medida dos
produtos gerados pela acdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) sobre as membranas
biolbgicas, onde as quais promovem reacdes em cadeia, gerando radicais lipidicos. A
mitocondria € o principal local de producdo dessas espécies reativas, onde grande parte
da energia produzida no organismo € gerada por meio da fosforilacdo oxidativa, o que
implica varios complexos enziméticos que estdo envolvidos no transporte de elétrons
através de uma série de proteinas via reacdes de reducbes oxidativas, tendo como
destino final uma molécula de oxigénio. Em circunstancias normais, o oxigénio €
convertido em &gua no complexo IV e a energia estocada é usada para a producdo de

ATP no complexo V. Contudo, uma pequena porcentagem do oxigénio, de 1 a 4%,
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consumido pela mitocondria no complexo 1V é convertida em uma das varias ERO, em
vez de agua (Barja 2007; Andrade et al. 2010).

Um padrédo semelhante de sazonalidade proteica foi registrado no lagostim
Parastacus varicosus, cujos maiores niveis de proteinas presentes na hemolinfa foram
observados durante o inverno, com uma grande diminuicdo na primavera e no verdo
(Castiglioni et al. 2007).Tal estudo sugere que os baixos niveis encontrados seriam
consequéncia de uma preferéncia no uso de proteinas e carboidratos em periodos de
intensificacdo na atividade reprodutiva, ocorrente no verao.

Foi encontrada uma variacdo ciclica de glicogénio em ambos 0s géneros, com
este metabolito apresentando um padréo crescente do outono até o inverno, chegando a
valores minimos no verdo. Esse padrdo que pode indicar que os animais acumulam
glicogénio nos meses de outono possivelmente para que este polissacarideo seja
utilizado como substrato energético ao longo da primavera e do verdo, resposta que
coincide com um incremento da temperatura e diminuicdo do pH da &gua. Tais
respostas foram mais intensas nas fémeas que parecem usar suas reservas de gorduras
no outono durante o pico reprodutivo sobrando este polissacarideo para ser utilizado na
manutencdo da homeostase energética nas estacOes subsequentes. Em Hyalella
curvispina, também € sugerido que exista uma mobilizacdo maior das reservas de
gordura durante a reproducdo, enquanto outras reservas como proteinas e carboidratos
seriam responsaveis pela manutencdo energética em outros momentos do ciclo de vida
(Dutra et al. 2008).

Resultados semelhantes aos apresentados em hepatopancreas e musculo da quela
de individuos machos de Neohelice granulata, um caranguejo de estuario (Kucharski
and da Silva 1991) bem como em duas espécies de crustaceos de dgua doce, o anfipodo
Hyalella castroi (Dutra et al. 2007) e no tecido muscular de fémeas de Aegla platensis
(Oliveira et al. 2007), em que niveis altos de glicogénio foram observados no inverno,

para ambos 0s sexos, seguido por uma intensa diminuicdo até o verao.

No entanto, enquanto as fémeas de H. castroi apresentam valores minimos de
glicogénio no outono, H. kaingang apresentou niveis reduzidos na primavera,
semelhante as fémeas de H. pleoacuta (Dutra et al. 2007) que também apresentamuma
intensa atividade reprodutiva nos meses de outono, como foi sugerido para a espécie em
estudo. O crescente nivel de glicogénio em fémeas no outono, atingindo seu pico no

inverno, e sua intensa deplecdo até a primavera pode estar relacionado também a
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producdo de vitelogenina, uma glicolipoproteina presente no vitelo e principal substrato
energeético usado pelos embriGes em desenvolvimento (Ramamurty 1968; Blanchard et
al. 2005). Além disso, é frequentemente apontado como uma importante fonte
energética para 0s comportamentos reprodutivos, como a corte, a guarda pre-
copulatoria, em que os machos carregam as fémeas durante o periodo, a muda pré-
cépula e o cuidado parental, onde anfipodos juvenis sdo carregados dentro de um
marsupio, ambos por parte das fémeas em Hyalella (Kruschwitz 1978).

De acordo com Ramamurty (1968), em alguns grupos de insetos o glicogénio é o
ultimo metabdlito a ser direcionado a vitelogénese, sendo antecedido por lipidios e
proteinas. Os resultados obtidos em H. kaingang apresentam um comportamento
semelhante no que se refere a mobilizacdo desses metabdlitos, uma vez que os niveis de
lipidios totais e de triglicerideos das fémeas tiveram seus picos no outono, enquanto
glicogénio e proteinas totais tiveram niveis mais elevados durante o inverno. Altos
niveis de lipidios totais também sdo reportados no hepatopancreas de Parastacus
varicosus (Castiglioni et al. 2007), onde as flutuacdes nos niveis lipidicos foram
relacionadas com o desenvolvimento das génadas, uma vez que a literatura aponta o
hepatopancreas como sendo um dos principais fornecedores de lipidios para as gbnadas
em periodos de alta demanda energética, como a gametogénese (Mourente eRodriguez
1991).

Os niveis reduzidos de lipidios totais em machos durante o outono podem estar
relacionados a um aumento da atividade exploratoria, como a busca por fémeas aptas a
reproducdo, ou ainda o préprio processo reprodutivo como a guarda pré-copulatoria,
onde o macho passa por um periodo de restricdo alimentar e carrega a parceira por
varios dias para garantir a fecundacdo da fémea durante seu periodo fértil (Robinson e

Doyle 1985), aumentando assim a demanda energética.

Os altos niveis de lipidios totais e triglicerideos verificados nas fémeas no
outono, aliado a um aumento da lipoperoxidacdo em ambos 0s géneros também no
outono podem representar um aumento na intensidade de alimentacdo desses animais,
ou mesmo uma melhor capacidade de absorc¢éo de nutrientes nesse periodo. Tal padréo
parece ser uma resposta adaptativa importante para que eles possam sustentar a
demanda energética da reproducdo, que parece apresentar um pico nos meses de outono,

como também da diminuicdo do metabolismo nos meses de inverno. Processos de

29



intensificacdo na dieta em periodos que antecedem a reproducdo também ja foram

reportados em Aegla platensis (Bueno e Bond-Buckup 2004) um anomura de dgua doce.

Os niveis de triglicerideos nos machos se mantiveram estatisticamente
constantes durante todas as estagdes, enquanto os niveis das fémeas apresentaram um
pico no outono, juntamente com o0s maiores niveis lipidicos registrados, onde
possivelmente 0s animais estejam alocando reservas energéticas para 0S processos
envolvidos na reproducdo, tais como a sintese de horménios, lipoproteinas e gametas,
além de vitelogenina nas fémeas (Gilbert e O"Conner 1970; Chang e O"Connor 1983;
Racotta et al. 2003). Levando-se em conta o processo de formacdo de hormdnios como
o ecdisterdide 20-hidroxiecdisona, um importante modulador dos processos de muda em
crustaceos, cabe salientar a importancia de aprofundar os estudos acerca dos metabdlitos
intermediarios como o colesterol, cuja origem € presente na prépria dieta do animal e é
parte importante do ciclo metabdlico de formacao do hormdnio (Mykles 2011). Sabe-se
que em algumas espécies de anfipodos as fémeas realizam uma muda antes da fase
copulatéria (Borowsky 1978; Kruschwitz 1978; Borowsky 1980) o que altera o padréo
metabolico destes animais, aumentando a demanda energética para o crescimento

somatico e a reestruturacao do exoesqueleto.

Tanto em machos quanto nas fémeas de H. kaingang, foram registrados niveis
maximos de glicerol durante o periodo de inverno. Esses resultados, aliados as baixas
temperaturas registradas tanto para a regido onde a espécie ocorre como na agua onde 0s
especimes foram coletados, sugerem que possa existir uma tendéncia a um acumulo
destemetabolito nos periodos mais frios do ano como uma ferramenta de crioprotecéo.
Para evitar danos as estruturas celulares pela formacgdo de cristais, concentraces
significativas de crioprotetores sdo acumuladas por alguns organismos, de forma que o
aumento da inducdo da viscosidade regula a atividade osmotica e a formacdo de cristais
(Brisson et al. 2001). Outras investigagdes apontam um incremento em substancias
como o glicerol e sorbitol no estagio larval de Eurosta solidaginis expostas a condi¢des
de baixa temperatura, onde os niveis de glicerol tiveram um aumento inversamente
proporcional as temperaturas impostas até chegar a um plat6, onde entdo os niveis de
sorbitol tornaram-se mais proeminentes conforme a intensidade do frio aumenta (Storey
1983). E sugerido que regulagio do metabolismo nas larvas parece explorar a mudanca

de temperaturas, efeitos da temperatura na cinética enzimatica e interagdo com enzimas
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produzindo as alteracfes no fluxo metabodlico levando a sintese de diferentes poliois
(Storey 1983).

Como parte de um sistema enzimatico adaptado as funcdes da vida aerdbica, as
enzimas superoxido dismutase e catalase fazem parte da linha primaria de defesa contra
espécies reativas de oxigénio, sendo fundamentais para a manutencdo do balanco
oxidativo destes organismos.Elas atuam na transformacéo do anion superéxido (O;") em
peroxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio molecular (O;) e, na metabolizacdo do
peréxido convertendo-o em agua (H,O) e oxigénio molecular (O,), respectivamente
(McCord et al. 1971; Hermes-Lima 2004). O anion superoxido ¢ um radical livre,
formado a partir do oxigénio molecular pela adicdo de um elétron. Sua formacéao ocorre
espontaneamente em quase todas as células aerdbicas, especialmente na membrana
mitocondrial, por meio da cadeia respiratoria, sendo pouco reativo e ndo tendo
habilidade de penetrar membranas lipidicas. Portanto, sua acdo é restrita apenas ao
compartimento onde é produzido. Ja o H,0O, ndo é um radical livre, mas um metabdlito
do oxigénio extremamente deletério, uma vez que participa como intermediario na
reacdo que produz o radical hidroxila (OH®) que tem uma vida longa e é capaz de

atravessar membranas bioldgicas (Nordberg e Arnér 2001; Andrade et al.2010).

A atividade da superoxido dismutase em Hyalella kaingang apresentou-se mais
alta em machos durante o inverno, coincidindo com o0s menores valores de
lipoperoxidacdo, tendéncia também encontrada no grupo das fémeas na primavera,
sugerindo assim, um aumento na formacdo do radical anion superéxido e sua
metabolizacdo pela SOD. Aliados a uma possivel diminui¢do de atividade dos animais
nos meses de inverno ap6s uma intensa atividade reprodutiva,os baixos valores de
lipoperoxidacdo podem ser um reflexo do incremento da atividade da SOD, sendo uma

adaptacdo para manutencdo do status oxidativo.

A enzima catalase apresentou niveis mais altos de atividade nos meses de
inverno nos machos e de verdo em ambos 0s géneros. A alta atividade em machos
durante o inverno pode ter relagdo com a alta atividade da superdxido dismutase no
mesmo periodo visto que estas enzimas atuam de maneira sequencial. O possivel padrao
sazonal de formacao de perdxido de hidrogénio derivado possivelmente da reacdo da
SOD pode justificar a alta atividade da CAT nesta estagdo. Entretanto, 0 mesmo padréo

ndo é observado nas fémeas, que tem sua atividade mais elevada na mesma estacao
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(verdo) em que os niveis de atividade da superoxido dismutase foram mais baixos,
sugerindo que outras enzimas antioxidantes e/ou o sistema ndo enzimatico estejam
atuando na manutencdo da lipoperoxidacdo durante o periodo. Experimentos futuros
visando esclarecer tais diferencas devem ser delineados. Tanto em machos como em
fémeas observamos no verdo niveis mais elevados de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico, estando estes aliados a um incremento, como ja citado, da atividade da
catalase, sugerindo uma tentativa de manter o balanco oxidativo via aumento da

atividade enzimatica.

A enzima glutationa S-transferase (GST) pertence a uma familia de enzimas que
tém um papel importante na metabolizacdo de compostos endobioticos e xenobioticos,
catalisando a conjugacdo da molécula de glutationa a varias outras moléculas (Hermes-
Lima 2004;Freitas et al. 2008). Apresentam também, uma funcdo secundaria na linha de
defesa antioxidante, tendo um importante papel na protecdo de danos em membranas
celulares originados por peroxidacdo lipidica (Tu et al. 2008, Romero et al. 2013). As
GSTs desempenham varios papéis fisiologicos, tais como sequestro e transporte de
compostos hidrofébicos enddgenos, os quais incluem hormonios esterdides, heme,
bilirubinas, acidos da bile e seus metabdlitos (Freitas et al. 2008), o que talvez possa
explicar os altos niveis de atividade desta enzima encontrados principalmente no

periodo de reproducdo mais intensa em ambos 0s sexos de H. kaingang.

Os niveis de atividade da glutationa S-transferase apresentaram, para ambos 0s
sexos, maiores valores no outono, diminuindo na estacdo seguinte com 0s mais baixos
valores encontrados durante o estudo. Os valores encontrados no outono podem ser
reflexos de tentativas de controle da lipoperoxidacdo, que apresenta paralelamente
niveis altos na estagdo. A enzima pode apresentar um importante papel no controle
antioxidante quando outras enzimas apresentam baixa atividade (Sheehan e Power
1999). Essa hipotese é reforcada pelo fato de, no outono, os niveis da superoxido

dismutase e catalase estarem baixos em ambos 0s sexos.

Os niveis de lipoperoxidagdo mais altos no verdo, tanto para machos como para
fémeas podem estar relacionados com o fotoperiodo, isto € aumento do dia e
encurtamento da noite da estagdo. Um estudo com o lagostim-vermelho Procambarus
clarkii apontou variacbes em marcadores antioxidantes quando expostos a um longo

fotoperiodo ou & alta irradiacdo (Fanjul-Moles et al. 2003).
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Pode-se supor também, que nesta espécie durante os meses de verdo e de outono
0s animais possam intensificar a atividade exploratéria do habitat possivelmente a
procura de alimento para que possam atingir um estado energético suficiente para a
reproducédo e passagem dos meses frios. Os altos niveis de lipoperoxidacdo no outono
podem estar refletindo a um aumento dessa atividade exploratéria dos animais como
também para a busca de um parceiro reprodutivo pelos machos. Fémeas também podem
ter um aumento de atividade em periodos que antecedem a reproducéo e formacgéo dos
pares. Tal perfil de reposta é corroborado pelo observado no is6podo Idotea baltica,
onde as fémeas da espécie resistem fortemente e escapam das tentativas de guarda dos
machos (Jormalainen e Merilaita 1993; Jormalainen 1998).

Os niveis mais reduzidos da peroxidacao lipidica encontrados no inverno e na
primavera podem ser reflexo de uma menor atividade dos animais, ou mesmo uma
melhor acdo do complexo enzimatico responsavel pela manutencdo do balanco
oxidativo. No inverno, periodo em que foi registrado o nivel mais baixo de
lipoperoxidacdo nos machos foram encontrados os maiores niveis de atividade das
enzimas superoxido dismutase e catalase. De forma semelhante, os niveis de
lipoperoxidacdo no grupo das fémeas tiveram seus menores valores na primavera, onde

os niveis de atividade da superdxido dismutase estavam em seu pico.

5. Concluséao

Os resultados obtidos a partir das analises de marcadores do metabolismo
energético, bem como das enzimas antioxidantes e dos niveis de peroxidagdo lipidica
apresentam uma nitida variacdo estacional acompanhada de estratégias diferentes entre
machos e fémeas. Estas estratégias parecem ser fortemente influenciadas por um
periodo reprodutivo prolongado (outono, inverno e primavera), por um pico de
atividade reprodutiva nos meses de outono, pelo grau de atividade exploratéria dos
animais principalmente no verdo e outono e, por fatores abioticos como temperatura e
fotoperiodo (insolagcdo). O padrdo de resposta apresentado no outono sugere que esta
estacdo representa um momento critico frente & adaptacdo do animal ao seu ciclo de
vida. No entanto, sdo necessarios mais estudos acerca da biologia reprodutiva da

espécie, bem como sobre seus habitos alimentares e ecologia geral.Além disso, devem
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ser aprofundados os estudos sobre a fisiologia do animal, como anélises de variacdo
circadiana. Os parametros estudados podem ser utilizados no futuro em experimentos de

biomonitoramento das condi¢Oes deste animal frente a seu habitat.
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Apéndices

Tabela 1. Niveis de temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade registrados

no tanque nas quatro estacoes.

Temperatura da Temperaturado  Oxigénio dissolvido pH Condutividade

agua (°C) ar (°C) (mg/L) (1)
Verao 25,8 19,1 4,46 8,4 10,9
Outono 16,3 13,3 3,59 9,8 25,3
Inverno 16,1 12,3 5,4 8,5 18,58
Primavera 19,5 16,6 5,07 6,6 13,7

Tabela 2. Niveis de matéria organica, nitrito, nitrato, fésforo total e dureza da 4gua das
amostras de agua do tanque analisadas nas quatro estagdes. Todos os parametros foram
expressos em mg/L.

Matéria organica Nitrito Nitrato Fosforo total Dureza da agua

Verao 0,1 0,1 0,02 0,02 0,1
Outono 0,2 0,11 0,03 0,06 0,9
Inverno 0,2 0,15 0,06 0,11 0,97
Primavera 0,2 0,1 0,09 0,13 0,9

39



Figura 1.Niveis de proteinas totais e glicogénio em Hyalella kaingangdurante o ano. As
barras representam as médias + erro padrdo. As barras pretas indicam machos (M) e as
brancas, fémeas (F). As letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05), onde
letras mailsculas foram usadas para machos e letras minusculas para fémeas. O simbolo

“*’ no topo representa diferencga estatistica entre machos e fémeas.

Figura 2. Niveis de lipidios totais, triglicerideos e glicerol em Hyalella
kaingangdurante o ano. As barras representam as médias + erro padrdo. As barras pretas
indicam machos (M) e as brancas, fémeas (F). As letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05), onde letras maiusculas foram usadas para machos e letras
minusculas para fémeas. O simbolo ‘*’ no topo representa diferenca estatistica entre

machos e fémeas.

Figura 3. Niveis de lipoperoxidacdoe atividade das enzimas antioxidantes em Hyalella
kaingang As barras representam as medias + erro padrdo. As barras pretas indicam
machos (M) e as brancas, fémeas (F). As letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05), onde letras mailsculas foram usadas para machos e letras
minudsculas para fémeas. O simbolo ‘*’ no topo representa diferenca estatistica entre

machos e fémeas.
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Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to
make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the
different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
about 2-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-
pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary
Material) should, however, be numbered separately.

55



Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure
file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form
of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.,

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm
wide and not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm
wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In
such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
figures, please make sure that:

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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