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RESUMO: (Metabolismo intermediario do tecido branquial do lagostim Parastacus varicosus (Decapoda: Parastacidae) na
Bacia do Rio Gravatai, Rio Grande do Sul, Brasil). A literatura especializada tem demonstrado, em Decapoda, que as branquias
anteriores sdo morfologicamente e fisiologicamente adaptadas a trocas de gases e respiragdo; as posteriores sdo especializa-
das para osmorregulagdo. Este trabalho teve como objetivo analisar as variagdes sazonais do metabolismo intermediario das
branquias de Parastacus varicosus, relacionando a variagao destes metabolitos com fatores ecolégicos e comportamentais do
animal e fatores abidticos. Os lagostins foram coletados de Junho/2004 a Maio/2005, em Gravatai, Rio Grande do Sul, Brasil. As
branquias foram removidas e separadas as anteriores das posteriores, para a determinagao dos niveis de glicogénio, proteinas e
lipidios. Os resultados foram analisados com ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. Para a comparagéo entre machos e fémeas
e entre branquias anteriores e posteriores foi realizada ANOVA de duas vias. Ambos os testes tiveram nivel de significancia
0,05 no programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS-11.5). Os resultados mostraram um maior consumo de
glicogénio e lipidios nos machos, em relacao as fémeas, somente para branquias anteriores. Esta resposta pode estar relacionada
a comportamentos agonistas dos machos e ao aumento da atividade de exploragdo do meio ambiente, principalmente em busca
de parceiras reprodutivas. As branquias de P, varicosus atuam de maneira diferente quanto a sua posigao (anterior e posterior) e
quanto ao sexo, apresentando clara variagdo sazonal. O armazenamento e o consumo dos metabolitos em cada estagdo diferem
tanto entre os sexos quanto a localiza¢do das branquias. Tais diferengas devem ocorrer por fatores ambientais, comportamentais
ou pela soma destes fatores.
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ABSTRACT: (Branchial tissue intermediate metabolism of the crayfish Parastacus varicosus (Decapoda: Parastacidae) in
Rio Gravatai Basin, Rio Grande do Sul State, Brazil). Specialized literature has demonstrated, in Decapods, that anterior gills
are morphologically and physiologically adapted for gas exchange and breathing, while the posterior gills are specialized for
osmorregulation. The goal of this work was to analyze the seasonal variations of the intermediate metabolism of the gills of
Parastacus varicosus, relating variation of these metabolites with ecological and behavioral factors of the animal and abiotics
factors. Crayfishes were collected from June/2004 until May/2005 in Gravatai, Rio Grande do Sul State, Brazil. Gills were
removed and separated in anterior and posterior parts for determination of the levels of glycogen, proteins and lipids. The
results were analyzed with ANOVA followed by Bonferroni test. For the comparision between males and females and anterior
and posterior gills was used the two-way ANOVA test. Both tests were made with a significant level of 0.05 in the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS-11.5) software. The results showed a bigger consumption of the glycogen and lipids in
the males in relation to the females for anterior gills. This pattern can be related to the agonist behaviors of the males and the
increase of the activity of exploration of the environment mainly in search of reproductive partners. The gills of P. varicosus act
in different way in relation to its position (anterior and posterior) and sex, showing a clear seasonal variation. The storage and
the consumption of the metabolites in each season differ between the sexes and the localization of the gills. These differences
can be occurring due to environmental factor, behavioral or the addition of both of these factors.

Key words: Crayfish, gills, lipids, glycogen, proteins.

INTRODUCAO

Os crustaceos decapodos, conhecidos como “lagostins
de agua doce”, encontram-se reunidos na Infraordem
Astacidea, a qual inclui trés superfamilias: Nephropoidea
Dana, 1852, com representantes marinhos; Astacoidea De
Haan, 1841, onde estdo incluidas as familias Astacidea
e Cambaridea, que reunem os lagostins do hemisfério
norte; e Parastacoidea Huxley, 1879, representada pela
familia Parastacidea Hulex, 1879. A familia Parastacidae

compreende 14 géneros e 129 espécies, distribuidos
pela Australia, Tasméania, Nova Zelandia, Madagascar
e América do Sul, a maior parte das espécies ocorrendo
na regido australiana (Buckup 1999).

Na América do Sul, a familia Parastacidae esta repre-
sentada por apenas trés géneros, Parastacus, Huxley,
1879, Samastacus Riek, 1971 e Virilastacus Hobbs,
1991. No Brasil, encontra-se apenas o género Parasta-
cus, representado por 6 espécies: Parastacus pilimanus
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Von Martes, 1869; Parastacus brasiliensis Von Martes,
1869; Parastacus varicosus Faxon, 1898; Parastacus
saffordi, Faxon 1898; Parastacus defossus Faxon, 1989
e Parastacus laevigatus Buckup & Rossi, 1980 (Buckup
& Rossi 1980, Fries 1980).

Grande parte das pesquisas sobre os lagostins pa-
rastacideos envolve aspectos da taxonomia, ecologia e
biologia em geral (Fries 1980, Fontoura & Buckup 1989a,
b, Almeida & Buckup 1997, 1999, 2000). No entanto, no
Brasil, pesquisas sobre o metabolismo intermediério des-
ses crustaceos de agua doce sdo escassas, encontrando-se
estudos desenvolvidos, recentemente, com P. brasiliensis
e P, varicosus, por Dutra et al. (2008) e Silva-Castiglioni
et al. (2007), respectivamente. Contudo, somente em P,
brasiliensis foi analisado o metabolismo das branquias,
onde foram analisados animais coletados do meio am-
biente e animais cultivados em tanques experimentais.

Pesquisas tém mostrado que as branquias dos crus-
taceos desempenham diferentes fungdes. As branquias
anteriores apresentam funcdes relacionadas a respiragao
e troca de gases; as posteriores estdo relacionadas com
as trocas i0nicas e osmorregulacdo (Copeland & Fitzjar-
rell 1968, Mantel & Farmer 1983, Towle & Kays 1986,
Kuscharski & Da Silva 1991). Em Eriocheir sinensis
Milne Edwards, 1853 e Carcinus maenas Linnaeus,
1758, aclimatados em agua do mar diluida, observou-se
nas branquias um aumento significativo do consumo de
oxigénio e da atividade da citocromo C oxidase (Wel-
comme & Devos 1988). Estes resultados e estudos mor-
fologicos mostraram a presenga de muitas mitocondrias
na membrana basolateral das células epiteliais (Gilles &
Péqueux 1985), sugerindo alto metabolismo oxidativo
em condi¢gdes hiposméticas.

Assim, o presente estudo visa analisar as variagdes
sazonais do metabolismo intermedidrio do tecido bran-
quial de machos e f€émeas de P. varicosus, determinando o
comportamento dos niveis de glicogénio, proteinas totais
e lipidios totais nas branquias anteriores e posteriores,
assim como relacionar o comportamento sazonal destes
metabolitos com fatores ecoldgicos e comportamentais
do animal em estudo, bem como com fatores abidticos.

MATERIAIS E METODOS

Os animais foram coletados e utilizados com a per-
missdo do Comité de Etica da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (Licenga 0002/03) e de
acordo com as leis brasileiras.

Procedimento experimental

Exemplares de Parastacus varicosus foram amos-
trados mensalmente, no periodo de junho/2004 a maio/
2005, em um rio de 2° ordem e em oito tanques de
criagdo de peixes, com aproximadamente 10 metros de
comprimento e 6 metros de largura, em uma propriedade
particular, na localidade de Cova do Touro, municipio de
Gravatai, estado do Rio Grande do Sul (29°52°33,9”S e
51°0°51,7”W). Os animais foram amostrados com dois

tipos de armadilhas: o primeiro tratava-se de canos de
PVC com 30 cm de comprimento € 5 cm de didmetro; o
segundo, uma gaiola de ferro medindo em torno de 50cm
de comprimento e 30 cm de largura, sendo todos os lados
cobertos com uma rede. Em ambas as armadilhas, foram
colocados pedagos de figado de gado que funcionavam
como iscas para os animais. As armadilhas foram colo-
cadas nos locais e retiradas apos dois dias. O nimero de
animais coletado em cada ponto variou de 10 a 20.

Com a finalidade de caracterizar o local de coleta
(4gua) e possiveis variagdes sazonais em parametros
ambientais, foram registrados temperatura, pH e teor de
oxigénio dissolvido. A temperatura da agua foi obtida
com termdmetro de escala interna, o pH com um medi-
dor portatil (Quimis/400H) e o oxigénio dissolvido com
auxilio de um termo-oximetro portatil (OXI 330/SET-
WTW).

Em laboratorio, as branquias de machos ¢ de fémeas
foram identificadas quanto a sua posicao (anterior-
posterior), extraidas e armazenadas a uma temperatura
de —80°C, para posterior analise bioquimica através de
métodos espectrofotométricos.

Cabe ressaltar que, no periodo correspondente aos
meses de verdo (dezembro, janeiro e fevereiro) e inicio
do outono (mar¢o), ndo foi possivel analisar as branquias
dos lagostins pela dificuldade de amostragem de animais
nesse periodo.

Andlises Bioquimicas

Glicogénio foi extraido dos tecidos segundo o método
descrito por Van Handel (1965), sendo os niveis de gli-
cogénio das branquias determinados como equivalentes
de glicose apds hidrolise acida (HCI) e neutralizagdo
com carbonato de sodio (Na,CO,), segundo o método
de Geary et al. (1980). A glicose foi quantificada pelo
método da glicose oxidase com uso do kit da Bioclin
(glicose GOD-CLIN). Os resultados foram expressos
em mmol/g de tecido.

Lipidios totais foram extraidos do homogeneizado
de tecido com um Omni Mixer Homogenizer em uma
solugdo de cloroformio-metanol 2:1 (v/v), de acordo com
Folch et al. (1957). Os lipidios totais neste homogenei-
zado foram determinados pelo método da sulfofosfo-
vanilina (Meyer & Walter 1980). Este método consiste
na oxidagdo dos lipidios celulares em fragmentos apds
digestdo quimica com acido sulfurico. Apds a adigdo
da solugdo de vanilina e 4cido fosforico, um complexo
vermelho é formado o qual é mensurado no espectrofo-
tometro (530 nm). Os resultados foram expressos como
mg/g de tecido.

Proteinas foram quantificadas segundo método descri-
to por Lowry et al. (1951) com a albumina bovina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) como padrido, sendo os
resultados expressos em mg/ml de homogeneizado.

Analise Estatistica

Todos os pardmetros metabodlicos foram homogéneos
(Teste de Levene) e tiveram distribuicao normal (teste de
Kolmogorov-Smirnov). Nos resultados obtidos, foram
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aplicados os testes de analise de variancia de uma via,
seguido do teste de comparagdo de Bonferroni, para
diferencgas entre as estagdes do ano no mesmo tecido e
sexo. Para a comparacdo das curvas obtidas ao longo do
ano, de machos e fémeas e branquias anteriores e bran-
quias posteriores, foi utilizada analise de variancia de
duas vias. Foi adotado o nivel de significancia de 5% e
as analises estatisticas foram realizadas com o programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS-11.5)
for Windows.

RESULTADOS

Glicogénio

Os niveis de glicogénio nas branquias anteriores dos
machos de P. varicosus foram menores na primavera
(0,45 + 0,11 mmol/g), aumentando gradativamente até
alcangar valores maximos no inverno (2,89 vezes maior)
(p<0,05)(Fig. 1A). J& nas branquias posteriores, ndo se
observa uma diferenca significativa nos niveis desse
polissacaridio durante o periodo de estudo, apesar de
uma tendéncia de aumento gradativo entre o periodo da
primavera até o inverno. Quando foram comparados os
niveis deste polissacaridio nas branquias anteriores e
posteriores de machos, verificou-se que ocorreu diferenga
significativa entre as curvas (p<0,05) obtidas durante o
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Figura 1. Niveis de glicogénio nas branquias anteriores de machos (A)
e de fémeas (B) de Parastacus varicosus durante as estagdes do ano.
As barras representam as médias + erro padrdo. Letras diferentes sdo
significativamente diferentes. * representa comportamento ao longo
do ano diferente entre machos e fémeas. # representa comportamen-
to ao longo do ano diferente entre branquias anteriores e branquias

posteriores.

periodo de estudo.

Tanto as branquias anteriores quanto as posteriores
de fémeas ndo apresentaram uma diferenca significativa
nos niveis de glicogénio durante o ano, mesmo quando
comparadas entre si (Fig. 1B). Ao serem comparados os
niveis de glicogénio entre os sexos, tanto as branquias
anteriores como as posteriores apresentaram um com-
portamento diferencial ao longo do ano.

Proteinas

Os niveis de proteinas nas branquias anteriores e poste-
riores de machos de P, varicosus foram altos na primavera
(18,50 + 2,57 mg/ml; 23,41 + 2,25 mg/ml), diminuindo
2,77 e 1,69 vezes, respectivamente, no outono voltando a
aumentar nos meses de inverno (3,79 e 1,92 vezes maior
que no outono)(Fig. 2A).

Quando foram comparados os niveis de proteinas nas
branquias anteriores e posteriores dos machos, verifi-
cou-se que ocorreu diferenca significativa entre ambas
(p<0,05).

Nas fémeas, tanto nas branquias anteriores quanto
nas posteriores, os niveis de proteinas foram altos na
primavera (14,81 = 1,29 mg/ml; 17,01 + 1,97 mg/ml),
diminuindo (3,44 e 5,89 mg/ml) no outono, elevando-se
no inverno (Fig. 2B). Verificaram-se também diferengas
significativas entre as branquias anteriores e branquias
posteriores (p<0,05), quanto as suas respostas ao longo
do ano.
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Figura 2. Niveis de proeinas nas branquias anteriores de machos (A)
e de fémeas (B) de Parastacus varicosus durante as estagdes do ano.
As barras representam as médias + erro padrao. Letras diferentes sdo
significativamente diferentes. * representa comportamento ao longo
do ano diferente entre machos e fémeas. # representa comportamen-
to ao longo do ano diferente entre branquias anteriores e branquias

posteriores.
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Tabela 1. Fatores ambientais sobre o local de amostragem dos animais. Letras diferentes representam diferenca significativa.

Parametros Inverno Primavera Veriao QOutono
Oxigénio Dissolvido (mg/L) 59+0.5° 6.0 £0.5° 43+2.0° 62+2.7°
pH 7.0+£0.28 6.8 £0.06° 6.3+£0.1° 6.6 +0.08°
Temperatura da Agua (°C) 17.0 +1.2° 220+ 1.7° 30.0+£2.1* 19.0 +4.4°

Ao serem comparadas as branquias anteriores de ma-
chos e de fémeas, observou-se que estas apresentaram
um comportamento diferencial ao longo do ano; padréo
distinto também foi encontrado para as branquias pos-
teriores.

Lipidios Totais

Nas branquias anteriores e posteriores dos machos de
P varicosus os niveis de lipidios totais foram minimos na
primavera (0,40 + 0,07 mg/g; 0,23 £ 0,04mg/g), aumenta-
ram (4,47 e 1,55 mg/g) no outono, diminuindo novamente
no inverno (0,56 e 0,50 vezes)(Fig. 3A). Quando foram
comparados os niveis deste metabdlito nas branquias
anteriores e posteriores dos machos, verificou-se que
ocorreu diferenga significativa (p<0,05).

Nas branquias anteriores e posteriores das fémeas de
P. varicosus, os niveis de lipidios totais foram baixos
na primavera (0,41 + 0,12 mg/g; 0,32 + 0,04mg/g, res-
pectivamente), aumentaram 9,31 vezes no outono e, no
inverno, diminuiram 2,42 vezes (Fig. 3B). Ja as branquias
posteriores, aumentaram gradativamente seus niveis até

O Branquia Anferior

[ B Brinquia Posterior
s
44
]
w3
B
14
0 C
A Primavera Outono Inverno
O Branquia Anterior
B Brinquia Poesterior
6 -
44
]
o 3
B
2
14
N
B Primavera Outono Inverno

Figura 3. Niveis de lipidios totais nas branquias anteriores de machos
(A) e de fémeas (B) de Parastacus varicosus durante as estagdes do
ano. As barras representam as médias + erro padrdo. Letras diferentes
sdo significativamente diferentes. * representa comportamento ao
longo do ano diferente entre machos e fémeas. # representa com-
portamento ao longo do ano diferente entre branquias anteriores e
branquias posteriores.

atingirem valores maximos no inverno (5,52 vezes).
Quando foram comparados os niveis deste metabolito nas
branquias anteriores e posteriores das fémeas, verificou-
se que ocorreu diferenga significativa (p<0,05).

Quando comparamos as branquias anteriores de
machos ¢ fémeas, observou-se que o tecido branquial
apresentou um comportamento diferente ao longo do
ano; padrao semelhante foi constatado para as branquias
posteriores.

Fatores abioticos

Nao foram observadas variagdes sazonais nos niveis de
pH, visto que este permaneceu em torno de 6,30 + 0,09
e 7,03 +£0,18, ao longo do ano. J4 a temperatura da agua
foi mais elevada no verdo (30,0 = 2,00°C) e mais baixa
no inverno (17,25 = 1,24°C). O contetido de oxigénio
dissolvido permaneceu em torno de 6 mg/L, ao longo
de todo o ano, exceto por uma diminui¢ao nos meses de
verdo (4,3 mg/L)(Tab. 1).

DISCUSSAO

Analisando as variagdes na composicao bioquimica
das branquias anteriores e posteriores de P. varicosus,
em ambos os sexos, foi observada uma variacao entre
as estacdes, como ja observado em outros tecidos dessa
mesma espécie (Silva-Castiglioni et al. 2007), como
também no lagostim P. brasiliensis (Dutra et al. 2008). O
armazenamento e a degradag@o dos metabdlitos em cada
estacdo diferem tanto entre os sexos quanto a localizagao
das branquias, se anterior ou posterior, como foi observa-
do nessa pesquisa para os niveis de glicogénio, lipidios
totais e proteinas. Tais diferencas podem ocorrer por
influéncia de fatores ambientais (temperatura da agua,
oxigénio dissolvido, precipitacdo, tipo e abundancia de
alimento), ou pela soma destes fatores.

Os resultados mostram, de forma geral, que os machos
estocam, tanto nas branquias anteriores quanto nas pos-
teriores, glicogénio e proteinas nos meses de inverno,
utilizando de forma intensa estes metabolitos na prima-
vera e no outono, respectivamente. Ja os lipidios totais
sdo estocados nos meses de outono, sendo utilizados de
forma intensa no inverno. Na comparacao das branquias
anteriores com as posteriores, observa-se uma maior
intensidade nas respostas tanto de estocagem quanto
de mobilizacdo de todos os metabolitos estudados em
machos, nas branquias anteriores.

Estas respostas podem, também, estar relacionadas a
comportamentos agonistas dos machos como também ao
aumento da atividade de exploracdo do meio ambiente,
principalmente em busca de alimento e de parceiras
reprodutivas visto que Silva-Castiglioni et al. (2007)
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caracterizaram os meses de primavera e verdo como o
periodo reprodutivo desta espécie. Tais comportamentos
levariam a um maior consumo de oxigénio para uma
maior produgdo de ATP, levando a uma maior demanda
energética das branquias anteriores, o que levaria a uma
intensa mobilizagdo do glicogénio na primavera e pos-
sivelmente das proteinas e do glicogénio no verdo. Cabe
salientar que para outros crustaceos, principalmente em
animais estuarinos, as branquias anteriores sdo tecidos
mais especializados nas trocas respiratorias (Mantel &
Farmer 1983, Kucharski & Da Silva 1991). Contudo, para
crustaceos limnicos, nenhum estudo foi realizado. Diaz-
Muiioz et al. (1985) mostraram que no cortex cerebral de
ratos durante periodos de atividade motora e alimentar a
atividade enzimatica da glutationa diminui aumentando
a lipoperoxidacdo. No estudo de Fanjul-Moles et al.
(2003) com o lagostim Procambarus clarkii Girard,
1852, apesar da lipoperoxidagdo no hepatopancreas ndo
ter sido determinada, verifica-se um aumento do ritmo
respiratorio, demonstrando que produz um aumento da
demanda metabolica no periodo noturno ou de atividade
desta espécie. Tal fato coincide com o0 aumento dos niveis
de glutationa oxidada e a ativagdo de outras enzimas
antioxidantes.

A dificuldade de amostragem de P. varicosus nos meses
do verdo (dezembro a fevereiro) pode ter sido influen-
ciada pela baixa precipitacdo onde a media historica da
precipitacdo esperada para esse periodo, para a regido
de estudo, seria de 99,63 mm. Entretanto, a média nesse
trimestre foi de apenas 25,83 mm (EMBRAPA 2005).
Segundo Silva-Castiglioni et al. (2007), com déficit na
precipitacdo, os lagostins aprofundam suas tocas na pro-
cura de agua, uma vez que foi observada uma diminui¢ao
nos niveis de dgua nos locais de amostragem, o que pode
levar a um aumento na reclusdo dos animais em suas
tocas para evitar o estresse por dissecagdo e também,
uma alteragdo de seu padrao alimentar, podendo ocorrer
periodos de jejum, no verdo e no outono, tornando dificil
a coleta dos animais.

As respostas encontradas mostram que no outono o
principal metabdlito utilizado como fonte de energia sdo
as proteinas. A intensa diminui¢do das proteinas totais
verificadas em ambos os sexos, tanto nas branquias
anteriores quanto nas posteriores, nos meses de outono
podem ser conseqiiéncia deste periodo de jejum. Nesta
estacdo (outono), as reservas de glicogénio nos machos
e de lipidios totais em ambos os sexos comegam ou sdo
restabelecidas. As proteinas podem estar sendo quebradas
em aminodcidos, os quais sdo transferidos para a sintese
de ATP e outra parte para a sintese de glicogénio no tecido
branquial. In C. granulata Dana, 1851, a capacidade gli-
coneogénica e a atividade da PEPCK foram previamente
demonstradas no hepatopancreas, nas branquias posterio-
res e anteriores € no musculo (Oliveira & Da Silva 1997,
Vinagre & Da Silva 2002, Oliveira et al. 2004).

Na segunda metade do outono até a metade do inverno,
registraram-se as maiores precipitagdes pluviométricas e
as temperaturas mais baixas, assim como uma facilidade

de coleta dos animais, o que permite supor que os lagos-
tins aumentem a atividade de exploracdo do ambiente na
busca possivelmente de alimento para repor as reservas
energéticas, principalmente de glicogénio e de proteinas
e sustentar os eventos reprodutivos verificados nos meses
de primavera e verao.

Fica claro que as branquias de P. varicosus atuam
de maneira diferente quanto a sua posi¢do (anterior e
posterior), principalmente em relacdo a intensidade
de estocagem e mobilizagdo dos substratos estudados.
Torna-se necessarios o desenvolvimento de estudos que
permitam explicar quais fatores estdo influenciando este
comportamento (ambientais/comportamentais) e, ainda,
se as branquias disponibilizam suas reservas energéticas
para outros tecidos.
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