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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar os efeitos de diferentes
dietas e da anoxia e fase de recuperacédo, sobre o metabolismo de carboidratos no
muasculo da mandibula e no hepatopancreas do caranguejo Chasmagnathus
granulatus.

Os animais foram alimentados diariamente com carne bovina (dieta rica em
proteinas, HP) e arroz cozido (dieta rica em carboidratos, HC) ad libitum, e
mantidos em aquarios com aeracdo constante, salinidade 20%q, temperatura de
25°C e fotoperiodo natural, durante 15 dias. Apos este periodo, os animais foram
submetidos & 1 hora de anoxia (periodo em que a aeracao da agua dos aquarios
foi substituida por Nitrogénio, até que a oxigenacdo chegasse a zero), e 3 horas
de recuperacédo (periodo onde a 4gua desoxigenada foi novamente substituida por
agua oxigenada, em norméxia).

O musculo da mandibula e o hepatopancreas dos animais foram retirados e
submetidos aos experimentos de captacdo de glicose, sintese e mobilizacdo de
glicogénio, sintese de lipideos e producdo de CO2. Amostras de hemolinfa foram
retiradas para a determinacao das concentracdes de glicose.

Nos experimentos de captacdo de glicose no musculo e no
hepatopancreas, ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,05). Nos
experimentos de sintese de glicogénio, a recuperacdo aumentou a sintese
(p<0,05) em 5 vezes no musculo do grupo HC, assim como no grupo HP , quando

comparados ao grupo controle e a outra dieta.



Os valores de sintese de lipideos a partir de 14C-glicose no muasculo de C.
granulatus apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos controle
(p<0,05). Os animais controle HC apresentaram uma diminuicdo nos valores de
sintese de lipideos quando comparados ao grupo controle. A anoxia reduziu 0s
valores (p<0,05) de sintese de lipideos no musculo dos animais HP. A anoxia
elevou os valores de sintese no hepatopancreas do grupo HP, e trés horas de
recuperacdo foram suficientes para retornar a valores iniciais. Esta diferenca
também foi significativa (p<0,05) em relacéo & outra dieta.

A sintese de glicogénio foi superior no musculo de animais HC e no
hepatopancreas de animais HP durante a recuperacdo. Uma hora de anoxia
diminuiu os valores de mobilizagdo no musculo do grupo HC e em trés horas os
valores iniciais retornam, tempo que nao foi suficiente para recuperar os valores
do mesmo tecido no grupo HP. No hepatopancreas, o grupo HP diminui a
mobilizacdo de glicogénio durante a anoxia e recuperacéo, enquanto o grupo HC
nao apresenta variagdes nos valores de mobilizacéo.

Nos experimentos de formacgdo de CO, no musculo da mandibula de C.
granulatus foram encontradas diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos
controles. O grupo HP apresentou valores maiores em 50% de formacéo de CO,
no muasculo em relacdo ao grupo HC. N&o foram encontradas diferencas
significativas entre os animais do grupo HC. Os animais do grupo HP submetidos
a anoxia e a recuperacao, apresentaram valores inferiores e significantes (p<0,05)
ao grupo controle. No hepatopancreas, a formacéo de CO, se elevou (p<0,05)

durante a anoxia no grupo HP. Foram encontradas diferencas significativas entre

Vi



0s grupos controle. O grupo HC apresentou valores de formacdo de CO; no
hepatopancreas menores quando comparados ao grupo HP.

Os valores de glicose na hemolinfa de C. granulatus alimentados com dieta
HC e HP, e submetidos a anoxia apresentaram uma elevacdo quando
comparados ao grupo controle. O grupo anoxia HC e recuperacdo HC também
apresentaram diferencas significativas (p<0,05) quando comparados a dieta HP.
Os valores do grupo HC foram maiores que o grupo HP.

Os efeitos metabdlicos da anoxia e da subsequente recuperacédo sobre o
metabolismo da glicose no musculo e no hepatopancreas de C. granulatus foram

marcantes em relacdo ao grupo em normoxia.
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INTRODUCAO

O Chasmagnathus granulatus (Dana, 1851) pertencente a familia Verunidae
(Decapoda, Crustacea), € uma espécie tipica de estuario que evoluiu a partir de
formas marinhas. Esta espécie habita péantanos salgados ou marismas de
estudrios neotropicais do Brasil, a partir do litoral do Rio de Janeiro até o Rio
Grande do Sul, passando por toda a costa do Uruguai até o golfo de Sdo Martin,
na Argentina (Boschi, 1964).

Os estuérios sdo ecossistemas resultantes da transicdo entre os ambientes
marinhos e limnico, caracterizando-se por periodos irregulares de total cobertura
com agua e outros de completa exposicdo do substrato. Esses ecossistemas
sofrem influéncia de fatores oceanograficos e meteoroldgicos, impondo a sua biota
um elevado estresse ambiental. O estresse pode ser gerado pelas variacdes
extremas de fatores como a salinidade, a temperatura, a concentracdo de oxigénio
dissolvido na agua e os ciclos das marés (Cooper, 1974; Odum, 1985).

Esta espécie de caranguejo ocupa preferencialmente as faixas de supra e
mesolitoral, onde constroem tocas que podem formar galerias com profundidades
variaveis, de acordo com os niveis das marés e do lencol freatico, mantendo
sempre agua no fundo das tocas. A concentracdo de Oz dissolvido na agua pode
variar de 2,80 mgO2/L a 11,78 mgO2/L, podendo chegar a valores préximos a zero
conforme a estacéo do ano (Turcato, 1990).

Em estuarios, as variacdes extremas dos fatores ambientais exercem um

controle seletivo e severo sobre as espécies que habitam essas areas. Mudancas



tanto comportamentais como estruturais e funcionais ocorrem nos organismos
lacustres e estuarinos, capacitando-os a tolerar as alteracdes frequentes das
caracteristicas fisico-quimicas do meio (Kinne, 1993 apud Miranda, 1994, Gilles,
1997). Os seres vivos que vivem em ambientes aquaticos com grande flutuacao
de salinidade, constantemente sofrem alteracées no volume celular devido a perda
ou ao ganho de agua (Yancey e cols., 1982).

Em seu habitat, C. granulatus permanece longos periodos fora da agua,
sendo considerado um animal semiterrestre (Mafie-gazon e cols., 1974), embora
Santos e cols. (1987) tenham verificado que o sistema respiratorio destes animais
esta pouco adaptado a respiracdo aérea. Entretanto, este animal desenvolveu
adaptacbes como a interiorizagdo das branquias na cavidade branquial e a
presenca de tufos de cerdas entre as bases dos pereidopodos que apresentam a
funcdo de transferir agua para dentro da camara branquial. A manutencédo de uma
corrente de circulacdo de agua através da superficie externa do corpo caracteriza
uma circulacdo extra-corpérea. Estas adaptacdes tém como finalidade a
oxigenacao (Hartnol, 1988), bem como a eliminacao do gés carbbnico quando em
respiracdo aérea (Bond-Buckup, 1991).

Em resposta ao estresse da anoxia ambiental, muitos animais aumentam o
periodo de sobrevivéncia, usando a depressdo metabdlica, como uma estratégia
possibilitando uma reducdo do gasto metabdlico entre 10% e 30%, quando
comparado aos valores em normoxia (Lutz e Storey, 1997; Hochachka e Lutz,
2001).

Nestas situacdes de diminuicdo de disponibilidade de oxigénio, a transicao

para o estado metabdlico de norméxia é acompanhada por um rapido e grande



aumento na captura de oxigénio, assim como o aumento da concentracdo de
oxigénio nos tecidos. Esta transicdo € funcionalmente analoga a reperfusdo que
ocorre nos mamiferos, apds uma esquemia. (Storey, 1996b).

Segundo D’Incao e cols. (1990), o Chasmagnathus granulatus é uma
espécie oportunista. Através da analise do conteudo estomacal destes
caranguejos foram verificados, no outono e no inverno, restos de vegetais; na
primavera maior frequéncia dos itens de origem animal; e no verdo, equilibrio
entre os dois itens alimentares. Eventualmente, o Chasmagnathus granulatus
comporta-se como carnivoro, atacando sua propria comunidade (canibalismo),
peixes e outros crustaceos, sendo entdo classificado como omnivoro-detritivoro
(Botto e Irigoyen,1980).

Durante o inverno, quando o C. granulatus permanece em sua toca, a
frequéncia dos itens de sua dieta no estbmago é reduzida, indicando a diminuicao
da disponibilidade de substrato energético, e os caranguejos reduzem o gasto
energético (D’Incao e cols., 1990) Por isso, C. granulatus é adaptado para
mobilizar suas reservas e sobreviver em periodos naturais de jejum, como o
inverno.

O caranguejo C. granulatus, dada a excelente adaptacdo as condi¢bes de
laboratério e a capacidade de se adaptar a variacdes de salinidade e de teor de O,
no seu habitat, € considerado um modelo biol6égico muito adequado para a
investigacdo sobre o controle do metabolismo intermediario em crustaceos

(Kucharski, 1990).



As principais vias do metabolismo de carboidratos comecam ou terminam
com glicose. A glicose € armazenada principalmente sob a forma de glicogénio em
diferentes tecidos, tanto em vertebrados como em invertebrados. Estudos sobre o
metabolismo energético em crustaceos tém demonstrado que fatores hormonais,
ambientais e nutricionais controlam a homeostase da glicose (Santos e cols.,
1988; Sedimeier, 1985; Lynch and Weeb, 1973; Dean and Verberg, 1965;

Meenakshi and Sheer, 1961).

Os estudos sobre o metabolismo de carboidratos em crustaceos decapodes
tém demonstrado a presenca das vias da glicogénese, da glicogendlise, da
glicolise, da gliconeogénese e da neoglicogeniogénese em diferentes tecidos
(Chang e O’Connor, 1983; Loret e cols., 1989; Loret e Devos, 1992; Vinagre e Da
Silva, 1992; Schimitt e Santos, 1993; Oliveira e Da Silva, 1997, Marqueze e cols.,

2006).

A (glicose, principal monossacarideo na hemolinfa de crustaceos, é
armazenada na forma de glicogénio principalmente no muasculo, no
hepatopancreas, no coragdo, nos hemdcitos e nas branquias. O ciclo de
armazenamento/mobilizacdo de glicogénio e os valores de glicose hemolinfatica
apresentam flutuagcdes marcantes, dependendo, entre outros fatores, do estagio
da muda, da estacdo do ano, da dieta oferecida, do estado alimentar, do ciclo
circadiano, da salinidade do meio ambiente e do teor de oxigénio dissolvido na
agua (Chang e O’Connor, 1983; Herreid e Full, 1988, Loret e cols., 1989; Vinagre
e Da Silva, 1992; Kucharski e Da Silva, 1991a, b; Morries e Airriess, 1998; Oliveira

e cols., 2004 a;b).



Nos crustaceos, a glicose tem cinco destinos principais: sintese de
mucopolissacarideos, sintese de quitina, sintese de ribose e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH), formacdo de piruvato e sintese de
glicogénio (Hochachka e cols., 1970; Herreid e Full, 1978).

A auséncia de um deposito central de glicogénio seria uma adaptacao
importante para animais, que em seus habitat estariam submetidos a periodos de
hipoxia ambiental e que possuem o sistema circulatorio do tipo aberto com baixa
pressédo e fluxo lento, determinando uma distribuicdo menos efetiva de glicose

para os tecidos (Hochachka e Somero, 1984).

Em contraste a outros invertebrados, os crustaceos utilizam somente uma
via de glicdlise anaerdbia, que € a fermentacao de glicogénio em lactato (Bridges

e Brand, 1980; Aardt, 1988; Hervant e cols., 1995, 1997, 1999ae b).

Na literatura estad bem documentado que o L-lactato é o principal produto do
metabolismo anaerdbio em crustaceos, sendo acumulado na hemolinfa e em
diferentes tecido apds situacdes da anoxia ou hipdxia, tanto ambiental como
funcional (Van Aardt, 1988; Anderson e cols., 1994; Henry e cols., 1994; Hervant e
cols., 1995; Zou e cols., 1996; Hervant e cols., 1996; Wachter e cols., 1997;

Hervant e cols., 1997; Oliveira e cols., 2004 a).

Durante o0 exercicio extenuante, 0s crustdceos produzem altas
concentracbes de L-lactato, sendo este metabdlito responsavel pela acidose
induzida pelo exercicio fisico nesses animais (Wood e Randall, 1981; Henry e

cols., 1994; Morris e Adamczewska, 2002).



O aumento da concentracao de L-lactato estaria associado a uma marcante
mobilizacdo do glicogénio tecidual (Chang e O’Connor, 1983; Hervant e cols.,

1999; Morris e Adamczewska, 2002; Oliveira e cols., 2004 a).

Trabalhos realizados com C. granulatus demonstraram que a administracao
de dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) produz alteracbes no
metabolismo intermediario de acordo com o teor de carboidratos presente na dieta

(Kucharski e Da Silva, 1991b; Vinagre e Da Silva, 1992).

Em caranguejos adaptados a uma dieta HC as concentracdes de glicose na
hemolinfa e de glicogénio no hepatopancreas e no musculo sdo significativamente
maiores que aguelas constatadas em animais alimentados com a dieta HP

(Kucharski e Da Silva, 1991a).

Em C. granulatus alimentados com dieta rica em carboidratos (HC) ou
proteinas (HP) e submetidos a anoxia ambiental por 8 horas, os valores de L-
lactato na hemolinfa aumentam 14 vezes, porém ndo foram constatadas
diferencas significativas entre os animais mantidos com as dietas HC e HP.
Durante a fase de recuperacdo, o L-lactato hemolinfatico retorna a valores
semelhantes ao do grupo controle mais lentamente no grupo HC que no grupo HP.
O glicogénio muscular parece ser a principal fonte deste L-lactato (Oliveira e cols.,
2004 a).

Durante a fase de recuperacdo, a gliconeogénese hepatopancredtica teria
um papel fundamental na metabolizacédo do L-lactato formado ao longo do periodo
de anoxia, somente nos animais alimentados com a dieta HP (Oliveira e cols.,

2004a).



Em caranguejos adaptados a dieta HC ou HP o padrdo metabdlico de
resposta ao jejum é alterado em funcdo da composicdo da dieta previamente

administrada ao animal (Vinagre e Da Silva, 1992; Oliveira e cols., 2004 b).

Em caranguejos alimentados com a dieta HP a concentracdo de glicose na
hemolinfa é mantida principalmente por meio da gliconeogénese
hepatopancredatica a partir de aminoacidos e de carbonos derivados da
mobilizacdo de polissacarideos musculares. Ja no grupo mantido previamente
com a dieta HC, o glicogénio hepatopancreatico seria a principal fonte de energia
durante o jejum, embora, ocorra um aumento da capacidade gliconeogénica no
hepatopéncreas apos 15 dias de jejum (Oliveira e cols., 2004b). Contudo, Oliveira
e Da Silva (1997) néo evidenciaram aumento da capacidade gliconeogénica e da
atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) no
hepatopancreas de C. granulatus alimentado com a dieta HP, como ocorre em
vertebrados e outros invertebrados (Moon, 1988; Rosas e cols., 2001). Porém, no
musculo a capacidade gliconeogénica € significativamente maior nos caranguejos
alimentados com a dieta HC do que naqueles mantidos com a dieta HP

(Pellegrino, 2006).

Oliveira e cols. (2001), submetendo o C. granulatus por 8 horas a anoxia e
apos, 12 horas a recuperagcdo pdés-anoxia, verificaram que os valores de glicose
na hemolinfa também aumentam significativamente durante o periodo de 8 horas
de anoxia ambiental. Contudo, nos animais alimentados com a dieta HC esses
valores foram significativamente maiores que aqueles dos caranguejos mantidos

com a dieta HP. Durante a fase de recuperacao, os niveis de glicose na hemolinfa



voltam rapidamente a valores semelhantes aqueles dos animais em normoxia, nao
sendo constatada diferenca significativa entre os animais alimentados com as
dietas HC e HP. Nesses animais, apés 12 horas em recuperacado, os valores de
captacdo de glicose no hepatopancreas apresentam-se significativamente
reduzidos quando comparados aqueles dos animais em normoxia (controle); o
aumento na captacdo de glicose deve ter ocorrido nas primeiras horas de
recuperacdo. Contudo, no periodo de recuperacdo, a sintese de glicogénio
aumenta, atingindo valores superiores aqueles dos animais em normoxia e em
anoxia. A mobilizacdo do '*C-glicogénio no hepatopancreas est4d aumentada
durante os periodos de anoxia estudados e reduzida na fase de recuperacdo. As
atividades das enzimas glicogénio fosforilase total e na forma a aumentam nas
primeiras horas de anoxia, acarretando uma diminui¢cdo significativa nos valores
de glicogénio hepatopancreatico. Durante a fase de recuperacdo a relacdo das
enzimas glicogénio sintase l/glicogénio fosforilase a aumenta (Oliveira e cols.,
2001)

A gliconeogénese é a via responséavel pela sintese de novo de glicose a
partir de precursores como lactato, glicerol, aminoacidos, piruvato e propionato
(Moon, 1988; Marks e cols., 1996; Corssmitt e cols., 2001).

Segundo Moon (1988), a gliconeogénese seria uma via filogeneticamente
antiga, visto que suas enzimas sdo encontradas desde fungos até mamiferos
como o homem. Em vertebrados essa via € muito estudada; em mamiferos ocorre
no figado, nos rins e no intestino delgado (Marks e cols., 1996; Corssmitt e cols.,
2001; Mithieux e cols., 2004; Habold e cols., 2005). Contudo, em invertebrados,

pouco se sabe sobre a sintese de novo da glicose. A precisa contribuicdo dessa



via na manutencao da glicemia difere conforme a espécie e a sua capacidade de
adaptacao bioquimica as mudancas dos niveis de glicose circulantes.

Em vertebrados, o metabolismo hepatico de carboidratos, mais
especificamente a gliconeogénese, é conhecido por modular as mudancas de
volume celular de hepatdcitos (Lang, 1998; Quillard, 1997).

A literatura descreve poucos estudos envolvendo altera¢cdes ambientais e a
atividade da via gliconeogénica em invertebrados. Muitas vezes o0s efeitos
encontrados podem estar mascarados por alteracées sazonais do metabolismo e
das reservas metabdlicas (Moon, 1988).

As atividades das quatro enzimas-chave da gliconeogénese, piruvato
carboxilase (PC, EC 6.4.1.1), fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK, EC
4.1.1.32), frutose-1-6-bifosfatase (FBFase, EC 3.1.3.11) e glicose-6-fosfatase
(G6Pase, EC 3.1.3.9) tém sido verificadas em uma variedade de espécies de
vertebrados e invertebrados. A distribuicdo, principalmente da PEPCK, entre
diferentes fracfes celulares, varia conforme as espécies (Kraus-Friedmann, 1984;
Moon, 1988; Corssmitt e cols., 2001). Em humanos, a PEPCK se localiza tanto no
citosol como na mitocondria (Marks e cols., 1996; Corssmitt e cols., 2001). Em
ratos e camundongos, a PEPCK hepética € principalmente citoplasmatica; em
outros mamiferos, como nos coelhos e nos porcos da india (Wiese e cols., 1991),
esta presente nos dois compartimentos do hepatécito. Em aves, a PEPCK
hepética € mitocondrial (Hanson e Reshef, 1997).

Em invertebrados, a via gliconeogénica e a atividade das enzimas-chave
dessa via foram evidenciadas em uma variedade de espécies. Mustafa e cols.

(1983) demonstraram a conversao de varios precursores gliconeogénicos, quando



fornecidos exogenamente sob condi¢cdes aerdbias, em glicogénio nos tecidos de
Tubifex sp, um Oligochaeta anaerobico facultativo. A capacidade gliconeogénica a
partir de alanina, acido aspartico ou acido glutamico foi demonstrada, in vitro, no
coleoptero Tenebrio molitor (Gourdoux e cols., 1983). Os autores verificaram que
a alanina foi o precursor preferencial utilizado para a conversao em trealose nesse
besouro.

A presenca de enzimas da via gliconeogénica foi verificada em corpos
gordurosos de baratas (Storey e Baleiy, 1978) e no parasita Schistosoma mansoni
(Tielens e cols., 1991). Zammit e Newsholme (1978) verificaram a atividade da
PEPCK em musculo do caranguejo ferradura Limulus polyphemus e da lagosta
Homarus vulgaris e sugeriram que essa enzima catalisa a conversdo de
oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, sendo parte da via de oxidagdo de alguns
aminoéacidos nos musculos desses animais.

Em branquias do mexilhdo Modiolus demissus, a PEPCK apresenta o peso
molecular de 70 KDa e é predominantemente citosolica (Harlocker e cols., 1991).
No hepatopancreas e no manto do molusco Megalobulimus oblongus a atividade
da enzima PEPCK é predominante mitocondrial, entretanto, no coragdo e no
diafragma a maior atividade foi constatada na fracéo citosélica (Dias 1996; 2000).

Em crustdceos, a capacidade gliconeogénica foi constatada no
hepatopéncreas (Munday e Poat, 1971; Oliveira e Da Silva, 1997), nas branquias
(Thabrew et al.,1971; Chitté, 2005), nos hemdcitos (Johnston e Davies, 1972) e no
musculo (Schein e cols., 2004). A atividade da PEPCK e da FBFase foi

demonstrada em tecidos do siri Callinectes sapidus (Lallier e Walsh, 1991), de
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caranguejos Chaceon fenneri e Chaceon quinquendes (Walsh e Henry, 1990) e
em crustaceos hipégenos e epigenos (Hervant, 1996).

Oliveira e Da Silva (1997) demonstraram, pela primeira vez, a presenca da
via gliconeogénica e a atividade da PEPCK no hepatopancreas do caranguejo C.
granulatus. Nesse trabalho, a comparacdo da capacidade de sintese de glicose a
partir de [**C] - alanina com aquela a partir de [**C] - lactato, demonstrou que o
substrato preferencial para a sintese de glicose pelo hepatopancreas é a alanina,
e em animais alimentados, a capacidade intrinseca deste tecido em sintetizar
glicose € alta e independe da composi¢cao da dieta administrada aos caranguejos.
Os autores sugerem que a manutencdo de uma alta atividade gliconeogénica
permite ao C. granulatus adaptar-se as variacdes extremas de fatores ambientais,
tais como a salinidade, a temperatura, o ciclo de marés e a escassez de
alimentos, através da producdo de glicose, principal substrato energético em
crustéaceos.

Estudando o efeito de diferentes tempos de jejum sobre a capacidade
gliconeogénica, a concentracao de glicogénio hepatopancreético e a concentracéo
de glicose na hemolinfa de C. granulatus alimentados previamente com dieta rica
em proteinas ou rica em carboidratos, Oliveira e cols. (2004b) constataram, nos
animais alimentados com a dieta rica em proteinas, que a concentracao de glicose
na hemolinfa foi mantida principalmente pela gliconeogénese, enquanto nos
animais mantidos previamente com a dieta rica em carboidratos, o glicogénio foi o
principal substrato energético utilizado durante o jejum, embora apés quinze dias
de privacdo de alimento tenha aumentado a producdo de glicose a partir de

alanina.
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Em caranguejos C. granulatus, mantidos com uma dieta rica em
carboidratos ou rica em proteinas e submetidos ao estresse por anoxia ambiental
durante 8 horas, as concentracdes de lactato e glicose na hemolinfa aumentaram
10-14 vezes quando comparadas aquelas do grupo normoéxia. No periodo de
recuperacdo, 0s caranguejos alimentados com uma dieta rica em proteinas
reduziram cerca de 93% a concentracdo de L-lactato hemolinfatico. Essa
diminuicdo foi acompanhada pelo aumento da conversdo de [**C]-L-lactato em
[**C]-glicose, e pela elevacéo da atividade das enzimas lactato desidrogenase e
PEPCK hepatopancreaticas. Entretanto, nos caranguejos mantidos com a dieta
rica em carboidratos, o valor de lactato hemolinfatico diminuiu lentamente durante
a recuperacao (Oliveira e cols., 2004a).

Oliveira e Da Silva (2000) demonstraram o envolvimento da via
gliconeogénica hepatopancreatica durante o processo de adaptacdo ao estresse
hiposmético no caranguejo C. granulatus. Animais alimentados com dieta rica em
proteinas e submetidos ao estresse hiposmotico durante um periodo de 6 dias
aumentaram a capacidade gliconeogénica a partir de [**C]-alanina- aos 3 dias de
estresse. Nos animais submetidos a uma dieta rica em carboidratos o aumento
somente foi verificado aos 6 dias de estresse. Porém, quando o substrato utilizado
era o é&cido *C-latico, ambos os grupos apresentaram uma reducdo da
capacidade gliconeogénica a partir de 3 dias de estresse hiposmaético. Em ambas
as dietas, o0 aumento da capacidade gliconeogénica no hepatopéancreas, durante o
estresse hiposmdtico, foi acompanhado pela elevacdo da atividade da enzima

PEPCK mitocondrial. Rosas e cols. (2001) demonstraram que a atividade da
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PEPCK hepatopancreéatica aumenta em resposta a baixa salinidade no camarao
Litopenaeus vannamei.

Recentemente, foi realizada a clonagem molecular da PEPCK muscular
(GenBank AY074922) do caranguejo C. granulatus que confirmou sua localizacéo
na fracdo mitocondrial (Schein e cols., 2004). A seqiéncia nucleotidica do cDNA
da PEPCK do C. granulatus tem 80% de semelhanca com a sequéncia da PEPCK
de outros Malacostraca. Também foi verificada a expressdao da enzima no
hepatopancreas, no sistema nervoso, no coracdo e nas branquias de C.
granulatus. Em vertebrados, tem sido demonstrado que a expressédo do gene da
PEPCK mitocondrial é constitutiva (Hanson e Reshef, 1997). Entretanto, foi
constatado um aumento na atividade e nos niveis de RNAm da PEPCK
mitocondrial de C. granulatus ap6s 1 dia de estresse hiperosmético, acompanhado
do aumento da capacidade gliconeogénese a partir de alanina (Schein et al.,
2004). Chitt6é (2000) verificou que a atividade da enzima PEPCK, nas branquias
posteriores e anteriores do caranguejo Chasmagnathus granulatus no inverno, foi
predominante na fragdo mitocondrial. No verdo, ndo houve variagdo entre as
fracbes mitocondrial e citosolica nos animais controle, entretanto, somente a
atividade da PEPCK citosoélica diminuiu apos 1 dia de estresse hiperosmatico e
apos 3 dias de estresse hiposmotico em branquias anteriores e posteriores,
respectivamente, quando comparada ao grupo controle (dados néo publicados).

Schein e cols. (2005a) verificaram que a gliconeogénese muscular em C.
granulatus esta envolvida no ajuste metabdlico de aclimatacdo ao estresse
osmotico. Entretanto, a resposta da via gliconeogénica ao estresse osmoético é

sazonal, modificando-se conforme a estacéo do ano: inverno ou verao.
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Diferencas taxondmicas e ecoldgicas e/ou geograficas tém sido evocadas
para explicar a adocdo de uma estratégia energética particular de cada espécie
(Percy, 1993).

Em algumas espécies, as reservas de carboidratos, principalmente de
glicogénio, sdo consumidas primeiro do que aquelas de lipideos, e por ultimos,
sdo consumidas as proteinas (Chaisemantin, 1971, Cuzon e Ceccaldi, 1972;
Regnault, 1981; Stuck e cols., 1996).

Em outras espécies, o glicogénio pouco contribui para energia em periodos
de jejum, e as reservas metabdlicas usadas primeiramente sdo os lipideos
(Schafer, 1968, Sasaki e cols., 1986; Percy, 1993) ou as proteinas (Marden e
cols., 1973; Mayzeau, 1976; Hiller-Adams e Chilldress, 1983).

Em Ocypode quadrata, os triglicerideos e o colesterol total na hemolinfa
diminuem durante a primavera, enquanto o glicogénio no hepatopancreas e no
musculo das fémeas aumenta durante o mesmo periodo. (Vinagre, 2007)

Os principais lipideos de crustaceos sao os lipideos neutros, entre estes,
90% sao trigliceridios (Gilbert e O’Connor, 1970; Allen e cols., 2000). Os lipidios
de crustaceos sao transportados na hemolinfa por lipoproteinas de alta densidade
(HDL) (Garcia e cols., 2002). Ha diversos estudos sobre o metabolismo de lipidios
nesses animais, mas a maioria trata da utilizacao das reservas de lipideos durante
a embriogénese e o periodo reprodutivo (Sibert e cols., 2004; Rosa e cols., 2005;
Calado e cols., 2005; Rosa e Nunes, 2003). O hepatopancreas parece ser 0
principal érgdo de reserva e fornecedor de lipideos para o periodo reprodutivo

(Jeckel e cols., 1991; Hasek e Felder, 2005).
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Em crustaceos, os lipideos neutros, principalmente os triglicerideos, sao
preferencialmente utilizados durante o jejum, enquanto os lipideos polares
(fosfolipideos e colesterol) sdo conservados devido ao seu papel como
componentes estruturais da membrana celular (Heath and Barner, 1970; Bourdier
e Amblard, 1989; Stuck e cols., 1996).

Estudos também revelam os efeitos da variacdo sazonal, da concentracao
de oxigénio no meio, da composi¢cdo da dieta e do jejum sobre as reservas de
lipidios. No krill E. crustallorophias os niveis de lipideos sdo mais baixos no
inverno do que no verdo (Nicol e cols., 2004). Camardes N. gracilis, que vivem ha
1.000 m de profundidade onde a concentracdo de oxigénio € minima, possuem
trigliceridios como sua maior reserva lipidica (Allen e cols., 2000). O caranguejo
decapode P. granulosa apresenta um padrao diferenciado de adaptacdo ao jejum;
inicialmente utilizam proteinas como reserva energética e apés os lipideos totais
(Comoglio e cols., 2005). O efeito do jejum longo e da realimentacao foi estudado
em uma espécie de crustaceo hipdgeno e em uma espécie epigena por Hervant e
Renault (2002). A espécie epigena apresentou uma diminuicdo de todas as suas
reservas energéticas ao longo do jejum, enquanto a espécie hipdégena apresentou
trés fases catabolicas (glicidica, lipidica e proteo-lipidica) ao longo do periodo de
restricdo alimentar e uma rapida recuperacdo de suas reservas energéticas
guando realimentados. Os autores sugerem que estas respostas adaptativas sao
utilizadas por varias espécies subterraneas como estratégias para sobrevivéncia
em ambientes onde ha periodos de restricdo alimentar e/ou de oxigénio.

O hepatopancreas nos crustaceos tem papel secretério de enzimas

digestivas, absor¢do e armazenamento de matéria lipidica (Bunt, 1968., Smith e
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cols., 1975), participa do metabolismo de carboidratos, e por isso, parece ser local
de gliconeogénese.

Em C. granulatus alimentado com dieta rica em proteinas, Vinagre e Da
Silva (1992) verificaram que o glicogénio hepatopancreatico e muscular parece ser
o principal substrato energético utilizado durante o jejum curto. Entretanto, ao final
do periodo de jejum de 8 semanas, os lipidios do hepatopancreas e do musculo
seriam a fonte adicional de energia tanto em animais alimentados previamente
com dieta rica em proteinas como naqueles mantidos com dieta rica em
carboidratos (Vinagre e Da Silva, 1992).

Em C. granulatus o jejum de 3 semanas nao alterou a sintese de lipideos
no hepatopancreas, no muasculo e nas branquias (Vinagre e Da Silva, 2002).
Contudo, em caranguejos submetidos a 3 semanas de jejum e 48 horas de
realimentacao ocorreu uma elevacao da sintese de lipidios no hepatopéancreas.

Ao investigarem o efeito da variagdo sazonal sobre o metabolismo
intermediario em C. granulatus, Kucharski e Da Silva (1991a) verificaram que no
hepatopéancreas e no musculo as maiores concentracdes de glicogénio ocorrem
no outono e no inverno, diminuindo na primavera e no verdo. A maior reserva de
lipideos no musculo ocorre no verdo e diminui no outono e no inverno, enquanto
as reservas de lipidios do hepatopancreas sao significativamente elevadas, cerca
de 20% do peso do 6rgdo, diminuindo somente no outono. Os autores sugerem
que o glicogénio estocado no hepatopancreas e no muasculo seria consumido
como substrato energético durante os meses de primavera e verdo. Ja no outono
e no inverno, a reserva de lipideo muscular seria o principal substrato energético

(Kucharski e da Silva, 1991).
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Marqueze e cols., em 2006, submetendo C. granulatus a 1 hora de anoxia,
verificou no musculo, um aumento da atividade da piruvato quinase (PK), da
concentracdo de ATP e uma reducdo da concentracao de glicogénio, assim como
a diminuicdo da producédo de CO, a partir de lactato em caranguejos alimentados
previamente com dieta HP. Em comparacdo, nos animais alimentados com uma
dieta rica em carboidratos, verificou um decréscimo na atividade da PK e um
aumento da producdo de CO, a partir de glicose. Durante o periodo de
recuperacdo de 3 horas, em animais alimentados com ambas as dietas, 0s niveis
de glicogénio no musculo da mandibula ndo retornaram a valores iniciais, e nos
animais alimentados com uma dieta rica em proteina, a producdo de CO, a partir
de glicose foi alta no musculo da mandibula.

Kucharski e Da Silva (1991 b) verificaram em C. granulatus alimentado com
uma dieta rica em proteinas um aumento de cerca de 30% na concentracao de
lipideos totais no hepatopancreas, quando comparada aquelas dos animais do

campo ou alimentados com uma dieta rica em carboidratos.

Quatro diferentes estratégias adaptativas que permitem a sobrevivéncia em
hipoxia ou anoxia ambiental foram identificadas em crustaceos: 1) manutencdo em
todos os tecidos de altas concentracfes de glicogénio e fosfato (ex. arginina
fosfato) em condicGes aerobias; 2) utilizacdo de vias anaerdbias para a producao
de ATP; 3) reducdo do gasto energético (Hervant e cols., 1995; Childress e
Seibel,1998) e 4) depressdo metabdlica. Além disso, a duracéo e a eficiéncia do

processo de recuperacao sao de importancia funcional, com a rapida reposicao
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dos valores das reservas energéticas e a remoc¢ao dos produtos finais acumulados

durante a anoxia (Hervant e cols., 1999).

Respostas comportamentais, respiratorias, circulatorias e de afinidade da
hemocianina ao O, também foram constatadas em crustaceos, submetidos ao
estresse de hipoxia ou anoxia ambiental. Hervant e cols. (1995), apés submeterem
duas diferentes espécies de crustaceos (Niphargus rhenorhodanensis e
Gammarus fossarum) a uma severa hipoxia ambiental e a fase de recuperacéo,
constataram, em ambas as espécies, na primeira hora de hipéxia, uma diminuicao
significativa da atividade locomotora. Durante o periodo de recuperacdo da
hipoxia, os animais aumentaram significativamente a atividade locomotora quando
comparados ao grupo hipoxia. Entretanto, no periodo de recuperacdo, a atividade
de locomocdo foi menor quando comparada aquela do grupo controle em
normoxia. Os mesmos autores também constataram hiperventilagdo, em ambas

as espécies, nas primeiras horas de hipdxia severa.

No caranguejo C. granulatus, Santos e cols. (1987) constataram uma
reducdo do consumo de oxigénio e da atividade de locomocado apos duas horas de
exposicdo a hipdéxia ambiental. Gongalves (1993) constatou uma diminuicdo da
atividade motora e da frequéncia cardiaca em C. granulatus submetido a anoxia

ambiental durante 12 horas.

Entre os crustaceos, o tempo letal médio (TLsp) de exposicdo a um
ambiente andxico varia de poucas horas, como em Ornectes limosus (Gade, 1984)

e Gammarus fossarum (Hervant e cols., 1995), até varios dias, como em
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Calianassa californiensis (Thompson e Pritchard, 1969). Em C. granulatus a
sobrevivéncia apdés 12 horas de anoxia foi alta, cerca de 80% dos animais
(Oliveira e cols., 2000). Nesta mesma espécie, Goncalves (1993) observou um
tempo letal médio (TLso) de 19h:45 min. em animais submetidos por 30 horas a

anoxia ambiental.

Ao longo dos ultimos anos, os estudos sobre o metabolismo intermediario e
sua regulacdo, em invertebrados aquaticos, vém contribuindo para o
conhecimento dos processos evolutivos e adaptativos desses organismos ao seu
meio (Kucharski e Da Silva,1991, 1991b; Vinagre e Da Silva, 1991, 1992; Oliveira
e Da Silva, 1997, 2001, 2003; Marqueze, 2005).

O caranguejo Chasmagnathus granulatus tem se mostrado um excelente
modelo biologico para o estudo do metabolismo intermediario em invertebrados,
por ser animal estuarino e devido a sua excelente adaptacdo as condicdes de
laboratério. Trabalhos experimentais envolvendo fatores abibticos, como
alteracdes nos niveis de oxigénio dissolvido na agua (Oliveira 1998), o estresse
hiposmético ou hiperosmatico (Kucharski e Da Silva, 1992; Oliveira e cols., 2000,
2004), evidenciaram a participacdo da glicogénese, glicogendlise, gliconeogénese
e glicélise bem como as alteracdes na atividade e na expressdo das enzimas
PEPCK, glicogénio sintase, glicogénio fosforilase e piruvato quinase em diferentes
tecidos de C. granulatus durante os processos de aclimatacdo as condices
experimentais.

Em seu habitat o C. granulatus enfrenta o0 desafio de

hipdxia/anoxia/recuperagdo constantemente. Estudos sobre a utlizagdo da

19



glicose, principal substrato energético em crustaceos, pelos tecidos
hepatopancreatico e muscular de caranguejos Chasmagnathus granulatus
submetidos a um periodo curto de anoxia e recuperacéao, fornecerdo informacdes
sobre os ajustes metabdlicos envolvidos na aclimatacédo deste caranguejo ao meio
anoxico e como as reservas energéticas sao restauradas, no periodo de

recuperacao pés-anoxia, quando ocorre uma re-oxigenacao tecidual.
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OBJETIVOS

Avaliar o efeito de uma hora de anoxia e trés horas da fase de recuperacéo
da anoxia sobre a captacdo de 2-Deoxi**C-glicose, a sintese e a mobilizacdo de
glicogénio, a sintese de lipidios e a producéo *CO, a partir de **C-glicose no
muasculo da mandibula e no hepatopancreas do caranguejo Chasmagnathus

granulatus alimentados com uma dieta rica em proteinas ou rica em carboidratos.
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MATERIAIS E METODOS

Coleta dos animais

Os animais foram coletados na lagoa Tramandai (29°58'S; 58°08'W), no
estado do Rio Grande do Sul, Brasil, apenas durante os meses de verdo. Foram
coletados somente animais machos durante o estagio C de intermuda de acordo com
os critérios morfologicos descritos por Drach and Tchernigovtzeff (1967), para
minimizar os efeitos fisioldgicos do clico reprodutivo e dos periodos de muda.

Os animais foram trazidos ao laboratorio em caixas plasticas com agua do
préprio local. No laboratoério receberam um choque hiposmatico durante 24 horas

para retirada de parasitas e esvaziamento do conteddo estomacal.

Tratamento dos animais

Apés este periodo, os animais foram separados em dois grupos: 1) animais
gue receberam uma dieta rica em carboidratos (arroz cozido, HC) (Tabela 1); 2)
animais que receberam uma dieta rica em proteinas (carne bovina crua, HP)
(Tabela 1) A dieta HC possui aproximadamente o mesmo valor calérico da dieta
HP, sendo entdo consideradas dietas isocaldricas. Os conteudos de proteinas e
carboidratos dos constituintes alimentares das respectivas dietas foram
determinados pelo Instituto de Tecnologia e Alimento da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS).

Os dois grupos receberam diariamente alimento, ad libitum, durante quinze

dias.
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Os animais foram aclimatados durante 15 dias em aquarios com aeragao
constante, PO, 18,95%, salinidade 20%y, temperatura de 25°C e fotoperiodo
natural, onde receberam as respectivas dietas.

Valores calodricos de cada dieta
Tabela 1. Os valores relativos a cada item estdo expressos em percentuais

e os valores caldricos totais estdo expressos em cal/100g.

Dieta HC Dieta HP
Proteinas 3,34 21,59
Gorduras 0,45 6,71
Fibras 0,30 0,31
Umidade 61,33 71,01
Cinzas 0,02 0,35
Carboidrato 34,56 0,03
Valor Calorico Total 155,65 146,87

Procedimento experimental

Para os estudos de anoxia, foram utilizados em média 15 animais ( em média
5 animais para cada grupo, por exemplo, 5 para controle, 5 para anoxia e cinco
recuperacao, que recebem dietas HC ou HP). Estes animais foram divididos em trés
grupos, com cinco animais em cada grupo: controle, anoxia e recuperacéo. Os trés
grupos foram mantidos em aquarios de vidro (30x25x30 cm), com salinidade de
20%y e temperatura de 25°C. O teor de O, nos aquarios do grupo anoxia foi

substituido por gas N, durante 40 minutos, até que a concentracdo de oxigénio
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chegasse ao valor de zero (monitorada com Oximetro Oxel-1/ISO,, World Precision
Instruments). Os aquarios foram entdo lacrados e 0s animais, submetidos a anoxia
durante uma hora, para depois serem utilizados nos experimentos.

O grupo controle foi mantido em norméxia (PO, 18,95%), com salinidade 20%go
e temperatura de 25 °C.

Para os experimentos de recuperacdo, os animais foram mantidos sob as
mesmas condi¢cdes do grupo anoxia por uma hora. ApOs este periodo, a agua
desoxigenada foi substituida por agua com teor de oxigénio de 18,95%, mesma
concentracdo do grupo normoxia, onde permaneceram por trés horas.

Amostras de hemolinfa (100uL mais 20uL Oxalato de Potassio 10%) foram
coletadas dos animais dos grupos normoxia, anoxia e recuperacao e congeladas a -
20°C pra dosagens de glicose; ap6s os animais foram crioanestesiados durante cinco

minutos e os tecidos coletados e imediatamente utilizados nos experimentos.

PROCEDIMENTOS IN VITRO

Para os experimentos in vitro, o hepatopancreas e o musculo da mandibula
(de todos os grupos experimentais, normoxia, anoxia e recuperacdo, HP e HC) foram
rapidamente removidos e colocados em placas de Petri sobre gelo, contendo meio
de incubacéo gelado especifico para C. granulatus (481 mM NaCl, 12,2 mM KCI, 11
mM CaCl,, 93 mM MgCl,.H20, 31 mM NaHCO3; ", 278 mM Na,SOg4, 8,8 mM H3BOs3,
mais 10 mM HEPES e 0,1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), pH 7,8). Os

tecidos foram fatiados em fracGes de 50 + 2 mg.

24



Captacao de Glicose

As amostras de tecido (cerca de 50 mg) foram colocadas em tubos de 2 mL
com tampa, contendo 0,5mL de meio de incubagcéo, 0,2 pCi 2-Deoxi**Cglicose (2DG)
(230 mCi mmol, Amersham International), aerados com uma mistura de 0,:CO;
(95:5%, v/v) por 30 segundos e incubados sob agitacdo constante por 1 hora a 25°C.
Apbs o periodo de incubacdo, a reacdo foi interrompida em banho de gelo, as
amostras de tecido retiradas do meio de incubacao e lavadas 3 vezes em meio de
incubacédo sem radiativo, secas em papel de filtro e colocadas em tubos pirex com
tampa, contendo 1 mL de agua bi-destilada. Os tubos foram congelados a —20°C e
depois fervidos por 30 minutos. Este procedimento foi realizado por 3 vezes
consecutivas, com o objetivo de romper as células e liberar a radioatividade captada;
este meio foi considerado o meio interno. O meio de incubacdo contendo a glicose
marcada foi considerado como o meio externo.

Amostras de 100uL do meio interno ou externo foram dissolvidas em 5 mL de
liguido de cintilacdo (Tolueno-Triton (2:1, v/v), PPO 0,4%-POPOP 0,01%),
juntamente com 100uL de &gua destilada. A radioatividade foi medida em um
contador LKB-Wallac.

Os resultados foram expressos como relacéo entre a radioatividade contida no
tecido (meio interno) e no meio de incubacédo (meio externo) (T / M: dpm/mL meio

interno dividido dpm/mL do meio de incubacao).
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Sintese e Mobilizacdo de Glicogénio

Para a sintese de glicogénio, as amostras de tecido (cerca de 50 mg) foram
colocadas em tubos com tampa de 2 mL, contendo 0,5mL de meio de incubacéo,
0,2 uCi [U-**C]glicose (230 mCi mmol, Amersham International) mais 10mM D-
glicose, aerados com uma mistura de 0,:CO, (95:5%, v/v) por 30 segundos e
incubados em banho metabdlico (Dubnoff) sob agitagcdo constante por 2 horas a
25°C. ApoOs o periodo de incubacédo, uma parte das amostras era processada para
a sintese de *C-glicogénio (tempo zero) e a outra parte era utilizada para o estudo
de mobilizacdo do glicogénio pré-marcado. Os tecidos com *C-glicogénio (pré-
marcado), que seriam utilizados no estudo de mobilizagdo, eram lavados por trés
vezes em meio de incubacdo gelado sem radioativivo ou glicose, secos em papel
filtro e colocados em frascos contendo 500uL de meio de incubacédo sem glicose
(n&o marcada ou marcada), sendo aerados com uma mistura de 0,:CO, (95:5%,
v/v) por 30 segundos e incubados em banho metabodlico, sob as mesmas
condicOes acima descritas, por 1 hora.

Para a determinacdo do *C-glicogénio, tanto nos experimentos de sintese

como naqueles de mobilizacdo, as reacfes teciduais foram interrompidas em banho

de gelo, os tecidos lavados por trés vezes em meio de incubacdo gelado sem

glicose, secos em papel filtro, colocados em KOH (0,5N) e fervidos (80°C) durante

uma hora para a digestado do tecido. Para a desproteinizacdo e neutralizacdo, uma

amostra da solucao resultante da digestado do tecido foi misturada a uma solucao de

TCA (30%) mais acido cloridrico (1N), em uma proporc¢ao de 2:1 (v/v) e centrifugada

por 10min. a 10000rpm. Um volume de 30uL do sobrenadante foi aplicado sobre
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papel Wattman 3MM (2 cm x 2 cm). Para a precipitacdo do *C-glicogénio, os filtros
foram lavados por 2 vezes em alcool etilico (66%), a primeira por 30 minutos e a
segunda por 15 minutos e apOs secos a temperatura ambiente (Oliveira e cols.,
2001). Como branco usava-se o mesmo tipo de papel de filtro, que sofria 0 mesmo
procedimento, mas sem a amostra de tecido. Quando secos, os filtros eram
colocados em 5 mL de liquido de cintilagdo (Tolueno-Triton (2:1, v/v), PPO 0,4%,
POPOP 0,01%) e a radioatividade era medida em um aparelho LKB-Wallack. Os
resultados foram expressos em nmol de **C-glicose convertido em glicogénio por

grama de proteina por hora de incubacéo.

Sintese de lipideos

Para a sintese de lipidios, as amostras de tecido (cerca de 50 mg) foram
colocadas em tubos com tampa de 2 mL, contendo 0,5mL de meio de incubagéo, 0,2
nCi [U-**C]glicose (230 mCi mmol, Amersham International) mais 10mM D-glicose,
aerados com uma mistura de 0,:CO; (95:5%, v/v) por 30 segundos e incubados em
banho metabdlico (Dubnoff) sob agitacdo constante por 1 hora a 25°C. ApoOs a
incubacéo, a reacdao foi interrompida em banho de gelo, os tecidos retirados do meio
de incubacao e lavados 3 vezes em meio de incubacdo sem radiativo ou glicose e
homogeneizados em uma mistura de extracao de cloroférmio:metanol (2:1, v/v).

A extracdo dos *C-lipidios totais foi realizada segundo o método de Folch e
cols. (1957). Apos, amostras (2mL) da fase cloroférmica de extracdo eram colocadas
em frascos, utilizados para a medida da radioatividade, que eram mantidos

descobertos por uma noite a temperatura ambiente dentro de uma capela de
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exaustdo, para a evaporacao do cloroféormio. Apos as amostras eram dissolvidas em
liquido de cintilacdo (Tolueno-Triton (2:1, v/iv), PPO 0,4%, POPOP 0,01%) e a
radioatividade medida em um aparelho LKB-Wallac Os resultados sdo expressos em
umol de **C-glicose incorporadas em lipidios totais por grama de proteina por hora

de incubacéo.

Formacao de **CO,

Para a determinacéo da producéo de **CO,, segundo a técnica descrita por De
Oliveira e cols. (2002), amostras (cerca de 50 mg) de hepatopéancreas ou musculo
mandibular foram colocadas em frascos de vidro com tampa de borracha, onde era
inserido um poco de vidro contendo papel Whatman 3MM para a captacéo do **CO;
resultante da oxidacdo da '*C-glicose. Aos frascos eram adicionados 1mL de meio
de incubacdo e 0,2 uCi [U-**C]-glicose (230 mCi mmol, Amersham International) mais
10 mM glicose, ap6s eram aerados com uma mistura de 0,:CO, (95:5%, v/v) por 30
segundos, selados e incubados em banho metabdlico (Dubnoff) sob agitacdo
constante por 1 hora a 25°C.

A reacdo de oxidacao foi interrompida apos a injecao, através da tampa de
borracha, de 0,25 mL de TCA 50% no meio de incubacao e 0,25 mL de NaOH 2M nos
pocos de captacdo do **CO,. Os frascos vedados eram deixados em repouso por uma
noite. Apos eram acrescentadas 5 gotas de metanol aos pocos e todo o pocinho era
colocado em 10 mL de liquido de cintilacdo (Tolueno-Triton (2:1, v/v), PPO 0,4%,

POPOP 0,01%) e a radioatividade medida em um aparelho LKB-Wallac Os resultados
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foram expressos em nmol de **C-glicose convertida em **CO, por g de tecido por hora

de incubacéo.

DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Proteinas teciduais
A concentracao de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976),
utilizando albumina bovina como padrdo. Os resultados foram expressos em mg de

proteina.

Glicose da hemolinfa
A glicose hemolinfatica foi determinada pelo método colorimétrico enzimatico
da glicose-oxidase, com o kit Glicose Enzi-Color (Bio Diagnoéstica Industria Clinica

Ltda). Os resultados foram expressos em mmol/L.

Anélise estatistica

Os resultados foram expressos em médias + desvio padrdo (SDM). ANOVA de
uma via foi utilizada para a comparacdo entre 0s grupos controle, anoxia e
recuperacdo. O teste t de Student foi utilizado para a comparacdo entre 0s grupos
HP e HC e os valores com p<0,05 foram considerados significativos. Foi utilizado o

programa SPSS para Windows 1.0.
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RESULTADOS

Captacéo de Glicose

Os valores de captacdo de glicose no musculo de C. granulatus podem ser
vistos na figura 1. Os resultados foram expressos como relagdo entre a
radioatividade contida no tecido (meio interno) e no meio de incubacdo (meio
externo) (T / M: dpm/mL meio interno dividido dpm/mL do meio de incubacao).

N&o foram encontradas diferencas significativas de captacdo de glicose
entre as dietas HP e HC (controles). Nos grupos HP e HC nao foram verificadas
diferencas significativas da relacdo T/M entre os trés grupos experimentais

controle, anoxia e recuperacao.

BHC OHP
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0,7
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0,4
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0,2
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Controle Anoxia Recuperacao

Figura 1: Efeito da anoxia e da fase de recuperacado sobre a captacéo de glicose
no musculo de C. granulatus. Os valores representam as médias e as barras

transversais representam os desvios padrdes.
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Os valores de captacéo de glicose no hepatopéancreas de C. granulatus podem
ser vistos na figura 2. Os resultados foram expressos como relacdo entre a
radioatividade contida no tecido (meio interno) e no meio de incubacdo (meio
externo) (T / M: dpm/mL meio interno dividido dpm/mL do meio de incubacao).

N&o foi constatada diferenca significativa na captacdo da 2DG entre o0s
caranguejos alimentados com a dieta HP e aqueles mantidos com a HC. No grupo
que recebeu a dieta HC, ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,05)
entre os valores de captacdo da 2DG dos grupos recuperacdo e anoxia. Também
nos animais alimentados com a dieta HP n&o foi verificada diferenca significativa na
captacao de glicose entre os trés tratamentos experimentais.

mHC OHP

1,2

0,8
— 0,6
0,4 -
0,2

0 —

Controle Anoxia Recuperacéo

Figura 2: Efeito da anoxia e da fase de recuperacao sobre a captacao de glicose
no hepatopancreas de C. granulatus. Os valores representam as medias e as

barras transversais representam os desvios padroes.
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Sintese de Glicogénio

Os valores de sintese de glicogénio no musculo de C. granulatus podem ser
vistos na figura 3. Nao foi constatada diferenca significativa de sintese de glicogénio
no musculo entre caranguejos alimentados com a dieta HC e HP e mantidos em
normoéxia. Nos animais que receberam a dieta HC, a anoxia nao alterou
significativamente a sintese de glicogénio no muasculo. Entretanto, a recuperacao
aumentou 4 vezes (p<0,05) a sintese de glicogénio no musculo da mandibula
guando comparada aguelas nos grupos controle e anoxia. Este aumento também foi
significativo (p<0,05) em relacdo ao mesmo grupo recuperacao, que recebeu a dieta
HP. Nos caranguejos alimentados com a dieta HP n&o foram constatadas diferengas
significativas de sintese de glicogénio no masculo entre os grupos controle, anoxia e

recuperacao.
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Figura 3: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a sintese de
glicogénio no musculo de C. granulatus. Os valores representam as médias e as

barras transversais representam os desvios padrfes. “a” representa diferencas
significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b” representa diferencas

significativas (p<0,05) em relacao a dieta HP.

Os valores de sintese de glicogénio em hepatopancreas de C. granulatus
podem ser vistos na figura 4. Nao foi constatada diferenca significativa de sintese de
glicogénio no hepatopancreas entre caranguejos alimentados com a dieta HC e HP.
Apbés 1h de anoxia os valores de sintese de glicogénio do grupo HP néo
apresentaram alteracdes significativas (p>0,05). Durante a fase de recuperagédo a
capacidade de sintese de glicogénio no hepatopancreas do grupo HP aumentou
cerca de 8 e 5 vezes quando comparada aquelas dos grupos controle e anoxia,
respectivamente. Este aumento também foi significativo quando comparado aquele
observado no grupo recuperacéo alimentado com a dieta HC.

No grupo que recebeu a dieta HC foi constatado um aumento de 3 vezes na
capacidade de sintese de glicogénio apdés 1 h em anoxia, contudo, ndo houve
diferenca significativa (p>0,05). Durante a fase de recuperacao, os valores de sintese
de glicogénio no hepatopancreas diminuiram cerca de 60% e 80% em relacdo aos
grupos controle e anoxia, respectivamente. Contudo, estas diferencas ndo foram

significativas (p>0,05).
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Figura 4: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a sintese de
glicogénio no hepatopancreas de C. granulatus. Os valores representam as
médias e as barras transversais representam os desvios padrdes. “a” representa
diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b” representa

diferencas significativas (p<0,05) em relacéo a dieta HP.

34



Mobilizacéo de glicogénio

Os valores de mobilizacdo de '*C-glicogénio no musculo de C. granulatus
alimentados com dieta HC podem ser vistos na figura 5. Nao foram verificadas
diferencas significativas de mobilizacéo de **C-glicogénio entre os animais do grupo
controle. Quando os animais sdo submetidos a 1h de anoxia, a mobilizacdo de
glicogénio diminui em relacdo ao drupo normoéxia e ao grupo pré marcado. Apos 3
horas em recuperacdo aumenta a sintese de glicogénio em comparacao aos grupos
controle e anoxia, contudo, uma mobilizacéo significante (p<0,05) de **C-glicogénio
foi observada apds a incubacdo por 1h em meio livre de glicose. Os valores de **C-
glicogénio no musculo do grupo recuperacdo retornam a valores semelhantes

aqueles do grupo controle.
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Figura 5: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a mobilizacdo de
glicogénio no musculo de C. granulatus alimentados com dieta HC. Os valores
representam as médias e as barras transversais representam os desvios padrdes. “a”
representa diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b”

representa diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo néo incubado.

Os valores de mobilizacdo de **C-glicogénio no musculo de C. granulatus
alimentados com uma dieta HP podem ser vistos na figura 6. No grupo normoxia nao
foi verificada diferenca significativa entre os grupos controle pré-incubacdo e
incubacédo. A anoxia por 1h nado alterou significativamente (p>0,05) a mobilizagéo de
4C-glicogénio neste tecido. Contudo, a recuperacdo por 3h aumenta
significativamente (p<0,05) a mobilizacdo de **C-glicogénio no musculo dos grupo

incubacdo quando compardo ao grupo nosmaoxia e ao grupo pré incubado.
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Figura 6: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a mobilizacdo de
glicogénio no musculo de C. granulatus alimentados com dieta HP. Os valores
representam as médias e as barras transversais representam os desvios padrdes. “a”
representa diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b”

representa diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo néo incubado.
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Os valores de mobilizacdo de '*C-glicogénio no hepatopancreas de C.
granulatus alimentados com dieta HC podem ser vistos na figura 7. Nao foi verificada
diferenca significativa nos valores de **C-glicogénio entre os grupos norméxia pré-
incubacdo e pos-incubacdo em meio livre de glicose. A anoxia estimulou
significativamente (p<0,05) a sintese de **C-glicogénio no hepatopancreas do grupo
nao incubado. A recuperacdo por 3h ndo estimulou significativamente (p>0,05) a
mobilizacdo de **C-glicogénio no hepatopancreas dos caranguejos do grupo

incubacao.
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Figura 7: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a mobilizacdo de
glicogénio no hepatopancreas de C. granulatus alimentados com dieta HC. Os
valores representam as médias e as barras transversais representam o0s desvios
padrdes. “a” representa diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo
controle. “b” representa diferencas significativas (p<0,05) em relagcdo ao grupo nao

incubado.
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Os valores de mobilizacdo de '*C-glicogénio no hepatopancreas de C.
granulatus alimentados com dieta HP podem ser vistos na figura 8. No
hepatopancreas dos animais controle, alimentados com a dieta HP, nao foi verificada
variacdo significativa (p>0,05) da sintese de *C-glicogénio entre o grupo pré-
incubacéo e incubacdo em meio livre de glicose. A anoxia por 1h e a recuperacgao por
3h diminuiram em cerca de 50% e 90%, respectivamente, o **C-glicogénio pré-

marcado apos 1h de incubacdo em meio livre de glicose.
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Figura 8: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a mobilizacdo de
glicogénio no hepatopancreas de C. granulatus alimentados com dieta HP. Os
valores representam as médias e as barras transversais representam os desvios
padrbes. “a” representa diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo
controle. “b” representa diferencas significativas (p<0,05) em relagdo ao grupo néao

incubado.
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Sintese de lipideos a partir de 14c glicose

Os valores de sintese de lipideos a partir de l4c glicose no musculo de C.
granulatus podem ser vistos na figura 9. Em normoxia, os valores de sintese de
lipidios totais a partir de **C-glicose foram 7 vezes maiores no musculo dos
animais alimentados com a dieta HP quando comparados aqueles obtidos no
grupo mantido com a dieta HC. No musculo dos animais alimentados com a dieta
HC nem a anoxia, nem a fase de recuperacdo de 3h alteraram significativamente
(p>0,05) os valores de formacéo de **C-lipidios totais. Entretanto, nos caranguejos
mantidos com a dieta HP a anoxia por 1h diminuiu significativamente (p<0,05) os
valores de sintese de *C-lipidios a partir de *C-glicose. Os valores de
incorporacdo do **C-glicose no musculo do grupo HP mantém-se baixos apés 3h

de recuperacdo em normoxia.
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Figura 9: Efeito da anoxia e da fase de recuperacao sobre a sintese de lipidios
no musculo de C. granulatus. Os valores representam as médias e as barras
transversais representam os desvios padrdes. “a” representa diferencas significativas
(p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b” representa diferencas significativas

(p<0,05) em relacéo a dieta HP.

Os valores de sintese de lipideos a partir de l4c glicose no hepatopancreas
de C. granulatus podem ser vistos na figura 10. N&o foram encontradas diferencas
significativas (p>0,05) de sintese de **C-lipidios totais entre os controles alimentados
com a dieta HC e aqueles mantidos com a HP. Nos caranguejos alimentados com a
dieta HC, n&o foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) de sintese de **C-
lipidios entre os grupos normoéxia, anoxia e recuperacdo. Os animais do grupo HP,
que foram submetidos a anoxia, apresentam valores de sintese de *C-lipidios totais
significativamente (p<0,05) maiores do que aqueles verificados no grupo normoxia.
Esta diferenca também foi significativa em relacdo ao grupo anoxia dos caranguejos
mantidos com a dieta HC. Na fase de recuperacéo a incorporacédo do **C-glicose em
lipidios totais no hepatopéncreas dos caranguejos alimentados com a dieta HP

diminui significativamente (p<0,05) em relagcdo ao grupo anoxia e normoxia
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Figura 10: Efeito da anoxia e da fase de recuperacao sobre a sintese de lipidios
em hepatopancreas de C. granulatus. Os valores representam as médias e as
barras transversais representam os desvios padries. “a” representa diferencas
significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b” representa diferencas

significativas (p<0,05) em relacao a dieta HP.
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Formacédo de *CO;

Os valores de formacdo de *CO, a partir de **C-glicose no musculo da
mandibula de C. granulatus podem ser vistos na figura 11. O grupo controle mantido
com a dieta HP apresentou valores de formacdo de *CO, 2,3 vezes maiores
(p<0,05) do que aqueles constatados no grupo HC. No musculo dos animais
mantidos com a dieta HC, ndo foram encontradas diferencas significativas de
formacéo de **CO, entre os trés grupos (controle, anoxia e recuperacdo). A anoxia
diminuiu cerca de 59% a formacdo de '*CO, no grupo HP. Trés horas de
recuperacdo ndo foram suficientes para o retorno a valores de *CO, semelhantes

daqueles do controle mantido com a dieta HP.
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Figura 11: Efeito da anoxia e da fase de recuperacéo sobre a formacéo de **CO;
a partir de **C-glicose no musculo de C. granulatus. Os valores representam as
meédias e as barras transversais representam os desvios padrdes. “a” representa
diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b” representa

diferencas significativas (p<0,05) em relacao a dieta HP.

Os valores de formacdo de **CO, no hepatopancreas de C. granulatus podem ser
vistos na figura 12. O grupo HC apresentou valores de formacdo de *CO, no
hepatopancreas 2 vezes menores que aqueles verificados no grupo HP. A anoxia e a
fase de recuperacdo ndo alteraram significativamente (p>0,05) os valores de
formacao de **CO, a partir de **C-glicose no grupo HC. Nos animais do grupo HP a
formacdo de '#CO, a partir de *C-glicose no hepatopancreas aumentou
significativamente (p<0,05) durante a anoxia. A recuperagéo por 3h foi suficiente para
o retorno a valores de **CO, semelhantes daqueles do controle mantido com a dieta

HP. Esta diferenca também foi significativa em relacdo ao grupo HC recuperacao.
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Figura 12: Efeito da anoxia e da fase de recuperacédo sobre a formacao de
14C0O, a partir de *C-glicose em hepatopancreas de C. granulatus. Os valores
representam as médias e as barras transversais representam os desvios padrdes. “a”
representa diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b”

representa diferencas significativas (p<0,05) em relacao a dieta HP.

45



Concentracdes de glicose na hemolinfa e de glicogénio nos tecidos

Os resultados das concentracdes de glicose na durante a anoxia e a fase
de recuperacao, em caranguejos alimentados com uma dieta HC ou HP, podem
ser vistos na tabela 2.

A concentracao de glicose na hemolinfa dos caranguejos alimentados com
a dieta HC foi significativamente (p<0,05) maior no grupo HC do que a dos
animais mantidos com a dieta HP. A anoxia por 1h elevou em 6 vezes (p<0,05) a
concentragdo de glicose hemolinfatica tanto nos animais alimentados com a dieta
HC como naqueles mantidos com a dieta HP. A comparagdo dos valores de
glicose na hemolinfa, durante a anoxia, mostra que, no grupo HC, os niveis de
glicose continuam significativamente (p<0,05) maiores do que aqueles verificados
nos caranguejos do grupo HP.

Durante a fase de recuperacao os niveis de glicose hemolinfatica no grupo
HP diminuem (p<0,05) atingindo valores semelhantes aos do grupo normoxia.
Contudo, no grupo alimentado com a dieta HC apesar da reducdo nos niveis de
glicose durante a fase de recuperacdo, os valores ainda sao significativamente

(P<0,05) mais elevados quando comparados aqueles do grupo normoéxia.
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Tabela 2 — Concentracdo de glicose na hemolinfa de C. granulatus alimentados

com dieta HC ou HP e submetidos a anoxia e a recuperacdo da anoxia.

Glicemia mmol/L
HC HP
Controle 2,18+1,2 (7) 1,16+ 0,4 (8)
Anoxia 126+£2,1(5a,b 7,43+3,6(8)a
Recuperacéo 6,38+22(8)a, b 1,35+ 0,7 (10)

Os valores sdo expressos em médias + desvio padrdo. “@” indica diferenca
significativa (P<0.05) em relagdo ao grupo controle. “b” significa diferenca
significativa em relacdo a outra dieta. O ndmero de animais utilizado em cada

experimento esta entre parénteses.
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Discussao

Os efeitos metabdlicos da anoxia e da subsequente recuperacédo sobre o
metabolismo da glicose no musculo e no hepatopancreas de C. granulatus foram
marcantes em relacdo ao grupo em normoxia.

A anoxia e a recuperacao fazem parte do ciclo natural de vida do caranguejo
C. granulatus. Esta espécie em incursdes terrestre em busca de alimento ou
quando permanece em suas tocas por longos periodos, como no inverno, €
submetida a hipoxia ou anoxia ambiental, intercalada por periodos de recuperacéo
na agua (D’Incao e cols, 1990; Turcato, 1990). Em caranguejos alimentados com a
dieta HC ou HP, a sobrevivéncia a anoxia ambiental é alta, cerca de 80% ap06s 12h
(Oliveira, 1998).

Nos animais em normoxia alimentados com a dieta HC a captacdo de
glicose, a sintese e a mobilizacdo de glicogénio sdo semelhantes aquelas
verificadas nos caranguejos mantidos com a dieta HP, apesar dos valores elevados
de glicogénio no musculo e no hepatopancreas e de glicose na hemolinfa.
Entretanto, a converséo de **C-glicose em **CO, no musculo e no hepatopancreas
€ marcadamente mais elevada no grupo controle HP, quando comparada ao grupo
HC. A constatacdo de valores de ATP, no musculo e no hepatopancreas de
caranguejos do grupo HP em normoxia, foram significativamente menores
daqueles verificados no grupo HC (Marqueze, 2005; Marqueze e cols., 2006), e
isso corrobora com a hipétese que em animais alimentados com a dieta rica em

proteinas a oxidacdo de glicose no masculo e no hepatopancreas seria maior que
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no grupo HC, talvez para compensar as reservas de carboidratos bastante
reduzidas nestes caranguejos (Kucharski e Da Silva, 1991).

No presente trabalho, a significativa capacidade de sintese de lipidios a
partir de glicose, verificada no muasculo nos caranguejos do grupo controle HP,
confirma os dados de Kucharski e Da Silva (1991) que constataram que a
concentracdo de lipidios totais no musculo de C. granulatus mantidos com a dieta
rica em proteinas era semelhante aquela verificada no grupo HC. Contudo, no
grupo HP a concentracéo de glicogénio muscular € marcadamente menor do que
aguela constatada no musculo do grupo HC (Marqueze e cols., 2006), sugerindo
que a glicose no musculo do grupo HP seria desviada para a sintese de lipidios e
oxidacdo. Esta hipOtese seria confirmada, em parte, pela constatacdo que o
musculo dos caranguejos dos grupos HP apresenta capacidade de sintese de
glicogénio a partir de glicose similar aquela verificada no muasculo do grupo HC.
Kucharski e Da Silva (1991) sugerem que os lipidios do musculo seriam uma
importante fonte de reserva energética durante os meses de inverno, quando o C.
granulatus permanece em sua toca por longos periodos e praticamente em jejum.
J& os lipidios do hepatopancreas seriam fonte de energia utilizada durante o
periodo reprodutivo deste caranguejo (Kucharski e Da Silva, 1991), o que explicaria
a similar capacidade de sintese de lipidios verificada neste érgdo nos grupos
controle HC e HP constatada no presente estudo.

Os resultados demonstram que 1 hora de anoxia ndo reduziu a captagéo de
glicose e a sintese de glicogénio no hepatopancreas e no musculo de C. granulatus
tanto em animais alimentados com a dieta HP como naqueles mantidos com a

dieta HC. Oliveira e cols. (2001), estudando o efeito de diferentes tempos de

49



anoxia em C. granulatus mantidos com dieta HC ou HP, verificaram que a reducao
na capacidade de sintese de glicogénio s6 ocorreu apos 2 horas em anoxia em
ambos grupos. Os resultados sugerem que apos 1 h em anoxia o C. granulatus
ainda néo estad em depressao metabodlica. No masculo e no hepatopancreas desta
espécie foi verificada ativacdo da via glicolitica na primeira hora de anoxia, tanto
em caranguejos alimentado com a dieta HP como naqueles mantidos com a dieta
HC, contudo, apdés duas horas em anoxia ocorre uma diminuicdo na atividade da
via glicolitica muscular (Marqueze, 2004; Marqueze e cols, 2006). Também a
anoxia por 1 h ndo alterou de forma significativa a captacdo de glicose no
hepatopancreas e no musculo de caranguejos alimentados com a dieta HP ou HC,
explicando assim a manutencdo da capacidade de sintese de glicogénio e a
atividade glicolitica (Marqueze, 2004; Marqueze e cols., 2006) e os valores de
glicose hemolinfatica mais moderados do que aqueles obtidos por Oliveira e cols.
(2001) em C. granulatus ap6s 4 horas de anoxia. Oliveira e cols. (2001) também
verificaram que no hepatopancreas desta mesma espécie a reducao na captacao
de glicose sé ocorreu apdés 4 horas de anoxia. Segundo Santos e cols. (1987),
seria apos 2 h de exposicdo a hipoxia que ocorreria uma reducdo do consumo de
O, e da atividade locomotora em C. granulatus, o que caracterizaria o0 inicio da
depressao metabdlica.

O periodo de anoxia de 1 h aumentou a mobilizagéo de **C-glicogénio no
musculo e no hepatopancreas e a concentracdo de glicose na hemolinfa em
animais alimentados com a dieta HP ou HC. Estes dados sdo consistentes com
achados prévios que demonstraram que 1 h de anoxia diminuia significativamente

a concentracdo de glicogénio no hepatopancreas e no musculo de C. granulatus
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(Marqueze, 2004; Marqueze e cols., 2006), demonstrando que como outros
crustaceos este caranguejo utiliza a fermentacéo do glicogénio para a obtencéo de
ATP (Hervant e cols., 1999 a, b).

A anoxia por 1 h diminuiu marcadamente a capacidade de sintese de lipidios
a partir de glicose no muasculo dos animais alimentados com a dieta HP. Estudos
prévios demonstram que na primeira hora de anoxia a via glicolitica esta ativada
nesse tecido de animais alimentados com a dieta HP (Marqueze e cols., 2006).
Contudo, no musculo do grupo HP a formacdo de **CO, a partir de **C-glicose
diminuiu significativamente durante a anoxia, mas a concentracdo de ATP
muscular aumenta de forma significativa (Marqueze e cols., 2006), explicando a
reducdo na sintese de lipidios nesse tecido apos 1 h de anoxia. Entretanto, nesse
mesmo grupo experimental (HP), o aumento na formacédo de **C-lipidios totais no
hepatopancreas foi significativo apés 1 h de anoxia. No hepatopancreas desses
caranguejos a via glicolitica também est4 ativada e as reservas de ATP e
glicogénio diminuidas (Marqueze, 2005), mas nossos resultados demonstram que
a oxidacdo da **C-glicose a *CO, aumenta 75%. Esses dados indicam que ao
contrario do que ocorre no musculo o hepatopancreas do grupo HP utilizaria parte
da glicose para a sintese de substrato energético como os lipidios, cabe lembrar
que no periodo de 1 h ainda ndo se instalou nesses animais a depressao
metabdlica. Esta estratégia pode ser explicada pelo fato que durante a anoxia os
organismos precisam aumentar a produgcédo de energia em um primeiro momento e
apos diminuir a atividade dos processos que consomem energia (Lutz e Nilsson,

1997; Nilsson, 2001). Assim, no primeiro momento o animal aumentaria as
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reservas de lipidios para serem usadas posteriormente caso a anoxia prosseguir
por mais tempo.

Nos animais alimentados com a dieta HC a anoxia por 1 h n&o alterou de
forma significativa a sintese de lipidios e a formacdo de **CO, a partir de **C-
glicose, nesses caranguejos a concentracdo de glicogénio no hepatopancreas e no
musculo e a capacidade glicolitica em normoxia estdo significativamente mais alta
que nos caranguejos mantidos com a dieta HP, sugerindo que a composicdo da
dieta afeta de forma marcante a resposta a anoxia nesses crustaceos.

Apols a anoxia, 0 periodo de recuperacdo € de extrema importancia, visto
que é durante este periodo que ocorre a reposicao das reservas energéticas e 0s
produtos finais acumulados durante o periodo de anaerobiose sdo removidos do
organismo. Em C. granulatus, processos enderg6nicos de sintese sdo ativados
durante este periodo de recuperacdo e os valores de sintese de glicogénio no
musculo do grupo HP e no hepatopancreas do grupo HC ultrapassam aqueles dos
respectivos grupos controle, explicando, em parte, a diminuicdo dos valores de
glicose na hemolinfa durante o periodo de recuperacdo. Também néo foi verificada
alteracao significativa na captacéo de glicose em todos os grupos estudados e nos
dois tecidos. O aumento da capacidade de sintese e a diminuicdo na mobilizacédo
de glicogénio aumentaram a concentracdo de glicogénio no hepatopancreas dos
animais alimentados com a dieta HC.

No periodo de recuperacdo, os animais retomam sua atividade locomotora e
aumentam os gastos energéticos, o que explica a manutencdo da capacidade de
mobilizacdo de glicogénio no musculo dos grupos HP e HC e no hepatopancreas

do grupo HP constatada no presente estudo. Consequentemente, nesses
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caranguejos 3 h de recuperacao ndo foram suficientes para restabelecer os valores
de glicogénio nesses tecidos (Marqueze, 2005; Marqueze e cols., 2006). Contudo,
no musculo dos animais HC, onde a capacidade de sintese esta ativada, Marqueze
e cols. (2006) verificaram, apos 3 h de recuperacdo, valores de glicogénio
significativamente maiores do que aqueles verificados no grupo anoxia.

No musculo dos animais mantidos com a dieta HP, a concentracdo de
glicogénio apos 3 h de recuperacdo da anoxia esta significativamente menor do
que aquela verificada no grupo controle (Marqueze e cols., 2006); o que explicaria
as reduzidas capacidades de sintese de lipidios e de oxidacdo de '*C-glicose
constatadas nesse grupo no presente trabalho. Ja no hepatopancreas do grupo HP
a sintese de lipidios e a oxidacdo da *C-glicose retornaram a valores semelhantes
agueles do grupo em anoxia. Nos tecidos estudados dos animais do grupo HC, 3 h
de recuperacdo apOs anoxia ndo estimularam a capacidade de sintese de lipidios
nem a oxidacdo da '*C-glicose, os valores permanecem semelhantes aqueles
verificados nos grupos controle e anoxia. Esta resposta diferenciada do grupo HC
pode ser explicada pela manutencao durante a anoxia de elevada concentracéo de
glicogénio nos tecidos, que seria uma estratégia utilizada pelos animais que em
seus ciclos de vida enfrentam longos periodos de hipdxia ou anoxia ambiental (Lutz
e Storey, 1997; Hervant, 1999 a,b).

Os resultados sugerem que durante o periodo de anoxia (1 h) estudado o C.
granulatus estaria aumentando a producdo de energia e estocando substratos
energéticos para serem utilizados na segunda fase de ajuste a diminuicdo da PO,

que é a depressao metabdlica.
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Também este trabalho demonstra que, independentemente da dieta
administrada, os tecidos respondem de forma distinta ao estresse de anoxia,
concordando com Chang (2005) que encontrou resposta diferenciada de
expressdo das proteinas de choque térmico (HSP) no hepatopéancreas e no

musculo de lagosta apos submeter os animais a hipoxia ambiental.

Concluindo, os resultados indicam que, nas condi¢des de campo, quando o
C. granulatus enfrenta periodos de hipdxia e de anoxia, a homeostase da glicose &
mantida por mudancgas no padrao metabalico, pois esta hexose é a principal fonte
energética em crustaceos. Entretanto, a composicdo da dieta administrada aos
caranguejos determina ajustes metabdlicos diferenciados em resposta ao estresse

de anoxia e a fase de recuperacao pos-anoxia.
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