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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo determinar os efeitos da anoxia ambiental e da
recuperagdo da anoxia sobre o metabolismo da glicose em branquias anteriores e posteriores
de caranguejos Chasmagnathus granulatus alimentados com uma dieta rica em carboidratos

ou proteinas.

Os animais foram coletados e aclimatados em aquérios com aeragdo constante e
salinidade de 20%o, temperatura de 25°C e fotoperiodo natural durante 15 dias, onde
receberam as respectivas dietas, ad libitum, uma vez ao dia no fim de cada tarde. Um grupo
foi alimentado com dieta rica em proteinas (HP) e outro com uma dieta rica em carboidratos

(HC) pobre em proteinas. As dietas HC e HP sdo isocaldricas.

Para os estudos de anoxia, grupos de 15 animais que receberam dietas HC ou HP
foram mantidos em aqudrios onde o oxigénio foi substituido por gids N,, até que a
concentracdo de oxigénio chegasse a zero, e os animais, entdo, foram submetidos a anoxia

durante uma hora, para depois serem utilizados nos experimentos.

O grupo controle foi mantido em normédxia (PO, 18,95%), com salinidade 20%o0 e

temperatura de 25 °C.

Para os experimentos de recuperagdo, os animais foram mantidos sob as mesmas
condi¢des de anoxia descritas acima. Apds periodo de anoxia de 1h, a 4gua desoxigenada foi
substituida por dgua em condi¢des de normoxia. Depois de trés horas em normoxia, os

animais foram utilizados nos experimentos.

Ap6s os periodos de anoxia ou de recuperagdo eram coletadas amostras de hemolinfa e

0s animais eram crioanestesiados durante cinco minutos para a retirada das branquias



anteriores e posteriores utilizadas nos experimentos. Animais do grupo em normodxia

(controle) sofriam os mesmos tratamentos.

Nas branquias anteriores de animais que receberam dieta HP e foram submetidos a
recuperagdo, verifica-se uma diminui¢do de 33% na captacdo de glicose (p<0,05) quando

comparada ao grupo anoxia.

Nas branquias posteriores de animais que receberam a dieta HC e foram submetidos a
recuperagdo, a capacidade de sintese de glicogénio aumentou 60% (p<0,05) em relacdo ao

grupo controle.

Nas branquias posteriores de animais com dieta HC, pds-incubag¢do de 1 h em meio
livre de glicose, a concentracdo de '*C-glicogénio foi 8 e 4 vezes maior (p<0,05) no grupo
recuperagdo quando comparada aquelas obtidas nos grupos controle e anoxia,
respectivamente. Nas branquias anteriores (dieta HC), no grupo recuperacdo, a concentracao
de "C-glicogénio foi cerca de 2,5 vezes maior (p<0,05) quando comparada aquela obtida no

grupo controle.

Nas branquias posteriores de animais que receberam a dieta HP, grupo anoxia, a
sintese de lipideos (p<0,05) aumentou cerca de 6 vezes quando comparada aquela do controle.
Na fase de recuperacio, a sintese de '*C-lipidios reduziu 3 vezes quando comparada aquela
observada no grupo anoxia. A comparacao entre as duas dietas demonstra que a sintese de
14C—lipidios no grupo anoxia da dieta HP foi 2 vezes maior (p<0,05) que aquela constatada no
mesmo grupo em caranguejos alimentados com a dieta HC. Nas branquias anteriores de
animais que receberam a dieta HP, grupo anoxia, a sintese de lipidios aumentou cerca de 3
vezes (p<0,05) quando comparada aquela do controle. Na fase de recuperagdo, a sintese de
14C—lipidios reduziu 6 vezes quando comparada aquela observada no grupo anoxia. A

- . , 14 . g . .
comparacdo entre as duas dietas mostra que a sintese de ~C-lipidios no grupo anoxia da dieta
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HP foi 3 vezes maior (p<0,05) que aquela constatada no mesmo grupo em caranguejos

alimentados com a dieta HC.

Nas branquias posteriores e anteriores dos animais em normdxia (controle)
alimentados com dieta rica em proteinas, a formacdo de 14C02 foi 5 e 10 vezes maior
(p<0,05), respectivamente, comparada ao grupo HC. Nas branquias posteriores, a formagao de
C0, no grupo HP submetido 2 recuperagdo diminuiu 39% (p<0,05) em rela¢io ao grupo
submetido a anoxia. Nas branquias anteriores, no grupo HP em recuperagdo, a formacao de
1C0O, foi 59% e 60% menor, quando comparada aquelas obtidas nos grupos anoxia e

controle, respectivamente.

Nas branquias posteriores de animais alimentados com dieta HP a anoxia por 1h
reduziu (p<0,05) a concentragdo de glicogénio. O periodo de 3h em normoéxia ndo foi
suficiente para que os niveis de glicogénio voltassem a valores semelhantes aqueles do grupo
controle. Nas branquias posteriores de caranguejos mantidos com a dieta HC, a recuperagao
de 3h aumentou 2 e 4 vezes (p<0,05) a concentracdo de glicogénio quando comparada aquelas
obtidas nos grupos controle e anoxia, respectivamente. Nas branquias anteriores do grupo HC,
a recuperacdo de 3h incrementou significativamente os valores de glicogénio, quando

comparados aqueles obtidos no grupo anoxia.

N

Em animais do grupo HC submetidos a anoxia aumentaram significativamente
(p<0,05) os valores de glicose hemolinfética. Entretanto, a recuperacdao por 3h diminuiu em
apenas 50% (p<0,05). No grupo HP a anoxia também elevou significativamente os valores de
glicose na hemolinfa. Contudo, a recuperagdo de 3h foi suficiente para que a concentragdo de
glicose hemolinfatica chegasse a valores semelhantes aqueles verificados no grupo controle.

A comparacdo dos valores de glicose hemolinfatica entre os grupos HP e HC mostra, nas 3



situacdes experimentais estudadas, concentracdes significativamente maiores no grupo

alimentados com a dieta HC.

Os resultados do presente trabalho mostram que em C. granulatus a glicose foi
utilizada nas branquias por diferentes vias durante o estresse andxico e a fase de recuperagao.
Entretanto, a composicao da dieta administrada por 15 dias aos caranguejos modifica o fluxo
deste substrato para vias diferenciadas, alterando, assim, o padrao de resposta metabdlica ao

estresse anoxico e a fase de recuperacao.



INTRODUCAO

A partir do ambiente marinho ancestral, diferentes grupos de animais invadiram a dgua
doce, enquanto outros migraram para a terra. A adaptacdo evolutiva a respiracdo aérea
ocorreu apenas entre os artropodes e os vertebrados (Barnes, 1990; Schimidt-Nielsen, 2002;

Dias, 2000).

O Chasmagnathus granulatus (Dana, 1851), um caranguejo da familia Varunidae
(Decapoda, Crustacea), € uma espécie tipica de estudrio que evoluiu a partir de formas
marinhas. Ele habita pantanos salgados ou marismas de estudrios neotropicais do Brasil, a
partir do litoral do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul, além de estar distribuido ao longo

de toda a costa do Uruguai até o golfo de Sao Martin, na Argentina (Boschi, 1964).

Os estudrios s@o ecossistemas resultantes da transi¢do entre o ambiente marinho e
limnico, caracterizando-se por periodos irregulares de total cobertura com dgua e outros de
completa exposicdo do substrato. Esses ecossistemas sofrem influéncias de fatores
oceanograficos e meteoroldgicos, impondo a sua biota um elevado estresse ambiental. O
estresse pode ser gerado pelas variagdes extremas de fatores como a salinidade, a temperatura,
a concentra¢ao de oxigénio dissolvido na dgua e os ciclos das marés (Cooper, 1974; Odum,
1985). Mudangas comportamentais, estruturais, funcionais e bioquimicas ocorrem nos
organismos lagunares e estuarinos, capacitando-os a tolerar as freqiientes alteracdes das

caracteristicas fisico-quimicas do meio ambiente (Gilles, 1997).

Algumas espécies de caranguejos, como o C. granulatus, mantém as branquias
constantemente umedecidas ao sair do ambiente aquitico por meio de um sistema de
circulacao localizado entre as bases dos pereidpodos, que capta a dgua da superficie externa
do corpo e a libera na cavidade branquial, promovendo a renovacdo dos teores de oxigénio

(Hartnoll, 1988; Bond-Buckup e cols., 1991; Luquet e cols., 2000).



Estd bem documentado na literatura que, em dreas estuarinas e intertidais, as
flutuagcdes constantes de salinidade impdem um estresse i0nico a sua biota. Essas variagoes de
salinidade induzem mudancas na composicao organica e inorganica dos fluidos corporais dos
organismos de estudrios € marinhos intertidais, exigindo desses animais ajustes homeostaticos
compensatdrios (Kasschau e cols., 1984 a, b; Matsushima e Hayashi, 1992; Bishop e Burton,
1993; Okuma e Abe, 1994). A aquisicdo da capacidade osmorreguladora desempenhou um

importante papel na conquista de novos habitats por esses animais (Péqueux, 1995).

Podem-se distinguir duas formas de ajuste osmético nos organismos aquaticos em
resposta as variacdes de salinidade do meio: osmoconformag¢do e osmorregulacdo. Nas
espécies osmoconformadoras, a pressdo osmotica intracelular pode variar de acordo com a
alteracdo de osmolalidade do meio, ou seja, esses animais mant€ém a osmolalidade dos seus
fluidos corporais semelhante aquela do meio em que se encontram. As espécies
osmorreguladoras sdo capazes de tolerar alteracdes de salinidade do meio com variagdao

minima na osmolaridade da hemolinfa (Péqueux, 1995, Schmidt-Nielsen, 2002).

Entre os crusticeos decdpodas, encontram-se desde animais marinhos estenoalinos
com pouca ou nenhuma capacidade osmorreguladora, portanto, tolerantes a pequenas
variacOes de salinidade, até animais estuarinos eurialinos tolerantes as grandes variagdes de
salinidade do meio com variacdo minima na osmolaridade hemolinfatica (Huggins e Munday,

1968; Mantel e Farmer, 1983; Péqueux, 1995, Schmidt-Nielsen, 2002).

O caranguejo C. granulatus pode ser classificado como eurialino, uma vez que suporta
uma ampla variagdo de salinidade e como um regulador hiper-hiposmético, apresentando
hemolinfa hiposmética em meio concentrado (40%o0) e hemolinfa hiperosmética em meio
diluido (0%0¢ a 20%0) (Mafie-Gazon e cols., 1974). Seu ponto isosmético situa-se entre 28,5%o

e 30%o, no inverno e no verao, respectivamente (Bromberg, 1992).
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Esse caranguejo, apesar de apresentar um sistema respiratério invidvel a respiracdo
aérea (Santos e cols., 1987), é capaz de suportar longos periodos fora da dgua e de exposi¢dao
ao sol, sendo considerado tipicamente semiterrestre (Mafie-Gazon e cols., 1974). Quando
exposto ao ar atmosférico, diminui o consumo de oxigénio e reduz a motilidade (Santos e

cols., 1987).

Em seu habitat, o caranguejo C. granulatus distribui-se por areas com ou sem
vegetacdo onde abre galerias ou tocas com dimensdes varidveis, conforme os niveis da maré e
do lencol fredtico. Esse procedimento garante 4gua no fundo da toca e minimiza as amplitudes
de variagdes de salinidade e de temperatura, mas nao aquelas de teor de O, dissolvido na dgua

(Botto e Irigoyen, 1980).

Na lagoa de Tramandai (RS, Brasil), em pantanos salgados ocupados por populagcdes
de C. granulatus, Turcato (1990) verificou que o teor de oxigénio dissolvido na dgua varia de
2,78 mgO,/1 até 11,78 mgO,/1 e a salinidade de 0,22%o¢ até 34%o. Porém, durante os meses de
inverno, os niveis de O, dissolvido nas habitagdes subterrineas atingem valores muito

préximos de zero.

Os animais maiores, principalmente os machos, sao facilmente encontrados em locais
abertos, enquanto as fémeas e os animais jovens buscam refiigio junto a vegetacao ribeirinha
formada, em grande parte, por juncos (Bond-Buckup e cols., 1991). Segundo Turcato (1990),
nos meses de primavera e de verdo, esses caranguejos sao encontrados na zona infralitoral em
busca de alimento. J4 nos meses de outono e inverno, permanecem no interior das tocas por
um periodo maior e apresentam uma reducdo na atividade metabdlica (D’Incao e Ruffino,
1990). E importante observar que no periodo de inverno, além da baixa temperatura do

ambiente (média de 15°C), o C. granulatus depara-se com uma baixa oferta de itens
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alimentares e consequentemente, menores disponibilidade de substrato energético (D’Incao e

cols., 1990).

Segundo D’Incao e cols. (1990) o C. granulatus é uma espécie oportunista, a andlise
do contetido estomacal desses caranguejos mostra, no outono e inverno, restos de vegetais; na
primavera maior freqii€éncia de itens de origem animal; no verao, equilibrio entre os dois itens
alimentares. Eventualmente, o C. granulatus comporta-se como carnivoro, atacando sua
prépria comunidade (canibalismo), peixes e outros crustidceos, sendo classificado como

omnivoro-detritivoro (Botto e Irigoyen, 1980).

O caranguejo C. granulatus ¢ um excelente modelo biolégico para investigacdo do
metabolismo intermedidrio em invertebrados, visto que este animal apresenta uma facil

adaptacgdo as condi¢des de laboratorio.

Variagdes no teor de O, na dgua estimulam mecanismos fisiol6gicos compensatorios
como: alteracdes significativas na ventilacdo, na circulacio, no metabolismo e nas
propriedades de afinidade da hemocianina ao O, (Oliveira, 1998). A hemocianina ¢ um
pigmento respiratério que apresenta elevado peso molecular. O metal diretamente ligado a
proteina € o cobre e apresenta propriedades semelhantes as da hemoglobina, captando
oxigénio quando a pressao parcial € alta e liberando-o quando a pressao € baixa. A ligacdo do
oxigénio com a hemocianina ocorre na propor¢do de Iml de O,/g de pigmento respiratorio,
quando oxigenada apresenta coloracdo azulada e quando desoxigenada € incolor (Hill, 1980;

Withers, 1992).

Em crustaceos foram identificadas trés diferentes estratégias adaptativas que permitem
a sobrevivéncia em hip6xia ou anoxia ambiental: 1) manutencdo em todos os tecidos de altas
concentracoes de glicogénio e de fosfato (ex. arginina fosfato) em condi¢des aerdbicas; 2)
utilizacdo de vias anaerdbicas para a producdo de ATP; 3) redugcdo do gasto energético
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(Hervant e cols., 1995; Childress e Seibel, 1998); 4) depressdao metabdlica. Além disso, a
duracdo e a eficiéncia do processo de recuperacdo sao importantes para a rapida reposi¢cao das

reservas energéticas e a remocao dos produtos finais acumulados durante a anoxia e a hipdxia

(Hervant e cols., 1999).

Nos crustidceos Niphargus rhenorhodanensis ¢ Gammarus fossarum 1 h de hipdxia
ambiental diminui significativa da atividade locomotora. Durante o periodo de recuperagdo da
hipéxia, os animais aumentaram significativamente a atividade locomotora quando
comparados ao grupo hipdxia, contudo, a atividade foi menor quando comparada aquela do
grupo controle em normoxia (Hervant e cols., 1995). Os mesmos autores também constataram

que ocorria 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 locomocdo apds duas horas de exposicdo a hipdxia
ambiental. Gongalves (1993) constatou uma diminui¢do da atividade motora e da freqiiéncia

cardiaca em C. granulatus submetido a anoxia ambiental durante 12 horas.

Entre os crustiaceos, 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 vérios dias, como em Calianassa californiensis (Thompson e
Pritchard, 1969). Em C. granulatus a sobrevivéncia apds 12 horas de anoxia foi alta, cerca de
80% dos animais (Oliveira e cols., 2000). Nesta mesma espécie, Gongalves (1993) observou
um tempo letal médio (TLsp) de 19h:45min. em animais submetidos por 30 horas a anoxia

ambiental.

Nos crustaceos, a glicose tem cinco destinos principais: a sintese de quitina, a sintese

de mucopolissacarideo, a sintese de ribose e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
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reduzido, a sintese de glicogénio e a formagdo de piruvato (Chang e O’Connor, 1983;

Hochachka e cols., 1970; Herreid e Full, 1988).

A glicose, principal monossacarideo na hemolinfa de crustidceos, é armazenada na
forma de glicogénio principalmente no musculo, no hepatopancreas, no coragdo, nos
hemdcitos e nas branquias. O ciclo de armazenamento/mobilizag¢ao de glicogénio e os valores
de glicose hemolinfatica apresentam flutuacdes marcantes, dependendo, entre outros fatores,
do estdgio 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 d4gua (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). A
auséncia de um deposito central de glicogénio seria uma adaptagdo importante para animais
que em seus habitats estariam submetidos a periodos de hipéxia ambiental e que possuem o
sistema circulatério do tipo aberto, com baixa pressdao e fluxo lento, determinando uma

distribuicao menos efetiva de glicose para os tecidos (Hochachka e Somero, 1984).

A via de Embdem-Meyerhof ou via glicolitica é uma via utilizada pelas células para
extrair parte da energia quimica inerente a molécula de glicose. A glicdlise ocorre em todos os
organismos, as enzimas que fazem parte desta via metabdlica estdo entre as mais conservadas,

sendo encontradas das bactérias aos mamiferos (Webster, 2003).

Em anaerobiose, a via glicolitica converte o piruvato a lactato por acdo da lactato
desidrogenase, gerando 2 moles de ATP por mol de glicose. Em aerobiose a via glicolitica
converte a glicose a piruvato e por acdo da piruvato desidrogenase a Acetil-CoA que serd,
entdo, oxidada no ciclo de Krebs a CO, e H,O, gerando 36-38 moles de ATP por mol de

glicose (Marks e cols.,1996).
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H4 numerosos moduladores do fluxo glicolitico. Pasteur (1861) demonstrou, em
levedura de cerveja, que o oxigénio inibe a fermentacdo e que o consumo de glicose €
inversamente proporcional a disponibilidade de oxigénio. Portanto, a via glicolitica €
positivamente regulada pela redug@o no teor de oxigénio do meio. Este efeito foi evidenciado
em diferentes células e tecidos de invertebrados e de vertebrados (Hochachka e Lutz, 2001).

Em reconhecimento a Louis Pasteur, este fendmeno € conhecido mundialmente como “Efeito

Pasteur” (Hochachka e Lutz, 2001).

Estudos sobre o metabolismo de carboidratos em crustidceos tém demonstrado a
presenca das vias da glicogénese, da glicogendlise, da gliconeogénese e da glicélise em
diferentes tecidos (Chang e O’Connor, 1983; Loret e cols., 1989; Loret e Devos, 1992; Da
Silva e Kucharski, 1992; Schmitt e Santos, 1993; Oliveira e Da Silva, 1997; Oliveira e cols.,

2001; Schein e cols., 2004).

Oliveira (1998) observou que a primeira hora de anoxia ambiental, em C. granulatus
alimentados com dieta rica em carboidratos, provocou um aumento na concentragdo de
glicose na hemolinfa, sugerindo que a mobilizagdo de glicose dos tecidos (muscular e
branquial) excedeu a sua utiliza¢do na via glicolitica determinando o acimulo de glicose na
hemolinfa. Outros trabalhos realizados em crustdceos também verificaram que a exposi¢ao
dos caranguejos a hipéxia ou a anoxia ambiental provoca hiperglicemia (Van Aardt, 1988;

Gongalves, 1993).

Trabalhos realizados em nosso laboratério com C. granulatus demonstraram que a
administracdo de dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) produz alteracdes no
metabolismo intermedidrio de acordo com o teor de carboidratos ou proteinas presente na
dieta (Kucharski e Da Silva, 1991b; Vinagre e Da Silva, 1992). Em caranguejos adaptados a

uma dieta HC as concentragdes de glicose na hemolinfa e de glicogénio no hepatopancreas e
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no musculo sdo significativamente maiores que aquelas constatadas em animais alimentados

com a dieta HP (Kucharski e Da Silva, 1991a).

Os valores de glicose na hemolinfa 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 recuperacdo, os niveis de glicose na hemolinfa voltam rapidamente a
valores semelhantes aqueles dos animais em normoxia, ndo sendo constatada diferenca
significativa entre os animais alimentados com a dieta HC ou HP (Oliveira e cols., 2001).
Nesses animais, apds 12 horas em recuperagdo, os valores de captacdo de glicose no
hepatopancreas apresentam-se significativamente reduzidos quando comparados aqueles dos
animais em normoxia (controle); o aumento na captagdo de glicose deve ter ocorrido nas
primeiras horas de recuperacdo. Contudo, no periodo de recuperagao, a sintese de glicogénio
aumenta, atingindo valores superiores aqueles dos animais em normoéxia € em anoxia. J4 a
mobilizacdo do "“C-glicogénio no hepatopancreas estd aumentada durante a anoxia e reduzida

na fase de recuperacao (Oliveira e cols., 2001).

Recentemente, Marqueze e cols. (2006) constataram, em C. granulatus alimentado
com a dieta rica em proteinas, que 1h de anoxia estimulou a atividade da via glicolitica no
musculo e que a manuten¢do dos animais por 3h em normoéxia (recuperacao) nio reduziu os
valores da atividade da enzima piruvato quinase. Tanto em C. granulatus alimentados com a
dieta rica em carboidratos como naqueles mantidos com a dieta rica em proteinas, a anoxia de
lh reduziu marcadamente a concentracdo de glicogénio muscular e o periodo de 3h de
recuperagdo ndo foi suficiente para o retorno aos valores do grupo normoéxia (Marqueze e

cols, 2006).
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Os principais lipidios de crusticeos sdo os lipidios neutros, entre estes, 90% sdo
trigliceridios (Gilbert e O’Connor, 1970; Allen e cols., 2000). Os lipidios de crustidceos sao
transportados na hemolinfa por lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Garcia e cols., 2002).
H4 diversos estudos sobre o metabolismo de lipidios nesses animais, mas a maioria trata da
utilizacdo das reservas de lipidios durante a embriogénese e o periodo reprodutivo (Sibert e

cols., 2004; Rosa e cols., 2005; Calado e cols., 2005; Rosa e Nunes, 2003).

Em crusticeos, 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).

Estudos também revelam os efeitos da variacdo sazonal, da concentra¢do de oxigénio
no meio, da composi¢ao da dieta e do jejum sobre as reservas de lipidios. No krill Euphausia
crystallorophias os niveis de lipidios s@o mais baixos no inverno do que no verdao (Nicol e
cols., 2004). Camardes Neomarica gracilis que vivem ha 1000 metros de profundidade onde a
concentracdo de oxigénio é minima, possuem trigliceridios como sua maior reserva lipidica
(Allen e cols., 2000). O caranguejo decdpode Paralomis granulosa apresenta um padrao
diferenciado de adaptacdo ao jejum. Inicialmente utiliza as proteinas como reserva energética
e apos os lipidios totais (Comoglio e cols., 2005). O efeito do jejum longo e da realimentagcdo
foi verificado em uma espécie de crustdceo hipégeno e em uma espécie epigena por Hervant e
Renault (2002). A espécie epigena apresentou uma diminui¢do de todas as suas reservas
energéticas ao longo do jejum, enquanto a espécie hipogena apresentou trés fases catabodlicas
(glicidica, lipidica e proteo-lipidica) ao longo do periodo de restricdo alimentar e uma ripida
recupera¢do de suas reservas energéticas quando realimentados. Os autores sugerem que estas
respostas adaptativas sdo utilizadas por vdrias espécies subterraneas como estratégias para

sobrevivéncia em ambientes onde hé periodos de restri¢do alimentar e/ou de oxigénio.
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Em C. granulatus alimentado com dieta rica em proteinas, Vinagre e Da Silva (2002)
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 a dieta rica em carboidratos (Vinagre e Da Silva, 1992).

Em C. granulatus o jejum de 3 semanas ndo alterou a sintese de lipidios no
hepatopancreas, no musculo e nas branquias (Vinagre e Da Silva, 2002). Contudo, em
caranguejos submetidos a 3 semanas de jejum e 48 horas de realimentacdo ocorreu uma

elevacao da sintese de lipidios no hepatopancreas.

Ao investigarem o efeito da variacdo sazonal sobre o metabolismo intermedidrio em
C. granulatus, Kucharski e Da Silva (1991a) verificaram que no hepatopancreas e no musculo
as maiores concentragdes de glicogénio ocorrem no outono e no inverno, diminuindo na
primavera e no verdo. A maior reserva de lipidios no musculo ocorre no verdo e diminui no
outono e no inverno. J4 as reservas de lipidios no hepatopancreas sdo significativamente
elevadas, cerca de 20% do peso do 6rgdo, diminuindo somente no outono. Kucharski e Da
Silva (1991a) sugerem que o glicogénio estocado no hepatopancreas e no mdusculo seria
consumido como substrato energético durante os meses de primavera e de verdo. J4 no outono

e no inverno, a reserva de lipidio muscular seria o principal substrato energético.

Kucharski e Da Silva (1991 b) verificaram, em C. granulatus alimentado com uma
dieta rica em proteinas, um aumento de cerca de 30% na concentracdo de lipidios totais no
hepatopancreas quando comparada com aquela verificada nos animais do campo ou naqueles

alimentados com uma dieta rica em carboidratos.
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Estd descrito na literatura que o tecido branquial de crustidceos apresenta uma
diferenciacdo funcional e estrutural. As branquias anteriores apresentam um epitélio do tipo
respiratorio e ndo sofrem alteracdes significativas na sua estrutura quando ocorrem variagoes
de salinidade no meio. Ja nas branquias posteriores, a atividade osmorreguladora ¢é
predominante e, dependendo da salinidade do meio no qual se encontra o animal, 0 processo
de transporte de cloreto de sédio pode ser ativado ou inibido. Também nessas branquias
ocorrem modificacdes na ultraestrutura do epitélio de transporte, com um aumento nas
vilosidades da membrana apical e no nimero de mitocondrias, indicando elevagdo do
metabolismo oxidativo e da producdo de didéxido de carbono (Wellcomme e Devos, 1991;

Chausson e Regnault, 1995; Péqueux e Gilles, 1984).

Diferencas morfolégicas e ultra-estruturais ja foram descritas em branquias de C.
granulatus. Durante a aclimatag@o ao estresse (hiper ou hiposmético) o epitélio das branquias
anteriores nao apresentou variagdes na espessura, sugerindo uma funcgdo respiratéria. Em
contraste, a espessura epitelial das branquias posteriores aumentou significativamente em
ambos os estresses. As branquias posteriores estdo envolvidas tanto com a captacdo quanto
com a secre¢do de fons dependendo do meio em que os caranguejos sdo aclimatados

(Genovese e cols., 2000; Luquet e cols., 2002).

Castilho e cols. (2001) descreveram que a atividade da enzima Na*/K*ATPase e a sua
afinidade por sddio foram maiores nas branquias posteriores do que nas branquias anteriores,
sugerindo a presenca de diferentes isoformas dessa enzima nas branquias anteriores e
posteriores em C. granulatus. A atividade dessa enzima estd diminuida tanto nas branquias
anteriores quanto nas posteriores de caranguejos durante o estresse hiperosmoético. J4 o
estresse hiposmético aumentou a atividade da Na'/K'ATPase somente nas branquias

posteriores (Castilho e cols., 2001).
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Os trés pares branquiais do caranguejo C. granulatus estio em contato direto com o
meio externo e precisam dispor de mecanismos regulatérios osmdticos que possibilitem
ajustes rapidos as variacdoes de salinidade impostas pelo ambiente estuarino. Ja foi
demonstrado em Macrobrachium olfersii que fatores neuroenddcrinos influenciam os

processos de osmorregulacao em crusticeos (Freire e cols., 1995).

Em 2002, Kucharski e cols. verificaram que a insulina bovina aumentou a
incorporacdo do '*C-glicose e a captacio de glicose em brinquias posteriores de C.
granulatus, contudo o efeito ndo foi observado em branquias anteriores. A magnitude da
estimulagdo foi influenciada pela variagdo sazonal, sendo que no verdo a dose necessdria para

promover esse aumento foi de 40uU/ml e no inverno foi de 20uU/ml.

Martins (2003) demonstrou que o tratamento do caranguejo C. granulatus com
insulina porcina por 8 dias aumentou a captacdo de aminodcidos (4cido amino butirico — AIB)
nas brinquias posteriores e no hepatopancreas e a atividade da enzima Na'/K* ATPase nas

branquias posteriores.

Trapp (2005) demonstrou em C. granulatus que o estresse osmotico altera as

caracteristicas do receptor insulin-IGF-I like em branquias anteriores e posteriores.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo determinar os efeitos da anoxia ambiental e da
recuperagao da anoxia sobre o metabolismo da glicose em branquias anteriores e posteriores
de caranguejos Chasmagnathus granulatus alimentados com uma dieta rica em carboidratos

(HC) ou proteinas (HP).
Para isto, foram objetivos especificos:

-Determinar as variagdes dos niveis de glicose hemolinfitica e de glicogénio nas
branquias anteriores e posteriores em caranguejos alimentados com as dietas HC ou HP e

submetidos a anoxia e a fase de recuperacao da anoxia.

-Avaliar, in vitro, os efeitos da anoxia e da recuperacdo da anoxia sobre a captacao de
glicose, a sintese e mobilizacdo de glicogénio, a sintese de lipidios e a formacdo de '*CO, a

partir de "*C-glicose, em caranguejos alimentados com dieta HC ou HP.
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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 estdgio C de intermuda de acordo com os critérios morfolégicos

descritos por Drach e Tchernigovtzeff (1967).

Os animais foram trazidos ao laboratério, onde permanecem durante 24 horas em dgua

destilada para retirada de parasitas e esvaziamento do conteudo estomacal.

Tratamento dos Animais

Apés este periodo, os animais foram separados em dois grupos: A) animais que
receberam uma dieta rica em carboidratos (arroz cozido, HC) (Tabela 1); B) animais que

receberam uma dieta rica em proteinas (carne bovina, HP) (Tabela 1).

A dieta HC possui aproximadamente o mesmo valor caldrico da dieta HP, sendo entao
consideradas dietas isocaldricas. A andlise do contetido das respectivas dietas foi determinada
pelo Instituto de Tecnologia e Alimento da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS) (Tabela 1).

Os animais foram aclimatados em aqudrios com aeragdo constante e salinidade de
20%o, temperatura de 25°C e fotoperiodo natural durante 15 dias, onde receberam as

respectivas dietas uma vez ao dia, no fim de cada tarde, ad libitum.
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Tabela 1. Composicao das dietas administradas ad libitum ao Chasmagnathus granulatus. Os
valores relativos a cada item estdo expressos em percentuais e os valores caldricos total estao

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, grupos de 15 animais alimentados com dieta HC ou HP
foram mantidos em aqudrios de vidro (30x25x30 cm), com salinidade de 20%o0 e temperatura
de 25 °C. O oxigénio nestes aquérios foi substituido por gés N, durante 40 minutos, até que a
concentracdo de oxigénio chegasse a zero (monitorada com Oximetro Oxel-1/ISO,, World
Precision Instruments). Os aqudrios foram entdo lacrados e os animais, submetidos a anoxia

durante uma hora, para depois serem utilizados nos experimentos.

O grupo controle foi mantido nos aqudrios em normoéxia (PO, 18,95%), com

salinidade 20%o e temperatura de 25 °C.

Para os experimentos de recuperagdo, os animais foram mantidos sob as mesmas

condi¢des de anoxia descritas acima. Apds o periodo de anoxia de 1h, a d4gua desoxigenada
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foi substituida por 4gua em condi¢des de normoéxia. Depois de trés horas de recuperacdo em

normoxia, os animais foram utilizados nos experimentos.

Ap6s o periodo de anoxia ou de recuperacdo eram coletadas amostras de hemolinfa e
0s animais eram crioanestesiados durante cinco minutos para a retirada das branquias
anteriores e posteriores utilizadas nos experimentos. Animais do grupo em normodxia

(controle) sofriam o mesmo tratamento.

Procedimentos in vitro

Oxidacao de 4C-Glicose

As branquias anteriores e posteriores foram rapidamente removidas e acondicionadas
em placas de Petri contendo meio de incubacdo especifico para C. granulatus [Solugao
Fisioldgica de Caranguejo (SFC)]: 350mM NaCl, 10mM KCl, 10mM MgCl,, 8,8mM H;BOs,

25mM CaCl,, 10mM HEPES e 0,1mM fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF), pH 7,8.

As amostras de tecido (cerca de 50 mg) foram entdo colocadas em frascos de vidro
com tampa de borracha, contendo 1ml de SFC acrescida de 0,2 pCi [U-"*C]-glicose (230 mCi
mmol”, Amersham International) e 10mM glicose, aerados por 30 segundos com uma mistura
de 0,:CO; (95:5 v/v) e selados com parafilme para impedir o escape do CO, formado. Presos
as tampas de borracha estavam bastdes em forma de J com um pogo de vidro, que continham
papel Watmann 3MM. As amostras foram incubadas sob agitacdo constante a 25°C durante 60

minutos.

A incubagao foi interrompida com a adi¢ao de 0,2 ml de TCA 50%, injetados através
da tampa de borracha do frasco com a ajuda de uma seringa. Entdo, 0,2 ml de hidréxido de
s6dio2M foram injetados nos pocos dos bastdes de vidro para capturar o '*CO,, Os frascos

lacrados com parafilme permaneciam no laboratério durante 12 h, a temperatura ambiente,
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para a total captacao de 1CO, (Torres e cols., 2001). Depois desta etapa, os bastdes de vidro
com o pocinho eram transferidos para viais contendo liquido de cintilagdo (tolueno-
triton100X (2:1)-PPO 0,4%, POPOP 0,01%) e a radioatividade determinada em um aparelho
LKB-Wallac com 97% de eficiéncia. Os valores da oxidacdo de '*C-glicose foram expressos

em pmol de glicose "“C incorporada em '*CO, por g tecido™ por t! incubacio.

Sintese e Mobilizacao de Glicogénio

Para os experimentos de sintese e de mobilizacdo de glicogénio, as branquias
anteriores e posteriores foram rapidamente removidas e acondicionadas em placas de Petri

contendo SFC gelada (pH 7,8).

As amostras de tecido (cerca de 50 mg) foram entdo colocadas em tubos de plastico de
2 ml com tampa, contendo 0,5ml SFC (pH 7,8), acrescida de 0,2 uCi [U—MC]—glicose (230
mCi mmol”, Amersham International) e 10mM glicose, aeradas por 30 segundos com uma
mistura de 0,:CO, (95:5 v/v) e incubadas por 2 horas em banho a 25°C com agitacao
constante. Apds a incubagdo, uma parte das amostras era processada para a sintese de He-
glicogénio e outra parte era utilizada para o estudo de mobilizacdo do glicogénio pré-
marcado. Para a mobilizacdo, os tecidos com '*C-glicogénio (pré-marcados) eram lavados por
trés vezes em SFC gelada, secos em papel filtro e colocados em frascos contendo SFC (pH
7,8) sem glicose (ndo marcada ou marcada), sendo aerados por 30 segundos com uma mistura
de O,:CO; (95:5 v/v) e incubados em banho metabdlico sob as mesmas condi¢cdes acima

descritas acima.

. - 14 . N . ,
Para a determinacdo do “C-glicogénio, tanto nos experimentos de sintese como
naqueles de mobilizacdo, as reagdes teciduais foram interrompidas em banho de gelo, os

tecidos lavados por trés vezes em SFC gelado, secos em papel filtro, colocados em 200ul de
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KOH (0,5N) e levados ao banho de 80°C por 1 hora. Depois desta etapa, foram retiradas
amostras (50uL) para a determinacdo de proteinas totais. As amostras de tecidos hidrolisados
foi acrescentado TCA 30% e HCL IN, respectivamente, para a desproteinizacdo e a
neutralizacdo em uma propor¢do de 2:1. Entdo, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 3500 rpm. Os sobrenadantes (30uL) foram pipetados em papel Wattmann 3MM.
Para a precipitacdo do *C-glicogénio no papel, os filtros foram lavados por 2 vezes em alcool
etilico (66%), a primeira por 30 minutos e a segunda por 15 minutos e apds secos a
temperatura ambiente (Thomas e cols., 1968). Como branco usava-se o mesmo tipo de papel
de filtro, que sofria 0 mesmo procedimento, mas sem a amostra de tecido. Quando secos, 0s
filtros eram colocados em 5ml de liquido de cintilac@o (tolueno-triton100X (2:1)-PPO 0,4%,
POPOP 0,01%) e a radioatividade era medida em um aparelho LKB-Wallac com 97% de
eficiéncia. Os resultados foram expressos em g de glicose-U-'*C incorporada em glicogénio

por g'1 de proteina por t' de incubacdo.

Sintese de Lipidios

Para os experimentos de sintese de lipidios, as branquias anteriores e posteriores foram

rapidamente removidas e acondicionadas em placas de Petri contendo SFC gelada (pH 7,8).

As amostras de tecido foram entdo colocadas em tubos de plastico com tampa de 2ml
(previamente pesados), contendo 250ul de SFC (pH 7,8), acrescido de 0,2 pCi [U-"C]-
glicose (230 mCi mmol', Amersham International) e 15mM glicose que foram novamente
pesados. Apds foi realizada a substituicao, por 30 segundos, da fase gasosa por uma mistura
de 0,:CO; (95:5 v/v) e as amostras incubadas por 2 horas em banho a 25°C com agita¢do

constante.
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Ap6s a incubacio, as reagcdes bioquimicas foram paradas em banho de gelo. Os tecidos
foram lavados em SFC gelada, secos em papel filtro e homogeneizados em
cloroférmio:metanol na propor¢ao de 2:1 (v/v). As amostras foram filtradas e colocadas em
solucdo salina (0,9%), na proporcao de 5:1 (v/v), e centrifugadas por 5 minutos a 1500rpm. A
fase superior foi descartada e amostras de 2ml foram retiradas e colocadas em viais e deixadas
em uma capela para a evaporagao total do cloroférmio. Apds, aos viais foram adicionados
Sml de liquido de cintilagdo (Tolueno-Triton (2:1, v/v), PPO 0,4%, POPOP 0,01%) e a

radioatividade medida em um aparelho LKB-Wallac com 97% de eficiéncia.

Os resultados foram expressos em umol de *C-glicose incorporada em lipidios totais

por g'1 tecido por h'.

Captacio de Glicose

Para os experimentos de captacdo de glicose, as brinquias anteriores e posteriores
foram rapidamente removidas e acondicionadas em placas de Petri contendo SFC gelada (pH

7,8).

As amostras de tecido foram colocadas em tubos plédsticos de 2ml com tampas,
previamente pesados, contendo 0,5ml de SFC (pH 7,8), acrescidos de 0,2 uCi 2-Deoxi-D-
glicose-1-'*C (230 mCi mmol™”, Amersham International) e foram novamente pesados. Apés,
era feita a substituicdo da fase gasosa por uma mistura de O,:CO; (95:5 v/v) durante 30
segundos, em seguida os frascos eram fechados e incubados em banho metabdlico a 25°C sob

agitacao constante por um periodo de 60 minutos.

ApOs a incubagdo, a reacdo era interrompida com gelo, os tecidos retirados do meio e

lavados com SFC gelada, secos em papel filtro e colocados em frascos de vidro com tampa
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contendo Iml de dgua bi-destilada. Os frascos com os tecidos foram congelados e fervidos (a
100°C) por trés vezes consecutivas para que ocorresse a ruptura das células e a liberagao da 2-
Deoxi-D-glicose-1-'*C captada pelo tecido (meio interno). Os tubos que continham o meio de
incubagdo (meio externo) foram congelados até o processamento das amostras. Amostras de
100ul do meio interno e externo foram colocadas, separadamente, em viais contendo liquido
de cintilag¢do (tolueno-triton100X (2:1)-PPO 0,4%, POPOP 0,01%), acrescidas com 100ul de
dgua bi-destilada para corrigir a turvagdo. A radioatividade foi quantificada em um aparelho
LKB-Wallac com 97% de eficiéncia. Os resultados foram expressos pela relacio de
radioatividade contida no tecido (meio interno) e o meio de incubacdo (meio externo) (T/M:

dpm/ml meio interno dividindo dpm/ml do meio de incubacdo).

Determinacoes Bioquimicas

Determinacao das Proteinas Teciduais

A concentragdo de proteinas totais nos tecidos foi determinada pelo método de

Bradford (1976), utilizando albumina bovina como padrao.

Determinacao da Glicose Hemolinfatica

A concentragdo de glicose hemolinfatica foi determinada pelo método enzimdtico da
glicose-oxidase, com o kit Glicose Enz-Color (Bio Diagnodstica Indistria Clinica Ltda). A
leitura das amostras foi realizada em um aparelho espectrofotdometro (Ultraspec 2000 —
Pharmacia Biotech) em comprimento de onda de 505nm. Os resultados foram expressos em

mmol/L.
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Isolamento e Determinacao do Glicogénio

Nas branquias anteriores e posteriores, o isolamento de glicogénio seguiu o método de
Van Handel (1965), sendo determinado como glicose apds hidrélise dcida como descrito por
Geary e cols. (1981). A dosagem de glicose foi pelo método enzimdtico da glicose-oxidase,
com o kit Glicose Enz-Color (Bio Diagndstica Industria Clinica Ltda). A concentracdo de

glicogénio nos diferentes tecidos foi expressa em mg.g” de tecido dmido.

Tratamento Estatistico

Os resultados foram expressos em médias * desvio padrao (DP). ANOVA de uma via foi
utilizada para a comparagdo entre 0s grupos controle, anoxia e recuperacdo. O teste t de Student
foi utilizado para a comparacdo entre os grupos HP e HC e os valores com p<0,05 foram

considerados significativos. Foi utilizado o programa SPSS para Windows 1.0.

29



RESULTADOS

Captacao de Glicose

Os valores de captagdo de 2-Deoxi-D-glicose-1-'*C nas brinquias posteriores de C.
granulatus previamente alimentados com dietas HC ou HP e submetidos a 1h de anoxia e 3h
de recuperacdo podem ser vistos na figura 1. Nao foram encontradas diferengas significativas

entre os grupos controle, anoxia e recuperacao, assim como entre as dietas.

0,45 -

0,35 -

0,15 -

0,05 -

controle anoxia recuperagao

EHC OHP

Figura 1: Captacio de 2-Deoxi-D-glicose-1-'*C nas brinquias posteriores de C. granulatus
alimentados previamente com uma dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) e
submetidos a anoxia e a recuperacdo. O niimero de animais em cada ponto foi de 3-9. As
colunas representam as médias e as barras transversais representam os desvios padrdes das

médias.

Os valores de captacdo de 2-Deoxi-D-glicose-1-'*C nas branquias anteriores de C.

granulatus previamente alimentados com dietas HC ou HP e submetidos a 1h de anoxia e a 3h
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de recuperacdo podem ser vistos na figura 2. Nao foram encontradas diferengas significativas
entre os grupos controle, anoxia e recuperacdo na dieta HC. Também na dieta HP nio foram
encontradas variagdes significativas entre os grupos controle e anoxia, contudo, na
recuperagdo, verifica-se uma diminuicao de 33,3% (p<0,05) da captacdo de glicose, quando
comparada ao grupo anoxia. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos

HC e HP.

0,45 -

0,35 - b

0,15 -

0,05 -

controle anoxia recuperacao

EHC OHP

Figura 2: Captagio de 2-Deoxi-D-glicose-1-'*C nas brinquias anteriores de C. granulatus
alimentados previamente com uma dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) e
submetidos a anoxia e a recuperacdo. As colunas representam as médias e as barras
transversais representam os desvios padrdes das médias. O nimero de animais em cada ponto

foi de 3-9. “b” representa a diferenca significativa em relagdo a anoxia (p<0,05).
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Sintese de Glicogénio

Os resultados da incorporagdo da glicose—U—MC em glicogénio nas branquias
posteriores de C. granulatus alimentados com uma dieta HC ou HP e submetidos a 1h de
anoxia e a 3h de recuperacdo podem ser vistos na figura 3. No grupo HC ndo foram
verificadas alteracOes significativas entre os grupos controle e anoxia. J4 nos animais que
receberam a dieta HC e foram submetidos a recuperacdo, a capacidade de sintese aumentou

60% (p<0,05) em relagdo ao grupo controle.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os 3 grupos experimentais nos
animais alimentados com a dieta HP. Também nao foram verificadas diferencas significativas
de sintese de glicogénio entre os caranguejos alimentados com a dieta HC e aqueles mantidos

com a dieta HP nas situacdes experimentais estudadas.
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Figura 3: Sintese de 14C—glicogénio a partir de D—glicose—U—MC em branquias posteriores de
C. granulatus alimentados com uma dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) e
submetidos a 1h de anoxia e a 3h de recuperacdo. As colunas representam as médias e as
barras transversais representam os desvios padroes das médias. O nimero de animais em cada

ponto foi de 3-9. “a” representa diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao controle.

Os resultados da incorporagdo da glicose—U—MC em glicogénio nas branquias
anteriores de C. granulatus alimentados com uma dieta HC ou HP e submetidos a 1h de
anoxia e a 3h de recuperacdo podem ser vistos na figura 4. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos controle, anoxia e recuperacdo tanto nos caranguejos
alimentados com a dieta HP como naqueles mantidos com a dieta HC. Também ndo foram
verificadas diferengas significativas entre os grupos HC e HP nas situacdes experimentais

estudadas.
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Figura 4: Sintese de '*C-glicogénio a partir de D-glicose-U-"*C em branquias anteriores de C.
granulatus alimentados com uma dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) e
submetidos a 1h de anoxia e a 3h de recuperacdo. As colunas representam as médias e as

barras transversais representam os desvios padrdes. O nimero de animais em cada ponto foi

de 3-9.

Mobilizacao de Glicogénio

Os resultados de mobilizacdo do 14C—g.;licogénio em branquias posteriores de C.
granulatus alimentados com uma dieta rica em carboidratos e submetidos a 1h de anoxia e a
3h de recuperacio podem ser vistos na figura 5. Ndo foram verificadas diferencas
significativas da concentracdo de 14C—g.;licog.{,rénio entre os grupos controle e anoxia apds o
periodo de incubacdo em meio livre de glicose. Entretanto, na pds-incubag@o de 1 h em meio

livre de glicose, a concentragdo de '*C-glicogénio foi 8 e 4 vezes maior (p<0,05) maior no
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grupo recuperacdo quando comparada aquelas obtidas nos grupos controle e anoxia,

respectivamente. Nao foram encontradas diferencas significativas entre as duas dietas.
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Figura 5: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a mobilizacdo de '*C-glicogénio nas
branquias posteriores de C. granulatus alimentados com dieta rica em carboidratos (HC). O
nimero de animais em cada ponto foi de 3-9. As colunas representam as médias e as barras
transversais representam os desvios padroes das médias. “a” representa diferencas
significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b” representa diferencas significativas

(p<0,05) em relacao a anoxia.

Os resultados de mobilizacio do '*C-glicogénio em branquias anteriores de C.
granulatus alimentados com uma dieta rica em carboidratos e submetidos a 1h de anoxia e a
3h de recuperacdo podem ser vistos na figura 6. Nao foram verificadas diferencas

significativas na concentracio de '*C-glicogénio entre os grupos controle e anoxia apds a
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incubagdo em meio livre de glicose. Entretanto, no grupo recuperacio a concentracio de '*C-
glicogénio foi cerca de 2,5 vezes maior (p<0,05) quando comparada aquela obtida no grupo

controle. Nao foram encontradas diferengas significativas entre as duas dietas.
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Figura 6: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a mobilizacdo de glicogénio nas
branquias anteriores de C. granulatus alimentados com dieta rica em carboidratos HC. O
nimero de animais em cada ponto foi de 3-9. As colunas representam as médias e as barras

transversais representam os desvios padroes das médias. “a” representa diferencas

significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle.

Os resultados de mobilizacdo do '*C-glicogénio em brinquias posteriores de C.
granulatus alimentados com uma dieta rica em proteina e submetidos a 1h de anoxia e a 3h de

recuperagao podem ser vistos na figura 7. Ap6s o periodo de 1h de incubagdo em meio livre
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de glicose, ndo foram encontradas nas branquias anteriores diferencas significativas nas

concentracdes de '*C-glicogénio entre os trés grupos experimentais estudados.

(@)

€

i)

£ 80

S

o 70 -

o

£ — 60 -
©

T = |

g2 0

N o~

5 M

€ o 30 -

o 9

8 o 20 -

S!

e 10 -

<

— 0

§ Controle Anoxia Recuperacéao

O pré-incubagéo m pds-incubagao

Figura 7: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a mobilizacdo de glicogénio nas
branquias posteriores de C. granulatus alimentados com dieta rica em proteinas. O nimero de
animais em cada ponto foi de 3-9. As colunas representam as médias e as barras transversais

representam os desvios padroes das médias.

Os resultados de mobilizacdo do 14C—glicog.{,rénio em branquias anteriores de C.
granulatus alimentados com uma dieta rica em proteina e submetidos a 1h de anoxia e a 3h de
recuperagdo podem ser vistos na figura 8. Apds o periodo de 1h de incubacdo em meio livre
de glicose, ndo foram encontradas diferencas significativas nas concentragdes de He-

glicogénio entre os trés grupos experimentais estudados.
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Figura 8: Efeito da anoxia e da fase de recuperacdo sobre a mobilizacdo de glicogénio nas
branquias anteriores de C. granulatus alimentados com dieta rica em proteinas. O niimero de
animais em cada ponto foi de 3-9. As colunas representam as médias e as barras transversais

representam os desvios padroes das médias.

Sintese de Lipidios

Os valores de sintese de lipidios a partir de 14C glicose nas branquias posteriores de C.
granulatus alimentados com uma dieta HC ou HP e submetidos a 1h de anoxia e a 3h de
recuperacdo podem ser vistos na figura 9. No grupo anoxia, em animais que receberam a dieta
HP, a sintese de lipidios aumentou cerca de 6 vezes (p<0,05) quando comparada aquela do
controle. Na fase de recuperagio da anoxia, a sintese de '“C-lipidios reduziu 3 vezes quando
comparada aquela observada no grupo anoxia, chegando a valores semelhantes aqueles
verificados no grupo controle. A comparagdo entre as duas dietas demonstra que a sintese de
1C-lipidios no grupo anoxia da dieta HP foi 2 vezes maior (p<0,05) que aquela constatada no

mesmo grupo em caranguejos alimentados com a dieta HC.
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No grupo alimentado com a dieta HC ndo foram verificadas diferencas significativas

de sintese de "*C-lipidios entre os trés tratamentos experimentais estudados.
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Figura 9: Sintese de lipideos a partir de 14C glicose nas branquias posteriores de C. granulatus
alimentados com uma dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) e submetidos a 1h de
anoxia e a 3h de recuperagdo. As colunas representam as médias e as barras transversais
representam os desvios padrdes das médias. O niimero de animais em cada ponto foi de 3-9.
“a” representa diferencgas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b” representa
diferencas significativas (p<0,05) em relacdo a anoxia. O asterisco (*) representa diferencas

significativas (p<0,05) em relacdo a outra dieta.

Os valores de sintese de lipideos a partir de 14C glicose nas branquias anteriores de C.
granulatus alimentados com uma dieta HC ou HP e submetidos a 1h de anoxia e a 3h de
recuperagdo podem ser vistos na figura 10. No grupo anoxia, em animais que receberam a
dieta HP, a sintese de lipidios aumentou cerca de 3 vezes (p<0,05) quando comparada aquela

~ . , 14 e e .
do controle. Na fase de recuperacdo da anoxia sintese de ~C-lipidios reduziu 6 vezes quando
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comparada aquela observada no grupo anoxia, chegando a valores semelhantes aqueles
verificados no grupo controle. A comparagio entre as duas dietas mostra que a sintese de '*C-
lipidios no grupo anoxia da dieta HP foi 3 vezes maior (p<0,05) que aquela constatada no

mesmo grupo em caranguejos alimentados com a dieta HC.

No grupo alimentado com a dieta HC ndo foram verificadas diferencas significativas

de sintese de "*C-lipidios entre os trés tratamentos experimentais estudados.
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Figura 10: Valores sintese de lipideos a partir de l4c glicose nas branquias anteriores de C.
granulatus alimentados com uma dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) e
submetidos a 1h de anoxia e a 3h de recuperagdo. As colunas representam as médias e as
barras transversais representam os desvios padrdes das médias. O nimero de animais em cada
ponto foi de 3-9. “a” representa diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo
controle. “b” representa diferencas significativas (p<0,05) em relagdo a anoxia. O asterisco

representa diferengas significativas (p<0,05) em relacdo a outra dieta.
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Formacao de 14C02

Em normdxia (controle), a formagdo de '*CO, nas brinquias posteriores e anteriores
do grupo alimentado com dieta rica em proteinas foi 5 e 10 vezes maior (p<0,05),

respectivamente, que aquela verificada nas branquias posteriores e anteriores do grupo HC.

Os valores de formacdo de '*CO, nas brinquias posteriores de C. granulatus
alimentados com dieta HC ou HP e submetidos a 1h de anoxia e a 3h de recuperacdo podem
ser vistos na figura 11. Em caranguejos alimentados com dieta HP, a anoxia de 1h nao alterou
significativamente a formagcdo de '*CO, tanto no grupo HP como naquele mantido com a dieta
HC. Entretanto, a formacdo de '*CO, no grupo HP submetido 2 recuperacio diminuiu 39%
(p<0,05) em relagdao ao grupo submetido a anoxia. No grupo HC, a recuperacdo de 3h nao
alterou significativamente a formacdo de '*CO, nas brinquias posteriores. A comparacio
entre as duas dietas mostra que os grupos controle e recuperacao da dieta HP sao 80% e 81%,
respectivamente, maiores (p<0,05) que aqueles verificados nos grupos controle e recuperacao

da dieta HC.
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Figura 11: Formagdo de '*CO, nas branquias posteriores de C. granulatus alimentados com a
dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) e submetidos a 1h de anoxia e a 3 h de
recuperagdo. O nimero de animais em cada ponto foi de 3-9. As colunas representam as
médias e as barras transversais representam os desvios padrdes das médias. “b” representa

diferencgas significativas (p<0,05) em relacdo a anoxia. O asterisco representa diferencas

significativas (p<0,05) em relacdo a outra dieta.

Os valores de formacdo de "CO, nas branquias anteriores de C. granulatus
previamente alimentados com dieta HC ou HP e submetidos a 1h de anoxia e a 3h de
recuperagdo podem ser vistos na figura 12. Nos caranguejos alimentados com a dieta HP 1h
de anoxia ndo alterou significativamente a formacdo de "CO, nas branquias anteriores.
Entretanto, no grupo HP em recuperacio, a formacao de 10, foi 59% e 60% menor, quando

comparada aquelas obtidas nos grupos anoxia e controle, respectivamente.

Nos caranguejos mantidos com a dieta HC ndo foram verificadas alteracdes

significativas de formacgdo de "CO, entre os trés grupos experimentais estudados.
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Figura 12: Formagdo de '*CO, nas branquias anteriores de C. granulatus alimentados com a
dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP) e submetidos a 1h de anoxia e a 3 h de
recuperagdo. O numero de animais em cada ponto foi de 3-9. As colunas representam as
médias e as barras transversais representam os desvios padroes das médias. “a” representa
diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. “b” representa diferencas

significativas (p<0,05) em relacdo a anoxia. O asterisco representa diferencas significativas

(p<0,05) em relacdo a outra dieta.

Na tabela 2 estdo representados os valores de glicogénio nas brinquias anteriores e
posteriores de caranguejos alimentados com a dieta HC ou HP e submetidos a 1h de anoxia e
a 3h de recuperacdo. Tanto nas brinquias anteriores como nas posteriores, o grupo HC
mostrou uma concentragdo de glicogénio 2-3 vezes (p>0,05) maior que aquela verificada nos

caranguejos alimentados com a dieta HP.

Nas branquias posteriores de animais alimentados com dieta HP a anoxia por 1h

reduziu significativamente (p<0,05) a concentracdao de glicogénio. O periodo de 3h em
43



normoxia nao foi suficiente para que os niveis de glicogénio nas branquias posteriores do

grupo HP voltassem a valores semelhantes aqueles do grupo controle.

Nas branquias posteriores do grupo HC a anoxia reduziu cerca de 1,5 vezes (p>0,05)
os niveis de glicogénio. Contudo, a recuperacdao de 3h aumentou 2 e 4 vezes (p<0,05) a
concentracdo de glicogénio nas branquias posteriores do grupo HC, quando comparadas

aquelas obtidas nos grupos controle e anoxia, respectivamente.

Nas branquias anteriores do grupo HP a anoxia diminui (P>0,05) a concentracdo de
glicogénio e a recuperagdo por um periodo de 3h ndo foi capaz de aumentar os valores de
glicogénio neste tecido, que se mantiveram semelhantes aqueles constatados no grupo anoxia.
No grupo HC a anoxia ndo alterou significativamente a concentracdo de glicogénio nas
branquias anteriores. Entretanto, a recuperacdo de 3h incrementou (cerca de 5x)
significativamente os valores de glicogénio neste tecido, quando comparados aqueles obtidos

no grupo anoxia.

Na tabela 3 estdo representados os valores de glicose na hemolinfa de caranguejos
alimentados com a dieta rica em carboidratos ou proteinas e submetidos a 1h de anoxia e a 3h

de recuperacao.

Os animais do grupo HC submetidos a anoxia aumentaram significativamente
(p<0,05) os valores de glicose hemolinfética. Entretanto, a recuperagdao por 3h diminuiu em
50% (p<0,05) os valores de glicose na hemolinfa quando comparados aqueles obtidos no
grupo anoxia, porém em relacdo ao grupo controle a concentracio de glicose ainda manteve-

se significativamente mais elevada.

No grupo HP a anoxia também elevou significativamente os valores de glicose na
hemolinfa. Contudo, a recuperacdo de 3h foi suficiente para que a concentracdo de glicose

hemolinfatica chegasse a valores semelhantes aqueles verificados no grupo controle HP.
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A comparacao dos valores de glicose hemolinfética entre os grupos HP ¢ HC mostram

nas 3 situagdes experimentais estudadas concentragcdes significativamente maiores no grupo

alimentados com a dieta HC.

Tabela 2 — Efeito da anoxia e da recuperagdo sobre a concentracdo de glicogénio nas

branquias posteriores e anteriores de C. granulatus alimentados com dieta rica em

carboidratos (HC) ou proteinas (HP). A concentraciao de glicogénio nos diferentes tecidos foi

expressa em mg.g" de tecido imido.

Branquia Posterior

Branquia Anterior

GRUPOS HC HP HC HP
424,8+150,6 251,8£130 289,3+190,6  112,2+31,1

CONTROLE 3) 3) 3) 3)
266,8+174,5 86,576 a 137,9+106 34,7+14,4

ANOXIA (4) 3) (3) 3)

962,4+207,3 ab 65,5+28,5 a

RECUPERACAO (3) 3)

737,7£363,3b  34,1+£28,8

3) 3)

Os valores sdo expressos em médias + desvio padrdo. “a” indica diferenca significativa

(P<0,05) em relagdo ao grupo controle. “b” significa diferenca significativa (P<0,05) em

relagcdo a anoxia. O nimero de animais utilizado em cada experimento estd entre parénteses.
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Tabela 3 — Efeito da anoxia e da recuperacao sobre a concentracao de glicose na hemolinfa de

C. granulatus alimentados com dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas (HP).

HC HP
GRUPOS (mmol.L) (mmol.L)
CONTROLE 2,18+ 1,2(7) 1,16 £0,4 (8)
ANOXIA 12,6 £2,1 ** (5) 7,43 +£3,6"(8)
RECUPERACAO 6,38 2,2 “*(8) 1,35 +£0,7 (10)

Os valores sdo expressos em médias + desvio padrdo. “a” indica diferenca significativa
(P<0.05) em relagdo ao grupo controle. Asterisco significa diferenca significativa em relagcdo

a outra dieta. O nimero de animais utilizado em cada experimento estd entre parénteses.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A glicose € um dos substratos energéticos mais importantes em crusticeos e sua
utiliza¢do em diferentes situacoes fisioldgicas tem sido estudada nesta classe de invertebrados

(Chang e O’ Connor, 1983).

A composi¢ao das dietas administradas aos caranguejos parece nao afetar a captacao
de glicose, a sintese de lipidios totais e a sintese e mobilizacdo de glicogénio nas branquias
anteriores e posteriores dos caranguejos em normoéxia (controles). Entretanto, nos animais
controles alimentados com a dieta HP, a oxidacdo de glicose seria uma importante via de
geracdo de energia, justificando, em parte, a menor concentracao de glicogénio verificada nas
branquias anteriores e posteriores quando comparada aquela verificada nas branquias do

grupo HC.

Em norméxia, as branquias posteriores apresentam niveis de glicogénio 47% e 124%
maiores nos grupos HC e HP, respectivamente, quando comparados aqueles verificados nas
branquias anteriores. Esta maior concentragdo de glicogénio pode ser explicada pela diferenca
funcional e estrutural entre as branquias anteriores e posteriores. As branquias anteriores
apresentam um epitélio do tipo respiratério. J4 nas branquias posteriores, a atividade
osmorreguladora € predominante e dependendo da salinidade do meio no qual se encontra o
animal, o processo de transporte de cloreto de sddio pode ser ativado ou inibido (Genovese e

cols., 2000; Luquet e cols., 2002).

Os resultados do presente trabalho demonstram que as vias de metabolizacdo da
glicose em branquias anteriores e posteriores durante a anoxia e a fase de recuperacdo da

anoxia sdo influenciadas pela composicdo da dieta previamente administrada aos caranguejos.
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Para diversos animais, como o C. granulatus, o acesso ao oxigénio ambiental é
intermitente. Este caranguejo € semi-terrestre e habita as zonas meso e supra litoraneas de
estudrios da costa brasileira, onde suportam episédios didrios de falta de oxigénio durante
suas incursdes terrestres ou quando permanecem em suas tocas durante os meses de inverno

(Botto e Irigoyen, 1980; Turcato, 1990).

Em C. granulatus, estudos prévios demonstraram que os conteidos de carboidratos e
de proteinas das dietas administradas aos caranguejos induziam diferentes ajustes metabdlicos
no hepatopancreas e no musculo em resposta a anoxia (Oliveira e cols., 2001; Marqueze e

cols., 2006).

Os resultados deste trabalho demonstram que na primeira hora de anoxia ambiental,
tanto nos animais alimentados com uma dieta rica em carboidratos como naqueles mantidos
com a dieta de proteinas, ocorre um aumento na concentracdo de glicose hemolinfatica de 6 e
6,4 vezes, respectivamente, sugerindo que a mobilizacdo de glicose dos tecidos excede a sua
utilizacdo na via glicolitica, determinando o acimulo de glicose na hemolinfa. Na literatura,
alguns trabalhos em crustdceos demonstraram que a exposi¢cdo dos animais a hipéxia ou a
anoxia ambiental provoca hiperglicemia (Aardt, 1988; Gongalves, 1993; Anderson e cols.,

1994; Zou € cols., 1996; Hervant e cols., 1997).

A anoxia por lh ndo afetou a capacidade de captacdo de glicose e de sintese e
mobilizacdo de glicogénio em ambas as branquias dos grupos HC e HP. No hepatopancreas
de C. granulatus, Oliveira e cols. (2001) verificaram diminuicdo na captacdo de glicose e na

sintese e mobilizacao de glicogénio somente apds 2h em anoxia.

Lutz e Storey (1997) sugerem que tanto vertebrados como invertebrados apresentam
uma resposta bifdsica a reducdo da concentracdo de O, ambiental. A primeira conduziria a

ativacdo da via glicolitica para manter ou aumentar a producdo de ATP, ja que as vias de
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producdo dependentes de O, estariam significativamente reduzidas. A segunda levaria a
reducdo da taxa metabdlica o que possibilitaria o uso gradual das reservas enddgenas e a
sobrevivéncia por periodos prolongados de hipdxia severa ou anoxia como ocorre em

tartarugas, caracdis terrestres e bivalves (Guppy e cols., 1994; Churchill e Storey, 1989).

Em C granulatus, a atividade da enzima piruvato quinase no hepatopancreas e no
musculo aumenta significativamente ap6s 1h de anoxia em caranguejos alimentados com a
dieta HP, sugerindo uma aumentada atividade glicolitica (Marqueze e cols., 2006). Supondo
que nas branquias anteriores e posteriores de C granulatus alimentados com a dieta HP a
atividade glicolitica também estaria aumentada, a glicose via di-idroxiacetona-P seria
convertida a glicerol-3-P pela glicerofosfato deidrogenase com formagao de triacilglicerol
(Festuccia e cols., 2002). Esta via de formacdo de triacilglicerol explicaria a aumentada
capacidade de formacdo de lipidios totais a partir de *C-glicose em brinquias anteriores e
posteriores de caranguejos alimentados com a dieta HP e submetidos a 1h de anoxia. No
grupo HP, a capacidade de oxidagcdo de glicose ndo sofreu alteracdo durante a anoxia,

explicando o desvio desta hexose para a sintese de lipidios.

Em ratos em normdxia alimentados com uma dieta HP ocorre uma diminui¢do da
capacidade glicolitica e a sintese de triacilglicerol no tecido adiposo marrom da-se via
gliceroneogénese, devido a prolongada auséncia de carboidratos na dieta (Festuccia e cols.,
2002). A hipétese do aumento de sintese de lipidios no grupo HP ter ocorrido somente quando
0 caranguejo encontra-s€ em anoxia, pois seria quando ocorre aumento da atividade

glicolitica, deve ser testada em experimentos posteriores.

Comparando-se as duas dietas verifica-se que na dieta HP a diminuicdo da
concentracdo de glicogénio nas branquias posteriores e anteriores foi 1,6 e 3 vezes maior,

respectivamente, que aquela verificada nos caranguejos mantidos com a dieta HC. Em
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branquias de C granulatus, a concentracdo de glicose livre € significativa (Oliveira, 1998;
Schein, 1999; Chitt6, 2000). Oliveira (1998) verificou em branquias anteriores e posteriores
de C. granulatus alimentados com a dieta HC uma redu¢do marcante dos niveis de glicose
livre apés 1h de anoxia. Desta forma, nos caranguejos do grupo HC as reservas de glicose
livre e de arginina-fostato seriam utilizadas como substratos energéticos durante a anoxia de
1h. Contudo, serd necessdria a determinacdo dos valores de arginina fosfato para confirma

esta hipotese.

Apés a anoxia, o processo de recuperacdo € de grande importancia funcional, pois é
neste periodo que as reservas energéticas sdo restauradas e os produtos finais sao

metabolizados ou removidos dos organismos.

Nos caranguejos alimentados com a dieta HP, a glicose na hemolinfa retorna a valores
semelhantes aqueles verificados no grupo controle apés 3h de recuperagdo. Contudo, este
periodo em normoxia ndo foi suficiente para restaurar as concentragdes de glicogénio nas
branquias anteriores e posteriores dos caranguejos do grupo HP. Apés o periodo de
recuperagao de 3h, provavelmente, a diminuicdo na captacdo de glicose nas branquias
anteriores e a manuten¢do da relacdo T/M de captacdo em branquias posteriores sejam as
causas dos baixos niveis de glicogénio verificados no grupo HP. Além disso, nas branquias do
grupo HP, a capacidade de mobilizacdo de glicogénio na fase de recuperacdo € semelhante
aquela dos grupos controle e anoxia. Marqueze e cols. (2006) verificaram em miusculo de C.
granulatus que 3h de recuperacdo, apds 1h de anoxia, também ndo foram suficientes para o

retorno da concentragdo de glicogénio a valores semelhantes aqueles do grupo controle.

No processo de recuperacgdo, o fluxo de substratos € re-direcionados para a restauragdo
das reservas energéticas. Provavelmente, na fase de recuperacdo, a diminuicdo da

concentracdo de glicose na hemolinfa no grupo HP deva-se ao aumento da utilizacdo de
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glicose por outros tecidos ou pelo gasto energético devido ao aumento da atividade
locomotora do animal. No caranguejo C. granulatus, Santos e cols. (1987) constataram uma
redugdo do consumo de oxigénio e da atividade de locomog¢ao apés duas horas de exposi¢ao a

hipéxia ambiental.

Oliveira e cols. (2001) sugerem que, em hepatopancreas de C. granulatus mantidos
com a dieta HP e submetidos a recuperagao de 12h apds anoxia de 8h, a captagcdo de glicose
ocorre nas primeiras horas de recuperagdo. Os mesmos autores constataram somente as 12h
de recuperacdo um aumento significativo da sintese de glicogénio no hepatopancreas dos

caranguejos alimentados com a dieta HP.

No grupo de caranguejos alimentados com a dieta HC, os niveis de glicose na
hemolinfa reduzem cerca de 50% na recuperagdo, contudo, ndo retornam a valores
semelhantes aqueles do grupo controle; apesar da manutengao na capacidade de captacdo de

glicose e o aumento da capacidade de sintese de glicogénio nas branquias posteriores.

Em C. granulatus submetido a anoxia por diferentes periodos ocorre um aumento
marcante dos niveis de lactato na hemolinfa (Oliveira e cols. 2004; Marqueze, 2004). Chitté
(2005) demonstrou que as branquias anteriores e posteriores de C. granulatus possuem
capacidade gliconeogénica a partir de aminodcidos e de glicerol. Assim, o marcante aumento
de glicogénio em ambas as branquias do grupo HC, verificado neste trabalho durante a fase de
recuperagdo, provavelmente, seja via gliconeogénese a partir de lactato, pois os niveis deste

metabolito diminuem durante o processo de recuperagdo (Oliveira e cols., 2004).

Nas branquias anteriores e posteriores do grupo HC verifica-se, apds 1h de incubagdo

. . . . ~ 14 . 14 . A .
em meio livre de glicose, um aumento da incorporagdo de ~"C-glicose em C-glicogénio,
indicando que durante o periodo de recuperacdo a capacidade de mobilizacdo de glicogénio

nestes tecidos estaria inibida.
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Apesar dos niveis elevados de glicose na hemolinfa, o processo de recuperacdo nao
alterou significativamente a capacidade de sintese de lipidios ou formacdo de '*CO, a partir

de "C-glicose em ambas as branquias do grupo HC.

Os resultados do presente trabalho mostram que em C. granulatus a glicose foi
utilizada por diferentes vias durante o estresse andxico e a fase de recuperagdo da anoxia.
Entretanto, a composicao da dieta administrada por 15 dias aos caranguejos modifica o fluxo
deste substrato para vias diferenciadas, alterando, assim, o padrao de resposta metabdlica ao

estresse anoxico e a fase de recuperacao.
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