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O presente trabalho teve como objetivo determinar os efeitos do 

estresse hiperosmótico sobre o metabolismo de carboidratos, as 

concentrações hemolinfáticas de aminoácido livres e a síntese de proteínas 

no caranguejo C. granulata previamente adaptado a uma dieta rica em 

carboidratos (RC) ou rica em proteínas (RP). 

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: um grupo 

alimentado com a dieta RC e outro com a dieta RP, durante um período de 

aclimatação de três semanas. Após esse periodo, os animais foram 

submetido ao estresse hiperosmótico por 24, 72 e 144 horas, período em que 

mantiveram seu comportamento alimentar normal. 

Nos animais submetidos à 24, 72 e 144 horas de estresse 

hiperosmótico, foram analisadas as concentrações de glicose hemolinfática, 

os níveis de glicose livre e de glicogênio no hepatopâncreas, no músculo e 

nas brânquias anteriores e posteriores. As concentrações de aminoácidos 

livres hemolinfáticos, a captação de glicose e a síntese de proteínas, no 

hepatopâncreas, no músculo e nas brânquias anteriores e posteriores, foram 

determinadas nos grupos submetidos à 24 e 72 horas de estresse 

h i perosmótico. 

No grupo de animais adaptados à dieta RC, o estresse hiperosmótjco 

aumentou em 40°/o (p<O,OS) a concentração hemolinfática de glicose às 144 



~E SUMO 7 

horas. No grupo de animais submetidos à dieta RP não foram verificadas 

alterações da glicemia ao longo dos períodos de estresse estudados. 

As concentrações de glicogênio no tecido hepatopancreático do grupo 

de animais adaptados à dieta rica em carboidratos não foram alteradas 

significativamente ao longo do estresse hiperosmótico. Contudo, tanto os 

níveis de glicose livre como a captação de glicose aumentaram após 72 horas 

de choque hiperosmótico. Nos animais adaptados à dieta RP a concentração 

de glicogênio hepatopancreático diminuiu 60% (p>0,05) às 24 horas de 

choque hiperosmótico, entretanto, os níveis de glicose livre aumentaram em 

40% às 72 horas. Nesse grupo, o estresse hiperosmótico de 72 horas não 

alterou a capacidade de captação de glicose pelo tecido hepatopancreático. 

No tecido muscular do grupo de animais alimentados com a dieta RP, 

não foram verificadas alterações significativas das concentrações de glicose 

livre, de glicogênio e na captação de glicose. Entretanto, no grupo RC, o 

estresse hiperosmótico de 24 horas determinou um aumento de 3,7 vezes 

(p<0,05} da concentração de glicogênio, e de 30% (p>0,05) dos níveis de 

glicose livre às 72 e 144 horas de choque hiperosmótico. A captação de 

glicose no tecido muscular do grupo RC, não foi alterada com o estresse 

hiperosmótico de 72 horas. 

As concentrações de glicose livre e de glicogênio, nas brânquias 

anteriores e posteriores dos animais alimentados com a dieta RC, não foram 

afetadas significativamente pelo estresse hiperosmótico. Nas brânquias 

anteriores e posteriores do grupo RP, ocorreu um aumento de 
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aproximadamente 50% (p<0,05) dos níveis de glicose livre às 24 horas, e de 

cerca de 60% (p<0,05) das concentrações de glicogênio às 72 horas. Em 

ambos os grupos experimentais, 72 horas de estresse hiperosmótico não 

determinaram alterações significativas na capacidade de captação de glic{)se 

nas brânquias anteriores e posteriores. 

As concentrações micromolares dos aminoácidos glicina, serma, 

arginina, alanina e prolina não apresentaram diferenças significativas entre 

os grupos RC e RP controles. Nos animais adaptados à dieta RC, as 

concentrações de glicína diminuíram marcadamente (p<0,05) às 24 horas 

(62°/o) e às 72 horas (52°/o) de estresse hiperosmótico; a serina diminuiu em 

cerca de 40% (p>0,05J às 72 horas; a arginina diminuiu nas primeiras 24 

horas de choque hiperosmótico em aproximadamente 70% (p>0,05). A 

alanina e a prolina hemolinfáticas mantiveram seus níveis constantes ao 

longo do choque hiperosmót:k:o. 

Nos animais do grupo RP, o estresse hiperosmótico reduziu os níveis 

hemolinfáticos da glicina em cerca de 30% e 40% (p>0,05) às 24 e 72 horas, 

respectivamente; as concentrações hemolinfáticas de arginina, de alanina e 

de prolina aumentaram (p>0,05) durante os períodos de choque 

hiperosmótico estudados. A concentração hemolinfática de serina manteve-

se constante. 

O choque hiperosmótico de 72 horas foi efetivo em determinar um 

aumento da capacidade de síntese de proteínas nos animais do grupo RP. 

Nos tecidos hepatopancreático e muscular o aumento da síntese de 
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proteínas foi de aproximadamente 45°/o; nas brânquias posteriores esse 

aumento foi de 61 °/o. Nos caranguejos adaptados à dieta RC, somente o 

tecido hepatopancreátíco teve a sua capacidade de síntese de proteínas 

aumentada em cerca de 45%. 

Os resultados sugerem que o padrão de ajuste metabólico, durante o 

estresse hiperosmótico, nos caranguejos previamente alimentados com a 

dieta RP difere daquele observado nos animais mantidos previamente com a 

dieta RC. 



i\BSTRACT 

ABSTRACT 

The present work had the objective to determine the effects of 

hiperosmotic stress on the carbohydrate metabolism, the free 

haemolymphatic amino- acid concentration and the synthesis o-f proteins in 

the crab Chasmagnathus granulata previously adapted to either a diet rich in 

carbohydrate (RC) o r rich in proteins (RP). 

The animais were divided into two experimental groups: one fed with 

RC diet and other with RP diet , during an acdímatization period of three 

weeks. After this period, the animals were su bmitted to hiperosmotic str-ess 

for 24, 72 and 144 hours, maintaining their normal feeding behavior. 

In the animais submitted to 24, 72 and 144 hours of hiperosmotic 

stress, haemolymphatic glucose concentrations, Ievels of free glucose and 

glycogen in hepatopancreas, muscle and anterior and posterior gills were 

analyzed. Free haemolymphatic amino acid concentration, glucose uptake 

and protein synthesis in hepatopancreas, muscle and anterior and posterior 

gills were determined in the grou ps su bmitted to 24 and 72 hours o f 

hiperosmotic stress. 

In the group of animais adapted to RC diet, hiperosmotic stress 

increased in 40% (p<0.05) the haemolymphatic concentration of glucose in 
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144 hours. In the group of animais submitted to the RP diet, there-were no 

alterations verified in glicemia during the studied periods of stress. 

Glycogen concentrations in the hepatopancreatic tissue in the grou p o f 

animais adapted to the diet rich in carbohydrates were not altered aiong 

the hiperosmotic stress. Nevertheless, both free glucose leveis and glucose 

uptake increased at 72 hours of hiperosmotic shock. In the animais adapted 

to RP diet, the hepatopancreatic glycogen concentration decreased 60%> 

(p<O.OS) at 24 hours of hiperosmotic shock, although free glucose leveis 

increased in 40% at 72 hours. In this group, the 72 hours hours of 

hiperosmotic stress did not alter the giucose uptake capacity by the 

hepatopancreatic tissue. 

In the muscular tissue of the animais fed with RP diet, significant 

alterations on free glucose, glycogen and glucose uptake were not verified. 

Nevertheless, in RC group, the 24-hour hiperosmotic stress determined an 

increase of 3.7-foid (p<O.OS) in glycogen concentration and of 30% (p<O.OS) 

in free glucose leveis at 72 and 144 hours of hiperosmotic shock. Glucose 

uptake in the RC group muscular tissue was not altered by 72-hour 

hiperos-motic stress. 

Free glucose and glycogen concentrations in anterior and posterior 

gills of the animais fed with the RC diet were not significantly affected by the 

hiperosmotic stress. In the anterior and posterior gills of the RP group, there 

was an increase of approximately 50% (p<O.OS) in the free glucose leveis at 

24 hours, and around 60% (p<O.OS) of glycogen concentrations at 72 hours. 
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In both experimental groups, 72-hours of hiperosmotic stress did not 

determine significant alterations in the glucose uptake capacity in the 

anterior and posterior g~lls. 

Micromolar concentrations of amino acids glicine, serine, arginine, 

alanine and proline did not show significant differences among control 

groups RC and RP. In the animais adapted to the RC diet, the concentrations 

of glicine decreased remarkably (p<O.OS) at 24 hours (62%), and 72 hours 

(52%) of hiperosmotic stress; serine decreased about 40% (p<O.OS) at 72 

hours; arginine decreased approximately 70°/o (p<O.OS) by the first 24 hours 

of hiperosmotic shock. Haemolymphatic alanine and proline were kept in 

their constant levels during the hiperosmotic shock. 

In the animais of RP group, the hiperosmotic stress decreased the 

haemolymphatic leveis of glicine about 30% and 40% (p<0.05) at 24 and 72 

hours respectively; the haemolymphatic concentrations of arginine, alanine 

and proline increased (p<0.05) during the studied periods of hiperosmotic 

shock. Haemolymphatic concentration of serine was maintained constant. 

The hiperosmotic shock of 72 hours was effective in determining an 

increase in the protein synthesis capacity in the group RP animais. The 

increase of protein synthesis in hepatopancreatic and muscular tissue was 

approximately 45%; in posterior gills, this increase was of 61%. In the crabs 

adapted to a RC diet, only hepatopancreatic tissue had its protein synthesis 

increased an:mnd 45%. 
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The results su~~st that the pattern of metabolic adjustments during 

hiperosmotic stress in crabs previously fed with a diet rich in proteins is 

different from that observed in the animais previously maintained with a RC 

diet. 



INTRODU CÃO 

INTROD-UÇ~O 

Os estuários são ecossistemas resultantes da transição entre os 

ambientes marinho e límnicos, caracterizando-se por períodos irregulares de 

total cobertura com água e outros de completa exposição do substrato. Esses 

ecossistemas, que constantemente sofrem a influência de fatores 

oceanográficos e metereológicos, impõem a sua biota um elevado estresse 

ambiental. O estresse pode ser gerado tanto pelas variações extremas de 

fatores como a salinidade, a temperatura, bem como pela quantidade de 02 

dissolvido no habitat e pelos ciclos das marés (Cooper, 1974; Odum, 1985). 

As variações extremas dos fatores ambientais, em estuários e 

marismas, exercem um controle seletivo e severo sobre as espécies que 

habitam essas áreas. Mudanças tanto comportamentais como estruturais e 

funcionais (Kinne, 1964 apud Miranda, 1994) ocorrem nos organismos 

lagunares e estuarinos, capacitando-os à tolerar as alterações freqüentes 

das características fisico-quimicas do meio. 

A Lagoa de Tramandaí, que faz parte do Sistema Lagunar de 

Tramandaí, está localizada no litoral norte da Planície Costeira do Rio 

Grande do Sul (latitude 29° 58'S e longitude 50° 08'0). Nesse Sistema 

Lagunar de Tramandaí estão incluídas as Lagoas Armazém e Tramandaí, que 

corresponde a uma zona designada como Estuário de Tramandaí (Alvarez, 

1979~ Lira et al., 1976~ Würdig,l984, Turcato, 1990). 



:::NTRODUCÃO 15 
--~~-- ---------------- ----~~----------- ----------

A Lago-a de Tramandaí co-munica-se com o Atlântico por um curto 

canal de cerca de 1,5 km, o qual foi regularizado artificialmente pela fixação 

da Barra de Tramandaí. Em relação às características físicas das margens 

da Lagoa de Tramandai, destacam-se as presenças de praias arenosas, de 

praias areno-sílticas, feixes de restinga e áreas palustres. 

Em marismas à margem leste da Lagoa de Tramandaí, Turca to ( 1990) 

verificou que o teor de 02 dissolvido na água varia entre 2,78 a 11,78 

mg02/L e a salinidade oscila de 0,22 a 35°/oo . Nesse ambiente, populações 

de Chasmagnathus granulata, um caranguejo da família Grapsidae 

(Decapoda, Crustacea} são encontradas em abundância. 

O caranguejo C. granulata, que evoluiu a partir de formas marinhas, é 

uma espécie tipicamente estuarina. Ele habita pântanos salgados ou 

marisma de estuários neotropicais do Brasil, a partir do litoral do Rio de 

Janeiro até o Rio Grande do Sulr além de estar distribuído ao longo de toda a 

costa do Uruguai até o Golfo de São Martin, na Argentina (Rathbum, 1918; 

Boschi,_ 1964). 

Em seu habitat, o C. granulata distribui-se, preferencialmente, entre 

os pisos supra e mesolitorâneos, em áreas inundáveis, com ou sem 

vegetação halo-hidrófila. Nestes locais, a espécie abre galerias ou tocas com 

profundidades variáveis, de acordo com o nível das marés e do lençol 

freático, fazendo com que sempre haja água no fundo da toca. Essas 

habitações têm papel importante na ecofisiologia do C. granulata, na medida 

em que minimizam as amplitudes de variações de salinidade e de 

temperatura. 
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Diariamente, os caranguejos deslocam-se até o mesolitoral inferior, 

podendo atingir o infralitoral nos meses da primavera e verão (Turcato, 

1990), locais onde buscam alimento. A espécie pode permanecer longos 

períodos fora da água, sendo considerada por Maiíe-Garzon et al. ( 197 4), 

como tipicamente semi-terrestre. Entretanto, o sistema respiratório desses 

animais está pouco adaptado à respiração aérea (Santos et al., 1987). 

Em relação ao hábito alimentar, C. granulata foi classificado como 

oportunista, sendo que a análise do conteúdo estomacal demonstrou a 

presença de sedimentos, de restos vegetais e de itens de origem animal 

(D'Incao et al., 1990). C. granulata também pode comportar-se como 

omívoro-detritivo, alimentando-se de peixes e mamíferos aquáticos. 

Eventualmente, comporta-se como canibalista, atacando suas propnas 

comunidades (Botto-Irigoyen, 198-0 apud Turcato, 1990). 

O caranguejo C. granulata, dada a excelente adaptação às condições 

de laboratório, é considerado um modelo biológico muito adequado para a 

investigação sobre o controle do metabolismo intermediário em invertebrados 

(Kucharski, 1990). 

O estudo do metabolismo intermediário em crustáceos tem mostrado 

grande variabilidade inter e intra-espécies, devido às peculiaridades 

biológicas e ecológicas, o que torna dificil a generalização. Tais 

peculiaridades podem ser atribuídas a múltiplos fatores, tais como o habitat 

(terrestre, marinho, estuarino ou de água doce), estágio do ciclo da muda, 

maturidade sexual, estado alimentar e dieta oferecida. 
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Os estudos sobre o metabolismo de carboidratos em crustáceos têm 

demonstrado a presença das vias da glicogênese, da glicogenólise, 

gliconeogênese e da glicólise em diferentes tecidos (Chang e O'Connor, 1983; 

Loret et ai., 1989; Loret e Devos, 1992; Schmitt e Santos, 1993; Vinagre e Da 

Silva, 1992; Oliveira e Da Silva, 1 9:97). 

A glicose, principal monossacarídeo na hemolinfa de crustáceos, 

apresenta flutuações marcantes, dependendo, entre outros fatores, do 

estágio da muda, da estação do ano, da dieta oferecida, do estado alimentar, 

do ciclo circadiano e da concentração do hormõnio hiperglicemiante (Chang 

e O'Connor, 1983; Morris e Airriess, 1998). Nos crustáceos a glicose tem 

cinco destinos principais: síntese de mucopolissacarídeos, síntese de quitina, 

síntese de ribose e nicotinamída adenina dinucleotídeo fosfato reduzido 

(NADPH), formação de piruvato e síntese de glicogênio (Hochachka et al., 

1970; Herreid e Full, 19S8). 

Os tecidos que apresentam a maior reserva de glicogênio em 

crustáceos são o músculo, o hepatopãncreas, o coração, a hemolinfa e as 

brânquias (Johnston e Davies, 1972; Herreid e Full, 1988, Loret et al. 1989; 

Vinagre e Da silva, 1992 e Kucharski Da Silva, 1991 a; b). O glicogênio 

armazenado é utilizado como fonte de energia, como por exemplo, na muda, 

em resposta ao estresse, no ciclo reprodutivo e durante períodos de jejum 

(Chang e O'Connor, 1983; Kucharski e Da Silva 1991a e b , Vinagre e Da 

Silva, 1992). 

Kucharski e Da Silva ( 1991 a; b), trabalhando com C. granulata, 

verificaram que o padrão do metabolismo energético apresenta mudanças 
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marcantes em função do conteúdo de carboidratos ou proteínas contidos na 

dieta administrada. Nos animais alimentados com a dieta rica em 

carboidratos a concentração de glicose na hemolinfa e o conteúdo de 

glicogênio no hepatopâncreas e no músculo aumentam significativamente 

em relação aqueles do grupo mantido com a dieta proteica. Estes autores. ao 

investigarem o efeito da variação sazonal sobre o metabolismo energético 

desse crustáceo, verificaram que o glicogênio estocado pelo hepatopâncreas e 

pelo músculo seria consumido como substrato energético durante os meses 

de primavera e verão. Já no outono e no inverno, os lípidios musculares 

seriam o substrato energético preferencial. 

O estudo do efeito do jejum sobre o metabolismo de carboidratos e 

proteínas, no caranguejo C. granulata previamente alimentado com uma 

dieta rica em carboidratos ou proteínas, demonstrou que a composição da 

dieta administrada preliminarmente aos caranguejos determina um padrão 

diferencial de resposta metabólica ao jejum (Vinagre e Da Silva, 1992). ~os 

animais alimentados com a dieta rica em proteínas, os níveis de glicose na 

hemolinfa foram mantidos pela gliconeogênese a partir de aminoácidos e de 

carbonos derivados da mobilização de polissacarídeos musculares (Oliveira, 

1993). Entretanto, nos animais que foram adaptados a uma dieta rica em 

carboidratos, o glicogênio do hepatopâncreas foi a principal fonte energética 

durante o período de restrição alimentar (Vinagre e Da Silva, 1992). Em 

relação às proteínas totais, Vinagre ( 1992) constatou, no hepatopâncreas e 

no tecido muscular, que a concentração de proteínas aumenta ao longo do 
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jejum. Porém, um perfil diferencial foi verificado no tecido branquial, pois o 

jejum de quatro semanas levou à redução dos níveis de proteírws. 

Ao contrário do que ocorre em vertebrados, em C. granulata a 

capacidade intrínseca do tecido hepatopancreático de sintetizar glicose a 

partir de alanina ou ácido lático, é similar entre os grupos de animais 

alimentados com uma dieta rica em carboidratos ou rica em proteínas 

(Oliveira e Da Silva, 19§7). 

Da Silva e Kucharski (1992), estudando o efeito do estresse 

hiposmótico sobre as reservas de carboidratos no hepatopãncreas e no 

músculo de C. granulata, demonstraram em animais alimentados com uma 

dieta rica em carboidratos e submetidos a diferentes tempos de estresse 

hiposmótico, uma diminuição significativa dos níveis de glicogênio no 

hepatopãncreas e no músculo. Nesse mesmo estudo, os autores 

demonstraram que a dieta rica em proteínas combinada ao estresse 

hiposmótico de 72 horas, leva ao aumento de glicogênio no hepatopãncreas, 

porém, não altera as reservas deste polissacarideo no músculo. Utilizando o 

mesmo protocolo experimental, Oliveira e Da Silva ( 1999) demonstraram o 

envolvimento da via gliconeogênica no hepatopâncreas de C. granulata 

durante a adaptação ao estresse hiposmótico. Ambos trabalhos 

evidenciaram o efeito da composição da dieta sobre a capacidade adaptativa 

desses caranguejos ao estresse hiposmótico, onde os animais que foram 

tratados com a dieta rica em proteínas tiveram 100% de sucesso no processo 

de regulação osmótica e os animais alimentados com a dieta rica em 
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carboidratos apresentam uma taxa de 20% de sobrevivência ao estresse 

hiposmótico. 

Santos e Nery ( 1987), estudando e efeito do estresse osmótico sobre os 

níveis de glicose hemolinfática de C. granulata, constataram que os animais 

aclimatados a 30°1 oo e expostos à salinidade de 10 ou 20° I oo não mostraram 

diferenças significativas na glicemia. Entretanto, nos animais aclimatados a 

30° I oo e submetidos a salinidade de 0° I oo por 72 horas, a glicose na 

hemolinfa atinge valores nulos, sendo restabelecidos após 168 horas de 

choque hiposmótico. Também, valores nulos de glicemia foram constatados 

naqueles animais aclimatados a 30° I oo e submetidos à salinidade de 40° I oo· 

Os autores sugerem que o caranguejo C. granulata estaria melhor adaptado 

ao estresse hiposmótico do que ao estresse hiperosmótico. 

Outro fator que vem sendo estudado em crustáceos é o controle 

hormonal sobre o metabolismo intermediário. Em invertebrados, os fatores 

hormonais capazes de controlar o metabolismo de carboidratos, de proteínas 

e de lipídios são pouco conhecidos. Diversos trabalhos têm sugerido que a 

síntese 1 degradação de glicogênio em invertebrados estariam controladas por 

fatores hormonais. Sanders (1983a, b, c), trabalhando com a lagosta 

Homarus americanus, constatou a presença de uma proteína semelhante à 

insulina na glândula digestiva e na hemolinfa desse crustáceo. A autora 

verificou que a insulina de mamífero foi capaz de aumentar a incorporação 

de 14C-glicose em glicogênio no tecido muscular dessa espécie. Kucharski et 

al. ( 1997) demonstraram a presença de sítios de ligação à insulina no tecido 

branquíal do caranguejo C. granulata com características similares àquelas 
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de mamíferos. Recentemente, foi demonstrado que o receptor de insulina 

nas brânquias do caranguejo C. granulata possui atividade tirosina quinase 

da mesma forma que o receptor de mamíferos (Kucharski et al., 1999). 

Também, foi comprovado que diferentes doses de insulina de mamífero 

estimulam a captação de 2-Deoxi-D-glicose- 14C e a síntese de glicogênio a 

partir de glicose-U- 14C no tecido branquial desse caranguejo (Kucharski, 

1997). No camarão Penaeus monodon, Lin et al. (1993) identificaram e 

purificaram receptores para insulina no tecido hepatopancreático. Também 

no camarão Penaeus japonicus, Chuang e Wang ( 1994) demonstraram que 

os receptores de insulina do tecido muscular apresentavam propriedades 

similares àquelas observadas em tecidos clássicos de mamíferos. 

O hormônio hiperglicemiante (CHH) é outro hormônio que está 

envolvido com a regulação do metabolismo de carboidratos em crustáceos. 

O CHH é um dos neurohormônios mais estudado em crustáceos. É 

produzido e secretado pelo complexo órgão X-glândula do seio, de onde é 

secretado para a hemolinfa. Este hormônio já foi isolado e sua estrutura 

primária determinada em muitos crustáceos (Kegel et al., 1989; Keller, 1992; 

Santos e Keller, 1993a; b). Os estudos realizados com o CHH têm 

demonstrado que a sua função principal é o controle da homeostase da 

glicose em crustáceos. Foram identificados receptores para esse hormônio no 

hepatopâncreas, no coração, na epiderme e no órgão Y do caranguejo 

Carcinus maenas (Kummer e Keller, 1993; Webster, 1993). Entretanto, o 

tecido hepatopancreático parece ser o órgão alvo do CHH, o qual teria seus 

níveis de glicogênio reduzido quando sob a ação desse hormônio (Seldmeir, 



:::NTRODUÇÃO 22 

1987; Santos e Keller, 1993 a, b; Morris e Airriess, 1998). Segundo Santos e 

Keller (1993b), os níveis de glicose hemolinfática atuariam, por 

retroalimentação negativa, sobre o complexo órgão X-glândula do seio, 

alterando assim a secreção de CHH. Alguns estudos têm demonstrado 

alterações nos níveis hemolinfáticos de glicose e CHH em crustáceos 

submetidos à anaerobiose, ao jejum, ao estresse osmótico e a elevações da 

temperatura (Keller e Orth, 1990; Santos e Keller, 1993a, b; Vinagre, 1998; 

Morris e Airriess, 19<}8 ) . 

As respostas funcionais às alterações ambientais compreedem 

respostas que conduzem ao estado de equilíbrio. Estão incluídas nes~as 

respostas, alterações fisiológicas, padrões de respostas ontogêniças, 

compensações morfológicas e a seleção de tipos geneticamente adaptados. O 

tempo e o padrão das respostas variam de acordo com o organismo, a 

duração e a magnitude das alterações ambientais (Prosser, 1958). 

Oliveira ( 1998), estudando os efeitos da anoxia sobre o metabolimo de 

carboidratos no caranguejo C. granulata, constatou que após 4 horas de 

anoxia ambiental, os animais alimentados com uma dieta rica em 

carboidratos apresentavam uma marcante hiperglicemia e níveis reduzidos 

de glicose livre e de glicogênio no hepatopâncreas, no músculo e nas 

brânquias. Segundo a autora, os resultados sugerem que a diminuição dos 

níveis de oxigênio ambiental levaria a ativação da via glicolítica (glicólise 

anaeróbia), proporcionando, assim, a manutenção ou aumento da produção 

de ATP, visto que as vias de produção dependentes de 02 estariam 

signicativamente reduzidas. 
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Está bem documentado na literatura que em áreas estuarinas e 

intertidais, as flutuações constantes da salinidade impõem um estre~se 

iônico e ambiental à sua biota. Essas variações de salinidade levam os 

organismos estuarinos e marinhos intertidais à mudanças na composição 

orgânica e inorgânica dos fluídos corporais, exigindo desses animais ajustes 

homeostáticos compensatórios (Kasschau et al., 1984; Matsushima e 

Yamada, 1992; Bishop e Burton, 1993; Okuma e Abe, 1994; Robinson 1994; 

Pillet et ai., 1995). 

A capacidade osmorreguladora, com certeza, desempenhou um 

importante papel na evolução e na conquista do habitat estuarino pelos 

organismos. Nos crustáceos eurialinos, a osmolaridade do fluído extracelular 

pode variar de maneira diversa em função da osmolaridade do meio 

ambiente. Entre os crustáceos decápodes, encontram-se desde animais 

marinhos estenoalinos com pouca ou nenhuma capacidade 

osmorreguladora, portanto, tolerantes a pequenas variações de salinidade, 

até animais estuarinos eurialinos capazes de tolerar grandes variações na 

salinidade do meio e com mínimas alterações da concentração osmótica da 

hemolinfa (Huggins e Munday, 1968; Mantel e Farmer, 1983). 

Considerando-se as variações na concentração dos fluídos corporais 

dos organismos aquáticos em resposta as variações ambientais, distingujm-

se duas formas de ajustes fisiológicos: osmoconformação e osmorregulação 

(Gilles, 1983; Spaargaren, 1995}. A regulação isosmótica do líquido 

intracelular implica em duas fases de controle do volume celular. A primeira 

fase é relativa às respostas imediatas de alteração do volume celular, como 
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consequência de choques osmóticos, e envolve a plasticidade da membrana 

plasmática. A segunda fase do reajuste do volume celular está relacionada 

com eventos de influxo e efluxo de efetores osmóticos, tanto orgân~os 

(aminoácidos livres) como inorgânicos (Na+, Cl- e K+) (Gilles, 1997; Gilles e 

Delpire, 1997). Entre os efetores inorgânicos, o íon K+ é essencialmente 

importante durante os choques hipo-hiperosmótico, pois proporciona uma 

limitação imediata da alteração excessiva do volume celular em 

invertebrados eurialinos (Gilles, 1987, Miranda, 1994; Gilles, 1997). 

Contudo, os efetores orgânicos sâo indicados como os principais 

responsáveis pelo reajuste do volume celular durante alterações osmóticas 

do meio extracelular (Gilles e Delpire, 1997; Gilles, 1997). 

Diversos estudos em diferentes espécies de crustáceos decápoqes 

sugerem um controle neuroendócrino sobre o mecanismo osmorregulatório 

(Mantel, 1985; Muramoto, 1988; McNamara et al., 1990; Kamemoto, 1991; 

Eckhardt et al., 1995). Os trabalhos realizados tanto in vitro em brânquias 

isoladas como in vivo indicam o envolvimento do pedúnculo ocular no 

processo de regulação osmótica em crustáceos. Em Pachygrapsus 

marmoratus, Eckhardt et al. ( 1995), demonstraram a presença de um 

peptídeo de mais de 500 Da liberado pela glândula do seio que estaria 

envolvido no controle da osmorregulação nesse crustáceo. 

Postula-se que as respostas fisiológicas do metabolismo dos 

compostos nitrogenados, atuariam através de modificações na síntese e 

degradação de aminoácidos livres, no transporte desses aminoácidos pelas 

membranas plasmáticas e pelo "turnover" de proteínas, que serviriam como 
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reserva desses aminoácidos (Schoffeniels, 1976; Gilles, 1982; Gilles, 1997). A 

partir de vários estudos realizados em invertebrados, Gilles ( 1982) propô$ a 

ocorrência, durante o ajuste homeostático, de mudanças na concentração 

dos aminoácidos livres tissulares, os quais seriam utilizados ein três 

mecanismos básicos: (1) deslocamento do equilíbrio entre influxo e efluxo 

dos aminoácidos através da membrana plasmática; (2) alterações nas taxas 

de síntese e oxidação desses aminoácidos livres tissulares; (3) modificação 

entre a síntese e a utilização de proteínas. 

A literatura descreve que o estresse osmótico em crustáceos ou outros 

invertebrados marinhos, leva a uma alteração na concentração dos 

aminoácidos livres intracelulares. Concentrações de aminoácidos não-

essenciais, como por exemplo, a glicina, a prolina e a alanina, após 

mudanças ambientais de salinidade, podem variar de O, 1 a 0,2 M em 

crustáceos marinhos. Assim, os aminoácidos livres aliados a compostos 

nitrogenados como a oxidotrimetilamina e a betaína, perfazem 50 a 60 °/o dos 

efetores osmóticos nessa superclasse. 

Em crustáceos, a concentração de aminoácidos livres tissulares é 

cerca de 10 vezes maior que aquela dos tecidos de mamíferos, enquanto que 

os níveis plasmáticos são equivalentes (Huggins e Munday, 1968; Gilles, 

1997). Está descrito na literatura que a arginina, a alanina, a glicina, a 

prolina, o ácido glutâmico e a taurina são os mais importantes efetores 

osmóticos orgânicos. Entretanto, a contribuição relativa de cada aminoácido 

aos ajustes osmóticos pode variar marcadamente entre as espécies e entre os 

diversos tecidos de uma mesma espécie (Huggins e Munday, 1968; Bowlus e 
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Somero, 1979; Chang e O'Connor, 1983; Mantel e Farmer, 1983; Bishop e 

Burton, 1993). 

O caranguejo de água doce Eriocheir sinensis , tem parte de seu ciclo 

reprodutivo desenvolvido no mar. Nessa espécie, estudos sobre o efeito de 

estresse hiperosmótico demonstraram que os níveis de aminoácidos livres 

tissulares aumentavam cerca de duas vezes quando comparados àqueles dos 

animais aclimatados à água doce. Esta resposta foi atribuída 

principalmente, a um grande aumento nas concentrações de aminoácidos 

não-essenciais, tais como, a arginina, o ácido glutãmico, a glicina e a proiina 

(Bricteux-Gregoire et al., 1962}. Estudos similares realizados com o 

caranguejo C. maenas mostraram que os níveis intracelulares de alanina, 

ácido glutámico, glicina e prolina foram consideravelmente maiores em 

animais adaptados ao estresse hiperosmótico do que naqueles mantidos em 

água salobra (Duchateau et a1.,1959). Siebers (1974) e Gilles (1977) propõem 

que o aumento dos aminoácidos livres no tecido muscular seria atribuído à 

hidrólise de proteínas hemolinfáticas, de onde os aminoácidos seriam 

transportados, com o objetivo aumentar a pressão osmótica intracelular. 

Em relação ao estudo do metabolismo de proteínas, poucos trabalhos 

têm sido realizados em crustáceos. Koening ( 1981), através de experimentos 

com os radioisótopos 3H-glicina e 3H-prolina, demonstrou que a degradação 

de proteínas tissulares serviria como uma fonte de aminoácidos livres no 

camarão Penaeus setiferus juvenil, submetido ao estresse hiperosmótico 

agudo. O autor observou que houve uma significativa redução das proteínas 

no tecido hepatopancreático em resposta ao estresse, que serviriam como 
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fonte de aminoácidos para os reajustes osmóticos necessários à manutenção 

da homeostase celular. 

Em relação ao tecido branquial, são escassas as informações em 

crustáceos sobre o envolvimento do metabolismo intermediário durante o 

processo de osmorregulação . Supõe-se que o transporte de íons seja o 

processo que mais consome energia nesse tecido, entretanto, o estado 

nutricional do animal, a temperatura e o estágio de desenvolvimento são 

fatores cruciais na determinação do "tumover" das proteínas branquiais, e 

geralmente a síntese está reduzida no animal em regime de restrição 

alimentar (Lyndon e Houlihan, 1998). Houlihan et al. (1990), estudando a 

síntese de proteínas nas brânquias do caranguejo C. maenas, verificaram 

que três horas após uma refeição, a síntese de proteínas era 100% mais 

elevada quando comparada àquela dos animais que foram alimentados em 

dias alternados ou que permaneceram em jejum por sete dias. 

Em crustáceos intertidais eurialinos, o sucesso dos processos de 

osmorregulação levam à ajustes tanto estruturais como funcionais que 

permitem a esses animais a colonização do ambiente estuarino. Entretanto, 

essas adaptações requerem diferentes fontes energéticas, embora pouco se 

saiba à respeito das alterações do padrão e no custo metabólico durante os 

processos de osmorregulação em crustáceos. 
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Ao longo dos últimos anos poucos trabalhos investigaram o papel do 

estresse osmótico sobre o metabolismo de carboidratos e proteínas em 

crustáceos (Tan e Choong , 1981; Nery e Santos, 1987, Houlihan et al., 

1990; Da Silva e Kucharski, 1992; Vinagre, 1992; Oliveira, 1993; Oliveira e 

Da Silva, 1999). 

Assim, o presente trabalho teve como objetivo determinar os efeitos do 

estresse hiperosmótico sobre o metabolismo de carboidratos e compostos 

nitrogenados em caranguejos C. granulata alimentados com uma dieta rica 

em carboidratos (RC) ou rica em proteínas (RP). 

Para isto, foram objetivos específicos: 

1. Avaliar, in vivo, os efeitos de diferentes períodos de estresse 

hiperosmótico sobre os níveis de glicose na hemolinfa, e sobre as 

concentrações de glicose livre e glicogênio nos tecidos hepatopancreático, 

muscular e branquial em animais alimentados com uma dieta RC ou RP; 

2. Avaliar, in vitro, os efeitos do estresse hiperosmótico de 72 horas e 

da dieta RC ou RP sobre a captação de glicose pelo hepatopâncreas, músculo 

e brânquias anteriores e posteriores; 

3. Avaliar, in vitro, os efeitos da dieta RC ou RP e do estresse 

hiperosmótico de 72 horas sobre a síntese de proteínas no hepatopâncreas, 

no músculo e nas brânquias anteriores e posteriores. 
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4. Determinar as concentrações de aminoácidos hemolinfáticos de 

animais alimentados com as dietas RC ou RP e o efeito do estresse 

hiperosmótico de 24 e 72 horas sobre essas concentrações. 
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1. Coleta e manutenção dos animais 

O caranguejo Chasmagnathus granulata Dana, 1851 (CRUSTACEA­

DECAPODA- Grapsidae) é encontrado em comunidades abundantes às 

margens dos marismas da costa brasileira, a partir do litoral do Rio de 

Janeiro até a costa argentina no litoral patagônico (Boschi, 1964). Os 

animais utilizados no presente estudo foram coletados na margem leste da 

Lagoa de Tramandai , Rio Grande do Sul, Brasil (coordenadas 29°58' 

longitude Oeste), em um marisma tipicamente estuarino, parcialmente 

coberto por vegetação halo-hidrófila e cortado por arroios que drenam a água 

de origem pluvial da planície costeira. O clima da região é considerado 

subtropical úmido, com temperatura média anual de 17,6 °C e precipitação 

pluviométrica inferior a 1300 mm anuais (Moreno, 1961). 

As coletas foram realizadas durante a primavera, o verão e o outono 

dos anos de 1996 a 1998, com permissão das autoridades do Instituto 

Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA, 

licença 138/91-Devies). Os animais foram capturados manualmente no 

sedimento areno-lodoso, dentro da água ou nas tocas e transportados até o 

laboratório em caixas plásticas com água do próprio local. Para minimizar 

possíveis efeitos fisiológicos do ciclo reprodutivo e de períodos de 
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intermudas, foram utilizados somente caranguejos machos adultos no 

período C do ciclo de intermudas (Drach e Tchernigovtzeff, 1967). 

No laboratório os animais foram submetidos a um choque hiposmótico 

(água destilada) por 24 horas, a fim de limpar o conteúdo estomacal e 

eliminar parasitas. A seguir, os animais foram divididos em dois grupos 

experimentais conforme a dieta administrada: rica em carboidratos (RC) ou 

rica em proteínas (RP). Durante as três semanas seguintes de adaptação às 

dietas, os animais foram mantidos em aquários com salinidade de 20° I oo , 

temperatura de 25 ± 2 oc, fotoperíodo natural e oxigenação constante. Os 

animais eram alimentados ad libitum todos os dias ao final da tarde (período 

de maior atividade destes animais no seu habitat natural). As dietas RC e RP 

consistiam, respectivamente, de arroz branco cozido e carne bovina crua. A 

composição das dietas RC e RP foi determinada pelo Dr. C:rystoph Bernasiuk 

(ICTA/UFRGS-), sendo que ambas as dietas apresentam equivalência 

calórica (Tabela 1). 
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TABELA 1. Composição das dietas rica em carboidratos e rica em proteínas 

administradas ad libitum ao caranguejo Chasmagnathus granulata por três 

semanas. Os valores de cada ítem estão expressos em percentuais e o valor 

calórico total está expresso em cal/ 1 OOg. 

Carboidratos 

Proteínas 

Gorduras 

Fibras 

Cinzas 

Umidade 

Valor calórico total 

Dieta Rica em 
Carboidratos 

(arroz branco cozido) 

34,56 

3,34 

0,45 

0,30 

0,02 

61,33 

155,65 

2. Procedimentos experimentais in vivo 

Dieta Rica em 
Proteínas 

(carne bovina crua) 

0,03 

21,59 

6,71 

0,31 

0,35 

71,01 

146,87 

Após as três semanas de adaptação à dieta RC ou RP, os animais 

foram submetidos ao estresse hiperosmótico por 24, 72 e 144 horas. 

Para a realização do estresse hiperosmótico foi utilizada água marinha 

artificial preparada no laboratório com sal marinho (marca CORAL LIFE). A 

salinidade utilizada para a realização dos experimentos foi de 35 o I oo, 

determinada com refratômetro (marca ATAGO S/MILL). A salinidade de 

35° j oo foi escolhida por ser a mais alta salinidade encontrada no local de 

coleta dos animais (Turca to, 1990). 
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Durante o período de estresse hiperosmótico os animais foram 

mantidos em áquarios com as mesmas condições de temperatura, 

fotoperíodo, oxigenação e alimentação do período de aclimatação às dietas, 

recebendo alimento até 16 horas antes de serem sacrificados. A taxa de 

mortalidade, ao longo do estresse hipersalino, foi nula. 

Ao final dos períodos experimentais de 24, 72 e 144 horas de choque 

hiperosmótico, os animais foram imediatamente crioanestesiados e amostras 

de hemolinfa foram coletadas para a determinação dos níveis de glicose. Nos 

grupos submetidos a 24 e 72 horas de estresse, amostras de hemolinfa 

foram coletadas para a determinação da concentração de aminoácidos 

livres. 

A hemolinfa foi coletada das articulações do 4° e 5° pereiópodos, 

utilizando-se seringas de insulina e an ticoagulan te oxalato de potássio a 

10°/o. A seguir, a carapaça dos animais era removida e amostras de 

hepatopâncreas, de músculo e de brânquias anteriores e posteriores foram 

retiradas para a determinação das concentrações de glicogênio e glicose livre. 

As brânquias foram divididas em anteriores e posteriores por exercerem 

funções distintas, estando as brânquias anteriores mais envolvidas com o 

processo respiratório e as posteriores com os processos fisiológicos da 

osmorregulação (Welcomme e Devos, 1994 ) . 

Como grupo controle foram utilizados os animais alimentados com as 

dietas RC e RP e mantidos nos aquários com salinidade de 20° I oo. Os 
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controles foram sacrificados juntamente com os animais dos grupos de 

estresse hiperosmótico, para a realização das dosagens bioquímicas. 

2a. Determinação da concentração de glicose na hemolinfa 

Os níveis de glicose na hemolinfa foram determinados pelo método 

enzimático da glicose-oxidase com o kit Glicose Enz-Color (marca BIO 

DIAGNÓSTICA INDÚSTRIA CLÍNICA LTDA.). Os resultados foram expressos 

em mgjdl. 

2b. Determinação da concentração de aminoácidos na hemolinfa 

A extração dos aminoácidos na hemolinfa foi realizado conforme 

método descrito por Pierce ( 1971) com algumas adaptações: a hemo linfa 

coletada foi colocada em tubos eppendorf (previamente lavados com HCl 

0,6N), contendo etanol 80°/o (hemolinfa:etanol v jv). Esta mistura foi agitada e 

colocada em banho-maria a 75°C por 30 minutos. A seguir, as amostras 

foram centrifugadas a 20.000xg por 30 minutos. O sobrenadante foi 

coletado, e esta fase líquida foi evaporada em um dispositivo de secagem de 

amostra (marca UNIEQUIP, modelo Univapo 150H). A determinação dos 

aminoácidos no resíduo resultante foi realizada pelo Dr. Eduardo Brandt de 

Oliveira (Faculdade de Medicina de Ribeirão PretojUSP) segundo método de 

Barbarash e Quarles ( 1982), onde o resíduo resultante foi ressuspendindo 

em tampão sódio (pH 2,2) e a determinação dos aminoácidos foi executada 

em um analisador automático (marca Beckman, modelo 120), equipado com 
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uma coluna simples (6 x 220 mm, Beckman W-3) e um sistema de reagentes 

de ninhidrina para detecção colorimétrica de aminoácidos. As condições 

usadas para a realização da cromotografia foram adaptadas a partir de um 

sistema de tampões para microcolunas Beckman. 

Em animais mantidos em salinidade de 20°1 oo e alimentados com a 

dieta RP, foram identificados os aminoácidos taurina, serina, glutamato, 

glicina, alanina, prolina, valina, isoleucina, metionina, leucina, tirosina, 

fenilalanina, lisina, histidina e arginina (dados não apresentados) na 

hemolinfa dos caranguejos. Com o objetivo de determinar somente os 

aminoácidos livres que teriam maior papel durante o estresse hiperosmótico, 

foram quantificados os aminoácidos que apresentaram as concentrações 

mais elevadas. Os resultados foram expressos como micromoles. 

2c. Isolamento e determinação do glicogênio 

O isolamento do glicogênio do hepatopâncreas, do músculo daquela e 

das brânquias anteriores e posteriores seguiu o método descrito por Van 

Handel ( 1965) e determinado como glicose após a hidrolize ácida, como 

descrito por Geary et al. ( 1981), utilizando-se o método enzimático da 

glicose-oxidase (kit Glicose Enz-Color). A concentração de glicogênio nos 

diferentes tecidos foi expressa em mgjg de tecido úmido. 
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2d. Determinação da concentração da glicose livre 

Os níveis de glicose livre nos diferentes tecidos foram determinados 

conforme método descrito por Carr e Neff (1984). As amostras dos tecidos 

foram pesadas, homogeneizadas com uma macerador de tecidos (marca 

ULTRA TURRAX) em uma solução de citrato de sódio 100mM, fervidas por 

10 minutos, agitadas e resfriadas à temperatura ambiente. As amostras 

foram mantidas a -20 oc por no máximo 72 horas até a dosagem. Com o 

objetivo de eliminar a interferência dos lipídios foi acrescentada às amostras 

uma mistura de clorofórmio-metanol (2: 1 v jv) na proporção de 2:1 (w jv) e 

centrifugadas por 10 minutos a 2500 rpm. A concentração de glicose livre foi 

determinada pelo método enzimático da glicose -oxidase (kit Glicose Enz­

Color), na fração intermediária obtida com a centrifugação. Os resultados 

foram expressos em mg de glicose livre por g de peso úmido de tecido. 

3. Procedimentos experimentais in vitro 

Foram utilizadas amostras do hepatopâncreas, do músculo 

mandibular e das brânquias anteriores e posteriores de animais submetidos 

à 24 e 72 horas de estresse hiperosmótico, sob as mesmas condições já 

descritas para os experimentos in vivo. Como grupo controle foram utilizados 

os animais que permaneceram em aquários com salinidade de 20° I oo e 

mantidos com a dieta RC ou RP. 
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3a. Captação de glicose 

Porções de hepatopâncreas, de músculo mandibular e das brânquias 

anteriores e posteriores eram retiradas e mantidas em solução fisiológica de 

caranguejo (SFC) gelada, acrescida de 10 mM de HEPES, pH 7,8. A SFC é 

constituída de NaCl 400mM; KCl lOmM; MgCb 10mM; CaCb 25 mM; 
i ' 

H3B03 8,8mM; pH 7,8. Esta SFC foi adaptada ao caranguejo C. granulata a 

partir de Loret ( 1989). 

A metodologia utilizada para o estudo da captação de 2-Deoxi-D-

glicose-C14 foi a descrita por Machado et al. (1982). Os tecidos eram 

divididos em pequenos pedaços (10-30 mg), sendo que nas brânquias foram 

feitos pequenos cortes nas lamelas branquiais e as artérias aferente e 

eferente foram retiradas para possibilitar maior contato do tecido com o meio 

de incubação. Os tecidos eram colocados em tubos eppendorf de 2 ml, 

previamente pesados, contendo 500!-!1 de SFC gelada, HEPES 10 mM e 

0,2!-!Ci de 2-deoxi-D-glicose-1- 14C (55 mCijmmol, Amersham International). 

Os tubos eram pesados novamente para a determinação do peso dos tecidos. 

A seguir foi feita a substituição da fase gasosa por carbogênio (02:C02 , na 

proporção 95:5°/o v jv). Os tubos foram fechados e incubados em banho 

metabólico do tipo Dubnoff sob agitação constante a 25°C durante 120 

minutos. Este tempo de incubação foi determinado por Kucharski (1997) 

como o tempo mais adequado para a realização desta metodologia em C. 

granulata. Após o período de incubação, as reações teciduais eram 

interrompidas em banho de gelo, as amostras de tecido eram retiradas do 
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meio de incubação, lavadas três vezes em SFC gelada, secas em papel filtro e 

colocadas em tubos pirex com tampa, contendo 1 ml de água bi-destilada. 

Os tubos foram congelados a -20°C e depois fervidos por 30 minutos. Este 

procedimento foi realizado por três vezes consecutivas, com o objetivo de 

romper as células e ocorrer a liberação da radioatividade captada pelas 

células, sendo que este meio foi considerado o meio interno. O meio de 

incubação foi considerado o meio externo. 

Amostras de 1001J.l do meio interno ou externo foram dissolvidas em 5 

ml de coquetel de cintilação (Tolueno-Triton 2:1, PPO 0,4%, POPOP 0,01%) 

mais 5001J.l de água bi-destilada para corrigir a turvação. A radioatividade foi 

medida com um contador LKB-Wallac com 97% de eficiência. Os resultados 

foram expressos pela relação entre a radioatividade contida no tecido (meio 

interno) e no meio de incubação (meio externo) (T /M: dpmjml meio interno 

por dpmjml do meio de incubação). 

3b. Síntese de proteínas 

O efeito das dietas RC e RP e do estresse hiperosmótico sobre a síntese 

de proteínas foi determinado segundo método descrito por Richardson et al. 

(1997). Porções (40-100 mg) de hepatopâncreas, de músculo mandibular e 

de brânquias anteriores e posteriores foram colocadas em tubos de 2 ml 

contendo 5001J.l SFC gelada (pH 7 ,8) acrescida de 10mM HEPES, O, 1mM 

fenilmetilsufonil fluoride (PMSF), 0,21J.Ci de L-leucina-U- 14C (310 mCijmmol 

- Amersham International) e SmM L-leucina. Nestes experimentos também 
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foram feitos cortes nas lamelas branquiais das brânquias anteriores e 

posteriores, e as artérias aferente e eferente foram retiradas. 

Os tubos eram aerados por 30 segundos com carbogênio (02:C02, 

95:5o/o v /v) e incubados em banho metabólico 25 oc sob agitação constante. 

Em experimento piloto, utilizando-se o hepatopâncreas, o músculo e as 

brânquias anteriores e posteriores de animais alimentados com a dieta RP, 

foram testados os tempos de uma, três e seis horas sobre a síntese de 

proteínas. Foi escolhido o tempo de quatro horas (Figuras 1 e 2) para a 

realização dos experimentos . 

Decorrido o tempo de incubação, as reações teciduais eram 

interrompidas em banho de gelo, os tecidos lavados por três vezes em SFC 

gelada para tirar o excesso de radioatividade, secos em papel filtro e 

colocados em frascos contendo 500!11 de água bidestilada. As amostras 

foram homogeneizadas com um macerador de tecidos (Marca OMNI MIXER), 

uma parte da amostra foi processada para a quantificação das proteínas 

totais (Lowry et al., 1951), utilizando-se albumina bovina como padrão. A 

outra parte foi processada para a quantificação 14C-proteínas totais. Um 

volume de 250!11 das amostras foi pipetado em filtros de microfibra de vidro 

(GF /B, 24mm, Whatman). Os filtros foram lavados em TCA 10% por 10 

minutos, para que ocorresse a precipitação das 14C-proteínas. A seguir, os 

filtros foram lavados duas vezes em álcool 95% e duas vezes em éter. 

Quando secos, os filtros foram embebidos em 5 ml de líquido de cintilação 

(Tolueno-Triton 2:1, PPO 0,4%, POPOP 0,01%) e a radioatividade 
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quantificada em contador LKB-Wallac com 97% de eficiência. Os resultados 

foram expressos em nmoles de L-U-leucina- 14C incorporada em proteínas 

por mg proteína por tempo de incubação. 
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Figura 1: Efeitos de diferentes tempos de incubação sobre a síntese de 

proteínas a partir de L-leucina-U- 14C- no (A) hepatopãncreas e (B) músculo 

de Chasmagnathus granulata alimentados previamente com uma dieta rica 

em proteínas. As colunas e as barras verticais representam, 

respectivamente, as médias ± EPM de 3 animais. O asterisco representa a 

diferença significativa (P < 0,05) em relação a 1 hora de incubação. 
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Figura 2: Efeitos de diferentes tempos de incubação sobre a síntese de 
proteínas a partir de L-leucina-U- 14C nas (A) brânquias anteriores e (B) 
posteriores de Chasmagnathus granulata alimentados previamente com uma 
dieta rica em proteínas. As colunas e as barras verticais representam, 
respectivamente, as médias± EPM de 3 animais. Os asteriscos representam 
a diferença significativa (P < 0,05} em relação a 1 hora de incubação. 
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4. Tratamento estatístico 

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos (±) o erro 

padrão da média (EPM). Dos dados experimentais obtidos, a comparação 

entre dois pontos foi feita usando o teste t de Student para dados não 

pareados. Para as curvas de tempo, onde os grupos foram tratados com a 

dieta RC ou RP, foram utilizadas a anâlise de variãncia (ANOVA) de uma via 

e duas vias, com teste de comparação de Student-Newman-Keuls (SNK). As 

diferenças entre as médias foram consideradas significativas se os valores de 

probabilidade eram iguais ou menores que O,DS. 

As anâlises estatísticas foram realizadas com o programa Sigma Stat 

compatível com Windows 95 (versão 2.0). 
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RESULTADOS 

1. Efeito de diferentes períodos de estresse hiperosmótico sobr:e o 

metabolismo de carboidratos no caranguejo Chasmagnathus granulata 

alimentado com uma dieta rica (RC} em carboidratos ou proteínas {RP) 

1.1 Concentração de glicose na hemolinfa ao longo do choque 

hiperosmótjco 

As concentrações hemolinfáticas de glicose nos diferentes períodos do 

choque osmótico estão representandas na figura 3. Nos animais alimentados 

com a dieta RC observa-se uma aumento de 40% na concentração de glicose 

ás 144 horas de estresse hiperosmótico (P<0,05). No grupo alimentado com a 

dieta RP não foram observadas variações significativas dos níveis glicose na 

hemolinfa durante o período experimental estudado. 

A concentração de glicose na hemolinfa dos animais do grupo controle 

alimentado com a dieta RC foi 2 vezes (p<0,05) maior do que aquela dos 

caranguejos alimentados com a dieta RP. 
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Figura 3. Concentração hemolinfática de glicose em caranguejos 

previamente alimentados com uma dieta rica em carboidratos (RC) ou 

proteínas (RP), e submetidos a diferentes períodos de estresse hiperosmótico. 

As colunas e as barras verticais representam, respectivamente, a média ± 

EPM de 4-38 animais. O asterisco representa a diferença significativa de {P < 

0,05) em relação ao controle. 
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1.2 Concentração de glicose livre e de glicogênio no hepatopâncr~as 

ao longo do estresse hiperosmótico 

Os resultados dos níveis de glicose livre no hepatopâncreas de 

caranguejos alimentados com a dieta RC ou RP e submetidos a diferentes 

períodos de estresse hipersalino estão representados na figura 4. No tecido 

hepatopancreático dos animais submetidos a dieta RC não foram verificadas 

alterações significativas na concentração de glicose livre, embora, ocorra um 

aumento de 28% às 24 horas e de 35°/o (p>O,OS) às 72 horas de estresse. Os 

animais que foram submetidos à dieta RP aumentaram em 40% (p<O,OS) os 

níveis de glicose livre às 72 horas. Contudo, às 144 horas de estresse, os 

valores de glicose livre diminuíram a valores 48% (p>O,OS) menores que 

aqueles do grupo controle. Não foram constatadas diferenças significativas 

entre os dois grupos experimentais, ao longo do estresse hiperosmótico. 
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Figura 4. Níveis de glicose livre no hepatopâncreas de caranguejos 

previamente alimentados com uma dieta rica em carboidratos (RC) ou 

proteínas (RP), e submetidos a diferentes períodos de estresse hiperosmótico. 

As colunas e as barras verticais representam, respectivamente, as médias± 

EPM de 3-7 animais. O asterisco representa a diferença significativa (P<O,OS) 

em relação ao controle. 
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A concentração de glicogênio no hepatopâncreas de animais 

alimentados com a dieta RC ou RP e submetidos a diferentes períodos de 

estresse hiperosmótico pode ser vista na figura 5. No grupo RC não foram 

constatadas alterações significativas da concentração de glicogênio às 24 e 

72 horas de estresse, entretanto, às 144 horas foi verificado um aumento da 

concentração de glicogênio hepatopancreático de 49% (p>O,OS) em relação ao 

grupo controle. No grupo RP a concentração de glicogênio no hepatopâncreas 

diminuiu 60°/o (p>O,OS) nas primeiras 24 horas de estresse. Contudo, à~ 72 

e 144 horas de estresse hiperosmótico os valores foram semelhantes aqueies 

do grupo controle. Foram verificadas diferenças significativas (p<O,OS) da 

concentração de glicogênio entre os animais mantidos com as diferentes 

dietas. 
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Figura 5. Níveis de glicogênio no hepatopâncreas de caranguejos 

previamente alimentados com uma dieta rica em carboidratos (RC) ou 

proteínas (RP), e submetidos a diferentes periodos de estresse hiperosmótico. 

As colunas e as barras verticais representam, respectivamente, as médias ± 

EPM de 3-9 animais 
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1.3. Efeito de 72 horas de estresse hiperosmótico sobre a captação de 

glicose no hepatopâncreas 

Os resultados do efeito de 72 horas de estresse hiperosmótico sobre a 

captação de 2-Deoxi-D-glicose-l- 14C no hepatopâncreas de C. granulata 

adaptado à dieta RC ou RP, estão representados na figura 6. 

Quando comparadas as duas dietas, verifica-se que os animais do 

grupo controle RC e RP têm a mesma capacidade de captar glicose. 

Entretanto, durante o estresse hipersalino, a captação de glicose pelo 

hepatopâncreas do grupo RC foi aproximadamente 60% (P<0,05) maior 

que aquela do grupo controle. No grupo RP não foram constatadas 

alterações significativas dos valores de captação de glicose às 72 horas de 

estresse hiperosmótico. 
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Figura 6. Captação de 2-Deoxi-D-Glicose-1- 14C no hepatopâncreas de 

caranguejos alimentados previamente com uma dieta rica em carboidratos 

(RC) ou proteínas (RP), e submetidos à 72 horas de estresse hiperosmótico. 

As colunas e as barras verticais representam, respectivamente, as médias ± 

EPM de 5-6 animais. O asterisco representa a diferença significativa (P<0,05) 

em relação ao controle. 
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1.4 Concentração de glicose livre e de glicogênio no músculo ao lo~go 

do estresse hiperosm~ico 

Na figura 7 estão representados os valores de glicose livre no músculo 

de caranguejos alimentados com a dieta RP ou RC e submetidos ao choque 

hiperosmótico. Não foram verificadas diferenças significativas dos níveis de 

glicose livre em ambos os grupos experimentaís ao longo do estresse 

hipersalino, embora no grupo RC tenha ocorrido um aumento de 30% dos 

níveis de glicose livre, às 72 e 144 horas. 

Quando comparados os valores de glicose livre no músculo dos 

animais mantidos com a dieta RC com aqueles do grupo mantidos com a 

dieta RP, não foram verificadas diferenças significativas entre os dois grupos 

experimentais. 
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Figura 7. Níveis de glicose livre no músculo de caranguejos 

previamente alimentados com uma dieta rica em carboidratos (RC) ou 

proteínas (RP}, e submetidos a diferentes períodos de estresse hiperosmótico. 

As colunas e as barras verticais representam, respectivamente, as médias ± 

EPM de 4-9 animais. 
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Na figura 8 estão representados os níveis de glicogênio no músculo de 

animais alimentados com uma dieta RC ou RP e submetidos a diferentes 

períodos de estresse hiperosmótico. Nos caranguejos alimentados com a 

dieta RC • a concentração de glicogênio aumentou cerca de 3,7 vezes às 24 

horas de estresse (p<O,OS). Entretanto, às 72 e 144 horas, os níveis de 

glicogênio diminuíram gradualmente, atingindo valores semelhantes aqueles 

do grupo controle. Nos animais alimentados previamente com a dieta RP, 

não foram verificadas alterações significativamente da concentração de 

glicogênío no músculo ao longo do período experimental estudapo. 

Comparando-se os valores da concentração de glicogênio muscular 

entre os animais mantidos com a dieta RC e aqueles alimentados com a 

dieta RP, constata-se uma diferença significativa (p<O,OS) entre os dois 

grupos experimentais ao longo do tempo. 
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Figura 8. Níveis de glicogênio no músculo de caranguejos previamente 

alimentados com uma dieta rica em carboidratos (RC) ou proteínas (RP), e 

submetidos a diferentes períodos de estresse hiperosmótico. As colunas e as 

barras verticais representam, respectivamente, as médias ± EPM de 6-8 

animais. O asterisco representa a diferença significativa (P < 0,05) _tm 

relação ao controle. 
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1.5 Efeito de 72 horas de estresse hiperosmótico sobre a captação de 

glicose- no músculo 

Na figura 9 estão representados os valores da captação de glicose pelo 

músculo de C. granulata alimentado com a dieta RC ou RP e submetido à 72 

horas de estresse hiperosmótico. No grupo RC não foram verificadas 

diferenças significativas dos valores de captação de glicose durante o 

estresse hipersalino de 72 horas. Já no grupo RP, houve um ao aumento da 

captação de glicose (p>O,OS) de cerca de 56% às 72 horas de choque 

osmótico. A comparação entre os valores de captação de glicose dos animais 

controle alimentados com a dieta RC com aqueles mantidos com a dieta RP 

não demonstra diferença significativa (p>O,OS). Entretanto, às 72 horas de 

estresse os animais do grupo RP captam aproximadamente 48% a mais de 

glicose (p<O,OS) que aqueles do grupo RC. 
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Figura 9. Captação de 2-Deoxí-D-Glicose-1- 14 C no músculo de 

caranguejos alimentados previamente com uma dieta rica em carboidratos 

(RC) ou proteínas (RP}, e submetidos à 72 horas de estresse hiperosmótico. 

As colunas e as barras verticais representam, respectivamente, as médias ± 

EPM 3-4 animais. 
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1.6 Concentração de glicose livre e de glicogênio nas brânquias 

anteriores e posteriores ao longo do estresse hiperosmótico 

A figura 1 O representa os níveis de glicose livre nas brânquias 

anteriores ao longo do choque hiperosmótico. Nos caranguejos alimentados 

com a dieta RC, não foram constatadas variações significativas dos valores 

de glicose livre nas brânquias anteriores quando comparados com aqueles 

obtidos no grupo controle. Nos caranguejos mantidos com a dieta RP, 

verifica-se que às 24 horas ocorreu um aumento de cerca de 49% (p<O,OS) 

dos níveis de glicose livre nas brânquias anteriores. Entretanto, às 72 horas 

de choque osmótico, os níveis de glicose diminuíram , atingindo valores 

semelhantes aqueles encontrados no grupo controle às 144 horas de 

estresse. Comparando os valores de glicose livre nas brânquias anteriores 

entre os animais mantidos com as dietas RC e RP não foram constatadas 

diferenças significativas entre os dois grupos experimentais. 

As variações da concentração de glicogênio nas brânquias anteriores 

dos caranguejos alimentados com a dieta RC ou RP e submetidos ao choque 

hipersalino podem ser vistas na figura 1 L No grupo que recebeu a dieta RC 

não foram constatadas variações significativas dos níveis de glicogênio 

branquial ao longo do período experimental estudado. No grupo que recebeu 

a dieta RP, foi verificado um aumento de 61% (p<O,OS) às 72 horas de 

estresse que se manteve significativamente mais elevado (p<O,OS) até o final 

do período experimental. A administração de uma dieta RC ou RP 
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determina diferenças significativas (p<0,05) das concentrações de glicogênio 

nas brânquias anterior~s. 
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Figura 10. Níveis de glicose livre nas brânquias anteriores de 

caranguejos previamente alimentados com uma dieta rica em carboidratos 

(RC) ou proteínas (RP), e submetidos a diferentes períodos de estresse 

hiperosmótico. As colunas e as barras verticais representam, 

respectivamente, as médias± EPM de 5-9 animais. O asterisco representa a 

diferença significativa (P < 0,05) em relação ao controle. 
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Figura 11. Níveis de glicogênio nas brânquias anteriores de 

caranguejos previamente alimentados com uma dieta rica em carboidratos 

(RC) ou proteínas (RP), e submetidos a diferentes períodos de estresse 

hiperosmótico. As colunas e as barras verticais representam, 

respectivamente, as médias ± EPM de 4-9 animais. Os asteriscos 

representam a diferença significativa (P < 0,05) em relaçâo ao controle. 



RESULTADOS 62 

Os valores de glicose livre encontrados nas brânquias posteriores de 

caranguejos alimentados com a dieta RC ou RP e submetidos a diferentes 

períodos de estresse hipersalino estão representados na figura 12. O perfil 

dos níveis de glicose livre encontrados nas brânquias posteriores ao longu do 

estresse osmótico, assemelha-se aquele verificado nas brânquias anteria:res. 

Os animai& tratados com a dieta RC não apresentaram modificações 

significativas dos níveis de glicose livre ao longo do estresse, embora, à& 24 

horas os valores de glicose livre tenham sido 1,6 vezes maiores (p>O,OS) 1:J_Ue 

aqueles do grupo controle. Nas brânquias posteriores dos animais. adaptaçios 

à dieta RP, 24 horas de estresse hiperosmótico aumentam em 2 vey;es 

(p<0,05t a concentração de glicose livre neste teeido. A partir das 72 horas 

de estresse, os níveis de glicose livre retomam a valores semelhantes 

aqueles do grupo controle. A comparação entre os grupos tratados com a 

dieta RC e aqueles submetidos à dieta RP não demo-nstrou diferença 

significativa (p>0,05) entre os dois tratamentos. 
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Figura 12. Níveis de glicose livre nas brânquias posteriores de 

caranguejos previamente alimentados com uma dieta rica em carboidratos 

(RC} ou proteínas (RP}, e submetidos a diferentes períodos de estresse 

hiperosmótico. As colunas e as barras verticais representam, 

respectivamente, as médias± EPM de 3-9 animais. O asterisco represent?. a 

diferença significativa (P < 0,05} em relação ao contq)le. 
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Na figura 13 estão representados os valores de glicogênio nas 

brânquias posteriores dos caranguejos- alimentados com a dieta RC ou RP e 

submetidos ao choque- hiperosmótico_ No grupo RC não foram constat-adas 

altera-ções significativas da concent1 ação de glicogênio nas brânquias 

pos-teriores ao longo d-e todo o período experim-ental. Já no grupo RP, 

constata-se um aumento de 58% (P < 0,05} às 72 horas de estr~se, 

entretanto, às 144 horas, os valores da concentração de glicogênio f-mam 

semelhantes aqueles do- grupo controle. 
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Figura 13. Níveis de glicogênio nas brânquias posteriores de 

caranguejos previamente alimentados com uma dieta rica em carboidratos 

(RC) ou proteínas (RP), e submetidos a diferentes períodos de estresse 

hiperosmótico. As colunas e as barras verticais representam, 

respectivamente, as médias± EPM de 4-9 animais. O asterisco representa a 

diferença significativa (P < 0,05) em relação ao controle. 
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lr7 Efeito de 72 horaa de estresse- hiperosmiltico sobre a captação de 

e_licose- nas brânquias- anteriores- -e post-erio.res 

Os resultados da captação de glicose pelas brânquias anterio~ e 

posteriores de carangrn~jos adaptados à dieta RC ou RP e submetidos ao 

choque hiperosmótico são apresentados na figura 14 e 15, respectivamente. 

Em ambos os tecidos-~ nãu furam constatadas alterações- significativas da 

captação de glicose após 72; horas de choque hiperosmótico. 

A administração da dieta RC ou RP não alterou significativamente a 

captação de glicose em ambos .as brânqu;ias. 



RESULTADOS 67 

[]Grupo RC 

Eill Grupo RP 

1,2 

l o 
'é) 0,8 
~ ......_ 

0,6 o 
"d 
'o 0,4 ll) 

f-
0,2 i 

o 
Controle 72 

Tempo (horas) 

Figura 14. Captação de 2-Deoxi-D-Glicose-l- 14C nas brãnquias 

anteriores de caranguejos alimentados previamente com uma dieta rica em 

carboidratos (R C) ou proteínas (RP), e submetidos à 72 horas de estresse 

hiperomótico. As colunas e as barras verticais representam, 

respectivamente, as médias ± EPM de 3-7 animais. 
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Figura 15. Captação de 2-Deoxi-D-Glicose-l- 14C nas brãnquias 

posteriores de caranguejos alimentados previamente com uma dieta rica em 

carboidratos (RC} ou proteínas (RP}, e submetidos à 72 horas de estresse 

hiperosmótico. As colunas e as barras representam respectivamente, as 

médias± EPM de 3-6 animais. 
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2.. Efeito de: difere:utes períodos de: est~sse hiperosmótico-~ o 

metabolismo de compostos- nitregeaados no ca~jo 

Ch.asn:tt:.tgnr. grtm:.ala:ta a.ti:me:nta:do eom uma. dieta rica .:em 

carboidrat.os-.ou pro~as 

2...1.. Concentração de aminoácidos na hemolinfa ao longo do ehogue 

hiper-osmétjco 

As concentrações dos aminoácidos glicina, serina, arginina, alanina e 

prolina determinados na hemolinfa de caranguejos adaptados à dieta RC e 

submetidos à 24 e 72 horas de estresse hiperosmótico estão represent~as 

na figura lú etabela 2. 

Em relação ao aminoácido glicina, verifica-se às 24 e 72 horas~ tlma 

díminuíção significativa {p<O.,..OSJ da concentração hemolinfática em 62% e 

52o/o, respectivamente·. A cuncentraçãcr hemolinfática da arginina diminui 

700/o (p->0,05} às 24 heras quando comparada àquela do grupo controle. 

Também, a serina hemolinfãtica reduziu a concentração em cerca de 40°/o 

(p>O,OS} às 72 horas de estresse. Estes valores não foram significativos 

devido ao número de animais (N=3}. As concentrações dos aminoácidos 

alanina e prolina não sofreram alterações marcantes (p>O ,05} ao longo do 

estresse hiperosmótico. 
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Figura 16. Concentração de aminoácidos na hemolinfa de caranguejos 

alimentados previamente com uma dieta rica em carboidratos e submetidos 

ao estresse hiperosmótico de 24 e 72 horas. As colunas e barras verticais 

representam, respectivamente, as médias± EPM de 3 animais. Os asteriscos 

representam a diferença significativa (P<0,05) em relação ao contr.ole. 
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A figura 17 e tabela 2 apresentam os resultados do efeito de dieta RP e 

do- estresse hiperosmótico de 24 e 72 horas sobre as concentrações :dos 

aminoácidos glicina, serina, arginina, alanina e p-rolina na hemolinfa d~ C. 

granul!;lta. 

Não furam verificadas diferenças significativas das concentrações dos 

aminoácidos determinados na hemolinfa de caranguejos adaptados à dieta 

RP nos dois tempos de estresse osmótico estudados. Contudo, observa-se 

que a arginina, alanina e prolina aumentam durante o estresse osmótico 

suas concentrações em cerca de 2 a 3 vezes em relação aos animais 

controles, já a glicina diminui em cerca de 400/o às 72 horas de choque 

hiperosmôtico. Provavelmente, devido ao número reduzido de animais fN=3) 

e ao erro- padrão, este& valores não foram estatisticamente significativos. 

Não foram constatadas diferenças significativas- (p<0,05) nas 

concentrações de alanina,. glicina,. serina, pro-lina e arginina entre os animais 

do grupo: co:ntrole alimentada com a dieta RC e aqueles mantidas com a djeta 

RP. 
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Figura 17. Concentração de aminoácidos na hemo linfa de caranguejos 

alimentados previamente com uma dieta rica em proteínas e submetidos ao 

estresse hiperosmótico de 24 e 72 horas. As colunas e barras verticais 

representam, respectivamente, as médias± EPM de 3 animais. 
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TABELA 2. Efeito da dieta RC ou RP subre a concentração de aminoácidos 

na hemolinfa de caranguejos sub-metidos à 24, 72 e 144 horas de estr-esse 

hiperosmútico. 

Concentração de aminoácidos na hemolinfa de C. granulata (micromoles) 

controle 24 horas 72 horas 

dieta RC dieta RP dieta RC dieta RP Dieta.RC dietaRP 

glicina 0~140±0, (}~107±0, 0~053±0~ 0,.077±0, 0,067±0, 0,06~0, 

023 008 019* 032 012 * 015 

(3) (3) (3} (3} (3} (3) 

serina 0,083±0, 0,067±0, 0,053±0, 0,067±0, 0,050±0, 0,057±0, 

017 00& 020 00& 021 012 

{3) {3) (3) (3J (3} (3) 

arginina 0,080±0, 0,.050±0, 0~023±(}, O,OSG±O, 0,040±0, 0,077±0, 

035 011 008 011 011 -{)42 

(3) {3} (3} (3} (3} (3) 

alanina 0,043±0, 0,.040±0, o-,.040±0:,. 0,050±0, 0,037±0, 0,08Q±O, 

012 006 012 010 007 025 

(3) (3l (3:} {3} (3} (3) 

prol irra 0,033±0, o-,020±0, 0,040±0, 0,063:±0, 0,030±0, 0,053±0, 

012 01 002 OI& OI -008 

(3) (3) (2} {3t (3} (3) 

Os valores representam a média± EPM, { ) representa o número de anin:iais, 

*representa P<0~05. 
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2.2. Estudo in vitro·4a. síntese de 1:4.C-pr-Oteínas no hepat.opâncreas.,, no 

músculo e aas brânquias anteriores -e posteriores de caranguejos 

adaptados~ à dieta :RC lllt RP -e -subm.etidos à 72 horas de estrc;;sse 

kiper~co 

Na figura 18 estão representados os resultados da mcorporação cre L­

leucina-U-14C em 14C-proteínas no hepatopâncreas de caranguejos 

alimentados com a dieta RC ou RP, e submetidos à 72 horas de estresse 

hiperosmiJ!;ico. 

N{}s animais alimentados previamente com a dieta RC, a capacidade de 

síntese de proteínas aumentou 45°/o {p<0,05) com 72 horas de estresse 

hipersalino. Também, no grupo alimentado com a dieta RP, verifica-se -que a 

capacidade de síntese de proteínas aumenta em cerca de 1,7 vezes (p<O.j05) 

em relação- ãquela do grupo controle. Não foram verificadas diferenças 

significativas (p>O,OS) na síntese de proteínas pelo hepatopâncreas, ent~ os 

animais tratados com a dieta RC ou :RP. 
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Figura 18. Síntese de 14 C-proteína a partir de L-leucina-U- 14C pelo 

hepatopâncreas de caranguejos alimentados previamente com uma dieta rica 

em carboidratos (RC) ou proteínas (RC), e submetidos à 72 horas de estresse 

hiperosmótico. As colunas e as barras verticais representam, 

respectivamente, as médias ± EPM de 4-7 animais. Os asteriscos 

representam as diferenças significativas (P <0,05) em relaçâo ao controle. 
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Os valores da síntese de proteínas pelo músculo de caranguejos 

ad-aptados à dieta RC ou RP encontram-se na flgura 19. No grupo tratado 

com a dieta RC, não foram verificadas variações significativas {p>0,05} da 

capacidade de síntese de proteínas no. tempo experimental estudado. Já o 

grupo tratado- com a dieta RP aumentou a capacidade de síntese em 45°/o 

{p<O,OS} às 72 horas de estresse hiperosmótico. 

No músculo, não foram verificadas diferenças significativas da sín:rese 

de proteínas entre os animais mantidos com a dieta rica em carboidratos e 

aqueles alimentados com a dieta rica em proteí:nas. 

A figura 20 demonstra os valores da incorporação de L-leucina-U- 14C 

em 14C-p-roteinas nas brânquias anteriores de caranguejos adaptados à dieta 

RC ou RP e submetidos ao estresse hiperosmótico por 72 ho:r-as. 

Não foram constatadas diferenças significativas na síntese de 

proteínas pelas brânquias anteriores após 72 horas de estresse osmótjco, 

tanto nus animais tratados com a dieta RC como naqueles mantidos COJU a 

dieta RP. A c-omparação dos vale-res da capacidade de síntese de proteínas 

entre os grupos controles,. também não demonstra diferença significativa 

{p:>O,OS}- entre as dietas RC -e RP. 
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Figura 19. Síntese de 14C-proteína a partir de L-leucina-U- 14C pelo 

músculo mandibular de caranguejos alimentados previamente com uma 

dieta rica em carboidratos (RC) ou proteínas (RC), e submetidos à 72 horas 

de estresse hiperosmótico. As colunas e as barras verticais representam, 

respectivamente, as médias ± EPM de 4-7 animais. Os asteriscos 

representam as diferenças significativas {P <0,05) em relação ao controle. 



RESULTADOS 78 

[fJ 

C<S 
::: 500 '(i) _. (L) 

450 o-o 
5. o 

400 ::: o. 
::: 

ã) ã) 350 
ce -.:t: ..-.. -o C<S o 300 ce ::: l<:e 
I- -- o-

DGrupoRC 

ffi1 Grupo RP 

o (L) ce 250 o.-..o 
..... 9 :::: 200 8 õ.. (.) ::: CJ).::: 150 ·- ::: v::, 

100 :::-
"C) o 

E 50 ã5 ::: 
.....)'-"' o I u 

:::: Controle 72 

Tempo (horas) 

Figura 20. Síntese de 14C-proteína a partir de L-leucina-U- 14C pelas 

brânquias anteriores de caranguejos alimentados previamente com uma 

dieta rica em carboidratos (R C) ou proteínas (RC), e submetidos à 72 horas 

de estresse hiperosmótico. As colunas e as barras verticais representam, 

respectivamente, as médias± EPM de 4-5 animais. 
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Na figura 21 está ilustrada a capacidade de síntese de proteínas pelas 

brânquias pesteriores de caranguejos mantidos coma a dieta ri-ca .em 

carboidratos. ou protefnas e suhmetirlns ao- choque hiperosmótico por_ 72 

~ras. 

Após 72 horas de estresse hiperosmõt:ico, verifica-se que as brânquias 

posteriores dos animais tratados. co:m_ a dieta RC, não alteraram ~ua 

capacidade de sínteS€ proreíca. Entretanto.-, as brânquias posteriores dos 

animais- tratados com a dieta RP,_ tiveram um aumentD de 60°/Ó- da 

capacidade de síntese de proteínas às 72 horas de estresse hiperosmóti~. A 

comparação da capacidade de síntese de proteínas, entre os grupos con~les 

tratados- previamente com a dieta RC O:U RP, e entre os grupos submetido ao 

choque osmótico, demonstra que não houve diferença significativas entre 

ambos tratamentos. 
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Figura 21. Síntese de 14C-proteína a partir de L-leucina-U- 14C pelas 

brânquias posteriores de Chasmagnatlrus granulata alimentados 

previamente com uma dieta rica em carboidratos (RC) ou proteínas (RC) e 

submetidos a 72 horas de estresse hiperosmótico. As colunas e as barras 

verticais representam, respectivamente, as médias± EPM de 4-5 animais. O 

asterisco representa a diferença significativa em relação ao controle. 



DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

O presente trabalho demonstra que a composição da dieta 

administrada determina um padrão diferencial de resposta do metabolismo 

de carboidratos e de proteínas à diferentes tempos de estresse hiperosmótico 

em Chasmagnathus granulata. Apesar da diferença no padrão de resposta 

metabólica ao estresse entre as duas dietas, o processo adaptativo à alta 

salinidade obteve índice de 100°/o de sobrevivência em ambos os grupos nos 

tempos experimentais estudados. 

A importância da composição da dieta sobre a regulação das reservas 

de carboidratos no caranguejo C. granulata, já havia sido demonstrada por 

Kucharski e Da Silva (1991a). Os resultados aqui apresentados estão de 

acordo com aqueles encontrados por esses autores que constataram, no 

grupo de animais alimentados com a dieta RC, um aumento significativo dos 

valores de glicose na hemolinfa, das reservas de glicogênio no 

hepatopáncreas e no músculo quando comparados aqueles dos animais 

mantidos com a dieta RP. 

Uma vez que a glicose é o principal substrato energético em 

crustáceos, sendo a principal hexose na hemolinfa desses animais (Herreid e 

Full, 1988; Morris e Airriess, 1998), alterações nos seus níveis circulantes 

são esperadas durante processos reguladores, como o de osmorregulação. 

Entretanto, no presente estudo não foram verificadas alterações dos níveis 
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hemolinfáticos de glicose nos animais adaptados à dieta RP nos períodos de 

estresse hipersalino estudados; Contudo, nos animais submetidos à dieta 

RC os valores de glicose na hemolinfa aumentam significativamente após 

cinco dias de estresse osmótico (Fig. 3). 

De acordo com Santos e Nery ( 1987) em C. granulata, tanto no estresse 

hiposmótico de 0° I oo como no estresse hiperosmótico de 40° I oo, ocorre uma 

hipoglicemia no período de 72 horas. Já Da Silva e Kucharski (1992), 

verificaram que o estresse hiposmótico reduziu à valores nulos a 

concentração de glicose na hemolinfa somente em animais alimentados com 

a dieta RP e submetidos a três dias de choque hiposmótico. No presente 

estudo, a manutenção dos níveis de glicose hemolinfática durante o choque 

hiperosmótico, nos animais aclimatados à dieta RC ou RP, parece indicar 

que a hexose circulante não seria utilizada durante a regulação osmótica. Os 

tecidos estudados, o músculo, as bránquias e o hepatoãncreas demonstram 

capacidade per se de produzirem glicose pela via gliconeogênica, 

provavelmente, a partir de aminoácidos. Em C. granulata essa via 

metabólica foi recentemente comprovada no hepatopãncreas, sendo que a 

composição da dieta não determina uma resposta diferencial da sua 

atividade (Oliveira e Da Silva, 1997). Outro fator importante que 

provavelmente contribuiu para a estabilidade dos níveis de glicose 

hemolinfáticos durante o estresse hipersalino, foi a manutenção do 

comportamento alimentar durante os períodos de choque hiperosmótico, o 

que talvez seja o fator determinante que diferencia os resultados obtidos no 

presente trabalho daqueles constatados por Santos e Nery (1987). Os 
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autores mantiveram os animais em jejum durante todo o período 

experimental de estre~e. 

O tecido hepatopancreático do caranguejo C. granulata apresenta uma 

elevada concentração de glicogênio. Os dados da literatura demonstram que 

esse tecido funcionaria como um sítio de liberação de glicose durante 

situações desfavoráveis, como a restrição alimentar, a anoxia e o estresse 

hiposmótico ( Da Silva e Kucharski, 1992; Nery e Santos, 1993; Vinagre e Da 

Silva, 1993; Oliveira, 1998). 

Os resultados do presente estudo sobre o metabolismo de carboidratos 

no tecido hepatopancreático, demonstram que as dietas não determinam 

diferenças significativas nas concentrações de glicose livre e na capacidade 

de captação de glicose por esse tecido (Figs. 4 e 6). Entretanto, a 

administração da dieta RC elevou significativamente a concentração de 

glicogênio no tecido hepatopancreático, quando comparada àquela do grupo 

RP (Fig. 5}. Verifica-se que a composição da dieta administrada aos 

carangu~os foi determinante para a resposta diferencial do padrão 

metabólico do tecido hepatopancrático durante os períodos de estresse 

estudados. 

Nos animais adaptados à dieta RC, houve um aumento da captação 

de glicose pelo tecido hepatopancreático aos três dias de choque osmótico 

(Fig. 6). Provavelmente, a glicose foi utilizada pelo tecido como substrÇtto 

energético para os processos osmorregulatóríos durante os primeiros dias de 

choque osmótico. Entretanto, aos cinco dias de estresse osmótico, é possível 
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que os aminoácidos captados pelo hepatopâncreas, principalmente a glicina, 

tenham sido utilizados pela via gliconeogênica, levando ao aumento dos 

valores de glicose constatados na hemolinfa dos caranguejos mantidos com a 

dieta RC às 144 horas de experimento (Fig. 3). 

A capacidade dos animais alimentados com a dieta RP de aumentarem 

em cerca de 40% os níveis de glicose livre às 72 horas de choque osmótico, 

parece estar relacionada com a via gliconeogênica desse tecido {Fig. 4). 

Oliveira e Da Silva (I 999) demonstraram que o hepatopâncreas de C. 

granulata alimentado com a dieta RP aumenta significativamente a síntese 

de glicose a partir de 14C-alanina e a atividade da PEPCK às 72 horas de 

choque hiposrnótico. 

Do ponto de vista bioecológico, a alta capacidade de sintetizar glicose, 

independente da dieta disponível~ seria uma vantagem adaptativa para os 

organismos estuarinos, uma vez que esse habitat oferece uma grande 

variedade de itens alimentares, bem como amplas flutuações de fatores 

abióticos, como a salinidade, a temperatura e a concentração de oxigênio 

dissolvido na água. 

Essas alterações ambientais exigem a mobilização de reservas 

energéticas, as quais são consumidas durante os reajustes homeostáticos 

compensatórios {Pillet et al., 1995). Contudo, são necessários estudos mais 

aprofundados para o melhor entendimento do papel da via gliconeogênica no 

caranguejo C. granulata submetidos ao estresse hiperosmótico. 
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A comparação entre as respostas do metabolismo de carboidratos no 

tecido hepatopancreático de C. granulata submetido ao estresse 

hiperosmótico com aquelas obtidas por Da Silva e Kucharski ( 1992) durante 

o choque hiposmótico, utilizando o mesmo protocolo experimental, 

demostra um padrão metabólico bastante diverso. O estresse hiposmótico 

promove o aumento das concentração de glicogênio hepatopancreático nos 

animais adaptados à dieta RP, sem contudo, alterar a concentração de 

glicogênio muscular. O presente estudo mostra que os níveis de glicogênio 

no hepatopâncreas dos animais aclimatados à dieta RP diminuem 60% no 

período inicial do estresse hiperosmótico, apontando para a predominância 

da via glícogenolítica nesse período (Fig. 5}. Já no quinto dia de estre~se 

hipersalino, o tecido hepatopancreático parece restabelecer seus níveis de 

glicogênio, não importando a salinidade do meio no qual o animal se 

encontra, demonstrando uma capacidade adaptativa do tecido ao choque 

osmótico. Entretanto, o tecido hepatopancreático dos caranguejo que foram 

adaptados à dieta RC~ responde ao estresse hiposmótico com reduções dos 

níveis de glicogênio a partir das 24 horas, que se mantêm baixos até às144 

horas de choque hiposmótico (Da Silva e Kucharski, 1992). Ao longo dos 

períodos estudados, o estresse hiperosmótico não alterou significativamente 

as reservas de glicogênio no hepatopâncreas do grupo RC (Fig. 5). 

Oliveira ( 1998) estudando o efeito da anoxia sobre o metabolismo de 

carboidratos no caranguejo C. granulata, comprovou a atividade do sistema 

enzimático glicogênio sintase e glicogênio fosforilase no hepatopâncreas de C. 

granulta adaptados às dietas RC e RP, sendo que em ambos os grupos 
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experimentais as enzimas têm atividades semelhantes. Assim, com o intuito 

de confirmar os dados obtidos no presente trabalho, sobre o efeito do 

estresse hiperosmótico no metabolismo de carboidratos no hepatopâncreas, 

serão necessários estudos futuros sobre a atividade dos sistemas 

enzimáticos glicogênio sintase e glicogênio fosforilase, comprovadamente 

envolvidos nas vias de síntese e degradação do glicogênio em tecidos de 

crustáceos (Seldmeir, 1982; Oliveira, 1998). 

Nos caranguejos C. granulata alimentados previamente com a dieta 

RC, foi no tecido muscular que houve o maior acúmulo de glicogênio durante 

o estresse (Fig. 8). O aumento da concentração de glicogênio muscular às 24 

horas de estresse híperosmótico, sugere que nesse período a via 

gliconeogênica seria ativada, possivelmente, pelo aumento de captação de 

aminoácidos pelo tecido. Em outros crustáceos já foi demonstrado o 

potencial gliconeogênico do tecido muscular (Henry et al., 1994). Estudos 

futuros sobre a captação de aminoácidos e a via gliconeogênica nesse tecido 

serão necessários. A partir das 72 horas de estresse as reservas de glicogênio 

seriam utilizadas no processo adaptativo ao estresse. Concomitantemente à 

diminuição do glicogênio muscular às 72 e 144 horas, verifica-se um 

aumento de aproximadamente 30°/o da concentração de glicose livre no 

músculo no terceiro e no quinto dia de estresse osmótico (Fig. 7). O estresse 

hiperosmótico não altera a capacidade de captar glicose no tecido muscular 

do grupo RC (Fig. 9). Tais achados indicam que em um segundo momento, 

o aumento da salinidade levaria a ativação da via glicogenolítica e, talvez, da 
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via glicolítica, que parece ser a principal rota catabólica da glicose no 

músculo de crustáceos (Chang e O'Connor, 1983). 

Quando se analisa o perfil de resposta do metabolismo de carboidratos 

no tecido muscular do grupo tratado com a dieta RP, constata~se que o 

estresse hiperosmótico não altera as reservas de glicogênio, de glicose liyre 

ou captação de glicose ao longo dos diferentes períodos de estresse 

hiperosmótico estudados (Figs. 7, 8 e 9). Esses dados demonstram que no 

grupo RP, o tecido muscular é capaz de se adaptar ao estresse 

hiperosmótico, sem que haja alteração nas taxas de síntese/mobilização das 

suas reservas de carboidratos. Esta resposta foi semelhante a encontrada 

por Da Silva e Kucharski ( 1992} em C. granulata adaptado à dieta RP e 

submetido ao estresse hiposmótico pelos mesmos períodos de tempos deste 

estudo. 

Santos e Nery (1993), estudando o efeito do estresse hiperosmótico de 

40°1 oo, na mesma espécie de caranguejo, constataram diferenças no perfil do 

metabolismo de carboidratos musculares durante o inverno e verão. Os 

autores constataram que o estresse hipersalino durante três e seis dias no 

verão, aumentava significativamente as concentrações de glicose e de 

glicogênio no tecido muscular. Entretanto, no inverno, o estresse 

hiperosmótico, ao longo de três dias, não foi capaz de alterar as reservas de 

carboidratos no tecido muscular. Deve-se levar em consideração, que nesse 

estudo os animais foram previamente alimentados com uma dieta de 

proteínas e mantidos em jejum durante o choque osmótico. 
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De acordo com Kucharski e Da Silva ( 1991 b), as reservas de-·· lipídjos 

musculares do caranguejo C. granulata senam consumidas 

preferencialmente no verão, enquanto que as reservas de carboidratos 

utilizadas como fonte principal de energia nos meses de inverno. 

No presente estudo, não foi considerado o parâmetro sazonalidade, 

contudo, não podemos descartar a hipótese de que o tecido muscular dos 

animais adaptados à dieta rica em proteínas e submetidos ao choque 

hiperosmôtico, tenha utilizado os lipídios como fonte energética. Hohnke e 

Scheer (1970), em sua revisão sobre o metabolismo de carboidratos em 

crustáceos, sugerem o conceito da "personalidade tecidual", na qual cada 

tecido é caracterizado pelo uso preferencial de distintos substratos como 

fonte energética. 

Conforme Bromberg ( 1992), o caranguejo C. granulata pode ser 

classificado como um regulador hiper-hiposmôtico eurialino, uma vez que 

suporta uma ampla variação de salinidade, sendo capaz de hiperregular de 

0°/oo a 20°/oo e hiporregular em 40°/oo. o ponto isosmótico situa-se entre 

28,5° I oo e 30° I oo, no inverno e verão, respectivamente. A autora destacou o 

processo de regulação isosmótica intracelular como parte dos mecanisrpos 

envolvidos na adaptação desse caranguejo a meios com diferentes 

salinidades, visto que sua concentração hemolinfática de íons sofreu 

consideráveis alterações após os choques osmóticos. 

Durante as adaptações ao estresse osmótico, provavelmente, o tecido 

branquial é o que mais consome energia, uma vez que ele deve assegurar a 
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regulação isosmótica do fluído intracelular como também a regulação 

anisosmótico do fluído extracelular. Segundo Gilles ( 1982) os crustác~os 

eurialinos apresentam esses dois mecanismos básicos para enfrentar o 

estresse osmótico, onde a regulação anisosmótica do fluído extracelular tem 

por objetivo controlar a osmolaridade da hemolinfa independentemente da 

osmolaridade do meio e...x.terno; e a regulação isosmótica do fluído 

intracelular tem o intuito de mantê-lo isosmótico em relação ao extracelular. 

Estudos sobre as respostas fisiológicas do tecido branquial em 

crustáceos eurialinos, têm apontado para alterações da taxa metabólica 

durante as adaptações ao estresse osmótico. Essas respostas estão 

relacionadas à alterações no consumo de oxigênio, proliferação das células 

de cloreto ricas em mitocôndrias, nas atividades das enzimas Na+ jK+-ATPase 

e anidrase carbônica, na taxa de oxidação de aminoácidos, assim como 

mudanças quantitativas nos fosfolípidios de membrana e no conteúdo de 

ATP do tecido (Copeland e Fizjarrell, 1968; Whitney, 1974, Engel et al., 1975; 

Pierce, 1982; Gilles, 1983; Péqueux e Gilles, 1988; Henry, 1988 a, b). 

Está descrito na literatura que o tecido branquial apresenta uma 

diferenciação funcional e estrutural. As brânquias anteriores apresentam um 

epitélio do tipo respiratório e não apresentam alterações significativas na sua 

estrutura pela variação de salinidade do meio. Já nas brânquias posteriores, 

a atividade osmorregulatória é predominante, e dependendo da salinidade do 

meio no qual se encontra, o processo de transporte de cloreto de sódio pode 

ser ativado ou desativado. Também, ocorrem modificações na ultraestrutura 
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do epitélio de transporte, com alterações nas vilosidades da membra,na 

apical e no número de mitocôndrias, indicando alterações no metabolismo 

oxidativo, no consumo de oxigênio e na produção de dióxido de carbono 

{ Gilles e Péqueux, 1985; Péqueux e Gilles, 1988). 

Os dados obtidos no presente estudo sobre o metabolismo de 

carboidratos nas brânquias anteriores e posteriores de C. granulata, 

sugerem que a composição da dieta é capaz de promover um ajuste 

metabólico diferencial no tecido branquial nos períodos de estresse 

hiperosmótico estudados. Embora, os valores iniciais das concentrações de 

glicogênio, de glicose livre e de captação de glicose nesse tecido não tenham 

sido significativamente diferentes. 

As brânquias anteriores e posteriores dos animais do grupo RC não 

apresentaram alterações significativas em suas reservas de carboidratos e 

nem na captação de glicose ao longo do estresse hiperosmótico (Figs. 10, 11, 

12, 13, 14 e 15). 

Já as brânquias anteriores e posteriores dos caranguejos do grupo 

RP, mostram um aumento de aproximadamente 50°/o dos níveis de glicose 

livre às 24 horas de choque hiperosmótico (Figs. 10 e 12), acumulando, no 

terceiro dia de experimento, glicogênio em concentrações aproximadamente 

60o/o mais elevadas que àquelas do grupo controle (Figs. 11 e 13). 

Thrabrew et al., ( 1971) comprovaram a existência da via 

gliconeogênica em brânquias isoladas de Carcinus maenas. Em nosso 

laboratório, estudos prévios (dados não publicados) têm demonstrado que as 
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brânquias de C. granulata possuem uma alta capacidade de sintetizar glicose 

a partir de 14C- alanina. 

Os resultados obtidos no presente trabalho (aumento da concentração 

de glicose livre e de glicogênio) sugerem a ativação da via gliconeogênica 

durante o estresse hiperosmótico, nas brânquias anteriores e posteriores de 

caranguejos C. granulata adaptados à dieta rica em proteínas. Não foi 

constatado aumento significativo da captação de glicose às 72 horas de 

choque osmótico, o que corrobora para a hipótese de síntese de glicose, 

provavelmente, a partir de aminoácidos. A explicação mais viável para esta 

conclusão, indica que a dieta RP forneceria quantidades elevadas de 

aminoácidos, assim, parte destes compostos quando capturados pelo tecido 

branquial durante o choque hiperosmótico, seriam utilizados pela via 

gliconeogênica, fornecendo glicose como fonte energética para o processo de 

osmorregulação. 

Os principais efetores orgânicos osmoticamente ativos em crustáceos 

são os aminoácido livres tissulares, destacando-se a arginina, a alanina, a 

glicina, a prolina, o ácido glutâmico e a taurina. Os aminoácidos livres 

contribuem com aproximadamente 50% da pressão osmótica intracelular 

(Gilles, 1982; Robertson, 1992; Bishop e Burton, 1993) 

Diversos estudos em invertebrados têm demonstrado que durante o 

estresse hiperosmótico, a concentração de aminoácidos tissulares aumenta 

(Okuma e Abe, 1994; Matsushima e Hayashi, 1992; Bishop et ai., 1994; 

Baginske e Pierce, 1977; Bishop e Burton, 1993; Kasschau, 1984; 
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Dragolovich e Pierce, 1992), contudo, poucos são os estudos que levam em 

consideração a composição da dieta sobre a concentração de aminoácidos 

livres hemolinfáticos e teciduais e a síntese de proteínas em tecidos de 

crustáceos (Houlihan et ai., 1990; Houlihan, 1991; Vinagre e Da Silva, 1993; 

Schein et aL 1 1997). 

No camarão Macrobrachium rosembergii, Tan e Choong ( 1981), 

verificaram que o estresse hiperosmótico levava à redução significativa da 

concentração de proteínas hemolinfáticas. Essa diminuição era 

acompanhada pelo concomitante aumento dos aminoácidos livres 

musculares, principalmente, a prolina, o ácido glutãmico, a glicina, a 

alanina e a arginina, indicando o envolvimento desses aminoácidos no 

reajuste osmótico. 

Estudos com crustáceos decápodes demonstraram que as proteínas 

hemolinfáticas e tissulares seriam uma fonte de aminoácidos livres durante 

o estresse osmótico, visto que as concentrações de proteínas na hemolinfa e 

no tecido hepatopancreático, assim como os níveis de aminoácidos livres 

hemolinfáticos, diminuíram durante o choque hiperosmótico (Koening, 1981; 

Tan e Choong, 1981; Tan e Choong, 1981; Freire et al., 1995). Já no 

camarão M. rosembergii, foi verificado um aumento de 300% nos efetores 

orgânicos musculares durante o choque hiperosmótico, sendo que a prolina 

aumentou cerca de 2 a 5 vezes (Tan e Choong, 1981). Assim, parece que a 

degradação das proteínas teciduais tem como objetivo fornecer aminoácidos 
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osmoticamente ativos para que os tecidos possam responder eficientemente 

ao estresse osmótico. 

A quantificação de aminoácidos livres na hemolinfa de caranguejo C. 

granulata demonstrou que em animais adaptados à salinidade de 20°1 ao e 

alimentados com a dieta RC ou RP, os aminoácido que apresentaram as 

maiores concentrações foram a glicina, a serina, a arginina, a alanina e a 

prolina (Fig. 16 e 17}. Na determinação dos aminoácidos livres 

hemolinfáticos no caranguejo C. granulata, não foi feita distinção entre as 

forma D e L-aminoácidos, embora a forma D-aminoácidos exerça um 

importante papel nos processos de osmorregulação em invertebrados 

aquáticos (Preston, 1987; Okuma e Abe, 1994). 

Em ambas as dietas experimentais, as concentrações micromolares 

dos diferentes aminoácidos foram similares. Este dado comprova que a 

composição da dieta não tem influência sobre os níveis basais da glicina, da 

serina, da arginina, da alanina e da prolina (Figs. 16 e 17). Porém, quando 

os animais foram submetidos ao choque hiperosmótico, a composição 

hemolinfática dos animais tratados com a dieta RC apresenta perfil distinto 

daquela dos caranguejos adaptados à dieta RP. Nas primeiras 24 horas de 

estresse hiperosmótico, a concentração de glicina diminuiu 62°/o e os níveis 

de serina e de arginína reduziram em aproximadamente 36% e 70%, 

respectivamente, mantendo-se baixos até o final do período experimental. 

Esses resultados demonstram que os ajustes osmóticos à alta salinidade nos 

caranguejos adaptados à dieta RC, envolvem mudanças marcantes dos 
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níveis hemolinfáticos de aminoácidos livres. A glicina, a serina e a arginina 

parecem ser os efetores orgânicos mais importantes para a resposta 

osmorregulatória em C. granulata adaptado à dieta rica em carboidratos. 

Por outro lado, os animais que foram adaptados à dieta RP, 

apresentaram níveis reduzidos somente do aminoácido glicina, 

aproximadamente 30% e 40% às 24 e 72 horas de choque hiperosmótico. Já 

os aminoácidos arginina, alanina e prolina tendem a aumentarem suas 

concentrações hemolinfáticas às 72 horas, em cerca de 35%, 50% e 62%, 

respectivamente. O choque hiperosmótico não determinou mudanças nas 

concentrações de serina ao longo do tempo. Esses resultados sugerem que 

no grupo RP submetido ao estresse hiperosmótico, o aporte de aminoácidos 

através da dieta aumentou a concentração intracelular de compostos 

nitrogenados, possibilitando aos caranguejos a manutenção dos níveis de 

aminoácidos hemolinfáticos ao longo do estresse hipersalino. 

Devemos destacar o possível papel de fatores neuroendócrino que 

atuariam sobre os níveis hemolinfáticos dos efetores orgânicos ejou 

inorgânicos, durante as adaptações ao estresse osmótico (Mantel, 1985; 

Muramoto, 1988; McNamara et al., 1990; Kamemoto, 1991; Eckhardt et al., 

1995). Trabalhos realizados, tanto in vitro em brânquias isoladas como in 

vivo em animais íntegros, indicam o envolvimento do pedúnculo ocular no 

processo de regulação osmótica em crustáceos. 

Freire et al. ( 1995), estudando o controle neuroendócrino da regulação 

osmótica no camarão Macrobrachium olfersii, demonstraram que a injeção 
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intramuscular de um homogeneizado obtido a partir do pedúnculõ ocuJar, 

levou ao aumento da concentração dos aminoácidos livres hemolinfáticos 

durante o choque hiposmótico. Nos animais submetidos ao choque 

hiperosmótico, o homogenado obtido do gânglio torácico foi mais efetivo em 

promover aumento dos níveis de aminoácidos livres hemolinfáticos. Já 

estudos com o caranguejo Pachygrapsus mannoratus (Eckhardt et al., 1995) 

demonstraram a presença de um peptídeo presente na glândula do seio 

desse crustáceo, com características estruturais semelhante àquelas dos 

membros da família CHH/MIH/VIH. Esse fator neuroendócrino estaria 

envolvido com a atividade da Na+ jK+-ATPase e com o influxo de Na+ através 

da epitélio das brânquias posteriores durante as adaptação fisiológicas à 

alterações de salinidade. Visando um melhor entendimento sobre o contrcDle 

dos processos metabólicos envolvidos na osmorregulação em C. granulata, 

estudos futuros envolvendo fatores neuroendócrinos serão necessários. 

Lyndon e Houlihan (1998), em sua revisão sobre o "turnover"de 

proteínas em brânquias de peixes e crustáceos, demonstraram que o tecido 

branquial é o tecido mais ativo em termos de síntese de proteínas, seguido 

pelo fígado e hepatopâncreas, músculo e coração. Esses dados são 

concordantes com os encontrados no presente trabalho, onde os valores 

para a síntese de proteínas no tecido branquial são 100 vezes maiores que 

aqueles obtidos no hepatopâncreas e no músculo (Figs. 18, 19, 20 e 21). 

O tecido branquial apresenta uma grande área de superfície exposta 

ao meio ambiente, devido a função respiratória e osmorregulatória. Postula-
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se que a síntese de proteínas nas brânquias seja conservada mesmo em 

períodos de condições adversas de temperatura, salinidade ou restrição 

alimentar, o que é justificável pelo papel central desse tecido na 

sobrevivência do animal. Na literatura consultada, não foram encontrados 

dados do efeito de mudanças de salinidade sobre a síntese de proteínas em 

brânquias de invertebrados. Contudo, em Tilapia mossambicus foi 

demonstrado que o aumento abrupto da salinidade leva ao aumento da 

síntese proteíca mitocondrial, que foi atribuída ao aumento da atividade das 

células de cloreto (Suresh et al.,1983). 

Vinagre ( 1992), estudando o metabolismo de proteínas no caranguejo 

C. granulata, demonstrou que as dietas rica em carboidratos ou proteínas 

não determinam diferenças significativas na concentração de proteínas totais 

nos tecidos hepatopancreático, muscular e branquial. 

No entanto, quando analizado o efeito do estresse hiperosmótico sobre 

a síntese de proteínas, verifica-se que nos animais mantidos com a dieta RP 

ocorreu um aumento na incorporação de 14C-leucina em proteínas no tecido 

hepatopancreático, muscular e branquial posterior (Fig. 18, 19 e 21). Os 

tecidos hepatopancreático e muscular dos animais adaptados à dieta RP, 

aumentaram em cerca de 44°/o sua capacidade de síntese de proteínas. Já 

nas brânquias posteriores esse aumento foi de cerca de 61%. 

Lyndon e Houlihan ( 1998) sugerem um elevado grau de plasticidade do 

metabolismo protéico mesmo em condições adversas, o que assegura a 

manutenção da integridade das funções branquiais. 
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No grupo RC, o estresse hiperosmótico de três dias não altera 

significativamente a capacidade de síntese protéica no músculo, nas 

brãnquias anteriores e posteriores do caranguejo C. granulata (Figs. 19, 20 e 

21). Entretanto, o tecido hepatopancreãtico apresentou um aumento de 45% 

da capacidade de síntese de proteínas (Fig. 18). 

Os resultados aqui apresentados permitem sugerir que o tecido 

hepatopancreãtico atue como um importante sítio de produção de compostos 

nitrogenados, independentemente da composição da dieta, durante o 

estresse hiperosmótico, como foi verificados para outras espécies de 

crustáceos (Tan e Choong, 1981; Koening, 1981). Contudo, estudos mais 

detalhados sobre o "turnover" de proteínas e sobre a captação, a 

síntese/degradação de aminoácidos no hepatopâncreas, serão necessários 

para a comprovação dessa hipótese. Também, a determinação da 

concentração de aminoácidos livres nos tecidos do caranguejo C. granulata 

submetidos à dieta RC ou RP e ao choque hiperosmótico, serão relevantes na 

medida em que poderão fornecer informações sobre as concentrações c!os 

principais aminoácidos envolvidos com os processos osmorregulatórios 

teciduais, bem como daqueles envolvidos preferencialmente na síntese 

protéica. 

Concluindo, os resultados obtidos no presente trabalho permitem 

sugerir que a composição das dietas administradas ao caranguejo C. 

granulata diferencia o padrão de resposta do metabolismo de carboidratos e 
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proteínas, bem como a concentração dos aminoácidos hemolinfáticos, 

durante os períodos de estresse hiperosmótico estudados. 
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