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RESUMO GERAL

O caranguejo Chasmagnathus granulata (Crustacea, Decapoda, Grapsidae)

apesar de ter evoluído de formas marinhas é uma espécie tipicamente estuarina,

sendo dificilmente encontrada no mar. Em seu hábitat, o caranguejo permanece

longos períodos fora da água, sendo considerado um animal tipicamente

semiterrestre. As respostas fisiológicas às variações das concentrações de O2

incluem alterações significativas na ventilação, na circulação, no metabolismo e nas

propriedades de afinidade da hemocianina pelo O2. Estudos anteriores comprovaram

que em alguns tecidos específicos da carpa Carassius carassius ocorre redução

significativa da síntese protéica mas no cérebro não ocorre a mesma resposta

metabólica, sugerindo ser esta uma das estratégias de conservação de energia.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que, após uma hora de

anoxia, a glicose hemolinfática aumentou 3 e 4 vezes em animais alimentados com

dieta rica em carboidratos (RC) e rica em proteínas (RP), respectivamente. Após três

horas de recuperação, os níveis glicêmicos retornaram aos valores semelhantes aos

do grupo controle em ambos os tratamentos alimentares. Após uma hora de anoxia,

a concentração de glicose livre nas brânquias anteriores (BA) reduziu

significativamente em animais alimentados com dieta RC (70%) e RP (60%). Nas

brânquias posteriores (BP) de animais alimentados com dieta RC e dieta RP, a

anoxia reduziu 64% e 54% (p<0,05), respectivamente. Estes valores mantiveram-se

reduzidos durante o período de recuperação, tanto nas BA como nas BP. Em

animais alimentados com dieta RP, as concentrações de glicogênio reduziram

somente após três horas de recuperação, tanto em BA como em BP, entretanto,
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somente nas BA de animais alimentados com dieta RP houve um aumento de 118%

(p<0,05) dos níveis de ATP na anoxia e 116% na recuperação aeróbica.

No hepatopâncreas, a síntese proteica reduziu 78% e 65% (p<0,05) na anoxia

e recuperação em animais alimentados com dieta RP, respectivamente. Já nos

animais alimentados com dieta RC, a síntese protéica no hepatopâncreas aumentou

em 42%, na recuperação. No músculo de animais que receberam este tratamento

alimentar, ocorreu um aumento de 213% (p<0,05) na síntese protéica durante o

período de anoxia e uma redução de 12% durante o período de recuperação

aeróbica.

Em caramguejos alimentados com dieta RP, a síntese protéica reduziu na

anoxia 57% nas BA e 36% nas BP. Na dieta RC houve um aumento de 13% da

síntese protéica nas brânquias anteriores e 8% nas brânquias posteriores durante a

recuperação. Portanto, a capacidade de síntese protéica no caranguejo C. granulata,

está relacionada com a característica funcional e a capacidade metabólica do

tecidos submetidos à anoxia e à recuperação aeróbica.

Os resultados do presente estudo demonstram que durante a anoxia e a

recuperação aeróbica no caranguejo C. granulata ocorrem ajustes metabólicos

diferenciados. Estes ajustes também dependem dos tecidos analisados e das dietas

administradas.
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INTRODUÇÃO GERAL

O consumo de oxigênio pelos organismos aeróbicos otimizou a produção de

energia, com a oxidação completa dos substratos energéticos (carboidratos, lipídios

e aminoácidos) para a formação de gás carbônico e de água. A evolução resultou

em eficientes sistemas respiratórios e circulatórios para garantir o aporte adequado

de oxigênio para os órgãos. Com a disponibilidade de oxigênio, várias formas de

vida com alto gasto energético puderam se desenvolver, incluindo a homeotermia

nos mamíferos e aves e a habilidade para locomoção rápida, como o vôo e a

natação (Lutz e Storey, 1997).

A partir do ambiente marinho ancestral, diferentes grupos de animais invadiram

a água doce, enquanto outros migraram para a terra. A adaptação evolutiva à

respiração aérea ocorreu apenas entre os artrópodes e os vertebrados (Barnes,

1984; Schimidt-Nielsen, 1996 apud Dias, 2000).

Os estuários são ecossistemas resultantes da transição entre os ambientes

marinhos 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 como as marés e as precipitações,

impõe a sua biota um elevado estresse ambiental. O estresse pode ser gerado tanto

pelas variações extremas de fatores como a salinidade, e a temperatura bem como

pela quantidade de O2 dissolvido no hábitat (Cooper, 1974; Odum, 1985).

Em estuários e marismas as variações extremas dos fatores ambientais,

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-as a
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tolerar as alterações freqüentes das características físico-químicas do meio. A

adaptação a este ambiente terrestre pode ser observada em diversos grupos de

crustáceos (Pawers e Bliss, 1983; Schmitt e Santos, 1993).

O caranguejo Chasmagnathus granulata (Crustacea, Decapoda, Grapsidae)

apesar de ter evoluído de formas marinhas é uma espécie tipicamente estuarina

sendo dificilmente encontrada no mar. Esta espécie habita pântanos salgados ou

marismas de estuários neotropicais desde o litoral do Rio de Janeiro até o Rio

Grande do Sul, no Brasil, e ao longo de toda a Costa do Uruguai até o Golfo de São

Martin na Argentina (Rathbum, 1918; Boschi, 1964).

Em seu habitat, o caranguejo C. granulata permanece longos períodos fora da

água, sendo considerado um animal tipicamente semiterrestre (Mañe-Garzon e cols,

1974), muito embora Santos e cols. (1987) tenham verificado que o sistema

respiratório desses animais está pouco adaptado à respiração aérea. Entretanto, a

interiorização das brânquias na cavidade branquial e a presença de tufos de cerdas

entre as bases dos pereiópodos apresentam função de transferir água para dentro

da câmara branquial. A manutenção de uma corrente de circulação de água através

da superfície externa do corpo, caracteriza uma circulação extracorpórea. Estas

adaptações têm como finalidade a oxigenação (Hartnol, 1988) bem como a

eliminação do gás carbônico (Bond-Buckup e cols., 1991) quando em respiração

aérea.

O caranguejo C. granulata ocupa preferencialmente os pisos supra e

mesolitorâneos, onde abrem galerias ou tocas com profundidades variáveis, de

acordo com o nível das marés e do lençol freático, fazendo sempre com que haja

água no fundo da toca. Turcato (1990) verificou que o teor de oxigênio dissolvido na

água da toca varia de 2,78 mgO2/L até 11,78 mgO2/L. Porém, nos meses de inverno,
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os níveis de O2 dissolvido nas tocas subterrâneas atingem valores muito próximos

de zero e há uma diminuição do período de atividade dos animais que permanecem

por mais tempo em suas tocas ou galerias.

As respostas fisiológicas às variações das concentrações de O2 incluem

alterações significativas na ventilação, na circulação, no metabolismo e nas

propriedades de afinidade da hemocianina pelo O2.(Oliveira, 1998). A hemocianina é

um pigmento respiratório que apresenta elevado peso molecular. O metal

diretamente ligado à proteína é o cobre e apresenta propriedades semelhantes às

da hemoglobina, captando oxigênio quando a pressão parcial é alta e liberando-o

quando a pressão é baixa. A ligação ao oxigênio com a hemocianina ocorre na

proporção de 1ml de O2/g de pigmento respiratório, sendo que quando oxigenada

apresenta coloração azulada, e quando desoxigenada incolor (Hill, 1980; Withers,

1992).

Hervant e cols. (1995), em um estudo comparativo de sobrevivência a hipoxia

entre duas espécies de crustáceos (Niphargus rhenohodamensis e Gammarus

fossarum), constatou que a diferença na capacidade de tolerância à anoxia estaria

associada ao tipo de hábitat de cada espécie estudada, assim como pelas elevadas

concentrações de glicogênio e arginina fosfato. A redução do metabolismo em

animais com tolerância a anoxia seria a hipótese esperada devido à necessidade de

manutenção da atividade celular com baixo consumo de adenosina trifosfato (ATP).

A síntese protéica, em animais submetidos à anoxia, deveria estar reduzida, pois

este processo gera grande consumo de energia.

Estudos anteriores comprovaram que em alguns tecidos específicos (coração,

fígado e músculo) da carpa Carassius carassius ocorre redução significativa da

síntese protéica enquanto em outro (cérebro) não ocorre a mesma resposta
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metabólica, sugerindo ser esta uma das estratégias de conservação de energia

(Smith e cols., 1996).

Está bem estabelecido que os crustáceos apresentam nos seus tecidos 10

vezes mais aminoácidos que nos tecidos de vertebrados, muitos destes são

importantes para a via gliconeogênica (alanina, ácido glutâmico e arginina), sendo

esta concentração suficiente para síntese de glicose (Thabrew e cols., 1971).

Estudos realizados em C. granulata submetido a anoxia (Oliveira e cols., 2004)

demonstraram que o hepatopâncreas possue capacidade gliconeogênica a partir do

14C-lactato. Oliveira e Da Silva (1997) observaram a via gliconeogênica a partir da

14C–alanina quando C. granulata foram submetido ao estresse hiposmótico.

Em caranguejos alimentados com dieta rica em proteínas (RP) a concentração

de alguns aminoácidos na hemolinfa (arginina, alanina e prolina) de caranguejos

submetidos ao estresse hiperosmótico aumentou 2 a 3 vezes quando comparados

ao grupo controle (Schein, 1999). No entanto Vinagre e Da Silva (1992) estudando o

metabolismo de proteínas no caranguejo C. granulata, demonstrou que as dietas

ricas em carboidratos ou proteínas não determinam diferenças significativas na

concentração de proteínas totais nos tecidos hepatopâncreatico, muscular e

branquial.

Em mamíferos, a dieta rica em carboidratos resulta na elevação da atividade

da piruvato kinase (PK) no fígado e no tecido adiposo, com aumento da

concentração de piruvato (Brito e cols, 2001).

O oxalacetato é convertido a fosfoenolpiruvato (PEP) e após a piruvato, reação

catalizada pela enzima, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e a piruvato

quinase (PK), respectivamente. Este piruvato formado pode seguir duas vias: ser

transportado para as mitocôndrias e ser convertido à acetil-Coa e então ser
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completamente oxidado no ciclo de Krebs ou pode ser transaminado a alanina na

reação catalisada pela alanina aminotransferase (Fig. 1). Assim, este piruvato

produzido a partir da glicose pode formar alanina pelo ciclo de glicose/alanina entre

o músculo e o fígado (Newsholme-Leech,1983).

Produto final do metabolismo anaeróbico (Retirado de Urich, 1994).

Lyndon e Houlihan (1998), em sua revisão sobre a renovação de proteínas em

brânquias de peixes e crustáceos, demonstraram que o tecido branquial é o mais

ativo em termos de síntese de proteínas, seguido pelo fígado e hepatopâncreas,

músculo e coração. O estudo sugere que o tecido branquial apresenta um elevado

grau de plasticidade do metabolismo protéico mesmo em condições adversas, o que

assegura a manutenção da integridade das funções branquiais, sendo de grande

importância para a sobrevivência do animal. Esses dados são concordantes com os

resultados encontrados por Schein (1999), onde os valores de síntese protéica no

tecido branquial foram 100 vezes maiores que aqueles obtidos no hepatopâncreas e

no músculo.

GLICOGÊNIO

FOSFOENOLPIRUVATO

PIRUVATO

ALANINA
LACTATOETANOL

ACETATO

GLICOGÊNIO

FOSFOENOLPIRUVATO

PIRUVATO

ALANINA
LACTATOETANOL

ACETATO
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Nos crustáceos eurialinos, a investigação estrutural do epitélio branquial

(Trausch cols., 1989) demonstra que as mesmas apresentam diferenças funcionais.

As brânquias posteriores são responsáveis pela osmorregulação, por possuindo alta

atividade Na+, K+-ATPase realizada em células transportadoras de Na+ na

membrana basolateral, enquanto que as brânquias anteriores apresentam função

respiratória (Péqueux e Gilles, 1988).

Estudo realizado por Oliveira (1998) em C. granulata demostrou que a

composição da dieta oferecida aos animais diferencia o padrão de resposta do

metabolismo de carboidratos. Após 8 horas de anoxia, ocorrem diferença nas

concentrações de glicogênio e aumento na atividade da fosfoenolpiruvato

carboxiquinase (PEPCK), em caranguejos alimentados com dieta RP. Marqueze

(2004) verificou que a anoxia promoveu redução das concentrações de ATP,

glicogênio e atividade da PK no hepatopâncreas de C. granulata alimentado com

dieta rica em carboidratos (RC) ou proteínas. A hexoquinase (HK) aumentou

somente no hepatopâncreas de animais alimentados com dieta RC. Nery e Santos

(1993) observaram alterações nas concentrações de glicose e glicogênio na

hemolinfa, brânquias, músculo e hepatopâncreas de caranguejos C. granulata

submetido ao estresse hiposmótico durante o inverno e verão. Henry e cols. (1994)

observaram variações na síntese e manutenção de energia durante o exercício, em

três espécies de crustáceos decápodas: Callinectes sapidus, Cardisoma guanhumi e

Gecarcinus lateralis.

A via gliconeogênica é responsável pela síntese de novo de glicose e

glicogênio utilizando como precursores substratos que não carboidratos, como

lactato, aminoácidos, piruvato e glicerol (Moon, 1988). O lactato é produzido

geralmente em condições de hipoxia ou anóxia (Schmitt e Santos, 1993).
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Recentemente, Schein e cols. (2004) comprovaram o envolvimento da via

gliconeogênica muscular no processo de ajuste metabólico ao estresse

hiperosmótico no caranguejo C. granulata alimentado com dieta rica em proteínas

(RP).

Nos tecidos são conhecidos dois ciclos que envolvem a gliconeogênese: o

ciclo de Cori e o ciclo da alanina. Ambos são mecanismos para suprir os tecidos de

glicose como fonte de energia. Entretanto, em algumas situações só funcionam em

tecidos que não oxidam completamente a glicose a CO2 e H2O, liberando alanina ou

lactato como produtos finais do metabolismo anaeróbico da glicose. A conseqüência

disso é que 5 a 7 moléculas de ATP podem ser formadas por molécula de glicose

nos tecidos periféricos que participam do ciclo da alanina e duas moléculas de ATP

no ciclo de Cori (Devlin, 2003).

A glicose é o principal monossacarídeo na hemolinfa de crustáceos e a mais

importante fonte energética (Chang e O`Connor, 1983; Herreid e Full, 1988). Os

níveis de glicose dependem do estágio de muda, da estação do ano, da dieta

administrada, do ciclo circadiano, do estado alimentar e da concentração do

hormônio hiperglicemiante (CHH).

Kucharski e Da Silva (1991 a; b) verificaram que o padrão do metabolismo

energético do C. granulata apresenta mudanças marcantes em função do conteúdo

de carboidratos ou proteínas contidos na dieta administrada. Nos caranguejos

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 àqueles do grupo mantido com dieta protéica. Estes

autores investigaram ainda o efeito da variação sazonal sobre o metabolismo

energético do caranguejo C. granulata, demonstrando que o glicogênio estocado
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pelo hepatopâncreas e pelo músculo seria consumido como substrato energético

durante os meses de primavera e verão. Já no outono e no inverno, os lipídios

musculares seriam o substrato energético preferencial.

Vinagre (1999), realizou estudos com o intuito de verificar os efeitos da ablação

dos pedúnculos oculares sobre a atividade metabólica de C. granulata submetidos

ao choque hiposmótico, após tratamento com as dietas RC ou RP. A autora

demonstrou que ao final do período de 48 horas de ablação dos pedunculos

oculares, os caranguejos alimentados com a dieta RP apresentaram redução de

30% da glicose hemolinfática, enquanto que aqueles alimentados com dieta RC

reduziram em 60% os níveis de glicose na hemolinfa, em relação aos valores dos

caranguejos pré-apedunculados e do grupo controle. Entretanto, após 12 horas de

estresse hiposmótico, tanto os animais apedunculados alimentados com dieta RC

como aqueles alimentados com dieta RP, apresentaram hiperglicemia, recuperando

seus valores iniciais após 16 horas de estresse osmótico. O autor concluiu que,

apesar da ablação bilateral dos pedúnculos oculares, os animais foram capazes de

aumentar a concentração de glicose na hemolinfa, a qual atingiu valores de

concentração semelhantes aqueles dos caranguejos íntegros sendo capazes de

mobilizar as reservas de glicogênio. Este fato indica que há síntese e liberação de

peptídeos da família do CHH de localizações que não nos pedúnculos oculares do

sistema nervoso central (Chang e Keller., 1998; Gu e cols., 2000). Foram

encontradas concentrações pequenas, mas significativas de imunoreatividade do

CHH na hemolinfa de lagostas que foram apedúnculos por mais de um ano (Chang e

Keller., 1998).

O hormônio hiperglicemiante (CHH) é um peptídeo com cerca de 72-74

resíduos de aminoácidos cujo peso molecular varia entre 6-9KDa (Keller, 1992;
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Kummer e Keller, 1993; Sefiani e cols, 1996; Smullen e cols, 1996; Soyez, 1997

apud Vinagre, 1999). Este hormônio está envolvido na regulação do metabolismo

dos carboidratos em crustáceos. É produzido e secretado pelo complexo órgão x-

glândula do seio o qual, secreta o CHH na hemolinfa (Keller, 1992; Santos e Keller,

1993). No caranguejo C. granulata foi observada elevação da concentração de

glicose hemolinfática uma hora após a injeção de extrato do pedúnculo ocular

(Santos e cols., 1987). Morris e Adamczewska (2002) em estudo do metabolismo do

caranguejo migratório Gecarcoidea natalis mencionam que o CHH, apresenta

variação sazonal de sensibilidade ao hormônio. Estudos em lagostins Ornectes

limosus demonstraram que os níveis de CHH podem ser alterados conforme o

estado nutricional, o ritmo circadiano, a temperatura e os níveis de oxigênio.

Em duas espécies de crustáceos, Santos e Keller (1993) verificaram que os

níveis de CHH hemolinfático diminuíram após injeção de glicose e aumentaram após

administração de lactato. Oliveira (1998) observou que a primeira hora de anoxia

ambiental em C. granulata alimentados com dieta rica em carboidratos, provocou um

aumento na concentração de glicose na hemolinfa, sugerindo que a mobilização de

glicose dos tecidos (muscular e branquial) excedeu a sua utilização na via glicolítica

determinando o acúmulo de glicose na hemolinfa. Em outros trabalhos realizados em

crustáceos, foi verificado que a exposição dos caranguejos a hipoxia ou a anóxia

ambiental provoca hiperglicemia (Van Aardt, 1988; Gonçalves, 1993).

O glicogênio é armazenado em altas concentrações nos diferentes tecidos do

crustáceo C. granulata (Kucharski e da Silva, 1991 a, b; Vinagre e Da Silva, 1992;

Nery e Santos, 1993; Schein, 1999; Oliveira e cols., 2001). Em crustáceos, o ciclo de

estocagem/mobilização de glicogênio é controlado pelos estágios da muda, variação

sazonal, ciclo reprodutivo, períodos de escassez de alimentos e estresse osmótico,



17

entre outros fatores (Kucharski e Da Silva, 1991 a, b; Vinagre e Da Silva, 1992;

Oliveira e Da Silva, 2000). A ausência de um depósito central de glicogênio seria

uma adaptação importante para animais que em seu hábitat estariam submetidos a

períodos de hipóxia ambiental e que possuem o sistema circulatório do tipo aberto,

determinando assim uma distribuição menos efetiva de glicose para os tecidos

(Hochachka e Somero, 1984; Santos e Keller, 1993).

Johnston e Davies (1972) mencionaram referem que os hemócitos presentes

na hemolinfa dos invertebrados apresentam polissacarídeos de alto peso molecular

(glicogênio), onde a função principal, similarmente ao hepatopâncreas, seria a

degradação do glicogênio, liberando glicose para a hemolinfa. Assim fica

evidenciada a necessidade de estoques circulantes de carboidratos além dos

tecidos.

Johnston e cols. (1973), em estudo com o caranguejo Carcinus maenas,

realizaram uma análise histoquímica de hemócitos e de células hepatopancreáticas.

Foi sugerido que os hemócitos, além de importante função no metabolismo

intermediário, devido à presença de células do tipo α, apresentam aminoácidos

livres envolvidos na regulação isosmótica. Já o tecido hepatopancreático, além de

secreção de enzimas digestivas, também estaria envolvido no metabolismo de

lipídios devido às suas reservas (Kucharski e Da Silva, 1991b; Schmitt e Santos,

1993).

Vários trabalhos têm demonstrado, em diferentes espécies de crustáceos, que

o glicogênio é um importante substrato para o metabolismo anaeróbico (glicólise

anaeróbica). Entretanto, o lactato é o produto final da degradação anaeróbica da

glicose. Para muitos tecidos, a glicólise anaeróbica é uma via fornecedora de

energia de emergência, capaz de gerar 2 moles de adenosina trifosfato (ATP) para 1
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mol de glicose, na ausência de oxigênio molecular. Assim os níveis de ATP ainda

podem ser mantidos pelo menos por um curto período de tempo (Devlin, 2003). A

glicólise também pode ocorrer em células com suprimento abundante de oxigênio,

desde que as mesmas contenham mitocôndrias (Devlin, 2003). O produto final da

glicólise aneróbica é o piruvato, e pela ação da enzima piruvato desidrogenase, há

formação de Acetil-CoA que será oxidada no ciclo de Krebs a CO2 e H2O gerando

36-38 moles de ATP por 1 mol de glicose (Marks e cols., 1996; Devlin, 2003).

Pasteur (1861) demonstrou, em levedura de cerveja que o oxigênio inibe a

fermentação e que o consumo de glicose é inversamente proporcional à

disponibilidade de oxigênio. Portanto, a via glicolítica é positivamente regulada pela

hipoxia, sendo um dos moduladores da via glicolítica. Este efeito foi evidenciado em

diferentes células e tecidos de invertebrados e vertebrados (Hochachka e Lutz,

2001). Em reconhecimento a Louis Pasteur, este fenômeno é conhecido

mundialmente como “Efeito Pasteur”.

Existem vários trabalhos realizados com relação a diferentes tipos de estresse

ambiental (anóxico, hipóxico, osmótico e jejum) ao qual o caranguejo C. granulata é

submetido (Kucharski e Da Silva, 1991a; Vinagre e Da Silva, 1992; Schein, 1999;

Chittó, 2000; Vinagre e Da Silva, 2002). Trapp (2000) verificou a autofosforilação do

receptor e transdução do sinal da insulina no C. granulata submetidos a diferentes

dietas e ao jejum. Também foi investigado o metabolismo dos carboidratos no

caranguejo C. granulata submetido a anoxia e a recuperação aeróbica (Oliveira,

1998) com diferentes e prolongados tempos de anoxia e de recuperação. Oliveira

(2003) verificou o efeito da anoxia ambiental e de diferentes períodos de

reoxigenação no balanço oxidativo, atividade das enzimas antioxidantes e a

capacidade antioxidante não-enzimática do caranguejo. Marqueze (2004) estudou o
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metabolismo de carboidratos e a atividade de importantes enzimas envolvidas na via

glicolítica (PK e HK) em caranguejos alimentados com dieta RC e RP submetidos a

uma hora de anoxia e a três horas de recuperação aeróbica.

De uma maneira geral, os resultados dos estudos apresentados acima

forneceram informações importantes para que se ampliasse o conhecimento do

controle do metabolismo de carboidratos, bem como da capacidade de síntese

protéica do C. granulata alimentados com dietas ricas em carboidratos (RC) ou rica

em proteínas (RP) durante a anóxia e a recuperação da anóxia.
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OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo determinar o efeito da anóxia e da fase

de recuperação da anoxia sobre o metabolismo de carboidratos e sobre a síntese de

proteínas no caranguejo Chasmagnathus granulata alimentado previamente com

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

Os objetivos específicos foram:

�� Avaliar a concentração da glicose na hemolinfa do caranguejo C.

granulata alimentado com dieta RC ou RP nos grupos controle, anoxia e

recuperação da anoxia;

�� Avaliar os níveis de glicogênio, glicose livre e ATP (adenosina

trifosfato) nas brânquias anteriores e posteriores do caranguejo C. granulata

submetido a anoxia e a recuperação da anoxia;

�� Avaliar a capacidade de síntese protéica nas brânquias anteriores,

brânquias posteriores, músculo e hepatopâncreas, do caranguejo C. granulata

alimentado com dieta RC ou RP nos grupos controle, anoxia e recuperação

da anoxia.
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MATERIAL E MÉTODOS

Coleta e manutenção dos caranguejos

Os caranguejos utilizados neste estudo foram coletados em marismas,

localizado na margem leste da Lagoa de Tramandaí (coordenadas 29º58´ latitude

Sul e 58º08´ longitude Oeste) no município de Tramandaí no Rio Grande do Sul,

Brasil. O clima da região é considerado subtropical úmido, com temperatura média

anual de 17,6°C e precipitação pluviométrica inferior a 1300mm anuais (Moreno,

1961).

Os caranguejos foram coletados manualmente no sedimento areno-lodoso,

dentro da água ou nas tocas e transportados até o Laboratório em caixas plásticas

com água do próprio local; com a permissão de autoridades do Instituto Brasileiro de

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA - portaria nº 332/90).

Foram utilizados somente caranguejos machos, adultos e no período de intermuda,

a fim de minimizar possíveis efeitos fisiológicos do ciclo reprodutivo (Chittó, 2000).

No laboratório, os caranguejos foram mantidos em aquários contendo água

com aeração, salinidade de 20‰, temperatura de 25± 2°C e fotoperíodo natural.

Foram administrados dois tratamentos: caranguejos alimentados ad libitum com

carne bovina crua (grupo RP) ou arroz cozido (grupo RC), por um período de duas

semanas.

Após o período de aclimatação às dietas, os caranguejos foram colocados em

um aquário com 20 litros de água, salinidade de 20‰ e temperatura de 25°C. O
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oxigênio foi substituído por gás nitrogênio (AGA-American Gás Association) durante

40 min. para que a PO2 atingisse 0% (monitorado com um oxímetro Oxel-l/ISO2).

Passados 40 minutos gaseificação com o gás nitrogênio, o aquário foi lacrado com

filme plástico e os animais foram submetidos por uma hora de anoxia.

Após o período experimental, parte dos caranguejos foram retirados do aquário

para posterior análise e os demais caranguejos, foram submetidos a três horas de

recuperação da anoxia (reoxigenação) em aquário aerado com salinidade de 20‰,

conforme método descrito por Oliveira e cols. (2001).

Os caranguejos do grupo controle (C) permaneceram em condições aeróbicas.

Procedimentos Experimentais in vivo

A hemolinfa foi coletada por punção do seio hemolinfático nas articulações do

4o e 5o pereiópodos utilizando-se seringas de 1 mL e anticoagulante oxalato de

potássio a 10% para ser determinada a concentração de glicose na hemolinfa. Após

o período experimental os caranguejos foram crionestesiados e a carapaça

removida. As brânquias anteriores e posteriores foram dissecadas para a

determinação das concentrações de glicogênio, glicose livre e ATP.

Os caranguejos do grupo controle foram sacrificados no mesmo dia que

aqueles dos grupos anoxia e recuperação.
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Concentração de glicose na hemolinfa

Os níveis de glicose na hemolinfa foram determinados pelo método

colorimétrico enzimático da glicose-oxidase com o kit Glicose Enz-Color (Bio

Diagnóstica Indústria Clínica Ltda). Os resultados foram expressos em mg/dL.

Concentração de glicose livre nos tecidos

A concentração de glicose livre foi determinada pelo método descrito por Carr

e Neff (1984). As amostras de tecidos foram pesadas e homogeneizados com ultra-

turrax (OMNIMIXER) em uma solução de citrato de sódio 100 mM, fervidas por 10

min., agitadas e resfriadas à temperatura ambiente. Com o objetivo de retirar a

fração lipídica, foi adicionada uma solução de clorofórmio-metanol na proporção de

(2:1 v/v). Após as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2700rpm. Foi

utilizado o sobrenadante (60 µL) para medir a concentração de glicose livre a qual

determinada pelo método colorimétrico enzimático da glicose-oxidase (Bio

Diagnóstica Indústria Clínica Ltda). Os resultados foram expressos em mg de glicose

livre/g de tecido.

Concentração de Glicogênio nos tecidos

O isolamento do glicogênio das brânquias anteriores e posteriores seguiram o

método descrito por Van Handel (1965) e determinado como glicose após a hidrolise

ácida como descrito por Geary e cols. (1981), utilizando-se o método enzimático da

glicose–oxidase com kit Glicose Enz-Color (Bio Diagnóstica Industria Clinica Ltda)
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com 60 µL de amostra. A concentração de glicogênio foi expressa em gramas por

cento (g %) de tecido úmido.

Concentração do adenosina trifosfato (ATP)

A concentração de adenosina trifosfato (ATP) foi determinada nas brânquias

anteriores (BA) e posteriores (BP) conforme reação abaixo (Pothin, 1999):

PGK

ATP  +  3–fosfoglicerato ⇔⇔ ADP  +  1,3–Difosfoglicerato

GAPD

1,3–Difosfoglicerato + NADH ⇔⇔ Gliceraldeído–3 P+ +  NAD  +  P+

�� GAPD – Gliceraldeído desidrogenase

�� PGK –  Fosfoglicerato fosfoquinase

O tecido foi homogeneizado com TCA 6% em ultra-turrax na proporção de:

5mL/g de tecido e centrifugado durante 3 min. à 10.000 rpm em uma microcentrífuga

(Eppendorf – 5402) com temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado e

congelado em tubos do tipo eppendorf para posterior ensaio, o qual foi realizado em

até 24 horas após a preparação do tecido.

Ensaio: o vial do Kit contém 380 nmol (0,3 mg) de NADH: 1,65 mL da solução

tamponada de ácido fosfoglicérico (PGA) e 3,1 mL de água destilada.

Na cubeta do espectrofotômetro, foram adicionados 940 µL da solução

substrato e 50 µL da amostra do tecido homogeneizado. Após um período de 30
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segundos de estabilização foram adicionados 10 µL de uma mistura das enzimas

GAPD/PGK, agitando-se a seguir o conteúdo da cubeta.

A leitura e o registro das absorbâncias foram realizados num espectrofotômetro

(Ultrospec 2000 UV / visible-Pharmacia Biotech) a 340 nm com uma cubeta (Quartzo

– 500 µL) contendo água destilada como referência. A leitura foi realizada

aproximadamente durante dois minutos quando a absorbância final foi alcançada.

Os valores de ATP foram expressos como µmol ATP por mg de tecido.

Procedimentos experimentais in vitro

Síntese de Proteínas

A análise da síntese protéica foi realizada conforme método descrito por

Richardson e cols. (1997). Amostras dos tecidos (hepatopâncreas, músculo,

brânquias anteriores e posteriores) foram colocadas em tubos do tipo ependorf de 2

mL contendo 500 µL de solução fisiológica de caranguejos (SFC) gelada a 300 mM

(pH 7,8) acrescida de 10 mM HEPES; 0,1 mM de fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF);

0,2 µCi de L-leucina-U-14C (310 mCi/mmol – Amersham International) e 5 mM de L-

leucina no meio de incubação. Os tubos foram aerados por 30 segundos com

carbogênio (O2:CO2. 95:5% v/v) e incubados em banho metabólico (25°C) sob

agitação constante por quatro horas (Schein, 1999).

Após o período de incubação, as reações teciduais foram interrompidas em

banho de gelo, os tecidos lavados por três vezes em solução fisiológica de

caranguejo (SFC) gelada para tirar o excesso de radioatividade, secos em papel

filtro e colocados em frascos contendo 500 µL de água bidestilada. As amostras
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foram homogeneizadas (OMNIMER), onde 250 µL da amostra foram aplicados em

filtros de microfibra de vidro (GF/B, 24mm, Whatman) e após processadas para

quantificação de 14C-proteínas totais.

Os filtros foram lavados com TCA 10% por 15 minutos, para que ocorresse a

precipitação das 14C-proteínas, seguidos por duas lavagens com álcool 95% e duas

vezes com éter. Após secos os filtros foram colocados em tubo plástico descartável

com 2 mL de líquido de cintilação (Tolueno-Triton 2:1 0,4%; POPOP 0,01%) e a

radioatividade foi quantificada em contador LBK-Wallac com 97% de eficiência. As

proteínas totais (10 µL da amostra) foram quantificadas conforme método de

Bradford (1976) utilizando-se albumina bovina como padrão.

Os resultados foram expressos em 14C-leucina - incorporada em proteína

(µmoL/mg/h).
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Tratamento Estatístico

Os resultados foram expressos como a média ± o erro padrão da média (EPM).

Foi utilizado o teste “t” de Student para dados não pareados entre os grupos

controles. Para os grupos experimentais foi utilizada análise de variância (ANOVA)

de uma via e para os tratamentos alimentares (dieta RC ou RP) utilizada análise de

variância de duas vias (ANOVA) com teste de comparação de Student-Newman-

Keuls (SNK). As diferenças entre as médias foram consideradas significativas

quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que 0,05. As análises

estatísticas foram realizadas com o programa Sigma Stat versão 2.0 compatível com

Windows.
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ARTIGOS DESENVOLVIDOS

Posteriormente será feita a versão dos artigos para o inglês e

algumas adaptações na estrutura conforme as regras definidas pela

revista Comparative Biochemistry and Physiology.
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ARTIGO I

Estudo do metabolismo de carboidratos em brânquias do

caranguejo Chasmagnathus granulata alimentado com dieta rica

em carboidratos ou proteínas e submetido a anoxia e a recuperação

da anoxia

Autores: Letícia S. dos Santos, Luciana T. Habekost; Luiz Carlos Kucharski

Porto Alegre, dezembro de 2004
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Resumo

O caranguejo Chasmagnathus granulata é uma espécie típica estuarina que

evoluiu de formas marinhas. Em seu habitat, permanece por longos períodos fora da

água. Algumas estratégias adaptativas permitem aos animais a sobrevivência

durante a hipoxia ou anoxia ambiental: manutenção de altas concentrações de

glicogênio e fosfato (arginina fosfato); utilização de vias anaeróbicas para a

produção de ATP e redução do metabolismo. O presente estudo teve como

finalidade avaliar o metabolismo de carboidratos em diferentes tecidos de C.

granulata submetidos a anoxia e a recuperação da anoxia em caranguejos

alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) ou rica em proteínas (RP).

Os resultados dos experimentos demonstram que uma hora de anoxia a

glicose hemolinfática aumentou 3 e 4 vezes em animais alimentados com dieta RC e

RP, respectivamente. Entretanto, após três horas de recuperação, os níveis

glicemicos retornaram a valores semelhantes aos do grupo controle em ambos os

tratamentos alimentares. A concentração de glicose livre, tanto nas brânquias

anteriores (BA) como nas brânquias posteriores (BP), em animais alimentados com

dieta RC ou RP reduziram (p<0,05) após uma hora de anoxia, mantendo-se

reduzidos durante o período de recuperação da anoxia. As concentrações de

glicogênio reduziram somente após três horas de recuperação, tanto em BA como

em BP, em animais alimentados com dieta RP. Entretanto, somente nas BA

decaranguejos alimentados com dieta RP o nível de ATP aumentou (p<0,05) na

anoxia e na recuperação aeróbica.

Os resultados do presente estudo indicam que a dieta administrada determina

diferentes padrões de ajustes metabólicos nas BA e BP do caranguejo C. granulata,

submetido a anoxia e a recuperação aeróbica.

Palavras chave: anoxia, ATP, caranguejos, decápodas, glicose, metabolismo,

recuperação aeróbica.
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INTRODUÇÃO

Chasmagnathus granulata, um caranguejo da família Grapsidae (Decapoda,

Crustácea), é uma espécie típica de estuário que evoluiu a partir de formas

marinhas. Ele habita pântanos salgados ou marismas de estuários neotropicais do

Brasil, a partir do litoral do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul, além de estar

distribuído ao longo de toda a costa do Uruguai até o golfo de São Martin na

Argentina (Boschi, 1964).

Os estuários são ecossistemas resultantes da transição entre os ambientes

marinhos 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 como as marés e as precipitações,

impõe a sua biota um elevado estresse ambiental (Cooper, 1974; Odum, 1985).

Mudanças tanto comportamentais como estruturais e funcionais (Kinne, 1964 apud

Miranda, 1994) ocorrem nos organismos lagunares e estuarinos, capacitando-as a

tolerar as alterações freqüentes das características físico-químicas do meio.

Está descrito na literatura que existem estratégias adaptativas que permitem a

sobrevivência durante a hipoxia ou anoxia ambiental sendo que a manutenção de

altas concentrações de glicogênio e energia sob a forma de fosfato (arginina fosfato)

em todos os tecidos. Em condições aeróbicas; observa-se a utilização de vias

anaeróbicas para a produção de ATP e a redução do gasto energético (Hervant e

cols., 1995; Childress e Seibel, 1998). Respostas comportamentais, respiratórias,

circulatórias e de afinidade da hemocianina ao O2 foram constatadas em crustáceos

durante a hipóxia ou anoxia ambiental (Cooper, 1974; Odum, 1985 apud Schein,

1999).
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Em seu habitat, o caranguejo C. granulata permanece longos períodos fora da

água, sendo considerado um animal tipicamente semiterrestre (Mañe-Garzon e cols,

1974), muito embora Santos e cols (1987) tenham verificado que o sistema

respiratório desses animais está pouco adaptado à respiração aérea. Entretanto, a

interiorização das brânquias na cavidade branquial e a presença de tufos de cerdas

na base dos pereiópodos apresentam função de transferir água para dentro da

câmara branquial. A manutenção de uma corrente de circulação de água através da

superfície externa do corpo, caracteriza uma circulação extracorpórea. Estas

adaptações têm como finalidade a oxigenação (Hartnol, 1988), assim como

eliminação do gás carbônico (Bond-Buckup e cols, 1991) quando em respiração

aérea.

A glicose é armazenada sob a forma de glicogênio em diferentes tecidos, tanto

em vertebrados como em invertebrados (Devlin, 2003). Este substrato é o principal

monossacarídeo encontrado na hemolinfa e também é armazenada sob a forma de

glicogênio principalmente no músculo, hepatopâncreas, coração, hemócitos e

brânquias. O ciclo de armazenamento/mobilização de glicogênio e os valores de

glicose hemolinfática apresentam flutuações marcantes, dependendo, entre outros

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

alimentar, do ritmo circadiano, da salinidade do meio ambiente e do teor de oxigênio

dissolvido na água (Vinagre e Da Silva, 1992; Kucharski e Da Silva, 1991; Morries e

Airries, 1998; Oliveira e cols., 2004). A ausência de um depósito central de

glicogênio demonstra uma adaptação importante para animais que possuem o

sistema circulatório do tipo aberto com baixa pressão e fluxo lento, determinando

uma distribuição menos efetiva de glicose para os tecidos (Hochachka e Somero,

1984).
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As concentrações de ATP, AMP e ADP em crustáceos decápodas não são

elevadas. Entretanto as concentrações de arginina fosfato no músculo destes

crustáceos são elevadas, em comparação aos insetos e maiores do que creatina

fosfato em vertebrados (Beis e Newsholme,1975; England e Baldwin, 1983). A

arginina fosfato em crustáceos decapodas é muito utilizada na atividade muscular

intensa e em períodos de hipoxia (Hill e col., 1991b; Speed e cols., 2001). Durante

as pausas, após exercício intermitente no caranguejo fantasma Ocypode, há

primeiramente restauração dos níveis de arginina fosfato do que o ATP (Weinstein e

Full, 1998 apud Morris e Adamczewska, 2002). Experimentos realizados em

caranguejos Gecarcoidea natalis demonstram que a restauração de compostos de

alta energia (arginina fosfato) geralmente ocorre mais rapidamente do que a

remoção do lactato. O exercício intenso resulta na produção de lactato tanto no

músculo como na hemolinfa de G. natalis  o qual será metabolizado ao longo do

período de recuperação (Morris e Adamczewska, 2002).

Oliveira e cols. (2004), em estudo com C. granulata, verificou que tanto

caranguejos alimentados com dieta RP quanto aqueles alimentados com dieta RC,

os níveis de L-lactato na hemolinfa aumentaram significativamente após uma hora

de anoxia, enquanto que a síntese de glicose no hepatopâncreas a partir do 14C-

lactato, aumentou após duas horas de anoxia em ambos os tratamentos alimentares.

Os valores de L-lactato na hemolinfa reduziram gradativamente com dezoito horas

de recuperação nos caranguejos alimentados com dieta RC, e reduziu

significativamente atingindo valores semelhantes ao do grupo controle com dezoito

horas de recuperação nos animais alimentados com dieta RP.

Baseado nestas evidências, o presente estudo teve como objetivo avaliar o

metabolismo de carboidratos em C. granulata submetidos a anoxia e a recuperação
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da anoxia em caranguejos previamente alimentados com dietas rica em carboidratos

(arroz cozido) ou proteínas (carne crua bovina).

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta e manutenção dos animais

A coleta dos caranguejos Chasmagnathus granulata, utilizados no presente

estudo foi realizada na Lagoa de Tramandaí, município de Imbé no estado do Rio

Grande do Sul, Brasil, com a permissão das autoridades do Instituto Brasileiro de

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA – portaria nº 332/90).

No laboratório os caranguejos foram mantidos em aquários com salinidade de

20‰, temperatura de 25±2°C, fotoperíodo natural e aeração constante. Estes foram

subdivididos em dois tratamentos dietéticos, sendo alimentados ad libitum, ao final

da tarde, com dieta rica em proteínas (carne crua) ou rica em carboidratos (arroz

cozido) durante 15 dias.

Após o período de aclimatação às dietas, os caranguejos foram colocados em

um aquário onde o oxigênio foi substituído por gás nitrogênio (AGA-American Gás

Association) e gaseificado por 40 minutos, para que a PO2 atingisse 0% (monitorado

com um oxímetro Oxel-l/ISO2). Passados 40 minutos de gaseificação com gás

nitrogênio (N2) o aquário foi lacrado com filme plástico e os caranguejos foram

submetidos por uma hora de anoxia. Após o período experimental parte dos animais

foi retirados para análise, enquanto os demais, foram submetidos a três horas de

recuperação da anoxia (reoxigenação) em aquário aerado contendo água na

salinidade de 20‰. Os caranguejos do grupo controle (C) permaneceram em
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condições aeróbicas (Oliveira e cols., 2001).

Após o período experimental, os caranguejos foram crionestesiados e

amostras de hemolinfa, brânquias anteriores (BA) e posteriores (BP) foram coletadas

para realização das dosagens bioquímicas.

Determinação da concentração de glicose na hemolinfa

A hemolinfa foi coletada por punção do seio hemolinfático nas articulações do

4o e 5o pereiópodos, utilizando-se seringas de 1 mL e anticoagulante oxalato de

potássio a 10%. Os níveis de glicose na hemolinfa foram determinados pelo método

enzimático da glicose-oxidase com o kit Glicose Enz-Color (Bio Diagnóstica Indústria

Clínica Ltda). Os resultados foram expressos em mg/dL.

Determinação da concentração da glicose livre

Os níveis de glicose livre nos diferentes tecidos foram determinados conforme

método descrito por Carr e Neff (1984). A concentração de glicose livre foi medida

pelo método enzimático da glicose –oxidase com o kit Glicose Enz-Color (Bio

Diagnóstica Indústria Clínica Ltda). Os resultados foram expressos em mg de glicose

livre/g de peso úmido de tecido.

Isolamento e determinação do glicogênio

O isolamento do glicogênio das brânquias anteriores e posteriores seguiu o

método descrito por Van Handel (1965) sendo este determinado como glicose após
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a hidrolise ácida, como descrito por Geary e cols. (1981), utilizando-se o método

enzimático da glicose–oxidase (Bio Diagnóstica Indústria Clínica Ltda). A

concentração de glicogênio foi expressa em g % de tecido úmido.

Determinação de Adenosina Trifosfato (ATP)

As brânquias anteriores e posteriores dos diferentes grupos experimentais

foram homeogeneizadas em TCA 6% gelado (1:5 p/v) no homogeneizador Omni

Mixer. O homogenado foi centrifugado a 10.000 g por 3 min a 4°C (Pothin 1999). O

precipitado foi descartado e o sobrenadante foi usado para determinar a

concentração de ATP com o Kit Sigma Diagnose (nº 366-A). Os valores de ATP

foram expressos como µmol ATP por mg de tecido.

TRATAMENTO ESTATÍSTICO

Os resultados foram expressos como a média ± o erro padrão da média (EPM).

Foi utilizado o teste “t” de Student para dados não pareados entre os grupos

controles das diferentes dietas. Para os grupos experimentais foi utilizada análise de

variância (ANOVA) de uma via e para os tratamentos alimentares (dietas RC ou RP)

foi utilizada análise de variância de duas vias (ANOVA) com teste de comparação de

Student-Newman-Keuls (SNK). As diferenças entre as médias foram consideradas

significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que 0,05.

As análises estatísticas foram realizadas com o programa Sigma Stat versão 2.0

compatível com Windows.
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RESULTADOS

Os níveis de glicose na hemolinfa do caranguejo Chasmagnathus granulata

alimentado com dieta rica em carboidratos (RC) ou proteínas (RP) durante a anoxia

e a recuperação da anoxia são mostrados na figura 1. Após uma hora de anoxia, os

valores glicêmicos aumentaram significativamente (p<0,05) em três vezes nos

animais alimentados com dieta RC e em quatro vezes naqueles alimentados com

dieta RP, quando comparados aos caranguejos do grupo controle.

Na recuperação da anoxia, os valores glicemicos retornaram a valores

semelhantes aos do grupo controle em ambos os tratamentos experimentais (dieta

RC ou RP). Os tratamentos experimentais não apresentaram diferençcas

significativas entre si.

A concentração de glicose livre nas brânquias anteriores (BA) e posteriores

(BP) do caranguejo C. granulata submetidos a anoxia e à recuperação da anoxia

são mostrados na figura 2. Nas BA (fig 2A), tanto os animais alimentados com dieta

RC como aqueles alimentados com dieta RP, apresentaram uma redução

significativa dos valores de glicose livre no grupo anoxia, quando comparados aos

valores observados no grupo controle.

Na recuperação da anoxia, os níveis de glicose livre nas BA, foram

significativamente menores em caranguejos alimentados com dieta RC ou RP

quando comparado ao grupo anoxia.

Animais alimentados com dieta RC apresentaram significativamente maiores

concentrações de glicose no grupo controle do que animais alimentados com dieta

RP, tanto em brânquias anteriores como nas brânquias posteriores.

Os resultados de glicose livre encontrado nas BP (fig 2B) foram semelhantes
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aos das BA. Em caranguejos alimentados com dietas RC ou RP, a anoxia reduziu a

concentração de glicose livre, sendo que estes valores mantiveram-se reduzidos na

recuperação da anoxia.

A concentração de glicogênio nas brânquias anteriores e posteriores de

caranguejos C. granulata alimentados com dietas RC ou RP e submetidos a anoxia

e a recuperação da anoxia pode ser observada na figura 3.

Nas brânquias anteriores (fig. 3A), assim como nas brânquias posteriores (fig.

3B) de caranguejos alimentados com dieta RC, não houve diferenças significativas

entre os grupos experimentais. Entretanto, em animais alimentados com dieta RP,

houve uma redução significativa de 73% em BA e 76% em BP (p<0,05) nos níveis

de glicogênio na recuperação aeróbica, quando comparado ao grupo controle e

anoxia.

No grupo controle foi observado um nível significativamente menor (38%) de

glicogênio nas brânquias anteriores (fig. 3A), quando comparado com as brânquias

posteriores (fig. 3B) em animais alimentados com dieta RC. Entretanto, em animais

alimentados com dieta RP, não houve diferença significativa entre os níveis de

glicogênio em ambos os tipos brânquias.

A formação de adenosina trifosfato (ATP) nas BA assim como nas BP do

caranguejo C. granulata, está representada na figura 4. Nos animais alimentados

com dieta RP, observa-se um aumento significativo de 118% nos níveis de ATP

após a anoxia, sendo que estes valores mantiveram-se constantes na BA durante a

recuperação aeróbica (fig. 4A). Com dieta RC os níveis de ATP nas BA não

apresentaram alterações significativas. Apenas nas BP, os níveis de ATP reduziram

significativamente na anoxia, mantendo-se constantes durante a recuperação

aeróbica. Entretanto, nas BP (fig. 4B) os níveis de ATP não variaram



39

significativamente, porém, observa-se uma redução de 17% no grupo anoxia e um

aumento de 18% na recuperação da anoxia, em relação ao grupo controle.
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Figura 1 - Determinação dos níveis glicemicos na hemolinfa do caranguejo C.

granulata exposto a anoxia (1 h) e a recuperação aeróbia (3 h) após a anoxia. Os

dados estão representados como média ± erro padrão, n= 9 - 14. (*) diferença

significativa em relação ao controle, p<0,05; (#) diferença significativa em relação ao

período de anoxia (p<0,05).
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Figura 2 - Determinação dos níveis de Glicose Livre nas brânquias do caranguejo C.

granulata exposto a anoxia (1 h) e a recuperação aeróbia (3 h) após a anoxia. A.

Brânquias anteriores. B. Brânquias posteriores. Os dados estão representados como

média ± erro padrão, n= 5 - 6. (*) diferença significativa em relação ao controle,

p<0,05; (#) diferença significativa em relação ao período de anoxia (p<0,05).
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Figura 3 - Determinação dos níveis de glicogênio nas brânquias do caranguejo C.

granulata exposto a anoxia (1 h) e a recuperação aeróbia (3 h) após a anoxia. A.

Brânquias anteriores. B. Brânquias posteriores. Os dados estão representados como

média ± erro padrão, n= 6. (*) diferença significativa em relação ao controle, p<0,05;

(#) diferença significativa em relação ao período de anoxia (p<0,05).
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Figura 4 - Determinação da formação de ATP nas brânquias do caranguejo C.

granulata exposto a anoxia (1h) e a recuperação aeróbia (3 h) após a anoxia. A.

Brânquias anteriores. B. Brânquias posteriores. Os dados estão representados como

média ± erro padrão, n= 3 - 4. (*) diferença significativa em relação ao controle

(p<0,05).
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DISCUSSÃO

A importância da composição da dieta sobre a regulação das reservas de

carboidratos no caranguejo Chasmagnathus granulata, assim como maiores níveis

de glicose na hemolinfa e concentrações de glicogênio no hepatopâncreas de

animais alimentados com dieta rica em carboidratos (Kucharski e Da Silva, 1991b;

Schein, 1999; Marqueze, 2004). Os resultados obtidos por esses autores são

semelhantes aos encontrados nesse estudo, onde caranguejos alimentados com a

dieta RC apresentaram níveis de glicose na hemolinfa, glicose livre e concentração

de glicogênio nas brânquias anteriores (BA) e posteriores (BP) maiores do que

aqueles alimentados com a dieta RP.

A glicose é o principal substrato energético em crustáceos, sendo a principal

hexose na hemolinfa desses animais (Herreid e full, 1988; Morris e Airries, 1998).

Sedlmeier e Keller (1981) observaram que o hepatopâncreas de Orconectes

limosus, apresentou uma redução na concentração de glicogênio e na incorporação

de [14C]glicose em glicogênio após incubação com CHH. Em C. granulata a

captação de [14C]deoxi-D-glicose no hepatopâncreas também reduziu após quatro

horas de anoxia em animais alimentados com dieta RC e oito horas de anoxia em

caranguejos alimentados com dieta RP, mantendo-se reduzidos no período de

recuperação aeróbica (Oliveira e cols., 2001).

Estudos em Orconectes limosus demonstraram um aumento da concentração

de lactato após duas horas de exposição ao ar atmosférico. Animais apedunculados,

mas que haviam recebido injeções de CHH, apresentaram aumento significativo da

glicose hemolinfática em O. limonus e em C. maenas quando submersos e expostos

ao ar (Santos e Keller, 1993). Oliveira e cols. (2001) observou em caranguejos C.
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granulata um aumento significativo da glicose hemolinfática com 2 horas de anoxia

tanto em animais alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) como em rica em

proteínas (RP). Resultados semelhantes aos encontrados nesse estudo, pois

animais alimentados com dieta RC ou RP apresentaram um aumento significativo

dos níveis de glicose hemolinfática após uma hora de exposição á anoxia. No

entanto a concentração de glicose livre nas brânquias anteriores e nas brânquias

posteriores, de caranguejos alimentados com dieta RC ou RP, reduziu

significativamente após uma hora de anoxia, permanecendo reduzida após 3 horas

de recuperação aeróbica.

Está descrito na literatura que além da concentração/manutenção dos

substratos energéticos, existem estratégias de conservação de energia que são

“acionadas” no momento em que o animal é submetido a períodos de hipoxia ou

anoxia. A resposta inicial da transição entre a normoxia para a hipoxia levaria a

ativação da glicólise, seguida de depressão do metabolismo (Lutz e Nilsson, 1997).

Estudos realizados em cérebro de tartaruga, Trachemys scripta, demonstraram que

a sobrevivencia a anoxia se dá devido a uma severa depressão metabólica, onde a

necessidade energética é mantida somente pela glicólise anaeróbica (Lutz e Kabler,

1997). Marqueze (2004) observou que caranguejos C. granulata alimentados com

dieta RP apresentaram um aumento significativo da atividade da piruvato kinase

(PK) e da produção de 14CO2 a partir do 14C-lactato e 14C-glicose após uma hora de

exposição a anoxia, com aumento significativo nos níveis de ATP no músculo

mandibular.

As brânquias anteriores, que têm principalmente função respiratória,

apresentaram um aumento significativo nos níveis de ATP e redução significativa

dos níveis de glicose livre em caranguejos alimentados com dieta RP e expostos a
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anoxia, sendo que estes valores foram mantidos após a recuperação aeróbica. Estes

resultados sugerem que as brânquias anteriores estariam utilizando glicose para

manutenção de seu metabolismo durante a anoxia e o glicogênio como substrato

energético no processo de reoxigenação, uma vez que a concentração do

glicogênio, na respectiva dieta (RP) apresentou redução significativa após a

recuperação aeróbica. Oliveira e cols. (2001) sugere que a sobrevivência á

anaerobiose no C. granulata, assim como no isopoda Stenasellus virei (Hervant e

cols., 1997), se dá devido a utilização da fermentação dos aminoácidos e do

glicogênio para a produção de ATP. O aumento da atividade da via gliconeogênica

no hepatopâncreas de C. granulata submetido a oito horas de anoxia foi observado

por Oliveira e cols. (2004), onde houve um aumento significativo na atividade da

enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) mitocondrial em caranguejos

alimentados com dieta RP.

A enzima PEPCK compete com a PK por seu substrato comum, e a razão da

atividade da PEPCK e da PK é um bom indicador para a capacidade de produção de

energia anaeróbica pela via do succinato (Urich, 1994). A partir dos resultados da

atividade da PK obtidos por Marqueze (2004) e da estrapolação dos resultados de

PEPCK (Oliveira e cols., 2004) podemos observar que os caranguejos C. granulata

apresentam uma boa tolerância à anoxia. Comparativamente, os animais

alimentados com dieta RP apresentaram uma relação PK/PEPCK maior que aqueles

alimentados com a dieta RC. Este fato é evidenciado nas brânquias anteriores de

animais alimentados com a dieta RP, onde se observa um aumento de 118% nos

níveis de ATP durante a anoxia, ao passo que nos animais alimentados com dieta

RC não foram observadas alterações significativas.

As brânquias posteriores, que são principalmente osmorreguladoras (Péqueux
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e Gilles, 1988; Trausch e cols., 1989), usariam suas próprias reservas de

carboidratos como fonte energética quando submetidos a anoxia, visto que os

caranguejos alimentados com as dietas RP ou RC apresentaram uma redução nos

níveis de glicose livre na anoxia e na recuperação aeróbica. Mas, assim como nas

brânquias anteriores, houve redução da concentração do glicogênio na recuperação

aeróbica em caranguejos alimentados com dieta RP. No entanto, os níveis de ATP

reduziram na anoxia, e se restabeleceram na recuperação aeróbica, atingindo

valores de ATP semelhantes ao grupo controle.

As brânquias posteriores de caranguejos alimentados com a dieta RC,

apresentaram uma redução significativa dos níveis de ATP, em ambos os grupos

experimentais (anoxia e recuperação da anoxia), sem redução da concentração de

glicogênio. Marqueze (2004) observou que caranguejos C. granulata alimentados

com dieta RC e submetidos a uma hora de anoxia, apresentaram redução na

concentração de ATP e na concentração do glicogênio no hepatopâncreas (Oliveira

e cols., 2001). No entanto, a atividade da hexoquinase (HK) aumentou

significativamente. Este dado sugere o favorecimento da produção local de glicose

para o metabolismo anaeróbico (Devlin, 2003), pois os crustáceos apresentam um

sistema de circulação aberta, caracterizado por baixo fluxo e pressão, o que

dificultaria a regulação da distribuição da hemolinfa nos diferentes tecidos (Schmidt-

Nielsen, 1983). Nery (1990) sugeriu a necessidade de um “órgão” que apresentasse

a função de estoque e fornecimento central de carboidratos, onde o hepatopâncreas

e o músculo (Passano, 1960; Vonk, 1960 apud Schmitt e Santos, 1993) teriam tal

característica. Segundo Oliveira e Da Silva (2000), o hepatopâncreas, além de ser

considerado como um local de liberação de glicose durante situações de estresse

osmótico, anoxia, jejum e variação sazonal, apresenta características funcionais



48

importantes: armazenamento de lipídios e glicogênio, secreção de enzimas

digestivas e capacidade para a via gliconeogênica. Tais características, no animal

como um todo, mantém uma associação e cooperação com outros tecidos para a

manutenção da homeostase ao longo do estresse.

O período de recuperação possui grande importância para restauração das

reservas energéticas, com exceção das concentrações de glicogênio (Hervant e

cols., 1997), onde o acumulo dos produtos finais do metabolismo anaeróbico são

removidos. Acredita-se que nas primeiras horas de recuperação teríamos um

aumento da oxidação do lactato (lactato – piruvato - acetil-coa - Ciclo de krebs) e

tardiamente um restabelecimento das reservas de glicogênio (Oliveira e cols., 2001;

Marqueze, 2004). Marqueze (2004) observou que três horas de recuperação, levou

a um aumento da atividade da PK com aumento da oxidação da 14C-glicose no

hepatopâncreas de caranguejos alimentados com dieta RC. Estes dados podem

justificar os resultados encontrados no presente estudo onde observa-se que a

concentração de glicose hemolinfática, retornam aos valores do grupo controle após

três horas de recuperação aeróbica. Contudo, os valores de glicose livre no tecido

branquial mantiveram-se reduzidos, sugerindo que as reservas de glicogênio e a

oxidação da glicose seriam vias para suplementação energética na recuperação

aeróbica em caranguejos alimentados com dieta RC.

Os animais alimentados com dieta RP apresentam maior atividade da via

gliconeogênica a partir do 14C-lactato após 12 h de recuperação (Oliveira e cols.,

2004). Marqueze (2004) observou que a atividade da PK e as concentrações de

glicogênio no hepatopâncreas mantiveram-se reduzidos após três horas de

recuperação em caranguejos alimentados com dieta RP, assim como obserados nas

brânquias anteriores e posteriores no presente estudo. A concentração de glicose na
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hemolinfa em caranguejos alimentados com dieta RP apresentaram redução

significativa após três horas de recuperação. Estes resultados sugerem que a via

gliconeogênica em alguns tecidos, o uso dos ácidos graxos e concentrações de

arginina fosfato seriam uma forma de suplementação energética utilizada na

recuperação aeróbica (Marqueze, 2004; Oliveira e cols., 2004; Hervant e cols., 1997;

Morris e Adamczewska, 2002) bem como na ativação de processos endergônicos

que levariam a uma redução dos níveis de glicose hemolinfática (Oliveira e cols.,

2001).

A partir dos resultados apresentados no presente estudo, sugere-se que,

dependendo do tecido analisado e da composição da dieta administrada, diferentes

ajustes metabólicos podem ser observados no caranguejo C. granulata  submetidos

à anoxia e à recuperação da anoxia. Para melhor entendimento do metabolismo

energético nesta espécie, seriam necessários estudos posteriores visando a

determinação da concentração da arginina fosfato durante os ajustes metabólicos ao

estresse anóxico e à recuperação aeróbica.
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Resumo

Os estuários são ecossistemas resultantes da transição entre os ambientes

marinhos e límnicos. Esses ecossistemas sofrem a influência de fatores como as

marés e as precipitações, impondo a sua biota um elevado estresse ambiental. O

estresse pode ser gerado tanto pelas variações de fatores como a salinidade, a

temperatura bem como pela quantidade de O2 dissolvido no ambiente. A redução do

metabolismo em animais tolerantes a anoxia ocorre para a manutenção da atividade

celular e com baixo consumo de ATP. Estudos demonstraram que no fígado,

coração e músculo da carpa Carassius carassius ocorre redução da síntese protéica

sugerindo ser esta a estratégia de conservação de energia. Portanto, o presente

estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de síntese protéica no

hepatopâncreas, músculo e brânquias anteriores (BA) e posteriores (BP) do

caranguejo Chasmagnathus granulata submetidos a anóxia e a recuperação da

anoxia após serem alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) ou proteínas

(RP).

Os resultados obtidos demonstram que a síntese de proteínas no

hepatopâncreas reduziu significativamente na anóxia (78%) e na recuperação (65%)

em caranguejos alimentados com dieta RP. Em animais alimentados com dieta RC,

a síntese protéica aumentou 42% na recuperação. A síntese de proteínas no

músculo de animais alimentados com dieta RC aumentou 213% (p<0,05) na anoxia

e reduziu 12% na recuperação aeróbica. Nas brânquias anteriores houve redução

significativa de 57% na síntese protéica, enquanto nas brânquias posteriores a

redução foi de 36% da síntese protéica na anoxia em caranguejos alimentados com

dieta RP. Na dieta RC, ocorreu um aumento de 13% da síntese protéica nas BA e

8% nas BP, na recuperação aeróbica.

Os resultados obtidos sugerem que a síntese protéica durante a anoxia e

durante a recuperação nos diferentes tecidos, está relacionada com a característica

funcional e a capacidade metabólica de cada tecido, independente da dieta

administrada.

Palavras chave: alanina, anoxia, caranguejos, glicose, metabolismo, síntese de

proteína, recuperação aeróbica.
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INTRODUÇÃO

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-as a

tolerar as alterações freqüentes das características, físico-químico do meio. A

adaptação a este ambiente terrestre pode ser observada em diversos grupos de

crustáceos (Pawers e Bliss, 1983 apud Schmitt e Santos, 1993).

O caranguejo C. granulata (Crustacea, Decapoda, Grapsidae) ocupa

preferencialmente os pisos supra e mesolitorâneos, onde abrem galerias ou tocas

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

fazendo sempre com que haja água no fundo das tocas. O teor de oxigênio

dissolvido na água varia de 2,78 mgO2/L até 11,78 mgO2/L. Nos meses de inverno,

os níveis de O2 dissolvido nas tocas subterrâneas atingem valores muito próximos

de zero apresentando uma redução do período de atividade dos animais, que

permanecem por mais tempo em suas tocas ou galerias (Turcato,1990).

Estudo realizado em Chasmagnathus granulata demonstrou que a composição

da dieta oferecida aos animais, diferencia o padrão de resposta do metabolismo de

carboidratos, com diferenças nas concentrações de glicogênio no hepatopâncreas e

no músculo (Kucharski e Da Silva, 1991b). Oliveira (1998) observou um aumento na

atividade da enzima chave para a gliconeogênese a fosfoenolpiruvato

carboxiquinase (PEPCK), fração mitocondrial após 8 horas de anoxia no

hepatopâncreas de caranguejos C. granulata alimentados com dieta RP. Marqueze

(2004) verificou que a anoxia promoveu uma redução das concentrações de ATP,
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glicogênio e atividade da piruvato quinase (PK) no hepatopâncreas de C. granulata

alimentados com dieta RP ou RC. Entretanto a hexoquinase (HK) aumentou

somente nos animais alimentados com dieta RC. Variações na produção de energia

durante o exercício também foram observadas; em três espécies de crustáceos

decapodas: Callinectes sapidus, Cardisoma guanhumi e Gecarcinus lateralis (Henry

e cols., 1994).

Hervant e cols. (1995) em um estudo comparativo da sobrevivência à hipoxia

entre duas espécies de crustáceos (Niphargus rhenohodamensis e Gammarus

fossarum) constatou que a diferença na capacidade de tolerância a anoxia estaria

associada ao tipo de habitat de cada espécie estudada, assim como pelas elevadas

concentrações de glicogênio e arginina fosfato. A redução do metabolismo em

animais com tolerância a anoxia seria a hipótese esperada devido a necessidade de

manutenção da atividade celular com baixo consumo de ATP. Da mesma forma foi

observado que a síntese proteica, processo que gera consumo de energia também

deveria estar reduzido.

Estudos demonstraram que no coração, fígado e músculo da carpa Carassius

carassius ocorre redução significativa da síntese protéica, entretanto no cérebro não

houve a mesma resposta metabólica, sugerindo ser esta uma das estratégias de

conservação de energia (Smith e cols., 1996).

Lyndon e Houlihan (1998), em sua revisão sobre a renovação de proteínas em

brânquias de peixes e crustáceos, demonstraram que o tecido branquial é o mais

ativo em termos de síntese de proteínas, seguido pelo fígado, o hepatopâncreas,

músculo e coração. O estudo sugere que o tecido branquial apresenta um elevado

grau de plasticidade do metabolismo protéico, mesmo em condições adversas, o que

assegura a manutenção da integridade das funções branquiais, as quais tem grande
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importância para a sobrevivência do animal. Resultados semelhantes foram

encontrados por Schein (1999), onde os valores de síntese protéica nas brânquias,

de caranguejos C. granulata submetidos ao estresse hiperosmótico, apresentaram

100 vezes mais capacidade de síntese protéica, que aqueles obtidos no

hepatopâncreas e no músculo.

Baseado nestas evidências o presente estudo teve como objetivo verificar o

efeito da dieta rica em carboidratos (arroz cozido) ou proteínas (carne crua bovina)

sobre a capacidade de síntese protéica em diferentes tecidos do caranguejo C.

granulata submetidos a anóxia e a recuperação da anoxia.

MATERIAIS E MÉTODOS

Coleta e manutenção dos animais

A coleta dos caranguejos C. granulata, utilizados no presente estudo foi

realizada na Lagoa de Tramandaí, município de Imbé no estado do Rio Grande do

Sul, Brasil, com permissão das autoridades do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente

e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA – nº 332/90). Os animais foram

capturados no sedimento areno-lodoso, na água e nas tocas e colocados em caixas

plásticas com água do próprio local para o transporte até o Laboratório.

No laboratório os caranguejos machos foram submetidos a dois tratamentos:

dieta rica em proteínas (carne crua bovina) ou rica em carboidratos (arroz cozido)

alimentados ad libitum, diariamente ao final da tarde. Durante os 15 dias de

aclimatação às dietas, os animais foram mantidos em aquários com salinidade de

20‰, temperatura de 25±2°C, fotoperíodo natural e aeração constante.
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Após o período de aclimatação às dietas, os animais foram colocados em um

aquário onde o oxigênio foi substituído por gás nitrogênio (AGA - American Gás

Association) e gaseificado por 40 minutos, para que a PO2 atingisse 0% (monitorado

com um oxímetro Oxel-l/ISO2). Passados 40 minutos de gaseificação com gás

nitrogênio (N2), o aquário foi lacrado com filme plástico e os animais foram

submetidos a uma hora de anoxia. Após o período experimental parte dos animais

foi retirada e submetida a três horas de recuperação da anoxia (reoxigenação) em

aquário aerado com salinidade de 20‰ (Oliveira e cols., 2001).

Os animais do grupo controle (C) permaneceram em condições aeróbicas.

Após o período experimental, os animais foram crioanestesiados e amostras

de brânquias anteriores (BA), posteriores (BP), hepatopâncreas e músculo da

mandíbula foram coletados para realização dos experimentos in vitro de síntese

protéica conforme método descrito por Richardson e cols. (1997). Os tecidos foram

incubados em tubos do tipo eppendorf contendo 500 µL de 300mM de solução

fisiológica de crustáceo (SFC) pH 7,8, acrescida de 10 mM HEPES; 0,1 mM de

fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF); 0,2 µCi de L-leucina-U-14C (310 mCi/mmol –

Amersham) e 5 mM de L-leucina não marcada. Os tubos foram aerados com

carbogênio (O2:CO2. 95:5% v/v) e incubados por quatro horas em banho metabólico

a 25°C sob agitação constante (Schein, 1999). Após a incubação as amostras foram

homogeneizadas, e um volume de 250µL da amostra foi colocado em filtros de

microfibra de vidro (GF/B, 24 mm, Whatman). Os filtros foram lavados com TCA 10%

por 10 minutos, a seguir os filtros foram lavados duas vezes em álcool 92% e duas

vezes em éter. Quando secos, os filtros foram colocados em frascos com líquido de

cintilação e a radioatividade quantificada em contador LKB-Wallac. Os resultados

foram expressos em µmoles de L-U-leucina-14C incorporada em proteínas por mg
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proteína tecidual por tempo de incubação.

As proteínas totais (10 µL da amostra) foram quantificadas segundo método de

Bradford (1976) utilizando-se albumina bovina como padrão.

TRATAMENTO ESTATÍSTICO

Os resultados foram expressos como a média ± o erro padrão da média

(EPM). Foi utilizado o teste “t” de Student para dados não pareados entre os grupos

controles. Para os grupos experimentais foi utilizada análise de variância (ANOVA)

de uma via e para os tratamentos alimentares (dietas RC ou RP) foi utilizada análise

de variância de duas vias (ANOVA) com teste de comparação de Student-Newman-

Keuls (SNK). As diferenças entre as médias foram consideradas significativas

quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que 0,05. As análises

estatísticas foram realizadas com o programa Sigma Stat versão 2.0 compatível com

Windows.
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RESULTADOS

O efeito da síntese de proteínas no hepatopâncreas no caranguejo

Chasmagnathus granulata, alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) ou

proteínas (RP) e submetidos a anoxia e a recuperação aeróbica é mostrado na

figura 1.

Nos caranguejos alimentados com dieta rica em proteínas (RP) houve uma

redução significativa da síntese de proteínas no hepatopâncreas (fig. 1) dos grupos

experimentais anoxia e recuperação, em 78% e 65%, respectivamente. Observou-se

resultado diferenciado em caranguejos alimentados com dieta rica em carboidratos

(RC), onde não houve alteração da síntese protéica no grupo anoxia, mas um

aumento de 42%, não significativo, no grupo de recuperação aeróbica.

Os resultados do efeito das dietas RC ou RP sobre a síntese de proteínas no

músculo do caranguejo Chasmagnathus granulata submetidos a anoxia e a

recuperação da anoxia, está representado na figura 2. Nos animais alimentados com

dieta RC houve um aumento significativo de 213% na síntese de proteínas no grupo

anoxia, e redução de 12% na recuperação aeróbica, quando comparado ao grupo

controle. Não houve mudança significativa da síntese protéica entre os grupos

experimentais alimentados com dieta rica em proteínas.

A comparação do efeito das dietas RC e RP sobre a síntese de proteínas nos

diferentes grupos experimentais não mostrou uma diferença significativa nos tecidos

hepatopancreático e muscular (fig. 1 e 2).

O efeito da síntese de proteínas em animais alimentados com dieta RC ou RP,

submetidos a anoxia e a recuperação da anoxia nas brânquias anteriores (BA) e

posteriores (BP) do caranguejo Chasmagnathus granulata estão representados na
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figura 3.

Nas brânquias anteriores de caranguejos alimentados com dieta RP (fig. 3a)

houve uma redução significativa da síntese protéica no grupo experimental anoxia.

Nas brânquias posteriores (fig. 3b) houve redução da síntese protéica em 36%

durante a anoxia retornando os valores semelhantes àqueles do grupo controle na

recuperação aeróbica.

Na dieta RC houve aumento de 13% da síntese protéica na recuperação

aeróbica em brânquias anteriores em relação ao grupo controle, mas este aumento

não foi estatisticamente significativo. Resultados semelhantes foram encontrados

nas brânquias posteriores, entre os grupos experimentais, para animais alimentados

com dieta rica em carboidratos.

Observou-se que caranguejos alimentados com dieta RC apresentaram maior

capacidade de síntese de proteínas nas brânquias anteriores quando comparados

as brânquias posteriores este percentual foi de 28%. Entretanto, nos animais

alimentados com dieta RP não foi observado diferença significativa na síntese de

proteínas entre as brânquias anteriores e posteriores, como foi observado em

animais alimentados com dieta rica em carboidratos.

No grupo controle, as brânquias anteriores apresentam per se 22% maior

capacidade de síntese protéica comparados às brânquias posteriores, mas estes

resultados não foram estatisticamente significativos.
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Figura 1 - Determinação da síntese de proteínas no hepatopâncreas do caranguejo

C. granulata exposto a anoxia (1h) e a recuperação aeróbia (3h) após a anoxia. Os

dados estão representados como média ± erro padrão, n= 4 - 5. (*) diferença

significativa em relação ao controle (p<0,05).
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Figura 2 - Determinação da síntese de proteínas no músculo da mandíbula do

caranguejo C. granulata exposto a anoxia (1h) e a recuperação aeróbia (3h) após a

anoxia.. Os dados estão representados como média ± erro padrão, n= 4 - 5. (*)

diferença significativa em relação ao controle, p<0,05; (#) diferença significativa em

relação ao período de anoxia, p<0,05.
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Figura 3 - Determinação da síntese de proteínas nas brânquias do caranguejo C. granulata

exposto a anoxia (1h) e a recuperação aeróbia (3h) após a anoxia. a . brânquias anteriores.

b . brânquias posteriores. Os dados estão representados como média ± erro padrão, n= 4 -

6. (*) diferença significativa em relação ao controle, p<0,05.
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DISCUSSÃO

Estudos em animais tolerantes a anaerobiose facultativa como a Carpa,

(Carassius carassius) demonstraram redução da capacidade de síntese protéica no

coração, no músculo e no fígado, mas não no cérebro, quando expostos a anoxia

(Smith e cols., 1996). No presente trabalho também foi observado no caranguejo

Chasmagnathus granulata, que a síntese de proteínas reduziu no hepatopâncreas e

nas brânquias anteriores de animais alimentados com dieta RP, não ocorrendo em

animais alimentados com dieta RC. Marqueze (2004) e Oliveira (1998) observaram

que o conteúdo de glicogênio, assim como a concentração de glicose livre no

músculo mandibular é o dobro em caranguejos alimentados com dieta RC. As

concentrações de glicose livre e o glicogênio muscular reduziram significativamente

após uma hora de anoxia, sugerindo que a composição da dieta pode diferenciar a

mobilização das reservas de carboidratos no hepatopâncreas e no músculo de C.

granulata. Lutz e Nilsson (1997) em uma revisão sobre diferentes estratégias

metabólicas encontradas em animais tolerantes a anoxia, referem que a carpa

Carassius carassius quando submetido a anoxia as estratégias encontradas são: o

aumento da via glicolítica (estratégia glicolítica) para fornecimento da energia

necessária (ATP) com excreção de etanol produzido a partir do lactato (produto

anaeróbico final) e redução do metabolismo.

Hervant e cols. (1996) assim como Hochachka e Lutz (2001) demonstraram

que a tolerância a hipoxia/anoxia está diretamente relacionada com capacidade de

regulação, armazenamento e utilização do glicogênio tecidual. O glicogênio

hepatopâncreatico nos animais alimentados com dieta RC é maior do que nos

animais alimentados com dieta RP (Kucharski e Da Silva, 1991b; Oliveira, 1998;
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Marqueze, 2004). Resultados encontrados por Oliveira e cols. (2001) demonstraram

que a atividade da enzima glicogênio fosforilase (GPa) é maior em animais

adaptados à dieta RC, sugerindo que animais alimentados com esta dieta poderiam

tolerar melhor a anoxia. Esta seria a hipótese encontrada para justificar que a

capacidade de síntese protéica nos diferentes tecidos pode ser mantida em animais

alimentados com dieta RC. Esta pode ser uma das estratégias  encontrada para a

“economia” de aminoácidos que posteriormente poderiam ser utilizados na via

gliconeogênica (Oliveira e Da Silva, 2000).

O hepatopâncreas, além de ser considerado como um local de

armazenamento e de liberação de glicose, apresenta características funcionais

importantes: armazenamento de lipídios e glicogênio, secreção de enzimas

digestivas e grande capacidade para a via gliconeogênica (Oliveira e Da Silva,

2000). Quantitativamente o aminoácido mais importante para a via gliconeogênica

em vertebrados é a alanina. A utilização de aminoácidos pelos crustáceos é

favorecida pois estes animais apresentam dez vezes mais aminoácidos do que nos

tecidos dos mamíferos (Huggins e Munday, 1968; Gilles, 1987). Estudos de Oliveira

e Da Silva (2000) demonstraram que C. granulata alimentados com a dieta RP

apresentaram maior concentração de uréia na hemolinfa e maior capacidade

gliconeogênica a partir de 14C-alanina pelo hepatopâncreas durante o choque

hiposmótico de 72 horas. Também foi observado que em C. granulata, o

hepatopâncreas de animais alimentados com dieta RP, apresentou maior atividade

da enzima chave da gliconeogênese, a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)

mitocondrial após oito horas de anoxia (Oliveira e cols., 2004).

Outro aspecto que deve ser levado em consideração, é que a síntese de

proteínas é um processo que exige dos organismos um gasto de energia. Em
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animais expostos a anoxia, a síntese de proteínas deveria estar reduzida ou

suprimida, sendo uma das estratégias de conservação de energia (Fraser e cols.,

2001; Hochachka e cols., 1996).

Outra via que demanda um gasto de ATP é a gliconeogênese a qual pode

utilizar o piruvato como substrato (Urich, 1994). Outra possibilidade de

metabolização do ácido láctico é a presença de oxigênio, se isto não ocorrer o ácido

láctico volta a formar piruvato (Hill e cols., 2004).

Entretanto os resultados encontrados no presente trabalho com relação à

redução da síntese protéica no hepatopâncreas nos caranguejos alimentados com

dieta RP, não foram os mesmos resultados encontrados por Schein (1999). O autor

sugere que o hepatopâncreas atue como um importante sítio de produção de

compostos nitrogenados independentemente da dieta oferecida. Marqueze (2004)

verificou que o pH da hemolinfa de animais alimentados com dieta RP foi

significativamente maior do que animais alimentados com dieta RC; sugerindo ser

este um mecanismo compensatório devido ao catabolismo de aminoácidos

essenciais para fornecimento de energia. Também ocorre aumento na concentração

de amônia na hemolinfa, como foi observado por Rosas e cols. (2002) em

Litopenaenus vannamei alimentados com dieta rica em proteínas.

Marqueze (2004) estudando a via glicolítica no tecido hepatopancreático do

caranguejo C. granulata alimentados com dieta RC, verificou um aumento da

atividade da piruvato quinase (PK) de 50% quando comparados aos animais

alimentados com dieta RP. Em mamíferos a dieta rica em carboidratos resulta na

elevação da atividade da PK no fígado e no tecido adiposo, com aumento da

concentração de piruvato (Brito e cols, 2001).

O oxalacetato é convertido a fosfoenolpiruvato (PEP) e após a piruvato, reação
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catalizada pelas enzimas, Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e a piruvato

quinase (PK) respectivamente. Este piruvato formado pode seguir duas vias:

transportado para as mitocôndrias e ser convertido à acetil-Coa e então ser

completamente oxidada no ciclo de Krebs ou pode ser transaminado à alanina na

reação catalisada pela enzima alanina aminotransferase. Assim, este piruvato

produzido a partir da glicose pode formar alanina no músculo (Newsholme-

Leech,1983).

Os resultados de Marqueze (2004) mostram que as reservas de glicogênio no

hepatopâncreas e no músculo reduzem 34% e 70% nos animais RC,

respectivamente. Estes resultados indicam que o tecido muscular pode acumular

piruvato.

Schein (1999) em estudo com caranguejos alimentados com dieta RP

submetidos ao estresse hiperosmótico, demonstrou que a a síntese de proteínas, no

músculo mandibular, aumentou às 72 horas de estresse. Entretanto, conforme os

resultados encontrados no presente trabalho observou-se que nos animais

alimentados com dieta RC a síntese de proteínas aumentou após uma hora de

anoxia, não ocorrendo em animais alimentados com dieta RP. Em C. carassius, a

síntese de proteínas foi significativamente reduzida somente no músculo branco e

vermelho, coração e no fígado (Fraser e cols., 2001) após 48 horas de anoxia.

Também podemos observar que os níveis de ATP muscular de animais

alimentados com dieta RC estão reduzidos (Marqueze, 2004). Assim a hipótese é

que provalvelmente o tecido muscular de animais alimentados com dieta RC, estaria

usando a alanina, sintetizada a partir do piruvato, para realizar a síntese protéica. No

entanto durante a reoxigenação se observa uma redução da síntese protéica em

ambas as dietas, provavelmente com o objetivo de resturar as reservas energéticas
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através da oxidação do lactato – piruvato ou oxidação dos aminoácidos. Entretanto

estudos posteriores, para se verificar esta hipótese no caranguejo serão

necessários.

No presente trabalho, a síntese protéica em animais controle no tecido

branquial foi de três vezes maior aproximadamente, em relação aos valores

encontrados no hepatopâncreas e no músculo da mandíbula do caranguejo C.

granulata. Resultados semelhantes foram encontrados por Schein (1999) em relação

à capacidade de síntese protéica branquial comparada aos demais tecidos.

Estudos realizados com crustáceos eurialinos, incluindo investigação estrutural

do epitélio branquial (Trausch e cols., 1989), demonstraram que as brânquias

apresentam diferenças funcionais importantes. As brânquias posteriores têm função

osmorreguladoras por possuírem alta atividade da (Na+, K+)-ATPase, enquanto que

as brânquias anteriores, apresentam importante função respiratória (Péqueux e

Gilles, 1988). O tecido branquial representa uma grande superfície exposta ao meio

ambiente, devido à função respiratória e osmorregulatória. Assim a síntese protéica

seria conservada, mesmo em períodos de condições adversas de temperatura,

salinidade ou restrição alimentar (Schein, 1999; Lyndon e Houlinam, 1998) para a

manutenção do metabolismo e para a osmorregulação.

As brânquias anteriores de C. granulata não apresentam alterações na síntese

protéica após 72 horas de choque hipersalino, independente da dieta administrada

(Schein, 1999). Já as brânquias posteriores apresentaram um aumento de 60% da

capacidade de síntese protéica em animais alimentados com dieta RP. No presente

trabalho, a anoxia induziu nas brânquias anteriores, uma redução significativa de

57% na síntese protéica em animais alimentados com dieta RP e uma redução não

significativa de 15%, em animais alimentados com dieta RC. Entretanto, nas
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brânquias posteriores, tanto de animais alimentados com a dieta RP ou RC, não

houve alteração da síntese protéica quando submetidos ao estresse anóxico ou

mesmo a reoxigenação. Santos e cols. (2004) observou que no grupo controle foi

encontrado, níveis significativamente maiores de glicose livre nas brânquias

anteriores comparados com as brânquias posteriores na dieta RC. Mas quando os

caranguejos foram submetidos a uma hora de anoxia houve redução significativa

somente nos níveis de glicose livre, não observando alterações dos níveis de

glicogênio em BA e BP tanto em animais alimentados com dieta RC ou RP (Santos e

cols, 2004).

Os resultados encontrados no presente trabalho em relação a síntese protéica

no hepatopâncreas e nas brânquias anteriores e posteriores retornarem aos níveis

próximos do grupo controle na recuperação aeróbica pode ser justificado conforme

os resultados encontrados por Brooks e Storey (1993). Os autores sugerem que a

recuperação da síntese de proteínas no cérebro e no músculo de tartarugas

Trachemys scripta elegans, ocorra de forma lenta durante a recuperação aeróbica,

pode estar reduzida em função da necessidade de restauração dos substratos

energéticos e concentrações de glicogênio nos tecidos que durante o período

anóxico foram depletados (Brooks e Storey, 1993).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a capacidade de síntese

protéica durante na aoxia e recuperação da anoxia, nos diferentes tecidos, está

relacionada principalmente com a característica funcional e com a capacidade

metabólica do tecido e parcialmente dependente da dieta administrada. Este fato

evidência a característica da personalidade tecidual, onde cada tecido tem um perfil

metabólico diferente, para um mesmo tipo de estresse.
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CONCLUSÕES

Os resultados obtidos de animais submetidos a anoxia e recuperação, após

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

demonstram que:

Após uma hora de anoxia a glicose hemolinfática aumentou três e quatro vezes

em animais alimentados com dieta RC e RP, respectivamente. Entretanto três horas

de recuperação os níveis glicemicos retornaram aos valores semelhantes do grupo

controle em ambos tratamentos alimentares.

A concentração de glicose livre tanto nas brânquias anteriores (BA) como nas

brânquias posteriores (BP) em animais alimentados com dieta RC ou RP reduziram

significativamente após uma hora de anoxia, mantendo-se reduzidos na

recuperação.

Foi observado no grupo controle níveis significativamente maiores de

glicogênio nas BA comparados com as BP na dieta RC. No entanto as

concentrações de glicogênio reduziram somente após três horas de recuperação,

tanto em BA como em BP, em animais alimentados com dieta RP.

O efeito da composição das duas dietas oferecidas (RP ou RC), não

influenciaram significativamente os níveis de glicose livre e de glicogênio entre os

grupos experimentais, tanto para as brânquias anteriores quanto para as brânquias

posteriores.

Somente as brânquias anteriores apresentaram alteração do padrão do

metabolismo energético do caranguejo Chasmagnathus granulata entre os grupos

experimentais controle, anoxia e recuperação da anoxia, quando se compara as

duas dietas oferecidas (carboidratos ou proteínas).
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Em animais alimentados com dieta RP o hepatopâncreas reduziu

significativamente a síntese protéica na anoxia e recuperação em 78% e 65%

respectivamente. Mas animais alimentados com dieta RC aumentaram 42% a

síntese protéica na recuperação.

No músculo de animais alimentados com dieta RC, aumentou 213% a síntese

de proteínas na anoxia e redução de 12% na recuperação. A comparação do efeito

das dietas RC e RP sobre a síntese de proteínas nos diferentes grupos

experimentais mostrou uma diferença, mas não estatisticamente significativa nos

tecidos hepatopâncreatico e muscular.

As BA e BP reduziram significativamente a síntese protéica na anoxia em

caranguejos alimentados com dieta RP. Mas na recuperação aeróbica houve um

aumento de 13% a síntese protéica em animais alimentados com dieta RC.

Podemos concluir que apartir de todos estes resultados mais uma vez fica

evidenciado a característica particular de cada tecido frente a um mesmo agente

estressor.
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