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RESUMO GERAL

O caranguejo Chasmagnathus granulata (Crustacea, Decapoda, Grapsidae)
apesar de ter evoluido de formas marinhas € uma espécie tipicamente estuarina,
sendo dificilmente encontrada no mar. Em seu habitat, o caranguejo permanece
longos periodos fora da agua, sendo considerado um animal tipicamente
semiterrestre. As respostas fisioldgicas as variagdes das concentracoes de O,
incluem alteragbes significativas na ventilagdo, na circulagédo, no metabolismo e nas
propriedades de afinidade da hemocianina pelo O,. Estudos anteriores comprovaram
que em alguns tecidos especificos da carpa Carassius carassius ocorre reducao
significativa da sintese protéica mas no cérebro ndo ocorre a mesma resposta
metabdlica, sugerindo ser esta uma das estratégias de conservagao de energia.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que, apés uma hora de
anoxia, a glicose hemolinfatica aumentou 3 e 4 vezes em animais alimentados com
dieta rica em carboidratos (RC) e rica em proteinas (RP), respectivamente. Apds trés
horas de recuperacéo, os niveis glicémicos retornaram aos valores semelhantes aos
do grupo controle em ambos os tratamentos alimentares. Apés uma hora de anoxia,
a concentragdo de (glicose livre nas branquias anteriores (BA) reduziu
significativamente em animais alimentados com dieta RC (70%) e RP (60%). Nas
branquias 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 periodo de recuperagao, tanto nas BA como nas BP. Em
animais alimentados com dieta RP, as concentragcdes de glicogénio reduziram

somente apos trés horas de recuperacao, tanto em BA como em BP, entretanto,



somente nas BA de animais alimentados com dieta RP houve um aumento de 118%
(p<0,05) dos niveis de ATP na anoxia e 116% na recuperacao aerdbica.

No hepatopéancreas, a sintese proteica reduziu 78% e 65% (p<0,05) na anoxia
e recuperagdo em animais alimentados com dieta RP, respectivamente. Ja nos
animais alimentados com dieta RC, a sintese protéica no hepatopancreas aumentou
em 42%, na recuperacdo. No musculo de animais que receberam este tratamento
alimentar, ocorreu um aumento de 213% (p<0,05) na sintese protéica durante o
periodo de anoxia e uma reducdo de 12% durante o periodo de recuperacao
aerobica.

Em caramguejos alimentados com dieta RP, a sintese protéica reduziu na
anoxia 57% nas BA e 36% nas BP. Na dieta RC houve um aumento de 13% da
sintese protéica nas branquias anteriores e 8% nas branquias posteriores durante a
recuperacao. Portanto, a capacidade de sintese protéica no caranguejo C. granulata,
esta relacionada com a caracteristica funcional e a capacidade metabdlica do
tecidos submetidos a anoxia e a recuperacao aerébica.

Os resultados do presente estudo demonstram que durante a anoxia e a
recuperacdo aerdbica no caranguejo C. granulata ocorrem ajustes metabdlicos
diferenciados. Estes ajustes também dependem dos tecidos analisados e das dietas

administradas.



INTRODUGCAO GERAL

O consumo de oxigénio pelos organismos aerdbicos otimizou a producao de
energia, com a oxidacdo completa dos substratos energéticos (carboidratos, lipidios
e aminoacidos) para a formacao de gas carbdnico e de agua. A evolugéo resultou
em eficientes sistemas respiratérios e circulatérios para garantir o aporte adequado
de oxigénio para os érgaos. Com a disponibilidade de oxigénio, varias formas de
vida com alto gasto energético puderam se desenvolver, incluindo a homeotermia
nos mamiferos e aves e a habilidade para locomocao rapida, como o v6o e a
natacao (Lutz e Storey, 1997).

A partir do ambiente marinho ancestral, diferentes grupos de animais invadiram
a agua doce, enquanto outros migraram para a terra. A adaptacdo evolutiva a
respiracdo aérea ocorreu apenas entre os artropodes e os vertebrados (Barnes,
1984; Schimidt-Nielsen, 1996 apud Dias, 2000).

Os estuarios sdo ecossistemas resultantes da transicdo entre os ambientes
marinhos e limnicos, caracterizando-se por periodos irregulares de total cobertura
com agua e outros de completa exposicdo do substrato. Esses ecossistemas, que
constantemente sofrem a influéncia de fatores como as marés e as precipitagdes,
impd6e a sua biota um elevado estresse ambiental. O estresse pode ser gerado tanto
pelas variagdes extremas de fatores como a salinidade, e a temperatura bem como
pela quantidade de O, dissolvido no habitat (Cooper, 1974; Odum, 1985).

Em estuarios e marismas as variagcbes extremas dos fatores ambientais,
exercem um controle seletivo e severo sobre as espécies que habitam essas areas.
Mudancas, tanto comportamentais como estruturais e funcionais (Kinne, 1964 apud

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



tolerar as alteracbes freqlentes das caracteristicas fisico-quimicas do meio. A
adaptacdo a este ambiente terrestre pode ser observada em diversos grupos de
crustaceos (Pawers e Bliss, 1983; Schmitt e Santos, 1993).

O caranguejo Chasmagnathus granulata (Crustacea, Decapoda, Grapsidae)
apesar de ter evoluido de formas marinhas € uma espécie tipicamente estuarina
sendo dificilmente encontrada no mar. Esta espécie habita pantanos salgados ou
marismas de estuarios 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 Sao
Martin na Argentina (Rathbum, 1918; Boschi, 1964).

Em seu habitat, o caranguejo C. granulata permanece longos periodos fora da
agua, sendo considerado um animal tipicamente semiterrestre (Mafne-Garzon e cols,
1974), muito embora Santos e cols. (1987) tenham verificado que o sistema
respiratério desses animais esta pouco adaptado a respiracao aérea. Entretanto, a
interiorizacdo das branquias na cavidade branquial e a presenca de tufos de cerdas
entre as bases dos pereidpodos apresentam funcado de transferir agua para dentro
da camara branquial. A manuteng¢ao de uma corrente de circulacao de agua através
da superficie externa do corpo, caracteriza uma circulacdo extracorporea. Estas
adaptacées tém como finalidade a oxigenagdo (Hartnol, 1988) bem como a
eliminacdo do gas carbbnico (Bond-Buckup e cols., 1991) quando em respiracao
aérea.

O caranguejo C. granulata ocupa preferencialmente os pisos supra e
mesolitoraneos, onde abrem galerias ou tocas com profundidades variaveis, de
acordo com o nivel das marés e do lencol fredtico, fazendo sempre com que haja
agua no fundo da toca. Turcato (1990) verificou que o teor de oxigénio dissolvido na

agua da toca varia de 2,78 mgO./L até 11,78 mgO./L. Porém, nos meses de inverno,



os niveis de O, dissolvido nas tocas subterraneas atingem valores muito préximos
de zero e ha uma diminuicdo do periodo de atividade dos animais que permanecem
por mais tempo em suas tocas ou galerias.

As respostas fisiolégicas as variagdes das concentracbées de O, incluem
alteracdes significativas na ventilacdo, na circulacdo, no metabolismo e nas
propriedades de afinidade da hemocianina pelo O..(Oliveira, 1998). A hemocianina é
um pigmento respiratério que apresenta elevado peso molecular. O metal
diretamente ligado a proteina é o cobre e apresenta propriedades semelhantes as
da hemoglobina, captando oxigénio quando a pressao parcial é alta e liberando-o
quando a pressao é baixa. A ligacado ao oxigénio com a hemocianina ocorre na
proporcao de 1ml de O./g de pigmento respiratério, sendo que quando oxigenada
apresenta coloracdo azulada, e quando desoxigenada incolor (Hill, 1980; Withers,
1992).

Hervant e cols. (1995), em um estudo comparativo de sobrevivéncia a hipoxia
entre duas espécies de crustaceos (Niphargus rhenohodamensis e Gammarus
fossarum), constatou que a diferenca na capacidade de tolerdncia a anoxia estaria
associada ao tipo de habitat de cada espécie estudada, assim como pelas elevadas
concentracdes de glicogénio e arginina fosfato. A redugdo do metabolismo em
animais com tolerancia a anoxia seria a hipétese esperada devido a necessidade de
manutencado da atividade celular com baixo consumo de adenosina trifosfato (ATP).
A sintese protéica, em animais submetidos a anoxia, deveria estar reduzida, pois
este processo gera grande consumo de energia.

Estudos anteriores comprovaram que em alguns tecidos especificos (coragao,
figado e musculo) da carpa Carassius carassius ocorre reducao significativa da

sintese protéica enquanto em outro (cérebro) ndo ocorre a mesma resposta
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metabdlica, sugerindo ser esta uma das estratégias de conservacdo de energia
(Smith e cols., 1996).

Esta bem estabelecido que os crustaceos apresentam nos seus tecidos 10
vezes mais aminoacidos que nos tecidos de vertebrados, muitos destes sao
importantes para a via gliconeogénica (alanina, acido glutamico e arginina), sendo
esta concentracdo suficiente para sintese de glicose (Thabrew e cols., 1971).
Estudos realizados em C. granulata submetido a anoxia (Oliveira e cols., 2004)
demonstraram que o hepatopancreas possue capacidade gliconeogénica a partir do
“C-lactato. Oliveira e Da Silva (1997) observaram a via gliconeogénica a partir da
'“C—alanina quando C. granulata foram submetido ao estresse hiposmético.

Em caranguejos alimentados com dieta rica em proteinas (RP) a concentragcéao
de alguns aminoacidos na hemolinfa (arginina, alanina e prolina) de caranguejos
submetidos ao estresse hiperosmaético aumentou 2 a 3 vezes quando comparados
ao grupo controle (Schein, 1999). No entanto Vinagre e Da Silva (1992) estudando o
metabolismo de proteinas no caranguejo C. granulata, demonstrou que as dietas
ricas em carboidratos ou proteinas nao determinam diferencas significativas na
concentracao de proteinas totais nos tecidos hepatopancreatico, muscular e
branquial.

Em mamiferos, a dieta rica em carboidratos resulta na elevacao da atividade
da piruvato kinase (PK) no figado e no tecido adiposo, com aumento da
concentracao de piruvato (Brito e cols, 2001).

O oxalacetato é convertido a fosfoenolpiruvato (PEP) e apéds a piruvato, reacéo
catalizada pela enzima, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e a piruvato
quinase (PK), respectivamente. Este piruvato formado pode seguir duas vias: ser

transportado para as mitocbndrias e ser convertido a acetil-Coa e entdo ser
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completamente oxidado no ciclo de Krebs ou pode ser transaminado a alanina na
reacdo catalisada pela alanina aminotransferase (Fig. 1). Assim, este piruvato
produzido a partir da glicose pode formar alanina pelo ciclo de glicose/alanina entre

o musculo e o figado (Newsholme-Leech,1983).

GLICOGENIO

|
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|
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N
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Produto final do metabolismo anaerébico (Retirado de Urich, 1994).

Lyndon e Houlihan (1998), em sua revisdo sobre a renovacao de proteinas em
branquias de peixes e crustaceos, demonstraram que o tecido branquial € o mais
ativo em termos de sintese de proteinas, seguido pelo figado e hepatopancreas,
musculo e coracado. O estudo sugere que o tecido branquial apresenta um elevado
grau de plasticidade do metabolismo protéico mesmo em condigdes adversas, o que
assegura a manutencdo da integridade das funcdes branquiais, sendo de grande
importancia para a sobrevivéncia do animal. Esses dados sdo concordantes com os
resultados encontrados por Schein (1999), onde os valores de sintese protéica no
tecido branquial foram 100 vezes maiores que aqueles obtidos no hepatopancreas e

no musculo.
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Nos crustaceos eurialinos, a investigacdo estrutural do epitélio branquial
(Trausch cols., 1989) demonstra que as mesmas apresentam diferencas funcionais.
As branquias posteriores sao responsaveis pela osmorregulacao, por possuindo alta
atividade Na', K'-ATPase realizada em células transportadoras de Na® na
membrana basolateral, enquanto que as branquias anteriores apresentam funcao
respiratéria (Péqueux e Gilles, 1988).

Estudo realizado por Oliveira (1998) em C. granulata demostrou que a
composicdo da dieta oferecida aos animais diferencia o padrdo de resposta do
metabolismo de carboidratos. Ap6s 8 horas de anoxia, ocorrem diferenca nas
concentracbes de glicogénio e aumento na atividade da fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK), em caranguejos alimentados com dieta RP. Marqueze
(2004) verificou que a anoxia promoveu reducdo das concentracdes de ATP,
glicogénio e atividade da PK no hepatopancreas de C. granulata alimentado com
dieta rica em carboidratos (RC) ou proteinas. A hexoquinase (HK) aumentou
somente no hepatopancreas de animais alimentados com dieta RC. Nery e Santos
(1993) observaram alteragdes nas concentracoes de glicose e glicogénio na
hemolinfa, branquias, musculo e hepatopancreas de caranguejos C. granulata
submetido ao estresse hiposmético durante o inverno e verdo. Henry e cols. (1994)
observaram variagdes na sintese e manutencao de energia durante o exercicio, em
trés espécies de crustaceos decapodas: Callinectes sapidus, Cardisoma guanhumi e
Gecarcinus lateralis.

A via gliconeogénica é responsavel pela sintese de novo de glicose e
glicogénio utilizando como precursores substratos que ndo carboidratos, como
lactato, aminod&cidos, piruvato e glicerol (Moon, 1988). O lactato é produzido

geralmente em condicdes de hipoxia ou andxia (Schmitt e Santos, 1993).
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Recentemente, Schein e cols. (2004) comprovaram o envolvimento da via
gliconeogénica muscular no processo de ajuste metabdlico ao estresse
hiperosmético no caranguejo C. granulata alimentado com dieta rica em proteinas
(RP).

Nos tecidos sdo conhecidos dois ciclos que envolvem a gliconeogénese: o
ciclo de Cori e o ciclo da alanina. Ambos sdo mecanismos para suprir os tecidos de
glicose como fonte de energia. Entretanto, em algumas situagées s6 funcionam em
tecidos que nao oxidam completamente a glicose a CO, e H»0, liberando alanina ou
lactato como produtos finais do metabolismo anaerdbico da glicose. A conseqiéncia
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 € o principal monossacarideo na hemolinfa de crustaceos e a mais
importante fonte energética (Chang e O Connor, 1983; Herreid e Full, 1988). Os
niveis de glicose dependem do estagio de muda, da estacdo do ano, da dieta
administrada, do ciclo circadiano, do estado alimentar e da concentragdo do
horménio hiperglicemiante (CHH).

Kucharski e Da Silva (1991 a; b) verificaram que o padrao do metabolismo
energético do C. granulata apresenta mudangcas marcantes em fungao do contetdo
de carboidratos ou proteinas contidos na dieta administrada. Nos caranguejos
alimentados com a dieta rica em carboidratos, a concentracdo de glicose na
hemolinfa e o conteddo de glicogénio no hepatopancreas e no masculo aumentam
significativamente em relacdo aqueles do grupo mantido com dieta protéica. Estes
autores investigaram ainda o efeito da variagdo sazonal sobre o metabolismo

energético do caranguejo C. granulata, demonstrando que o glicogénio estocado
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pelo hepatopancreas e pelo musculo seria consumido como substrato energético
durante os meses de primavera e verdo. J4 no outono e no inverno, os lipidios
musculares seriam o substrato energético preferencial.

Vinagre (1999), realizou estudos com o intuito de verificar os efeitos da ablagéo
dos pedunculos oculares sobre a atividade metabdlica de C. granulata submetidos
ao choque hiposmotico, apods tratamento com as dietas RC ou RP. A autora
demonstrou que ao final do periodo de 48 horas de ablacdo dos pedunculos
oculares, os caranguejos alimentados com a dieta RP apresentaram redugcao de
30% da glicose hemolinfatica, enquanto que aqueles alimentados com dieta RC
reduziram em 60% o0s niveis de glicose na hemolinfa, em relacdo aos valores dos
caranguejos pré-apedunculados e do grupo controle. Entretanto, apés 12 horas de
estresse hiposmotico, tanto os animais apedunculados alimentados com dieta RC
como aqueles alimentados com dieta RP, apresentaram hiperglicemia, recuperando
seus valores iniciais apdés 16 horas de estresse osmético. O autor concluiu que,
apesar da ablacao bilateral dos pedunculos oculares, os animais foram capazes de
aumentar a concentracdo de glicose na hemolinfa, a qual atingiu valores de
concentracao semelhantes aqueles dos caranguejos integros sendo capazes de
mobilizar as reservas de glicogénio. Este fato indica que ha sintese e liberacdo de
peptideos da familia do CHH de localizagdes que nao nos pedunculos oculares do
sistema nervoso central (Chang e Keller., 1998; Gu e cols., 2000). Foram
encontradas concentragcées pequenas, mas significativas de imunoreatividade do
CHH na hemolinfa de lagostas que foram apedunculos por mais de um ano (Chang e
Keller., 1998).

O horménio hiperglicemiante (CHH) é um peptideo com cerca de 72-74

residuos de aminoacidos 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 hormbnio est4 envolvido na regulagdo do metabolismo
dos carboidratos em crustaceos. E produzido e secretado pelo complexo 6rgdo x-
glandula do seio o qual, secreta o CHH na hemolinfa (Keller, 1992; Santos e Keller,
1993). No caranguejo C. granulata foi observada elevacdo da concentracdo de
glicose hemolinfatica uma hora ap6s a injecao de extrato do pedunculo ocular
(Santos e cols., 1987). Morris e Adamczewska (2002) em estudo do metabolismo do
caranguejo migratério Gecarcoidea natalis mencionam que o CHH, apresenta
variacdo sazonal de sensibilidade ao horménio. Estudos em lagostins Ornectes
limosus demonstraram que os niveis de CHH podem ser alterados conforme o
estado nutricional, o ritmo circadiano, a temperatura e os niveis de oxigénio.

Em duas espécies de crustaceos, Santos e Keller (1993) verificaram que os
niveis de CHH hemolinfatico diminuiram ap6s injecao de glicose e aumentaram apo6s
administracao 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 concentracédo de glicose na hemolinfa, sugerindo que a mobilizacdo de
glicose dos tecidos (muscular e branquial) excedeu a sua utilizagao na via glicolitica
determinando o acumulo de glicose na hemolinfa. Em outros trabalhos realizados em
crustaceos, foi verificado que a exposicdo dos caranguejos a hipoxia ou a anoéxia
ambiental provoca hiperglicemia (Van Aardt, 1988; Goncalves, 1993).

O glicogénio € armazenado em altas concentra¢des nos diferentes tecidos do
crustaceo 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 crustaceos, o ciclo de
estocagem/mobilizacao de glicogénio é controlado pelos estagios da muda, variacao

sazonal, ciclo reprodutivo, periodos de escassez de alimentos e estresse osmético,
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entre outros fatores (Kucharski e Da Silva, 1991 a, b; Vinagre e Da Silva, 1992;
Oliveira e Da Silva, 2000). A auséncia de um depésito central de glicogénio seria
uma adaptagao importante para animais que em seu habitat estariam submetidos a
periodos de hipéxia ambiental e que possuem o sistema circulatério do tipo aberto,
determinando assim uma distribuicdo menos efetiva de glicose para os tecidos
(Hochachka e Somero, 1984; Santos e Keller, 1993).

Johnston e Davies (1972) mencionaram referem que os hemdcitos presentes
na hemolinfa dos invertebrados apresentam polissacarideos de alto peso molecular
(glicogénio), onde a funcao principal, similarmente ao hepatopancreas, seria a
degradacao do glicogénio, 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 analise histoquimica de hemacitos e de células hepatopancreéticas.
Foi sugerido que os hemdcitos, além de importante fungdo no metabolismo
intermediario, devido a presenca de células do tipo o, apresentam aminoacidos
livres envolvidos na regulacédo isosmoética. Ja o tecido hepatopancreatico, além de
secrecao de enzimas digestivas, também estaria envolvido no metabolismo de
lipidios devido as suas reservas (Kucharski e Da Silva, 1991b; Schmitt e Santos,
1993).

Varios trabalhos tém demonstrado, em diferentes espécies de crustaceos, que
o glicogénio é um importante substrato para o metabolismo anaerébico (glicolise
anaerdbica). Entretanto, o lactato € o produto final da degradacado anaerébica da
glicose. Para muitos tecidos, a gliclise anaerdbica é uma via fornecedora de

energia de emergéncia, capaz de gerar 2 moles de adenosina trifosfato (ATP) para 1
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mol de glicose, na auséncia de oxigénio molecular. Assim os niveis de ATP ainda
podem ser mantidos pelo menos por um curto periodo de tempo (Devlin, 2003). A
glicélise também pode ocorrer em células com suprimento abundante de oxigénio,
desde que as mesmas contenham mitocéndrias (Devlin, 2003). O produto final da
glicolise anerdbica é o piruvato, e pela acdo da enzima piruvato desidrogenase, ha
formacao de Acetil-CoA que sera oxidada no ciclo de Krebs a CO, e H.O 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 oxigénio inibe a
fermentacdo e que o consumo de glicose é inversamente proporcional a
disponibilidade de oxigénio. Portanto, a via glicolitica é positivamente regulada pela
hipoxia, sendo um dos moduladores da via glicolitica. Este efeito foi evidenciado em
diferentes células e tecidos de invertebrados e vertebrados (Hochachka e Lutz,
2001). Em reconhecimento a Louis Pasteur, este fenébmeno €& conhecido
mundialmente como “Efeito Pasteur”.

Existem varios trabalhos realizados com relacao a diferentes tipos de estresse
ambiental (anéxico, hipéxico, osmobtico e jejum) ao qual o caranguejo C. granulata é
submetido (Kucharski e Da Silva, 1991a; Vinagre e Da Silva, 1992; Schein, 1999;
Chittd, 2000; Vinagre e Da Silva, 2002). Trapp (2000) verificou a autofosforilacdo do
receptor e transdugéo 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 recuperacao aerdbica (Oliveira,
1998) com diferentes e prolongados tempos de anoxia e de recuperacao. Oliveira
(2003) verificou o efeito da anoxia ambiental e de diferentes periodos de
reoxigenacdo no balanco oxidativo, atividade das enzimas antioxidantes e a

capacidade antioxidante ndo-enzimatica do caranguejo. Marqueze (2004) estudou o
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metabolismo de carboidratos e a atividade de importantes enzimas envolvidas na via
glicolitica (PK e HK) em caranguejos alimentados com dieta RC e RP submetidos a
uma hora de anoxia e a trés horas de recuperagao aerobica.

De uma maneira geral, os resultados dos estudos apresentados acima
forneceram informacdes importantes para que se ampliasse o conhecimento do
controle do metabolismo de carboidratos, bem como da capacidade de sintese
protéica do C. granulata alimentados com dietas ricas em carboidratos (RC) ou rica

em proteinas (RP) durante a andxia e a recuperacao da andxia.
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OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo determinar o efeito da an6xia e da fase
de recuperacéo da anoxia sobre o metabolismo de carboidratos e sobre a sintese de
proteinas no caranguejo Chasmagnathus granulata alimentado previamente com

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

Os objetivos especificos foram:

Y/

o Avaliar a concentracdo da glicose na hemolinfa do caranguejo C.
granulata alimentado com dieta RC ou RP nos grupos controle, anoxia e

recuperacao da anoxia;

Y/

" Avaliar os niveis de glicogénio, glicose livre e ATP (adenosina
trifosfato) nas branquias anteriores e posteriores do caranguejo C. granulata

submetido a anoxia e a recuperagao da anoxia;

7

o Avaliar a capacidade de sintese protéica nas branquias anteriores,
branquias posteriores, musculo e hepatopancreas, do caranguejo C. granulata
alimentado com dieta RC ou RP nos grupos controle, anoxia e recuperacao

da anoxia.
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MATERIAL E METODOS

Coleta e manutencao dos caranguejos

Os caranguejos utilizados neste estudo foram coletados em marismas,
localizado na margem leste da Lagoa de Tramandai (coordenadas 29°58" latitude
Sul e 58°208" longitude Oeste) no municipio de Tramandai no Rio Grande do Sul,
Brasil. O clima da regiao é considerado subtropical umido, com temperatura média
anual de 17,6°C e precipitacdo pluviométrica inferior a 1300mm anuais (Moreno,
1961).

Os caranguejos foram coletados manualmente no sedimento areno-lodoso,
dentro da agua ou nas tocas e transportados até o Laboratério em caixas plasticas
com agua do préprio local; com a permissao de autoridades do Instituto Brasileiro de
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA - portaria n® 332/90).
Foram utilizados somente caranguejos machos, adultos e no periodo de intermuda,
a fim de minimizar possiveis efeitos fisiolégicos do ciclo reprodutivo (Chitto, 2000).

No laboratério, os caranguejos foram mantidos em aquarios contendo agua
com aeracao, salinidade de 20%., temperatura de 25+ 2°C e fotoperiodo natural.
Foram administrados dois tratamentos: caranguejos alimentados ad libitum com
carne bovina crua (grupo RP) ou arroz cozido (grupo RC), por um periodo de duas
semanas.

Apés o periodo de aclimatacao as dietas, os caranguejos foram colocados em

um aquario com 20 litros de agua, salinidade de 20%. e temperatura de 25°C. O
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oxigénio foi substituido por gas nitrogénio (AGA-American Gas Association) durante
40 min. para que a PO, atingisse 0% (monitorado com um oximetro Oxel-/ISO2).
Passados 40 minutos gaseificacdo com o gas nitrogénio, o aquario foi lacrado com
filme plastico e os animais foram submetidos por uma hora de anoxia.

Apés o periodo experimental, parte dos caranguejos foram retirados do aquario
para posterior analise e os demais caranguejos, foram submetidos a trés horas de
recuperacao da anoxia (reoxigenagao) em aquario aerado com salinidade de 20%
conforme método descrito por Oliveira e cols. (2001).

Os caranguejos do grupo controle (C) permaneceram em condicdes aerdbicas.

Procedimentos Experimentais in vivo

A hemolinfa foi coletada por pung¢ao do seio hemolinfatico nas articulacées do
4° e 5° pereidpodos utilizando-se seringas de 1 mL e anticoagulante oxalato de
potassio a 10% para ser determinada a concentracao de glicose na hemolinfa. Apés
o periodo experimental os caranguejos foram crionestesiados e a carapaca
removida. As branquias anteriores e posteriores foram dissecadas para a
determinacao das concentracdes de glicogénio, glicose livre e ATP.

Os caranguejos do grupo controle foram sacrificados no mesmo dia que

aqueles dos grupos anoxia e recuperagao.
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Concentracao de glicose na hemolinfa

Os niveis de glicose na hemolinfa foram determinados pelo método
colorimétrico enzimatico da glicose-oxidase com o kit Glicose Enz-Color (Bio

Diagnéstica Industria Clinica Ltda). Os resultados foram expressos em mg/dL.

Concentracao de glicose livre nos tecidos

A concentracao 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 solugéao de citrato de sédio 100 mM, fervidas por 10
min., agitadas e resfriadas a temperatura ambiente. Com o objetivo de retirar a
fracao lipidica, foi adicionada uma solucdo de cloroférmio-metanol na proporcéao de
(2:1 v/v). Apbs as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2700rpm. Foi
utilizado o sobrenadante (60 uL) para medir a concentracdo de glicose livre a qual
determinada pelo método colorimétrico enziméatico da glicose-oxidase (Bio
Diagnéstica Industria Clinica Ltda). Os resultados foram expressos em mg de glicose

livre/g de tecido.

Concentracao de Glicogénio nos tecidos

O isolamento do glicogénio das branquias anteriores e posteriores seguiram o

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

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

glicose—oxidase com kit Glicose Enz-Color (Bio Diagnéstica Industria Clinica Ltda)
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com 60 uL de amostra. A concentracdo de glicogénio foi expressa em gramas por

cento (g %) de tecido umido.

Concentracao do adenosina trifosfato (ATP)

A concentracdo de adenosina trifosfato (ATP) foi determinada nas branquias

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

PGK
ATP + 3—fosfoglicerato & ADP + 1,3-Difosfoglicerato

GAPD
1,3-Difosfoglicerato + NADH <= Gliceraldeido—3 P*+ NAD + P*

Y/

o GAPD - Gliceraldeido desidrogenase

o PGK — Fosfoglicerato fosfoquinase

O tecido foi homogeneizado com TCA 6% em ultra-turrax na proporgéao de:
5mL/g de tecido e centrifugado durante 3 min. a 10.000 rpm em uma microcentrifuga
(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 apés a preparacao do tecido.

Ensaio: o vial do Kit contém 380 nmol (0,3 mg) de NADH: 1,65 mL da solucao
tamponada de acido fosfoglicérico (PGA) e 3,1 mL de agua destilada.
Na cubeta do espectrofotdbmetro, foram adicionados 940 puL da solucao

substrato e 50 uL da amostra do tecido homogeneizado. Ap6s um periodo de 30
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segundos de estabilizagdo foram adicionados 10 uL de uma mistura das enzimas
GAPD/PGK, agitando-se a seguir o conteudo da cubeta.

A leitura e o registro das absorbancias foram realizados num espectrofotometro
(Ultrospec 2000 UV / visible-Pharmacia Biotech) a 340 nm com uma cubeta (Quartzo
— 500 pL) contendo agua destilada como referéncia. A leitura foi realizada
aproximadamente durante dois minutos quando a absorbancia final foi alcancada.

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

Procedimentos experimentais in vitro

Sintese de Proteinas

A andlise da sintese protéica foi realizada conforme método descrito por
Richardson e cols. (1997). Amostras dos tecidos (hepatopancreas, musculo,
branquias anteriores e posteriores) foram colocadas em tubos do tipo ependorf de 2
mL contendo 500 uL de solugéao fisiolégica de caranguejos (SFC) gelada a 300 mM
(pH 7,8) acrescida de 10 mM HEPES; 0,1 mM de fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF);
0,2 uCi de L-leucina-U-"*C (310 mCi/mmol — Amersham International) e 5 mM de L-
leucina no meio de incubacédo. Os tubos foram aerados por 30 segundos com
carbogénio (0.:CO.. 95:5% v/v) e incubados em banho metabdlico (25°C) sob
agitacao constante por quatro horas (Schein, 1999).

Apébs o periodo de incubacado, as reacoes teciduais foram interrompidas em
banho de gelo, os tecidos lavados por trés vezes em solugédo fisioldgica de
caranguejo (SFC) gelada para tirar o excesso de radioatividade, secos em papel

filtro e colocados em frascos contendo 500 uL de agua bidestilada. As amostras
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foram homogeneizadas (OMNIMER), onde 250 uL da amostra foram aplicados em
filtros de microfibra de vidro (GF/B, 24mm, Whatman) e apds processadas para
quantificacdo de "*C-proteinas totais.

Os filtros foram lavados com TCA 10% por 15 minutos, para que ocorresse a
precipitacdo das '“C-proteinas, seguidos por duas lavagens com &lcool 95% e duas
vezes com éter. ApGs secos os filtros foram colocados em tubo plastico descartavel
com 2 mL de liquido de cintilagdo (Tolueno-Triton 2:1 0,4%; POPOP 0,01%) e a
radioatividade foi quantificada em contador LBK-Wallac com 97% de eficiéncia. As
proteinas totais (10 uL da amostra) foram quantificadas conforme método de
Bradford (1976) utilizando-se albumina bovina como padréo.

Os resultados foram expressos em '*C-leucina - incorporada em proteina

(umoL/mg/h).
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Tratamento Estatistico

Os resultados foram expressos como a média + o erro padrdao da média (EPM).
Foi utilizado o teste “t” de Student para dados ndo pareados entre os grupos
controles. Para os grupos experimentais foi utilizada analise de variancia (ANOVA)
de uma via e para os tratamentos alimentares (dieta RC ou RP) utilizada anélise de
variancia de duas vias (ANOVA) com teste de comparacdo de Student-Newman-
Keuls (SNK). As diferencas entre as médias foram consideradas significativas
quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que 0,05. As anélises
estatisticas foram realizadas com o programa Sigma Stat versdo 2.0 compativel com

Windows.
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Resumo

O caranguejo Chasmagnathus granulata € uma espécie tipica estuarina que
evoluiu de formas marinhas. Em seu habitat, permanece por longos periodos fora da
agua. Algumas estratégias adaptativas permitem aos animais a sobrevivéncia
durante a hipoxia ou anoxia ambiental: manutencdo de altas concentracdes de
glicogénio e fosfato (arginina fosfato); utilizacdo de vias anaerdbicas para a
producdo de ATP e reducdo do metabolismo. O presente estudo teve como
finalidade avaliar o metabolismo de carboidratos em diferentes tecidos de C.
granulata submetidos a anoxia e a recuperacdo da anoxia em caranguejos
alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) ou rica em proteinas (RP).

Os resultados dos experimentos demonstram que uma hora de anoxia a
glicose hemolinfatica aumentou 3 e 4 vezes em animais alimentados com dieta RC e
RP, respectivamente. Entretanto, apds trés horas de recuperacdo, 0s niveis
glicemicos retornaram a valores semelhantes aos do grupo controle em ambos os
tratamentos alimentares. A concentragcdo de glicose livre, tanto nas branquias
anteriores (BA) como nas branquias posteriores (BP), em animais alimentados com
dieta RC ou RP reduziram (p<0,05) apés uma hora de anoxia, mantendo-se
reduzidos durante o periodo de recuperacdo da anoxia. As concentracbes de
glicogénio reduziram somente apds trés horas de recuperacao, tanto em BA como
em BP, em animais alimentados com dieta RP. Entretanto, somente nas BA
decaranguejos alimentados com dieta RP o nivel de ATP aumentou (p<0,05) na
anoxia e na recuperacao aeroébica.

Os resultados do presente estudo indicam que a dieta administrada determina
diferentes padrées de ajustes metabdlicos nas BA e BP do caranguejo C. granulata,

submetido a anoxia e a recuperagao aerobica.

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

recuperacao aerdbica.
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INTRODUCAO

Chasmagnathus granulata, um caranguejo da familia Grapsidae (Decapoda,
Crustacea), € uma espécie tipica de estuario que evoluiu a partir de formas
marinhas. Ele habita pantanos salgados ou marismas de estuarios neotropicais do
Brasil, a partir do litoral do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul, além de estar
distribuido ao longo de toda a costa do Uruguai até o golfo de Sdo Martin na
Argentina (Boschi, 1964).

Os estuarios sao ecossistemas resultantes da transicdo entre os ambientes
marinhos e limnicos, caracterizando-se por periodos irregulares de total cobertura
com agua, e outros de completa exposicao do substrato. Esses ecossistemas, que
constantemente sofrem a influéncia de fatores como as marés e as precipitagoes,
impde a sua biota um elevado estresse ambiental (Cooper, 1974; Odum, 1985).
Mudancas tanto comportamentais como estruturais e funcionais (Kinne, 1964 apud
Miranda, 1994) ocorrem nos organismos lagunares e estuarinos, capacitando-as a
tolerar as alteracoes freqlientes das caracteristicas fisico-quimicas do meio.

Esta descrito na literatura que existem estratégias adaptativas que permitem a
sobrevivéncia durante a hipoxia ou anoxia ambiental sendo que a manutencao de
altas concentracdes de glicogénio e energia sob a forma de fosfato (arginina fosfato)
em todos os tecidos. Em condicdes aerdbicas; observa-se a utilizagdo de vias
anaerdbicas para a producédo de ATP e a reducdo do gasto energético (Hervant e
cols., 1995; Childress e Seibel, 1998). Respostas comportamentais, respiratérias,
circulatérias e de afinidade da hemocianina ao O, foram constatadas em crustaceos
durante a hipéxia ou anoxia ambiental (Cooper, 1974; Odum, 1985 apud Schein,

1999).
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Em seu habitat, o caranguejo C. granulata permanece longos periodos fora da
agua, sendo considerado um animal tipicamente semiterrestre (Mafne-Garzon e cols,
1974), muito embora Santos e cols (1987) tenham verificado que o sistema
respiratério desses animais esta pouco adaptado a respiracao aérea. Entretanto, a
interiorizacdo das branquias na cavidade branquial e a presenca de tufos de cerdas
na base dos pereidpodos apresentam funcado de transferir agua para dentro da
camara branquial. A manutencado de uma corrente de circulacédo de agua através da
superficie externa do corpo, caracteriza uma circulacdo extracorpérea. Estas
adaptacées tém como finalidade a oxigenacao (Hartnol, 1988), assim como
eliminacdo do gas carbbnico (Bond-Buckup e cols, 1991) quando em respiracao
aérea.

A glicose é armazenada sob a forma de glicogénio em diferentes tecidos, tanto
em vertebrados como em invertebrados (Devlin, 2003). Este substrato é o principal
monossacarideo encontrado na hemolinfa e também é armazenada sob a forma de
glicogénio principalmente no mdusculo, hepatopancreas, coracdo, hemocitos e
branquias. O ciclo de armazenamento/mobilizacdo de glicogénio e os valores de
glicose hemolinfatica apresentam flutuagdes marcantes, dependendo, entre outros
fatores, do estagio da muda, da estacdo do ano, da dieta oferecida, do estado
alimentar, do ritmo circadiano, da salinidade do meio ambiente e do teor de oxigénio
dissolvido na agua (Vinagre e Da Silva, 1992; Kucharski e Da Silva, 1991; Morries e
Airries, 1998; Oliveira e cols., 2004). A auséncia de um depoésito central de
glicogénio demonstra uma adaptacdo importante para animais que possuem o
sistema circulatério do tipo aberto com baixa pressédo e fluxo lento, determinando
uma distribuicdo menos efetiva de glicose para os tecidos (Hochachka e Somero,

1984).
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As concentracoes de ATP, AMP e ADP em crustaceos decapodas nao sao
elevadas. Entretanto as concentracées de arginina fosfato no musculo destes
crustaceos sao elevadas, em comparacao aos insetos e maiores do que creatina
fosfato em vertebrados (Beis e Newsholme,1975; England e Baldwin, 1983). A
arginina fosfato em crustaceos decapodas é muito utilizada na atividade muscular
intensa e em periodos de hipoxia (Hill e col., 1991b; Speed e cols., 2001). Durante
as pausas, apds exercicio intermitente no caranguejo fantasma Ocypode, ha
primeiramente restauracao dos niveis 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 restauracdo de compostos de
alta energia (arginina fosfato) geralmente ocorre mais rapidamente do que a
remocao do lactato. O exercicio intenso resulta na producao de lactato tanto no
musculo como na hemolinfa de G. natalis o qual sera metabolizado ao longo do
periodo de recuperacao (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 niveis de L-lactato na hemolinfa aumentaram significativamente apés uma hora
de anoxia, enquanto que a sintese de glicose no hepatopancreas a partir do '*C-
lactato, aumentou apds duas horas de anoxia em ambos os tratamentos alimentares.
Os valores de L-lactato na hemolinfa reduziram gradativamente com dezoito horas
de recuperagcdo nos caranguejos alimentados com dieta RC, e reduziu
significativamente atingindo valores semelhantes ao do grupo controle com dezoito
horas de recuperac¢ao nos animais alimentados com dieta RP.

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

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

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

MATERIAL E METODOS

Coleta e manutencao dos animais

A coleta dos caranguejos Chasmagnathus granulata, utilizados no presente
estudo foi realizada na Lagoa de Tramandai, municipio de Imbé no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, com a permissdo das autoridades do Instituto Brasileiro de
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA — portaria n® 332/90).

No laboratério os caranguejos foram mantidos em aquarios com salinidade de
20%, temperatura de 25+2°C, fotoperiodo natural e aeracado constante. Estes foram
subdivididos em dois tratamentos dietéticos, sendo alimentados ad libitum, ao final
da tarde, com dieta rica em proteinas (carne crua) ou rica em carboidratos (arroz
cozido) durante 15 dias.

Apés o periodo de aclimatacao as dietas, os caranguejos foram colocados em
um aquario onde o oxigénio foi substituido por gas nitrogénio (AGA-American Gas
Association) e gaseificado por 40 minutos, para que a PO atingisse 0% (monitorado
com um oximetro Oxel-I/ISO2). Passados 40 minutos de gaseificagdo com gas
nitrogénio (N2) o aquario foi lacrado com filme plastico e os caranguejos foram
submetidos por uma hora de anoxia. Apés o periodo experimental parte dos animais
foi retirados para andlise, enquanto os demais, foram submetidos a trés horas de
recuperacdo da anoxia (reoxigenagdao) em aquario aerado contendo agua na

salinidade de 20%. Os caranguejos do grupo controle (C) permaneceram em
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condicoes aerdbicas (Oliveira e cols., 2001).
Apbés o periodo experimental, os caranguejos foram crionestesiados e
amostras de hemolinfa, branquias anteriores (BA) e posteriores (BP) foram coletadas

para realizacdo das dosagens bioquimicas.

Determinacao da concentracao de glicose na hemolinfa

A hemolinfa foi coletada por puncao do seio hemolinfatico nas articulagées do
4° e 5° pereidépodos, utilizando-se seringas de 1 mL e anticoagulante oxalato de
potassio a 10%. Os niveis de glicose na hemolinfa foram determinados pelo método
enzimatico da glicose-oxidase com o kit Glicose Enz-Color (Bio Diagnéstica Industria

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

Determinacao da concentracao da glicose livre

Os niveis de glicose livre nos diferentes tecidos foram determinados conforme

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

pelo método enzimatico da glicose —oxidase com o kit Glicose Enz-Color (Bio

Diagnéstica Industria Clinica Ltda). Os resultados foram expressos em mg de glicose

livre/g de peso umido de tecido.

Isolamento e determinacao do glicogénio

O isolamento do glicogénio das branquias anteriores e posteriores seguiu o

método descrito por Van Handel (1965) sendo este determinado como glicose apo6s
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a hidrolise acida, como descrito por Geary e cols. (1981), utilizando-se o método
enzimatico da glicose—oxidase (Bio Diagndstica Industria Clinica Ltda). A

concentracao de glicogénio foi expressa em g % de tecido Umido.

Determinacao de Adenosina Trifosfato (ATP)

As branquias 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
concentracdao de ATP com o Kit Sigma Diagnose (n° 366-A). Os valores de ATP

foram expressos como umol ATP por mg de tecido.

TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram expressos como a média + o erro padrdao da média (EPM).
Foi utilizado o teste “t” de Student para dados ndo pareados entre 0s grupos
controles das diferentes dietas. Para os grupos experimentais foi utilizada analise de
variancia (ANOVA) de uma via e para os tratamentos alimentares (dietas RC ou RP)
foi utilizada analise de varidncia de duas vias (ANOVA) com teste de comparacao de
Student-Newman-Keuls (SNK). As diferengas entre as médias foram consideradas
significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que 0,05.
As andlises estatisticas foram realizadas com o programa Sigma Stat versao 2.0

compativel com Windows.
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RESULTADOS

Os niveis de glicose na hemolinfa do caranguejo Chasmagnathus granulata
alimentado com dieta rica em carboidratos (RC) ou proteinas (RP) durante a anoxia
e a recuperacao da anoxia sao mostrados na figura 1. Apdés uma hora de anoxia, 0s
valores glicémicos aumentaram significativamente (p<0,05) em trés vezes nos
animais alimentados com dieta RC e em quatro vezes naqueles alimentados com
dieta RP, quando comparados aos caranguejos do grupo controle.

Na recuperagdo 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 nao apresentaram diferengcas
significativas entre si.

A concentracao de glicose livre nas branquias anteriores (BA) e posteriores
(BP) do caranguejo C. granulata submetidos a anoxia e a recuperacao da anoxia
sdo mostrados na figura 2. Nas BA (fig 2A), tanto os animais alimentados com dieta
RC como aqueles alimentados com dieta RP, apresentaram uma reducao
significativa dos valores de glicose livre no grupo anoxia, quando comparados aos
valores observados no grupo controle.

Na recuperacdo da anoxia, os niveis 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
concentracdes de glicose no grupo controle do que animais alimentados com dieta
RP, tanto em branquias anteriores como nas branquias 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
concentracao de glicose livre, sendo que estes valores mantiveram-se reduzidos na
recuperacao da anoxia.

A concentracdo de glicogénio nas branquias anteriores e posteriores de
caranguejos C. granulata alimentados com dietas RC ou RP e submetidos a anoxia
€ a recuperacao da anoxia pode ser observada na figura 3.

Nas branquias anteriores (fig. 3A), assim como nas branquias posteriores (fig.
3B) de caranguejos alimentados com dieta RC, ndo houve diferencas significativas
entre 0s grupos experimentais. Entretanto, em animais alimentados com dieta RP,
houve uma reducao significativa de 73% em BA e 76% em BP (p<0,05) nos niveis
de glicogénio na recuperacao aerdbica, quando comparado ao grupo controle e
anoxia.

No grupo controle foi observado um nivel significativamente menor (38%) de
glicogénio nas branquias anteriores (fig. 3A), quando comparado com as branquias
posteriores (fig. 3B) em animais alimentados com dieta RC. Entretanto, em animais
alimentados com dieta RP, ndo houve diferenca significativa entre os niveis de
glicogénio em ambos os tipos branquias.

A formacdo de adenosina trifosfato (ATP) nas BA assim como nas BP do
caranguejo C. granulata, esta representada na figura 4. Nos animais alimentados
com dieta RP, observa-se um aumento significativo de 118% nos niveis de ATP
apos a anoxia, sendo que estes valores mantiveram-se constantes na BA durante a
recuperacdo aerobica (fig. 4A). Com dieta RC os niveis de ATP nas BA néao
apresentaram alteracdes significativas. Apenas nas BP, os niveis de ATP reduziram
significativamente na anoxia, mantendo-se constantes durante a recuperacéo

aerdbica. Entretanto, nas BP (fig. 4B) os niveis de ATP nao variaram
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significativamente, porém, observa-se uma reducao de 17% no grupo anoxia e um

aumento de 18% na recuperacao da anoxia, em relagdo ao grupo controle.
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Figura 1 - Determinacdo dos niveis glicemicos na hemolinfa do caranguejo C.
granulata exposto a anoxia (1 h) e a recuperacao aerébia (3 h) apos a anoxia. Os
dados estdo representados como média + erro padrdao, n= 9 - 14. (*) diferenca
significativa em relagdo ao controle, p<0,05; (#) diferenca significativa em relacao ao
periodo de anoxia (p<0,05).
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Figura 2 - Determinacgéo dos niveis de Glicose Livre nas branquias do caranguejo C.
granulata exposto a anoxia (1 h) e a recuperacao aerdbia (3 h) apds a anoxia. A.
Branquias anteriores. B. Branquias posteriores. Os dados estédo representados como
média * erro padrdo, n= 5 - 6. (*) diferenca significativa em relagdo ao controle,

p<0,05; (#) diferenca significativa em relacéo ao periodo de anoxia (p<0,05).
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Figura 3 - Determinacdo dos niveis de glicogénio nas branquias do caranguejo C.
granulata exposto a anoxia (1 h) e a recuperagao aerébia (3 h) apds a anoxia. A.
Branquias anteriores. B. Branquias posteriores. Os dados estédo representados como
média * erro padrao, n= 6. (*) diferenca significativa em relacdo ao controle, p<0,05;

(#) diferenca significativa em relagédo ao periodo de anoxia (p<0,05).
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Figura 4 - Determinacdo da formacao de ATP nas branquias do caranguejo C.
granulata exposto a anoxia (1h) e a recuperacao aerébia (3 h) apds a anoxia. A.
Branquias anteriores. B. Branquias posteriores. Os dados estédo representados como
média * erro padrdo, n= 3 - 4. (*) diferenca significativa em relacdo ao controle
(p<0,05).
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DISCUSSAO

A importancia da composicdo da dieta sobre a regulacdo das reservas de
carboidratos no caranguejo Chasmagnathus granulata, assim como maiores niveis
de glicose na hemolinfa e concentracbes de glicogénio no hepatopancreas de
animais alimentados com dieta rica em carboidratos (Kucharski e Da Silva, 1991b;
Schein, 1999; Marqueze, 2004). Os resultados obtidos por esses autores sao
semelhantes aos encontrados nesse estudo, onde caranguejos alimentados com a
dieta RC apresentaram niveis de glicose na hemolinfa, glicose livre e concentracao
de glicogénio nas branquias anteriores (BA) e posteriores (BP) maiores do que
aqueles alimentados com a dieta RP.

A glicose é o principal substrato energético em crustaceos, sendo a principal
hexose na hemolinfa desses animais (Herreid e full, 1988; Morris e Airries, 1998).
Sedimeier e Keller (1981) observaram que o hepatopancreas de Orconectes
limosus, apresentou uma reducao na concentracao de glicogénio e na incorporacao
de ["C]glicose em glicogénio apds incubagdo com CHH. Em C. granulata a
captacdo de ['“C]deoxi-D-glicose no hepatopancreas também reduziu apés 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 periodo de
recuperacao aerdbica (Oliveira e cols., 2001).

Estudos em Orconectes limosus demonstraram um aumento da concentracéo
de lactato apds duas horas de exposicao ao ar atmosférico. Animais apedunculados,
mas que haviam recebido injecdes de CHH, apresentaram aumento significativo da
glicose hemolinfatica 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 hemolinfatica com 2 horas de anoxia
tanto em animais alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) como em rica em
proteinas (RP). Resultados semelhantes aos encontrados nesse estudo, pois
animais alimentados com dieta RC ou RP apresentaram um aumento significativo
dos niveis de glicose hemolinfatica apés uma hora de exposicdo a anoxia. No
entanto a concentragdo de glicose livre nas branquias anteriores e nas branquias
posteriores, de caranguejos alimentados com dieta RC ou RP, reduziu
significativamente ap6s uma hora de anoxia, permanecendo reduzida apds 3 horas
de recuperacao aerobica.

Esta descrito na literatura que além da concentracdo/manutencdo dos
substratos energéticos, existem estratégias de conservacdao de energia que sao
“acionadas” no momento em que o animal é submetido a periodos de hipoxia ou
anoxia. A resposta inicial da transicdo entre a normoxia para a hipoxia levaria a
ativacao da glicélise, seguida de depressao do metabolismo (Lutz e Nilsson, 1997).
Estudos realizados em cérebro de tartaruga, Trachemys scripta, demonstraram que
a sobrevivencia a anoxia se da devido a uma severa depressdo metabdlica, onde a
necessidade energética € mantida somente pela glicélise anaerébica (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 producédo de '*CO, a partir do "*C-lactato e "C-glicose apés uma hora de
exposicdo a anoxia, com aumento significativo nos niveis de ATP no musculo
mandibular.

As branquias anteriores, que tém principalmente funcdo respiratéria,
apresentaram um aumento significativo nos niveis de ATP e reducao significativa

dos niveis de glicose livre em caranguejos alimentados com dieta RP e expostos a

45



anoxia, sendo que estes valores foram mantidos apds a recuperacao aerbbica. Estes
resultados sugerem que as branquias anteriores estariam utilizando glicose para
manutengcao de seu metabolismo durante a anoxia e o glicogénio como substrato
energético no processo de reoxigenagdo, uma vez que a concentracdo do
glicogénio, na respectiva dieta (RP) apresentou reducdo significativa apdés a
recuperacao aerdbica. Oliveira e cols. (2001) sugere que a sobrevivéncia a
anaerobiose no C. granulata, assim como no isopoda Stenasellus virei (Hervant e
cols., 1997), se da devido a utilizacdo da fermentacdo dos aminoacidos e do
glicogénio para a producao de ATP. O aumento da atividade da via gliconeogénica
no hepatopancreas 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 razdo da
atividade da PEPCK e da PK é um bom indicador para a capacidade de producéao de
energia anaerdbica pela via do succinato (Urich, 1994). A partir dos resultados da
atividade da PK obtidos por Marqueze (2004) e da estrapolacdo dos resultados de
PEPCK (Qliveira e cols., 2004) podemos observar que os caranguejos C. granulata
apresentam uma boa tolerdncia a anoxia. Comparativamente, os animais
alimentados com dieta RP apresentaram uma relacao PK/PEPCK maior que aqueles
alimentados com a dieta RC. Este fato é evidenciado nas branquias anteriores de
animais alimentados com a dieta RP, onde se observa um aumento de 118% nos
niveis de ATP durante a anoxia, ao passo que nos animais alimentados com dieta
RC né&o foram observadas alteragdes significativas.

As branquias posteriores, que sao principalmente osmorreguladoras (Péqueux

46



e Gilles, 1988; Trausch e cols., 1989), usariam suas préprias reservas de
carboidratos como fonte energética quando submetidos a anoxia, visto que os
caranguejos alimentados com as dietas RP ou RC apresentaram uma reducao nos
niveis de glicose livre na anoxia e na recuperagao aerdbica. Mas, assim como nas
branquias anteriores, houve reducdo da concentracao do glicogénio na recuperacao
aerdbica em caranguejos alimentados com dieta RP. No entanto, os niveis de ATP
reduziram na anoxia, e se restabeleceram na recuperacao aerbbica, atingindo
valores de ATP semelhantes ao grupo controle.

As branquias posteriores de caranguejos alimentados com a dieta RC,
apresentaram uma reducao significativa dos niveis de ATP, em ambos 0s grupos
experimentais (anoxia e recuperagcao da anoxia), sem reducdo da concentracao de
glicogénio. Marqueze (2004) observou que caranguejos C. granulata alimentados
com dieta RC e submetidos a uma hora de anoxia, apresentaram redugdo na
concentracao de ATP e na concentragao do glicogénio no hepatopancreas (Oliveira
e cols.,, 2001). No entanto, a atividade da hexoquinase (HK) aumentou
significativamente. Este dado sugere o favorecimento da producao local de glicose
para o metabolismo anaerdbico (Devlin, 2003), pois 0s crustaceos apresentam um
sistema de circulacdo aberta, caracterizado por baixo fluxo e pressdo, o que
dificultaria a regulacao da distribuicdo da hemolinfa nos diferentes tecidos (Schmidt-
Nielsen, 1983). Nery (1990) sugeriu a necessidade de um “6rgao” que apresentasse
a funcéo de estoque e fornecimento central de carboidratos, onde o hepatopancreas
e 0 musculo (Passano, 1960; Vonk, 1960 apud Schmitt e Santos, 1993) teriam tal
caracteristica. Segundo Oliveira e Da Silva (2000), o hepatopancreas, além de ser
considerado como um local de liberacdo de glicose durante situacées de estresse

osmdtico, anoxia, jejum e variacdo sazonal, apresenta caracteristicas funcionais
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importantes: armazenamento de lipidios e glicogénio, secrecdo de enzimas
digestivas e capacidade para a via gliconeogénica. Tais caracteristicas, no animal
como um todo, mantém uma associacdo e cooperacao com outros tecidos para a
manutencédo da homeostase ao longo do estresse.

O periodo de recuperacao possui grande importancia para restauracao das
reservas energéticas, com excecado das concentracées de glicogénio (Hervant e
cols., 1997), onde o acumulo dos produtos finais do metabolismo anaerdbico sao
removidos. Acredita-se que nas primeiras horas de recuperacdo teriamos um
aumento da oxidacao do lactato (lactato — piruvato - acetil-coa - Ciclo de krebs) e
tardiamente um restabelecimento das reservas de glicogénio (Oliveira e cols., 2001;
Marqueze, 2004). Marqueze (2004) observou que trés horas de recuperacao, levou
a um aumento da atividade da PK com aumento da oxidacdo da '*C-glicose no
hepatopancreas de caranguejos alimentados com dieta RC. Estes dados podem
justificar os resultados encontrados no presente estudo onde observa-se que a
concentracao de glicose hemolinfatica, retornam aos valores do grupo controle apds
trés horas de recuperacao aerdbica. Contudo, os valores de glicose livre no tecido
branquial mantiveram-se reduzidos, sugerindo que as reservas de glicogénio e a
oxidacao da glicose seriam vias para suplementacao energética na recuperacao
aerdbica em caranguejos alimentados com dieta RC.

Os animais alimentados com dieta RP apresentam maior atividade da via
gliconeogénica a partir do '*C-lactato apés 12 h de recuperacdo (Oliveira e cols.,
2004). Marqueze (2004) observou que a atividade da PK e as concentragbes de
glicogénio no hepatopancreas mantiveram-se reduzidos apos trés horas de
recuperacao em caranguejos alimentados com dieta RP, assim como obserados nas

branquias anteriores e posteriores no presente estudo. A concentracéo de glicose na
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hemolinfa em caranguejos alimentados com dieta RP apresentaram reducgao
significativa apo6s trés horas de recuperacdo. Estes resultados sugerem que a via
gliconeogénica em alguns tecidos, o uso dos acidos graxos e concentracoes de
arginina fosfato seriam uma forma de suplementacdo energética utilizada na
recuperacao aerdbica (Marqueze, 2004; Oliveira e cols., 2004; Hervant e cols., 1997;
Morris e Adamczewska, 2002) bem como na ativagdo de processos endergbnicos
que levariam a uma reducao dos niveis de glicose hemolinfatica (Oliveira e cols.,
2001).

A partir dos resultados apresentados no presente estudo, sugere-se que,
dependendo do tecido analisado e da composicao da dieta administrada, diferentes
ajustes metabdlicos podem ser observados no caranguejo C. granulata submetidos
a anoxia e a recuperagao da anoxia. Para melhor entendimento do metabolismo
energético nesta espécie, seriam necessarios estudos posteriores visando a
determinacao da concentragao da arginina fosfato durante os ajustes metabdlicos ao

estresse andxico e a recuperacao aerdbica.
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Resumo

Os estuarios sdo ecossistemas resultantes da transicdo entre os ambientes
marinhos e limnicos. Esses ecossistemas sofrem a influéncia de fatores como as
marés e as precipitagdes, impondo a sua biota um elevado estresse ambiental. O
estresse pode ser gerado tanto pelas variacées de fatores como a salinidade, a
temperatura bem como pela quantidade de O, dissolvido no ambiente. A reducao do
metabolismo em animais tolerantes a anoxia ocorre para a manutencao da atividade
celular e com baixo consumo de ATP. Estudos demonstraram que no figado,
coracao e musculo da carpa Carassius carassius ocorre reducado da sintese protéica
sugerindo ser esta a estratégia de conservacdo de energia. Portanto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de sintese protéica no
hepatopancreas, musculo e branquias anteriores (BA) e posteriores (BP) do
caranguejo Chasmagnathus granulata submetidos a andxia e a recuperacdo da
anoxia apoés serem alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) ou proteinas
(RP).

Os resultados obtidos demonstram que a sintese de proteinas no
hepatopancreas reduziu significativamente na andxia (78%) e na recuperagao (65%)
em caranguejos alimentados com dieta RP. Em animais alimentados com dieta RC,
a sintese protéica aumentou 42% na recuperacdo. A sintese de proteinas no
musculo de animais alimentados com dieta RC aumentou 213% (p<0,05) na anoxia
e reduziu 12% na recuperacao aerdbica. Nas branquias anteriores houve reducao
significativa de 57% na sintese protéica, enquanto nas branquias posteriores a
reducéao foi de 36% da sintese protéica na anoxia em caranguejos alimentados com
dieta RP. Na dieta RC, ocorreu um aumento de 13% da sintese protéica nas BA e
8% nas BP, na recuperacao aerdbica.

Os resultados obtidos sugerem que a sintese protéica durante a anoxia e
durante a recuperacao nos diferentes tecidos, esta relacionada com a caracteristica
funcional e a capacidade metabdlica de cada tecido, independente da dieta

administrada.

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

proteina, recuperagao aerobica.
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INTRODUCAO

As variagdes extremas dos fatores ambientais, em estuarios e marismas,
exercem um controle seletivo e severo sobre as espécies que habitam essas areas.
Mudancas tanto comportamentais como estruturais e funcionais (Kinne, 1964 apud
Miranda, 1994) ocorrem nos organismos lagunares e estuarinos, capacitando-as a
tolerar as alteracdes freqlientes das caracteristicas, fisico-quimico do meio. A
adaptacdo a este ambiente terrestre pode ser observada em diversos grupos de
crustaceos (Pawers e Bliss, 1983 apud Schmitt e Santos, 1993).

O caranguejo C. granulata (Crustacea, Decapoda, Grapsidae) ocupa
preferencialmente os pisos supra e mesolitoraneos, onde abrem galerias ou tocas
com profundidades variaveis, de acordo com o nivel das marés e do lencgol freéatico
fazendo sempre com que haja agua no fundo das tocas. O teor de oxigénio
dissolvido na agua varia de 2,78 mgO./L até 11,78 mgO./L. Nos meses de inverno,
os niveis de O, dissolvido nas tocas subterraneas atingem valores muito préximos
de zero apresentando uma reducao do periodo de atividade dos animais, que
permanecem por mais tempo em suas tocas ou galerias (Turcato,1990).

Estudo realizado em Chasmagnathus granulata demonstrou que a composicao
da dieta oferecida aos animais, diferencia o padrao de resposta do metabolismo de
carboidratos, com diferencas nas concentracoes de glicogénio no hepatopancreas e
no musculo (Kucharski e Da Silva, 1991b). Oliveira (1998) observou um aumento na
atividade da enzima chave para a gliconeogénese a fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK), fracdo mitocondrial apdés 8 horas de anoxia no
hepatopancreas de caranguejos C. granulata alimentados com dieta RP. Marqueze

(2004) verificou que a anoxia promoveu uma redugdo das concentragdes de ATP,
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glicogénio e atividade da piruvato quinase (PK) no hepatopancreas de C. granulata
alimentados com dieta RP ou RC. Entretanto a hexoquinase (HK) aumentou
somente nos animais alimentados com dieta RC. Varia¢des na produgao de energia
durante o exercicio também foram observadas; em trés espécies de crustaceos
decapodas: Callinectes sapidus, Cardisoma guanhumi e Gecarcinus lateralis (Henry
e cols., 1994).

Hervant e cols. (1995) em um estudo comparativo da sobrevivéncia a hipoxia
entre duas espécies de crustaceos (Niphargus rhenohodamensis e Gammarus
fossarum) constatou que a diferenca na capacidade de tolerancia a anoxia estaria
associada ao tipo de habitat de cada espécie estudada, assim como pelas elevadas
concentracdes de glicogénio e arginina fosfato. A reducdo do metabolismo em
animais com tolerancia a anoxia seria a hipétese esperada devido a necessidade de
manutencédo da atividade celular com baixo consumo de ATP. Da mesma forma foi
observado que a sintese proteica, processo que gera consumo de energia também
deveria estar reduzido.

Estudos demonstraram que no coracao, figado e musculo da carpa Carassius
carassius ocorre reducao significativa da sintese protéica, entretanto no cérebro nao
houve a mesma resposta metabdlica, sugerindo ser esta uma das estratégias de
conservacao de energia (Smith e cols., 1996).

Lyndon e Houlihan (1998), em sua revisao sobre a renovacao de proteinas em
branquias de peixes e crustaceos, demonstraram que o tecido branquial € o mais
ativo em termos de sintese de proteinas, seguido pelo figado, o hepatopancreas,
musculo e coragdo. O estudo sugere que o tecido branquial apresenta um elevado
grau de plasticidade do metabolismo protéico, mesmo em condi¢des adversas, o0 que

assegura a manutencgao da integridade das fung¢des branquiais, as quais tem grande
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importancia para a sobrevivéncia do animal. Resultados semelhantes foram
encontrados por Schein (1999), onde os valores de sintese protéica nas branquias,
de caranguejos C. granulata submetidos ao estresse hiperosmotico, apresentaram
100 vezes mais capacidade de sintese protéica, que aqueles obtidos no
hepatopancreas e no musculo.

Baseado nestas evidéncias o presente estudo teve como objetivo verificar o
efeito da dieta rica em carboidratos (arroz cozido) ou proteinas (carne crua bovina)
sobre a capacidade de sintese protéica em diferentes tecidos do caranguejo C.

granulata submetidos a andxia e a recuperacao da anoxia.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e manutencao dos animais

A coleta dos caranguejos C. granulata, utilizados no presente estudo foi
realizada na Lagoa de Tramandai, municipio de Imbé no estado do Rio Grande do
Sul, Brasil, com permissao das autoridades do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA — n® 332/90). Os animais foram
capturados no sedimento areno-lodoso, na agua e nas tocas e colocados em caixas
plasticas com agua do proprio local para o transporte até o Laboratério.

No laboratério os caranguejos machos foram submetidos a dois tratamentos:
dieta rica em proteinas (carne crua bovina) ou rica em carboidratos (arroz cozido)
alimentados ad libitum, diariamente ao final da tarde. Durante os 15 dias de
aclimatagéo as dietas, os animais foram mantidos em aquérios com salinidade de

20%., temperatura de 2512 °C, fotoperiodo natural e aeragcéo constante.
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Apos o periodo de aclimatagéao as dietas, os animais foram colocados em um
aquario onde o oxigénio foi substituido por gas nitrogénio (AGA - American Gas
Association) e gaseificado por 40 minutos, para que a PO atingisse 0% (monitorado
com um oximetro Oxel-I/ISO2). Passados 40 minutos de gaseificagdo com gas
nitrogénio (N2), o aquario foi lacrado com filme plastico e os animais foram
submetidos a uma hora de anoxia. Ap6s o periodo experimental parte dos animais
foi retirada e submetida a trés horas de recuperacdao da anoxia (reoxigenacao) em
aquario aerado com salinidade de 20%. (Oliveira e cols., 2001).

Os animais do grupo controle (C) permaneceram em condicdes aerdbicas.

Apbs o periodo experimental, os animais foram crioanestesiados e amostras
de branquias anteriores (BA), posteriores (BP), hepatopancreas e musculo da
mandibula foram coletados para realizacdo dos experimentos in vitro de sintese
protéica conforme método descrito por Richardson e cols. (1997). Os tecidos foram
incubados em tubos do tipo eppendorf contendo 500 uL de 300mM de solucao
fisiolégica de crustaceo (SFC) pH 7,8, acrescida de 10 mM HEPES; 0,1 mM de
fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF); 0,2 uCi de L-leucina-U-"*C (310 mCi/mmol —
Amersham) e 5 mM de L-leucina ndo marcada. Os tubos foram aerados com
carbogénio (02:CO.. 95:5% v/v) e incubados por quatro horas em banho metabdlico
a 25°C sob agitacédo constante (Schein, 1999). Apds a incubacéao as amostras foram
homogeneizadas, e um volume de 250uL 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 &lcool 92% e duas
vezes em éter. Quando secos, os filtros foram colocados em frascos com liquido de
cintilacdo e a radioatividade quantificada em contador LKB-Wallac. Os resultados

foram expressos em pumoles de L-U-leucina-'*C incorporada em proteinas por mg
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proteina tecidual por tempo de incubacao.
As proteinas totais (10 uL da amostra) foram quantificadas segundo método de

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

TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram expressos como a média = o erro padrdo da média
(EPM). Foi utilizado o teste “t” de Student para dados nao pareados entre 0s grupos
controles. Para os grupos experimentais foi utilizada analise de variancia (ANOVA)
de uma via e para os tratamentos alimentares (dietas RC ou RP) foi utilizada analise
de variancia de duas vias (ANOVA) com teste de comparacao de Student-Newman-
Keuls (SNK). As diferencas entre as médias foram consideradas significativas
quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que 0,05. As analises
estatisticas foram realizadas com o programa Sigma Stat versdo 2.0 compativel com

Windows.
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RESULTADOS

O efeito da sintese de proteinas no hepatopancreas no caranguejo
Chasmagnathus granulata, alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) ou
proteinas (RP) e submetidos a anoxia e a recuperacao aerbébica é mostrado na
figura 1.

Nos caranguejos alimentados com dieta rica em proteinas (RP) houve uma
reducao significativa da sintese de proteinas no hepatopancreas (fig. 1) dos grupos
experimentais anoxia e recuperacao, em 78% e 65%, respectivamente. Observou-se
resultado diferenciado em caranguejos alimentados com dieta rica em carboidratos
(RC), onde nao houve alteracdo da sintese protéica no grupo anoxia, mas um
aumento de 42%, nao significativo, no grupo de recuperacao aeroébica.

Os resultados do efeito das dietas RC ou RP sobre a sintese de proteinas no
musculo do caranguejo Chasmagnathus granulata submetidos a anoxia e a
recuperacao da anoxia, esta representado na figura 2. Nos animais alimentados com
dieta RC houve um aumento significativo de 213% na sintese de proteinas no grupo
anoxia, e reducao de 12% na recuperagao aerébica, quando comparado ao grupo
controle. Nao houve mudancga significativa da sintese protéica entre os grupos
experimentais alimentados com dieta rica em proteinas.

A comparacao do efeito das dietas RC e RP sobre a sintese de proteinas nos
diferentes grupos experimentais ndo mostrou uma diferenga significativa nos tecidos
hepatopancreatico e muscular (fig. 1 e 2).

O efeito da sintese de proteinas em animais alimentados com dieta RC ou RP,
submetidos a anoxia e a recuperacao da anoxia nas branquias anteriores (BA) e

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

Nas branquias anteriores de caranguejos alimentados com dieta RP (fig. 3a)
houve uma reducgéao significativa da sintese protéica no grupo experimental anoxia.
Nas branquias posteriores (fig. 3b) houve redugcdo da sintese protéica em 36%
durante a anoxia retornando os valores semelhantes aqueles do grupo controle na
recuperacao aerdbica.

Na dieta RC houve aumento de 13% da sintese protéica na recuperacao
aerdbica em branquias anteriores em relagdo ao grupo controle, mas este aumento
nao foi estatisticamente significativo. Resultados semelhantes foram encontrados
nas branquias posteriores, entre 0s grupos experimentais, para animais alimentados
com dieta rica em carboidratos.

Observou-se que caranguejos alimentados com dieta RC apresentaram maior
capacidade de sintese de proteinas nas branquias anteriores quando comparados
as branquias posteriores este percentual foi de 28%. Entretanto, nos animais
alimentados com dieta RP nao foi observado diferenca significativa na sintese de
proteinas entre as branquias anteriores e posteriores, como foi observado em
animais alimentados com dieta rica em carboidratos.

No grupo controle, as branquias anteriores apresentam per se 22% maior
capacidade de sintese protéica comparados as branquias posteriores, mas estes

resultados ndo foram estatisticamente significativos.
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Figura 1 - Determinacdo da sintese de proteinas no hepatopancreas do caranguejo
C. granulata exposto a anoxia (1h) e a recuperacao aerdbia (3h) apds a anoxia. Os
dados estdo representados como média + erro padrdo, n= 4 - 5. (*) diferenca
significativa em relacéo ao controle (p<0,05).
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Figura 2 - Determinagdo da sintese de proteinas no musculo da mandibula do
caranguejo C. granulata exposto a anoxia (1h) e a recuperacao aerébia (3h) apos a

anoxia.. Os dados estdo representados como média + erro padrédo, n= 4 - 5. (¥)
diferenca significativa em relagdo ao controle, p<0,05; (#) diferenca significativa em

relacdo ao periodo de anoxia, p<0,05.
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Figura 3 - Determinacédo da sintese de proteinas nas branquias do caranguejo C. granulata
exposto a anoxia (1h) e a recuperagao aerobia (3h) apds a anoxia. a . branquias anteriores.
b . branquias posteriores. Os dados estédo representados como média +* erro padrao, n= 4 -
6. (*) diferenga significativa em relagéo ao controle, p<0,05.
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DISCUSSAO

Estudos em animais tolerantes a anaerobiose facultativa como a Carpa,
(Carassius carassius) demonstraram reducdo da capacidade de sintese protéica no
coracao, no musculo e no figado, mas nao no cérebro, quando expostos a anoxia
(Smith e cols., 1996). No presente trabalho também foi observado no caranguejo
Chasmagnathus granulata, que a sintese de proteinas reduziu no hepatopancreas e
nas branquias anteriores de animais alimentados com dieta RP, ndo ocorrendo em
animais alimentados com dieta RC. Marqueze (2004) e Oliveira (1998) observaram
que o conteudo de glicogénio, assim como a concentracdo de glicose livre no
musculo mandibular € o dobro em caranguejos alimentados com dieta RC. As
concentracdes de glicose livre e o glicogénio muscular reduziram significativamente
apos uma hora de anoxia, sugerindo que a composicao da dieta pode diferenciar a
mobilizacdo das reservas de carboidratos no hepatopancreas e no musculo de C.
granulata. Lutz e Nilsson (1997) em uma revisdo sobre diferentes estratégias
metabdlicas encontradas em animais tolerantes a anoxia, referem que a carpa
Carassius carassius quando submetido a anoxia as estratégias encontradas sdo: o
aumento da via glicolitica (estratégia glicolitica) para fornecimento da energia
necessaria (ATP) com excrecdo de etanol produzido a partir do lactato (produto
anaerdbico final) e reducao do metabolismo.

Hervant e cols. (1996) assim como Hochachka e Lutz (2001) demonstraram
que a tolerancia a hipoxia/anoxia esta diretamente relacionada com capacidade de
regulagcdo, armazenamento e utilizacdo do glicogénio tecidual. O glicogénio
hepatopéncreatico 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 glicogénio fosforilase (GPa) € maior em animais
adaptados a dieta RC, sugerindo que animais alimentados com esta dieta poderiam
tolerar melhor a anoxia. Esta seria a hipétese encontrada para justificar que a
capacidade de sintese protéica nos diferentes tecidos pode ser mantida em animais
alimentados com dieta RC. Esta pode ser uma das estratégias encontrada para a
“economia” de aminoacidos que posteriormente poderiam ser utilizados na via
gliconeogénica (Oliveira e Da Silva, 2000).

O hepatopancreas, além de ser considerado como um local de
armazenamento e de liberagcdo de glicose, apresenta caracteristicas funcionais
importantes: armazenamento de lipidios e glicogénio, secrecdo de enzimas
digestivas e grande capacidade para a via gliconeogénica (Oliveira e Da Silva,
2000). Quantitativamente o aminoacido mais importante para a via gliconeogénica
em vertebrados é a alanina. A utilizacdo de aminoéacidos pelos crustaceos é
favorecida pois estes animais apresentam dez vezes mais aminoacidos do que nos
tecidos dos mamiferos (Huggins e Munday, 1968; Gilles, 1987). Estudos de Oliveira
e Da Silva (2000) demonstraram que C. granulata alimentados com a dieta RP
apresentaram maior concentracdo de uréia na hemolinfa e maior capacidade
gliconeogénica a partir de '“C-alanina pelo hepatopancreas durante o choque
hiposmoético de 72 horas. Também foi observado que em C. granulata, o
hepatopancreas de animais alimentados com dieta RP, apresentou maior atividade
da enzima chave da gliconeogénese, a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK)
mitocondrial apds oito horas de anoxia (Oliveira e cols., 2004).

Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo, € que a sintese de

proteinas é um processo que exige dos organismos um gasto de energia. Em
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animais expostos a anoxia, a sintese de proteinas deveria estar reduzida ou
suprimida, sendo uma das estratégias de conservacao de energia (Fraser e cols.,
2001; Hochachka e cols., 1996).

Outra via que demanda um gasto de ATP é a gliconeogénese a qual pode
utilizar o piruvato como substrato (Urich, 1994). Outra possibilidade de
metabolizacdo do acido lactico é a presenca de oxigénio, se isto ndo ocorrer o acido
lactico volta a formar piruvato (Hill e cols., 2004).

Entretanto os resultados encontrados no presente trabalho com relacdo a
reducao da sintese protéica no hepatopancreas nos caranguejos alimentados com
dieta RP, nao foram os mesmos resultados encontrados por Schein (1999). O autor
sugere que o hepatopancreas atue como um importante sitio de producdo 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 compensatério devido ao catabolismo de aminoacidos
essenciais para fornecimento de energia. Também ocorre aumento na concentracao
de ambdnia na hemolinfa, como foi observado por Rosas e cols. (2002) em
Litopenaenus vannamei alimentados com dieta rica em proteinas.

Marqueze (2004) estudando a via glicolitica no tecido hepatopancreatico 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 mamiferos a dieta rica em carboidratos resulta na
elevacao da atividade da PK no figado e no tecido adiposo, com aumento da
concentracao de piruvato (Brito e cols, 2001).

O oxalacetato é convertido a fosfoenolpiruvato (PEP) e apéds a piruvato, reacéo
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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 mitocdndrias e ser convertido a acetil-Coa e entdo ser
completamente oxidada no ciclo de Krebs ou pode ser transaminado a alanina na
reacdo catalisada pela enzima alanina aminotransferase. Assim, este piruvato
produzido a partir da glicose pode formar alanina no musculo (Newsholme-
Leech,1983).

Os resultados de Marqueze (2004) mostram que as reservas de glicogénio no
hepatopdncreas e no musculo 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 hiperosmotico, demonstrou que a a sintese de proteinas, no
musculo mandibular, aumentou as 72 horas de estresse. Entretanto, conforme os
resultados encontrados no presente trabalho observou-se que nos animais
alimentados com dieta RC a sintese de proteinas aumentou apdés uma hora de
anoxia, ndo ocorrendo em animais alimentados com dieta RP. Em C. carassius, a
sintese de proteinas foi significativamente reduzida somente no musculo branco e
vermelho, coracao e no figado (Fraser e cols., 2001) apds 48 horas de anoxia.

Também podemos observar que os niveis de ATP muscular de animais
alimentados com dieta RC estao reduzidos (Marqueze, 2004). Assim a hipétese é
que provalvelmente o tecido muscular de animais alimentados com dieta RC, estaria
usando a alanina, sintetizada a partir do piruvato, para realizar a sintese protéica. No
entanto durante a reoxigenacdo se observa uma reducdo da sintese protéica em

ambas as dietas, provavelmente com o objetivo de resturar as reservas energéticas
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através da oxidagao do lactato — piruvato ou oxidagdo dos aminoacidos. Entretanto
estudos posteriores, para se verificar esta hipétese no caranguejo serao
necessarios.

No presente trabalho, a sintese protéica em animais controle no tecido
branquial foi de trés vezes maior aproximadamente, em relacdo aos valores
encontrados no hepatopancreas e no musculo da mandibula do caranguejo C.
granulata. Resultados semelhantes foram encontrados por Schein (1999) em relacao
a capacidade de sintese protéica branquial comparada aos demais tecidos.

Estudos realizados com crustaceos eurialinos, incluindo investigacao estrutural
do epitélio branquial (Trausch e cols., 1989), demonstraram que as branquias
apresentam diferencas funcionais importantes. As branquias posteriores tém funcao
osmorreguladoras por possuirem alta atividade da (Na*, K")-ATPase, enquanto que
as branquias anteriores, apresentam importante funcao respiratéria (Péqueux e
Gilles, 1988). O tecido branquial representa uma grande superficie exposta ao meio
ambiente, devido a funcao respiratéria e osmorregulatéria. Assim a sintese protéica
seria conservada, mesmo em periodos de condicdes adversas de temperatura,
salinidade ou restricao alimentar (Schein, 1999; Lyndon e Houlinam, 1998) para a
manuten¢édo do metabolismo e para a osmorregulacéo.

As branquias anteriores de C. granulata ndo apresentam alteracdes na sintese
protéica apos 72 horas de choque hipersalino, independente da dieta administrada
(Schein, 1999). Ja as branquias posteriores apresentaram um aumento de 60% da
capacidade de sintese protéica em animais alimentados com dieta RP. No presente
trabalho, a anoxia induziu nas branquias anteriores, uma reducao significativa de
57% na sintese protéica em animais alimentados com dieta RP e uma reduc¢édo nao

significativa de 15%, em animais alimentados com dieta RC. Entretanto, nas
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branquias posteriores, tanto de animais alimentados com a dieta RP ou RC, nao
houve alteracdo da sintese protéica quando submetidos ao estresse andxico ou
mesmo a reoxigenacao. Santos e cols. (2004) observou que no grupo controle foi
encontrado, niveis significativamente maiores de glicose livre nas branquias
anteriores comparados com as branquias posteriores na dieta RC. Mas quando os
caranguejos foram submetidos a uma hora de anoxia houve redugao significativa
somente nos niveis de glicose livre, ndo observando alteracbes dos niveis de
glicogénio em BA e BP tanto em animais alimentados com dieta RC ou RP (Santos e
cols, 2004).

Os resultados encontrados no presente trabalho em relacao a sintese protéica
no hepatopancreas e nas branquias anteriores e posteriores retornarem aos niveis
préximos do grupo controle na recuperacao aerobica pode ser justificado conforme
os resultados encontrados por Brooks e Storey (1993). Os autores sugerem que a
recuperacdo da sintese de proteinas no cérebro e no musculo de tartarugas
Trachemys scripta elegans, ocorra de forma lenta durante a recuperacao aerdbica,
pode estar reduzida em funcdo da necessidade de restauracdo dos substratos
energéticos e concentracdes de glicogénio nos tecidos que durante o periodo
anoxico foram depletados (Brooks e Storey, 1993).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a capacidade de sintese
protéica durante na aoxia e recuperacdo da anoxia, nos diferentes tecidos, esta
relacionada principalmente com a caracteristica funcional e com a capacidade
metabdlica do tecido e parcialmente dependente da dieta administrada. Este fato
evidéncia a caracteristica da personalidade tecidual, onde cada tecido tem um perfil

metabdlico diferente, para um mesmo tipo de estresse.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos de animais submetidos a anoxia e recuperacao, apds
serem alimentados com uma dieta rica em proteinas (RP) ou carboidratos (RC)
demonstram que:

Apds uma hora de anoxia a glicose hemolinfatica aumentou trés e quatro vezes
em animais alimentados com dieta RC e RP, respectivamente. Entretanto trés horas
de recuperacao os niveis glicemicos retornaram aos valores semelhantes do grupo
controle em ambos tratamentos alimentares.

A concentragao de glicose livre tanto nas branquias anteriores (BA) como nas
branquias posteriores (BP) em animais alimentados com dieta RC ou RP reduziram
significativamente ap6s uma hora de anoxia, mantendo-se reduzidos na
recuperacao.

Foi observado no grupo controle niveis significativamente maiores de
glicogénio nas BA comparados com as BP na dieta RC. No entanto as
concentracdes de glicogénio reduziram somente apds trés horas de recuperacao,
tanto em BA como em BP, em animais alimentados com dieta RP.

O efeito da composicdo das duas dietas oferecidas (RP ou RC), nédo
influenciaram significativamente os niveis de glicose livre e de glicogénio entre os
grupos experimentais, tanto para as branquias anteriores quanto para as branquias
posteriores.

Somente as branquias anteriores apresentaram alteragdo do padrdao do
metabolismo energético do caranguejo Chasmagnathus granulata entre 0s grupos
experimentais controle, anoxia e recuperacdo da anoxia, quando se compara as

duas dietas oferecidas (carboidratos ou proteinas).
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Em animais alimentados com dieta RP o hepatopancreas reduziu
significativamente a sintese protéica na anoxia e recuperacdo em 78% e 65%
respectivamente. Mas animais alimentados com dieta RC aumentaram 42% a
sintese protéica na recuperacao.

No musculo de animais alimentados com dieta RC, aumentou 213% a sintese
de proteinas na anoxia e reducao de 12% na recuperacao. A comparacgao do efeito
das dietas RC e RP sobre a sintese de proteinas nos diferentes grupos
experimentais mostrou uma diferenca, mas nao estatisticamente significativa nos
tecidos hepatopancreatico e muscular.

As BA e BP reduziram significativamente a sintese protéica na anoxia em
caranguejos alimentados com dieta RP. Mas na recuperagdo aerdbica houve um
aumento de 13% a sintese protéica em animais alimentados com dieta RC.

Podemos concluir que apartir de todos estes resultados mais uma vez fica
evidenciado a caracteristica particular de cada tecido frente a um mesmo agente

estressor.
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ANEXO

GuideforAuthors
COMPARATIVEBIOCHEMISTRYANDPHYSIOLOGY
AimsandscopeofCBP

The journal publishes original articles emphasizing comparative and environmental
aspects of the physiology, biochemistry, molecular biology, pharmacology, toxicology and
endocrinology of animals. Adaptation and evolution as organizing principles are
encouraged. Studies on other organisms will be considered if approached in a
comparative context.

Part A. Molecular and Integrative Physiology deals with molecular, cellular, integrative,
and ecological physiology. Topics include bioenergetics, circulation, development,
excretion, ion regulation, endocrinology, neurobiology, nutrition, respiration, and thermal
biology. Studies on regulatory mechanisms at any level or organization such as signal
transduction and cellular interactions and control of behaviour are encouraged.

Part B. Biochemistry and Molecular Biology covers biochemical and molecular biological
aspects of metabolism, enzymology, regulation, nutrition, signal transduction,
promoters, gene structure and regulation, metabolite and cell constituents,
macromolecular structures, adaptational mechanisms and evolutionary principles.

Part C. Toxicology and Pharmacology is concerned with chemical and drug action at
different levels of organization, biotransformation of xenobiotics, mechanisms of
toxicity, including reactive oxygen species and carcinogenesis, endocrine disruptors,
natural products chemistry, and signal transduction. A molecular approach to these
fields is encouraged.

Naturally, a certain degree of overlap exists between the different sections, and the
final decision as to where a particular manuscript will be published after passing the

rigorous review process lies with the editorial office.

Submission and review of manuscripts
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All manuscripts (one original plus three copies) must be submitted to the editors:
The Editors, CBP Editorial Office, University of British Columbia, 1153 -- 2111 Lower
Mall, Vancouver BC, Canada V6T 174.

Authors should provide names and addresses (including phone and fax numbers and e-
mail address) of at least four researchers of recognized competence who may be
considered as reviewers. Authors are requested to select an appropriate section and
suggest an associate editor of CBP.

Every manuscript is independently reviewed by at least two referees. Rapid turn-around
will be encouraged by use of fax and e-mail transmission. Based on these reports, a
decision regarding publication, revision or rejection is taken.

Review articles

Before writing their manuscripts, potential authors of review articles should contact
one of the Editors who, after consultations with the other editor and/or members of
the Editorial Board, will provide feedback on suitability of the topic. Reviews should be
topical, and serve as critical appraisals of areas of research. They should provide an up-
to-date analysis of concepts and point out future directions. For manuscript
preparation, follow the instructions below.

Online submission of papers

Authors are encouraged to submit their manuscripts to the CBP office electronically, by
using the El|Submit submission tool at http://www.elsubmit.com/submit/cbpsubmit.
After registration, authors will be asked to upload their article and associated artwork.
The submission tool will generate a PDF file to be used for the reviewing process.

Full instructions on how to use the online submission tool are available at the above web
address.

Colour: Colour figures are published at the author's expense. However, a limited number
of colour illustrations may be included, free of charge, at the discretion of the editors.

Revision of manuscripts: Revised manuscripts must be submitted within two months of
the authors' receipt of the referees’ reports. Otherwise they will be considered as
new submissions.

Proofs: The corresponding author will receive proofs by e-mail or post. Proofs must be

checked immediately and returned to Elsevier. Corrections to the proofs should be
restricted to printer's errors only. Substantial alterations may be charged to the

84



author. Elsevier will do everything possible to get your article corrected and published
as quickly and accurately as possible. Therefore, it is important to ensure that all of
your corrections are sent back to us in one communication. Subsequent corrections will
not be possible, so please ensure your first sending is complete.

Reprints: The corresponding author will receive twenty five offprints free of charge.
Additional of fprints may be purchased using the order form accompanying the proofs.
Page charges: CBP has no page charges.

Preparation of manuscripts

Sections: Manuscripts should be subdivided into the following sections: Title page,
abstract, introduction, materials and methods, results, discussion, acknowledgements,
references, captions to figures, tables.

Format: All sections of the manuscript must be double-spaced with 2.5 cm (1 inch)
margins. Pages should be numbered consecutively. Avoid footnotes. Underline only words
or letters that will be printed in italics. Mark the position of each figure and table in
the margin. The full Latin name of all species used in the study must be supplied.

Title page: The title should be short, concise and informative. Consult a recent issue of
CBP for author format. The author's name should be followed by his/her department,
institution, city, and country. Indicate the author to whom correspondence and proofs
should be addressed, and supply full postal address as well as phone and fax numbers,
and an e-mail address. Please provide a running title of not more than 45 characters. If
submitting a review article, write "REVIEW'' at the top of the title page.

Abstract: The second page of the manuscript must contain only the abstract and the
key words. The abstract should be a single paragraph not exceeding 200 words. Non-
standard abbreviations and reference citations should be avoided.

Key words: Up to eight key words, which may or may not appear in the title, should be
listed in alphabetical order after the abstract. Only these key words, together with the
title, will be used to compile the subject index.

References:

1. All publications cited in the text should be presented in alphabetical order in a list
following the text of the manuscript.

2. In the text refer to the author's name and year of publication.

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors
the name of the first author should be used followed by "et al."". In this list names of
first authors and all co-authors should be mentioned.
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4. References cited together in the text should be arranged chronologically.

5. The List of references should be arranged alphabetically on authors' names, and
chronologically per author. Names o f all authors must be included. Do not use et al.
Publications by the same author(s) in the same year should be listed as 2000a, 2000b,
etc.

Follow the relevant examples below.

References to books, book chapters and journals should be as follows:

Axelsson, M., Farrell, AP., 1993. Coronary blood flow in vivo in the coho salmon
(Oncorhynchus kisutch).

Am. J. Physiol. 264, R963 - 971.

Bond, C.E., 1979. Biology of Fishes. Saunders Publ., Philadelphia, PA.

Bowden, L.A., Rainger, G.E., Holland, J.W., Knight, J.. Secombes, C.J., Rowley, A.F., 1997.
Generation and characterization of monoclonal antibodies against rainbow trout,
(Oncorhynchus mykiss), leucocytes. Comp. Biochem. Physiol. 117C, 291 - 298.

Collie, N.L., Ferraris, R.P., 1995. Nutrient fluxes and regulation in fish intestine. In:
Hochachka, P.W., Mommsen, T.P. (Eds.), Biochemistry and Molecular Biology of Fishes,
vol. 4. Metabolic Chemistry. Elsevier, Amsterdam, pp. 221 - 239.

Tables: Tables should be prepared for direct camera copy or clearly typed as follows:
(a) Refer to current tables in the journal, for required spatial layout. If possible, a
laser printer with a Times Roman font should be used.

(b) Each table, including heading and legend should be typed on a separate sheet.

(c) Insert heavy rules at the head and foot of each table, and fine rules below column
headings.

Italics: Genus and species names, and other words normally italicized, should be typed
in italics or underlined. Do not use italics in the references.

Illustrations: Photographs, charts and diagrams are to be referred to as "figs'' and
should be ordered consecutively.

Computer Disks: CBP uses electronic files for speed and accuracy of production.
Authors will receive full instructions on disk types, formatting etc. with the letter of
provisional acceptance from the editorial office. If you are not submitting online, please

observe the following criteria:

1. Send only hard copies when first submitting your manuscript.
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2. The electronic file should include all textural material (text, references, tables,
figure captions, etc.). Use separate illustration files, if available.

3. The file should use the wrap-around end-of-the-line feature, i.e., returns at the end
of paragraphs only. Place two returns after every element such as title headings, and
paragraphs.

4. Make sure the disk does not contain a virus.

5. Keep a back-up disk for reference and safety.

Authors in Japan please note: Upon request, Elsevier Science K.K. will provide authors
with a list of people who can check and improve the English of their paper (before
submission). Please contact our Tokyo Office: Elsevier Science K.K., 9-15 Higashi-Azabu
1-chrome, Minato-ku, Tokyo 106-0044, Japan. Tel. +81-3-55615032; Fax: +81-3-
55615045; e-mail: info@elsevier.co.jp

Instructions regarding GenBank/DNA Sequence Linking:

DNA sequences and GenBank Accesion numbers: Many Elsevier journals cite "gene
accession numbers" in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer
to genes or DNA sequences about which further information can be found in the
database at the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National
Library of Medicine. Elsevier authors wishing to enable other scientists to use the
accession numbers cited in their papers via links to these sources, should type this
information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the
accession number in bold, underlined text. Letters in the accession number should
always be capitalised. (See Example 1 below). This combination of letters and format
will enable Elsevier's typesetters to recognize the relevant texts as accession humbers
and add the required link to GenBank's sequences.

Example 1: "GenBank accession nos. AI631510, AT631511, AT632198, and BF223228), a
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and
a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a
letter or number can result in a dead link.

In the final version of the printed article, the accession number text will not appear
bold or underlined (see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. AI631510, AT631511, AT632198, and BF223228, a
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B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and
a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to
the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that
source from the article.

Summary of requirements

1. Submit four (4) copies of the manuscript - one containing the original artwork, plus
three copies. Reduce volume by using two-sided print for the three copies. Suggest the
appropriate section of CBP and associate editor.

2. Double-space everything everywhere, leaving 1 inch (2.5 cm) margins.

3. Designate the corresponding author and provide telephone and fax numbers, and an
e-mail address.

4. Include a running title of less than 45 letters and spaces.

5. Provide an abstract of less than 200 words; append up to eight key words to the
abstract page.

6. Check the style in which references are cited; unpublished work will not be listed in
this section unless it is "in press'".

7. If referencing manuscripts "in press'’, enclose two copies each of these manuscripts
if considered critical to the refereeing process.

8. Provide names and addresses (including phone and fax humbers & e-mail addresses) of
at least four researchers of recognized competence who may be considered as
referees.

Author enquiries

Visit the Author Gateway from Elsevier Science (http://authors.elsevier.com) for the
facility to track accepted articles and set up e-mail alerts to inform you of when an
article's status has changed. The Author Gateway also provides detailed artwork
guidelines, copyright information, frequently asked questions and more.

Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those
relating to proofs, are provided when an article is accepted for publication, by Elsevier.
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