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RESUMO

A hipdéxia ambiental afeta os animais em uma ampla extensdo de habitats,
desde sistemas aquaticos até ambientes terrestres e de altitude. A transicao para
ambiente com baixo teor de oxigénio requer a supressao coordenada das
atividades celulares que sdo consumidoras e produtoras de ATP, bem como uma
reorganizacao das prioridades para o uso de energia O presente estudo teve como
objetivo ampliar o entendimento das estratégias metabdlicas utilizadas para a
reorganizacdo do consumo energético nas branquias anteriores e posteriores,
musculo mandibular e hepatopancreas de caranguejos Neohelice granulata subme-
tidos ao estresse hipdxico e a reoxigenacgao, além de determinar a expressao géni-
ca do fator induzivel por hipéxia 1a (HIF-1a) e a sua relagdo no controle dessas
respostas. Para isso foram utilizados caranguejos machos coletados na Lagoa de
Tramandai (RS), submetidos a hipdxia (38 Torr de O, dissolvido na agua) por 1h
ou 8h e a periodos de recuperacao apos hipdxia, em normoxia (155 Torr de Oo),
por 3h ou 24h ap6s cada periodo de estresse hipdxico.

Durante a hipoxia por 1h e subsequentes periodos de recuperacdo, a
reducdo na atividade da enzima Na'/K*-ATPase indica que o caranguejo N.
granulata apresenta uma estratégia de reducao da demanda de ATP. No entanto, a
manutencdo da atividade da Na*/K*-ATPase em periodos mais prolongados de
hipdxia (8h) demonstra que o animal utiliza estratégias alternativas para compensar
o gasto energético com a atividade dessa enzima.

Em ambos os tempos de hipdxia (1h e 8h), a capacidade de sintese proteica
a partir de "C-leucina se manteve inalterada na maioria dos tecidos estudados,
indicando que a estratégia de supressao da sintese de proteinas, para diminuir o
consumo de ATP frente ao estresse hipdxico, ndo foi utilizada pelo caranguejo.
Ainda, a manutencéo de niveis basais de formagao de CO; a partir de '*C-piruvato,
associada ao aumento dos niveis de glicose e lactato na hemolinfa, indicam que a
mobilizacdo de glicose nos tecidos excede sua utilizacdo pela via glicolitica,
causando seu acumulo na hemolinfa, e o metabolismo anaerdbio é intensamente
utilizado pelo caranguejo durante esse periodo. Durante a fase de recuperacao
pds-hipoxia, embora os niveis de glicose e de lactato na hemolinfa diminuam
gradativamente, a reducdo na oxidacao de piruvato a CO, nos tecidos estudados
dos animais submetidos a 8h de hip6xia indica que a oxidacdo destes substratos
nao é a via utilizada para metabolizar a glicose e/ou lactato produzidos durante o
estresse. Por outro lado, o aumento da producao de CO. nas branquias anteriores
apos 24h de recuperacao pés-hipdxia de 1h sugere uma participacdo desse tecido
na metabolizacao desses substratos.

Pela primeira vez em N. granulata foi demonstrada a participacao do HIF-1a
na resposta ao estresse hipdxico e seu possivel envolvimento com a mobilizacao
de substratos energéticos. A diminuicdo na expressao de HIF-1a no musculo,
durante a hipdxia de 1h e a recuperacao pds-hipdxia, pode ser interpretada como
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uma resposta ao aumento da concentragdo da proteina HIF-1a celular. No
hepatopancreas, apds 24h de reoxigenacdao, o aumento nos niveis de mRNA de
HIF-1a sugere a participagdo deste gene no controle do metabolismo da glicose no
hepatopancreas de N. granulata.

O presente estudo demonstra que as estratégias utilizadas pelo caranguejo
N. granulata para reorganizar as prioridades do uso de energia sdo dependentes
do tempo de exposicdo ao estresse hipdxico e essas respostas sao tecido-
especificas.

PALAVRAS-CHAVE: Hipoxia, recuperacado pds-hipdxia, metabolismo energético,
HIF-1a, caranguejo.
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1. INTRODUCAO

A hipdéxia ambiental afeta os animais em uma ampla extensdo de habitats,
desde sistemas aquaticos até ambientes terrestres e de altitude (Burnett e cols.,
2007). A transicao para ambiente com baixo teor de oxigénio requer a supressao
coordenada das atividades celulares que sdo consumidoras e produtoras de ATP,
bem como uma reorganizacéao das prioridades para o uso de energia (Ramnanan e
Storey, 2006; Storey e Storey, 2004).

Em animais que enfrentam diferentes formas de estresse em seus habitats,
reduzir o bombeamento iénico diminui significativamente o gasto energético (Sta-
ples e Buck, 2009). A atividade da enzima Na'/K*-ATPase, uma das maiores con-
sumidoras de ATP celular, reduz em cerca de 75% em hepatdcitos de tartarugas
submetidas a anoxia (Buck e Hochachka, 1993). Como a homeostase ibnica é uma
funcao prioritaria na célula, 28% do consumo de ATP nos hepatdcitos é direcionado
a Na'/K*-ATPase em condicdes de normdxia. No entanto, em anoxia, 74% do ATP
produzido na célula sédo direcionados para a Na*/K*-ATPase, apesar da reducao de
75% da sua atividade (Buck e Hochachka, 1993). Inicialmente foi proposto que a
regulacdo da atividade catalitica da Na*/K*-ATPase ocorra por meio de alteracoes
na afinidade ao substrato. No entanto, estudos recentes tém demonstrado que a
enzima é regulada por fosforilacao, resultando tanto na endocitose como na exoci-
tose desta molécula a partir da membrana plasmatica para os compartimentos in-
ternos (Wheaton e Chandel, 2011).

Outro meio de reduzir a demanda energética € a supressao da sintese pro-
teica (Storey e Storey, 2007). Este processo responde por cerca de 18-26% do

gasto energético celular e sua diminuicdo € um dos maiores contribuintes para res-



tringir o consumo de ATP (Lewis e cols., 2007). No entanto, como observado em
peixes A. ocellatus submetidos a hipéxia aguda, existe uma diferenca tecido-
especifica na magnitude da depressao na sintese proteica induzida pela hipéxia,
sendo que no cérebro houve uma redugao em cerca de 20% € nos demais tecidos
em torno de 50-60%, sugerindo que as funcdes cerebrais sdo mantidas durante a
hipoxia para facilitar o comportamento de fuga em resposta a predacao (Lewis e
cols., 2007).

A diminuicao no teor de oxigénio exerce efeitos celulares diretos, promoven-
do mudancas significativas na expressao de fatores responsivos a esse tipo de es-
tresse (Burnett e cols., 2007). Trabalhos recentes em vertebrados demonstraram o
papel do fator induzivel por hipéxia 1 (HIF-1) no controle da expressdo génica de
proteinas envolvidas na resposta a hipéxia. O HIF-1 € uma proteina heterodiméri-
ca, pertencente ao subgrupo da familia de fatores de transcricao hélice-alga-hélice
(bHLH — basic helix-loop-helix), composta por duas subunidades: HIF-1a e HIF-1(3,
esta ultima também conhecida como ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator) (Wang e cols., 1995). Cada subunidade possui dois dominios PAS,
denominados PAS-A e PAS-B. O dominio PAS foi designado como uma regiao
comum encontrada no gene per de Drosophila, envolvido na manutencao do ritmo
circadiano; ARNT humano e no gene sim de Drosophila, envolvido na diferencia-
cao celular (Ferreira, 2006).

A atividade do HIF-1 é regulada por um mecanismo de modificacdo poés-
traducional do HIF-1a, aumentando a estabilidade proteica e a capacidade de tran-
sativacao. A subunidade HIF-1a possui dois dominios terminais de transativacéo: o
dominio N terminal (NTAD) e o C terminal (CTAD). O dominio N terminal é também

chamado de dominio de degradacédo dependente de oxigénio (ODD), o qual confe-



re a regulagao do nivel proteico de HIF-1a em funcdo da concentragao do oxigénio
molecular. A principal fungdo do CTAD é recrutar e interagir com proteinas co-
ativadoras transcricionais como o CBP/p300 (Co-activators Biding Protein/p300)
(Semenza, 2003; Poellinger e Johnson, 2004).

Na presenca de oxigénio, HIF-1a sofre varias modificacdes como a hidroxi-
lacdo de dois residuos de prolina, no dominio ODD e a acetilacdo de um residuo
de lisina. Essas modificacdes sdo mediadas por proteinas possuidoras de dominios
prolil hidroxilase (PHDs) ou HIF prolil hidroxilase (HPHs). A hidroxilacdo destes re-
siduos promove uma interacao de alta afinidade entre HIF-1a e a proteina do gene
supressor de tumor von Hippel-Lindau (pVHL). A pVHL funciona como um substra-
to de reconhecimento a um complexo ubiquitina ligase E3 que medeia a ubiquitina-
cao do HIF-1a, levando a sua rapida degradacao via proteassoma (Hagg e cols.,
2005) (Figura 1).

Qutro tipo de regulacdo do HIF-1a ocorre por meio da hidroxilagdo de um
residuo de asparagina localizada na regido CTAD. Esta modificacdo que é media-
da pelo fator de inibicdo do HIF (FIH-1), bloqueia a interacdo do CTAD com o co-
ativador transcricional CBP/p300, inibindo assim a transativagdo mediada pelo HIF-
1a. Além disso, foi recentemente demonstrado que FIH-1 pode diminuir a atividade
da subunidade HIF-1a mesmo em situacdes de hipdxia severa, sendo, portanto,
um mecanismo potencial de regulacado do HIF-1 em condi¢cdes que as PHDs nao
sao capazes de atuar (Stolze e cols., 2004; Bardos e Ashcroft, 2005). FIH-1 tam-
bém interage com o pVHL facilitando o recrutamento de HIF-1a para subsequente
ubiquitinacdo e degradacao desta subunidade (Mahon e cols., 2001).

Em condicdes hipdxicas, a modificacdo e a degradacdo do HIF-1a cessam,
havendo um rapido acumulo desta subunidade no citoplasma e sua translocacao
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para o nucleo, onde ocorre sua dimerizagdo com o HIF-1B3. O complexo HIF-1 for-
mado torna-se ativo, iniciando a transcricdo de genes-alvo ao ligar-se a uma se-
guéncia de pentanucleotideos no DNA, denominada elementos responsivos a hi-

podxia (HREs) (Poellinger e Johnson, 2004; Hagg e Stefan, 2005) (Figura 1).
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Figura 1: Representacédo esquematica do mecanismo de regulacao do fator induzi-
vel por hipoxia (HIF). Adaptado de Cohen e McGovern (2005).

Ao contrario da subunidade a, a subunidade HIF-1B € expressa constituti-
vamente no nucleo e sua atividade é controlada independentemente dos niveis de
oxigénio (Stockmann e Fandrey, 2006).

Em mamiferos, os genes-alvo do HIF-1 estdo envolvidos principalmente na
angiogénese, eritropoiese, transporte de glicose e glicélise anaerdbica, processos
gue séo essenciais para melhorar a oxigenagéo dos tecidos e producéo de energia

(Semenza, 2001).



Embora a dindmica e as respostas funcionais do HIF tenham sido mais bem
estudadas em mamiferos, genes homoélogos ao HIF desta classe ja foram encon-
trados em peixes, anfibios, aves e invertebrados (Hardy e cols., 2012). Entretanto,
as informacdes sobre o papel do HIF na resposta metabdlica a hipdxia nestes ani-
mais sdao comparativamente limitadas. A ativagcdo da expressao deste fator, em
resposta a baixa tensdo de oxigénio, pode ser uma das principais estratégias utili-
zadas pelos crustaceos para permitir a transicao celular do estado aerédbio para o
anaeroébio, e permitir que esses animais adaptem-se aos ambientes com grandes
variagdes de oxigénio na agua.

No camaréo Litopenaeus vannamei, a sequéncia de cDNA das subunidades
o e B do HIF-1 foram caracterizadas e mostraram que sao expressas diferentemen-
te em branquias, hepatopancreas e musculo durante a norméxia e a hipéxia (So-
fianez-Organis e cols., 2009). Além disso, o silenciamento de ambas as subunida-
des altera as concentragdes de glicose e lactato na hemolinfa e a expresséao e ati-
vidade da enzima hexoquinase em camardes expostos a hipdxia, sugerindo que as
respostas metabdlicas deste animal ao estresse hipéxico sdo mediadas pelo HIF-1
(Sonanez-Organis e cols., 2010).

Recentemente, Hardy e cols. (2012) sugeriram que em tecidos do siri Calli-
nectes sapidus as subunidades HIF-1a e B sdo expressas constitutivamente em
normoxia. Entretanto, apos a exposi¢do dos animais a hipoxia, a expressao de HIF-
1a foi tecido-especifica e dependente do tipo de fibra muscular, observando um
ligeiro aumento nos niveis de mRNA de HIF-1a nas fibras oxidativas aerébicas e
uma diminuig¢do significativa nas fibras glicoliticas anaerdbicas.

Varias espécies de crustaceos decapodes, quando confrontadas com a di-

minuicdo dos niveis de oxigénio, utilizam mecanismos fisiolégicos e bioquimicos a



fim de compensar a falta de oxigénio. Algumas espécies sao capazes de obter oxi-
génio suficiente durante a hipéxia aumentando a ventilacao respiratéria (McMahon,
2001). Este processo ventilatério ocorre pelo batimento do escafognatito, estrutura
responsavel por movimentar a agua dentro da ca&mara branquial (Wilkens e
McMahon, 1972). Outra estratégia utilizada é o aumento da sintese e/ou afinidade
da hemocianina (Taylor e Anstiss, 1999), permitindo um aporte de oxigénio sufici-
ente para os tecidos produzirem energia aerdbica necessaria para suprir suas ati-
vidades bésicas.

No entanto, quando os niveis de oxigénio encontram-se abaixo do nivel cri-
tico e a respiracao nao é capaz de manter a concentracao de oxigénio na hemolin-
fa suficiente para suprir a demanda energética dos diferentes tecidos, uma série de
outras respostas pode ser observada. Nestas situagdes, muitos crustaceos res-
pondem a hipdxia reduzindo o consumo de oxigénio e a atividade locomotora (San-
tos e cols., 1987; Hervant e cols., 1995), como também utilizando a bradicardia
(Goncgalves, 1993; Airriess e McMahon, 1994), alterando ou redirecionando o fluxo
sanguineo para os tecidos que requerem maiores niveis de oxigénio (Reiber e
McMahon, 1998).

Os estuarios sao ecossistemas resultantes da transicdo entre os ambientes
marinhos e limnico, caracterizando-se por periodos irregulares de total cobertura
com agua e outros com exposicdo do substrato. Esses ecossistemas sofrem in-
fluéncia de fatores oceanograficos e meteoroldgicos, impondo a sua biota um ele-
vado estresse ambiental. O estresse pode ser gerado pelas variagcdes de salinida-
de, de temperatura e de oxigénio dissolvido na agua (Cooper, 1974; Odum, 1985).

O caranguejo Neohelice (Chasmagnathus) granulata é uma espécie tipica

de estudrio que evoluiu a partir de formas marinhas e situa-se sistematicamente na



Superclasse Crustacea, Ordem Decapoda (Cuesta e cols., 2001). 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 San Matias, na Argentina (Boschi, 1964).

Em seu habitat, o N. granulata abre galerias ou tocas com profundidades
variaveis de acordo com o nivel das marés e o lencol freatico, de maneira que no
fundo da toca sempre haja agua. Essas habitacées tém papel importante na
ecofisiologia do N. granulata, pois minimizam as variagcdes de salinidade, de
temperatura e de teor de oxigénio (Turcato, 1990). Na lagoa Tramandai-RS, onde
populacées de N. granulata sdo encontradas em abundancia, os animais sofrem
periodos prolongados de hipdxia ou de anoxia, pois o teor de O, dissolvido na agua
pode variar de 2,80 mg O./L a 11,78 mg O./L, podendo chegar a valores préximos
de zero durante o inverno, quando os animais permanecem recolhidos as tocas.
Também quando os caranguejos saem em busca de alimento permanecem longos
periodos fora d’agua, submetidos a hipdxia ou a anoxia ambiental (Turcato, 1990).
Devido a essas caracteristicas ecoldgicas e comportamentais o N. granulata é um
excelente modelo biolégico para o conhecimento dos mecanismos fisioldgicos
envolvidos nas respostas as alteracdes do teor de oxigénio ambiental.

Esse caranguejo, apesar de apresentar um sistema respiratorio inviavel a
respiracdo aérea (Santos e cols.,1987) é capaz de suportar longos periodos fora
d’agua e de exposicao ao sol sendo considerado tipicamente semi-terrestre (Mare-
Gazon e cols., 1974). Algumas espécies de caranguejos, como o N. granulata,
possuem a habilidade de manter as branquias sempre umedecidas, quando estao
fora do ambiente aquatico, por meio de um sistema de circulagdo nas bases dos

pereidpodes que captam a agua da superficie externa do corpo e a liberam na



cavidade branquial, promovendo a renovacao do teor de oxigénio (Hartnoll, 1988;
Bond-Buckup e cols., 1991; Luquet e cols., 2000).

Os crustaceos utilizam trés estratégias adaptativas que permitem a
sobrevivéncia em hip6xia ou anoxia ambiental: 1) manutencdo em todos os tecidos
de altas concentracdes de glicogénio e de fosfato em condi¢cdes aerdbicas; 2)
utilizacdo de vias anaerdbicas para producdao de ATP e manutencdo do balanco
redox; e (3) reducdo da atividade metabdlica (Hervant e cols., 1995; Childress e
Seidel, 1998).

Em periodos de norméxia, a glicose, principal monossacarideo na hemolinfa
de crustaceos, é armazenada na forma de glicogénio, principalmente, no musculo,
no hepatopancreas, no coracado, nos hemacitos e nas branquias, sugerindo que a
auséncia de um depésito central de glicogénio seria uma adaptacao importante para
caranguejos que em seus habitats estariam submetidos a periodos de hip6xia
ambiental e que possuem o sistema circulatério do tipo aberto com baixa presséo e
fluxo lento, determinando uma distribuicdo menos efetiva de glicose para os tecidos
(Hochachka e Somero, 1984).

Em vertebrados e invertebrados, a ativacao da fermentacao anaerdbica de
carboidrato via glicélise € uma estratégia importante que permite a sobrevivéncia
em hipdxia ou anoxia ambiental por longos periodos (Storey e Storey, 2007). No
entanto, existem algumas limitacdes dessa via no fornecimento de ATP, compara-
do com as vantagens do metabolismo aerdbio (Da Silva-Castiglioni, 2010). A glicé-
lise aerdbica pode utilizar carboidratos, lipidios e proteinas como substratos para
gerar ATP, enquanto em condigbes anaerdbicas os organismos estédo restritos ao
uso de carboidratos e poucos aminoacidos. A producao de energia € outro fator

limitante, pois a glicdlise anaerdbica produz somente 2 moles de ATP por mol de



glicose na conversao a lactato comparada com 36 moles de ATP gerados pela gli-
cOlise aerdbica. Portanto, a glicélise anaerdbica, embora seja a principal via para a
producédo de ATP na auséncia de oxigénio, apresenta algumas limitacoes.

O lactato é o principal produto do metabolismo anaerébio em crustaceos,
sendo acumulado na hemolinfa e em diferentes tecidos apos situagdes de anoxia
ou de hipoxia ambiental ou funcional (Van Aardt, 1988; Anderson e cols., 1994;
Hervant e cols., 1995, 1999; Zou e cols., 1997; Wachter e cols., 1997). Durante o
exercicio extenuante os crustaceos produzem altas concentracdes de lactato, sen-
do este metabdlito responsavel pela acidose induzida pelo exercicio fisico nestes
caranguejos (Wood e Randall, 1981; Henry e cols., 1994; Morris e Adamczewska,
2002). O aumento da concentragédo de lactato na hemolinfa e nos tecidos esta as-
sociado a mobilizacao de glicogénio tecidual (Chang e O’ Connor, 1983; Hervant e
cols., 1999; Morris e Adamczewska, 2002; Oliveira e cols., 2004).

A relacdo lactato/glicose (mmol/L / mmol/L) na hemolinfa de N. granulata
alimentados é elevada, o que sugere que o lactato € um importante substrato ener-
gético para este caranguejo (Pellegrino e cols., 2008; Maciel e cols., 2008). Em N.
granulata, o lactato pode ser oxidado no hepatopancreas e no musculo (Marqueze
e cols., 2006; Maciel e cols., 2008) ou convertido em glicose no hepatopancreas e
no musculo ou em glicogénio no musculo (Oliveira e cols., 1997; 2004; Maciel e
cols., 2008).

As concentragbes de ATP, AMP e ADP em crustaceos nao sdo muito eleva-
das, contudo, a concentracdo de arginina fosfato muscular é significativamente
maior neste grupo de invertebrados quando comparada aquela verificada em inse-
tos ou a concentracdo de creatina fosfato no musculo de vertebrados (Beis e

Newsholme,1975; Hill e cols., 1991). A arginina fosfato é utilizada pelos crustaceos



como substrato energético durante exercicio fisico intenso e durante a hipéxia am-
biental ou tecidual (Hill e cols., 1991; Morris e Adamczewska, 2002).

Da Silva-Castiglioni e cols. (2010) constataram ao comparar duas espécies
de lagostins, Parastacus defossus e Parastacus brasiliensis submetidas a diferen-
tes tempos de estresse hipdxico, que ambos os lagostins estocam e utilizam a ar-
ginina fosfato como fonte de reserva durante a hip6xia, principalmente o P. defos-
sus, que possui concentracdes de reservas energéticas maiores que o P. brasilien-
sis. O P. brasiliensis esgotou as reservas de arginina fosfato no muasculo em 8 ho-
ras de exposicao a hipdxia, demonstrando uma menor adaptacao desta espécie a
esse tipo de estresse.

Rossetti (2010) submetendo caranguejos N. granulata a anoxia por 1 hora
observou um aumento nas reservas de arginina e de arginina fosfato no musculo e
no hepatopancreas. Apesar de permanecerem em ambiente andxico por 1h, pro-
vavelmente, uma verdadeira anoxia ainda néo foi estabelecida nessa primeira ho-
ra. Assim, a autora sugere que em um primeiro momento o animal aumenta as re-
servas de fosfagénios para serem usadas posteriormente, caso a anoxia prossiga
por mais tempo. Em outro estudo, Marqueze e cols. (2006, 2011), utilizando o
mesmo planejamento experimental, demonstraram que na primeira hora de anoxia
as vias glicoliticas anaerébicas, muscular e hepatopancreatica, sdo responsaveis
pela produgcédo de ATP. A ativacao da via glicolitica nestes tecidos foi acompanha-
da pela redugdo marcante dos valores de glicogénio. Contudo, apds esse periodo
de anoxia a atividade da enzima piruvato quinase (PK) decai marcadamente, indi-
cando uma reducao do fluxo de carbono pela via glicolitica. Recentemente, Geihs e
cols. (2013) apds submeter o caranguejo N. granulata a hipéxia por 1, 4 e 10 ho-

ras, verificou que a atividade do complexo |V da cadeia respiratoria mitocondrial no
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musculo locomotor diminui apenas apés 10 horas de estresse. Este resultado su-
gere que durante os periodos iniciais da hipéxia, o musculo locomotor nao apre-
senta depressao metabdlica.

Este padrao metabdlico € também encontrado nas tartarugas, no peixe-
dourado, nos moluscos marinhos e no lagostim onde a resposta inicial da transicéo
da normédxia para a hipdxia é a ativacao da glicélise, seguida pela depressao do
fluxo glicolitico quando a anoxia é estabelecida (Storey e Storey, 1990; Dawson e
Storey, 2012).

Além disso, em N. granulata a exposicao a anoxia por 4h reduziu a captacao
de glicose e a sintese de glicogénio no hepatopancreas, que foram acompanhadas
pelo aumento na mobilizacdo de glicogénio e na atividade da enzima glicogénio
fosforilase (Oliveira e cols., 2001). Recentemente, Geihs e cols. (2013b) constata-
ram diminuicdo no consumo de oxigénio e na atividade locomotora de N. granulata
apos exposicao de 1, 4 e 10 horas ao meio hipdxico.

Algumas estratégias utilizadas pelos crustaceos durante a hipéxia sao bem
conhecidas, entretanto, os mecanismos utilizados durante a reoxigenacao ainda
nao sao bem compreendidos. Este processo é de grande importancia, pois é du-
rante a recuperacado que as reservas de energia sdo restauradas e os produtos
finais acumulados sdo removidos do organismo. No entanto, o processo de reoxi-
genacdo quando o animal retorna a normoxia pode induzir danos oxidativos. De
Oliveira e cols. (2005), estudando o efeito da anoxia e da recuperacao da anoxia
sobre o balanco oxidativo em tecido branquial de N. granulata, demonstraram que
este caranguejo, como outras espécies intertidais que estao sujeitas aos ciclos na-
turais de anoxia/hipdxia e reoxigenacao (Lutz e Storey, 1997; Childress e Seidel,

1998; Hochachka e Lutz, 2001; Hermes-Lima e Zenteno-Savin, 2002; Gorr e cols.,
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2010), apresenta estratégias adaptativas de defesa antioxidante que permitem a
esses animais sobreviverem em ambientes com extremas variacdes das caracte-
risticas fisico-quimicas.

Em N. granulata mantidos com dieta rica em carboidratos (HC) ou proteinas
(HP) e submetidos ao estresse por anoxia ou hipdxia ambiental durante 8 horas, as
concentracdes de lactato e de glicose na hemolinfa aumentam 10-14 vezes, quan-
do comparadas aquelas constatadas nos grupos em normoéxia (Oliveira e cols.,
2001; Maciel e cols., 2008). Durante a fase de recuperagdo da anoxia, a concen-
tracdo de lactato na hemolinfa de caranguejos alimentados com dieta HP retornou
rapidamente a valores semelhantes aqueles do grupo norméxia. Entretanto, nos
caranguejos alimentados com a dieta HC o decaimento dos niveis de lactato na
hemolinfa foi lento quando comparado aquele verificado nos caranguejos alimenta-
dos com dieta HP (Oliveira e cols., 2004 ). Esta reducéo do lactato hemolinfatico em
caranguejos alimentados com a dieta HP foi acompanhada de aumento na incorpo-
racdo do '*C-lactato em glicose no hepatopancreas e no musculo (Oliveira e cols.,
2004; Maciel e cols., 2008). A participacao da gliconeogénese muscular a partir de
lactato nos animais que receberam a dieta HP, ocorreu pelo aumento na atividade
e na expressao da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK). Ao contra-
rio, nos animais que receberam uma dieta HC a capacidade gliconeogénica a partir
do lactato ndo foi ativada, explicando, em parte, a mais lenta reducdo dos niveis de
lactato circulante constatado neste grupo alimentar (Maciel, 2007; Maciel e cols.,
2008).

Em musculo de N. granulata alimentado com a dieta HP a atividade da en-
zima PK no periodo de recuperacao pds-anoxia de 3 h apresenta valores 3 vezes

maiores que aqueles verificados no grupo controle. J4 nos caranguejos HC os va-
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lores de atividade da PK muscular sdo menores que aqueles dos animais do grupo
normoxia (Marqueze e cols., 2006). Contrariamente, no hepatopancreas do grupo
de caranguejos alimentados com a dieta HC a atividade da enzima PK manteve-se
significativamente mais elevada que no grupo norméxia apds 3h de recuperacao
pds-anoxia. Porém, nos caranguejos mantidos com a dieta HP a atividade dessa
enzima retornou, ap6s 3h de recuperagdao pos-anoxia, a valores semelhantes
aqueles do grupo normoéxia (Marqueze e cols., 2011). A manutencao da atividade
da via glicolitica durante o periodo de recuperacdo no hepatopancreas do grupo
HC e no musculo do grupo HP contribuiu para o retorno das reservas de ATP a
valores semelhantes aqueles dos grupos controle em ambos os tecidos (Marqueze
e cols., 2006; 2011).

Nos caranguejos mantidos com a dieta HC, a sintese de glicogénio no hepa-
topancreas, a partir de glicose, seria uma das vias envolvidas na reducao dos valo-
res de glicose circulante constatado no periodo de 3h pds-anoxia (Marqueze e
cols., 2011).

Como exposto acima, diversos estudos tém investigado as estratégias me-
tabdlicas de tolerancia a anoxia, hipdxia e reoxigenacgao utilizadas pelo caranguejo
N. granulata, permitindo sua sobrevivéncia as variagbes do teor de oxigénio em
seu habitat e suas incursdes ao meio terrestre em busca de refugio e de alimento.
No presente trabalho foram investigadas as estratégias metabdlicas de reorganiza-
cao de prioridades para o uso de energia em caranguejos expostos a diferentes
tempos de hipdxia e reoxigenacao, além de determinar a expressao génica do HIF-

10 e sua relacdo com essas respostas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi ampliar o entendimento das estratégias

metabdlicas e moleculares utilizadas para a reorganizagdo do consumo energético

nos diferentes tecidos do caranguejo Neohelice granulata em resposta a exposi¢ao

ao meio hipdxico por 1h ou 8h e a periodos de reoxigenacao de 3h ou 24h.

Objetivos especificos

Verificar o efeito da exposicao dos animais a hipdxia e a recuperagao poés-

hipdxia sobre:

1.

2.

Os niveis hemolinfaticos de glicose e de lactato;

A concentracao tecidual de ATP;

A atividade da enzima Na'/K*-ATPase e a sintese de proteinas a partir de
leucina marcada radioativamente, processos que demandam altas quanti-
dades de ATP celular;

A capacidade de oxidagao de substratos energéticos, pela medida da for-
macao de “CO; a partir de piruvato marcado radioativamente;

A expressao génica do fator induzivel por hipéxia 1a (HIF-1 a).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados caranguejos Neohelice granulata (Chasmagnathus
granulatus Dana 1851) (Crustacea, Brachyura, Varunidae) machos em estagio C
do ciclo intermudas (Drach e Tchernigovtzeff, 1967), a fim de minimizar os efeitos

dos periodos de ecdise.

A coleta foi realizada na margem da Lagoa Tramandai, no municipio de
Imbé (RS), durante a primavera e o verdo. Os animais foram capturados
manualmente e acondicionados em caixas plasticas, com agua do proprio local,
durante o transporte até o laboratorio, localizado no Instituto de Ciéncias Bésicas

da Saude na UFRGS, em Porto Alegre (RS).

No laboratério, os caranguejos foram submetidos a choque hiposmético com
agua destilada por 24 horas, para eliminacao de possiveis parasitas e limpeza do
conteudo estomacal (Kucharski, 1990). Apds este procedimento, os animais foram
mantidos por 10 dias em tanque contendo agua com salinidade de 20%o,
temperatura de 25°C, fotoperiodo natural, aeragdo constante (155 Torr de O, dis-
solvido na agua, aproximadamente 9mg O/L). Os caranguejos foram alimentados,

ad libitum, com carne bovina crua, duas vezes por semana.

3.2. Procedimentos Experimentais

Para o estudo da hipoxia foram utilizados aquarios de 20L com 38 Torr
(aproximadamente 2,2mg O./L) de oxigénio dissolvido na agua. A reducao do nivel
de oxigénio foi obtida por aeracao com gas nitrogénio na agua dos aquarios € mo-

nitorada com o auxilio de um oximetro (World Precision Instruments modelo Oxel-
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1/ISSO.). Quando o teor de oxigénio na agua chegou ao valor desejado, os ani-
mais foram colocados nos aquarios e os mesmos vedados. A partir deste momento
foram contados os tempos experimentais de 1 ou 8 horas de hip6xia. Para cada
tempo experimental, uma parte dos animais submetidos a hipdxia foi repassada
para outros aquarios com agua em normoxia (155 Torr de O, dissolvido na agua)
por 3 ou 24 horas, para o estudo da recuperacao da hipéxia (Tabela 1). O grupo
controle permaneceu em normdxia (155 Torr de O, dissolvido na agua) (Maciel e

cols., 2008).

Norméxia ————> Hipoxia ———— Recuperacao

155 Torr de O, 38 Torr de O, 155 Torr de O,
10 dias 1 hora 3 ou 24 horas
8 horas 3 ou 24 horas

Tabela 1: Representacao esquematica do desenho experimental.

Ao final dos periodos experimentais, os animais foram imediatamente crioa-
nestesiados e amostras das branquias anteriores e posteriores, musculo da man-
dibula e hepatopancreas foram coletadas e utilizadas nos diferentes protocolos
experimentais. A hemolinfa desses animais foi coletada (anticoagulante oxalato de
potassio 10%) das articulacoes do 4° e 5° pereidpodes e utilizada para as determi-

nagdes bioquimicas de glicose e lactato.
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3.3. Determinacoes Bioquimicas

3.3.1. Determinacéo da conversao de [U-*C]-leucina em *C-proteinas

A sintese de proteinas foi determinada segundo Richardson e cols. (1997).
Amostras de tecido (40-100mg) dos caranguejos foram incubadas em 500uL de
solucao fisioldgica de caranguejo (SFC): 300mM NaCl, 10mM KCI, 25mM CaCl,, 10mM
MgCl,, 8,8mM H3BOs;, pH 7,4; acrescida de 10mM HEPES, 0,1mM fenilnetilsulfonil
fluoride (PMSF), contendo 0,2uCi de [U'C]-leucina (315mCi/mmol, Amersham In-
ternatinal) e 5mM de leucina ndo marcada. Os tubos foram aerados com carbogé-
nio (02:C0O,, 95:5, v/v) por 30 segundos e incubados em banho metabdlico por 180
minutos, com agitacao constante e temperatura de 25°C. Estudos prévios em nos-
so laboratério demonstraram que a capacidade de sintese de proteinas é linear até
6 horas de incubacgao (Schein, 1999). Apéds a incubacao as reagdes teciduais foram
interrompidas em banho de gelo, as amostras foram lavadas com SFC gelada, se-
cas em papel filtro e transferidas para tubos contendo 500uL de agua destilada. As
amostras foram homogeneizadas com um macerador de tecidos (Omni Mixer).
Uma parte das amostras (50puL) foi processada para a quantificacdo das proteinas
totais (Bradford, 1976) e a outra parte processada para a quantificacao total de *C-

proteinas.

Para a quantificagdo das '*C-proteinas sintetizadas, 100uL do homogenei-
zado foram aplicados em papel filtro Whatman 3MM e, apds a secagem, os filtros
foram incubados com TCA 10% por 10 minutos, para que ocorresse a precipitacao
das "C-proteinas. A seguir, os filtros foram lavados duas vezes com alcool 95% e
duas vezes com éter. Apds secos, os filtros foram colocados em viais contendo
3mL de liquido de cintilagdo (Tolueno-Triton 2:1,PPO 0,4%,POPOP 0,01%) e a

radioatividade quantificada em espectrdmetro de cintilagao liquida LKB-Wallac. Os
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resultados foram expressos como pmol de 'C-leucina incorporada em '*C-

proteina.mg™’ de proteina.tempo™ de incubagao.

3.3.2. Determinacdo da formacao de *CO, a partir de [1-'*C]-acido piravico

A determinagdo da producdo de '*CO, foi realizada conforme método des-
crito por De Oliveira e cols. (2002). Amostras de tecido dos caranguejos foram adi-
cionadas em frascos de vidro com tampa de borracha contendo 500uL de meio de
incubacgéo constituido de solucao fisiolégica de caranguejo, PMSF (1%), 0,2uCi de
[1-'*C]-4cido pirGvico (18mCi/mmol, Perkin Elmer) e 5mM de acido pirGvico ndo
marcado. Nas tampas de borracha foi acoplado um vidro em formato de “J” com
um poco onde era colocado uma tira de papel Whatman 3MM para a captacdo do
%CO, resultante da oxidacdo do &cido pirivico. Os frascos foram aerados com
carbogénio (02:CO,, 95:5, v/v) por 30 segundos e as tampas foram fechadas e ve-
dadas com parafilme. Ap6s foi feita a incubacdo em banho metabdlico (Dubnoff)
por 1Th a 25°C com agitacao constante. A reacao de oxidagao foi interrompida inje-
tando-se 0,25mL de TCA 50% no meio de incubacao, através da tampa de borra-
cha, e nos pocos foi injetado 0,25mL de NaOH 2M, umedecendo as tiras de papel.
Os frascos permaneceram lacrados e imoveis por 12 horas para promover a total
fixacdo do 'CO, nas tiras de papel. Apds este periodo, a tira de papel 3MM era
transferida para um novo frasco contendo 3mL de liquido de cintilagdo (Tolueno-
Triton 2:1,PPO 0,4%,POPOP 0,01%) e a radioatividade quantificada em espectro-
metro de cintilagéo liquida LKB-Wallac. Os resultados foram expressos como pmol

de *CO, formado a partir de [1-'*C]-acido pirtvico.mg™ de tecido.h™.
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3.3.3. Determinacao da atividade da enzima Na*/K*-ATPase (E.C. 3.6.1.3)

Para determinar a atividade da Na'/K*-ATPase, o isolamento das
membranas foi realizado conforme o método descrito por Barnes e Blackstock
(1993). Amostras de tecido (300mg) foram homogeneizadas (Omni Mixer) em
solucao tampao (Tris-HCI 1,35M, PMSF 1%, pH 7,4) na proporcédo 1:5 (p:v). O
homogeneizado foi centrifugado (10000xg, 4°C) por 10 minutos e o sobrenadante
foi centrifugado a 40000xg, 4°C por 25 minutos. O precipitado foi ressuspenso com
1mL do mesmo tampao de homogeneizacgao (Tris-HCI) e novamente centrifugado a
40000xg, 4°C por 20 minutos. O precipitado obtido foi ressuspenso com 500uL de
tampao Tris-HCI e, antes de ser congelado (-20°C) por 12 horas, uma amostra de

50uL era reservada para determinar a concentracao de proteinas.

A atividade da Na'/K*-ATPase foi determinada conforme o método descrito
por Esmann (1988) e todo o processo de incubacao foi realizado em sala escura.
Foram elaborados dois meios de incubacédo, A e B, constituidos por NaCl (1M),
MgCl, (60mM), KCI (100mM) e EDTA (1mM), pH 7,4, sendo que 30mM de
ouabaina, um inibidor especifico da Na'/K*-ATPase, foram adicionados somente
no meio de incubagdao B. As amostras (50mg de proteina) foram pré-incubadas
(30°C) por 5 minutos em tubos com os meios de incubagdao A e B, e apds este
periodo foi adicionado 20uL de ATP (30mM) em cada tubo e, apés 30 minutos de
incubacgao, a reacao foi interrompida com a adicao de 200uL de TCA 10%. Para
cada amostra foram preparados brancos contendo os mesmos meios de incubacao
A e B, porém sem a adicdo da amostra, para descontar os valores de fosfato inor-
ganico (Pi) liberado pela hidrélise do ATP devido a outros fatores e nao pela ativi-

dade da Na*/K*-ATPase.
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O fosfato inorganico (Pi) foi determinado conforme o método descrito por
Chan e Swaminathan (1986). Foi preparada uma solucdo reagente com verde
malaquita, agua MilliQ, molibdato de ambnio e alcool polivinilico na proporcao
2:2:1:1 (viviviv). A quantificagdo do Pi das amostras foi realizada em
espectrofotobmetro a 630nm. Foi utilizada uma curva padrao com K,HPQO, (fosfato
de potassio monobasico) para o célculo da concentracao de Pi das amostras e, a
atividade da Na'/K'-ATPase foi calculada pela diferenca na concentracdo de Pi
entre 0s meios de incubacédo A e B, e seus respectivos brancos, e os resultados

expressos como umol de Pi.mg™' de proteina.min™.

3.3.4. Determinacao de ATP tecidual

Para a determinacéo da concentracdo de ATP tecidual, os animais eram cri-
oanestesiados e as amostras (100mg) de tecido eram imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C. Apds, as amostras eram
homogeneizadas em tamp&o contendo: TCA 6 %, NaF 20 mM, gelatina 0,4 g.L™' e
a concentracao de ATP determinada através da técnica da luciferina biolumines-
cente com kit da Invitrogen (A22066). Os resultados foram expressos como umol
de ATP.mg™' de tecido. Os ensaios foram realizados poucos dias apds a coleta das
amostras de tecidos para minimizar a queda dos valores devido ao tempo de ar-

mazenamento a -80°C (Souza e cols., 2013).

3.3.5. Determinacao das proteinas

A determinacdo da concentracao de proteinas totais nos tecidos foi realiza-
da segundo o método descrito por Bradford (1976) e como padrao foi utilizada al-

bumina bovina.
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3.3.6. Determinacao das concentracoes de glicose e de lactato na hemolinfa

As concentragdes hemolinfaticas de glicose e lactato foram determinadas
através dos testes colorimétricos enzimaticos Glicose Liquiform® (Labtest Diagnos-

tica) e Lactato (Katal), respectivamente.

3.3.7. Determinacao da expressao génica do fator induzivel por hipdxia 1a
(HIF-1)
3.3.7.1 Desenho das sequéncias sintéticas (primers)

Os primers especificos do HIF-1a e do 18S, este ultimo utilizado como gene
endogeno normalizador, foram desenhados a partir das regides mais conservadas
apods alinhamento de mudltiplas sequéncias genéticas de diferentes espécies de
crustaceos e de peixe-zebra, uma vez que as sequéncias parciais dos genes HIF-
1o e 18S do caranguejo N. granulata ainda nao estao disponiveis no GenBank. O
alinhamento foi executado no programa Clustal X, e as sequéncias utilizadas pos-

suem 0s seguintes numeros de acesso no GenBank:

HIF-10

- Callinectes sapidus (JN673810)

- Cancer magister (DQ535030)

- Litopenaeus vannamei (FJ807918)
- Palaemonetes pugio (AY655698)

- Oratosquilla oratoria (HM32914)
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18S
- Callinectes sapidus (M34360)
- Litopenaeus vannamei (EU920969)

- Danio rerio (FJ915075)

Apé6s o alinhamento e definicdo das regides mais conservadas, os primers
para cada gene foram desenhados utilizando o programa IDT Design Software (In-

tegrated DNA Technologies Inc.), obtendo as seguintes sequéncias:

- HIF-1c (195pb): 5-TTCCTTCGCCTCAAGTGCAC-3’
3-GCTCACGAAGGTCTGCTTGTC-5
- 18S (135pb): 5-GGAAGTATGGTTGCAAAGCTG-3’

3’-TCTCAATCTGTCAATCCTTCCG-5’

3.3.7.2 Extracao de RNA

Cerca de 50-100mg de tecido foram coletados e congelados em nitrogénio
liquido dentro de tubos previamente autoclavados e livres de RNAse, e mantidos
em freezer a -80°C até o momento da utilizacdo dos tecidos para a extracao do
RNA. A extracdo de RNA foi realizada macerando os tecidos em 1mL de Trizol (In-
vitrogen). Apo6s a incubacéo a temperatura ambiente, ao precipitado foram adicio-
nados 0,2mL de cloroférmio (MERCK) para cada 1mL de Trizol. As amostras foram
agitadas e centrifugadas a 12000xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante (fase
aquosa) foi transferido para outro tubo e o RNA foi precipitado em 0,5mL de alcool
isopropilico (MERCK) para cada 1mL de Trizol. A mistura da solucao foi feita por
inversdo e apds a incubacao de 10 minutos a temperatura ambiente, o sobrena-
dante foi descartado. Ao precipitado de RNA foi adicionado 1mL de etanol 75%. As
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amostras foram agitadas e centrifugadas a 7500xg por 5 minutos a 4°C. Apos se-
cagem a temperatura ambiente, foram adicionados 20uL de agua livre de RNAse
para dissolucdo do RNA. A concentracdo de RNA total purificado foi determinada
em espectrofotbmetro (NanoDrop ND-1000; Thermo Scientific) nos comprimentos
de onda de 260 e 280nm e a integridade e a qualidade das preparagdes foram veri-
ficadas por eletroforese em gel de agarose a 1% em TBE. O material foi estocado

em freezer a -20°C até o processamento para a obtencdao de cDNA.

3.3.7.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi feita por meio de uma reacao de transcricao reversa a
partir do RNA total purificado, utilizando o Kit First Strand cDNA Synthesis (Invitro-
gen). Na primeira fase do processo, as amostras de RNA foram desnaturadas a
65°C por 5 minutos em uma solucao contendo: 2ug de RNA, 1uL de Random He-
xamers, 1uL de Annealing Buffer e agua até completar um volume final de 8uL.
Apoés este periodo as amostras foram incubadas no gelo por 1 minuto. A segunda
fase consistiu em adicionar 10uL de 2x First Strand Reaction Mix e 2uL da enzima
SuperScript 1ll. Uma nova incubacgao foi realizada em termociclador Veriti Thermal
Cycle (Applied Biosystems) a 25°C por 10 minutos, seguida de outra incubacéo a
50°C por 50 minutos e concluindo com uma ultima incubagéo a 85°C por 5 minutos.
As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até a realizacdo do ensaio

para quantificacdo do RNA mensageiro.

3.3.7.4 Sequenciamento genético

Para o sequenciamento do gene endogeno constitutivo 18S foi utilizado pro-
duto de PCR, amplificado a partir de mix de cDNA de diferentes amostras de N.

granulata. A amplificagao foi realizada em termociclador Veriti Thermal Cycle (Ap-
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plied Biosystems) com 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anela-
mento a 58°C por um minuto e extensao a 72°C por 30 segundos. O produto ampli-
ficado foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 2% em TBE e visualizado
através de luz ultravioleta no aparelho Geliance 600 Image System (Perkin Elmer).
A banda, cujo tamanho (135pb) correspondia ao esperado, foi entéo retirada do gel
com auxilio de bisturi, colocada em tubo de 1,5mL e purificada com o kit Wizard®
PCR Preps DNA Purification System (Promega) conforme protocolo do fabricante.
Apoés, foi feita a quantificacado do DNA e 30ng do mesmo foram repassados para
tubos de 0,5mL, onde foram adicionados 4,5pmoles de primer especifico (18S for-
ward ou reverse) e agua até completar um volume final de 6uL. As amostras foram
encaminhadas a empresa Ludwig Biotecnologia Ltda (Centro de Biotecnolo-
gia/UFRGS) para execugdo do sequenciamento. A analise do sequenciamento
confirmou que o fragmento amplificado correspondia a um segmento do gene 18S.

Sequenciamento e alinhamento com 18S de C. sapidus:

Callinectes sapidus_18S: GGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAA
Neohelice granulata_18S: ————————————————————— AAATTTAAGGGA

*k kk kkkk K

Callinectes sapidus_18S: TTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTG
Neohelice granulata_18S: TTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTG

KA KAKAKAKAAAKAAAA A AR A A AR AKX A AR AKX Rk KKk

Callinectes sapidus_18S: CGGCT-TAATTTGACTCAACACGGGGAACCTCAC

Neohelice granulata_18S: CGGCTATATTTTGACCCAGCACGGGGAACCTCAC
Kkokokk Kk kkKkKKK  kKk KKk kok ok kKKK kok ok kx

Callinectes sapidus_18S: CAGGCCCAGACACCGGAAGGATTGACAGATTGA

Neohelice granulata_18S: CAGGCC-AGACAGCGTAAGATTTGACAGATGAG
Kkokkkk Khkkkk Kk kkk Kk kkkkxA K

Callinectes sapidus_18S: GA-

Neohelice granulata_18S: AAA
*

O sequenciamento do gene HIF-1a demonstrou a homologia com as se-
quéncias de outros crustaceos. No entanto, por ter sido realizada uma Unica reacao

de sequenciamento a partir de produto de PCR, a qualidade do resultado nao foi
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satisfatoria, sendo necessaria a realizacdo de outras reacdées de sequenciamento

até termos a certeza da posicao de todas as bases.

3.3.7.5 Quantificacao do RNA mensageiro por PCR em Tempo-Real (qPCR)

Cada amostra de 1uL do cDNA (diluicdo 1:10) foi adicionada a uma solucao
contendo as sequéncias sintéticas especificas (primers) (5uM), sendo 0,8ulL
(0,1uM) do primer 18S e 1,6uL (0,2uM) do primer HIF-1a; 2uL de Buffer (10x);
1,2uL de MgCl, (50mM); 0,2uL de DNTPs (10mM); 2uL de Sybr Green (100x);
0,05uL Taq Platinum (5UN/uL) e agua até completar um volume final de 20uL por

poco em placa MicroAmp Fast Optical Reaction Plate (Applied Biosystems).

As placas foram incubadas no aparelho Step One Plus™ (Applied Biosys-
tems) e submetidas a uma fase inicial de ativagédo da enzima (Hot Start) a 94 °C por
5 minutos. As sequéncias alvo foram entdo amplificadas durante 40 ciclos constitu-
idos de etapas sucessivas de desnaturacao (94°C por 15 segundos) e de anela-

mento (58°C por 30 segundos).

Ap6s a amplificacdo, o produto da reacao foi submetido a uma fase de dis-
sociacao (Melting), onde a temperatura variou de 58°C a 99°C e a fluorescéncia foi
adquirida a cada 0,4 °C, registrando-se a temperatura de dissociagdo ou desnatura-
cao da dupla fita do material amplificado, o que indica o tamanho e, portanto, a es-
pecificidade do produto amplificado em cada reacéo. Os dados foram adquiridos e

analisados pelo programa Step One Software versao 2.0.
3.3.7.6. Calculo da expressao relativa

A quantificacao da expressao dos genes estudados neste trabalho em cada

amostra foi estimada através do método comparativo do Cycle Threshold (cT). A
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quantidade de gene alvo foi normalizada pelo gene controle endégeno 18S para as

correcdes de pequenas variagdes devido a diferenca na quantidade de RNA total.

Pelos valores do cT calcula-se o delta cT (AcT) para cada amostra de
MRNA, que consiste na diferenca entre os cT do gene de interesse e do gene

constitutivo.

AcT = CT(gene alvo) — CT(gene enddgeno)

A expressao dos genes entre varios grupos experimentais foi determinada
pela comparagao entre o AcT das amostras em diferentes condicdes experimentais

e o AcT do grupo controle (calibrador).
AACT = ACT teste) — ACT (calibrador)

A expressdo relativa, portanto, é igual a 2*4°". Como calibrador utilizamos o

valor da média dos AcT das amostras do grupo controle (normoxia).

Os resultados foram expressos como a relacao entre a expressdao dos
MRNAs de HIF-1a e 18S, sendo os valores do grupo norméxia normalizados para
1. Para a comparacao da expressao de HIF-1a entre os tecidos do grupo normdxia,
o hepatopancreas foi utilizado como referéncia, e o seu valor também foi normali-

zado para 1.

3.4. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o desvio pa-
drdo da média (média =+ DPM) ou o erro padrao da média (média £ EPM). Foi utili-
zada a andlise de variancia (ANOVA) de uma via, com teste de comparacao Su-

dent-Newman-Keuls (SNK), apds confirmacao da homogeneidade e normalidade
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dos dados. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05 e os testes foram reali-

zados utilizando o programa estatistico SigmaStat 3.5.
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4. RESULTADOS

Os estresses hipoxicos por 1Th e 8h aumentaram os niveis de glicose na
hemolinfa em cerca de 2 e 11 vezes (p<0,05), respectivamente, comparados aos
niveis observados no grupo controle. Durante a fase de recuperacao po6s-hipoxia,
0s niveis glicémicos de ambos os grupos retornaram a valores similares aos

encontrados nos animais que permaneceram em normoxia (Tabela 2).

A concentracao de lactato na hemolinfa dos caranguejos submetidos a hipé-
xia por 1h aumentou cerca de 3 vezes (p<0,05) em relagédo ao grupo normoxia, en-
quanto que apos 8h de hipdxia esse valor chegou a 37 vezes (p<0,05) comparados
aos valores de normoxia.

Apbs 3h de recuperacao, os animais expostos a 1h de hipoxia exibiram uma
concentracdo de lactato similar a encontrada no grupo controle; enquanto nos ca-
ranguejos submetidos a hipdxia por 8h, os niveis hemolinfaticos de lactato perma-
neceram altos (19 vezes, p<0,05). Entretanto, as 24h de reoxigenacao ap6s ambos
os tempos de estresse hipdxico, a concentracao de lactato nestes animais atingiu

valores inferiores (p>0,05) aos observados para o grupo normdéxia (Tabela 2).
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Tabela 2: Concentracdes de glicose (mmol.L™") e lactato (mmol.L") na hemolinfa
de caranguejos N. granulata submetidos a hipoxia (1h e 8h) e recuperacao pés-
hipdxia (3h e 24h). Valores expressos como a média £+ DPM de 3-11 amostras. Foi

utilizada ANOVA 1 via, seguida de teste de comparagao SNK.

Glicose (mmol.L™) Lactato (mmol.L™)
1h hipoxia 8h hipdxia 1h hipoxia 8h hipdxia
Norméxia 0,20 +0,13 0,20+ 0,13 0,58 +0,78 0,58 + 0,78
Hipdxia 0,38 +0,172 231+ 1,142 1,87 +0,682 21,67 +10,172
Rec 3h 0,15 + 0,03 0,22 + 0,09° 0,45+0,39° 11,12 +6,88%
Rec 24h 0,27 +0,13 0,19 + 0,08 0,26 + 0,09 0,17 +0,15°

2 - valores médios diferentes do grupo controle (normoéxia) (p<0,05).
® _ valores médios diferentes do grupo hipéxia 1h (p<0,05).
¢ - valores médios diferentes do grupo hipdxia 8h (p<0,05).

9. valores médios diferentes do grupo recuperacdo 3h pds-hipdxia de 8h (p<0,05).
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No musculo mandibular e nas branquias anteriores dos caranguejos sub-
metidos a ambos os tempos de estresse hipdxico (1h e 8h) ndo foram constatadas
alteragées significativas na sintese de '*C-proteina. Contudo, apés 24h de recupe-
racao poés-hipdxia foi verificado um aumento de 3 vezes (p<0,05) na incorporacao

de "C-leucina em *C-proteinas nas branquias anteriores (Figura 2).

Apébs 1h de hipoxia, houve diminuicao em cerca de 50% (p>0,05) na incor-
poracdo de leucina em proteina e um aumento (p<0,05), até valores proximos do
grupo controle, durante a reoxigenacao nas branquias posteriores. Nos carangue-
jos submetidos a 8h de estresse hipdxico ndo foram constatadas alteracdes signifi-
cativas na sintese proteica, contudo, apds 24h de recuperacao pds-hipdxia foi veri-
ficado um aumento de 3 vezes (p<0,05) na incorporagdo de '“C-leucina em '“C-
proteinas (Figura 2).

Assim como nos outros tecidos, foi observado um aumento de cerca de
90% (p>0,05) na incorporacgdo da '“C-leucina em proteinas no musculo mandibular
apos 24h de recuperacao pds-hipdxia de 8h. No entanto, neste mesmo tecido nos
animais submetidos a 1h de hipdxia ndo foram observadas alteragdes significativas
na capacidade de sintese de proteinas (Figura 2).

No hepatopéancreas houve diminuicao (p>0,05) na sintese proteica apds 8h
de hipoxia e, em seguida, um aumento linear (r*=0,99) durante a fase de recupera-
cao poés-hipdxia. Apds 24h de reoxigenacao esses valores foram 2,5 vezes maiores
(p<0,05) em relacdo ao grupo norméxia. Quando os caranguejos foram submetidos
a hipdxia por 1h ndo foram constatadas alteracées significativas na sintese de '*C-
proteinas, contudo, a partir das 3h de recuperagdo ocorreu uma diminuicao

(p<0,05) que se manteve até as 24h de reoxigenacao (Figura 2).
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Figura 2: Efeito da hipdxia e da recuperagéo pés-hipdxia sobre a conversdo de "C-

leucina em '*C-proteina em tecidos do caranguejo N. granulata (n=4-8). As colunas

e as barras representam, respectivamente, as médias £ DPM. Foi utilizada ANOVA

1 via, seguida de teste de comparacao SNK.

2 - valores médios diferentes do grupo controle (normoéxia) (p<0,05).

®_ valores médios diferentes do grupo recuperacdo 3h pés-hipoxia de 1h (p<0,05).

¢ - valores médios diferentes do grupo recuperagéo 3h pés-hipdxia de 8h (p<0,05).

4. valores médios diferentes do grupo hipéxia 1h (p<0,05).
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Em N. granulata ndo foram observadas alteracdes significativas na produ-
cdo de '*CO, em qualquer dos tecidos estudados durante os estresses hipdxicos

de 1h e 8h em relagéo aos animais que foram mantidos em norméxia (Figura 3).

Contudo, apés 24h de recuperacao pés-hipdxia de 1h houve um aumento de
cerca de 50% (p<0,05) na oxidacdo de '*C-acido pirGivico nas branquias anteriores,
enquanto nos demais tecidos nenhuma alteracao significativa foi observada nesse

mesmo periodo de reoxigenacao (Figura 3).

Nos caranguejos submetidos a recuperagdo pés-hipéxia de 8h foram
constatadas diminuicdes entre 2 e 3 vezes (p<0,05) na producdo de 'CO, em

todos os tecidos estudados (Figura 3).
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Figura 3: Efeito da hipdxia e da recuperacdo pos-hipdxia sobre a producédo de

1%C0O;, a partir de '*C-4cido pirtivico em tecidos do caranguejo N. granulata (n=4-6).

As colunas e as barras representam, respectivamente, as médias + DPM. Foi utili-
zada ANOVA 1 via, seguida de teste de comparacao SNK.

2 - valores médios diferentes do grupo controle (normoéxia) (p<0,05).

® _ valores médios diferentes do grupo hipéxia 1h (p<0,05).

¢ - valores médios diferentes do grupo hipdxia 8h (p<0,05).
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Nas branquias anteriores de caranguejos expostos a hipdxia por 1h houve
diminuicdo (p<0,05) na atividade da Na*/K*-ATPase em relacdo ao grupo controle
durante o estresse hipéxico e as fases de reoxigenacao. No entanto, apos 8h de
hipoxia ndo foram constatadas alteracdes significativas na atividade da enzima (Fi-
gura 4).

Durante a hipdxia por 1h e 8h houve diminuicdo em cerca de 38% na ativi-
dade da enzima em branquias posteriores. Contudo, a partir das 3h de recupera-
cao poés-hipdxia de 1h a Na'/K*-ATPase manteve sua atividade reduzida, engquanto
gue nos animais submetidos a recuperacao apds 8h de hipéxia houve um aumento
até valores préximos do grupo controle. Nestes mesmos animais, ap6s 24h de reo-
xigenacao, a atividade voltou a diminuir (p<0,05) em relacdo ao grupo normdxia
(Figura 4).

Em N. granulata submetidos ao estresse hipéxico por 1h houve diminuicao
(p<0,05) na atividade enzimatica da Na*/K*-ATPase no musculo mandibular, per-
sistindo durante a fase de recuperacao. No entanto, apds 8h de estresse, a mesma
enzima nao apresentou alteragdes significativas em sua atividade (Figura 4).

No hepatopancreas foi observada diminuigdo em cerca de 20% (p<0,05) na
atividade enzimatica da Na*/K*-ATPase apenas as 24h de recuperacao pos-hipdxia
de 1h. Contudo, nos caranguejos submetidos a 8h de hipdxia ndo houve alteracoes
significativas na atividade da enzima durante o estresse e ao longo da fase de re-

cuperacao (Figura 4).
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Figura 4: Atividade da Na'/K*-ATPase durante a hipdxia e recuperacao pds-hipoxia
em tecidos do caranguejo N. granulata (n=6-12). As colunas e as barras
representam, respectivamente, as médias £ DPM. Foi utilizada ANOVA 1 via, se-
guida de teste de comparacao SNK.

2 - valores médios diferentes do grupo controle (normoéxia) (p<0,05).

b _ valores médios diferentes do grupo hipdxia 1h (p<0,05).
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Nenhuma alteragéo significativa na concentragdao de ATP foi observada em
branquias anteriores dos animais submetidos a hip6xia por 1h, inclusive durante a
fase de recuperacao pés-hipdxia. Porém, houve uma diminuicado em cerca de 55%
(p<0,05) apds 24h de reoxigenacao apds a exposicao ao estresse hipdxico por 8h
(Figura 5).

Quando os caranguejos foram submetidos a hipdxia por 1h houve uma di-
minuigao linear (r=0,99) na concentragdo de ATP nas branquias posteriores até as
24h de recuperacao pés-hipdxia. Neste mesmo tecido, apds 8h de estresse hipoxi-
co, nao foram observadas alteragdes significativas nos niveis de ATP, inclusive
durante a fase de reoxigenagéao (Figura 5).

No musculo mandibular dos animais expostos por 8h a hipéxia ndo houve
mudancas na concentracdo de ATP, inclusive na fase de reoxigenacao. Entretanto,
nos caranguejos submetidos & 1h de estresse, uma diminuicéo linear (r?=0,99) foi
constatada até as 24h de recuperacao po6s-hipoxia (Figura 5).

Em N. granulata submetido ao estresse hipdxico por 1h, ndo foram obser-
vadas alteracoes significativas na concentragédo de ATP no tecido hepatopancreati-
co, inclusive durante a fase de recuperacao poés-hipdxia. Entretanto, apds 8h de
hipoxia, os niveis de ATP diminuiram cerca de 75% (p<0,05) e aumentaram
(p<0,05) até valores proximos aos do grupo controle durante o periodo de reoxige-

nacéao (Figura 5).
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Figura 5: Concentracdo de ATP durante a hip6xia e recuperacado pés-hipdxia em

tecidos do caranguejo N. granulata (n=3-8). As colunas e as barras representam,
respectivamente, as médias £ DPM. Foi utilizada ANOVA 1 via, seguida de teste de

comparacao SNK.

2 - valores médios diferentes do grupo controle (normoéxia) (p<0,05).

® _ valores médios diferentes do grupo recuperacdo 3h pés-hipoxia de 8h (p<0,05).

¢ - valores médios diferentes do grupo hipdxia 8h (p<0,05).
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Nas branquias anteriores nao foram constatadas alteracdes significativas
na expressao génica do HIF-1a em caranguejos N. granulata submetidos a hipoxia
por 1h. No entanto, durante a fase de recuperacao pds-hipdxia a expressao desse

gene diminuiu (p>0,05) cerca de 2,5 vezes (Figura 6).

Nas branquias posteriores houve um aumento de aproximadamente 2 vezes
(p>0,05) na expressao do HIF-1a apds 1h de hipdxia e uma diminuigdo (p>0.05),
até valores proximos do grupo controle, durante a reoxigenacéao (Figura 6). No en-
tanto, a grande dispersdo dos dados e o numero amostral reduzido requerem uma
analise mais cautelosa desse resultado, sendo necessaria a repeticdo do ensaio
para este tecido, aumentando o niumero amostral para assim validar o resultado
obtido.

Apébs 1h de exposicdo dos animais a hipoxia houve uma diminuicao de
94% (p<0,05) na expressao génica do HIF-1a no musculo mandibular, que se man-
teve até as 24h de reoxigenacao (Figura 6).

Quando os caranguejos foram submetidos a hipdxia por 1h ndo foram
constatadas alteracdes significativas na expressao do HIF-1a no hepatopancreas,
contudo, apds 24h de reoxigenagdo houve um aumento de 4 vezes (p>0,05) na
expressao desse fator (Figura 6).

Em normdxia, a expressado do HIF-1a no musculo mandibular foi entre 2 a

2,5 vezes maior (p>0,05) comparado aos outros tecidos (Figura 7).
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Figura 6: Efeito da hipdxia e da recuperacao pds-hipdxia sobre a expressao génica
do HIF-1a em tecidos do caranguejo N. granulata (n=4-6 pocos). As colunas e as
barras representam, respectivamente, as médias + EPM. Foi utilizada ANOVA 1

via, seguida de teste de comparacao SNK.

2 - valores médios diferentes do grupo controle (normoéxia) (p<0,05).
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Figura 7: Comparacao entre as expressdes génicas do HIF-1a nos tecidos do ca-
ranguejo N. granulata em normoxia (n=6 pogos). As colunas e as barras represen-
tam, respectivamente, as médias + EPM. Foi utilizada ANOVA 1 via, seguida de
teste de comparacao SNK.
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5. DISCUSSAO

Devido as caracteristicas ecologicas e comportamentais o caranguejo N.
granulata é um organismo benténico excelente para o conhecimento dos mecanis-
mos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos nas estratégias de tolerancia a hipdxia
ambiental e a reoxigenacao pos-hipoxia. O N. granulata apresenta uma baixa tole-
rancia a hipdéxia severa quando comparada aquela de outros crustaceos, como por
exemplo, os camardes Calianassa jamaicense e Calocaris macandreae (Geihs e
cols., 2013; Anderson e cols., 1994; Felder, 1979). Entretanto, possui uma rapida
capacidade de recuperacao pos-hipdxia, provavelmente, devido as variacées brus-
cas de concentracao de oxigénio dissolvido na agua que ocorrem diariamente em
seu habitat (Geihs e cols, 2013).

Estudos prévios em N. granulata demonstram que o aumento das concentra-
coes hemolinfaticas de lactato e de glicose, a ativacao das vias glicolitica e glicone-
ogénica a partir de lactato no musculo e no hepatopancreas, a mobilizacao das re-
servas de glicogénio e de ATP tecidual sdo algumas das estratégias utilizadas para
a manutencao da producao de energia em resposta a reducao dos niveis de oxigé-
nio no meio ambiente (Geihs e cols, 2013; Marqueze e cols., 2006; 2011; Maciel e
cols., 2008; Oliveira e cols., 2004).

A utilizacao de estratégias comportamentais, respiratorias, circulatérias e al-
teracoes na afinidade da hemocianina ao O, ja foram descritas em crustaceos du-
rante a hipdxia ou a anoxia ambiental (Head, 2010). Hervant e cols. (1995) consta-
taram uma reducao do consumo de oxigénio e da atividade de locomocao no anfi-
podo Niphargus rhenorhodanensis exposto a hipoxia severa. Os mesmos efeitos
foram observados em N. granulata ap6s hipdxia ambiental (Santos e cols., 1987;

Geihs e cols., 2013). Além disso, Gongalves (1993) constatou uma diminuicdao da
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frequéncia cardiaca em N. granulata quando submetido a anoxia ambiental durante
doze horas.

No presente trabalho, a exposicdo dos caranguejos N. granulata ao estresse
hipoxico por 1Th mostra que estes animais também utilizam a estratégia de reducao
da atividade da Na*/K*-ATPase nas branquias anteriores e posteriores e no muscu-
lo mandibular para reduzir o gasto energético (figura 4). Esse efeito perdura inclusi-
ve durante as fases de reoxigenacao, periodo em que as reservas energéticas sdo
restauradas e os produtos finais sdo metabolizados ou removidos do organismo. A
diminuicao do gasto energético a partir da reducéo da atividade da enzima se evi-
dencia pela manutencao dos niveis de ATP nesses tecidos durante a hipdxia (figura
5). Da mesma forma, no nautilo Nautilus pompilius, que sobrevive pelo menos 60h
em hipdxia, ndo foi constatada diminuicdo na concentracado de ATP nos musculos
adutores durante o estresse hipdéxico (Staples e Buck, 2009).

Recentemente, Geihs e cols. (2013) demonstraram que o caranguejo N. gra-
nulata submetido a diferentes tempos de hipéxia reduz marcadamente o consumo
de oxigénio (VO,) e a atividade locomotora. Entretanto, os resultados do presente
trabalho mostram que a capacidade de sintese de proteinas (figura 2) e a capacida-
de de oxidacao de piruvato (figura 3) nao foram alteradas por 1h de hipoxia em N.
granulata, sugerindo que nesses tecidos a estratégia utilizada na primeira hora de
hipoxia € a reducdo do gasto energético via diminuicdo da atividade da bomba
Na*/K*-ATPase e do consumo de oxigénio (Geihs e cols., 2013). Este achado é re-
forcado pela constatacdo que no musculo locomotor de N. granulata submetido a
diferentes tempos de hipdxia s6 foi verificada reducdo da atividade do complexo 1V

da cadeia respiratéria mitocondrial apds 10 horas de hipoxia (Geihs e cols., 2013).
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Em contraste, no tecido hepatopancreatico de N. granulata a hipéxia de 1h
nao reduziu a atividade da Na'/K*-ATPase (figura 4) e ndo alterou a concentragédo
de ATP neste tecido (figura 5). Esta diferenca de resposta entre os diferentes teci-
dos pode ser explicada, em parte, pela diferenca de perfil metabdlico entre 0 mus-
culo, as branquias e o hepatopancreas. Em N. granulata, o hepatopancreas é um
tecido de reserva energética com concentracdes elevadas de glicogénio e de lipi-
dios que sdo armazenadas nos periodos de abundancia de alimento como na pri-
mavera e no verao e durante a realimentacao apos o jejum (Kucharki e Da Silva,
1991; Vinagre e Da Silva, 1992; 2002). Em contraste, as branquias (anteriores e
posteriores), envolvidas na respiracdo, osmorregulacao e excrecao de substancias
téxicas, e 0 musculo, envolvido principalmente na movimentagao e gliconeogénese,
sao tecidos de alto gasto energético (Kucharski e Da Silva 1991;Vinagre e Da Silva,
1992; 2002). Assim, a reducao da atividade da enzima Na*/K*-ATPase nesses teci-
dos seria uma das estratégias para reduzir o gasto de ATP pelo organismo em um
ambiente onde as concentracées de oxigénio ambiental estdo bastante reduzidas,
mas a osmolaridade € mantida constante.

O uso preferencial das reservas de fosfagénios, a fim de manter uma elevada
concentracdo de ATP, ja foi observado em outros crustaceos e em moluscos (Gade,
1983, 1984; Hervant e cols., 1995; Isani e cols., 1989; Da Silva-Castiglioni e cols.,
2010) e poderia explicar a manutencao dos niveis de ATP tecidual verificada neste
trabalho ap6s 1h de hipdxia ambiental. Entretanto, Rossetti (2010) apds submeter o
caranguejo N. granulata ao estresse andxico por 1h observou um aumento nas re-
servas de arginina e de arginina fosfato nas branquias, no musculo mandibular e no
hepatopancreas. Considerando que durante a exposicao a baixa tensao de oxigénio

no ambiente, 0s organismos precisam mobilizar as reservas energéticas para au-

43



mentar a producao de energia (Lutz e Nilsson, 1997; Nilsson, 2001), a autora suge-
re que na primeira hora de anoxia o animal aumentaria as reservas de fosfagénios
para serem usadas posteriormente, caso a falta de oxigénio ambiental perdure.

Outros trabalhos com N. granulata demonstraram que a exposi¢cdao dos ani-
mais a hip6xia ou a anoxia ambiental aumenta marcadamente os niveis hemolinfati-
cos de glicose e de lactato (Gongalves, 1993; Maciel e cols., 2008; Marqueze e
cols., 2011; Oliveira e cols., 2001; Rossetti, 2010). Estudos prévios mostram que
apos 1h de anoxia a via glicolitica no musculo mandibular e no hepatopancreas de
N. granulata alimentados com dieta de carne bovina estd ativada; a atividade da
enzima piruvato quinase (PK) esta significativamente elevada quando comparada
aquela do grupo norméxia (Marqueze e cols., 2006; 2011). No presente trabalho um
aumento significativo das concentracées de glicose e de lactato hemolinfatico foi
constatado apds 1h de hipdxia, sugerindo a ativacao da via glicolitica anaerébica.

Genes e proteinas responsivos a hipéxia foram identificados no siri azul Cal-
linectes sapidus (Brown-Peterson e cols., 2005), sugerindo que indicadores mole-
culares podem ser utilizados para identificar sinais de exposicao a hipdxia em crus-
taceos estuarinos (Brouwer e cols., 2007). No presente estudo verificamos a ex-
pressao do gene do fator induzivel por hipéxia 1a (HIF-1a), responsavel por mediar
a ativacao de algumas vias fisiolégicas e bioquimicas utilizadas pelos tecidos em
resposta a hipdxia.

No caranguejo N. granulata foi observado que, em normédxia, a maior ex-
pressao génica do HIF-1a ocorre no musculo mandibular, em comparacao aos ou-
tros tecidos estudados (figura 7). Esse padrao diferenciado na expressao do HIF-
1o também foi observado em outros crustaceos. No camarao Litopenaeus vanna-

mei em normodxia ou submetido a hipdxia ambiental o nivel de mRNA da subunida-
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de a do HIF-1 é maior nas branquias que no hepatopancreas e no musculo (So-
Aanez-Organis e cols., 2009). Recentemente, Hardy e cols. (2012) observaram que
em C. sapidus submetido a hipdxia por 1h, a expressdo de HIF-1a foi tecido-
especifica e, no musculo, dependente do tipo de fibra muscular.

O HIF é um fator de transcricdo que em vertebrados regula dezenas de ge-
nes envolvidos na resposta a hipdxia, incluindo a eritropoietina, o fator de cresci-
mento vascular, as enzimas glicoliticas, a vasodilatacdo, a angiogénese e os trans-
portadores de glicose (Harris, 2002; Semenza, 2001). As subunidades a e B dos
genes do HIF sdo mantidas constitutivamente transcritas independentemente da
tensdo de oxigénio, mas somente o HIF-1 a é regulado de forma pés-traducional
em vertebrados. O HIF-1a contem duas regides que modulam sua atividade em
funcdo da concentracdo de oxigénio do meio; um dominio dependente de degrada-
cao (ODD) e o dominio C-terminal de transativacao (CTAD). Em norméxia, resi-
duos de prolina e de asparagina nestas regides sao hidroxilados por uma familia de
hidroxilases, esta modificagdo pos-traducional leva a rapida degradacao do HIF-1a
(lvan e cols., 2001; Jaakkola e cols., 2001). Em hipéxia, a hidroxilagdo é muito bai-
xa o0 que leva ao acumulo do HIF-1a e sua interagdo com o HIF-1B e consequente
inducdo dos genes alvos.

No presente estudo, quando os caranguejos foram expostos ao estresse hi-
poxico por 1h a expresséao do gene HIF-1o no musculo diminuiu cerca de 90%, en-
quanto nos demais tecidos ndo ocorreram alteracdes significativas em relacdo ao
grupo norméxia (figura 6). Em L. vannamei submetido a diferentes periodos de hi-
poxia uma marcante reducao na expressao do HIF-1a nas branquias e no musculo
também foi verificada, sendo dependente do tempo de estresse hipoxico (Sonanez-

Organis e cols., 2009; 2010). Sonanez-Organis e cols. (2009) sugerem que a hipo-
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xia aumentaria marcadamente a concentracao da proteina HIF-1a e essa exerceria
uma retroalimentagdo negativa sobre os niveis de mRNA do HIF-1a. Estudos pré-
vios em nosso laboratério mostram que a anoxia por 1h aumentou significativamen-
te a atividade da enzima PK e a mobilizacao das reservas de glicogénio no muscu-
lo de caranguejo N. granulata (Marqueze e cols., 2006). No presente trabalho os
valores de glicose e de lactato sdo 1,9 e 3,2 vezes maiores, respectivamente, que
aqueles verificados no grupo norméxia (tabela 2), sendo mantida uma relagao entre
lactato/glicose maior que 1 que € uma caracteristica deste caranguejo (Pelegrino e
cols., 2008). Em L. vannamei submetido a hipdxia por diferentes tempos, mas com
o gene HIF-1a e B silenciados, os niveis de glicose e de lactato hemolinfaticos fo-
ram significativamente menores que aqueles do grupo controle, sugerindo a parti-
cipacao deste gene na ativacao da via glicolitica em crustaceos (Sonanez-Organis
e cols., 2010). Assim como ocorreu nas branquias anteriores e posteriores e no
hepatopancreas de N. granulata, Li e Brower (2007) constataram que os niveis de
mRNA do HIF em Palaemonetes pugio nao foram afetados pela hipéxia. Os auto-
res sugerem que os niveis de HIF nesta espécie poderiam ser controlados pés-
traducionalmente, como verificado nas isoformas HIF-1a e HIF-2a de vertebrados.

Os resultados do presente trabalho também sugerem que em N. granulata o
HIF-1a participaria da regulacdo metabdlica da resposta a hipdxia, contudo, estudos
mais especificos sobre a via glicolitica nos diferentes tecidos serao necessarios pa-
ra esclarecer esta hipotese.

Comparando-se o padrao de resposta metabdlica de 1h de hipbéxia com
aquele de 8h de hipdxia nos diferentes tecidos, constatam-se diferengas marcantes

entre os dois tempos.
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Apoés 8h de hipoxia a atividade da enzima Na'/K*-ATPase nas branquias an-
teriores e no musculo retornou a valores semelhantes aqueles verificados nos ca-
ranguejos em normoxia (figura 4). Entretanto, nas branquias posteriores a atividade
da enzima manteve-se cerca de 40% mais baixa que no grupo norméxia. Em bran-
quias posteriores de N. granulata, a atividade da enzima Na'/K*-ATPase é signifi-
cativamente maior quando comparada aquela constatada em branquias anteriores
(Castilho e cols., 2001; Bianchini e cols., 2008; Freire e cols., 2008), devido a sua
funcdo osmorregulatoria, assim, a manutengéo de uma atividade enziméatica redu-
zida seria uma estratégia para diminuir o gasto energético do organismo, salienta-
do que ao longo das 8h de hipdxia os caranguejos foram mantidos em ambiente
com osmolaridade controlada. Esta hipotese é reforcada pela manutencdo das
concentracdes de ATP (figura 5) e de oxidacado de piruvato (figura 3) em valores
semelhantes aqueles do grupo norméxia. Além disso, a capacidade de sintese de
proteinas nao foi alterada (figura 2), pois as branquias de crustaceos possuem um
alto “turnover” de proteinas com elevada capacidade de sintese (Mente e cols.,
2011); em N. granulata esta capacidade é 10 vezes maior em branquias quando
comparada ao musculo.

Em N. granulata, os trés pares anteriores de branquias sdo especializados
na respiracao e na excrecao ativa de amoénia (Genovese e cols., 2000; Luquet e
cols., 2000; 2002). Diversos trabalhos tém demonstrado que a hipoxia ambiental
aumenta a concentracdo hemolinfatica de aménia em crustaceos (Schmitt e cols.,
1998; Bernasconi e Uglow, 2008). Além disso, os caranguejos sao alimentados no
laboratério somente com carne bovina e esta dieta aumenta os niveis circulantes
de ureia em N. granulata, indicando uma maior degradacao de proteinas (Oliveira e

Da Silva, 2000). Assim, a recuperagdo da atividade da enzima Na'/K'-ATPase,
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constatada apés 8h de hip6xia nas branquias anteriores, estaria relacionada a ex-
crecao ativa de amoénia como foi verificado em outros crustdceos e em peixes
(Weihrauch e cols., 2009). Entretanto, o retorno da atividade da enzima nao alterou
o consumo de ATP no tecido, pois a capacidade de oxidacdo de piruvato, prova-
velmente oriundo da glicose ou do lactato circulante, foi mantida as 8h de hip6xia
em branquias anteriores (figura 3).

No musculo mandibular, o retorno da atividade da enzima Na*/K*-ATPase a
valores semelhantes aqueles do grupo norméxia (figura 4) e a manutencao da ca-
pacidade de sintese de proteinas (figura 2) também nao modificaram os niveis de
ATP (figura 5) ap6s 8h de hipdxia. Além disso, Maciel e cols. (2008) verificaram um
aumento de cerca de 3 vezes da atividade gliconeogénica a partir de lactato. Os
autores também constataram as 8h de hip6xia uma reducao marcante dos niveis
de glicogénio e da oxidacao de lactato no musculo mandibular, o que explicaria os
niveis mais elevados de lactato circulante, cerca de 37 vezes, comparados aqueles
verificados nos animais em normoxia (tabela 2). Contudo, no presente estudo, apos
8h de hipoxia ndo foram constatadas alteragdes na oxidacao de piruvato (figura 3),
que, provavelmente, seria oriundo da utilizacao da glicose circulante ou de aminoa-
cidos como alanina ou glicina, que apresentam concentracdes elevadas na hemo-
linfa deste caranguejo (Schein, 1999), e explicariam a manutencado dos niveis de
ATP no musculo mandibular. Geihs e cols. (2013) constataram uma marcante re-
ducéao nos valores de ATP no musculo locomotor logo apds a primeira hora de hi-
pdxia, esta seria explicada pela diferenga de funcao e de histologia entre 0 musculo
locomotor e o mandibular.

O hepatopéncreas apresenta um padrao metabdlico de resposta ao estresse

hipdxico de 8h diferenciado daquele verificado nos outros tecidos estudados. Neste

48



tecido a atividade da enzima Na'/K*-ATPase nao foi afetada pelas 8h de hipdxia
(figura 4), assim como, a oxidacdo de piruvato (figura 3). Por outro lado, ocorre
uma reducao de 63%, porém nao estatisticamente significativa, da sintese de pro-
teinas (figura 2) e de 75% da concentracao de ATP (figura 5) no hepatopancreas.
Oliveira e Da Silva (2004) demonstraram que em N. granulata submetido a anoxia
ambiental por 8h ocorre um aumento da capacidade gliconeogénica hepatopan-
creatica a partir de lactato, o que explicaria a reducao dos niveis de ATP neste te-
cido.

O processo de recuperacao pés-hipdxia é fisiologicamente importante, pois é
neste periodo que as reservas energéticas sao restauradas e os produtos finais
acumulados sao removidos.

Os caranguejos submetidos a 1h de hipéxia mantiveram, no musculo e nas
branquias anteriores e posteriores, nos periodos de recuperacao estudados (3 e
24h), reduzido o gasto energético via bomba Na*/K*-ATPase (figura 4), apesar do
retorno da atividade locomotora e do consumo de oxigénio a valores de normdxia
(Geihs e cols, 2013). Essa estratégia de reduzir o consumo de ATP via atividade da
enzima Na'/K*-ATPase na fase de recuperacdo poés-hipéxia provavelmente esta
relacionada ao custo metabdlico do organismo em restaurar as reservas de energia
e eliminar os produtos finais acumulados. Na recuperacgéo, as branquias anteriores
aumentam a sintese de proteinas (figura 2), que sabidamente consome energia
celular, suprida, em parte, pela oxidacao de piruvato. Desta forma, a concentragao
de ATP tecidual foi mantida em valores similares aqueles do grupo normdxia (figura
5). Nas branquias posteriores, apesar da reducdo do gasto de ATP via diminuicao
da atividade da bomba Na*/K*-ATPase, a concentracdo de ATP no tecido foi utili-

zada no periodo de recuperacdo na manutencédo da atividade deste 6rgao osmor-

49



regulador, como por exemplo, a sintese de proteinas, que apresenta valores mais
elevados que durante a hipoxia de 1h.

Na fase de recuperacao pés-hipdxia de 1h os niveis de mRNA do HIF-1a
nas branquias posteriores nao foram afetados pela reoxigenacao (figura 6). Entre-
tanto, nas branquias anteriores € no musculo mandibular a expressdo do HIF-1a
manteve-se reduzida durante o periodo pés-hipdxia de 1h, provavelmente, devido a
alta concentracao da proteina HIF-1a celular. Esta hipétese é reforcada pelos resul-
tados de Marqueze e cols. (2006) que ap6s submeterem o N. granulata a anoxia de
1h e recuperagao pés-anoxia de 3h constataram um aumento marcante da ativida-
de da enzima PK no musculo mandibular, sugerindo a manutencao da atividade
glicolitica no periodo de reoxigenacao. Os mesmos autores também verificaram um
aumento da oxidacao de glicose neste tecido na recuperacao pos-anoxia de 3h, o
que é confirmado no presente trabalho pela manutencédo dos valores de oxidacao
de piruvato semelhantes ao grupo normdxia (figura 3) e pela reducdo marcante da
concentracdo de glicose na hemolinfa (tabela 2). Além disso, para reduzir 0 gasto
energético o N. granulata mantém no musculo a atividade da enzima Na'/K'-
ATPase em niveis bastante baixos durante a fase de reoxigenacao pds-hipdxia de
1h de hipdxia (figura 4).

No periodo de recuperacdo pds-hipoxia de 1h o hepatopancreas diminui o
gasto energético reduzindo a capacidade de sintese de proteinas (figura 2) e a ati-
vidade da bomba Na'/K*-ATPase (figura 4). A concentracdo de ATP tecidual foi
mantida provavelmente via oxidagao de piruvato. Marqueze e cols. (2011) constata-
ram que apds 3h de recuperacao pos-anoxia de 1Th um aumento marcante da sin-
tese de glicogénio no hepatopancreas. Neste mesmo periodo, no presente traba-

lho, constata-se uma redugéo marcante dos niveis de glicose circulante (tabela 2).
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No periodo de recuperacao pds-hipdxia de 8h nao foi constatada redugéo da
atividade da enzima Na*/K*-ATPase (figura 4) e da sintese de proteinas (figura 2)
nos tecidos estudados. Contrariamente, constata-se um aumento da capacidade de
sintese de proteinas nesses tecidos. A reducdo na oxidacdo de piruvato nos teci-
dos (figura 3) reflete a volta dos valores de glicose e de lactato as concentragcdes
semelhantes dos animais em normoéxia (tabela 2). O aumento marcante da capaci-
dade gliconeogénica e neoglicogeniogénica a partir de lactato no musculo mandi-
bular e no hepatopancreas de N. granulata no periodo de recuperacao pds-hipdxia
de 8h também contribui para a redugéao dos niveis de lactato circulante a valores de
norméxia (Maciel e cols., 2008; Oliveira e Da Silva, 2004) ou inferiores, como cons-
tatado no presente estudo (tabela 2). Além disso, N. granulata na fase de recupe-
racao pds-hipdxia de 8h excreta lactato para o meio aquatico (Maciel e cols., 2008).

Concluindo, N. granulata poderia ser classificado como um oxigénio confor-
mador quando a hipoxia ocorre por periodo curto (1h), reduzindo o consumo de
oxigénio e a capacidade de locomocao em resposta aos niveis de O, ambiental
(Geihs e cols., 2013) e diminuindo o consumo de ATP via bomba Na*/K*-ATPase.
Em periodo de hipdxia mais prolongado, com os niveis de glicose e de lactato ele-
vados, a atividade da bomba Na*/K"-ATPase retorna a valores de normédxia, mas a
reducédo na VO, e na atividade locomotora perdura (Geihs e cols., 2013), contudo, o
animal possui substratos energéticos para enfrentar a reducao de oxigénio no am-
biente.

Na reoxigenacdo, as estratégias metabdlicas para a restauracéo das reser-
vas energéticas e a remocao dos produtos finais acumulados variam conforme os

tempos de estresse hipoxico e de reoxigenacao e, ainda, sdo tecido especificas.
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Pela primeira vez em N. granulata demonstra-se o envolvimento do HIF-1a
na resposta ao estresse hipoxico e seu possivel envolvimento com a mobilizacéo

de substratos energéticos, principalmente no musculo e no hepatopancreas.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, a redugéo na atividade da enzima Na*/K*-ATPase durante a hi-
pdxia por 1h e subsequentes periodos de reoxigenacéao indica que o caranguejo N.
granulata apresenta uma estratégia de reducdo da demanda de ATP, garantindo
assim sua sobrevivéncia em situacées onde haja restricdo na disponibilidade de
oxigénio. No entanto, a manutencao da atividade enzimatica em periodos mais pro-
longados de hip6xia (8h) demonstra que o animal utiliza estratégias alternativas pa-
ra compensar o gasto energético com a atividade da Na*/K*-ATPase.

A capacidade de sintese proteica a partir de *C-leucina se manteve inaltera-
da na maioria dos tecidos em ambos os tempos de estresse hipoxico, indicando que
a estratégia de supressao da sintese de proteinas, para diminuir o consumo de
ATP, nao foi utilizada pelo caranguejo. A reducdo na atividade da Na'/K*-ATPase
seria a principal estratégia analisada para diminuir o gasto energético durante a hi-
pdxia por 1h.

O aumento na incorporagdo de '“C-leucina em proteina observado em todos
os tecidos estudados as 24h de reoxigenagao apds 8h em hipdxia sugere a reposi-
cao proteica apods estresse hipdxico prolongado.

Os resultados sugerem a possivel relacao do HIF-1a com a resposta a hipé-
xia e a reoxigenacdo em N. granulata. A diminuicdo na expressao de HIF-1a no
musculo, durante a hipéxia de 1h e a recuperacao pés-hipdxia, pode ser interpreta-
da como uma resposta ao aumento da concentracdo da proteina HIF-1a celular.
Estes resultados sugerem o envolvimento deste fator na resposta ao estresse em N.
granulata como ocorre em vertebrados e outros crustaceos. No hepatopancreas, no

periodo de reoxigenacao de 24h, o aumento nos niveis de mRNA de HIF-1a sugere
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a participacdo deste gene no controle do metabolismo da glicose no hepatopan-
creas de N. granulata.

Em ambos os tempos de estresse hipdxico, a manutencao de niveis basais
de formacdo de CO; a partir de *C-piruvato, associada ao aumento da glicemia
indicam que a mobilizacdo de glicose nos tecidos excede sua utilizacao pela via
glicolitica, causando seu acumulo na hemolinfa. E, assim como a glicemia, a con-
centragao de lactato hemolinfatico também se eleva, demonstrando que o metabo-
lismo anaerobio é intensamente utilizado pelo caranguejo durante esse periodo.

Durante a fase de recuperacao p6s-hipbxia, embora os niveis de glicose e de
lactato na hemolinfa diminuam gradativamente, a reducédo na oxidacéo de piruvato a
CO: nos tecidos estudados dos animais submetidos a 8h de hipdxia indica que a
oxidacao destes substratos nao é a via utilizada para metabolizar a glicose e/ou lac-
tato produzidos durante o estresse. Por outro lado, o aumento da producao de CO,
nas branquias anteriores ap6s 24h de recuperacao pds-hipoxia de 1h sugere uma
participacao mais tardia desse tecido na metabolizagdo desses substratos.

Portanto, a partir do exposto, pode-se concluir que as estratégias utilizadas
pelo caranguejo N. granulata para reorganizar as prioridades do uso de energia sao
dependentes do tempo de exposicdo ao estresse hipdxico e essas respostas sao

tecido-especificas.
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Abstract

Little is known about the strategies to reduce the ATP consumption and the reorgani-
zation of the priorities for energy use in Neohelice granulata exposed to hypoxia (1h or 8h)
and reoxygenation (3h or 24h). The aim of this study was to know the metabolic and mo-
lecular strategies used by hepatopancreas and jaw muscle of the crab N. granulata in re-
sponse to exposure to low environment O, levels and different periods of reoxygenation. N.
granulata could be classified as a conformer oxygen, when hypoxia occurs for a short period
(1h). In muscle crab reduce the ATP expenditure decresing the Na'/K*-ATPase activity.
However, in hepatopancreas the Na*/K*-ATPase activity is maintained. In 8h of hypoxia with
higher glucose and lactate levels, the activity of Na*/K*-ATPase enzyme returns the values
similar to those of normoxia, however, the animal has energy substrates to face the reduc-
tion of oxygen in the environment. On reoxygenation, the metabolic strategies for the resto-
ration of energy reserves and the removal of accumulated end products vary according to
the times of hypoxic stress and reoxygenation and also are tissue specific. For the first time
in N. granulata is shown the involvement of HIF-1a in response to hypoxic stress and its
possible role in the mobilization of energy substrates, particularly in muscle and hepatopan-
creas.

Key words: crustacean; hypoxia; post-hypoxia recovery; energetic metabolism, HIF-1;
muscle, hepatopancreas
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1. Introduction

Hypoxia and anoxia are one of the major causes of damage to tissues, anoxia and
hypoxia tolerant organisms have become important models to understand protective mech-
anisms which prevent cellular damage during the absence of oxygen (Lutz and Storey
1997; Hochachka and Lutz 2001; Gorr et al. 2010). Neohelice granulata is a crab found in
the estuaries in Brazil coast where it constructs galleries or burrows with depths varying
according to the level of the tides and groundwater, so that there is always water in the bot-
tom of the burrow. These habitations have an important role in the ecophysiology of N.
granulata, because they minimize variations in salinity, temperature and dissolved oxygen
of the water (Turcato 1990). In its habitat the N. granulata undergo prolonged periods of
hypoxia or anoxia, because the concentration of dissolved oxygen in the water can vary
from 2.80 mg O./L to 11.78 mg O,/L, and in winter can reach near zero when the animal
closes its burrow (Turcato 1990). To survive, this crab switches to anaerobic metabolism to
produce ATP from glycolysis in hepatopancreas and muscle (Marqueze et al. 2006, 2011;
Maciel et al. 2008; Geihs et al. 2013). After 1h of anoxia, the activation of glycolytic path-
way in hepatopancreas and muscle was followed by a reduction in glycogen values, and
increase in the hemolymphatic lactate and glucose levels (Marqueze et al. 2006, 2011).
This metabolic pattern is found in turtles, goldfish, marine mollusks, and crayfish where the
initial response to transition from normoxia to hypoxia is an activation of glycolysis, followed
by a strong depression of glycolytic flux as true anoxia is reached (Storey and Storey 1990;
Dawson and Storey 2012). Moreover, the anoxia exposure (4h) led to a reduction in glu-
cose uptake and glycogen synthesis in N. granulata hepatopancreas accompanied by in-
crease in the glycogen mobilization and glycogen phosphorilase activity (Oliveira et al.
2001). Recently, Geihs et al. (2013) found a decrease in oxygen consumption and locomo-
tor activity in N. granulata after 1, 4 and 10 hours of hypoxia stress.

In insects, fishes, reptiles, birds and mammals a key regulator in tolerating hypoxia
is the transcription factor hypoxia inducible factor-1 (HIF-1), probably, one of the main re-
sponsible factors for coordinating anaerobic glycolysis (Hochachka and Lutz 2001; Gorr et
al. 2010). HIF-1 has basic helix-loop—helix (bHLH)/PAS (Per/ARNT/Sim) domains and it is
formed by two subunits; a (HIF-1a) and B (HIF-1B also known as the arylhydrocarbon re-
ceptor nuclear translocator, ARNT). The HIF-1a and HIF-1B subunits are constitutively ex-
pressed, but HIF-1a is posttranslationally regulated in response to oxygen levels (Semenza
et al. 1991, 1994; Wang et al. 1995; Sonanez-Organis et al. 2010). Little is known about the
role of HIF in the metabolic response to hypoxia in crustaceans. However, activation of HIF
expression in response to hypoxia may be one the main strategies to defender the cell’s
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transition aerobic to anaerobic state in crustaceans and enable these animals to adapt to
environments with large variation of oxygen in the water.

In the shrimp Litopenaeus vannamei the silencing of the a and 8 subunits transcripts
of HIF-1 gene affected the concentrations of glucose and lactate in hemolymph and gills
after exposition to hypoxia conditions (Sofianez-Organis et al. 2010). Recently, Hardy et al.
(2012) suggest that in Callinectes sapidus tissues HIF-a and ARNT/HIF-B mRNAs were
constitutively present in normoxia. However, the hypoxia exposure resulted in both tissue-
specific and muscle fiber type-specific effects on relative HIF-a mRNA levels under hypoxia
condition.

The process of post-hypoxia recovery is of great functional importance, because it is
during recovery that energy reserves are restored and the accumulated end products are
removed from the organisms. However, return of oxygen to normoxic may induce to oxida-
tive damages. De Oliveira et al. (2005) show that N. granulata submitted to anoxia and dif-
ferent periods of reoxygenation present strategies of preparation for oxidative stress as
observed in other interdital species (Lutz and Storey 1997; Hochachka and Lutz 2001; Gorr
et al. 2010), enabling this crab to survive in an environment with variations in chemical and
physical parameters.

The metabolic pattern of 3h of post-anoxia or hypoxia recovery in N. granulata
shows an increase in glucose oxidation and gluconeogenesis from lactate in muscle, and
glycogen synthesis and concentration in hepatopancreas (Marqueze et al. 2006, 2011;
Maciel et al. 2008). Moreover, after 24h of post-anoxia recovery the glycogen synthesis and
the glycogen synthase | remain high in the hepatopancreas (Oliveira et al. 2001).

According several authors the most important biochemical adaptations that contrib-
ute to survival in anaerobiosis include anaerobic production of the ATP, reduction in ATP
consuming pathways and reorganization of the priorities for energy use (Ramnanan and
Storey 2005; Storey and Storey 2004). The maintenance of the transmembrane potential,
established by ion pumping, is essential for cell viability, for this reason, in anoxic condi-
tions 74% of the total flow of ATP in the cell is directed to the Na*/K*-ATPase, compared to
28% found in normoxia (Buck and Hochachka 1993). Recently, Geihs et al. (2013) after
submitted the crab N. granulata to hypoxia for 1, 4 and 10 hours found that the activity of
the mitochondrial respiratory chain complex in locomotor muscle decrease only after 10 h
in hypoxia. This result suggests that in the early (1h and 4h) of hypoxia the locomotor mus-
cle did not present metabolic depression (Geihs et al. 2013).

Another way to reduce energy demand during hypometabolism is the suppression
of protein synthesis (Storey and Storey 2007). This process accounts for about 18-26% of
the cellular energy expenditure and its reduction is a major contributor to restrict the con-
sumption of ATP (Lewis et al. 2007). However, as observed in fish Astronotus ocellatus
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subjected to acute hypoxia, there is a tissue-specific difference in the magnitude of the de-
pression in protein synthesis induced by hypoxia (20% brain, other tissues 50-60%), sug-
gesting that the brain function during hypoxia are maintained to facilitate the behavior of
leakage in response to predation (Lewis et al. 2007).

N. granulata crabs count on behavorial, physiological and biochemical strategies to
withstand episodes of seasonal, circadian and tidal hypoxia and reoxygenation common
characteristic in the estuaries aquatic environment. However, little is known about the strat-
egies to reduce the ATP consumption and the reorganization of the priorities for energy use
in N. granulata exposed to different times of hypoxia and reoxygenation. Therefore, the aim
of this study was to know the metabolic and molecular strategies used by hepatopancreas
and jaw muscle of the crab Neohelice granulata in response to exposure to low environ-
ment O; levels and different periods of reoxygenation.

2. Matherial and Methods

2.1. Animals
Male crabs Neohelice granulata in stage C of the intermolt cycle (Drach and Tcher-
nigovtzeff 1967), were collected in Lagoa Tramandai, a lagoon in the state of Rio Grande

do Sul, Brazil (29058’8, 50008’W) in late spring and summer. The animals were collected
according to Brazilian environmental laws. All efforts were made to minimize animal suffer-

ing and to use only the number of animals necessary to produce reliable scientific data.

2.2. Experimental Procedures

Before they were used in the hypoxic challenge experiments, the animals were main-
tained for 10 days in aerated aquaria (155 Torr dissolved O, in the water), salinity of 20%o,
temperature 25°C and under a natural light-dark cycle, where they were provided with the
experimental diet of raw beef.

After the acclimation period, the animals were divided into two experimental groups
and subjected to 1h or 8h of hypoxic stress in 20L aquaria sealed, with 38 Torr O,. The
reduction in oxygen level was obtained by aerating the water with nitrogen gas and monitor-
ing with an oximeter (World Precision Instruments model Oxel-1/1SO,). Next, a part of these
animals was used for the experiments (hypoxia group) and the other crabs were returned to
water containing 155 Torr O, where they remained for 3h or 24h (recovery group). The con-

trol group was maintained in normoxia during the entire experimental period.

The tissues were obtained from crabs anesthetized by chilling on ice for 5 min, and
jaw muscle and hepatopancreas samples (50-100 mg) were immediately removed and
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placed in a Petri dish containing cool incubation buffer adapted to N. granulata (SFC):
300mM NacCl, 10mM KCI, 25mM CacCl,, 10mM MgCl,, 8.8mM H3BO;, plus 10mM HEPES
and 0.1mM phenylmethysulphonyl fluoride (PMSF), pH 7.8. The hemolymph of these ani-
mals was collected from the joints of the 4™ and 5™ pereopods, using 10% potassium oxa-
late as an anticoagulant, and used for the biochemical determination of glucose and lactate.

2.3. Determination of the Conversion of '*C-leucine to '*C-proteins

For determination of '*C-protein synthesis, fraction of the tissues (about 50mg) were
incubated at 25°C with constant shaking in 500ul of SFC, equilibrated with O,:CO, (95:5,
v/v) in the presence of 0.2uCi of [U-'*C]-leucine (315mCi/mmol Amersham, International),
plus 5mM of unlabeled leucine, for 180min. Previous trials showed that incorporation rates
remained linear over the incubation period (Vinagre and Da Silva 2002). Following incuba-
tion, the tissue fractions were removed from the medium, rinsed twice in cold incubation
buffer (without radiolabeled products), blotted on filter paper, and immediately transferred to
screw cap tubes containing 500ul of distilled water and were homogenized by polytron at
20,000rpm for 30s. Samples (50ul) were removed for determination of total proteins (Brad-
ford, 1976). A 200ul volume of homogenate was then applied to 2.5 x 2.5 cm of 3MM
Whatman papers and allowed to dry. To precipitate proteins filter papers were rinsed in
10% TCA for 10min. Strips were then washed twice with 95% ethanol and twice in ether
(Richardson et al. 1997). After drying, filter papers were inserted into 5mL scintillation liquid
and counted in a B liquid scintillation spectrometer (LKB-Wallac). The results were ex-

pressed as umol of “C-leucine converted into "“C-protein.mg™ of protein.h™ of incubation.

2.4. CO, formation

Pyruvate oxidation was determined according to Torres et al. (2001). Hepatopan-
creas and jaw muscle samples (50 + 2 mg) were incubated in flasks sealed with rubber
caps at 25°C in 1 mL of incubation buffer in the presence of 0.2 uCi [1-"*C] pyruvic acid (18
mCi mmol, Perkin Elmer) plus 5 mM pyruvic acid for 60 min, in accordance with Marqueze
et al. (2006). Saturating pyruvate concentrations were used for CO, production.

In these flasks, small glass wells situated above the level of the incubation medium
contained small strips of Whatman 3MM paper. Next, 1 M hyamine hydroxide (Ammoniium,
benzyldimethyl(2-(2-(4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl) tolyloxy) ethoxy) ethyl)-chloride) solution
in methanol was injected (0.2 mL) into the central wells to trap "“CO,. Incubation was
stopped by adding 0.2 mL of 50% TCA through the rubber cap. The flasks were shaken for
a further 60 min at 25°C to trap '“CO,. The contents of the center well were transferred to
vials with scintillation liquid and the radioactivity was counted using LKB counter. Values of
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“CO, production are expressed as nmol of "C pyruvate incorporated into *CO, per mg™ of

tissue.min™.

2.5. Determination of ATP Content

Upon completion of the experimental periods, the animals were anesthetized by
chilling on ice for 5 min and tissues (about 100mg) were sampled and immediately frozen in
liquid nitrogen. The tissues were homogenized with lysis buffer (TCA 6%, NaF 20mM,
Gelatin 0.4g.L™") and the concentration of ATP was determined through the bioluminescent
luciferin technique using the Invitrogen kit (A22066). Results were expressed as umol of
ATP.mg™ of tissue.

2.6. Enzyme Assays

For determination of Na*/K*-ATPase (EC 3.6.1.3) activity, the membrane was extract-
ed from tissue (500mg) according to Barnes and Blackstock (1993). The tissue was ho-
mogenized (10% w/v) in cold Tris buffer (40mM) and 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich, St. Lou-
is, MO, USA), pH 7.4. The homogenate was centrifuged at 10,000xg at 4°C, and the super-
natant was collected and centrifuged at 40,000xg (4°C). The pellet was resuspended in the
same buffer and centrifuged again at 40,000xg (4°C). This last supernatant was then used
as the source of Na'/K*-ATPase. A sample was removed for measure of proteins. Na'/K*-
ATPase activity was determined according to the method described by Esmann (1988).
Incubation (500ul) medium A contained ATP (5mM, Sigma), NaCl, (60mM), KCI (10mM)
and MgCl, (40mM), pH 7.4. In incubation (500ul) medium B, KCI was replaced by ouabain
(1mM, Sigma). Aliquots (50mg of protein) of homogenate were incubated at 30°C in medi-
um A or B, for 30min. The enzyme reaction was stopped by addition of 10% trichloroacetic
acid. The inorganic phosphate (Pi) released from ATP hydrolysis was determined using the
method of Chan and Swaminathan (1986) and Na'/K*-ATPase activity was calculated as
difference between medium A and B in Pi content in nmol per min. Results were expressed

in nmol of the Pi.mg™ of protein.min™

2.7. HIF-1a Gene Expression

Analysis of hypoxia inducible factor-1a gene expression was carried out by quantita-
tive RT-PCR (gRT-PCR) using the  following primers: HIF-1a (5
TTCCTTCGCCTCAAGTGCAC-3' / 3-GCTCACGAAGGTCTGCTTGTC-5’) and 18S (5-
GGAAGTATGGTTGCAAAGCTG-3' / 3-TCTCAATCTGTCAATCCTTCCG-5’).
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Those specific primers were designed using the IDT Design Software (Integrated
DNA Technologies Inc., USA) and were based on the conserved genetic sequence regions
after a multiple alignment performed with Clustal X, since the partial HIF-1a and 18S se-
quences of Neohelice granulata was not yet available in GenBank. The sequences included
have de following GenBank accession numbers: HIF-1a: Callinectes sapidus, JN673810;
Cancer magister, DQ535030; Litopenaeus vannamei, FJ807918; Palaemonetes pugio,
AY655698; Oratosquilla oratoria, HM32914. GenBank accession numbers for 18S are: C.
sapidus, M34360; L. vannamei, EU920969; Danio rerio, FJ915075.

Total RNA was isolated using Trizol (Invitrogen) individually from crab tissues (mus-
cle and hepatopancreas). RNA integrity was confirmed by 1% agarose-TBE gel electropho-
resis. The cDNA was synthesized from total RNA (2ug) by reverse transcription (RT) with
First Strand cDNA Synthesis kit (Invitrogen). HIF-1o expression levels were compared to
the 18S as an internal standard. The qRT-PCR was performed on the Step One Plus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) in a reaction solution containing: 2uL Buffer
(10x); 1.2uL MgCl, (50mM); 0.2uL DNTPs (10mM); 2uL Sybr Green (100x); 0.8uL (0.1uM)
of 18S primer and 1.6uL (0.2uM) of HIF-1o primer; 0.05uL Taq Platinum (5UN/uL); 1uL of
cDNA (1:10); and H,O to complete a final volume of 20uL per well in a MicroAmp Fast Op-
tical Reaction plate (Applied Biosystems). After denaturing at 94°C for 5 min, amplifications
were performed for 40 cycles at 94°C for 15 s, 58°C for 30 s. After amplification, the reac-
tion product was subjected to melting phase, where the temperature ranged from 58°C to
99°C and the fluorescence was acquired every 0.4°C. Negative controls were included. For
each measurement, expression levels were normalized to 18S and expressed as relative
values (HIF-10/18S). The values for the normoxia group were normalized to 1. The data
were analysed using Step One Software version 2.0.

2.7. Biochemical Determinations

The concentration of lactate in the hemolymph was determined by Katal Brasil kit. The
results were expressed in mmol lactate per liter.

The glucose concentration was determined by the enzymatic oxidase method (Labtest
Enz-color kit). The results were expressed in mmol glucose per liter.

The protein concentration was determined according to the method of Bradford (1976),
using bovine albumin as the standard.
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2.8. Statistical Analysis

The results were expressed as the mean plus the standard deviation (mean = SD)
or standard error (mean = SE). Results were compared using a one-way analysis of vari-
ance (ANOVA), complemented with a Student-Newman-Keuls (SNK) test, after confirma-
tion of homogeneity and normality of the data. The data were considered significant when
p<0.05 and the tests were carried out with the statistics program SigmaStat 3.5.

3. Results

After 1 h and 8h hypoxia, hemolymph glucose concentrations increased, and
reached levels 1.9 and 11 (p<0.05) times higher than normoxia group levels, respectively.
The hemolymph glucose concentration decreased (p<0.05) after 3h of post-hypoxia recov-
ery as compared to hypoxia and normoxia groups, and lead to concentration similar to that
found in the normoxia group (Table 1).

The hemolymphatic lactate concentration increased 3 fold (p<0.05) after 1-h hypox-
ia as compared to normoxia animals. However, after 8h hypoxia the lactate hemolymph
levels increased 37 fold as compared to normoxia values. During the recovery from hypox-
ia, the lactate levels in the hemolymph decreased (p<0.05) and reached to values 2 and 11
fold lower after 3 and 24h post-hypoxia recovery, respectively, when compared to the value
observed in normoxia (Table 1).

The Na'/K*-ATPase enzyme activity in the muscle decreased (p<0.05) after 1h hy-
poxia compared to that observed in the normoxia group. After 3 and 24 h in recovery, the
values of Na'/K*-ATPase enzyme activity were similar to those observed in the hypoxia
group, and significantly (p<0.05) lower that those observed in the normoxia group. After 8 h
in hypoxia the Na*/K*-ATPase enzyme activity was similar to that observed in the normoxia
group (Fig. 1).

In the hepatopancreas of crabs exposed to 1h the hypoxia Na'/K*-ATPase enzyme
activity decreased 20% (p <0.05) only at 24 h post-hypoxia recovery. In crabs submitted to
8h of hypoxia, no significant change in enzyme activity during hypoxic stress or during the
recovery phase were observed (Fig. 1).

Crabs subjected to 1h of hypoxia stress, a linear decrease (r* = 0.99) in the concen-
tration of ATP in the muscle was observed until 24 h of recovery from hypoxia. However,
the mandibular muscles of animals exposed to hypoxia for 8 h there was no change in the
concentration of ATP, even in times of reoxygenation studied (Fig. 3).

In the hepatopancreatic tissue of N. granulata exposed to hypoxic stress for 1 h and
reoxygenation for 3 and 24 hours, no significant changes were observed in the concentra-
tion of ATP. However, after 8 hours of hypoxia the ATP levels in the hepatopancreas de-
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creased by 75% (p <0.05); during reoxygenation (3h and 24h) the ATP concentration in-
creased (p<0.05) to values similar to those of normoxia group (Fig. 3).

In the tissues of N. granulata studied, no significant changes were observed in the
incorporation of “C-pyruvate into *CO, during 1 and 8h of hypoxia stresses, when com-
pared those observed in the normoxia group. However, in the tissues studied post-hypoxia
recovery after 8h hypoxia decreased between 2 and 3 times (p<0.05) the '*CO, production
when compared to that observed in normoxia group (Fig. 4).

The hypoxia and 3 h recovery times did not affect significantly the protein synthesis
capacity in the jaw muscle. However, an increase of about 54% (p>0.05) in the incorporation
of "“C-leucine into proteins was observed in the jaw muscle at 24h of recovery after 8h hy-
poxia (Fig. 2).

When the crabs were submitted to hypoxia for 1 h no significant changes in the pro-
teins synthesis in the hepatopancreas, however, after 3h recovery occurred a decrease
(p<0.05) in the "“C-leucine incorporation into proteins which was maintained until 24h of re-
oxygenation (Fig. 2).

In the hepatopancreas the protein synthesis after 8h of hypoxia decreased about 63%
(p>0.05), and then a linear increase (r ?=0.99) during the post-hypoxic recovery was ob-
served. After 24h reoxygenation these values were 2.5 times greater (p<0.05) when com-
pared to normoxia group (Fig. 2).

In normoxia, the expression of HIF-1a in the jaw muscle was 2 to 2.5 fold greater
(p<0.05) compared to hepatopancreas. After 1h exposure of animals to hypoxia there was a
decrease of 94% (p<0.05) in gene expression of HIF-1a in jaw muscle, which was main-
tained until 24h of reoxygenation (Fig. 5).

When the crabs were subjected to hypoxia for 1h no significant changes were ob-
served in the expression of HIF-1a in hepatopancreas, however, after 24 hours of reoxygena-

tion there was a 4-fold increase (p<0.05) in the expression of this gene (Fig. 5).

4. Discussion

Due to ecological and behavioral characteristics, the N. granulata crab is an excel-
lent benthic organism for the knowledge of the physiological and biochemical mechanisms
involved in strategies of tolerance to environmental hypoxia and reoxygenation. The N.
granulata has a low tolerance to hypoxia compared that of other crustaceans, for example,
the shrimps Calianassa jamaicense and Calocaris macandrea (Geihs et al. 2013; Anderson
et al., 1994; Felder, 1979). However, it has a capacity for rapid post- hypoxia recovery,
probably due to rapid changes in concentration of dissolved oxygen in the water that occur
daily in their habitat (Geihs et al. 2013).
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Previous studies in N. granulata demonstrate increased in concentrations of lactate
and glucose in the hemolymph, activation of the glycolytic and gluconeogenic pathways
from lactate in muscle and hepatopancreas, the mobilization of glycogen and ATP tissues
reserves are some of the strategies used to maintain energy production in response to re-
duced levels of oxygen in the environment (Geihs et al. 2013, Marquese et al. 2006, 2011,
Maciel et al. 2008, Oliveira et al. 2004).

In animals that face different forms of stress in their habitats, reducing the ionic
pumping significantly reduces energy expenditure (Staples and Buck 2009). The activity of
the enzyme Na'/K*-ATPase, one of the largest consumers of cellular ATP, reduces by
about 75 % in hepatocytes turtles subjected to anoxia (Buck and Hochachka 1993). As the
ion homeostasis is a priority function in the cell, 28% of ATP consumption in hepatocytes is
directed to Na*/K*-ATPase in conditions of normoxia. However, in anoxia, 74 % of the ATP
produced in the cell are targeted to this enzyme, despite a reduction of 75 % of its activity
(Buck and Hochachka 1993).

The use of behavioral, respiratory, circulatory and changes in the O, affinity of he-
mocyanin strategies have been described in crustaceans during hypoxia or anoxia envi-
ronmental (Head 2010). Hervant et al. (1995) found a reduction of oxygen consumption and
locomotor activity in amphipod Niphargus rhenorhodanensis exposed to severe hypoxia.
The same effects were observed in N. granulata after environmental hypoxia (Santos et al.
1987, Geihs et al. 2013).

In the present study, exposure of crabs N. granulata to hypoxic stress for 1h shows
that this crab also uses the reduction of Na*/K*-ATPase activity as strategy to reduce ener-
gy expenditure in the jaw muscle. This effect persists even during subsequent reoxygena-
tion periods. The decrease in energy expenditure from the reduction of enzyme activity is
evidenced by the maintenance of ATP levels in muscle during hypoxia. Likewise, in the
Nautilus pompilius which survives at least 60 h in hypoxia was not observed decrease in
the concentration of ATP in the adductor muscle during the hypoxic stress (Staples and
Buck 2009). Recently, Geihs et al. (2013) demonstrated that the N. granulata subjected to
different times of hypoxia markedly reduces oxygen consumption (VO,) and locomotor ac-
tivity. However, the results of this work show that the capacity for protein synthesis and the
ability of pyruvate oxidation were not altered by 1h of hypoxia in N. granulata, suggesting
that in muscle the strategy used in the first hour of hypoxia is to reduce the energy expendi-
ture via decreased activity of the pump Na*/K*-ATPase and oxygen consumption (Geihs et
al. 2013). This finding is reinforced by the fact that in the locomotor muscle of N. granulata
subjected to different periods of hypoxia was not observed reduction in the mitochondrial
respiratory chain complex (complex IV) activity after 10 hours of hypoxia (Geihs et al.
2013).
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In contrast, in N. granulata hepatopancreas, hypoxia for 1 h did not reduce the activ-
ity of Na*/K*-ATPase and did not alter the concentration of ATP in this tissue. The differ-
ence in response between different tissues can be explained, in part, by the different meta-
bolic pattern of the muscle and hepatopancreas. The hepatopancreas is an energy re-
serves tissue with high concentrations of glycogen and lipid that are stored during periods
of food abundance as in spring and summer and during refeeding after fasting (Kucharki
and Da Silva 1991, Vinagre and Da Silva 1992, 2002). On the other hand, the jaw muscle
spends energy moving of jaw movement. Thus, the reduction of Na*/K*-ATPase enzyme
activity in muscle would be a strategy for reducing the consumption of ATP in the body
when the oxygen concentration in the environment are greatly reduced.

The preferential use of phosphagens reserves in order to maintain a high concentra-
tion of ATP has been observed in other crustaceans and molluscs (Gade 1983, Hervant et
al. 1995, Isani et al. 1989, da Silva-Castiglioni et al. 2010) and could explain the mainte-
nance of tissue ATP levels observed in this work after 1 h of environmental hypoxia. How-
ever, Rossetti (2010) after submitting the crab N. granulata to anoxic stress for 1 h ob-
served an increase in reserves of arginine and arginine phosphate in the gills, jaw muscle
and hepatopancreas.

Other studies with this species have shown that exposure of animals to hypoxia or
anoxia increases the levels of glucose and lactate in the hemolymph (Maciel et al. 2008,
Marqueze et al. 2011, Oliveira et al. 2001, Geihs et al. 2013). Previous studies show that
after 1 h of anoxia the glycolytic pathway activity in jaw muscle and hepatopancreas of N.
granulata fed a diet of raw beef increased. The activity of the enzyme pyruvate kinase (PK)
is significantly high when compared to that observed in normoxia group (Marquese et al.
2006, 2011). In the present study, a significant increase in the hemolymphatic concentra-
tions of glucose and lactate was observed after 1 h of hypoxia, suggesting the activation of
the anaerobic glycolytic pathway.

In N. granulata in normoxia, the HIF-1 a gene expression is high in jaw muscle
compared to hepatopancreas. This distinct pattern in the expression of HIF-1 a was also
observed in other crustaceans. In Litopenaeus vannamei in normoxia or subjected to envi-
ronmental hypoxia the mRNA level of a subunit of HIF-1 is higher in the gills than in
hepatopancreas and muscle (Sofanez-Organis et al. 2009). Recently, Hardy et al. (2012)
showed that in C. sapidus subjected to hypoxia for 1 h, the expression of HIF-1 a was tis-
sue-specific and, in muscle, dependent on the type of muscle fiber.

In the present study, when the crabs were exposed to 1 h hypoxic stress the ex-
pression of HIF-1 a gene in muscle decreased by 90%, while in hepatopancreas no signifi-
cant change occurs. In Litopenaeus vannamei subjected to different periods of hypoxia, a
marked reduction in the expression of HIF-1 a in gills and muscle was observed (Sofnanez -
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Organis et al. 2009, 2010). Sonanez-Organis et al. (2009) suggest that hypoxia markedly
increase the concentration of HIF-1a protein and that exert a negative feedback on the
mRNA levels of HIF-1a. Previous studies in our laboratory show that anoxia for 1 h in-
creased the PK activity and the mobilization of glycogen in muscle (Marquese et al. 2006).
In this work, the hemolymphatic values of lactate and glucose are 1.9 and 3.2 fold higher,
respectively, than those observed in normoxia group, and the ratio between lactate/glucose
greater than 1 it is a characteristic of this crab (Pellegrino et al. 2008). In L. vannamei sub-
jected to hypoxia, but with the HIF-1a and 3 gene silenced , the levels of hemolymphatic
glucose and lactate were lower as compared with the control values, suggesting the in-
volvement of this gene in the activation of the glycolytic pathway in crustaceans (Sofanez-
Organis et al. 2010). As occurred in hepatopancreas of N. granulata, Li and Brower (2007)
found that the mRNA levels of HIF in Palaemonetes pugio were not affected by hypoxia.
The authors suggest that the levels of HIF in this species could be controlled post- transla-
tionally, as seen in isoforms HIF-1 and HIF-2 in vertebrate.

The results of this study also suggest that in N. granulata HIF-1a participate in the
metabolic regulation of the response to hypoxia; however, more specific studies on the gly-
colytic pathway in different tissues will be needed to clarify this hypothesis.

Comparing the pattern of metabolic response to hypoxia between 1h and 8h of in
the muscle and hepatopancreas, we find striking differences between the two hypoxia
times.

After 8h of hypoxia the Na*/K*-ATPase activity in muscle returned to levels similar to
those found in crabs in normoxia, although the oxygen consumption by the animal is 80%
reduced (Geihs et al. 2013), and might be explained by an increase of 3 fold of the gluco-
neogenic activity from lactate observed in this tissue at 8h of hypoxia (Maciel et al. 2008).
At that time the values of circulating lactate is about 37 fold higher than those observed in
animals in normoxia, despite the excretion of lactate to the aquatic environment (Maciel et
al. 2008). During 8 h of hypoxia the muscle did not change the concentration of ATP, the
protein synthesis capacity and the pyruvate oxidation. However, Maciel et al. (2008) ob-
served at 8 h of hypoxia a marked reduction in the levels of glycogen and the lactate oxida-
tion in the jaw muscle. In our study, the oxidation capacity was taken from pyruvate, proba-
bly, it would be derived from the use of circulating glucose or amino acid such as alanine or
glycine which have high concentrations in the hemolymph of this crab (Schein 1999). Geihs
et al. (2013) found a marked reduction in the ATP locomotor muscle after the first hour of
hypoxia, this would be explained by the difference in function and histology between the
locomotor and jaw muscles.

In the hepatopancreas the metabolic pattern of response to 8 h hypoxia is differenti-
ated from those found in muscle. In hepatopancreas Na*/K*-ATPase activity was not affect-
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ed by 8h of hypoxia, as well as the oxidation of pyruvate. On the other hand, the protein
synthesis, and ATP concentration in the hepatopancreas decreased 63% and 75%, respec-
tively. Oliveira and Da Silva (2001) showed that in N. granulata subjected to anoxia for 8h
occurs an increase in gluconeogenic capacity from lactate in the hepatopancreas (Oliveira
and Da Silva 2000), which would explain the reduced ability of protein synthesis and the
ATP levels in this tissue.

The process of post-hypoxia recovery is physiologically important because that is
when energy reserves are restored and the accumulated end products are removed.

In the recovery period, the crabs previously exposed to 1h hypoxia maintain in muscle
the energy expenditure reduced by decrease in Na*/K*-ATPase activity, despite the return
of locomotory activity and oxygen consumption values to normoxia levels (Geihs et al.
2013). This strategy of reducing the consumption of ATP by decreasing the Na*/K*-ATPase
activity during reoxygenation is probably related to the metabolic cost of restoring the
body's energy reserves and eliminates the accumulated end products.

The jaw muscle expression of HIF-1a remained low during the post- hypoxic period
after 1h hypoxia, probably due to the high concentration of HIF-1a cellular protein. This hy-
pothesis is supported by the results of Marqueze et al. (2006) that after submitting the N.
granulata to 1h anoxia and 3h of recovery from anoxia observed a marked increase in PK
enzyme activity in jaw muscle, suggesting the maintenance of glycolytic activity during re-
oxygenation. The authors also found an increase in glucose oxidation in this tissue in the
post-anoxia recovery, which is confirmed in the present study by the maintenance of py-
ruvate oxidation values similar to those of the normoxia group and by the marked reduction
of glucose concentration in the hemolymph. Moreover, to reduce energy consumption the
N. granulata crab keeps the muscle activity of the Na*/K*-ATPase at very low levels during
the post-hypoxia reoxygenation after 1h of hypoxia.

In post-hypoxia recovery period after 1h hypoxia, the hepatopancreas decreases en-
ergy expenditure by reducing the protein synthesis and the activity of the Na*/K*-ATPase,
and the tissue concentration of ATP was probably maintained via oxidation of pyruvate.

In this study, an increase in the expression of HIF-1a protein gene and a marked re-
duction of circulating glucose levels were observed, suggesting the role of this gene in the
control of glucose metabolism in crustaceans as proposed by Sofanez-Organis et al.
(2010).

The increase in the protein synthesis capacity observed at 24h of reoxygenation after
8h of hypoxia, probably, would be involved in the replacement of proteins mobilized during
hypoxic stress. On the other hand, the pyruvate oxidation in tissues decresed, likely, due to
decreased in the glucose and lactate concentrations to values similar to those of normoxia

animals. The marked increase in gluconeogenic and glyconeogenic activities from lactate in
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N. granulata jaw muscle and hepatopancreas in the recovery period after 8h hypoxia also
contributes to reducing the levels of circulating lactate values (Maciel et al. 2008, Oliveira
and Da Silva 2001).

In conclusion, N. granulata could be classified as a conformer oxygen, when hypoxia
occurs for a short period (1h) the oxygen consumption and the locomotor activity reduce in
response to the environmental O, levels (Geihs et al. 2013). Moreover, this crab reduces
the ATP expenditure decreasing the Na'/K*-ATPase activity. In longer period of hypoxia
with high glucose and lactate levels, the activity of Na*/K*-ATPase enzyme returns the val-
ues similar to those of normoxia, but the reduction in VO, and locomotor activity persists
(Geihs et al. 2013), however, the animal has energy substrates to face the reduction of ox-
ygen in the environment.

On reoxygenation, the metabolic strategies for the restoration of energy reserves and
the removal of accumulated end products vary according to the times of hypoxic stress and
reoxygenation and also are tissue specific.

For the first time in N. granulata is shown the involvement of HIF-1a in response to
hypoxic stress and its possible role in the mobilization of energy substrates, particularly in
muscle and hepatopancreas.
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Figure Legends

Figure 1. Effects of hypoxia and post-hypoxia recovery periods on Na*/K*-ATPase activi-
ty in the N. granulata jaw muscle and hepatopancres. Values represent mean = SD,
n=6-12 crabs in each group.

4 — different mean values of the control group (normoxia) (p<0.05).

Figure 2. Effect of hypoxia and post-hypoxia recovery on the conversion of "*C-leucine to
“C-proteins in the N. granulata jaw muscle and hepatopancres. Values represent mean
+ SD, n=4-8 crabs in each group.

& — different mean values of the control group (normoxia) (p<0.05).
® _ different mean values of the hypoxia 1h group (p<0.05).
¢ — different mean values of the 3h post 8h hypoxia recovery group (p<0.05).

Figure 3. Effects of hypoxia and post-hypoxia recovery periods on ATP concentration in
the N. granulata jaw muscle and hepatopancres. Values represent mean + SD, n=4-8
crabs in each group.

& — different mean values of the control group (normoxia) (p<0.05).
® _ different mean values of the hypoxia 8h group (p<0.05).

Figure 4 Effects of hypoxia and post-hypoxia recovery periods on '*CO, formation in the
N. granulata jaw muscle and hepatopancres. Values represent mean + SD, n=5-6 crabs
in each group.

& — different mean values of the control group (normoxia) (p<0.05).

Figure 5 Effects of hypoxia and post-hypoxia recovery periods on gene expression of the
hypoxia inducible factor 1a (HIF-1a) in the N. granulata jaw muscle and hepatopancres.
Values represent mean + SE, n=5-6 wells.

4 — different mean values of the control group (normoxia) (p<0.05).
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Table 1: Hemolymph glucose (mmol.L™") and lactate (mmol.L'") levels in N. granula-
ta submitted to hypoxia (1 and 8h) and post-hypoxia recovery (3 and 24h).

Hemolymph Glucose (mmol.L™) Hemolymph Lactate (mmol.L™)

1h hypoxia 8h hypoxia 1h hypoxia 8h hypoxia

Normoxia 0.20+0.13 0.20+0.13 0.58 +0.78 0.58 +0.78
Hypoxia 0.38 £0.172 2.31 +£1.14% 1.87+0.68% 21.67 +10.172
Rec 3h 0.15 +0.03° 0.22 +0.09° 0.45+0.39° 11.12 +6.88%

Rec 24h 0.27 £0.13 0.19£0.08 0.26 £0.09 0.17 £0.15¢

Values are expressed as means = SD of 3-11 samples.
(a) — mean values are significantly different from the control group (normoxia)
(p<0.05).

(b) — mean values are significantly different from the hypoxia 1h group (p<0.05).
(c) — mean values are significantly different from the hypoxia 8h group (p<0.05).
(d) — mean values are significantly different from the 3h post 8h hypoxia recovery
group (p<0.05).
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