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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de diferentes tempos de hipdxia
ambiental e da recuperacdo da hipoxia sobre as atividades gliconeogénica e
neoglicogeniogénica, assim como, a atividade e a expressdo da fosfoenolpiruvato
carboxiquinase no musculo do C. granulatus alimentados com dietas ricas em proteinas
ou carboidratos. Também, determinar sob as mesmas condigdes experimentais, outras
vias do metabolismo do lactato em C. granulatus.

Para este estudo foram utilizados caranguejos C. granulatus, alimentados com
dietas ricas em proteinas ou carboidratos, submetidos a hipoxia ambiental (4,5% de O,)
durante 8 horas e periodos de recuperacao ap6s a hipoxia, em normodxia, de 3 e 24 horas.
Foram utilizados 16 animais por dieta experimental, subdivididos em 4 animais por
periodo experimental (normoxia, hipoxia, 3 horas de recuperacdo e 24 horas de
recuperagao).

No presente trabalho, aumentos na incorporagio de '*C-lactato em glicose e na
atividade da enzima PEPCK no musculo mandibular foram constatados as 8 horas de
hipoxia. Os valores de lactato e de glicose circulantes estdo elevados, porém a
concentragdo de glicogénio muscular diminuiu marcadamente. em ambos 0s grupos
experimentais (HP e HC). Nos animais alimentados com a dieta HC a expressdao da
PEPCK aumentou significativamente. Nos caranguejos que receberam a dieta HP, ndo
foi necessario o aumento da expressdo de PEPCK, somente sua atividade, em resposta a
hipoxia ambiental de 8 horas. em C. granulatus o lactato desapareceu lentamente da
hemolinfa durante o periodo de recuperacdo pds-hipoxia. Contudo, nos animais que
receberam a dieta HP a restauracdo dos niveis de lactato hemolinfatico ocorreu mais
rapidamente que naqueles mantidos com a dieta HC. O retorno a normoéxia diminui
marcadamente a incorporagdo do '*C-lactato em glicose nos caranguejos mantidos com a
dieta HC, quando comparada aos valores obtidos em hipoxia. Esta diminui¢do foi
acompanhada pela redu¢do na expressdo e na atividade da PEPCK. No grupo HP a
atividade gliconeogénica, a atividade e expressdao da PEPCK mantiveram-se elevadas no
periodo de recuperacio da hipoxia. A incorporagio do '“C-lactato em glicogénio
aumentou, em ambas dietas, ap6s 24 horas de recuperacao da hipdxia.

Os resultados do presente trabalho sugerem que a gliconcogénese ¢ a
neoglicogeniogénese, no musculo mandibular, sdo importantes mecanismos na
metabolizacdo do lactato gerado no periodo de hipoxia e que e a expressdo da PEPCK na
isoforma mitocondrial ¢ controlada pelo teor de oxigénio no meio e pela composi¢ao da
dieta administrada aos caranguejos, sendo este um mecanismo adaptativo do C.
granulatus em situagdes de anoxia e hipoxia ambiental.
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1. INTRODUCAO

O caranguejo Chasmagnathus granulatus é uma espécie tipica de estuario que
evoluiu a partir de formas marinhas e situa-se sistematicamente na Superclasse
Crustacea, Classe Malacostraca, Ordem Decapoda e Familia Varunidae (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 Martin, na Argentina (Boschi,

1964).

Os estuarios sdo eccossistemas resultantes da transi¢do 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 influéncia de
fatores oceanograficos e meteoroldgicos, impondo a sua biota um elevado estresse
ambiental (Kinne, 1993). O estresse pode ser gerado pelas variagdes de salinidade, de
temperatura e de oxigénio dissolvido na agua e do ciclo de marés (Cooper, 1974; Odum,

1985).

Em seu habitat, o C. granulatus abre galerias ou tocas com profundidades
varidveis de acordo com o nivel das marés e o lengol fredtico, de maneira que no fundo
da toca sempre haja dgua. Essas habitagdes t€ém papel importante na ecofisiologia do C.
granulatus, pois minimizam as variagdes de salinidade, de temperatura e do teor de
oxigénio (Turcato, 1990). Na lagoa Tramandai-RS, onde populagdes de C. granulatus
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 proximos 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, suportando periodos de hipoxia ou de



anoxia ambiental (Turcato, 1990). Devido a essas caracteristicas ecologicas e
comportamentais o C. granulatus ¢ um excelente modelo bioldgico para o conhecimento
dos mecanismos fisioldgicos envolvidos nas respostas as alteragdes do teor de oxigénio

ambiental.

Esse caranguejo, apesar de apresentar um sistema respiratorio inviavel a
respiragao aérea (Santos e cols.,1987) é capaz de suportar longos periodos fora d’agua e
de exposi¢do ao sol sendo considerado tipicamente semiterrestre (Mafie-Gazon e cols.,
1974). Algumas espécies de caranguejos, como o C. granulatus, possuem a habilidade de
manter as branquias sempre umedecidas, quando estdo fora do ambiente aquatico, por
meio de um sistema de circulagdo nas bases dos pereidpodos que captam a agua da
superficie externa do corpo ¢ a liberam na cavidade branquial, promovendo a renovacao

do teor de oxigénio (Hartnoll, 1988; Bond-Buckup e cols., 1991; Luquet e cols., 2000).

Segundo D’Incao e cols. (1990), o caranguejo C. granulatus ¢ uma espécie com
habito alimentar oportunista. A analise do conteido estomacal destes caranguejos
mostrou, no outono e no inverno, restos de vegetais; na primavera maior freqiiéncia dos
itens de origem animal; e no verdo, equilibrio entre os dois itens alimentares.
Eventualmente o caranguejo C. granulatus comporta-se como carnivoro, atacando sua
propria espécie e outros crustaceos, sendo entdo classificado como carnivoro-detritivo

(Botto e Irygoyen, 1980).

Os crustaceos utilizam trés estratégias adaptativas que permitem a sobrevivéncia
em hipdxia ou anoxia ambiental: 1) manutencdo em todos os tecidos de altas
concentragdes de glicogénio e de fosfato em condigdes aerdbias; 2) utilizagdo de vias
anaerobias para producdo de ATP; 3) reducdo da atividade metabolica (Hervant e cols.,

1995; Childress e Seibel, 1998).
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Respostas comportamentais, respiratorias, circulatorias e alteragdes na afinidade
da hemocianina ao O, também foram constatadas em crustdceos durante a hipoxia ou a
anoxia ambiental. Hervant e cols. (1995), apos submeterem Niphargus rhenorhodanensis
e Gammarus fossarum a uma severa hipoxia ambiental ¢ a fase de recuperagdo,
constataram na primeira hora de hipdxia, uma diminuicdo significativa da atividade
locomotora. Durante o periodo de recuperacdo da hipdxia, os caranguejos aumentaram
significativamente a atividade locomotora quando comparados ao grupo hipdxia. No
entanto, no periodo de recuperagdo, a atividade de locomoc¢do foi menor quando

comparada aquela do grupo controle em normoxia (Hervant e cols., 1995).

No C. granulatus, Santos e cols. (1987) constataram uma redug¢do do consumo de
oxigénio e da atividade de locomogao apds duas horas de hipoxia ambiental. Gongalves
(1993) constatou uma diminui¢do da atividade motora e da freqiiéncia cardiaca em C.

granulatus submetido a anoxia ambiental durante doze horas.

Em periodos de normoxia, a glicose, principal monossacarideo na hemolinfa de
crustaceos, ¢ armazenada na forma de glicogénio, principalmente, no musculo, no
hepatopancreas, no coragdo, nos hemocitos e nas branquias, sugerindo que a auséncia de
um deposito central de glicogénio seria uma adaptagdo importante para caranguejos que
em seu habitat estariam submetidos a periodos de hipdxia ambiental e que possuem o
sistema circulatorio do tipo aberto com baixa pressao e fluxo lento, determinando uma

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

O lactato ¢ o principal produto do metabolismo anaerébio em crustaceos, sendo
acumulado na hemolinfa e em diferentes tecidos apos situagdes de anoxia ou de hipdxia
ambiental ou funcional (Van Aardt, 1988; Anderson e cols., 1994; Hervant e cols., 1995,
1996, 1997; Zou e cols., Wachter e cols., 1997). Durante o exercicio extenuante os

crustaceos produzem altas concentragdes de lactato, sendo este metabolito responséavel
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pela acidose induzida pelo exercicio fisico nestes caranguejos (Wood e Randall, 1981;
Henry e cols., 1994; Morris e Adamczewska, 2002). O aumento da concentra¢ao do
lactato na hemolinfa e nos tecidos esta associado a mobilizacao de glicogénio tecidual.
(Chang e O’ Connor, 1983; Hervant e cols., 1999; Morris ¢ Adamczewska, 2002;
Oliveira e cols., 2004). Em C. granulatus mantidos com dieta rica em carboidratos (HC)
ou proteinas (HP) e submetidos ao estresse por anoxia ambiental durante 8 horas, as
concentragdes de lactato e de glicose na hemolinfa aumentaram 10-14 vezes, quando
comparadas aos grupos em normoxia (Oliveira e cols., 2001; Oliveira e cols., 2004).
Durante a fase de recuperagdo da anoxia, a concentracdo de lactato na hemolinfa de
caranguejos alimentados com dieta HP retornou, mais rapidamente, a valores
semelhantes ao do grupo normoéxia, quando comparada aquela em caranguejos
alimentados com dicta HC (Oliveira e cols.,2004). Esta redugdo do lactato
hemolinfatico foi acompanhada de aumento na incorporagdo do '*C-lactato em glicose

no hepatopancreas (Oliveira e cols.,2004).

Schein e cols. (2004) demonstraram a capacidade de incorporagdo de '*C-L-
alanina em glicose e as atividades das enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK) e glicose-6-fosfatase (G6Pase) no musculo desse caranguejo, durante o

estresse osmotico.

Em C. granulatus a relagdo (mmol/L / mmol/L) lactato/glicose na hemolinfa, em
animais alimentados ¢ elevada, o que sugere que o lactato € um importante substrato
para este caranguejo (Pellegrino, 2006). Em C. granulatus, o lactato pode ser oxidado
no hepatopancreas ¢ no musculo (Marqueze 2004; Marqueze e cols., 2006) ou

convertido em glicose no hepatopancreas (Oliveira e cols., 1997; 2004).

O horménio hiperglicémico (CHH) ¢ um dos neurohormonios mais estudados em

crustaceos. O CHH ja foi isolado em diversas espécies de crusticeos e sua estrutura
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primaria determinada (Kegel e cols., 1989; Keller, 1992; Hsu e cols., 2006; Fanjul-
Moles, 2006). O CHH ¢ membro da familia de peptideos que inclui o hormonio inibidor
da muda (MIH), o hormonio inibidor gonadal (GIH) e o hormonio inibidor do 6rgao
mandibular (MO-IH) (Chang, 1987; Wainwright e cols, 1996; Hsu e cols., 2006; Fanjul-
Moles, 2006). O CHH ¢ produzido e secretado pelo complexo 6rgao X/glandula do seio.
No entanto, isoformas de CHH foram constatadas no coragdo, nas branquias e no trato
digestorio de diferentes crustdceos (Udomkit e cols. 2004). A principal fungdo do CHH ¢
a regulacdo da concentracdo da glicose na hemolinfa de crusticeos. Santos e Keller
(1993) propdem que a glicose circulante agiria por retroalimentacdo negativa sobre a
secrecao de CHH. Entretanto o lactato circulante estimularia a produ¢do hormonal. Em
crustaceos submetidos a hipdxia ou anoxia, as concentragdes de CHH e de glicose na
hemolinfa aumentam, indicando o envolvimento deste hormoénio no ajuste metabdlico

em resposta a anaerobiose.

A gliconeogénese ¢ a sintese ou formagao de glicose a partir de varios substratos.
Inclui o uso de varios aminoacidos, o lactato, o piruvato, o propionato ¢ o glicerol como
fontes de carbono para esta via metabolica. A capacidade de sintetizar glicose ¢
fundamental para a sobrevivéncia na maioria dos organismos animais. A gliconeogénese
permite, mesmo depois de toda a glicose da dieta ter sido absorvida e completamente

oxidada, a manutencao dos niveis de glicose no sangue ou na hemolinfa (Devlin, 2002).

A gliconeogénese (Fig. 1) a partir do lactato € um processo que requer ATP, com

a seguinte equagao geral:
2 L-Lactato” + 6 ATP* — glicose + 6 ADP* + P + 4H"

A etapa inicial é a conversao de lactato em piruvato pela lactato desidrogenase o
NADH ¢ gerado e necessario para a etapa subseqiiente da via. O piruvato é convertido

em fosfoenolpiruvato (PEP) pelo acoplamento de duas reagdes que requerem compostos
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de fosfato de alta energia (1 ATP e 1 GTP). A primeira ¢ catalisada pela piruvato
carboxilase (PC) e a segunda pela PEPCK. A localizagdo intracelular da PC torna a
mitocondria obrigatéria para a conversdo do piruvato citosdlico em PEP citosoélico.
Entdo, ha duas vias que podem ser adotadas pelo oxaloacetato para chegar a glicose (Fig.
1). Isso acontece porque a PEPCK esté4 presente tanto no compartimento citosolico como
no mitocondrial. A via mais simples envolve a PEPCK mitocondrial. O oxaloacetato ¢é
convertido, dentro da mitocondria, em PEP que, entdo atravessa a membrana
mitocondrial interna. Na segunda o oxaloacetato ¢ convertido em aspartato que ¢
transportado para fora pelo antiporte glutamato-aspartato. No citosol, transaminagdo com

a-cetoglutarato converte o aspartato novamente em oxaloacetato (Devlin, 2002).

A atividade das enzimas chave, envolvidas na gliconeogénese, piruvato
carboxilase (PC), fosfoenolpiruvato carboxikinase (PEPCK), frutose 1,6-bifosfatase
(FBPase), e glicose 6-fosfatase (G6Pase) ¢ relatada em diversas espécies de vertebrados
e invertebrados e a atividade destas enzimas estd correlacionada com a produgdo de
glicose (Moon, 1988, Suarez and Mommsen, 1987;). A distribuicdo da PEPCK entre as
fragdes celulares varia entre as espécies (Kraus-Friedmann, 1984; Moon, 1988).
Conforme a espécie estudada, a PEPCK pode se localizar no citosol, na mitocondria ou
em ambos compartimentos, como ocorre em humanos (Marks e cols., 1996). Em ratos e
camundongos, a PEPCK hepatica € principalmente citoplasmatica, em outros mamiferos,
como nos coelhos e nos porcos da india (Wiese et al., 1991) ocorre nos dois
compartimentos do hepatocito. Em aves, a PEPCK hepatica ¢ mitocondrial (Moon,

1988).
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Figura 1: Via gliconeogénica a partir do lactato. As linhas tracejadas referem-se a
gliconeogénese via PEPCK mitocondrial. Abreviaturas: OAA, oxaloacetato; a-KG, o-
cetoglutarato; PEP, fosfoenolpiruvato, DHAP, diidroxiacetona fosfato. Adaptado de
Devlin, 2002.

A produgdo de glicose ¢ mediada por diferentes mecanismos regulatérios. Agao
de hormonios, nivel plasmatico de glicose e presenca de substratos sdo fatores que
atuam na producdo de glicose. Em mamiferos a gliconeogénese ¢ responsavel por 35% a
50% da producdo basal de glicose e a glicogendlise 50% a 65% (Corssmit et al., 2001).
Segundo Moom (1988), a gliconeogénese seria uma via filogeneticamente antiga, visto
que suas enzimas sdo encontradas desde fungos até mamiferos como o homem. Em
mamiferos, a gliconeogénese ocorre somente no figado, nos rins e no intestino delgado

(Newsholme e Leech, 1984, Mithieux e cols., 2004; Habold e cols., 2005).

Existem poucos trabalhos sobre o controle da via gliconeogénica e a atividade da
enzima PEPCK em tecidos de vertebrados heterotérmicos e¢ de invertebrados. Em
tartarugas a capacidade gliconeogénica foi demonstrada com incorporagdo de

aminodcidos e de lactato em glicose. Em tartarugas a PEPCK ¢ 100% mitocondrial
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(Land e Hochachaka, 1993). Em anfibios, durante a metamorfose, verifica-se aumento
da atividade da PEPCK citosolica e da capacidade gliconeogénica a partir de
aminoacidos. Foram identificadas PEPCKs mitocondrial e citosélica no figado de ras

(Prosser, 1991).

A regulagdo transcricional da expressdao génica da PEPCK (forma citosodlica) ¢
modulada por dieta ou sinalizacdo hormonal, o que resulta em alteracdo na sintese desta
enzima. (Hanson e Reshef, 1997; Panserat ¢ cols., 2001). No entanto, nos vertebrados, a
PEPCK mitocondrial hepatica ¢ expressa constitutivamente (Hanson e Reshef, 1997,
Panserat ¢ cols., 2001). Os elementos regulatorios que controlam a transcri¢do do gene
da PEPCK no figado, nos rins ¢ no tecido adiposo tém sido alvo de pesquisa, € muitos
dos fatores de transcri¢do que se ligam a esses fatores ja foram identificados. Glucagon,
cAMP, hormonios da tiredide e glicocorticdides possuem efeito positivo sobre a
transcri¢do génica da PEPCK citosdlica, enquanto que insulina e glicose a inibem
(Panserat e cols., 2001; Hanson e Reshef, 1997; Scott e cols., 1998; Cournarie e cols.,
1999). Em mamiferos e frangos, o estado nutricional, a composicdo da dieta ¢ os
hormdnios tém efeitos sobre a expressdo génica da isoforma citosoélica enquanto que
sobre a isoforma mitocondrial, constitutiva, ndo houve modifica¢do no padrio de
expressdo génica (Weldon et al., 1990; Hanson and Reshef, 1997). Diversos trabalhos
sugerem que a gliconeogénese a partir do lactato ocorre em altos niveis em espécies com
grande porcentagem de PEPCK mitocondrial, indicando que seria um mecanismo
adaptativo para o enfrentamento de altos niveis de lactato no organismo (Land e

Hochachaka, 1993; Suarez ¢ Momsen, 1987; Modaressi e cols., 1996).

Os estudos sobre a presenca da via gliconeogénica em crustaceos sao escassos ¢
contraditdrios, varios tecidos t€m sido propostos como sitios para a gliconeogénese,

como o hepatopancreas (Van Aardt, 1988; Lallier ¢ Wash, 1991; Oliveira e Da Silva,
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1997; Hervant e cols., 1999), as branquias (Thabrew e cols., 1971; Chitto e cols., 2007),
os hemocitos (Johnston e cols., 1973) e o musculo (Schein e cols., 2004). No entanto,
peculiaridades biologicas e ecoldgicas das diferentes espécies de crustdceos contribuem
para uma grande variabilidade e controvérsia sobre a atividade da PEPCK nas diferentes
espécies e tecidos nessa classe de invertebrados (Henry e cols., 1994; Hervant e cols.,

1999; Le Moullac e cols., 2007).

Em caranguejos C. granulatus a via gliconeogénica parece estar envolvida em
varios processos de ajuste metabolico durante o estresse osmotico, a anoxia e a fase de
recuperagdo pos-anoxia. Nesse caranguejo a via gliconeogénica completa foi constatada
no musculo, no hepatopancreas e nas branquias (Oliveira e Da Silva, 1997; Schein e

cols., 2004; Chitto, 2000, Chitté e cols., 2007).

Schein e cols. (2004) demonstraram que no musculo da mandibula do C.
granulata mais de 90% da atividade da PEPCK ¢é mitocondrial. No hepatopancreas,
Oliveira e Da Silva (1997) encontraram valores entre 84 e 89% de atividade mitocondrial
da PEPCK, evidenciando similaridade com valores encontrados no musculo. Em
crustaceos, a ocorréncia de gliconeogénese e neoglicogeniogénese ja foi demonstrada
pela incorporagio de '*C-lactato, '*C-aminoacidos e '*C-glicerol em glicose ou
glicogénio em diferentes tecidos (Henry e cols., 1994; Schein e cols., 2004; Pellegrino,

2006; Chitto e cols., 2007).

O gene da PEPCK ¢ expresso em varios tecidos do C. granulata como no
hepatopancreas, no musculo da mandibula, no sistema nervoso, no coragdo ¢ nas
branquias (Schein e cols., 2004). Schein e cols. (2004) verificaram um aumento
significativo na expressdo e na atividade da PEPCK durante o choque hiperosmético,
sugerindo que a gliconeogénese colabora no ajuste metabodlico durante este tipo de

estresse.
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Em crustaceos, as vias da metabolizagdo ou eliminagao apos a anoxia ou hipdxia
ainda sdo pouco conhecidas, e o desaparecimento do lactato da hemolinfa ocorre

lentamente (Henry e cols., 1994; Zou e cols., 1996; Hervant e cols., 1999).

No grupo de caranguejos C. granulatus que receberam a dieta HP, Oliveira e cols.
(2004) verificaram, na fase de recuperacdo da anoxia de 8 horas, que a producio de '*C-
glicose a partir de '*C-L-lactato no hepatopancreas aumentou significativamente as 12 e
18 horas, sugerindo a participagdo da via gliconeogénica hepatopancreatica na
metabolizacdo do lactato. Entretanto, nos caranguejos alimentados com a dieta HC, nao
ocorreu participagdo significativa da via gliconeogénica hepatopancreatica na
metabolizacdo do lactato. Assim, a hipdtese que nos caranguejos mantidos com a dieta
HC ou HP a gliconeogénese e/ou a neoglicogeniogénese muscular seriam vias que
participariam do metabolismo do lactato em C. granulatus, precisava de comprovagao.
Também o conhecimento de outras rotas de metabolizagdo de lactato no periodo pos-

hipdxia serdo esclarecedoras para o entendimento do papel deste substrato em crustaceos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de diferentes tempos de hipdxia
ambiental e da recuperacdo da hipoxia sobre as atividades gliconeogénica e
neoglicogeniogénica, assim como, a atividade e a expressao da fosfoenolpiruvato
carboxiquinase no musculo do C. granulatus alimentados com dietas ricas em proteinas
ou carboidratos. Também, determinar sob as mesmas condigdes experimentais, outras

vias do metabolismo do lactato em C. granulatus.
Para isto, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1) Determinar as variagdes dos niveis de glicose e de lactato hemolinfaticos e de
lactato na agua dos aquarios, assim como, de glicogénio no musculo mandibular em
caranguejos alimentados com dieta rica em carboidratos ou proteinas submetidos a
hipoxia durante 8 horas e a recuperacdo em normoéxia durante 3 ou 24 horas. Também
avaliar, in vitro, sob as mesmas condi¢des experimentais a formagdo de '“CO,, de "“C-

glicose e de '*C-glicogénio a partir de [U-'C] L-lactato no musculo mandibular.

2) Determinar, sob as mesmas condi¢des experimentais, a atividade e a expressao
da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) em musculo mandibular de

caranguejos alimentados com a dieta rica em carboidratos ou proteinas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados caranguejos Chasmagnathus granulatus machos, em estagio C
do ciclo de intermuda segundo os critérios de Drach e Tchernigovtzeff (1967). Os
animais pesavam entre 15 e 17g e foram coletados na lagoa Tramandai-RS. No
laboratoério os animais permaneceram em aquarios aerados (18,95% de O, dissolvido na
agua), salinidade de 20%g, temperatura de 25°C e ciclo claro/escuro natural. Apds as
coletas os animais foram aclimatados as condi¢des do laboratério durante 10 dias. Foram
utilizados somente animais coletados na primavera e verao. No laboratorio os animais
foram submetidos a um choque hiposmotico (permanéncia em agua doce) por 24 horas, a

fim de limpar o contetido estomacal e eliminar possiveis parasitas.

3.2 Procedimento experimental

Apds os 10 dias de aclimatagdo, os animais foram divididos em dois grupos
conforme a dieta administrada: rica em carboidratos ou proteinas. As dietas foram
administradas durante 15 dias, ad libitum, ao final da tarde (periodo de maior atividade
dos animais em seu habitat). As dietas continham: a rica em proteinas (HP - carne
bovina crua), 21,59% de proteina; 0,03% de carboidrato; 6,71% de gordura; 0,35% de
cinzas; 0,31% de fibra; 71,01% de umidade e valor caldrico total de 146,87 cal/100g; a
rica em carboidratos (HC - arroz cozido) com 3,34% de proteina; 34,56% de carboidrato;
0,45% de gordura; 0,02% de cinzas; 0,30% de fibra; 61,33% de umidade e valor
calorico total de 155,65 cal/100g (analises bromatologicas feitas no Instituto de
Biotecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul). As dietas

eram isocaloricas.
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Durante os 15 dias de administragdo das dietas os caranguejos foram mantidos
em aquarios com 18,95% de O, dissolvido na agua, salinidade de 20 0/00, temperatura de
25°C ¢ ciclo claro/escuro natural. Ao final deste periodo de aclimatacdo as dietas, os
animais foram pesados e medidos, ndo sendo constatadas variagdes significativas em

S€us pesos.

Para o estudo da hipdxia foram utilizados 2 aquarios de 20L (1 para cada dieta
experimental) com 4,5% de O,. A reducdo do nivel de oxigénio foi obtida por aeragdo
da agua dos aquarios com gas nitrogénio, monitorada com o auxilio de um oximetro
(World Precision Instruments modelo Oxel-1/ISSO;). Quando o teor de oxigénio na
agua chegava ao valor desejado, 12 animais eram colocados em cada aquario que eram
imediatamente lacrados. A partir deste momento foi contado o tempo experimental de 8

horas de hipdxia e apds e retirados 4 animais de cada aquario para o estudo da hipdxia.

Nos experimentos sobre o efeito da recuperacdo, os animais foram mantidos em
hipéxia por 8 horas como descrito acima, apos grupos de 8 animais, por dieta
experimental, foram colocados em diferentes aquarios com dgua em normoxia (18,95%
de O dissolvido na dgua) e mantidos nestas condigdes por 3 ou 24 horas de recuperagao,
sendo 4 animais por periodo de recuperagdao. O grupo controle foi mantido em todo o
periodo experimental em normoxia. Ao final dos periodos experimentais (normoxia,
hipoxia e recuperacdo de 3 ou 24 horas), os animais foram imediatamente
crioanestesiados (cerca de 5 minutos) ¢ amostras de musculo mandibular foram
coletadas e utilizadas nos diferentes protocolos experimentais. Portanto foram utilizados
4 animais por periodo experimental, em cada dieta utilizada. A hemolinfa desses
animais foi coletada das articulagdes do 4° e 5° peridpodos, empregando-se como
anticoagulante oxalato de potassio 10%, e utilizada para as determinagdes bioquimicas

de glicose ¢ lactato.
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3.3 Gliconeogénese e neoglicogenogénese

Os musculos mandibulares incisados foram colocados em placas de Petri sobre
gelo contendo solugdo fisiologica (SFC) para C. granulatus [300 mM NaCl, 10 mM KCl,
25 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, 8,8 mM H;BO;, plus 10 mM HEPES e 0,1 mM

fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF), pH 7,8].

Para as avaliagdes das capacidades gliconeogénica e neoglicogeniogénica, os
tecidos (50 + 2 mg) foram incubados em 500ul de SFC em presenca de 0,2 uCi [U-"*C]
L-lactato (157 mCi/mmol Amersham International) mais 15 mM L-lactato, a 25°C sob
agitacdo constante durante 120 minutos, segundo a técnica descrita por Oliveira e Da
Silva (1997). Decorrido o tempo de incubagdo, as reagdes teciduais foram interrompidas
em banho de gelo, os tecidos retirados. O meio de incubacdo foi centrifugado por 10
minutos a 3000 rpm, o sobrenadante desproteinizado com Ba(OH), saturado e ZnSO4 2%,
sendo novamente centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm. Sobrenadante, resultante
desta centrifugagdo, foi utilizado para a determinagdo da '*C-glicose formanda a partir do

"C-lactato e liberada no meio de incubacio.

A determinagio da '*C-glicose foi realizada por meio de cromatografia de camada
fina, conforme método descrito por Backer e cols. (1965). Como solucdo carreada foram
utilizados n-butanol, alcool etilico (95%) e 4acido acético (5,4%) na proporcdo de
250:158:92 (v/v/v). As manchas foram reveladas com uma solucao de alcool etilico
(95%), acido sulftrico concentrado e anisaldeido na proporcdo de 18:1:1 (v/v/v), apos
raspadas e colocadas diretamente em vials contendo tolueno-triton X100 (2:1, v/v) -PPO
0,4%, POPOP 0,01% e a radioatividade era medida em um aparelho LKB-Wallac com
97% de eficiéncia. A atividade gliconeogénica foi medida pela da incorporagio do '*C do

L-lactato em glicose no meio de incubagdo. Os valores da atividade gliconeogénica foram
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expressos em nmoles de '*C-L-lactato convertido em glicose. g' de tecido. h' de

incubacao.

A atividade neoglicogeniogénica foi medida pela incorpora¢io do '*C do L-
lactato em glicogénio nas amostras de musculo mandibular incubadas como descrito
acima. Para a determinacio do '*C-glicogénio as reacdes teciduais foram interrompidas
em banho de gelo, os tecidos lavados por trés vezes em SFC gelado, secos em papel
filtro, colocados em 200ul de KOH (0,5N) e levados ao banho de 80°C por 1 hora.
Depois desta etapa, foram retiradas amostras (50uL) para a determinag¢ao de proteinas
totais. As amostras de tecidos hidrolisados foram acrescentados TCA 30% e HCL IN
(2:1 v/v), respectivamente, para a desproteinizagdo e a neutralizagdo. Entdo, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 600xg. Os sobrenadantes (30uL) foram pipetados
em papel Whatman 3MM. Para a precipitacdo do '*C-glicogénio no papel, os filtros
foram lavados por 2 vezes em dalcool etilico (66%), a primeira por 30 minutos ¢ a
segunda por 15 minutos e apds secos a temperatura ambiente (Oliveira e cols., 2001).
Como branco usava-se o mesmo tipo de papel de filtro, que sofria o mesmo
procedimento, mas sem a amostra de tecido. Quando secos, os filtros eram colocados
em 5Sml de liquido de cintilagdo (tolueno-triton100X (2:1, v/v)-PPO 0,4%, POPOP
0,01% e a radioatividade era medida em um aparelho LKB-Wallac com 97% de
eficiéncia. Os resultados foram expressos em pmol de '*C-L-lactato convertido em

glicogénio.mg™ de proteina. tempo de incubagio.
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3.4 Formacao de 4co,

Para a produgao de 14C02 os musculos mandibulares foram incisados e colocados
em placas de Petri sobre gelo, contendo solugdo fisiologica (SFC) para C. granulathus
[300 mM NaCl, 10 mM KCI, 25 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, 8,8 mM H3BO;, plus 10 mM

HEPES e 0,1 mM fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF), pH 7,8].

As amostras (50 + 2 mg) foram incubadas em frascos com 1ml de SFC contendo
0,2 uCi [U-""C] L-lactato (157mCi/mmol Amersham, Internacional) mais 10mM de L-
lactato. Os frascos foram incubados selados a 25°C, sob agitagdo constante, por 60
minutos. Inseridos as tampas de borracha dos frascos foram colocados pogos de vidro
dentro dos quais foram colocados papéis 3MM Whatman. Durante o processo de
incubagdo, os pogos permaneciam acima do meio de incubacdo. O processo de produgado
de "CO, foi interrompido pela inje¢io de 0,2ml de TCA 50% ao SFC e 0,2ml de
hidréxido de sédio 2M aos pogos, através da tampa de borracha. Os frascos lacrados
ficavam a temperatura ambiente por uma noite, apds os pocos com o papel eram
colocados em viais contendo tolueno-tritonX100 (2:1, v/v)- PPO 0,4%, POPOP 0,01% ¢
a radioatividade era medida em um aparelho LKB-Wallac com 97% de eficiéncia (Torres
e cols., 2001). Os valores da produ¢do de 14COz foram expressos em nmol de MeoL-

lactato convertido em 14C02.g'1 de tecido.h™! de incubacao.

3.5 Atividade enzimatica

A determinagdo da PEPCK (E. C. 4.1.1.32) foi realizada segundo Migliorini e
cols. (1973) e adaptada para o tecido de caranguejo por Oliveira e Da Silva (1997). O
musculo mandibular (cerca de 500mg) de caranguejos dos diferentes grupos

experimentais era homegeneizado em 0,25 M de sacarose mais PMSF 1:3:0,020 (w/v/v)
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com um homogeneizador de teflon mergulhado em banho de gelo. O homogeneizado era
centrifugado a 600xg por 10 minutos, o sobrenadante obtido era centrifugado a 10000xg
por 10 minutos, todas as centrifugacdes foram realizadas a 4°C. A atividade da PEPCK
era determinada pela reacio de troca de H'*CO3 (Dupont 277,5 MBg/mmol)—
oxalacetato. A reagdo era interrompida pela adicdo de TCA 5%. Apods centrifugacado, a
solugdo era gaseificada com CO, por 2 minutos e amostras eram imediatamente
colocadas em viais contendo tolueno-triton X100 (2:1, v/v)- PPO 0,4%, POPOP 0,01% e
a radioatividade era medida em um aparelho LKB-Wallac com 97% de eficiéncia. Os
valores dos brancos eram obtidos na auséncia de ITP. Dos valores obtidos das amostras
de tecidos eram subtraidos os valores dos brancos. Atividade da PEPCK foi expressa em

14 . -1 ] -
nmoles H "COj incorporados em oxaloacetato. mg~ of proteina. min™.

3.6 Extracao total de RNA

A extragdo do RNA total foi feita seguindo o método guanidina tiocianato de

Chomczynski e Sachhi (1987) usando solugdo de Trizol (Gibco).

3.7 Determina¢io do mRNA da PEPCK em musculo mandibular: anilise por PCR

(polymerase chain reaction)

O cDNA produzido a partir do mRNA total do tecido muscular, foi utilizado para
a amplificagdo por PCR de uma seqiiéncia de 428pb da PEPCK, utilizando-se os
oligonucleotideos especificos 5° — GGG GTG CAG GTG ACA GAC TC -3 AND 5° —
GGG TGT CAT CAT GGC CAG GTT - 3’ que foram escolhidos a partir de seqiiéncias
conservadas do cDNA da PEPCK (GenBank n° AY074922) do caranguejo

Chasmagnathus granulatus. As reagdes de PCR foram executadas em volume final de
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50ul contendo 1,5 mmol" MgCl,, 2 pmol de cada primer, 1 ul de cDNA e 1 U de
AmpliTag DNA polimerase (Gibco). PCR foi realizada usando 40 ciclos para
hibridizacdo a 60°C por minuto, 60 ciclos para elongacdo a 72 °C e 35 ciclos para

desnaturacdo a 94 °C.

A anélise dos fragmentos de cDNA em gel de agarose foi usando o ImageMaster”
Video Documentation System para Gel Eletroforese (VDS; Pharmacia Biotech) e o 16S
de C. granulatus (GenBank n° AJ250640) foi escolhido como normalizador usando 5’ —
TAG CAT AAT CGT TAG TTT TTT AATT -3 E 5> — TTA AAT TCA ACA TCG
AGG TCG CAA - 3’ como oligonucleotideos ¢ o tamanho do produto do PCR foi de

382bp.

3.8 Determinacdes Bioquimicas

A concentragdo de lactato na hemolinfa e na dgua dos aquarios foi determinada
por meio de kit da Boehringer (n° 139.084) e os resultados expressos em mmol de acido

latico por litro.

A concentracdo de glicose foi determinada pelo método glicose oxidase por meio

do Kit Enz-color da Labtest e os resultados expressos em mmol de glicose por litro.

O glicogénio muscular foi extraido pelo método de Van Handel (1965) e apods
hidrolise 4cida determinado como glicose. Os resultados foram expressos como g% de

glicogénio.

A determina¢do da concentracdo de proteinas nos tecidos foi realizada pelo
método de Bradford (1976) e como padrdo foi utilizada albumina bovina. Os resultados

foram expressos por mg de proteina. g de tecido.
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3.9 Analises Estatisticas

Os animais foram divididos em grupos controle, 8 horas de hipdxia, 3 horas de
recuperagdo e 24 horas de recuperacao. Para a analise estatistica foi utilizada ANOVA de
uma via ou de duas vias, para a comparacgao das dietas distintas, com teste de comparagao
de Tukey. Foi considerado critério para significancia P<0,05. Os testes foram feitos com

o programa estatistico BioEstat 3.0.
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4. RESULTADOS

Os resultados dos efeitos da hipdéxia e da fase de recuperacdo sobre a
concentracdo de glicose hemolinfatica, em caranguejos alimentados com a dieta HC ou

HP, estdo representados na tabela 1.

Em normoxia, caranguejos alimentados com a dieta HC apresentaram valores de
glicose na hemolinfa significativamente (p<0,05) maiores que aqueles constatados nos
animais que receberam a dieta HP. Tanto os caranguejos que receberam a dieta HP como
aqueles do grupo alimentado com a dieta HC, 8 horas de hipoxia aumentaram 12 vezes
(p<0,01) os niveis de glicose na hemolinfa quando comparados aqueles verificados em
normodxia. Nos caranguejos alimentados com a dieta HP, 3 horas de recuperacio
diminuiram em 66% (p<0,05) a concentracdo de glicose hemolinfatica em relagdo ao
grupo hipoxia, no entanto, os valores de glicose sdo superiores (p<0,05) aqueles
verificados no grupo normodxia. Entretanto, apds 24 horas de recuperacdo os valores de
glicose na hemolinfa dos animais que receberam a dieta HP retornaram a valores
semelhantes aqueles verificados no grupo normoéxia. Nos animais alimentados com a
dieta HC, o decréscimo da glicose hemolinfatica apds 3 horas de recuperacao foi de 49%
e os valores sdo significativamente (p<0,05) maiores que aqueles verificados no grupo
HP na mesma situacdo experimental. Entretanto, apdés 24 horas em recuperagdo os
valores de glicose na hemolinfa em caranguejos mantidos com a dieta HC atingiram

niveis semelhantes aqueles verificados no grupo normoxia.

Também a tabela 1 mostra os efeitos da hipoxia e da recuperagdo da hipoxia sobre
a concentracdo de lactato na hemolinfa. Em normdxia, os animais que receberam a dieta
HC apresentaram valores de lactato hemolinfatico significativamente (p<0,05) maiores

que aqueles verificados nos caranguejos mantidos com a dieta HP.
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Em animais que receberam a dieta HP, 8 horas em hipdxia aumentou 12 vezes
(p<0,05) a concentragao de lactato hemolinfatico quando comparada aos valores obtidos
no grupo normoéxia, com uma velocidade de formacdo de cerca de 0,7575 pmol.ml™.h™".
Apo0s 3 horas em recuperacao os valores de lactato na hemolinfa mantiveram-se elevados
(cerca de 10 vezes; p<0,05) em relacdo ao grupo normodxia. Contudo, as 24 horas de
recuperagdo os valores de lactato hemolinfatico atingiram niveis semelhantes aqueles
verificados no grupo normoxia. No grupo que recebeu a dieta HC, os niveis de lactato na
hemolinfa aumentaram 3 vezes (P<0,05) ap6s 8 horas em hipdxia. A velocidade de
formacdo de lactato no grupo HC foi de cerca de 0,6262 umol.mlI™".h™. Contudo, apds 3
horas em recuperacdo os niveis de lactato na hemolinfa mantiveram-se cerca de 3 vezes
(p<0,05) maiores que aqueles verificados em normodxia. Ao final do periodo experimental
(24 horas em recuperagdo), os niveis de lactato hemolinfatico nos caranguejos que
receberam a dieta HC permaneceram cerca de 2 vezes (p<0,05) mais elevados que

aqueles do grupo normoxia.

Nos caranguejos que receberam a dieta HP a velocidade de desaparecimento do
lactato hemolinfatico apds 24 horas foi cerca de 0,25umol.ml”.h™ e nos animais

alimentados com a dieta HC cerca de 0,129umol.ml™.h™".
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Tabela 1- Efeito da hipoxia e da recuperacdo da hipoxia sobre as concentragdes
hemolinfaticas de lactato e de glicose em caranguejos Chasmagnathus granulatus
alimentados com dietas ricas em proteinas (HP) ou em carboidratos (HC).

Hemolinfa Hemolinfa
Lactato (mmol/L) Glicose (mmol/L)
HP HC HP HC

Norméxia 0,54 + 0,35 2,19 0,70 0,11 + 0,01 0,14 £0,01°

Hipdxia

8 horas 6,60 + 0,30 7,20 +0,40° 1,31+ 0,07° 1,72 0,08 *

Recuperacao

3 horas 5,50 +0,30° 6,40 + 0,30 0,44 + 0,02° 0,87 £ 0,04

24 horas 0,60 £ 0,10 4,10+ 020 0,12+ 0,01 0,12+ 0,01

Valores médios + desvio padrao da média

*Valores médios significativamente diferentes dos grupos controle (P<0.05)

® Valores médios significativamente diferentes entre as dietas no mesmo grupo
(P<0.05)

n=4-7

A tabela 2 mostra o efeito da hipoxia e da fase de recuperag@o da hipoxia sobre a
concentragdo de lactato na agua dos aquarios dos caranguejos alimentados com a dieta
HP ou HC. Em normoxia, a concentragdo de lactato na 4gua dos aquarios dos caranguejos
mantidos com a dieta HP foi semelhante aquela verificada no grupo HC. Nos animais que
receberam a dieta HP, um aumento de 8 vezes (p<0,05) na concentra¢do de lactato na
dgua dos aqudrios foi verificado durante a hipoxia de 8 horas, que se manteve apos 3
horas de recuperacdo. Ao final do periodo experimental (24 horas de recuperagdo), os
niveis de lactato na agua atingem valores semelhantes aqueles verificados no grupo em

normoxia.

Nos caranguejos do grupo HC, os valores de lactato na agua dos aquarios aumentaram
cerca de 566% (p<0,05) apdés 8 horas de hipéxia. Os valores mantiveram-se

significativamente (p<0,05) elevados apds 3 horas em recuperagdo. As 24 horas de
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recuperagdo, a concentragao de lactato na agua dos aquarios diminuiu significativamente
(p<0,05) em relacdo as 3 horas de recuperagdo, porém mantendo-se 250% mais elevada

que aquela constatada no grupo normoxia.

Tabela 2- Efeito da hipoxia e da recuperagdo da hipdxia sobre as concentragdes de lactato
na agua do aquario de caranguejos Chasmagnathus granulata alimentados com dietas
ricas em proteinas (HP) ou em carboidratos (HC).

Agua aquario

Lactato (mmol/L)

HP HC
Normoxia 0,012 + 0,001 0,014 +£ 0,001
Hipdxia
8 horas 0,062 + 0,004 ° 0,081 + 0,006
Recuperacao
3 horas 0,057 + 0,004 * 0,075 £ 0,006
24 horas 0,013 + 0,001 0,042 £ 0,005

Valores médios + desvio padrao da média

*Valores médios significativamente diferentes dos grupos controle (P<0,05)

® Valores médios significativamente diferentes entre as dietas no mesmo grupo
(P<0,05)

n=4

A figura 2 mostra os efeitos da hipoxia e da fase de recuperag@o da hipoxia sobre
a concentracdo de glicogénio muscular em caranguejos alimentados com a dieta rica em
carboidratos ou proteinas. No grupo que recebeu a dieta HP, a concentracdo de
glicogénio muscular em hipoxia diminuiu 64% (p<0,05) quando comparada aquela
observada no grupo normoéxia. As 3 horas de recuperagio, a concentragio do glicogénio
muscular do grupo HP manteve valor semelhante aquele verificado no grupo hipdxia.
Contudo, apos 24 horas em recuperagdo, os valores de glicogénio foram semelhantes

aqueles verificados no grupo normoxia.
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Nos caranguejos em normoxia, a alimentagdo com a dieta HC aumentou os
valores de glicogénio no musculo em cerca de 2 vezes (p<0,05) quando comparados
aqueles verificados nos animais do grupo HP (Fig. 2). A concentragao de glicogénio
muscular do grupo HC reduziu cerca de 3 vezes (p<0,05) apds 8 horas em hipodxia.
Contudo, os tempos de recuperagao estudados ndo foram suficientes para os valores de
glicogénio no musculo dos animais do grupo HC retornassem aos niveis constatados em
normodxia. Entretanto, ao longo do periodo experimental os valores de glicogénio dos
caranguejos que receberam a dieta HC foram significativamente (p<0,05) maiores que

aqueles verificados nos caranguejos mantidos com a dieta HP (Fig. 2).
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Normoxia Hipbxia 3h recuperacéo 24h recuperacéo

Figura 2. Efeito da hipoxia e da recuperacdo da hipdxia sobre a concentracdo de
glicogénio no musculo do caranguejo Chasmagnathus granulatus previamente
alimentados com a dieta rica em proteinas (HP) ou carboidratos (HC). As colunas e as
barras verticais representam a média + desvio padrdo da média. a = valores médios
diferentes do grupo controle (p<0,05). b = valores médios diferentes (p<0,05) entre as
dietas do mesmo grupo.
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A figura 3 mostra os efeitos da hipdxia e da recuperacdo da hipdxia sobre a
incorporagdo de "C-L-lactato em '*CO, em caranguejos que receberam a dieta rica em

carboidratos ou proteinas.

Em caranguejos alimentados com a dieta HP os valores de formagio de '*CO, no
musculo foram cerca de 2 vezes maiores que aqueles verificados nos animais do grupo

HC em normoxia.

Nos animais que receberam a dieta rica HP, a produgdo de *CO, a partir de "*C—
lactato diminuiu cerca de 2 vezes (p<0,05) durante a hipoxia, quando comparada aquela
verificada no grupo normoéxia. Ap6és 3 e 24 horas em recuperagdo, os valores de
produgio de '*CO, foram semelhantes aqueles verificados no grupo hipoxia e
significativamente (p<0,05) menores que aqueles verificados no grupo normoxia. As 24
horas de recuperagdo, apesar de apresentar valores significativamente menores que
aqueles do grupo normoxia, os caranguejos do grupo HP mostram valores de formagao
de "*CO; significativamente (p<0,05) maiores que aqueles verificados no grupo HC no

mesmo periodo experimental.

Os valores de formagao de 4Co, a partir de MC-L-Iactato, no musculo de
caranguejos que receberam a dieta HC, ndo apresentaram alteracao significativa (p>0,05)
apos 8 horas em hipoxia. Durante os periodos de recuperaciao de 3 e 24 horas os valores
de formacio de '*CO, diminuiram significativamente (p<0,05), quando comparados

aqueles verificados no grupo normoxia.
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Figura 3. Efeito da hipoxia e da recuperagio da hipoxia sobre a formagdo de '“CO,, a
partir do lactato, no musculo do caranguejo Chasmagnathus granulatus previamente
alimentados com a dieta rica em proteinas (HP) ou carboidratos (HC).As colunas e as
barras verticais representam a média + desvio padrido da média. a = valores médios
diferentes do grupo controle (p<0,05). b = valores médios diferentes (p<0,05) entre as
dietas do mesmo grupo.

A figura 4 mostra os efeitos da hipdxia e da recuperacdo da hipoxia sobre a
atividade gliconeogénica a partir '*C-L-lactato em caranguejos alimentados com a dieta
HP ou HC. Em normoxia, ndo foi verificada diferenga significativa (p>0,05) da atividade

gliconeogénica entre os caranguejos que receberam a dieta HP e aqueles mantidos com a

dieta HC.

Em hipoxia, o grupo de caranguejos que recebeu a dieta HP aumentou 3 vezes
(P<0,05) a atividade gliconeogénica em relagdo aos valores obtidos no grupo normoxia.
As 3 horas da fase de recuperagio, a atividade gliconeogénica mantém valor semelhante
aquele verificado na hipoxia. Contudo, as 24 horas de recuperacdo ocorreu uma
diminui¢do significativa (P<0,05) da atividade gliconeogénica, porém os valores ainda

foram 37% (p<0,05) maiores que aqueles verificados no grupo normoxia.
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Figura 4. Efeito da hipoxia e da recuperacdo da hipoxia sobre a atividade
gliconeogénica a partir '*C L-lactato no musculo do caranguejo Chasmagnathus
granulatus alimentado com a dieta rica em proteinas (HP) ou carboidratos (HC).As
colunas e as barras verticais representam a média + desvio padrdo da média. a= valores
médios diferentes do grupo controle (p<0,05). b= valores médios diferentes (p<0,05)
entre as dietas do mesmo grupo.

Também nos caranguejos alimentados com a dieta HC, a hipdxia aumentou
significativamente (p<0,05) a atividade gliconeogénica muscular. Contudo, apds 3 horas
em recuperagio os valores de incorporagdo do '*C-lactato em glicose diminuiram cerca
de 37% em relagdo aqueles verificados no grupo hipoxia. Apds 24 horas em normodxia a
capacidade de sintese de glicose retornou a valores semelhantes aqueles do grupo

normoxia.

A figura 5 A mostra os efeitos da hipdxia e da recuperacdo sobre a atividade
neoglicogeniogénica a partir '*C L-lactato. Em normoxia, ndo foi verificada diferenca
significativa (p>0,05) na incorporagdo de '*C-lactato em glicogénio entre os caranguejos

que receberam a dieta HP e aqueles mantidos com a dieta HC.
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Tanto nos caranguejos que receberam a dieta HP como naqueles mantidos com a
dieta HC, nao foram verificadas variagdes significativas (p>0,05) da atividade
neoglicogeniogénica entre os grupos normoxia, hipdxia e recuperagdao de 3 horas.
Entretanto, em ambos os grupos HP e HC, foi constatado um aumento significativo
(P<0,05) da atividade neoglicogeniogénica as 24 horas de recuperagao quando

comparado aos valores obtidos nos grupos normoxia, hipéxia e recuperacao de 3 horas.
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Figura 5. Efeito da hipoxia e da recuperacdo da hipoxia sobre a atividade
neoglicogeniogénica a partir '*C-lactato no musculo do caranguejo Chasmagnathus
granulatu alimentado com a dieta rica em proteinas (HP) ou carboidratos (HC). As
colunas e as barras verticais representam a média + desvio padrdo da média. a= valores
médios diferentes do grupo controle (p<0,05). b= valores médios diferentes (p<0,05)
entre as dietas do mesmo grupo.

A tabela 3 mostra que a atividade da PEPCK no musculo dos caranguejos que
receberam a dieta HP foi significativamente (p<0,05) maior que aquela verificada no
musculo do grupo HC. Durante a hipdxia a atividade da PEPCK aumentou
significativamente (p<0,05) em ambas dietas e a diferenca significativa (p<0,05) de

atividade entre a dieta HP e HC foi mantida. Nos caranguejos que receberam a dieta
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HP, os valores de atividade da PEPCK muscular mantiveram-se elevados até as 24
horas de recuperacdo. Entretanto, nos animais alimentados com a dieta HC, a atividade
da PEPCK diminuiu (p<0,05) as 3 horas de recuperagdo, atingindo valores semelhantes

aqueles verificados em normoxia as 24 horas pos-hipoxia.

Tabela 3- Efeito da hipoxia e da recuperagdo da hipoxia sobre a atividade da PEPCK
muscular em caranguejos Chasmagnathus granulata alimentados com dietas ricas em
proteinas (HP) ou em carboidratos (HC).

Atividade PEPCK (umoles H'*COs. mg™ de proteina. min™)

HP HC
Normoxia 170,38 +4,21° 159,18 + 5,32
Hipoxia
8 horas 195,84 + 6,06 172,66 + 4,78°
Recuperacao
3 horas 200,73 + 6,06 * 169,04 + 5,88°
24 horas 204,17 + 4,06 ™ 163,63 + 4,34

Valores médios + desvio padrao da média
*Valores médios significativamente diferentes dos grupos controle (P<0.05)

® Valores médios significativamente diferentes entre as dietas no mesmo grupo
(P<0.05)
n=4
Em normoxia, os niveis de RNAm da PEPCK foram cerca de 50% (p<0,05)
maiores nos caranguejos alimentados com a dieta HC que naqueles que receberam a
dieta HP (Fig. 6 A e B). Nos animais submetidos durante 8 horas a hipoxia ambiental,
somente no grupo HC a expressdo da PEPCK aumentou 2 vezes (p<0,05) quando

comparada aos valores obtidos em normoxia e 3 vezes (p<0,05) em relacdo ao grupo

HP hipoxia (Fig. 6 A e B).

No grupo HP submetido as 3 horas de recuperagdo, os valores de¢ RNAm da

PEPCK aumentaram 2,6 vezes (p<0,05) em relacdo aos grupos normoxia e hipoxia.
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As 24 horas de recuperagdo os valores d¢ RNAm da PEPCK diminuiram cerca de
50% em relagdo as 3 horas de recuperagdo, mas ainda permaneceram
significativamente (p<0,05) mais elevados em relagcdo aqueles verificados nos animais

em normoxia (Fig. 6 A e B).

Ja no grupo de animais que receberam a dieta HC, os valores de RNAm da
PEPCK diminuiram drasticamente (p<0,05) durante a fase de recuperagdo da hipoxia,
atingindo as 24 horas valores 97% (p<0,05) menores que aqueles verificados nos

animais em normoxia (Fig. 7 A e B).
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Figura 6- A: Gel representativo da expressdo da PEPCK no musculo
Chasmagnathus granulata alimentados com dictas ricas em proteinas. B:
Andlise densitométrica dos niveis da PEPCK mRNAs no musculo
Chasmagnathus granulata alimentados com dietas ricas em proteinas,
normalizados por valores 16S rRNA. * Valores diferentes do grupo controle
P<0,05.
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Figura 7- A: Gel representativo da expressdo da PEPCK no musculo
Chasmagnathus granulata alimentados com dietas ricas em carboidratos. B:
Andlise densitométrica dos niveis da PEPCK mRNAs no musculo
Chasmagnathus granulata alimentados com dietas ricas em carboidratos,
normalizados por valores 16S rRNA. * Valores diferentes do grupo controle
P<0,05.



40

5. DISCUSSSAO

Em caranguejos normoxicos a relacdo lactato/glicose na hemolinfa foi de 4,9 e
15,6 em animais que receberam as dietas HP ou HC, respectivamente. Recentemente,
Philp e cols. (2005) postulam que em vertebrados, o lactato ndo seria somente
produzido durante as condigdes de hipdxia ou de anoxia, mas que seria também um
produto metabolico durante uma oxigenacao adequada. Os autores ainda sugerem que o
lactato seria um metabolito ativo, movimentando-se entre células, tecidos e o6rgdos,
onde ele pode ser oxidado como substrato energético ou reconvertido a piruvato ou
glicose (Philp e cols., 2005). No presente trabalho, os elevados valores de lactato
hemolinfatico, verificados em C. granulatus em normoxica e que receberam a dieta HC,
podem ser explicados pela alta atividade glicolitica muscular e pelos elevados teores de
ATP verificados em musculo mandibular dos animais mantidos com a dieta HC por
Marqueze e cols., 2006. Além disso, a oxidagdo de lactato no musculo dos caranguejos
em normoéxia, alimentados com a dieta HC, foi cerca de 50% menor que aquela
verificada nos animais HP. Assim, em caranguejos em normoxia mantidos com a dieta
HP, o lactato seria um metabolito ativo que pode ser oxidado como substrato energético
em animais com baixa concentragdo de glicogénio muscular e de glicose na hemolinfa,
como sugerido por Philp e cols. (2005) para vertebrados. A composi¢ao das dietas
administradas aos caranguejos, ndo provocou diferenca na excre¢do de lactato nos

aquarios.

Em C. granulatus, ficaram evidenciadas vias gliconecogénica ¢
neoglicogeniogénica no musculo mandibular e sua participacdo no processo de
regulagdo osmotica e no processo jejum-realimentacio (Schein e cols., 2004; Pellegrino,
2006). Nos caranguejos em normoxia, os valores de incorporagdo do '*C-lactato em

glicose ou em glicogénio no tecido muscular ndo apresentam diferengas entre os
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animais que receberam a dieta HC ou HP. Entretanto, comparando-se a atividade e a
expressdo da enzima PEPCK, constatam-se diferencas entre os caranguejos que
receberam a dieta HC e aqueles que foram alimentados com a dieta HP. Como em
vertebrados, os caranguejos que receberam a dieta HP apresentaram a atividade da
enzima PEPCK significativamente maior que aqueles alimentados com a dieta HC
(Migliorini e cols., 1983; Suarez ¢ Mommsen, 1987; Moon, 1988; Hanson ¢ Reshef,
1997). Entretanto, estudando o efeito da composicdo da dieta sobre a atividade
gliconeogénica a partir de '*C-lactato e de '*C-aminoacidos e a atividade da PEPCK no
hepatopancreas, Oliveira ¢ Da Silva (1997) ndo verificaram diferengas entre os C.

granulatus alimentados com a dieta HP e aqueles mantidos com a dieta HC.

Ja os niveis de RNAm da PEPCK estao aumentados nos caranguejos alimentados
com a dieta HC, quando comparados aos verificados nos animais HP. Schein e cols.
(2004) demonstraram no musculo mandibular de C. granulatus que 90% da atividade
da PEPCK ¢ mitocondrial. Em vertebrados, a PEPCK mitocondrial hepatica é expressa
constitutivamente, ndo sendo controlada por horménios ou pela composi¢do da dieta
(Hanson e Reshef, 1997; Panserat e cols., 2001). Passerat e cols. (2001) nao
constataram inibi¢dao na expressao da PEPCK em trutas alimentadas com uma dieta rica
em carboidratos ou aumento de expressdo em trutas em jejum, os autores explicam seus
resultados pela presenca no figado deste animal de PEPCK somente expressa na
isoforma mitocondrial. Entretanto, em C. granulatus a expressdo da PEPCK aumentou
significativamente no musculo mandibular de caranguejos submetidos ao estresse
hiperosmético (Schein e cols., 2004; 2005). Os resultados deste trabalho sugerem que
em crustaceos, a PEPCK mitocondrial ndo seria constitutiva, ja que sua expressao pode

ser modulada pela composicdo da dieta ou pelo estresse osmético.
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Em musculo de C. granulatus a composigdo da dieta controlaria tanto a expressao
como a atividade da PEPCK: a dieta HP aumentaria a atividade da enzima, j& a dieta HC
aumentaria os niveis de RNAm da PEPCK. Diversos autores sugerem que em
vertebrados a gliconeogénese a partir do lactato ocorria em espécies que apresentam no
figado a isoforma mitocondrial da PEPCK, sugerindo ser um mecanismo adaptativo para
o enfrentamento de altos niveis de lactato no organismo (Land e Hochachaka, 1993;
Suarez ¢ Momsen, 1987; Modaressi e cols., 1996). Land e Hochachka (1993) sugerem
que a formagao de piruvato a partir de lactato geraria NADH citosdloca que equilibra a

reagdo reversa de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PDH).

Como o C. granulatus, em seu habitat, enfrenta situagdes de hipoxia ou anoxia e
variagdes marcantes de salinidade do meio, a presenca de uma isoforma constitutiva da

PEPCK ndo seria favoravel a adaptagao deste caranguejo ao meio estuarino.

Periodos de hipoxia fazem parte do ciclo bioldgico dos caranguejos
Chasmagnathus granulatus, que em suas incursdes ao meio terrestre, em busca de

alimento ou abrigo nas tocas, permanecem por longos periodos fora da agua.

Lutz e Storey (1997) sugerem que tanto vertebrados como invertebrados
apresentam uma resposta bifasica a reducdo da concentracdo de O, ambiental. A
primeira conduziria a ativagdo da via glicolitica para manter ou aumentar a produgao de
ATP, ja que as vias de producdo dependentes de O, estariam significativamente
reduzidas. A segunda levaria a reducdo da taxa metabolica, o que possibilitaria o uso
gradual das reservas enddgenas e a sobrevivéncia por periodos prolongados de hipoxia

severa ou anoxia como ocorre em tartarugas, caracois terrestres e bivalves.

Em C. granulatus a sobrevivéncia apos 12 horas de anoxia foi alta, cerca de 80%
dos animais (Oliveira e cols., 2000). Nesta mesma espécie, Gongalves (1993) observou

um tempo letal médio (TLsp) de 19h:45min, em animais submetidos por 30 horas a
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anoxia ambiental. No presente trabalho, a sobrevivéncia apos 8 horas de hipdxia foi de

100% nos dois grupos experimentais (HP e HC).

Em ambos os grupos experimentais (HP e HC), constatam-se um marcante
aumento da concentracao de lactato na hemolinfa apds 8 horas de hipéxia. O aumento
de lactato em situagdes de anoxia e de hipoxia foi verificado em outros crustaceos,
sendo considerado o principal produto final da anaerobiose nesta classe de
invertebrados (Zebe, 1982; Hill e cols., 1991; Hervant e cols., 1995; 1997 a;b, Zou et
al.,1996; Oliveira e cols., 2004). O lactato controlaria positivamente a liberagdo do
CHH que aumentaria a concentragdo de glicose hemolinfatica (Santos e Keller, 1993;

Fanjul-Moles, 2006).

Em C. granulatus a diminuigdo do teor de oxigénio na agua leva a ativagdo da via
glicolitica no musculo e no hepatopancreas, sendo que nos caranguejos alimentados
com a dieta HP a capacidade de glicolise no musculo foi significativamente maior que
nos caranguejos que receberam a dieta HC (Marqueze, 2004; Marqueze e cols., 2006).
Em ambos os grupos experimentais (HC e HP), 8 horas de hipoxia reduzem

marcadamente os niveis de glicogénio no musculo mandibular.

A menor velocidade de formagdo e de concentracdo de lactato, apos 8 horas de
hipoxia, verificada nos animais alimentados com a dieta HC, estaria associada a maior
concentragdo de lactato hemolinfatico em normoéxia e a uma diminui¢do na atividade
glicolitica muscular, como constatado por Marqueze e cols. (2005) em C. granulatus.
Os autores verificaram neste caranguejo, que 1 hora em anoxia ambiental diminuiu a
capacidade glicolitica no musculo mandibular quando comparada com aquela
constatada em normoxia ou em animais alimentados com a dieta HP (Marqueze e cols.,
2006). Contudo, a excre¢do de lactato, apds 8 horas de hipoxia, foi semelhante entre os

grupos experimentais (HP e HC), mas significativamente maior que aquela verificada
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nos animais em normoxia. Diversos autores t€ém demonstrado uma diminui¢do de pH
hemolinfatico como resultado do aumento dos niveis de lactato durante a anaerobiose
(Hill e cols., 1991; Taylor e Waldron, 1997, Bergmann e cols., 2001). Em C.
granulatus alimentados com as dietas HC ou HP, o pH hemolinfatico diminui
significantemente apds 1 hora em anoxia (HC=7,8 para 7,6; HP=8,0 a 7,7) (Marqueze,
2004). A eliminagdo direta de lactato no meio aquatico foi verificada em diversos
crustaceos (Van Aardt, 1988; Henry e cols., 1994; Hervant 1996; Hervant e cols., 1995;
1997). Assim, o aumento da excrecdo de lactato para o meio aquatico em ambos os
grupos experimentais (HP e HC) auxiliaria no controle da concentracdo de lactato

circulante e de pH hemolinfatico durante a hipdxia ambiental.

Em ambos grupos experimentais (HP e HC), a hipoxia ambiental durante 8 horas
aumentou os valores de glicose na hemolinfa, sugerindo que a mobilizagdo de glicose
dos tecidos excede a sua utilizagdo na via glicolitica, determinando o acimulo de
glicose circulante. Oliveira (1998) verificou em C. granulatus uma diminuigao
marcante nos niveis de glicose livre no hepatopancreas, nas branquias ¢ no musculo

apos 8 horas de anoxia.

No presente trabalho, aumentos na incorporagio de '*C-lactato em glicose e na
atividade da enzima PEPCK no musculo mandibular foram constatados as 8 horas de
hipéxia em ambos os grupos experimentais (HP e HC). Entretanto, nos animais
alimentados com a dieta HC a expressdao da PEPCK aumentou significativamente. Nos
caranguejos que receberam a dieta HP, ndo foi necessario o aumento da expressdo de
PEPCK, somente sua atividade, em resposta a hipoxia ambiental de 8 horas. Também
ndo foi verificada alteracio na sintese de glicogénio a partir de '*C-lactato nestes
caranguejos hipoxicos. As 8 horas de hipéxia os valores de lactato e de glicose

circulantes estdo elevados, porém a concentragdo de glicogénio muscular diminuiu
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marcadamente. Também nos caranguejos alimentados com a dieta HP, a formagdo de

CO, a partir de '*C-lactato decaiu significativamente.

O C. granulatus é uma espécie semiterrestre que vive nas zonas supra € meso-
litoraneas dos estuarios e enfrenta periodos de hipdxia quando exposto ao ar
atmosférico. Durante a hipdxia, a regulagdao do equilibrio acido-basico via utilizagdo do
lactato na gliconeogénese pode ser um ajuste metabolico favoravel para o C. granulatus,
com o aproveitamento eficiente do ATP produzido. Também o C. granulatus, como
outros crustaceos, poderia utilizar a alta concentragdo de arginina fosfato presente nos
tecidos como fonte de P; nos periodos de hipoxia, como foi observado no caranguejo
Gecarcoidea natalis durante o exercicio (Morris e Adamczewska, 2002). Oliveira e
cols. (2004) também observaram um aumento da atividade gliconeogénica a partir de
'C-lactato no hepatopancreas de C. granulatus apos 2 e 8 horas de anoxia ambiental,

contudo, neste 6rgao nao houve um aumento da atividade da enzima PEPCK.

O processo de recuperacao pds-hipoxia ¢ de grande importancia funcional, pois ¢
durante a recuperacdo que as reservas de energia sdo restauradas e que os produtos

finais acumulados sdo removidos do organismo.

Como em outros crustaceos, em C. granulatus o lactato desapareceu lentamente da
hemolinfa durante o periodo de recuperagdo pds-hipoxia (Hill e cols., 1991; Hervant e
cols., 1997; Morris ¢ Adamczewska, 2002). Contudo, nos animais que receberam a
dieta HP a restauracdo dos niveis de lactato hemolinfatico ocorreu mais rapidamente
que naqueles mantidos com a dieta HC. As 24 horas de hipoxia, os caranguejos do
grupo HC ainda apresentavam valores de lactato na hemolinfa 2 vezes maiores que
aqueles verificados no grupo norméxia. A elevada capacidade gliconeogénica a partir
de "“C-lactato, verificada as 3 e 24 horas de recuperacio, seria um dos fatores que

contribuiram para a restauracdo rapida dos valores de lactato hemolinfatico nos
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caranguejos que receberam a dieta HP. O aumento da capacidade gliconeogénica
muscular foi sustentado por um aumento significativo na expressao e na atividade da
enzima PEPCK as 3 e 24 horas de recuperagdo. As 3 de recuperacio, nos animais do
grupo HP, a manuten¢do dos niveis de glicose cerca de 4 vezes maiores que aqueles
verificados no grupo normoxia seria um reflexo da elevada atividade gliconeogénica
constatada neste periodo experimental. Apds 24 horas em normoéxia, a redugdo da
atividade gliconeogénica em relagdo aos valores de 3 horas de recuperagdo,
provavelmente, contribuiu para o retorno dos valores de glicose a niveis semelhantes

aqueles do grupo em normodxia nos caranguejos mantidos com a dieta HP.

Nos caranguejos que receberam a dieta HP, a oxidagdo de '*C-lactato no musculo
ndo seria uma das rotas envolvidas na metaboliza¢do do lactato no periodo pds-hipoxia,
pois os valores mantiveram-se reduzidos nos periodos de recuperacdo estudados.
Contudo, a manutengao de elevada excre¢do de lactato para o meio externo (dgua), apos
3 horas de recuperagdo, seria uma das estratégias utilizadas para eliminar o excesso de
lactato produzido durante o periodo de hipdxia, pelos caranguejos que receberam a

dieta HP.

Oliveira e cols. (2004) também constataram, em C. granulatus alimentados com a
dieta HP, um aumento significativo na incorporagio do '*C-lactato em glicose no
hepatopancreas de animais submetidos durante 8 horas a anoxia e ap6ds a recuperagao

por 12 ou 18 horas.

Assim, em C. granulatus alimentados com a dieta HP a gliconeogénese
hepatopancredtica e muscular seriam vias que estariam envolvidas na metabolizac¢do do
lactato nos periodos pds-hipoxia ou anoxia. Hervant e cols. (1999) também sugerem a
participagdo da via gliconeogénese na metabolizagdo do lactato durante a recuperacao

pos-hipoxia em Niphargus virei.
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No presente trabalho, constata-se que o retorno a normoxia diminui marcadamente
a incorporacdo do '*C-lactato em glicose nos caranguejos mantidos com a dieta HC,
quando comparada aos valores obtidos em hipoxia. Esta diminui¢do foi acompanhada
pela reducao na expressao e na atividade da PEPCK. Ao final do periodo experimental
a expressao da PEPCK ¢ significativamente menor e a atividade enzimatica semelhante
aos valores obtidos em normoéxia. Estudando o efeito da anoxia e da fase de
recuperagdo sobre a atividade gliconeogénica em hepatopancreas de C. granulatus
alimentados com a dieta HC, Oliveira e cols. (2004) concluiram que esta via ndo
participava da metabolizagdo do lactato no periodo pos-anoxico. Os resultados do
presente trabalho e aqueles obtidos por Oliveira e cols. (2004) explicariam, em parte, a
lenta diminui¢@o dos valores de lactato hemolinfatico verificados nos animais mantidos
com a dieta HC, durante o periodo de recuperagao pds-andxico ou hipdxico. Também a
oxidacdo de lactato foi reduzida com a volta dos animais a normoxia. Contudo, a
excrecdo de lactato para o meio aquatico seria uma via utilizada por este grupo para

minimizar os altos valores deste metabolito na circulagao.

Também, em ambos os grupos experimentais, pode ter ocorrido a incorporagdo do
lactato em gordura ou em aminodcidos intracelulares, como verificado em outros

crustaceos (Van Aardt e cols., 1988; Hill e cols., 1991; Henry ¢ cols., 1994).

A via neoglicogeniogénica apresentou uma participacdo mais tardia na
metabolizacdo do lactato no periodo de recuperagdo. Em ambos os grupos
experimentais, o aumento da atividade neoglicogeniogénica ocorreu somente as 24
horas de recuperagdo, contribuindo para a restauragdo dos valores de glicogénio

muscular verificados as 24 horas de recuperagao.
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6. CONCLUSOES

Em C. granulatus as concentra¢des de lactato hemolinfatico dos animais em
normoxia sdo elevadas e utilizadas como substrato energético em animais com niveis
de glicose circulante e de glicogénio muscular reduzidos, como no grupo que recebeu a
dieta HP. A dieta HC aumentou a expressao da enzima PEPCK no musculo, entretanto,

a alimentacdo com uma dieta HP elevou a atividade desta enzima.

Em hipoxia, tanto nos animais alimentados com a dieta HC como naqueles
mantidos com a dieta HP, a gliconeogénese muscular ¢ a excrecdo do lactato para o
meio aquatico teriam uma participagdo marcante na regulacdo das concentragdes de
lactato circulante. A utilizacdo destas vias teria como objetivo a manutencdo do
equilibrio acido-basico do organismo, durante o periodo de hipdéxia. Em animais
alimentados com a dieta HP o aumento da capacidade gliconeogénica ocorreu via
aumento da atividade da PEPCK, entretanto, nos caranguejos que receberam a dieta HC

foi estimulada a expressdo da enzima.

Nos caranguejos que receberam a dieta HP, a gliconeogénese muscular participaria
durante o processo de recuperagdo, da metabolizagdo de lactato produzido durante o
periodo de hipoxia. Esta participacdo ocorreu pelo aumento na atividade e na expressao
da enzima PEPCK. Contrariamente, em caranguejos que receberam a dieta HC a
reoxigenacgdo inibe a capacidade gliconeogénica a partir de lactato, explicando, em

parte, a mais lenta reducdo dos niveis de lactato circulante constatado neste grupo.

A neoglicogeniogénese teria, em ambos os grupos, uma participacdo mais tardia no
processo de metabolizagdo do lactato estimulando a reposicao do glicogénio muscular.

Também a excre¢do do lactato para o meio aquatico foi mantida durante a recuperacao.
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Entretanto, em ambos os grupos experimentais, a oxidagao de lactato no musculo
ndo seria uma estratégia utilizada por este caranguejo para metabolizar o lactato nos
periodos de recuperacdo.Ao contrario do que ocorre em vertebrados a atividade e a
expressao da PEPCK na isoforma mitocondrial ¢ controlada pelo teor de oxigénio no

meio e pela composicao da dieta administrada aos caranguejos.
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Abstract

In C. granulatus, measurement of hemolymph lactate and glucose levels of fed
animals in normoxia indicates a higher lactate/glucose ratio, suggesting that lactate is an
important substrate for this crab. Since, periods of hypoxia are part of the biological cycle
of this crab, and lactate is the main end product of anaerobiosis in this crab. Our
hypothesis was that this lactate would be, therefore, used by gluconeogenic pathway or
can be oxidized or excreted to the aquatic medium during hypoxia and post-hypoxia
periods in C. granulatus.

The concentrations of hemolymphatic lactate in animals in normoxia are high, and
are used as an energy substrate. In hypoxia, muscle gluconeogenesis and excretion of
lactate to the aquatic medium would contribute significantly in regulating the
concentration of circulating lactate. Utilization of these pathways would serve the

objective of maintaining the acid-base equilibrium of the organism.

Muscle gluconeogenesis participates, during the recovery process, in metabolizing
the lactate produced during the period of hypoxia. Lactate excretion to the external
medium, was one of the strategies used to decrease the higher hemolymphatic lactate
levels. However, oxidation of lactate in the muscle is not a strategy used by this crab to

metabolize lactate in the recovery periods.

Keywords: Muscle, Gluconeogenesis, Lactate oxidation and excretion to water,

Hypoxia and recovery
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1. Introduction

The variation in oxygen content in the environment, which affects organisms
directly or indirectly, is one of the main ecological parameters in areas such as estuaries,
marshes, mangroves and coastal lakes. The capacity to tolerate variations in oxygen
content in the environment is one of the prerequisites for the organisms in such habitats.
Chasmagnathus granulatus is a semiterrestrial crab that lives in salt flats and marshes in
neotropical estuaries of Brazil, from the coast of Rio de Janeiro to Rio Grande do Sul
(Botto and Irigoyen, 1980). In its habitat, this crab constructs galleries or burrows with
depths varying according to the level of the tides and groundwater, so that there is always
water in the bottom of the burrow. These habitations have an important role in the
ecophysiology of C. granulatus, because they minimize variations in salinity, temperature
and dissolved oxygen of the water (Turcato, 1990). In the Tramandai Lagoon in Rio
Grande do Sul, where populations of C. granulatus are found in abundance, the animals
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 can reach near
zero in winter when the animal closes its burrow (Turcato, 1990).

The most important biochemical adaptations that contribute to survival in
anaerobiosis include: 1) maintenance of high reserves of fermentable fuel such as
glycogen; 2) mechanisms to minimize metabolic acidosis by means of enhanced buffering
capacity, compensatory ion changes, or alteration of the type of end product produced; 3)
the use of alternative pathways of fermentative ATP production to enhance anaerobic

ATP yield; and 4) depression of the metabolic rate ( Hervant et al., 1995; Childress et al,

1998).
Lactate is the main end product of anaerobiosis in crustaceans; however, its fate in

the period of recovery from hypoxia or anoxia — oxidation, synthesis of glucogen or
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glucose and excretion — is controversial (Gade, 1984; Lallier et al., 1987; Aardt and
Wolmarans, 1987; Van Aardt, 1987; Hill et al., 1991; Santos and Keller, 1993; Henry et
al., 1994; Anderson et al., 1994; Hervant et al., 1997; Spicer et al., 2002).

In C. granulatus maintained on a diet rich in carbohydrates or proteins and
submitted to environmental anoxia for 8 hours, the concentrations of lactate and glucose
in the hemolymph increased 10-14 times compared to the groups in normoxia (Oliveira et
al., 2004). During recovery from anoxia, the concentration of lactate in the hemolymph of
crabs fed a carbohydrate-rich diet returned more rapidly to levels similar to that of the
normoxia group, compared to that in crabs fed a protein-rich diet (Oliveira et al., 2004).
This decrease in hemolymph lactate was accompanied by an increase in the incorporation
of '*C-lactate into '*C-glucose and in the activity of the enzyme phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) in the hepatopancreas of the crabs fed the carbohydrate-rich diet
(Oliveira et al., 2003).

Recently, Marqueze et al. (2006) showed that 1 h in anoxia increased pyruvate
kinase activity and ATP concentration and reduced glycogen concentration and '*CO,
production from '*C-lactate in jaw muscle from C. granulatus maintained on a
carbohydrate-rich diet. In crabs maintained on a high-protein diet, pyruvate kinase
activity decreased after 1 h in anoxia, '*CO, production from '*C-glucose increased, and
CO, production from '*C-lactate did not change. During recovery, a low oxidation
capacity for lactate was found in jaw muscle of both dietary groups. Pyruvate kinase
activity and '*CO, production from '*C-glucose were high during the recovery period
only in jaw muscle from crabs maintained on a high-protein diet (Marqueze et al., 2006).
In contrast, recovery decreased ATP concentration in jaw muscle of both dietary groups
compared to anoxia and normoxia, and did not restore glycogen concentration in this

tissue (Marqueze et al., 2006).
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In C. granulatus, measurement of hemolymph lactate and glucose levels of fed
animals in normoxia indicates a higher lactate/glucose ratio (mmol/L / mmol/L),
suggesting that lactate is an important substrate for this crab (Pellegrino et al., 2007).
Since, periods of hypoxia are part of the biological cycle of Chasmagnathus granulatus
crabs, and lactate is the main end product of anaerobiosis in this crab. Our hypothesis was
that this lactate would be, therefore, used by gluconeogenic pathway or can be oxidized or

excreted to the aquatic medium during hypoxia and post-hypoxia periods in C. granulatus.

2. Material and Methods
2.1. Animals

We used male Chasmagnathus granulatus crabs in intermolt stage C and weighing
between 15 and 17 g, collected in the Tramandai Lagoon, Rio Grande do Sul. In the
laboratory, the animals were kept for 10 days in aerated aquaria (18.95% dissolved O, in

the water), salinity 200/00, temperature 25°C and a natural light/dark cycle.

2.2. Experimental Procedure

After the 10 days of acclimation in the laboratory, the animals were transferred to
aquaria where they were provided with the experimental diet of raw beef for 15 days.

For the study of hypoxia, 20-L aquaria with 4.5% O, were used. The reduction in
oxygen level was obtained by aerating the water in the aquaria with nitrogen gas and
monitoring with an oxygen meter (World Precision Instruments model Oxel-1/ISO;).
When the oxygen content in the water reached 4.5%, 12 animals were placed in each
aquarium and these were sealed. The crabs remained in hypoxia for 8 hours. Next, these
animals were used for the experiments (hypoxia group) and the other crabs were returned

to water containing 18.95% dissolved O,. The control group was maintained in normoxia
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during the entire experimental period. At the end of the experimental periods, the animals
were immediately cryoanesthetized for 5 min, and samples of mandible muscle were
collected and used in the different experimental protocols. The hemolymph of these
animals was collected from the joints of the 4th and 5th pereopods, using 10% potassium
oxalate as an anticoagulant, and used for the biochemical determinations of glucose and
lactate. The excised mandible muscles were placed in Petri dishes cooled on ice and
containing a physiological solution (SFC) for C. granulatus [300 mM NaCl, 10 mM KCI,
25 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, 8.8 mM H3BO;, plus 10 mM HEPES and 0.1 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), pH 7.8].

2.3. Gluconeogenesis

For evaluation of the gluconeogenic capacity, the tissues (50 £ 2 mg) were
incubated in 500 pl SFC in the presence of 0.2 uCi [U-"*C] L-lactate (157 mCi/mmol
Amersham International) plus 15 mM L-lactate, at 25°C with constant shaking for 120
minutes, according to the technique described by Oliveira and Da Silva (1997). After the
incubation time had elapsed, the tissue reactions were stopped in an ice bath, and the
tissues removed. The incubation medium was centrifuged for 10 minutes at 3000 rpm,
and the supernatant was deproteinized with saturated Ba(OH), and 2% ZnSO4 and
centrifuged again for 10 minutes at 3000 rpm. The supernatant resulting from this
centrifugation was used for determination of the '*C-glucose formed from '*C-lactate and
released into the incubation medium.

The "*C-glucose was determined by thin-layer chromatography, according to the
method described by Backer et al. (1965). As the carrying solution, n-butanol, 95% ethyl
alcohol and 5.4% acetic acid in the proportions of 250:158:92 (v/v/v) was used. The spots

were revealed with a solution of 95% ethyl alcohol, concentrated sulfuric acid and
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anisaldehyde in the proportion of 18:1:1 (v/v/v), and were then scraped and placed
directly into vials containing 0.4% toluene-tritonX100 (2:1, v/v) -PPO and 0.01% POPOP,
and the radioactivity was measured in a LKB-Wallac counter with 97% efficiency.
Gluconeogenic activity was measured by the incorporation of '*C from L-lactate into
glucose in the incubation medium. The gluconeogenic activity was expressed in nmoles

1C-L-lactate converted to glucose. g tissue. h™' incubation.

2.4. Formation of **CO;

For production of '*CO,, the jaw muscles samples (50 + 2 mg) were incubated in
flasks with 1 ml SFC containing 0.2 pCi [U-"*C] L-lactate (157 mCi/mmol, Amersham
International) plus 10 mM L-lactate. The sealed flasks were incubated at 25°C, with
constant shaking, for 60 minutes. 3MM Whatman papers were placed into glass wells
inserted in the rubber stoppers of the flasks. During the incubation, the wells remained
above the incubation medium. Production of '*CO, was interrupted by injection of 0.2 ml
50% TCA into the SFC and 0.2 ml of 2M sodium hydroxide into the wells, through the
rubber stopper. The sealed flasks remained at room temperature overnight, after which the
wells with the paper were placed in vials containing tolueno-triton X100 (2:1, v/v)- PPO
0.4%, POPOP 0.01% and the radioactivity was measured in an LKB-Wallac counter with
97% efficiency (Torres et al., 2001). The values of '*CO, production were expressed in

nmol of *C-L-lactate converted to 14COz.g'1 tissue.h™! incubation.
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2.5. Biochemical Determinations

The concentration of lactate in the hemolymph and in the water of the aquaria was
determined with a Boehringer kit (No. 139.084). The results were expressed in mmol
lactic acid per liter.

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

Muscle glycogen was extracted by the method of Van Handel (1965), and after

acid hydrolysis was determined as glucose. The results were expressed as g% of glycogen.

2.6. Statistical Analysis

The animals were divided into four groups: control, 8 hours of hypoxia, 3 hours of
recovery and 24 hours of recovery. For the statistical analysis, a one-way ANOVA with
Tukey's test for comparison were used. The significance criterion adopted was P<0.05.

All tests were carried out using the statistics program BioEstat 3.0.

3. Results

After 8 hours of hypoxia, levels of glucose in the hemolymph increased 12 times
(p<0.01) compared to those observed in normoxia. In the crabs allowed 3 hours of
recovery, hemolymph glucose levels decreased 66% (p<0.05) in relation to the hypoxia
group; however, the glucose levels were higher (p<0.05) than those observed in the
normoxia group. After 24 hours of recovery, hemolymph glucose levels returned to
values similar to those observed in the normoxia group (Table 1).

Hypoxia for 8 hours increased 12-fold (p<0.05) the lactate concentration in the
hemolymph, compared to the values obtained in the normoxia group. After 3 hours of

recovery, hemolymph lactate levels remained high (about 10 times; p<0.05) in relation to
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the normoxia group. However, at 24 hours of recovery, hemolymph lactate levels reached
levels similar to those observed in the normoxia group (Table 1).

After 8 hours in hypoxia there was an 8-fold increase (p<0.05) in lactate
concentration in the water of the aquaria, which continued after 3 hours of recovery. At
the end of the experimental period (24 hours of recovery), hemolymph lactate levels
reached values similar to those observed in the group in normoxia (Table 2).

The concentration of muscle glycogen in the hypoxia group decreased 64%
(p<0.05) compared to that observed in the normoxia group. At 3 hours of recovery, the
concentration of muscle glycogen reached a similar level to that observed in the hypoxia
group. After 24 hours in recovery, the glycogen levels were similar to those observed in
the normoxia group (Fig. 1).

The production of *CO, from '*C-lactate decreased about 2-fold (p<0.05) during
hypoxia, compared to that observed in the normoxia group. After 3 and 24 hours in
recovery, the values of '*CO, production were similar to those observed in the hypoxia
group, and significantly (p<0.05) lower that those observed in the normoxia group (Fig.
2).

In hypoxia, gluconeogenic activity increased 3-fold (P<0.05) in relation to the
values obtained in the normoxia group. At 3 hours of the recovery phase, gluconeogenic
activity was similar to that observed in hypoxia. However, at 24 hours of recovery there
was a significant decrease (P<0.05) in gluconeogenic activity, although the levels were

still 37% (p<0.05) higher than those observed in the normoxia group (Fig. 3).
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4. Discussion

The present study showed that the lactate/glucose ratio in the hemolymph of crabs
maintained in 18-95% dissolved O, in water (normoxia) was 4.9. This result suggests that
lactate is not only a product of anoxia or hypoxia in C. granulatus, but that it also has a
function as an energy substrate in conditions of normoxia. Recently, Philp et al. (2005)
postulated that in vertebrates, lactate is not only produced during conditions of hypoxia or
anoxia, but that it is also a metabolic product under conditions of adequate oxygenation.
The authors also suggested that lactate is an active metabolite, moving among cells,
tissues and organs, where it can be oxidized as an energy substrate or reconverted to
pyruvate or glucose (Philp et al., 2005). The results of the present study show that in
normoxia, lactate is used by the crab muscle as an energy substrate. Also, excretion of
lactate to the aquatic medium is another pathway used by this crab to regulate hemolymph
lactate levels under conditions of adequate oxygenation.

Periods of hypoxia are part of the biological cycle of Chasmagnathus granulatus
crabs, which remain out of water for long periods during their excursions into the
terrestrial environment in search of food or shelter in their burrows.

In C. granulatus, survival after 12 hours of anoxia was high, about 80% of the
animals (Oliveira et al., 2000). In the same species, Gongalves (1993) observed a mean
lethal time (TLsp) of 19 h: 45 min in animals after 30 hours of environmental anoxia. In

the present study, after 8 hours in hypoxia, survival was 100%.

A marked increase in hemolymph lactate concentration was observed following
hypoxia, which was accompanied by a marked reduction in the formation of '*CO, from

1C-lactate and of the glycogen levels in the muscle.

Environmental hypoxia for 8 hours also increased hemolymph glucose levels,

suggesting that glucose is mobilized in the tissues in excess of its utilization in the
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glycolytic pathway, leading to accumulation of circulating glucose. Oliveira (1998)
observed in C. granulatus a marked reduction in levels of free glucose in the

hepatopancreas, gills and muscle after 8 hours of anoxia.

The increase of lactate in situations of anoxia and hypoxia has been observed in
other crustaceans, and lactate is considered the main end product of anaerobiosis in this
class of invertebrates (Zebe, 1982; Hill et al., 1991; Hervant et al., 1995; 1997 a;b, Zou et
al.,1996; Oliveira et al., 2004). Lactate positively controls the release of the crustacean
hyperglycemic hormone (CHH), which increases hemolymph glucose concentration
(Santos and Keller, 1993; Fanjul-Moles, 2006). This glucose would be utilized through
the glycolytic pathway to generate ATP. In C. granulatus the reduction in oxygen in the
water leads to activation of the glycolytic pathway in the muscle and hepatopancreas

(Marqueze, 2004; Marqueze et al., 2000).

Several investigators have demonstrated a reduction in hemolymph pH as a result
of increase in lactate levels during anaerobiosis (Hill et al., 1991; Taylor and Waldron,
1997; Bergmann et al., 2001). In C. granulatus, the pH of the hemolymph decreased
significantly after 1 hour in anoxia (pH=8.0 to pH=7.7) (Marqueze, 2004). Thus, the
increase in lactate excretion to the aquatic medium, observed in the present study, would
help to control the concentration of circulating lactate and the hemolymph pH during
environmental hypoxia. Direct elimination of lactate into the aquatic medium has been
observed in several species of crustaceans (Van Aardt, 1988; Henry et al., 1994; Hervant,

1996; Hervant et al., 1995; 1997).

In the present study, a marked increase in the incorporation of '*C-lactate into
glucose was observed in the jaw muscle at 8 hours of hypoxia. C. granulatus is a
semiterrestrial species that lives in the upper- and midlittoral zones of estuaries and

undergoes periods of hypoxia when it is exposed to atmospheric air. During hypoxia,
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regulation of the acid-base equilibrium via utilization of high levels of lactate in
gluconeogenesis can be a favorable metabolic adjustment for C. granulatus, with the
efficient use of the ATP produced. Also C. granulatus, like other crustaceans, can use
the high concentration of arginine phosphate present in its itssues as a source of energy
during periods of hypoxia, as observed in the crab Gecarcoidea natalis during exercise
(Morris and Adamczewska, 2002). Oliveira et al. (2004) also observed an increase in
gluconeogenic activity from '*C-lactate in the hepatopancreas of C. granulatus after 2

and 8 hours of environmental anoxia.

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.

As in other crustaceans, in C. granulatus lactate disappeared slowly from the
hemolymph during the post-hypoxia recovery period (Hill et al., 1991; Hervant et al.,
1997; Morris and Adamczewska, 2002). The high gluconeogenic capacity from '*C-
lactate, observed at 3 and 24 hours of recovery, is one of the factors that contributed to
the rapid restoration of hemolymph lactate levels. At 3 hours of recovery, the
maintenance of glucose levels about 4 times higher than those observed in the normoxia
group would be a result of the increased gluconeogenic activity observed in this
experimental period. After 24 hours in normoxia, the reduction of gluconeogenic
activity in relation to the levels seen at 3 hours of recovery probably contributed to the

restoration of glucose levels to concentrations similar to those of the group in normoxia.

Oxidation of '*C-lactate in the muscle was not among the routes involved in the
metabolization of lactate in the post-hypoxia period, because the levels remained low in

the recovery periods studied. However, the maintenance of a high rate of lactate
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excretion to the external medium (water), after 3 hours of recovery, would be one of the

strategies used to eliminate the excess lactate produced during the period of hypoxia.

Oliveira et al. (2004) also observed, in C. granulatus, a significant increase in the
incorporation of '*C-lactate into glucose in the hepatopancreas of animals that

underwent 8 hours of anoxia and after recovery for 12 or 18 hours.

Thus, in C. granulatus, hepatopancreatic and muscle gluconeogenesis are pathways
involved in lactate metabolization in the post-hypoxia or anoxia periods. Hervant et al.
(1999) also suggested that the gluconeogenesis pathway participates in lactate

metabolization during post-hypoxia recovery in Niphargus virei.

We cannot discard the hypothesis that '*C-lactate is incorporated into fat or
intracellular amino acids, as observed in other crustaceans (Van Aardt et al., 1988; Hill

etal., 1991; Henry et al., 1994).

In conclusion, in C. granulatus the concentrations of hemolymphatic lactate in
animals in normoxia are high, and are used as an energy substrate. In hypoxia, muscle
gluconeogenesis and excretion of lactate to the aquatic medium would contribute
significantly in regulating the concentration of circulating lactate. The utilization of
these pathways would serve the objective of maintaining the acid-base equilibrium of

the organisms, during the period of hypoxia.

Muscle gluconeogenesis participates, during the recovery process, in metabolizing
the lactate produced during the period of hypoxia. Also, lactate excretion to the external
medium (water), was one of the strategies used to decrease the higher hemolymphatic
lactate levels. However, oxidation of lactate in the muscle is not a strategy used by this

crab to metabolize lactate in the recovery periods.
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Figure captions

Fig.1. Effect of hypoxia and post-hypoxia recovery on glycogen concentration in jaw
muscle from C. granulatus. Data are given as means = S.D. Number of crabs = 4 in

each case. (a) indicate significantly different from the normoxia group.

Fig.2. Effect of hypoxia and post-hypoxia recovery on '*C-lactate oxidation in jaw
muscle from C. granulatus. Data are given as means = S.D. Number of crabs = 4 in

each case. (a) indicate significantly different from the normoxia group.

Fig.3. Effect of hypoxia and post-hypoxia recovery on gluconeogenic activity from '*C-
lactate in jaw muscle from C. granulatus. Data are given as means + S.D. Number of

crabs = 4 in each case. (a) indicate significantly different from the normoxia group.
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Fig.3
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Table 1 Effects of hypoxia and post-hypoxia recovery on hemolymph glucose and lactate

levels in C. granulatus.

Hemolymph Hemolymph
Lactate (mmol/L) Glucose (mmol/L)
Normoxia
0.54 £0.35 0.11 + 0.01
Hypoxia
8 hours 6.60 +0.30° 1.31+ 0.07°
Recovery
3 hours 5.50+0.30° 0.44 + 0.02°
24 hours 0.60 £ 0.10 0.12+ 0.01

Values represent mean + SEM

“Mean values are significantly different from the normoxia group (P<0.05)

N =4 crabs in each case
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Table 2 Effects of hypoxia and post-hypoxia recovery on C. granulatus lactate excretion

to water.
Water
Lactato (mmol/L)
Normoxia
0.012 £0.001

Hypoxia

8 hours 0.062 £ 0.004?*
Recovery

3 hours 0.057 +0.004 *
24 hours 0.013 £0.001

Values represent mean = SEM

“Mean values are significantly different from the normoxia group (P<0.05)

N =4 crabs in each case



