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RESUMO 

 

Estudos com o hormônio hiperglicemiante de crustáceos (CHH) tem sido 

realizados desde 1944 quando foi constatado, pela primeira vez, seu efeito na 

mobilização das reservas de glicogênio causando hiperglicemia. 

O objetivo deste trabalho foi investigar a ação do CHH sobre o 

metabolismo de carboidratos de caranguejos Chasmagnathus granulata intactos 

submetidos às dietas rica em proteínas (HP) ou rica em carboidratos (HC) e 

injetados com extrato de pedúnculos proveniente de animais de ambas as dietas.  

Após a injeção de extrato de pedúnculos, foram avaliados, in vivo: a 

glicose hemolinfática, a glicose livre hepatopancreática e muscular e o glicogênio 

hepatopancreático e muscular de animais alimentados com dieta HP, injetados 

com extrato de pedúnculos provenientes de animais HP (HP/HP), e de animais HC 

(HP/HC), bem como de animais alimentados com uma dieta HC, injetados com 

extrato de pedúnculos oriundos de animais HP (HC/HP) e de animais HC 

(HC/HC). Além de animais controle injetados com solução fisiológica para 

caranguejo (SFC). 

Os resultados obtidos confirmam a ação hiperglicemiante dos extratos de 

pedúnculos, independentemente da dieta de origem dos mesmos. Foi observado 

um padrão de resposta diferencial segundo a dieta a qual os animais foram 

submetidos. Assim, os resultados demonstram que nos animais submetidos a 

uma dieta HP o CHH agiu aumentando os níveis de glicose circulante a partir das 

reservas de glicogênio dos hepatopancreócitos e do músculo. Mas, nos animais 

alimentados com uma dieta HC, embora o CHH tenha elevado o nível de glicose 
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circulante, não foram observadas alterações nas reservas de carboidratos do 

hepatopâncreas e do músculo. 

Estes resultados demonstram que o mecanismo de ação do CHH sobre as 

reservas de carboidratos de Chasmagnathus granulata depende da dieta a qual 

os animais foram submetidos.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

A variabilidade de estudos sobre o metabolismo de crustáceos é tão grande 

quanto o número de espécies pesquisadas.  

Esses animais possuem um elevado grau de interação com o meio em que 

vivem e seu metabolismo está diretamente relacionado a fatores externos e 

internos, tais como: disponibilidade de alimento, salinidade, temperatura e 

concentração de hormônios circulantes, reservas de substratos metabólicos, 

ativação ou inativação de vias metabólicas e assim por diante. 

O caranguejo Chasmagnathus granulata, da família Grapsidae (Decapoda, 

Crustacea) é uma espécie estuarina típica que evoluiu de formas marinhas, 

habitando pântanos salgados ou marismas de estuários neotropicais do Brasil, a 

partir do litoral do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul, passando pela costa 

Uruguaia, indo até o Golfo de São Martin, na Argentina (Boschi, 1964). 

Os estuários são ecossistemas de transição entre o ambiente marinho e o 

límnico, que se caracterizam por períodos irregulares de total cobertura de água e 

outros de exposição completa do substrato, sofrendo, ainda, influência de fatores 

oceanográficos e meteorológicos, o que leva a um elevado grau de estresse 

ambiental a todos os seres vivos que neles habitam. O estresse pode ser gerado 

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

concentração de oxigênio dissolvido na água e os ciclos das marés (Botto e cols., 

1980; Odum, 1985) e ainda, a disponibilidade e o tipo de alimentação (Busatto, 

2002). Conforme Gilles (1997), os organismos lagunares e estuarinos são capazes 
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de tolerar as alterações físico-químicas deste ambiente, através de mudanças 

comportamentais, estruturais, funcionais e bioquímicas típicas destes animais. 

 O caranguejo Chasmagnathus granulata é considerado um animal de 

hábito alimentar generalista, com estratégias alimentares detritívora e oportunista 

(D’Incao e cols., 1990). A análise de seu conteúdo estomacal revelou diferenças 

na quantidade e no tipo de alimento conforme a estação do ano, devido à 

disponibilidade destes no ambiente, assim, no outono e inverno há um predomínio 

de restos vegetais, na primavera, animais e no verão ocorre um equilíbrio desses 

dois ítens alimentares. 

O C. granulata é um ótimo modelo experimental para estudo do 

metabolismo e da endocrinologia comparados, pois além de ser um animal de fácil 

adaptação às condições de laboratório, tem seu nível glicêmico pouco afetado 

pelo manuseio ou troca de ambiente e se adapta com grande facilidade a 

diferentes tipos de dieta (Santos e Colares, 1986; Kucharski e da Silva, 1991b). 

Os crustáceos se caracterizam por possuírem como locais de reserva de 

glicogênio o hepatopâncreas e o músculo (Herreid e Full, 1988; Kucharski e Da 

Silva, 1991b; Turcato, 1990; Vinagre e Da Silva 1992). O glicogênio armazenado 

é um substrato de fácil mobilização e disponibilidade rápida durante os diferentes 

processos fisiológicos de: muda, osmorregulação, crescimento e períodos de 

jejum (Kucharski e Da Silva 1991a; Turcato, 1990; Vinagre e Da Silva, 1992). 

A glicose é o principal monossacarídeo na hemolinfa dos crustáceos 

(Morris e Airries,1998). Nos crustáceos a glicose é utilizada para: síntese de 

mucopolissacarídeos, síntese de quitina, formação de piruvato e síntese de 

glicogênio (Hochachka, e cols., 1970; Herreid e Full,1988). 
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Kucharski e Da Silva (1991a,b), trabalhando com C. granulata, 

verificaram que o padrão do metabolismo energético apresenta mudanças 

marcantes em função do conteúdo de carboidratos ou proteínas contidos na dieta 

administrada. Nos animais alimentados com a dieta rica em carboidratos (HC), a 

concentração de glicose na hemolinfa e o conteúdo de glicogênio no 

hepatopâncreas e no músculo aumentam significativamente em relação àqueles 

do grupo mantido com a dieta protéica (HP). Estes autores, ao investigarem o 

efeito da variação sazonal sobre o metabolismo energético desse crustáceo, 

verificaram que o glicogênio estocado pelo hepatopâncreas e pelo músculo seria 

consumido como substrato energético durante os meses de primavera e verão. Já 

no outono e no inverno, os lípidios musculares seriam o substrato energético 

preferencial. 

O efeito de dietas também tem sido avaliado em outros crustáceos. 

Rosas e cols., (2000), analisando o efeito da composição da dieta no camarão 

azul Litopenaeus stylirostris, observaram que a dieta rica em carboidratos 

influenciou a cinética dos níveis de glicose na hemolinfa, diminuindo o tempo para 

obtenção do pico glicêmico, de 3 horas, para os animais com dieta pobre em 

carboidratos, para 1 hora nos alimentados com uma dieta rica em carboidratos. 

Foi verificado, ainda, a presença e o aumento na atividade de enzimas como a α-

amilase e a α-glicosidase em Litopenaeus stylirostris (Rosas e cols., 2000) e a 

hexoquinase em Litopenaeus vannamei (Gaxiola e cols., 2005)  em animais 

submetidos à dieta rica em carboidratos.   

Estudos sobre o efeito das dietas em outros invertebrados também têm 

sido realizados. O caracol Lymnaea stagnalis apresentou aumento dos níveis 
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glicêmicos e da concentração tecidual de glicogênio após a administração de 

dieta rica em carboidratos (Veldhuijzen,1975; Veldhuijzen e Van Beek, 1976). No 

gastrópoda pulmonado Megalobulimus oblongus foi verificado que a dieta rica em 

carboidratos aumenta os níveis de glicose na hemolinfa e de glicogênio no 

hepatopâncreas, diafragma e manto (Rossi, 1992). Este autor sugere que nestes 

moluscos a síntese de glicogênio tecidual seria regulada pela concentração de 

glicose na hemolinfa. 

Há, também, estudos sobre a endocrinologia de crustáceos relacionada 

ao metabolismo. Já foram descritos vários tecidos com função endócrina: órgão Y, 

glândula androgênica, ovários, órgão pericárdico, órgão pós-comissural, sistema 

órgão X-glândula do seio (Brown, 1946; Knowles, 1953; Alexandrowicz, 1952; Le 

Roux, 1968, Fingerman, 1997). 

O órgão X foi assim denominado, logo após sua identificação, devido a 

sua função ser desconhecida na época (Brown, 1946; Welsh, 1941). Embora, seu 

funcionamento tenha sido esclarecido por Passano (1951) e Bliss (1951), este 

nome persiste até hoje. O sistema órgão X-glândula do seio, localizado nos 

pedúnculos oculares da maioria dos crustáceos decápodas (Fingerman, 1992), 

tem um funcionamento análogo ao sistema hipotálamo-neurohipófise, dos 

vertebrados. Assim, o órgão X produz hormônios que são transportados, via 

axônios até a glândula do seio que os armazena, temporariamente, até que algum 

estímulo periférico, provoque a liberação dos mesmos (Beltz, 1966; Fingerman, 

1997). 

Abramowitz e cols. (1944) descreveram, pela primeira vez, a existência 

de um “Fator Diabetogênico” em crustáceos. Em 1989, Kegel e cols. elucidaram a 
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estrutura química do hormônio hiperglicemiante de crustáceos (CHH). Os CHHs , 

até agora seqüenciados, são peptídeos com 72-74 resíduos de aminoácidos (Fig. 

1), incluindo 6 resíduos cisteína, formando 3 pontes dissulfeto e peso molecular 

variando entre 6-9 KDa (Keller, 1992; Kummer e Keller, 1993; Sefiani e cols., 

1996; Smullen e cols., 1996; Soyez, 1997).  

 

Fig.I: Seqüência de aminoácidos de CHHs de três espécies de decápodes: Seqüência superior: 
Carcinus maenas; seqüência intermediária: Orconectes limosus; seqüência inferior: Homarus 
americanus. (Keller,1992) 
 

Estudos sobre a dinâmica da biossíntese deste hormônio demonstram 

que a duração do período que o pré-pró-CHH leva para se transformar em CHH, 

desde o órgão X, até ser estocado na glândula do seio é de 8-14 hs (Ollivaux e 

Soiez, 2000) e seu mecanismo de ação intracelular, parece ser mediado por 

segundo mensageiro, possivelmente GMPc, AMPc e/ou  Ca+2 (Sedlemeier, 1987; 

Keller e Sedlmeier, 1988, Keller e cols., 1994). 
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Segundo Kallen e cols. (1990), 40% das terminações axonais que 

chegam a glândula do seio, são preenchidos por grânulos secretórios de CHH. O 

hormônio hiperglicemiante de crustáceos é um hormônio pleiotrópico que 

desenvolve um papel central no processo metabólico, especialmente na regulação 

dos níveis de glicemia e exibe uma ação secretagoga sobre as enzimas digestivas 

(Keller e Sedlmeier, 1988; Ollivaux e Soiez, 2000). Além de seu papel na 

regulação dos níveis de glicose sanguínea, há estudos que demonstram seu 

envolvimento na produção de ecdisteróides (Yasuda e cols., 1994), no 

metabolismo de lipídios (Santos e cols., 1997), na fisiologia ovariana (Khayat, 

1998), e na osmorregulação (Charmantier-Daures, 1994; Serrano, 2003). 

Keller, em 1992, trabalhando com três espécies diferentes de crustáceos, 

demonstrou que o CHH tem grande homologia, em sua seqüência de 

aminoácidos, com outros dois hormônios, também sintetizados nos pedúnculos 

oculares: o hormônio inibidor da muda (MIH) e o hormônio inibidor da 

vitelogênese (VIH), também chamado de hormônio inibidor das gônadas (GIH) e 

classificou todos esses hormônios, como integrantes de uma mesma família de 

peptídeos. Soyez (1997) demonstrou que outro hormônio, o hormônio inibidor do 

órgão mandibular (MO-IH), produzido no órgão mandibular, também tem sua 

seqüência muito parecida com o CHH, o MIH e o VIH. A homologia de sequências 

entre esses hormônios é tamanha que o MIH tem uma atividade hiperglicemiante 

semelhante ao CHH (Chang e cols., 1998), e o CHH tem atividade inibidora da 

muda tal qual o MIH (Webster, 1986; Toullec e Dauphin-Villemant, 1994). 

Estudos demonstram que os CHHs, geralmente, são polimórficos. Keller 

(1992) e Soyez (1997) identificaram quatro isoformas de CHH na lagosta 
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Homarus americanus, três isoformas no lagostim Procambarus clarkii e cinco 

isoformas no camarão Procambarus japonicus. No entanto, a análise da 

seqüência de aminoácidos revelou poucas diferenças entre as isoformas. 

Kummer e Keller, em 1993, após demonstrarem a existência de 

receptores, com alta afinidade para o CHH, em membranas de hepatopâncreas 

de Carcinus maenas e Orconectes limosus verificaram que o CHH de C. maenas 

ligava-se aos receptores de O. limosus, embora com baixa afinidade, e vice-versa. 

Esses autores sugeriram a partir dessas observações que hormônio e receptores 

podem ter evoluído conjuntamente. 

Os CHHs de C. maenas e O. limosus  possuem 61% de homologia, 

segundo Kummer e Keller (1993). Nery e cols. (1993) compararam os efeitos dos 

CHHs de C. maenas e O. limosus com o extrato de pedúnculo ocular de C. 

granulata e verificaram que os hormônios de ambas as espécies foram capazes 

de causar hiperglicemia em C. granulata apresentando, porém, diferentes efeitos 

sobre os níveis de glicogênio e glicose muscular e hemolinfática. O CHH de C. 

maenas causou diminuição dos níveis de glicogênio muscular e hemolinfático e da 

glicose livre muscular, enquanto o CHH de O. limosus elevou significativamente 

os níveis de glicogênio muscular e não alterou os níveis de glicogênio 

hemolinfático. Segundo os autores, existiriam diferentes tipos de receptores em 

cada tecido o que levaria a ativação de diferentes rotas bioquímicas produzindo, 

no final, o mesmo efeito biológico.  

Santos e Keller (1993c) demonstraram que após 5 minutos de 

administração de extrato de pedúnculo ocular, já ocorre hiperglicemia na maioria 

dos crustáceos, prolongando-se esse efeito até duas horas após a injeção do 
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extrato. Santos e Colares (1986) estudando o caranguejo Chasmagnathus 

granulata verificaram um aumento progressivo da concentração de glicose 

hemolinfática, até 60 minutos após a injeção de extrato de pedúnculo, após esse 

tempo, os níveis começaram a cair lentamente.  

Vários estudos apontam a ação do CHH sobre diferentes tecidos, como: 

hemócitos (Johnston e Davies, 1972; Santos e Stefanello, 1991), hepatopâncreas 

(Sedlemeier, 1987; Kummer e Keller, 1992), músculo e tegumento (Keller e 

Andrew, 1973; Santos e cols., 1988), gônadas e brânquias (Morris e Airries, 

1998). Ainda Kummer e Keller (1993) e Webster (1993) identificaram receptores 

específicos para o CHH no coração, órgão Y e epiderme de C. maenas e O. 

limosus. 

Johnston e cols. (1973), através de estudos citológicos em C. maenas 

caracterizaram os hemócitos, como células circulantes na hemolinfa com alto teor 

de glicogênio e verificaram a presença de glicose-6-fosfatase. Johnston e cols. 

(1972) comparando os carboidratos das células do hepatopâncreas e dos 

hemócitos demonstraram que o conteúdo de polissacarídeos, em especial de 

glicogênio, é 4 vezes maior nos hemócitos que nos hepatopancreócitos. Santos e 

Stefanello (1991) verificaram um aumento na liberação de glicose na hemolinfa de 

C. granulata incubada com extrato de pedúnculos oculares o que indicaria, 

segundo os autores “a função dos hemócitos como hepatócitos circulantes”. Loret 

(1993) identificou no caranguejo Carcinus maenas a presença da enzima 

hexoquinase nos hemócitos desse animal. 

Sedlemeier (1987), estudando o lagostim O. limosus identificou o 

hepatopâncreas como tecido alvo do CHH. Kummer e Keller (1992) identificaram 
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um grande número de receptores com alta afinidade para o CHH nas membranas 

dos hepatopancreócitos de O. limosus e C. maenas.  

Estudos sobre a origem da glicose mobilizada pelo CHH são muito 

divergentes e, dificilmente, chega-se a um consenso de qual é o mecanismo de 

ação e os tecidos alvo deste hormônio.  

Alguns trabalhos sugerem que a hiperglicemia causada pelo CHH deva-

se mais pela diminuição da utilização e/ou captação de glicose pelos tecidos do 

que pelo aumento da degradação de glicogênio, entretanto, esses experimentos 

não foram conclusivos em relação a estas afirmações (Santos e cols., 1988; 

Santos e Stefanello, 1991; Scheer e Scheer, 1951). 

Sedlmeier e Keller, em 1981, com estudos in vitro, demonstraram 

aumento nos níveis de nucleotídeos cíclicos, após a injeção de CHH, no músculo 

e no hepatopâncreas e uma diminuição dos níveis de glicogênio e da 

incorporação de glicose marcada em glicogênio no hepatopâncreas, sugerindo 

que o CHH liberaria glicose a partir do glicogênio hepatopancreático e muscular. 

No entanto, Keller e Andrew, em 1973 e Telford, em 1975, não verificaram 

qualquer alteração no conteúdo de glicogênio do hepatopâncreas após aplicação 

do hormônio, mas somente uma pequena queda de glicogênio no músculo. 

Santos e Keller, em 1993, verificaram que a injeção de glicose causou uma 

diminuição dos níveis de CHH circulantes, enquanto que o lactato provocou um 

aumento nos níveis desse hormônio, levando esses autores a sugerirem que a 

glicólise estimularia a liberação de CHH que, por sua vez, estimularia a 

glicogenólise. Quanto aos níveis de glicogênio, enquanto alguns trabalhos indicam 

aumento da concentração no hepatopâncreas (Parvathy, 1972) e músculo 
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(Schwabe e cols., 1952), outros demonstram redução da concentração nas 

gônadas, músculo e brânquias (Keller e Andrew, 1973). 

No processo de conversão de glicose em glicogênio e de degradação de 

glicogênio em glicose, duas enzimas chave estão envolvidas: a glicogênio-sintase 

(GS) e a glicogênio-fosforilase (GF), que catalisam a conversão de glicose-1-

fosfato (G-1-P), em glicogênio e vice-versa, respectivamente. No fígado de 

vertebrados, o glucagon e o AMP exercem efeito estimulatório sobre a atividade 

da GF, enquanto ATP e glicose exercem um efeito inibitório (Lehnninger, 2000). 

Tendo em vista que o CHH de crustáceos tem a mesma resposta metabólica 

sobre os níveis de glicose circulante que o glucagon de vertebrados, este também 

atuaria estimulando a GF.  

Sedlmeier, em 1982, através de estudos in vivo no lagostim O. limosus, 

verificou que a atividade da glicogênio-sintase (GS) aumentava após ablação 

bilateral dos pedúnculos, sendo esse efeito revertido, após injeção de CHH. No 

entanto, esse autor verificou que, embora os níveis de atividade da GS voltassem 

ao normal, uma considerável quantidade de glicogênio continuava a ser 

sintetizada, mesmo em presença de CHH. Esses resultados, aliados à diminuição 

da taxa de incorporação de glicose em glicogênio, em até 50% no 

hepatopâncreas do mesmo animal, in vitro, levaram esse autor a concluir que a 

concentração de glicose no meio influenciaria a síntese de glicogênio, agindo 

sobre a glicogênio–fosforilase (GF) (Sedlemeier, 1987). Este autor, comparou a 

concentração de glicose usada em seu experimento que foi de 10 mM com o valor 

usado por Santiago e cols.(1974) que foi de 4 mM, tendo estes últimos verificado 
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uma inibição da GF no músculo. Assim, quanto maior a concentração de glicose, 

menor a taxa de interconversão de fosforilase a para fosforilase b. 

A inibição da síntese de glicogênio, mediante altas concentrações de 

glicose, também foi verificada por Hemminga e cols. (1985 a, b), ao estudar o 

manto e células de armazenamento de glicogênio do caracol Lymnae sp, sob 

incubação com fator hiperglicemiante de moluscos. Keller (1965) e Ramamurthi 

(1968) demonstraram uma diminuição na atividade da GF muscular, logo após a 

ablação dos pedúnculos, sendo esse efeito revertido, logo após a injeção de CHH. 

No entanto, Ramamurthi (1968) verificou uma diminuição da atividade enzimática 

total em Hemigrapsus nudus, enquanto Keller (1965), em O. limosus, não 

observou nenhuma alteração. Bauchau (1968) verificou um aumento da atividade 

da GFA depois da incubação do tecido muscular, com extrato de pedúnculo. 

Oliveira (1998) comparando a atividade da glicogênio-fosforilase na forma 

total (GFT) e na forma ativa (GFA), sobre o metabolismo de carboidratos do 

hepatopâncreas de C. granulata expostos a diferentes tempos de anoxia e 

recuperação da anoxia, não observou diferença significativa na atividade da GFT 

nos animais alimentados com dieta HC e HP. No entanto, a atividade da GFA 

comparada a GFT dos animais HC foi de 98%, enquanto que nos animais HP foi 

de 66%. Este autor sugere que a concentração de glicogênio intracelular controle 

sua mobilização, via interconversão da forma b para a forma a da glicogênio-

fosforilase, através de um sistema de retroalimentação entre os níveis de 

glicogênio tecidual e o sistema fosforilase. Oliveira (2001) verificou que durante as 

primeiras quatro horas de exposição a anoxia, houve um aumento na GFT e na 

GFA, de animais alimentados com dietas HP e HC, que levou a uma diminuição 
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nos níveis de glicogênio hepatopancreático de ambas as dietas, ao contrário do 

observado no bivalve Geukensia demissus em que a proporção da GFT e GFA 

não foi alterada perante anoxia (Russel e Storey, 1995). 

Várias situações de estresse que influenciariam direta ou indiretamente a 

liberação do CHH foram estudadas: estresse osmótico (Vinagre, 1999); anoxia e 

hipóxia (Santos e Colares, 1986), choque térmico (Kuo e Yang, 1999); metais 

pesados (Nagabhushanam e Kulkarni, 1981; Machele e cols., 1989; Reddy e 

Bhagyalakshmi, 1994; Lorezon e cols., 2004), infecção por parasitas (Lorenzon e 

cols., 1997, 2004; Stentiford e cols., 2001); ritmo circadiano (Kallen e cols., 1990).  

Estudos, in vitro, realizados no Laboratório de Metabolismo e 

Endocrinologia Comparada da UFRGS (LaMEC), revelam que a administração de 

extrato de pedúnculos ao meio de incubação, em animais com dieta HC, causou 

aumento dos níveis de glicose no meio com hepatopâncreas, tanto nos animais 

apedunculados, como nos animais intactos. Enquanto que àqueles alimentados 

com dieta HP, injetados com extrato de pedúnculos com a mesma concentração 

que os primeiros, não apresentaram hiperglicemia, levando a hipótese, de que a 

administração prévia com a dieta HP, levaria a um aumento na resistência 

periférica ao CHH. Isto porque, provavelmente, nessa dieta haveria menores 

níveis circulantes de glicose, enquanto que na dieta HC ocorreria o oposto 

(Vinagre, 1999). Este autor verificou, ainda, que a resposta metabólica à ação do 

hormônio é dependente tanto da dose de hormônio, como da quantidade de 

glicose circulante. Com base nos dados obtidos em seus experimentos, ele 

sugere que, nos animais alimentados com uma dieta HC, a liberação de CHH 
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estaria inibida devida à alta concentração de glicose na hemolinfa o que levaria a 

um maior acúmulo de hormônio nos pedúnculos.  

O efeito do estresse osmótico em C. granulata sobre os padrões de 

resposta do metabolismo de carboidratos ao estresse hiposmótico após 

administração de extrato de pedúnculos em caranguejos intactos e 

apedunculados não produziu diferenças entre as dietas HC e HP (Vinagre,1999). 

Este autor observou que, apesar da ablação bilateral dos pedúnculos oculares, os 

animais foram capazes de aumentar a concentração de glicose na hemolinfa 

(atingindo valores semelhantes aos dos caranguejos íntegros) e de mobilizar as 

reservas de glicogênio. Esse autor sugere que outros hormônios, além do CHH, 

estariam envolvidos no controle dos níveis circulantes de glicose e/ou a existência 

de alguma outra fonte de CHH fora do sistema órgão X-glândula do seio.  

Santos e Keller (1993a) estudando C. maenas, e Vinagre (1999) com C. 

granulata, observaram que os níveis de CHH hemolinfático diminuem conforme o 

aumento da concentração de glicose hemolinfática, corroborando com a hipótese 

de que a concentração de glicose na hemolinfa controla a secreção de CHH. Em 

O. limosus os níveis circulantes de glicose diminuem, enquanto que os de CHH 

aumentam, após seis dias de jejum, conforme observado por Keller e Orth (1990).  

Glowik e cols. (1997), estudando as células neuronais do sistema órgão 

X-glândula do seio do caranguejo Cancer borealis demonstraram que as mesmas 

são sensíveis a D-glicose, portanto, apresentam alguma semelhança àquelas 

encontradas: no núcleo hipotalâmico lateral, na substância nigra, no hipotálamo 

ventro-medial e hipocampo, de vertebrados (Karadi e cols., 1992; Saller e Chiodo, 

1980; Watts e cols., 1995; Mizuno e Oomura, 1984; Edwards e Weston, 1993; 
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Tromba e cols., 1994). Nessas células a D-glicose ativa uma corrente de K+, 

induzindo uma hiperpolarização, que inibe a secreção dos grânulos de CHH. 

Portanto, a glicose exerceria um feedback negativo sobre a liberação de CHH. 

Em 1999, Vinagre, ao estudar o efeito da administração do meio de 

incubação de pedúnculos oculares sobre a glicemia de caranguejos intactos ou 

apedunculados, observou que nos caranguejos Chasmagnathus granulata 

alimentados com uma dieta HC a administração do meio resultante da incubação 

de 4 pedúnculos oculares em SFC, provocou hiperglicemia, tanto em animais 

intactos, como em apedunculados. Nos animais HC apedunculados, os níveis de 

glicose circulante, 120 minutos após a administração do meio, triplicaram em 

relação aos do grupo de animais intactos. O autor sugere que a retirada prévia do 

CHH através da ablação bilateral tenha aumentado o número e/ou afinidade dos 

receptores ao hormônio, sendo um tipo de modulação semelhante ao que ocorre 

com a insulina em vertebrados. 

No entanto, praticamente todos os animais estudados foram submetidos 

a uma dieta de proteínas, com exceção do trabalho de Vinagre (1999) e Oliveira 

(1998, 2001), não existe até agora nenhum trabalho publicado em torno da 

influência da dieta sobre a ação do CHH.  Assim como, não existem publicações 

que demonstrem a ação dos CHHs de animais submetidos a diferentes dietas  

sobre a ação da GF. 

Ainda, existem hipóteses sobre a ação do CHH na inibição da captação 

de glicose pelos tecidos, no entanto, nenhum trabalho publicado relata um 

experimento para comprovar esta ação. 
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A revisão da literatura demonstra que existem algumas perguntas a 

serem respondidas para elucidar um pouco mais a ação metabólica desse 

hormônio a tanto tempo descoberto, assim como as rotas metabólicas e os 

mecanismos sobre a ação pelo qual efetua sua atidade hiperglicemiante.  

O presente trabalho visa obter algumas respostas ou, talvez, criar mais 

perguntas sobre esses aspectos inerentes ao estudo da ação desse hormônio. 
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OBJETIVOS 

 

 

 

A partir da revisão da literatura verificou-se a importância de investigar a 

ação do hormônio hiperglicemiante de crustáceos (CHH) sobre o metabolismo de 

carboidratos de caranguejos Chasmagnathus granulata, submetidos às dietas rica 

em proteínas (HP) ou rica em carboidratos (HC). 

Para atingir este objetivo, foram avaliados: 

• O efeito do CHH proveniente de animais alimentados com dieta HP 

ou HC sobre as concentrações da glicose hemolinfática; 

• O efeito do CHH proveniente de animais alimentados com dieta HP 

ou HC sobre as concentrações de glicose livre no hepatopâncreas 

e no músculo; 

• O efeito do CHH proveniente de animais alimentados com dieta HP 

ou HC sobre as concentrações de glicogênio no hepatopâncreas e 

no músculo; 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

1. Coleta e manutenção dos animais 

Os animais utilizados para realização deste trabalho foram caranguejos 

Chasmagnathus granulata Dana 1851 (CRUSTACEA; DECAPODA; 

GRAPSIDAE), machos, adultos e no período intermuda (Drach & Tchernigovtzeff, 

1967). 

Os caranguejos foram coletados na margem leste da Lagoa de Tramandaí, 

no Rio Grande do Sul (29°58’ lat. Sul e 58°08’ long. Oeste), em um marisma 

parcialmente coberto pela vegetação halo-hidrófila, cortado por arroios que 

drenam a água de origem pluvial da planície costeira. O clima da região é 

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

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

As coletas foram feitas entre os meses de junho e julho de 2003 e 2004. Os 

animais foram capturados manualmente no sedimento areno-lodoso, submersos 

na água ou entocados, sendo então, transportados em caixas plásticas com água 

do próprio local até o laboratório. 

Transcorridas 24 horas, os caranguejos foram colocados em um tanque 

com água a 20‰, pois, segundo Mañe-Garzon e cols. (1974) esta salinidade é 

semelhante ao ponto isosmótico do Chasmagnathus granulata, temperatura de 

25°C, fotoperíodo natural, aeração constante e alimentação ad libitum, uma vez 
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por semana com carne bovina crua, aí permanecendo por duas semanas para 

aclimatação antes de serem submetidos aos experimentos.  

 

 

2. Procedimentos experimentais 

Depois de transcorridas as duas semanas de aclimatação, os 

caranguejos foram divididos em dois grupos experimentais, sendo separados em 

dois aquários, com salinidade igual a 20‰, temperatura de 25°C, fotoperíodo 

natural e aeração constante. Os animais foram denominados HC e HP, sendo 

alimentados com arroz cozido e carne bovina crua, respectivamente (tabela 1). O 

alimento foi administrado ad libitum, no período vespertino, durante duas 

semanas. 

TABELA 1. Composição das dietas rica em carboidratos (HC) e rica em 

proteínas (HP) administradas ad libitum, ao caranguejo Chasmagnathus granulata. Os 

valores de cada ítem estão expressos em percentuais e o valor calórico total está 

expresso em cal/100g. 

 Dieta Rica em Carboidratos 
      (arroz branco cozido) 

Dieta Rica em Proteínas 

(carne bovina crua) 

Carboidratos 34,56 0,03 

Proteínas 3,34 21,59 

Gorduras 0,45 6,71 

 Fibras 0,30 0,31 

Cinzas 0,02 0,35 

Umidade 61,33 71,01 

Valor calórico total 155,65 146,87 
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2.1- Extração e administração do extrato de pedúnculos oculares 

No início da manhã do dia escolhido para extração dos tecidos para 

posterior análise dos mesmos, foi separado um grupo de animais (5 animais HC e 

5 HP) os quais sofreram ablação dos pedúnculos oculares, de onde foi extraído o 

extrato de pedúnculo contendo CHH.  

Após os animais terem sido colocados no gelo por 5 minutos, tiveram os 

pedúnculos removidos com uma tesoura cirúrgica de ponta curva e fina. Em 

seguida, os pedúnculos sofreram um corte paralelo ao seu eixo maior, na região 

mediana. Após, foram macerados em um cadinho, com 2,0 mL de solução 

fisiológica de caranguejo (SFC) gelada a 1 °C, e osmolaridade de 770 mOsm. A 

SFC utilizada é constituída de NaCl 350 mM; KCl 10 mM; MgCl2 10 mM; CaCl2 25 

mM, H3BO3 8,8 mM; pH: 7,8. Estas SFCs foram adaptadas ao C. granulata a 

partir daquela descrita por Lorêt e cols. (1989). A osmolaridade da SFC foi medida 

por criocristalização em osmômetro automático Knauer.  

Depois de macerados, os pedúnculos foram centrifugados em centrífuga 

refrigerada a 5000 x g, por 5 minutos. O sobrenadante foi injetado nos animais 

(100 µL/animal), na concentração de 0,5 mEq de pedúnculo/animal (Nery e cols., 

1993), conforme segue: 

I) Animais intactos alimentados com dieta HC foram injetados com 

extrato de pedúnculo de animais HC: Grupo HC/HC. 

II) Animais intactos alimentados com dieta HC foram injetados com 

extrato de pedúnculo de animais HP: Grupo HC/HP. 

III) Animais intactos alimentados com dieta HP foram injetados com 

extrato de pedúnculo de animais HP: Grupo HP/HP. 
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IV) Animais intactos alimentados com dieta HP foram injetados com 

extrato de pedúnculo de animais HC: Grupo HP/HC. 

Ainda, foram utilizados animais intactos de cada dieta, injetados com 

SFC, para servir como grupos controle: grupo HP, grupo HC. Sendo I, II, III, IV 

denominados grupos experimentais. 

Em todos os grupos experimentais foram utilizados de 3 a 5 animais. 

O extrato de pedúnculos e a solução fisiológica para caranguejos foram 

injetados entre o terceiro e o quarto pereiópodo esquerdo de cada animal.  

Após 45 minutos da administração do extrato de pedúnculo, os animais 

foram crionastesiados para remoção da hemolinfa, tecido hepatopancreático e 

músculo das quelas. 

Foi utilizado o tempo de 45 minutos após a injeção do hormônio para 

retirada dos tecidos, pois segundo dados da literatura o tempo que o hormônio 

leva para agir, em várias espécies de crustáceos, varia de 5 a 120 minutos 

(Santos e Keller, 1993a). Estudos demonstraram que o tempo de ação do CHH no 

caranguejo Chasmagnathus granulata varia de 20 a 60 minutos, diminuindo seu 

efeito gradativamente, após esse tempo (Santos e Colares, 1986; Vinagre, 1999, 

Oliveira, 2001). 

 

 

 

2.2- Procedimentos in vivo 
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2.2.1- Isolamento e determinação do glicogênio 

O isolamento do glicogênio do hepatopâncreas e do músculo da quelas 

seguiu o método descrito por Van Handel (1965), e determinado como glicose 

após a hidrólise ácida, como descrito por Geary e cols. (1981), utilizando-se o 

método enzimático da glicose-oxidase (kit Glicose Enz-Color). A leitura foi 

realizada na absorbância de 505 nm em espectofotômetro marca Varian, modelo 

Cary. 

A concentração de glicogênio em ambos os tecidos foi expressa em mg/g 

de tecido úmido. 

 

2.2.2- Determinação da concentração da glicose livre 

Os níveis de glicose na hemolinfa, e de glicose livre no hepatopâncreas e 

músculo foram determinados conforme método descrito por Carr e Neff (1984). As 

amostras dos tecidos foram pesadas, homogeneizadas com um macerador de 

tecidos (marca ULTRA TURRAX) em uma solução de citrato de sódio 100mM, 

fervidas por 10 minutos, agitadas e resfriadas à temperatura ambiente. As 

amostras foram mantidas a –20 o C por no máximo 72 horas até a dosagem. Com 

o objetivo de eliminar a interferência dos lipídios, foi acrescentada às amostras, 

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

por 10 minutos a 2800 rpm. A concentração de glicose livre foi determinada pelo 

método enzimático da glicose–oxidase (kit Glicose Enz-Color), na fração superior 

obtida com a centrifugação. A leitura foi realizada a absorbância de 505 nm em 

espectofotômetro marca Varian, modelo Cary. 
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Os resultados foram expressos em mg de glicose livre por g de peso 

úmido de tecido.  

 

2.2.3- Determinação da glicogênio-fosforilase (GF) 

Os hepatopâncreas de 3 a 5 animais, de cada grupo (HC cont; HP cont.; 

HC/HC; HP/HP; HP/HC; HC/HP) foram retirados pós-crionastesia e 

imediatamente submetidos a congelamento em gelo seco, para evitar qualquer 

atividade enzimática. Logo após esse rápido congelamento, os tecidos foram 

pesados e homogeneizados em uma solução de 500 mM de NaF (Fluoreto de 

Sódio), 50mM de EDTA, 12μL de PMSF e glicerol (60%), pH 6,5, na proporção 

1:3 (w/v). Após essa homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 800 x 

g, a temperatura de 4 °C, por 10 minutos. 

O sobrenadante foi, então, diluído em uma solução contendo 500 mM de 

NaF, 50mM de EDTA, e água milli-Q (pH 6,5) na proporção de 1:1 (w:v). 

O ensaio da enzima GF foi realizado na direção da síntese de glicogênio 

pela quantificação de Pi liberado da glicose-1-fosfato, conforme método descrito 

por Scapin e Di Giuseppe (1994). A mistura de ensaio (meio de reação) para a 

GFT (Glicogênio Fosforilase Total) continha 2% de glicogênio, 100mM de NaF, 5 

mM de EDTA, 20 mM de citrato de sódio, 2 mM de AMP e 1 M de sulfato de sódio 

e para GFA (Glicogênio Fosforilase Ativa), no lugar do AMP e do sulfato de sódio, 

foram acrescidos 1 mM de cafeína e Água milli-Q, até completar o volume. O pH 

de ambos os meios de reação foi de 6,5. 
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Tubos contendo 50 μL de amostra, mais 100 μL de meio de reação para 

GFT ou GFA foram colocados em banho metabólico a 25 ° C por 5 minutos. 

Decorrido este tempo, a reação enzimática era iniciada pela adição de 50 μL de 

glicose-1-fosfato (50 mM) em intervalos de 30 segundos entre cada tubo. O tempo 

total de reação foi de 30 minutos, a 25 °C sob agitação constante, a reação era 

interrompida pela adição de 200 μL de TCA gelado a 10%, sendo imediatamente 

congelados até a dosagem do Pi. A atividade enzimática foi determinada em 

duplicata para cada uma das amostras. 

O Pi liberado da reação foi determinado pelo método de Chan e cols. 

(1986). Todo o material utilizado no ensaio enzimático e na determinação do Pi foi 

prévia e adequadamente lavado para evitar contaminação com fosfatos. A 

atividade da enzima foi expressa em nmoles de Pi liberados da glicose-1-fosfato, 

por mg de proteínas, por minuto. 

 

 

2.2.4- Determinação das proteínas 

As proteínas totais foram quantificadas segundo Bradford (1976). Para a 

realização das dosagens foram utilizados os seguintes reagentes: 

• Coomasie Brilliant Blue G250 (Sigma): 25 mg em 12,5 mL de etanol 95%; 

• Ácido Ortofosfórico 85% (Merck): 25 mL 

Para a preparação da solução de Bradford foram misturados os dois 

reagentes nas proporções citadas acima e o volume foi completado com água 

milli-Q para 250 mL. Esta solução foi conservada gelada e ao abrigo da luz. 
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Para a quantificação, usou-se 1 mL de Solução de Bradford, mais 20 µL 

de amostra de tecido.  

A leitura foi realizada a absorbância de 595 nm em espectofotômetro 

marca Varian, modelo Cary. 

Os resultados foram expressos em mg/mL. 

 

 

2.3- Procedimentos in vitro 

 

2.3.1- Captação de glicose 

Foram preparados tubos tipo eppendorf com 400 µL de SFC mais 0,15 

μCi de 2-Deoxi-D-Glicose-1-14C (Amersham International/ 55 mCi/ mmol). A esse 

meio de incubação foi adicionado 100 µL de extrato de pedúnculos. Após terem 

sido pesados, foram adicionadas porções de hepatopâncreas (aproximadamente 

150 mg). Após a adição do tecido, os tubos eram novamente pesados para a 

determinação do peso do tecido utilizado. Foi então, realizada a substituição da 

fase gasosa por uma mistura de O2: CO2 (95:5 v/v) e incubação dos tecidos em 

banho metabólico do tipo Dubnoff, sob agitação constante a 25 °C, por 45 

minutos. Este tempo foi escolhido pelo fato de ser o tempo de ação do extrato de 

pedúnculo nos animais do experimento in vivo. 

Decorrido o tempo de incubação, as reações teciduais foram 

interrompidas em banho de gelo, os tecidos retirados, lavados em solução 

fisiológica para caranguejos gelada, secos em papel filtro e colocados em frascos 

contendo 1mL de água milli-Q. Após, os tecidos foram congelados e fervidos por 
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três vezes consecutivas para que ocorresse a ruptura das células e a liberação da 

2-Deoxi-D-Glicose-1-14C captada pelo tecido (T). Os tubos que continham o meio 

de incubação (M), foram congelados até o processamento das amostras. 

Amostras de 100 μL do T e do M foram dissolvidas em frascos contendo 5 mL de 

líquido de cintilação (Tolueno-Triton 2:1, PPO 0,4%, POPOP 0,01%). A 

radioatividade foi quantificada em parelho LKB-Wallac com 95% de eficiência. Os 

resultados foram expressos pela relação da ratioatividade contida no tecido e no 

meio (T/M: dpm/mL do tecido, por dpm/mL do meio), conforme método descrito 

por Machado e cols. (1991). 

 

 

3. Tratamento estatístico 

Os resultados foram expressos como média (±) o desvio padrão da 

média (DP). Para comparação dos dados experimentais obtidos nas curvas de 

tratamento, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) de uma via, com teste de 

comparação de Student-Newman-Keuls (SNK). Para comparação do efeito da 

dieta sobre o tratamento hormonal, foi usado ANOVA de duas vias, também com 

teste de comparação SNK. As diferenças entre as médias foram consideradas 

significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que 

0,05 (p <0,05). 

As análises estatísticas foram realizadas com programa Sigma Stat 

versão 2.0 compatível com Windows. 
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ABSTRACT 

Studies with the crustacean hyperglycemic hormone (CHH) have been 

carried out since 1944, when its effect on glycogen mobilization resulting in 

hyperglycemia was established for the first time. 

The objective of this work was to investigate CHH action on the 

carbohydrate metabolism of intact estuarine crabs Chasmagnathus granulata  

submitted to high protein (HP) or high carbohydrate (HC) diet, which were injected 

with eyestalk extract from animals of both diets. 

After eyestalk extract injection, we assessed in vivo the hemolymphatic 

glucose, the hepatopancreatic and muscular free glucose and the 

hepatopancreatic and muscular glycogen from animals fed on HP diet, injected 

with eyestalk extract from HP animals (HP/HP), and from HC animals (HP/HC), as 

well as animals fed on a HC diet injected with eyestalk extract from HP animals 

(HC/HP) and from HC animals (HC/HC). Control animals were injected with Crab 

Physiological Solution (CPS). 

The results confirm the hyperglycemic action of eyestalk extracts 

regardless the previous diet. However, a different response pattern was observed 

according to the diet to which the animals were preciously submitted. Thus, the 

results show that in animals submitted to HP diet, CHH increased the circulating 

glucose levels from the glycogen storage in hepatopancreas and muscle. On the 

other hand, in animals fed on a HC diet, although the CHH increased the 

circulating glucose level no alterations on carbohydrate storage in the 

hepatopancreas and muscle were observed. 
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These results show that the effect of CHH on hepatopancreas and muscle 

of Chasmagnathus granulata depends on the diet to which the animal was 

previously submitted.  

 

 

Key Words: crab, CHH, diet, carbohydrate, protein. 
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1. Introdução 

 

Abramowitz e cols. (1944) descreveram, pela primeira vez, a existência de 

um “fator diabetogênico” em crustáceos. Mais tarde, em 1989, Kegel e cols. 

elucidaram a estrutura química do hormônio hiperglicemiante de crustáceos 

(CHH). 

Estudos sobre a dinâmica da biossíntese deste hormônio demonstram 

que a duração do período que o pré-pró-CHH leva para se transformar em CHH, 

desde o órgão X, até ser estocado na glândula do seio é de 8-14 hs (Ollivaux e 

Soiez, 2000) e seu mecanismo de ação intracelular, parece ser mediado por 

segundo mensageiro, possivelmente GMPc, AMPc e/ou  Ca+2 (Sedlemeier, 1987; 

Keller e Sedlmeier, 1988). 

Segundo Kallen e cols. (1990), 40% das terminações axonais que chegam 

a glândula do seio, são preenchidos por grânulos secretórios de CHH. O hormônio 

hiperglicemiante de crustáceos é um hormônio pleiotrópico que desenvolve um 

papel central no processo metabólico, especialmente na regulação dos níveis de 

glicemia e exibe uma ação secretagoga sobre as enzimas digestivas (Keller e 

Sedlmeier, 1988; Ollivaux e Soiez, 2000). 

Santos e Keller (1993c) demonstraram que após 5 minutos de 

administração de extrato de pedúnculo ocular, já ocorre hiperglicemia na maioria 

dos crustáceos, prolongando-se esse efeito até duas horas após a injeção do 

extrato. Santos e Colares (1986) estudando o caranguejo Chasmagnathus 

granulata verificaram um aumento progressivo da concentração de glicose 
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hemolinfática, até 60 minutos após a injeção de extrato de pedúnculo, após esse 

tempo, os níveis começaram a cair lentamente.  

Vários estudos apontam a ação do CHH sobre diferentes tecidos, como: 

hemócitos (Johnston e Davies, 1972; Santos e Stefanello, 1991), hepatopâncreas 

(Sedlemeier, 1987; Kummer e Keller, 1992), músculo e tegumento (Keller e 

Andrew, 1973; Santos e cols., 1988), gônadas e brânquias (Morris e Airries, 

1998). Ainda Kummer e Keller (1993) e Webster (1993) identificaram receptores 

específicos para o CHH no coração, órgão Y e epiderme de C. maenas e O. 

limosus. 

Johnston e cols. (1973), através de estudos citológicos em C. maenas 

caracterizaram os hemócitos, como células circulantes na hemolinfa com alto teor 

de glicogênio e verificaram a presença de glicose-6-fosfatase nessas células. 

Johnston e cols. (1972) comparando os carboidratos das células do 

hepatopâncreas e dos hemócitos demonstraram que o conteúdo de 

polissacarídeos, em especial de glicogênio, é 4 vezes maior nos hemócitos que 

nos hepatopancreócitos. 

Sedlemeier (1987), estudando o lagostim O. limosus identificou o 

hepatopâncreas como tecido alvo do CHH. Kummer e Keller (1992) identificaram 

um grande número de receptores com alta afinidade para o CHH nas membranas 

dos hepatopancreócitos de O. limosus e C. maenas.  

Santos e Keller (1993a) estudando C. maenas, e Vinagre (1999) com C. 

granulata, observaram que os níveis de CHH hemolinfático diminuem conforme o 

aumento da concentração de glicose hemolinfática, corroborando com a hipótese 

de que a concentração de glicose na hemolinfa controla a secreção de CHH. 
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Glowik e cols. (1997), estudando as células neuronais do sistema órgão X-

glândula do seio do caranguejo Cancer borealis demonstraram que as mesmas 

são sensíveis a D-glicose. 

Estudos, in vitro, realizados no Laboratório de Metabolismo e 

Endocrinologia Comparada da UFRGS (LaMEC), revelam que a administração de 

extrato de pedúnculos ao meio de incubação, em animais com dieta HC, causou 

aumento dos níveis de glicose no meio com hepatopâncreas, tanto nos animais 

apedunculados, como nos animais intactos; enquanto que aqueles alimentados 

com dieta HP, injetados com extrato de pedúnculos com a mesma concentração 

que os primeiros, não apresentaram hiperglicemia, levando à hipótese, de que a 

administração prévia com a dieta HP, levaria a um aumento na resistência 

periférica ao CHH. Isto porque, provavelmente, nessa dieta haveria menores 

níveis circulantes de glicose, enquanto que na dieta HC ocorreria o oposto 

(Vinagre, 1999). Este autor verificou, ainda, que a resposta metabólica à ação do 

hormônio é dependente tanto da dose de hormônio, como da quantidade de 

glicose circulante. Com base nos dados obtidos em seus experimentos, ele sugere 

que, nos animais alimentados com uma dieta HC, a liberação de CHH estaria 

inibida devida à alta concentração de glicose na hemolinfa o que levaria a um 

maior acúmulo de hormônio nos pedúnculos. 

Esse trabalho tem como objetivo investigar a ação do CHH sobre o 

metabolismo de carboidratos de caranguejos Chasmagnathus granulata 

submetidos às dietas rica em proteínas (HP) ou carboidratos (HC). 
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2. Material e Métodos 

 
2.1. Coleta e Manutenção dos Animais 

Os animais utilizados foram caranguejos Chasmagnathus granulata Dana 

1851 (CRUSTACEA; DECAPODA; GRAPSIDAE), machos, adultos e no período 

intermuda (Drach & Tchernigovtzeff, 1967) coletados de um estuário ‘as margens 

da Lagoa de Tramandaí-RS/Brasil. 

As coletas foram feitas entre os meses de junho e julho de 2003 e 2004. Os 

animais foram capturados manualmente e transportados em caixas plásticas com 

água do próprio local até o laboratório. 

 

2.2. Procedimentos Experimentais 

Os animais foram alimentados com carne bovina crua (HP) e arroz cozido 

(HC). O alimento foi administrado ad libitum, diariamente, no período vespertino, 

durante duas semanas. Os aquários foram mantidos com salinidade igual a 20‰, 

temperatura de 25°C, fotoperíodo natural e aeração constante. 

 

2.2.1. Extração e Administração do Extrato de Pedúnculos Oculares 

Após os animais terem sido crioanestesiados, os pedúnculos de 5 

animais HC e 5 HP foram removidos. Foram macerados com 2,0 mL de solução 

fisiológica de caranguejo (SFC) gelada a 4°C, e osmolaridade de 770 mOsm. 

Depois de macerados, os pedúnculos foram centrifugados em centrífuga 

refrigerada a 5000 x g, por 5 minutos. O sobrenadante foi injetado nos animais 
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(100 µL/animal), na concentração de 0,5 mEq de pedúnculo/animal, conforme 

segue: 

I) Animais intactos alimentados com dieta HC foram injetados com 

extrato de pedúnculo de animais HC: Grupo HC/HC. 

II) Animais intactos alimentados com dieta HC foram injetados com 

extrato de pedúnculo de animais HP: Grupo HC/HP. 

III) Animais intactos alimentados com dieta HP foram injetados com 

extrato de pedúnculo de animais HP: Grupo HP/HP. 

IV) Animais intactos alimentados com dieta HP foram injetados com 

extrato de pedúnculo de animais HC: Grupo HP/HC. 

Ainda, foram utilizados animais intactos de cada dieta, injetados com 

SFC como grupos controle: grupo HP, grupo HC. Sendo I, II, III e IV denominados 

grupos experimentais. 

Em todos os grupos experimentais e controles foram utilizados de 3 a 5 

animais. 

O extrato de pedúnculos e a SFC foram injetados entre o terceiro e o 

quarto pereiópodo esquerdo de cada animal.  

Após 45 minutos da administração do extrato de pedúnculo, os animais 

foram crionastesiados para remoção da hemolinfa, tecido hepatopancreático e 

músculo das quelas. 

 

2.2.2. Isolamento e Determinação do Glicogênio 

O isolamento do glicogênio do hepatopâncreas e do músculo da quelas 

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

método enzimático da glicose-oxidase (kit Glicose Enz-Color). A concentração de 

glicogênio em ambos os tecidos foi expressa em mg/g de tecido úmido. 

 

2.2.3. Determinação da Concentração da Glicose Livre 
Os níveis de glicose na hemolinfa, e de glicose livre no hepatopâncreas e 

músculo foram determinados conforme método descrito por Carr e Neff (1984). 

A concentração de glicose livre foi determinada pelo método enzimático 

da glicose–oxidase (kit Glicose Enz-Color), na fração superior obtida com a 

centrifugação. Os resultados foram expressos em mg de glicose livre por g de 

peso úmido de tecido.  

 

2.3- Tratamento Estatístico 

Os resultados foram expressos como média (±) o desvio padrão da 

média (DP). Para comparação dos dados experimentais obtidos nas curvas de 

tratamento, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) de uma via, com teste de 

comparação de Student-Newman-Keuls (SNK). Para comparação do efeito da 

dieta sobre o tratamento hormonal, foi usado ANOVA de duas vias, também com 

teste de comparação SNK. As diferenças entre as médias foram consideradas 

significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que 

0,05 (p ≤0,05). 

As análises estatísticas foram realizadas com programa Sigma Stat 

versão 2.0 compatível com Windows. 
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3. Resultados 

 

3.1. Efeito in vivo do extrato de pedúnculo sobre o metabolismo de 
carboidratos em C. granulata alimentados com uma dieta HP ou HC 
 
3.1.1. Concentração de Glicose na Hemolinfa 

 Nos animais submetidos a uma dieta HP, observou-se um aumento 

significativo (p<0,05) da glicemia em relação ao grupo controle, tanto no grupo que 

recebeu injeção de extrato de pedúnculo de animais HP (HP/HP), como no que 

recebeu injeção de pedúnculo de animais HC (HP/HC). Não foram constatadas 

diferenças significativas entre os dois grupos experimentais (Fig. 1 A). 

O mesmo foi observado nos animais com dieta HC, ou seja, ocorreu um 

aumento significativo (p<0,05) da glicemia em relação ao grupo controle, tanto no 

grupo que recebeu injeção de extrato de pedúnculo de animais HP (HC/HP), como 

no que recebeu injeção de pedúnculo de animais HC (HC/HC). Não foram 

constatadas diferenças significativas entre os dois grupos experimentais (Fig. 1 B). 

 

3.1.2. Concentração de Glicose Livre e de Glicogênio no Hepatopâncreas 

 Nos animais submetidos a uma dieta HP, observou-se um aumento 

significativo (p<0,05) na glicose livre em relação ao grupo controle, tanto no grupo 

que recebeu injeção de extrato de pedúnculo de animais HP (HP/HP), como no 

que recebeu injeção de pedúnculo de animais HC (HP/HC). Não foram 

constatadas diferenças significativas entre os dois grupos experimentais (Fig. 2 A). 

 Nos animais submetidos a uma dieta HC, embora tenha ocorrido uma 

pequena diminuição nos níveis de glicose livre dos grupos experimentais em 
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relação ao controle, a mesma não é significativa. Não foram constatadas 

diferenças significativas entre os dois grupos experimentais (Fig. 2 B). 

Quanto ao glicogênio, nos animais HP, somente o grupo HP/HC apresentou 

uma diminuição significativa (p<0,05) em relação ao grupo controle. Não houve 

diferença significativa entre os grupos experimentais (Fig. 3 A). 

Nos animais submetidos a uma dieta HC, não foram observadas diferenças 

significativas, nem dos grupos em relação ao controle, nem entre os grupos 

experimentais (Fig. 3 B). 

 

3.1.3. Concentração de Glicose Livre e de Glicogênio no Músculo 

 Nos animais submetidos a uma dieta HP, observou-se um aumento 

significativo na glicose livre (p<0,05) em relação ao grupo controle, tanto no grupo 

que recebeu injeção de extrato de pedúnculo de animais HP (HP/HP), como no 

que recebeu injeção de pedúnculo de animais HC (HP/HC). Foi constatada uma 

diminuição significativa (p<0,05) do grupo HP/HC em relação ao HP/HP (Fig. 4 A). 

 Nos animais submetidos a uma dieta HC, não foram observadas diferenças 

significativas, nem dos grupos em relação ao controle, nem entre os grupos 

experimentais (Fig. 4 B). 

 Através de análise estatística (ANOVA TWO WAY) observou-se uma 

diferença significativa (p<0,05) nos valores de glicose livre quando se compara as 

duas dietas havendo uma interação entre as dietas e os grupos demonstrando que 

a dieta altera os níveis de glicose livre em função do CHH injetado (Fig. 4 A e B).  
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Quanto ao glicogênio, nos animais HP, não foram observadas diferenças 

significativas, nem dos grupos em relação ao controle, nem entre os grupos 

experimentais (Fig. 5 A). 

 Nos animais submetidos a uma dieta HC, não houve diferença significativa 

do grupo controle em relação ao grupo que recebeu extrato de pedúnculo HP 

(HC/HP), no entanto, observa-se uma diminuição no glicogênio (p<0,05) em 

relação ao grupo controle no grupo que recebeu injeção de extrato de pedúnculo 

de animais HC (HC/HC). Foi constatado um aumento significativo (p<0,05) do 

grupo HC/HP em relação ao HC/HC (Fig. 5 B). 

 

 
4. Discussão e Conclusões 

 

O efeito hiperglicêmico da injeção de extrato de pedúnculos oculares foi 

constatado nos caranguejos C. granulata alimentados com uma dieta HP, assim 

como, na dieta HC. 

Observou-se que os extratos de pedúnculos oriundos de animais HP e HC 

têm o mesmo efeito sobre a glicemia tanto em animais alimentados com uma dieta 

HP, como em uma dieta HC, muito embora, os níveis de hiperglicemia sejam 

significativamente maiores nos animais HC quando comparados aos HP. No 

entanto, ao compararmos as duas dietas podemos constatar que os níveis basais 

de glicose hemolinfática são significativamente maiores nos animais HC. Esses 

dados foram similares aos encontrados por Kucharski e Da Silva (1991a) que, 

investigando o efeito da composição da dieta sobre a regulação das reservas de 
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carboidratos no caranguejo C. granulata, verificaram um aumento significativo dos 

valores de glicose na hemolinfa e nas reservas de glicogênio no hepatopâncreas e 

no músculo de animais alimentados com uma dieta HC quando comparados 

àqueles com dieta HP. 

Vinagre (1999) estudando o efeito da ablação bilateral dos pedúnculos 

oculares de C. granulata sobre o metabolismo de carboidratos até 144 horas de 

adaptação ao estresse hiposmótico, verificou que 48 horas após a ablação dos 

pedúnculos, os valores da glicemia diminuíram 30% nos caranguejos HP, e 60% 

nos HC. Santos e Colares (1986) avaliando o efeito da ablação dos pedúnculos 

em C. granulata, alimentados com dieta HP, não verificaram qualquer alteração 

nos níveis de glicose hemolinfática até 96 horas após a cirurgia. Entretanto, 

Santos e cols. (1988) estudando o mesmo animal, com a mesma dieta, 

verificaram uma diminuição de 60% dos níveis de glicose hemolinfática 24 horas 

após a ablação bilateral. Segundo os autores, a utilização de técnicas distintas de 

determinação de glicose foi o motivo da obtenção de resultados tão diferentes. 

Vinagre (1999) observou que nos animais alimentados com uma dieta 

HP, a administração do meio resultante da incubação de 4 pedúnculos oculares 

não alterou significativamente os valores de glicose hemolinfática, sendo 

necessário aumentar o número de pedúnculos no meio de incubação para 8 ou 12 

para ser observado o mesmo efeito hiperglicemiante apresentado pelos animais 

HC. Com análise baseada nesses resultados Vinagre (1999) sugere que a 

administração prévia de uma dieta HP levaria a um aumento na resistência 

periférica a ação do CHH. Com isso, a síntese e a liberação do hormônio estaria 

aumentada nos pedúnculos de animais HP, o que explicaria a necessidade de 
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incubar um maior número de pedúnculos oculares para a obtenção de uma 

hiperglicemia. Assim, pedúnculos oriundos de animais HC, teriam muito mais 

CHH do que àqueles originados de animais alimentados com dieta HP. 

Trabalho de Sedlemeier (1987) com o lagostim O. limosus identificou o 

hepatopâncreas como tecido alvo do CHH. Os dados da literatura demonstram 

que esse tecido atuaria como um sítio de liberação de glicose durante situações 

desfavoráveis, como a restrição alimentar, a anoxia e o estresse hiposmótico. 

Ainda, estudos demonstram que o tecido hepatopancreático do caranguejo C. 

granulata apresenta uma elevada concentração de glicogênio (Kucharski e Da 

Sliva, 1991b; Nery e cols., 1993; Vinagre e Da Silva, 1992; Oliveira, 1998). 

Podemos verificar no presente trabalho, que o aumento dos níveis de 

glicose livre do hepatopâncreas causado pelo extrato de pedúnculos oriundos de 

animais HP ou de animais HC foi constatado somente nos animais alimentados 

com uma dieta HP. Ao analisarmos os valores de glicogênio neste tecido, 

observou-se uma diminuição tanto no grupo que recebeu injeção de extrato de 

pedúnculos oriundo de animais HP, como de HC, embora esta diminuição seja 

significativa somente nos animais injetados com extrato de pedúnculos HC 

reforçando a hipótese de que nestes peúnculos há uma maior quantidade e/ou 

atividade do CHH, levando-nos a considerar que, em animais alimentados com 

uma dieta HP, o aumento na glicose livre hepatopancreática pode ser originado 

da glicogenólise neste tecido provocada pelo CHH. 

Quanto ao tecido muscular, no presente estudo, podemos verificar que os 

níveis basais de glicogênio muscular dos animais HC são 3,5 vezes maiores que 

os HP e os de glicose livre não apresentam diferenças significativas entre as 
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dietas, confirmando os resultados encontrados por Vinagre e Da Silva (1992), que 

verificaram que os níveis de glicogênio muscular de animais alimentados com 

dieta HC foram 65% maiores que aqueles encontrados nos animais HP, e por 

Schein (1999) que não observou diferenças significativas da glicose livre no tecido 

muscular entre os animais mantidos com a dieta HC e os mantidos com a dieta 

HP.  

Assim como no hepatopâncreas, o extrato de pedúnculos oculares produziu 

um aumento da glicose livre muscular que foi observado somente nos animais 

submetidos a uma dieta HP, sendo que naqueles animais que sofreram a injeção 

de extrato de pedúnculos HP, esses níveis foram 8,3 vezes maiores que o grupo 

controle. Nos animais alimentados com uma dieta HC, não foi observado 

nenhuma alteração da glicose livre muscular. Foi observado que a diferença no 

modo de ação dos extratos de pedúnculos sobre os níveis de glicose livre do 

músculo de animais alimentados com uma dieta HP ou com uma dieta HC 

provavelmente deva-se ao tipo de dieta a qual os animais foram submetidos, e 

não somente ao efeito da injeção do CHH dos pedúnculos oculares provenientes 

de animais alimentados com as diferentes dietas. 

Nos animais alimentados com dieta HC e injetados com extrato de 

pedúnculos HC, embora não tenha ocorrido aumento da glicose livre muscular, 

houve uma diminuição significativa dos níveis de glicogênio.  

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que nos animais 

alimentados com uma dieta HP, os níveis de glicose hemolinfática, 

hepatopancreática e muscular aumentaram, confirmando o efeito hiperglicemiante 

da injeção de extrato de pedúnculos, independentemente da dieta de origem do 
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extrato. Ainda, os resultados demonstram que a hiperglicemia observada nos 

animais alimentados com uma dieta HP deva-se, principalmente, às custas do 

glicogênio hepatopancreático.  

Nos animais alimentados com uma dieta HC, o efeito hiperglicemiante do 

extrato de pedúnculos proveniente de animais HC e de animais HP, foi constatado 

sobre a glicose hemolinfática. No entanto, não foi observada diminuição dos 

níveis de glicogênio no hepatopâncreas desses animais, indicando que o aumento 

da glicose circulante, provavelmente, deva-se a glicogenólise ocorrida em outro(s) 

tecido(s) e/ou por outras vias metabólicas que não a glicogenólise.  

Johnston e cols. (1972) estudando comparativamente os níveis de 

carboidratos na hemolinfa e no hepatopâncreas de C. maenas verificaram que 75-

80% dos carboidratos nos hemócitos são polissacarídeos, principalmente, 

glicogênio, enquanto que nos hepatopancreócitos essa porcentagem cai para 10-

20%. Johnston e cols. (1973) identificaram a presença de glicose-6-fosfatase nos 

hemócitos e, através de microscopia eletrônica, demonstraram grande conteúdo 

de glicogênio estocado. Estes trabalhos reforçam a hipótese de que o tecido de 

reserva de glicogênio dos crustáceos seria, primordialmente, a hemolinfa e 

secundariamente o hepatopâncreas. 

Partindo-se dos resultados obtidos por Johnston e cols. (1972, 1973) e de 

Kucharski e Da Silva (1991a) os resultados obtidos neste trabalho, demonstrariam 

que: 

1. Em relação ao modo de ação do CHH nos animais alimentados com 

uma dieta HP  como essa dieta  fornece baixo aporte de carboidratos, tanto os 

níveis de glicose circulante, como de glicose e glicogênio tecidual são baixos. O 



 54

CHH agiria aumentando os níveis de glicose circulante a partir das reservas de 

glicogênio dos hemócitos, dos hepatopancreócitos e do músculo, nessa ordem 

respectivamente.   

2. Em relação ao modo de ação do CHH nos animais alimentados com 

uma dieta HC  como nessa dieta o aporte de carboidratos é mais elevado, 

produzindo um aumento nos níveis de glicose circulante, glicose livre e glicogênio 

muscular e hepatopancreático sendo esse aumento, provavelmente, verificado 

também nos hemócitos. Sendo assim, o CHH agiria nos hemócitos, estimulando a 

conversão de glicogênio em glicose que seria, então liberada para a hemolinfa. 

Como os níveis de glicogênio nessas células, provavelmente, sejam bem maiores 

que os verificados na dieta HP, este seria suficiente para produzir a hiperglicemia 

verificada nos animais submetidos à dieta HC, ocorrendo uma insignificante 

mobilização das reservas de glicogênio hepatopancreático. 

Para comprovar essa hipótese serão necessários estudos posteriores 

avaliando diretamente os níveis de carboidratos dos hemócitos tanto de animais 

HP, como HC, assim como a ação do CHH sobre os mesmos. 

Os resultados aqui encontrados confirmam a ação hiperglicemiante do 

CHH de extrato de pedúnculos oculares sobre o metabolismo de carboidratos do 

caranguejo Chasmagnathus granulata e destacam a importância da dieta na 

atividade enzimática, ação hormonal e, consequentemente, na homeostasia 

desse animal. 
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Fig. 1: Concentração de glicose na hemolinfa de caranguejos Chasmagnathus 
granulata alimentados com dieta rica em proteínas (HP) e carboidratos (HC) após 45 
min de injeção com extrato de pedúnculos: 

A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedúnculos de 
animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedúnculos de animais HC 
(HP/HC); 

B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedúnculos de 
animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedúnculos de animais HP 
(HC/HP). 

Os dados estão expressos como média ± DP. 
O número de animais em cada grupo variou de 3 a 5. 
*: Diferença significativa (p< 0,05) em relação ao grupo controle. 
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Fig. 2: Concentração de glicose livre no hepatopâncreas de caranguejos 
Chasmagnathus granulata alimentados com dieta rica em proteínas (HP) e 
carboidratos (HC) após 45 min de injeção com extrato de pedúnculos: 

A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedúnculos 
de animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedúnculos de animais 
HC (HP/HC); 

B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedúnculos 
de animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedúnculos de animais 
HP (HC/HP). 

Os dados estão expressos como média ± DP. 
O número de animais em cada grupo variou de 3 a 5. 
*: Diferença significativa (p< 0,05) em relação ao grupo controle. 
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Fig. 3: Concentração de glicogênio em Hepatopâncreas de caranguejos 
Chasmagnathus granulata alimentados com dieta rica em proteínas (HP) e carboidratos 
(HC) após 45 min de injeção com extrato de pedúnculos: 

A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedúnculos de 
animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedúnculos de animais HC 
(HP/HC); 

B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedúnculos de 
animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedúnculos de animais HP 
(HC/HP). 

Os dados estão expressos como média ± DP.  
O número de animais em cada grupo variou de 3 a 5. 
*: Diferença significativa (p< 0,05) em relação ao grupo controle. 
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Fig. 4: Concentração de glicose livre no músculo de caranguejos Chasmagnathus 
granulata alimentados com dieta rica em proteínas (HP) e carboidratos (HC) após 45 
min de injeção com extrato de pedúnculos: 

A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedúnculos de 
animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedúnculos de animais HC 
(HP/HC); 

B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedúnculos de 
animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedúnculos de animais HP 
(HC/HP). 

Os dados estão expressos como média ± DP.  
O número de animais em cada grupo variou de 3 a 5. 
*: Diferença significativa (p< 0,05) em relação ao grupo controle. 
#: Diferença significativa (p< 0,05) entre os grupos experimentais. 
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Fig. 5: Concentração de glicogênio no músculo de caranguejos Chasmagnathus 
granulata alimentados com dieta rica em proteínas (HP) e carboidratos (HC) após 45 
min de injeção com extrato de pedúnculos: 

A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedúnculos de 
animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedúnculos de animais HC 
(HP/HC); 

B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedúnculos de 
animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedúnculos de animais HP 
(HC/HP). 

Os dados estão expressos como média ± DP.  
O número de animais em cada grupo variou de 3 a 5. 
*: Diferença significativa (p< 0,05) em relação ao grupo controle. 
#: Diferença significativa (p< 0,05) entre os grupos experimentais. 
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Resultados Complementares 

 

 

2.4. Efeito in vivo do extrato de pedúnculo sobre a atividade da glicogênio-

fosforilase na forma total (GFT) e ativa (GFA) no hepatopâncreas de 

Chasmagnathus granulata alimentados com uma dieta HC 

 

Uma das hipóteses mais defendidas pelos pesquisadores, quanto ao papel 

do CHH, é a de que este exerce uma ação sobre as reservas de carboidratos 

fazendo a conversão de glicogênio em glicose, através do aumento da atividade 

da glicogênio-fosforilase (GF). 

Sedlmeier, em 1982, através de estudos in vivo no lagostim O. limosus, 

verificou que a atividade da glicogênio-sintase (GS) aumentava após ablação 

bilateral dos pedúnculos, sendo esse efeito revertido, após injeção de CHH. No 

entanto, esse autor verificou que, embora os níveis de atividade da GS voltassem 

ao normal, uma considerável quantidade de glicogênio continuava a ser 

sintetizada, mesmo em presença de CHH. Esses resultados, aliados à diminuição 

da taxa de incorporação de glicose em glicogênio, em até 50%, em estudos do 

hepatopâncreas do mesmo animal, in vitro levaram esse autor a concluir que a 

concentração de glicose no meio influenciaria a síntese de glicogênio, agindo 

sobre a GF (Sedlemeier, 1987).  

Oliveira (1998) comparando a atividade da glicogênio-fosforilase na forma 

total (GFT) e na forma ativa (GFA), sobre o metabolismo de carboidratos do 

hepatopâncreas de C. granulata expostos a diferentes tempos de anoxia e 
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recuperação da anoxia, não observou diferença significativa na atividade da GFT 

entre os animais alimentados com dieta HC ou HP. No entanto, a atividade da 

GFA comparada a GFT dos animais HC foi de 98%, enquanto que nos animais HP 

foi de 66%. Este autor sugere que a concentração de glicogênio intracelular 

controle sua mobilização, via interconversão da forma b para a forma a da 

glicogênio-fosforilase, através de um sistema de retroalimentação entre os níveis 

de glicogênio tecidual e o sistema fosforilase. 

Kummer e Keller (1993) identificaram um grande número de receptores 

com alta afinidade para o CHH nas membranas dos hepatopancreócitos de O. 

limosus e C. maenas. Tendo em vista que, o CHH de crustáceos tem a mesma 

resposta metabólica sobre os níveis de glicose circulante, assim como o glucagon 

de vertebrados, este também atuaria estimulando a GF. Ainda, como nos animais 

alimentados com uma dieta HC, os níveis de glicogênio hepatopancreático são 

maiores que nos animais HP, a ação da GF poderia ser melhor observada.  

No presente trabalho, foram realizados experimentos para a verificação da 

atividade da GF no hepatopâncreas de animais HC, injetados com extrato de 

pedúnculos HP (HC/HP) e HC (HC/HC). 

Na figura 6 pode ser observado no grupo controle que há uma diferença de 

35% entre os níveis de GFT e GFA. Nos grupos experimentais, essa diferença 

diminui para 7% no grupo HC/HC e se mantém, praticamente igual ao controle 

(33%) no grupo HC/HP. 

Não há diferenças significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais 

nem em relação ao controle, nem entre os tratamentos para GFT. 
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Ocorreu uma diminuição significativa do grupo HC/HC em relação ao 

controle para GFA, mas não há diferença significativa do grupo HC/HP em relação 

ao controle. Observou-se um aumento significativo no grupo HC/HP em relação ao 

HC/HC.  

Vinagre (1999) observou que nos animais alimentados com uma dieta 

HP, a administração do meio resultante da incubação de 4 pedúnculos oculares 

não alterou significativamente os valores de glicose hemolinfática, sendo 

necessário aumentar o número de pedúnculos no meio de incubação para 8 ou 12 

para ser observado o mesmo efeito hiperglicemiante apresentado pelos animais 

HC. Baseado nesses resultados o autor sugere que a administração prévia de 

uma dieta HP levaria a um aumento na resistência tecidual periférica a ação do 

CHH. Com isso, a síntese e a liberação do hormônio estaria aumentada, o que 

explicaria a necessidade de incubar um maior número de pedúnculos oculares 

para a obtenção de uma hiperglicemia. Assim, o inverso provavelmente ocorra 

com pedúnculos oriundos de animais HC, que teriam muito mais CHH do que 

àqueles originados de animais alimentados com dieta HP. 

Ao contrário do observado em vertebrados na ação do glucagon sobre a 

GFA (Lenninger, 2000), após a injeção de extrato de pedúnculos oriundos de 

animais HC, ou seja, com mais CHH ocorre uma diminuição significativa da GFA 

no hepatopâncreas de animais submetidos a dieta HC, em relação ao grupo 

controle, que não é observada nos animais injetados com extrato de pedúnculos 

HP. 

No presente trabalho, foi observado um valor 35% menor nos níveis da 

GFA em relação aos níveis da GFT. Oliveira (1998) comparou a atividade da 
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glicogênio-fosforilase na forma total (GFT) e na forma ativa (GFA), sobre o 

metabolismo de carboidratos do hepatopâncreas de C. granulata expostos a 

diferentes tempos de anoxia e recuperação da anoxia. Este autor observou que a 

GFA comparada a GFT dos animais HC foi de 98%. Como já mencionado 

anteriormente, Sedlemeier (1982), estudando o lagostim O. limosus in vivo 

identificou o hepatopâncreas como tecido alvo do CHH. Esse mesmo autor, 

estudando o hepatopâncreas do mesmo animal in vitro, em 1987, concluiu que a 

concentração de glicose no meio influenciaria a síntese de glicogênio, agindo 

sobre a glicogênio–fosforilase (GF).  

Como observado nas fig 3 e 4 tanto os níveis de glicose, como os de 

glicogênio são elevados no hepatopâncreas, pois o mesmo é caracterizado como 

um tecido de reserva de carboidratos do C. granulata, principalmente no período 

de inverno (Herreid e Full, 1988; Kucharski e Da Silva, 1991; Turcato, 1990; 

Vinagre e Da Silva 1992), o que confirmaria a diferença de 35% entre os níveis de 

GFA em relação aos de GFT no grupo controle. Além disso, é sabido que a 

atividade enzimática no hepatopâncreas de crustáceos é muito alta, devido a este 

tecido ser um sítio de armazenamento e conversão de substratos energéticos em 

várias situações de estresse pelas quais os crustáceos passam. Por isso esse 

tecido deve sofrer um congelamento imediato, logo após sua retirada do animal, 

para que nenhuma ação enzimática, seja da GF ou de outras enzimas possam 

atuar, entretanto no trabalho de Oliveira (1998, 2001), segundo os materiais e 

métodos, isso não foi observado. 

Segundo Santos e Keller (1993) analisando o trabalho de Vinagre e Da 

Silva (1992) uma rápida diminuição dos níveis do glicogênio hepatopancreático 



 69

em animais alimentados com uma dieta HC, durante jejum e aumentada glicemia, 

indicariam um paradoxo, que poderia ser explicado se considerarmos a 

possibilidade de que a glicogênio-fosforilase e a glicogênio-sintase possam ser 

influenciadas pela concentração de glicogênio nos tecidos, similarmente ao que 

ocorre em mamíferos (Munger e cols., 1993) e moluscos (Rossi, 1992; Hemminga 

1985 b). 

Assim, os resultados demonstram que a dieta, de alguma forma, interfere 

na ação das enzimas, assim como na resposta à ação do CHH.  
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Fig. 6: Atividade da glicogênio-fosforilase na forma total (GFT) e ativa (GFA) em 

hepatopâncreas de C. granulata submetidos a uma dieta HC: 

HC/HC: animais injetados com extrato de pedúnculo de animais HC; 

HC/HP: animais injetados com extrato de pedúnculos de animais HP. 

Os resultados estão expressos como média ± DP. 

Foram usadas duas amostras, de um pool de 5 animais, cada, para cada grupo 

experimental. 

O tecido foi coletado, após 45 min de injeção do extrato de pedúnculos com CHH. 

*: diferença significativa (p< 0,05) em relação ao controle. 
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3.2- Efeito in vitro do extrato de pedúnculo sobre a captação de 2-Deoxi-D-

Glicose-1-14C no hepatopâncreas de Chasmagnathus granulata alimentados 

com uma dieta HC 

 

Vários autores, baseados nos resultados obtidos em experimentos que 

avaliam a glicemia e/ou glicose livre de diferentes tecidos em vários crustáceos, 

sugeriram que a hiperglicemia causada pelo CHH seria devida, em parte, pela 

diminuição da utilização e/ou captação de glicose pelos tecidos e não somente 

pelo aumento da degradação de glicogênio (Santos e cols., 1988; Santos e 

Stefanello, 1991; Scheer e Scheer, 1951).  

No presente estudo observamos que, em relação a captação, pelo menos 

no hepatopâncreas de C. granulata alimentados com uma dieta HC, ocorreu 

justamente o oposto. Observou-se um aumento significativo (p<0,05) da captação 

de 2-Deoxi-D-Glicose-1-14C no grupo alimentado com dieta HC que recebeu 

injeção de extrato de pedúnculo de animais HC (HC/HC). Não foi observada 

diferença significativa nem do grupo que recebeu extrato de pedúnculos de 

animais HP (HC/HP) em relação ao controle, nem entre os grupos experimentais 

(Fig. 7). 

Ainda podemos verificar que os resultados dos níveis de carboidratos in 

vivo, demonstraram que a liberação de glicose livre é insignificante, bem como a 

mobilização de glicogênio no hepatopâncreas de animais HC. 

Ambos os extratos de pedúnculos aumentaram a captação de 2-Deoxi-D-

Glicose-1-14C. No entanto, o aumento de 30% no grupo HC/HC comparado ao de 
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15% (não significativo) no grupo HC/HP deveu-se, provavelmente, a maior 

quantidade de CHH presente no extrato de pedúnculos de animais HC. 

Aliando-se esses resultados com o equilíbrio fino existente entre a GS e a 

GF no processo de síntese e quebra de glicogênio, e os resultados obtidos por 

Vinagre (1999) que propõe uma maior concentração e/ou atividade do CHH nos 

pedúnculos de animais HC, podemos inferir que: 

a. Por ter maior concentração e/ou atividade do CHH, o extrato de 

pedúnculos proveniente de animais HC promoveu aumento na captação de 

glicose, contrariamente ao esperado numa dieta HP; 

b. O aumento na entrada de glicose nas células do hepatopâncreas (Fig. 7) 

dos animais HC/HC, causaria uma diminuição na atividade da glicogênio-

fosforilase (fg. 6) e um possível aumento da GS.  
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FIG. 7: Efeito in vitro do extrato de pedúnculo sobre a captação de 2-Deoxi-D-

Glicose-1-14C no hepatopâncreas de Chasmagnathus granulata alimentados 

com uma dieta HC injetado com extrato de pedúnculos de animais HC 

(HC/HC) e de animais HP (HC/HP). 

Os dados estão expressos como média ± DP. 

O número de animais usados para cada grupo foi de 4 ou 5. 

*: Diferença significativa (p< 0,05) em relação ao controle. 
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CONCLUSÕES GERAIS E PERSPECTIVAS 

 
Desde que foi constatada a existência de um “fator diabetogênico” até o 

sequenciamento e elucidação da estrutura do CHH, muito pouco foi revelado, 

sobre seu papel fisiológico. Em busca do aperfeiçoamento na aquicultura e da 

criação comercial de crustáceos, foram desenvolvidos estudos no sentido de 

promover a clonagem do hormônio para utilização do mesmo em animais de 

criatório, mas seu mecanismo de ação, as rotas metabólicas, e a pleiotropia de 

suas funções são ainda um mistério aos pesquisadores (Chung e Webster, 2003; 

Chung e cols., 1999; Chang e cols., 1998; Udomkit e cols., 2004). 

Este trabalho não tem a pretensão de elucidar todos os pontos do papel 

fisiológico do CHH, muito menos, no metabolismo de crustáceos, mas compõe 

uma parte no “quebra-cabeças” do estudo do metabolismo e endocrinologia 

comparados. 

Podemos comprovar o papel hiperglicemiante do extrato de pedúnculos 

contendo CHH. Bem como, a importância da dieta na ação hormonal, e no 

metabolismo das reservas de carboidratos em Chasmagnathus granulata. 

Assim, nos animais submetidos a uma dieta HP, a origem da glicose vista 

na hiperglicemia deste caranguejo viria das reservas de glicogênio teciduais, 

constatadas pela diminuição desse polissacarídeo no hepatopâncreas e no 

músculo. Já na dieta HC, o aumento da glicemia observado seria devido, ou a 

outra rota metabólica que não a glicogenólise, ou a glicogenólise de outro(s) 

tecido(s) que não o hepatopâncreas e o músculo, visto que os níveis de glicogênio 

de ambos esses tecidos não sofreram alterações nessa dieta (tabela 2). 
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TABELA 2: Níveis de carboidratos na hemolinfa, hepatopâncreas e músculo de C. 

granulata submetidos as dietas HP e HC, injetados com extarto de pedúnculos 

provenientes de animais HP e HC. (*: valores com diferença significativa (p<0,05) em relação 

ao grupo controle): 

 

Seguindo a segunda hipótese, temos suporte na literatura para sugerir o  

papel dos hemócitos como tecido primordial na mobilização de carboidratos, em 

especial de glicogênio. 

Para comprovar tal hipótese, uma nova linha de estudos deve ser 

desenvolvida, no sentido de isolar, quantificar e analisar o papel dos hemócitos na 

mobilização das reservas de carboidratos no caranguejo Chasmagnathus 

granulata para, posteriormente, elucidar a ação do CHH e de outros hormônios na 

mobilização das reservas de carboidratos dessas células. 

Controle Extr. de Ped. de
animais HP (CHH-HP)

Extr. de Ped. de
animais HC (CHH-HC)

Dieta HP Dieta HC Dieta HP
(HP/HP)

Dieta HC
(HC/HP)

Dieta HP
(HP/HC)

Dieta HC
(HC/HC)

Glicemia 10,77
(± 3,2)

22,13
(± 5,7)

28,27*
(± 7,1)

89,01*
(± 11,2)

38,42*
(± 9,8)

84,68*
(± 23)

Gl. Livre
Hepatop.

8,96
(± 1,1)

7,53
(± 0,7)

11,05*
(± 1,6)

6,43
(± 2,5)

11,7*
(± 1,4)

6,32
(± 2)

Glicog.
Hepatop.

0,26
(± 0,04)

0,31
(± 0,1)

0,2
(± 0,06)

0,28
(± 0,2)

0,135*
(± 0,05)

0,32
(± 0,1)

Gl. Livre
Músculo

0,42
(± 0,1)

0,51
(± 0,1)

3,48*
(± 0,1)

0,675
(± 0,2)

0,81*
(± 0,1)

0,42
(± 0,1)

Glicog.
Músculo

0,09
(± 0,01)

0,32
(± 0,1)

0,077
(± 0,02)

0,296
(± 0,03)

0,114
(± 0,03)

0,173*
(± 0,04)
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Os resultados obtidos a partir dos experimentos de captação e da atividade 

da GF demonstraramm o quanto é desconhecido o mecanismo de ação desse 

hormônio, pelo menos no que se refere a influência da composição da dieta, pois 

aparentemente contrariam os conceitos clássicos estabelecidos pelos 

pesquisadores, visto que as linhas de pesquisa baseiam-se na dieta de proteínas. 

Estudos posteriores serão necessários para identificar no hepatopâncreas 

a importância do tempo de incubação deste tecido oriundo tanto de animais HP, 

como HC, injetados com extrato de pedúnculos de animais HP e HC. 

Os resultados aqui encontrados confirmam a ação hiperglicemiante do 

CHH de extrato de pedúnculos oculares sobre o metabolismo de carboidratos do 

caranguejo Chasmagnathus granulata e destacam a importância da dieta na 

atividade enzimática, ação hormonal e, consequentemente, na homeostasia 

desse animal. 
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(c) Insert heavy rules at the head and foot of each table, and fine rules below column 
headings. 
 
Italics: Genus and species names, and other words normally italicized, should be typed in 
italics or underlined. Do not use italics in the references. 
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Computer Disks: CBP uses electronic files for speed and accuracy of production. Authors 
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Instructions regarding GenBank/DNA Sequence Linking: 
 
DNA sequences and GenBank Accesion numbers: Many Elsevier journals cite "gene 
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