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granulatus insulin receptor-like tyrosine kinase)

CHH - hormanio hiperglicémico de crustaceos

DHAF - diidroxiacetona fosfato

FBFase - frutose-1,6-bifosfatase

G6Fase - glicose-6-fosfatase

MeAIB - &cido metil-aminoisobutirico

OAA - oxalacetato

PC - piruvato carboxilase

PEP - fosfoenolpiruvato

PEPCK - fosfoenolpiruvato carboxiquinase

PMSF - fenilmetilsufonil fluoride

RVD - regulacdo para diminui¢do do volume celular (regulatory cell volume decrease)

RVI - regulacdo para aumento do volume celular (regulatory cell volume increase)

SFC - solucéo fisioldgica de caranguejo

TMAO - 6xido de trimetilamina



RESUMO

Este estudo teve como objetivo verificar o efeito do estresse osmético sobre a via
gliconeogénica a partir de glicerol em branquias e sobre a concentracdo de lipidios
totais em diferentes tecidos de Chasmagnathus granulatus, no inverno e no verao, bem
como a atividade das enzimas gliconeogénicas glicose-6-fosfatase (G6Fase) e frutose
1,6-bifosfatase (FBFase). Foram determinadas as concentracfes de lipidios totais em
branquias anteriores (BA) e posteriores (BP), hepatopancreas, musculo da quela e
hemolinfa de animais do grupo controle (20%o) ou submetidos a 1, 3 e 6 dias de estresse
hipo (0%o) ou hiperosmético (34%o) no inverno e no verdo. Em BPs a concentracdo de
lipidios totais foi maior do que nas BAs de inverno e verdo. No hepatopancreas, durante
0 estresse hiperosmotico, a concentracdo de lipidios foi maior no inverno do que no
verdo. No verdo, a concentracdo de lipidios totais diminuiu nas BPs, no hepatopancreas
e no musculo durante o estresse hiperosmotico, sugerindo que os lipidios estdo sendo
utilizados como substrato energético durante a aclimatacdo ao estresse. O aumento da
concentracdo de lipidios totais nas branquias e no hepatopancreas sugere a participacéo
da lipogénese no ajuste metabdlico ao estresse hiposmatico no inverno. A formacéo de
glicose foi determinada a partir de [**C] - glicerol-, in vitro, em BAs e BPs de animais
do grupo controle ou submetidos ao estresse hipo ou hiperosmoético de 1, 3 e 6 dias no
inverno e no verdo. A gliconeogénese em BAs e BPs do grupo controle foi maior no
verdo do que no inverno. No verdo, no grupo controle, a gliconeogénese das BPs foi
maior do que aquela das BAs. A diminuicdo da capacidade gliconeogénica das
branquias durante diferentes tempos de estresse hiperosmético sugere a participacéo
desses tecidos no ajuste metabdlico ao estresse. Durante o estresse hiposmotico, o
glicerol parece ndo ser o substrato preferencial utilizado por essa dessa via tanto no
verdo como no inverno. A atividade das enzimas G6Fase e FBFase foi determinada em
BAs e BPs, hepatopéancreas e masculo da mandibula de animais do grupo controle ou
submetidos a 3 dias de estresse hipo ou hiperosmético nos meses de verdo. A atividade
da G6Fase e da FBFase no grupo controle foi mais elevada no hepatopancreas do que
nos outros tecidos. As atividades dessas enzimas confirmam que a via gliconeogénica é
completa nos tecidos estudados. O efeito do estresse hipo ou hiperosmético, in vivo,

sobre a atividade das enzimas varia conforme o tecido do caranguejo.



INTRODUCAO

As variacOes extremas dos fatores ambientais, em estuarios, exercem um
controle seletivo e severo sobre as espécies que habitam essas areas. Mudancas tanto
comportamentais como estruturais e funcionais ocorrem nos organismos lacustres e
estuarinos, capacitando-os a tolerar as alteragGes freqlientes das caracteristicas fisico-
quimicas do meio (Kinne, 1993). Os seres vivos que vivem em ambientes aquaticos
com grande flutuacdo de salinidade, constantemente sofrem alteragdes no volume
celular devido a perda ou ao ganho de &gua (Yancey et al., 1982).

Os estuarios sdo ecossistemas resultantes da transicdo entre os ambientes
marinho e limnico, caracterizando-se por periodos irregulares de total cobertura de agua
e outros de completa exposicdo do substrato. Esses ecossistemas, que constantemente
sofrem a influéncia de fatores oceanograficos, limnicos e meteoroldgicos, impdem a sua
boita um elevado estresse ambiental. O estresse pode ser gerado tanto pelas variagdes
extremas de fatores como salinidade e temperatura, bem como pela concentragdo de O,
dissolvido no meio e pelos ciclos das marés (Odum, 1985).

Considerando-se as variacdes na concentracdo osmética dos fluidos corporais
dos organismos aquaticos em resposta as variacdes de salinidade do meio, distinguem-
se duas formas de ajustes osmaticos: osmoconformacao e osmorregulacao. Nas espécies
osmoconformadoras, a pressdo osmatica intracelular pode variar de acordo com a
variacdo da osmolalidade do meio, ou seja, esses animais mantém a osmolalidade dos
seus fluidos corporais semelhantes aquela do meio em que se encontram. As espécies

osmorreguladoras sdo capazes de tolerar variagcdes na salinidade do meio com minimas



alteragcdes da concentracdo osmotica da hemolinfa (Pequeux, 1995, Schmidt-Nielsen,
2002).

Entre os crustaceos decdpodes, encontram-se desde animais marinhos
estenoalinos com pouca ou nenhuma capacidade osmorreguladora, portanto, tolerantes a
pequenas variacOes de salinidade, até animais estuarinos eurialinos tolerantes a grandes
variacOes de salinidade no meio e com minimas alteracGes da concentracdo osmotica da
hemolinfa. Nos crustaceos eurialinos, a osmolaridade do fluido extracelular pode variar
em funcdo da osmolaridade do meio ambiente (Huggins e Munday, 1968; Mantel e
Farmer, 1983; Péqueux, 1995, Schmidt-Nielsen, 2002).

Estd bem documentado na literatura que, em &reas estuarinas e intertidais, as
flutuacbes constantes de salinidade impdem um estresse idnico a sua biota. Essas
variacdes de salinidade induzem mudancas na composi¢do organica e inorganica dos
fluidos corporais dos organismos de estuarios e marinhos intertidais, exigindo desses
animais ajustes homeostaticos compensatorios (Kasschau et al, 1984; Matsushima e
Hayashi, 1992; Bishop e Burton, 1993; Okuma e Abe, 1994; Pillet et al., 1995). A
aquisicdo da capacidade osmorreguladora desempenhou um importante papel na
conquista de novos habitats por esses animais (Péqueux, 1995).

O caranguejo C. granulatus pode ser classificado como eurialino, uma vez que
suporta uma ampla variagdo de salinidade e como um regulador hiper-hiposmético,
apresentando hemolinfa hiposmdética em meio concentrado (40%.) e hemolinfa
hiperosmotica em meio diluido (0%. a 20%0) (Mafie-Gazon et al., 1974). Seu ponto
isosmatico situa-se entre 28,5%0 e 30%o, no inverno e no verdo, respectivamente
(Bromberg, 1992). Cervino et al. (1996) demonstraram que caranguejos C. granulatus
adaptados durante 45 dias as salinidades de 7, 12, 20 ou 34 %o e submetidos a um

experimento onde tinham liberdade de escolher uma entre estas quatro salinidades,



optavam pela salinidade mais elevada, quando tinham sido previamente aclimatados a
salinidade de 20 ou 34%.. Entretanto, aqueles animais aclimatados a baixas salinidades
ndo apresentaram nenhuma preferéncia estatisticamente significativa.

Segundo Gilles (1982), crustaceos eurialinos apresentam dois mecanismos
basicos para enfrentar o estresse osmotico: (1) regulacdo anisosmotica do fluido
extracelular, a qual implica no controle da osmolaridade da hemolinfa independente da
osmolaridade do meio externo; (2) regulacdo isosmotica do fluido intracelular, o que
implica em um controle da osmolaridade do fluido intracelular e do volume celular, com
0 objetivo de manté-lo isosmotico em relagdo ao fluido extracelular.

A regulacdo isosmotica do fluido intracelular implica em duas fases: (1)
compreende respostas imediatas de alteragdo do volume celular, como conseqiiéncia de
choques osmoticos, e envolve a plasticidade da membrana plasmatica; (2) esta
relacionada com eventos de influxo e efluxo de efetores osmoticos, tanto organicos
(aminoécidos livres) como inorganicos (Na*, ClI" e K*) (Gilles, 1997; Gilles e Delpire,
1997). Entre os efetores inorganicos, o fon K* é essencialmente importante durante os
choques hipo-hiperosmaético, pois limita a alteracdo do volume celular em invertebrados
eurialinos (Gilles, 1987; Gilles, 1997). Contudo, os efetores organicos séo considerados
como principais responsaveis pelo reajuste do volume celular durante alteracdes
osmoticas do meio extracelular (Gilles e Delpire 1997; Gilles, 1997).

Os principais osmolitos organicos em eucariotos, que vivem em ambiente
aquatico estressante, estdo restritos a uma pequena classe de moléculas com baixo peso
molecular: polidis (ex. glicerol, manitol e sacarose); aminodcidos livres e derivados de
aminoacidos (ex. taurina, glicina e glutamina); uréia e metilaminas (ex.: 6xido de
trimetilamina - TMAO, betaina e sarcosina) (Yancey et al., 1982). A importancia da sua

funcdo como efetor osmético depende da espécie estudada. Em invertebrados e em
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vertebrados de agua doce, com excecdo dos agnatas e dos celacantos, a osmolaridade
extracelular € geralmente baixa: 280-359 mOsm/L. Os ions inorganicos contribuem com
aproximadamente 200-300 mOsm/L e os osmolitos organicos de baixo peso molecular
com 50-100 mOsm/L. Em invertebrados marinhos ou em peixes primitivos a
osmolaridade é aproximadamente trés vezes mais alta. Em animais com osmolaridade
extracelular de 1000 mOsm/L, aproximadamente 200-300 mOsm/L sd&o de ions
inorganicos e o restante (700-800 mOsm/L) de diferentes osmolitos organicos, como 0s
compostos nitrogenados e polidis. Entretanto, a concentracdo intracelular dos osmolitos
inorganicos permanece quase inalterada mesmo que ocorram grandes variacGes nas
concentragdes extracelulares (Gilles e Delpire 1997; Gilles, 1997).

Em mamiferos, a exposicdo de células a um meio anisosmoético tem sido
utilizada para estudos da regulacdo do volume celular. Células submetidas de forma
stibita a0 meio hiposmotico incharam de modo semelhante a osmoémetros, e dentro de
minutos retornaram ao seu volume original. Este comportamento foi denominado
regulagéo para diminui¢do do volume celular (regulatory cell volume decrease — RVD).
Inversamente, a exposicdo subita ao meio hiperosmoético levou a redugdo do volume
celular e as células murcharam de modo semelhante a osmdmetros. Apos alguns
minutos ocorreu uma regulacdo para aumento do volume celular (regulatory cell volume
increase — RVI), o que levou o volume regulatério proximo aos valores iniciais. Os
mecanismos responsaveis pelo RVD e RVI podem diferir entre os diferentes tipos
celulares, mas, em geral, envolvem a ativacdo de sistemas de transporte de ions na
membrana plasmética. Contudo, esses mecanismos nao restabelecem completamente os
volumes celulares e as células permanecem levemente murchas ou levemente

entumecidas. Foi proposto que esta pequena variagdo atue como sinal indutor para
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ativacdo ou inibicdo dos processos metabolicos celulares (Haussinger et al., 1994; Lang
et al., 1998; Schliess e Haussinger, 2002).

O aumento do volume celular pode produzir como RVD um sinal anabdlico,
pois estimula a sintese de proteinas, de glicogénio e, em menor grau, de lipidios em
mamiferos. Além disso, protege a célula contra danos oxidativos e contra danos
causados por aquecimento. Ja a reducdo do volume celular leva ao catabolismo para
ativar a RVI, aumentando a protedlise, a glicogendlise e a gliconeogénese, contribui
para a resisténcia a insulina e aumenta a suscetibilidade da célula aos danos causados
pelo estresse (Lang et al., 1998; Schliess e Haussinger, 2002).

Mudancas na concentracdo de osmdlitos organicos no fluido extracelular
influenciam diretamente as vias metabdlicas, pois alteram o fluxo de substratos para as
células. Desta forma, altera a concentracdo de hormonios e outras moléculas
sinalizadoras, estimulando ou inibindo a expressdo de genes que codificam proteinas
reguladoras ou enzimas chave do metabolismo intermediario. Essas alteracOes
metabdlicas estdo diretamente relacionadas com as adaptacgdes fisiologicas necessarias a
sobrevivéncia das células as alteragdes no meio extracelular (Schliess e Haussinger,
2002).

O metabolismo dos compostos nitrogenados estaria envolvido na resposta
fisiologica ao estresse osmotico, atuando através de modificacbes na sintese e na
degradacdo de proteinas em aminoéacidos livres, no transporte desses aminoacidos pelas
membranas plasmaticas e na renovacao de proteinas que serviriam como reservas desses
aminoacidos (Schoffeniels, 1976; Gilles, 1982; Gilles e Delpire, 1997). A partir de
estudos realizados em invertebrados, Gilles (1982) prop6s que durante o ajuste
homeostatico ao estresse osmdtico ocorreriam mudangas na concentracdo dos

aminoacidos livres tissulares, os quais seriam utilizados em trés mecanismos basicos:
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(1) deslocamento do equilibrio entre influxo e efluxo dos aminoacidos através da
membrana plasmatica; (2) alteracbes na oxidacdo dos aminoacidos tissulares; (3)
alteracdes na sintese e/ou degradacao de proteinas.

A literatura descreve que 0 estresse osmotico em invertebrados marinhos ou
estuarinos altera a concentragdo dos aminoacidos livres intracelulares. A concentracdo
de aminoacidos ndo-essenciais, como, por exemplo, a glicina, a prolina e a alanina, ap6s
mudancas ambientais de salinidade, pode variar de 0,1 a 0,2 M em crustaceos marinhos.
Assim, os aminoacidos livres aliados a compostos nitrogenados como o oxido de
trimetilamina e a betaina, perfazem 50 a 60% dos efetores osmaéticos nesses animais.
Em crustéaceos eurialinos, a concentracdo de aminodacidos livres tissulares € cerca de 10
vezes maior do que aquela dos tecidos de mamiferos, enquanto que 0s niveis
hemolinfaticos sdo equivalentes (Huggins e Munday, 1968; Gilles, 1997). Estéa descrito
na literatura que a arginina, a alanina, a prolina, o acido glutdmico e a taurina sdo os
mais importantes efetores osmoticos organicos. Entretanto, a contribuigdo relativa de
cada aminoécido no ajuste osmoético pode variar entre as espécies e entre os diversos
tecidos de uma mesma espécie (Huggins e Munday, 1968; Bowlus e Somero, 1979;
Chang e O’Connor, 1983; Mantel e Farmer, 1983; Bishop e Burton, 1993).

Em C. granulatus mantidos em salinidade de 20%., a determinagdo de
aminoacidos livres na hemolinfa revelou a presenca de aminoacidos essenciais e nao
essenciais, sendo a glicina, a serina, a arginina, a alanina e a prolina os mais abundantes.
Durante o estresse hiperosmotico a concentracao de glicina na hemolinfa diminuiu 60%
(Schein, 1999).

Durante o estresse hiposmotico, in vivo, a oxidagdo total de aminoécidos nédo
estaria envolvida na diminuicdo da concentracdo de aminoacidos intracelulares em

hepatopancreas e musculo mandibular de C. granulatus. Entretanto, durante o estresse
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hiperosmatico, a reducdo da oxidacéo de [**C]- alanina parece ser um dos mecanismos
implicados no aumento da concentracdo de aminoacidos livres intracelulares no
hepatopancreas (Schein et al. 2005b). Bock (2005) verificou que a sintese de proteinas,
a captacdo e a oxidacdo de aminoacidos parecem estar envolvidos no aumento ou
diminuicao da concentracdo de aminoacidos intracelulares em hepatopancreas, muasculo
mandibular e bréanquias anteriores e posteriores de C. granulatus submetidos ao estresse
hipo ou hiperosmotico agudo in vitro. A autora constatou no estresse hiposmotico um
aumento na sintese de proteinas em todos os tecidos estudados, exceto nas branquias
anteriores; e no estresse hiperosmotico uma reducdo da sintese de proteinas em todos o0s
tecidos. Durante o estresse hiposmdtico a diminuicdo na captacdo de aminoacidos via
sistema A e 0 aumento na oxidacéo total da [**C]-L-leucina foram empregados como
mecanismo para reduzir os niveis intracelulares de aminoéacidos em brénquias
posteriores e anteriores, respectivamente. Nenhum dos tecidos mostrou capacidade de
mobilizacdo de proteinas sintetizadas a partir de [**C]-leucina durante os diferentes
estresses.

Durante o estresse hiperosmoético de 3 dias foi constatado aumento da captacao
de colina no hepatopécreas de C. granulatus e da sintese de glicina betaina com funcéo
osmo-protetora. Entretanto, em branquias, ndo houve variagéo significativa de formacéo
de glicina-betaina, sugerindo a utilizacdo de outros substratos para a osmorregulacao
(Jahn, 2001).

Diversos estudos em diferentes espécies de crustaceos decapodes sugerem um
controle neuroenddcrino sobre o mecanismo osmorregulatério. Eckhardt et al. (1995)
verificaram a presenca de um peptideo na glandula do seio com participacéo no controle
neuroenddcrino da osmoregulacdo em Pachygrapsus marmoratus. Pierrot et al. (2000)

trabalhando com o mesmo caranguejo eurialino, aclimatado a agua diluida, perfundiram
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as branquias posteriores isoladas com o hormdnio hiperglicémico de crustaceos (CHH)
obtido da glandula do seio. O CHH aumentou a diferenca do potencial transepitelial e o
influxo de Na* em 50% nestes Orgéos, sugerindo a participacio desse neuropeptidio
como o fator mais importante no controle da osmorregulacéo em crustaceos decapodes.

Charmantier-Daures (1994) demonstrou que uma isoforma de CHH estaria
envolvida no processo de hiperosmorregulacdo em H. americanus aclimatado a baixa
salinidade. Soyez et al. (1994) identificaram esta isoforma de CHH como sendo o
peptidio D-Phe® CHH. Chung et al. (1999) também observaram uma acéo direta de um
peptidio semelhante ao CHH sobre os mecanismos de osmorregulacdo no caranguejo
Carcinus maenas.

Serrano et al. (2003) isolaram trés diferentes isoformas de CHH (10SGeqiv: Z1,
Z2 e Z3) de Astacus leptodactylus extraidas da glandula do seio, e as injetaram em
animais apedunculados. Os autores verificaram que a isoforma D-Phe® (Z3) causou
aumento da osmolalidade da hemolinfa e da concentragdo de Na®, enquanto as demais
isoformas aumentaram somente a concentracdo de Na® hemolinfatico. Este trabalho
mostrou, pela primeira vez, em crustaceo aclimatado a agua doce, os efeitos das
isoformas de CHH sobre a osmorregulagéo.

Em C. granulatus, o estresse hiposmético aumenta os valores de glicose
circulante (Da Silva e Kucharski, 1992). Vinagre (1999) constatou que a ablacédo
bilateral dos pedunculos oculares néo alterou a resposta do metabolismo de carboidratos
ao estresse hiposmoético em C. granulatus. A autora sugere a possibilidade de
envolvimento de outros hormonios, de monoaminas, ou de isoformas de CHH
produzidas fora da glandula do seio do pedunculo ocular que agiriam aumentando os

niveis circulantes de glicose durante o estresse hiposmotico.
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Kucharski et al. (1997) demonstraram, in vivo e in vitro, a presenca de
receptores a insulina em branquias do caranguejo C. granulatus. Estes receptores
apresentam propriedades semelhantes aquelas observadas em receptores de insulina em
tecidos-alvo cléssicos de vertebrados (Kucharski et al., 1997) e pertencem a familia
tirosina quinase como os receptores de mamiferos (Kucharski et al., 1999). Estes
autores sugerem que no C. granulatus a transducdo do sinal da insulina em células
branquiais € similar aquela de mamiferos: ligacdo do horménio a subunidade a,
autofosforilacdo da subunidade [, fosforilacdo de proteinas citoplasmaticas.
Recentemente, foi realizada a clonagem parcial da regi&o tirosina quinase do receptor de
insulina (C. granulatus insulin receptor-like tyrosine kinase — CGIRLTK, GenBank-
DQ104214 ) a partir do tecido branquial de C. granulatus (Trapp et al., 2002). A
administragdo de insulina de mamifero durante 8 dias em C. granulatus aumentou
significativamente a atividade da enzima Na'-K*-ATPase e a captacdo de aminoacidos
nas branquias posteriores (Martins, 2003). No hepatopancreas este horménio também
estimulou a captacdo de *C-MeAIB (4cido metil-aminoisobutirico), contudo, ndo
apresentou efeito significativo sobre a sintese de proteinas em hepatopancreas, musculo,
branquias anteriores e posteriores (Martins, 2003). Estes dados sugerem a participacdo
da insulina no processo de osmorregulacdo em C. granulatus.

Recentemente, Trapp et al. (2004) demonstraram reducdo na concentracao,
afinidade e atividade tirosina quinase do receptor de insulina em branquias posteriores
de C. granulatus submetido ao estresse hiperosmético durante 6 dias.

Os estudos sobre o metabolismo intermediario em crustaceos tém mostrado
variabilidades inter e intra-espécies, devido as peculiaridades bioldgicas e ecoldgicas

destes animais, o que torna dificil a generalizacdo. Tais peculiaridades podem ser
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atribuidas a multiplos fatores, como o habitat (terrestre, marinho, estuarino ou de agua
doce), ciclo da muda, maturidade sexual, estado e habito alimentar.

A glicose, principal monossacarideo na hemolinfa de crustaceos, apresenta
flutuacBes marcantes, dependendo do estagio da muda, da estacdo do ano, da dieta
oferecida, do estado alimentar, do ciclo circadiano e da concentracdo do hormdnio
hiperglicemiante, entre outros fatores (Chang e O’Connor, 1983; Morris e Airriess,
1998). Nos crustdceos, a glicose tem cinco destinos principais: sintese de
mucopolissacarideos, sintese de quitina, sintese de ribose e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH), formacéo de piruvato e sintese de glicogénio
(Hochachka et al., 1970; Herreid e Full, 1988).

Os principais lipidios de crustaceos sdo os lipidios neutros, entre estes, 90% sdo
trigliceridios (Gilbert e O’Connor, 1970; Allen et al., 2000). Os lipidios de crustaceos
sdo transportados na hemolinfa por lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Garcia et al.,
2002). Ha diversos estudos sobre o metabolismo de lipidios nesses animais, mas a
maioria trata da utilizacdo das reservas de lipidios durante a embriogénese e o periodo
reprodutivo (Sibert et al., 2004; Rosa et al., 2005; Calado et al., 2005; Rosa e Nunes,
2003). O hepatopancreas parece ser o principal 6rgao de reserva e fornecedor de lipidios
para o periodo reprodutivo (Jeckel et al., 1991; Hasek e Felder, 2005).

Estudos também revelam os efeitos da variacdo sazonal, da concentracdo de
oxigénio no meio, da composicao da dieta e do jejum sobre as reservas de lipidios. No
krill E. crustallorophias os niveis de lipidios sdo mais baixos no inverno do que no
verdo (Nicol et al., 2004). Camardes N. gracilis, que vivem ha 1000 metros de
profundidade onde a concentracdo de oxigénio € minima, possuem trigliceridios como
sua maior reserva lipidica (Allen et al., 2000). O caranguejo decapode P. granulosa

apresenta um padrdo diferenciado de adaptagdo ao jejum. Inicialmente utilizam
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proteinas como reserva energética e apos os lipidios totais (Comoglio et al., 2005). O
efeito do jejum longo e da realimentacdo foi verificado em uma espécie de crustaceo
hipdgeno e em uma espeécie epigena por Hervant e Renault (2002). A espécie epigena
apresentou uma diminuicdo de todas as suas reservas energéticas ao longo do jejum,
engquanto a espécie hipdgena apresentou trés fases catabolicas (glicidica, lipidica e
proteo-lipidica) ao longo do periodo de restricdo alimentar e uma rapida recuperagdo de
suas reservas energéticas quando realimentados. Os autores sugerem que estas respostas
adaptativas sdo utilizadas por varias espécies subterrdneas como estratégias para
sobrevivéncia em ambientes onde ha periodos de restri¢cdo alimentar e/ou de oxigénio.

Em C. granulatus alimentado com dieta rica em proteinas, Vinagre e Da Silva
(2002) verificaram que o glicogénio hepatopancreatico e muscular parece ser o principal
substrato energético utilizado durante o jejum curto. Entretanto, ao final do periodo de
jejum de 8 semanas, os lipidios do hepatopancreas e do musculo seriam a fonte
adicional de energia tanto em animais alimentados previamente com dieta rica em
proteinas como rica em carboidratos (Vinagre e Da Silva, 1992).

Em C. granulatus o jejum de 3 semanas ndo alterou a sintese de lipidios no
hepatopancreas, musculo e branquias (Vinagre e Da Silva, 2002). Contudo, em
caranguejos submetidos a 3 semanas de jejum e 48 horas de realimentagdo ocorreu uma
elevacdo da sintese de lipidios no hepatopéancreas.

Ao investigarem o efeito da variagdo sazonal sobre o metabolismo intermediario
em C. granulatus, Kucharski e Da Silva (1991a) verificaram que no hepatopancreas e
no musculo as maiores concentragdes de glicogénio ocorrem no outono e no inverno,
diminuindo na primavera e no verdo. A maior reserva de lipidios no masculo ocorre no
verdo e diminui no outono e inverno, enquanto as reservas de lipidios do

hepatopancreas sdo significativamente elevadas, cerca de 20% do peso do 6rgéo,
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diminuindo somente no outono. Os autores sugerem que 0 glicogénio estocado no
hepatopancreas e no musculo seria consumido como substrato energético durante os
meses de primavera e verdo. Ja no outono e no inverno, a reserva de lipidio muscular
seria o principal substrato energético.

Kucharski e Da Silva (1991 b) verificaram em C. granulatus alimentado com
uma dieta rica em proteinas um aumento de cerca de 30% na concentracdo de lipidios
totais no hepatopancreas quando comparada com os animais do campo e alimentados
com uma dieta rica em proteinas.

O envolvimento do metabolismo intermedidrio durante o processo de
aclimatacgdo ao estresse hipo e hiperosmdtico em C. granulatus ja foi estudado. Santos e
Nery (1987) encontraram alteracGes dos niveis de glicose na hemolinfa de caranguejos
C. granulatus, quando submetidos a diferentes salinidades. Em caranguejos aclimatados
a salinidade de 30%o e depois expostos a uma salinidade de 10%o. ou 20%. ndo foram
constatadas altera¢des significativas nos valores de glicose hemolinfatica. Ja os animais
aclimatados a 30%o. de salinidade e ap6s submetidos ao estresse hiposmatico (0%o), por
diferentes tempos, apresentaram as 72 horas valores de glicose na hemolinfa préximos
de zero mg/mL. As concentracdes de glicose foram restabelecidas somente apds 168
horas de estresse osmatico. Nos animais aclimatados a uma salinidade de 30%o e apds
submetidos & concentracdo salina de 40%o, 0s niveis de glicose na hemolinfa atingiram
valores nulos e permaneceram assim até o final do periodo experimental. Esses autores
sugerem que o C. granulatus aclimata-se melhor ao estresse hiposmético do que ao
hiperosmaético.

A composicdo da dieta a qual o C. granulatus foi alimentado antes de iniciar o
estresse hiposmatico, também altera a resposta do metabolismo de carboidratos durante

0 processo de aclimatagdo ao meio. Da Silva e Kucharski (1992), estudando o efeito da
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composicdo da dieta sobre a adaptacdo ao estresse hiposmotico em C. granulatus,
verificaram uma diminuicdo significativa dos niveis de glicogénio no musculo em
animais alimentados com uma dieta rica em carboidratos. Nesse mesmo estudo, 0s
autores constataram, nos caranguejos alimentados com uma dieta rica em proteinas, um
aumento significativo dos niveis de glicogénio hepatopancreatico no 3° dia de estresse
hiposmotico, entretanto, nenhuma variacdo significativa da concentracdo deste
polissacarideo foi constatada no masculo.

Nery e Santos (1993), avaliando o efeito do estresse osmotico sobre os niveis de
carboidratos na hemolinfa, branquias, muasculo e hepatopancreas de C. granulatus,
verificaram no verdo um aumento dos niveis de carboidratos em quase todos tecidos em
animais submetidos aos choques hipo e hiperosmoético. Contudo, no inverno, a
mobilizacao de carboidratos ocorreu somente nas branquias e hepatopancreas.

Luvizzotto-Santos et al. (2003) verificaram diferencas sazonais na concentracao
de lipidios totais em branquias, musculo e hepatopancreas de C. granulatus. Esses
tecidos apresentaram concentra¢cdes maiores de lipidios em animais de inverno quando
comparados aos caranguejos de verdo. Esses autores verificaram que a concentracao de
lipidios totais nas branquias e no masculo foi significativamente menor em caranguejos
submetidos a sete dias de estresse hiposmdtico do que naqueles submetidos ao mesmo
periodo de estresse hiperosmotico ou mantidos em condigdes controle. As reservas
lipidicas do hepatopancreas ndo foram mobilizadas durante o estresse osmotico.

Os estudos sobre o metabolismo de carboidratos em crustaceos decapodes tém
demonstrado a presenca das vias da glicogénese, da glicogendlise, da glicolise, da
gliconeogénese e da neoglicogeniogénese em diferentes tecidos (Chang e O’Connor,
1983; Loret et al., 1989; Loret e Devos, 1992; Vinagre e Da Silva, 1992; Schimitt e

Santos, 1993; Oliveira e Da Silva, 1997, Marqueze, 2004).
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A gliconeogénese (Fig. 1) € a via responsavel pela sintese de novo de glicose a
partir de precursores como lactato, glicerol, aminoacidos, piruvato e propionato (Moon,
1988; Marks et al., 1996; Corssmitt et al., 2001) (Fig.2). Nessa via, seis moléculas de
ATP séo requeridas para a formacdo de uma molécula de glicose. O ATP necessario
para a via gliconeogénica ¢é fornecido pela oxidacao de &cidos graxos. Geralmente, nas
condicBes metabolicas nas quais a sintese de glicose pelo figado é necessaria, hd um
aumento da disponibilidade de &cidos graxos na circulacdo. Esses acidos graxos sao
oxidados a corpos cetonicos nas mitocondrias, com simultanea producdo de ATP. O
ATP ¢ utilizado como fonte de energia pela via gliconeogénica (Devlin, 1997). Cabe
ressaltar que horménios como insulina, glucagon, catecolaminas e glicocorticéides, que
atuam na modificacdo dos niveis de glicose circulantes, apresentam um efeito
modulador distinto sobre a capacidade gliconeogénica em diferentes espécies de
vertebrados (Kraus-Friedmann, 1984; Moon, 1988; Corssmitt et al., 2001).

Segundo Moon (1988), a gliconeogénese seria uma via filogeneticamente antiga,
visto que suas enzimas sdo encontradas desde fungos até mamiferos como o homem.
Em vertebrados essa via é muito estudada; em mamiferos ocorre no figado, nos rins e
no intestino delgado (Marks et al., 1996; Corssmitt et al., 2001; Mithieux et al., 2004;
Habold et al., 2005). Contudo, em invertebrados, pouco se sabe sobre a sintese de novo
da glicose. A precisa contribuicdo dessa via na manutencao da glicemia difere conforme
a espécie e a sua capacidade de adaptacdo bioquimica as mudangas dos niveis
glicémicos.

As atividades das quatro enzimas-chave da gliconeogénese (Fig. 1), piruvato
carboxilase (PC, EC 6.4.1.1), fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK, EC 4.1.1.32),
frutose-1-6-bifosfatase (FBFase, EC 3.1.3.11) e glicose-6-fosfatase (G6Pase, EC

3.1.3.9) tém sido verificadas em uma variedade de espécies de vertebrados e
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invertebrados. A distribuicdo dessas enzimas-chave, principalmente a PEPCK, entre
diferentes fracdes celulares, varia conforme as espécies (Kraus-Friedmann, 1984; Moon,
1988; Corssmitt et al., 2001). A PC catalisa a conversao do piruvato em oxalacetato na
mitocondria. Este € um precursor tanto para a gliconeogénese como para o ciclo de
Krebs. A PEPCK catalisa a conversdo do oxalacetato em fosfoenol piruvato na
mitocdndria e/ou no citosol, conforme a espécie estudada. Em humanos, a PEPCK se
localiza tanto no citosol como na mitocondria (Marks et al., 1996; Corssmitt et al.,
2001). Em ratos e camundongos, a PEPCK hepatica é principalmente citoplasmaética;
em outros mamiferos, como nos coelhos e nos porcos da india (Wiese et al., 1991), esta
presente nos dois compartimentos do hepatdcito. Em aves, a PEPCK hepética €
mitocondrial (Moon, 1988). Em trutas, a PEPCK foi parcialmente clonada e
sequenciada, sendo semelhante & PEPCK mitocondrial de mamiferos (Panserat et al.,
2001). No tecido adiposo de ratos, a PEPCK citosdlica participa da gliceroneogénese,
producéo de glicerol-3-fosfato a partir de outros subtratos que ndo hexoses e glicerol
(Hanson e Reshef, 2003). Recentemente, foi verificada uma correlagdo positiva entre o
aumento da atividade da PEPCK renal e hepética e a gliconeogénese in vivo em
codornas submetidas ao jejum prolongado (Sartori et al., 2000).

As demais etapas da gliconeogénese ocorrem no citosol. A FBFase catalisa a
conversdo da frutose 1,6-bifosfato em frutose-6-fosfato. A glicose-6-fosfatase localiza-
se na membrana do reticulo endoplasmatico e transforma glicose-6-fosfato em glicose,
participando da ultima etapa da gliconeogénese e da glicogendlise. Essas duas reacdes

liberam fosfato (Marks et al., 1996; Nordlie et al., 1999).
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Fig. 1: Esquema da gliconeogénese, mostrando alguns dos principais substratos e as
enzimas-chave dessa via. PC = piruvato carboxilase, PEPCK = fosfoenolpiruvato
carboxiquinase, FBFase = frutose-1-6-bifosfatase, G6Fase = glicose-6-fosfatase, OAA =
oxalacetato, PEP = fosfoenolpiruvato, Asp = aspartato, DHAF = diidroxiacetona
fosfato. Adaptado de Marks et al., 1996.

Em invertebrados, a via gliconeogénica e a atividade das enzimas-chave dessa
via foram evidenciadas em uma variedade de espécies. Mustafa et al. (1983)
demonstraram a conversdo de varios precursores gliconeogénicos, quando fornecidos
exogenamente sob condicbes aer6bias, em glicogénio nos tecidos de Tubifex sp, um
Oligochaeta anaerdbico facultativo. A capacidade gliconeogénica a partir de alanina,
acido aspartico ou acido glutdmico uniformemente marcados foi demonstrada, in vitro,
no coleoptera Tenebrio molitor (Gourdoux et al., 1983). Os autores verificaram que a
alanina foi o precursor preferencial utilizado para a conversdo em trealose nesse

besouro. A presenca de enzimas da via gliconeogénica foi verificada em corpos

gordurosos de baratas (Storey e Baleiy, 1978) e no parasita Schistosoma mansoni
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(Tielens et al., 1991). Zammit e Newsholme (1978) verificaram a atividade da PEPCK
em mausculo do caranguejo ferradura Limulus polyphemus e da lagosta Homarus
vulgaris e sugeriram que essa enzima catalisa a conversdo de oxaloacetato em
fosfoenolpiruvato, sendo parte da via de oxidagdo de alguns aminoécidos nos musculos
desses animais. Em branquias do mexilhdo Modiolus demissus, a PEPCK apresenta o
peso molecular de 70 KDa e é predominantemente citosolica (Harlocker et al., 1991).
No hepatopéncreas e no manto do molusco Megalobulimus oblongus a atividade da
enzima PEPCK é predominante mitocondrial, entretanto, no coracdo e no diafragma a
maior atividade foi constatada na fragdo citosolica (Dias 1996; 2000).

Em crustaceos, a capacidade gliconeogénica ja foi constatada no hepatopéancreas
(Munday e Poat, 1971; Oliveira e Da Silva, 1997), nas branquias (Thabrew et al.,1971),
nos hemocitos (Johnston e Davies, 1972) e no masculo (Schein et al., 2004). A
atividade da PEPCK e da FBFase foi demonstrada em tecidos do siri Callinectes
sapidus (Lallier e Walsh, 1991), de caranguejos Chaceon fenneri e Chaceon
quinquendes (Walsh e Henry, 1990) e em crustaceos hipégenos e epigenos (Hervant,
1996).

Oliveira e Da Silva (1997) demonstraram, pela primeira vez, a presenca da via
gliconeogénica e a atividade da PEPCK no hepatopancreas do caranguejo C.
granulatus. Nesse trabalho, a comparacao da capacidade de sintese de glicose a partir de
[**C] - alanina com aquela a partir de [**C]-lactato, demonstrou que o substrato
preferencial para a sintese de glicose pelo hepatopancreas é a alanina, e em animais
alimentados, a capacidade intrinseca deste tecido em sintetizar glicose é alta e
independe da composicdo da dieta administrada aos caranguejos. Os autores sugerem
que a manutencdo de uma alta atividade gliconeogénica permite ao C. granulatus

adaptar-se as variagdes extremas de fatores ambientais, tais como a salinidade, a
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temperatura, o ciclo de mares e a escassez de alimentos, através da producao de glicose,
principal substrato energético em crustaceos.

Estudando o efeito de diferentes tempos de jejum sobre a capacidade
gliconeogénica, a concentracdo de glicogénio hepatopancreatico e a concentracdo de
glicose na hemolinfa de C. granulatus alimentados previamente com dieta rica em
proteinas ou rica em carboidratos, Oliveira et al. (2004b) constataram, nos animais
alimentados com a dieta rica em proteinas, que a concentracao de glicose na hemolinfa
foi mantida principalmente pela gliconeogénese, enquanto nos animais mantidos
previamente com a dieta rica em carboidratos, o glicogénio foi o principal substrato
energético utilizado durante o jejum, embora ap6s quinze dias de privacdo de alimento
tenha aumentado a producdo de glicose a partir de alanina.

A hidrdlise de trigliceridios resulta em acidos graxos e glicerol, sendo este
ultimo um importante substrato para a gliconeogénese. A fosforilagdo do glicerol pela
enzima glicerol quinase produz glicerol-3-fosfato, o qual pode ser convertido pela
enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase em diidroxiacetona fosfato, um intermediario
da via gliconeogénica (Fig. 2). O ltimo estagio da glicolise pode competir com a
gliconeogénese e converter a diidroxiacetona fosfato em lactato (ou em piruvato para
completar a oxidacao até CO, e H,0) (Marks et al., 1996). Estudos sobre a producéo e a
utilizacdo de glicerol em humanos demonstram que a lipdlise ocorre principalmente no
tecido adiposo, embora possa ocorrer em outros tecidos como o musculo. O glicerol
liberado na circulagdo sistémica é utilizado principalmente pelo figado onde é
convertido, principalmente, em glicose pela via gliconeogénica (Newsholme e Leech,

1983).
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Fig. 3: Via gliconeogénica, a partir de glicerol. Adaptado de Marks cols., 1996.

Estudos com glicerol como fonte de carbono para gliconeogénese sdo escassos.
Em condicdo de jejum, o glicerol pode ser um importante precursor gliconeogénico em
mamiferos. A utilizacdo de substratos alternativos para a via gliconeogénica ndo tém
sido muito investigada em vertebrados, embora se saiba que o glicerol e a serina séo
bons precursores em algumas espécies de peixes (Moon, 1988). Niwa et al. (1986)
verificaram um aumento transitorio na producdo de glicose e de lactato em figado de
galinha perfundido com 5 mM de glicerol. Lietz et al. (1999) verificaram que a adicdo
de 2mM de glicerol ao meio de incubacdo € necessaria para induzir a gliconeogénese a
partir de ImM de alanina em tabulos corticais renais de coelho.

Em invertebrados, no inseto Manduca sexta alimentados com dieta com baixa

concentracdo de carboidratos, Thompson (1997) verificou um aumento na sintese de
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trealose a partir de [1,3-°C,] - glicerol. Esses insetos mantiveram sua glicemia
semelhante aquela de animais alimentados com dieta natural.

A literatura descreve poucos estudos envolvendo alteragfes ambientais e a
atividade da via gliconeogénica. Muitas vezes os efeitos encontrados podem estar
mascarados por alteracdes sazonais do metabolismo e das reservas metabolicas (Moon,
1988). Newsome et al. (1994) demonstraram que os niveis de RNAm de PEPCK
aumentam quando figados isolados de ratos eram perfundidos com meio hiperosmético,
e diminuiram quando perfundidos com meio hiposmético. Goswani et al. (2004)
demonstraram que as atividades das enzimas G6Fase, FBFase e PEPCK aumentaram
apos a perfusdo de figado de peixes C. batrachus com meio hiperosmético. Entretanto o
estresse hiposmético diminuiu a atividade dessas enzimas.

Em caranguejos C. granulatus mantidos com uma dieta rica em carboidratos ou
rica em proteinas e submetidos ao estresse por anoxia ambiental durante 8 horas, as
concentracfes de lactato e glicose na hemolinfa aumentaram 10-14 vezes quando
comparadas aquelas do grupo normoxia. No periodo de recuperagdo, 0s caranguejos
alimentados com uma dieta rica em proteinas reduziram em cerca de 93% a
concentracdo de L-lactato hemolinfatico. Essa diminui¢do foi acompanhada pelo
aumento da conversio de [**C]-L-lactato em [**C] glicose, e pela elevacio da atividade
das enzimas lactato desidrogenase e PEPCK hepatopancreaticas. Entretanto, nos
caranguejos mantidos com a dieta rica em carboidratos, o valor de lactato hemolinfatico
diminuiu lentamente durante a recuperagéo (Oliveira et al., 2004a).

Oliveira e Da Silva (2000) demonstraram o envolvimento da via gliconeogénica
hepatopancreatica durante o processo de adaptacdo ao estresse hiposmético no
caranguejo C. granulatus. Animais alimentados com dieta rica em proteinas e

submetidos ao estresse hiposmético durante um periodo de 6 dias aumentaram a
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capacidade gliconeogénica a partir de [**C]-alanina- aos 3 dias de estresse. Nos animais
submetidos a uma dieta rica em carboidratos 0 aumento somente foi verificado aos 6
dias de estresse. Porém, quando o substrato utilizado era o 4cido latico-C**, ambos os
grupos apresentaram uma reducdo da capacidade gliconeogénica a partir de 3 dias de
estresse hiposmotico. Em ambas as dietas, 0 aumento da capacidade gliconeogénica no
hepatopéancreas, durante o estresse hiposmético, foi acompanhado pela elevacdo da
atividade da enzima PEPCK mitocondrial. Rosas et al. (2001) demonstraram que a
atividade da PEPCK hepatopancreatica aumenta em resposta a baixa salinidade no
camardo Litopenaeus vannamei.

Recentemente, a PEPCK muscular do caranguejo C. granulatus foi clonada
(GenBank AY074922) e seqlienciada e sua atividade foi constatada predominantemente
na fragdo mitocondrial (Schein et al., 2004). A sequéncia nucleotidica do DNAc da
PEPCK do C. granulatus tem 80% de semelhanca com a sequiéncia da PEPCK de outros
Malacostraca e apresentou residuos especificos de PEPCK mitocondrial, também foi
verificada a expressdo da enzima no hepatopancreas, no sistema nervoso, no coragéo e
nas branquias de C. granulatus. Em vertebrados, tem sido demonstrado que a expressao
do gene da PEPCK mitocondrial é constitutiva (Hanson e Reshef, 1997). Entretanto, foi
constatado um aumento na atividade e nos niveis de RNAm da PEPCK mitocondrial de
C. granulatus ap6s 1 dia de estresse hiperosmoético, acompanhado do aumento da
capacidade gliconeogénese a partir de alanina (Schein et al., 2004). Chitté (2000)
verificou que a atividade da enzima PEPCK, nas branquias posteriores e anteriores do
caranguejo Chasmagnathus granulatus no inverno, foi predominante na fragao
mitocondrial. No verdo, ndo houve variacdo entre as fragdes mitocondrial e citosolica
nos animais controle, entretanto, somente a atividade da PEPCK citosélica diminuiu

apos 1 dia de estresse hiperosmotico e ap6s 3 dias de estresse hiposmaético em branquais
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anteriores e posteriores, respectivamente, quando comparada ao grupo controle (dados
nédo publicados).

Schein et al. (2005a) verificaram que a gliconeogénese muscular em C.
granulatus estd envolvida no ajuste metabdlico durante a adaptacdo ao estresse
osmotico. Entretanto, a resposta da via gliconeogénica ao estresse osmotico é sazonal
modificando-se conforme a estagdo do ano: inverno ou verao.

Em bréanquias isoladas de Carcinus maenas, Thabrew et al. (1971) verificaram
um aumento da sintese de glicogénio e da producdo de glicose quando esse tecido era
incubado em meio hiposmoético. Também verificaram a presenca das enzimas frutose
1,6-bifosfatase e glicose-6-fosfatase, enzimas-chave da gliconeogénese nas branquias
desse caranguejo.

Chitt6 (2000) verificou o efeito de 1, 3 e 6 dias de estresse hiposmatico (0%o) ou
hiperosmético (34%o) sobre a capacidade gliconeogénica através da conversio de [*C]-
U - L -alanina- em [*C]-glicose em branquias anteriores e posteriores no verdo. A
autora verificou uma diminuicdo da gliconeogénese no 1° dia de estresse hiperosmotico
nas branquias anteriores e no 3° dia de choque hiposmoético nas branquias posteriores
desse crustaceo. A diminuicdo da capacidade gliconeogénica nas branquias posteriores
constatada no 3° dia de estresse hiposmotico por Chittd (2000) seria uma consequéncia
da diminuicdo das concentragdes intracelulares de aminodcidos livres induzida pelo
choque osmético, levando o tecido a utilizar glicose livre como substrato energético.
Uma reducdo nos niveis de glicose livre foi verificada nesse tecido por Chitt6 (2000) e
Vinagre (1999) durante o estresse hiposmatico de 6 dias.

O caranguejo C. granulatus, dada a excelente adaptacdo as condicdes de

laboratorio e a capacidade de se adaptar a variagGes de salinidade e de teor de O, no seu
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habitat, é considerado um modelo bioldgico muito adequado para a investigacdo sobre o

controle do metabolismo intermediario em crustaceos (Kucharski, 1990).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar o efeito do estresse hiposmotico e hiperosmotico sobre a via

gliconeogénica a partir de glicerol em branquias e sobre a concentracdo de lipidios

totais em diferentes tecidos de Chasmagnathus granulatus, no inverno e no verao, bem

como a atividade das enzimas gliconeogénicas glicose-6-fosfatase e frutose 1,6-

bifosfatase.

Objetivos especificos

a)

b)

Determinar, as concentracfes de lipidios totais, em branquias anteriores e
posteriores, hepatopancreas, musculo da quela e hemolinfa de animais do
grupo controle ou submetidos a 1, 3 e 6 dias de estresse hipo ou

hiperosmotico no inverno e no verao.

Determinar a formacdo de glicose a partir de [**C] - glicerol-, in vitro, em
branquias anteriores e posteriores de animais do grupo controle ou
submetidos a 1, 3 e 6 dias de estresse hipo ou hiperosmético no inverno e no

verao.

Determinar a atividade das enzimas frutose 1,6-bifosfatase e glicose-6-
fosfatase em branquias anteriores e posteriores, hepatopancreas e musculo da
mandibula de animais do grupo controle ou submetidos a 3 dias de estresse

hipo ou hiperosmotico no veréo.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

O caranguejo Chasmagnathus granulatus, conhecido como *“catanhdo” ou
“gatanhdo” entre os pescadores e habitantes do litoral do Brasil Meridional, situa-se
sistematicamente na Superclasse Crustacea, Classe Malacostraca, Ordem Decapoda,
Familia Varunidae (Cuesta et al, 2001). A espécie vive em estuarios de sedimento
areno-lodoso, desde o Rio de Janeiro, no Brasil, até o Golfo de S& Martin, na
Argentina. PopulagGes numerosas sdo encontradas na regido estuarina de Tramandai e
no estuério da Lagoa dos Patos, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Bond-Buckup
etal., 1991).

Este crustaceo evoluiu de formas marinhas, tornando-se uma espécie tipicamente
estuarina. No seu habitat, cavam suas tocas geralmente no horizonte superior e supra-
litoral, deslocando-se para o mesolitoral inferior e infralitoral em busca de umidade e
alimento. De forma geral, os animais maiores, principalmente os machos, encontram-se
em locais abertos, enquanto as fémeas e os animais jovens ddo preferéncia aos locais
com vegetacao (Bond-Buckup et al., 1991).

O C. granulatus possui oito pares de branquias, dispostas nos primeiros
segmentos toracicos. Uma das estratégias para a conquista do meio terrestre, foi a
interiorizagdo das branquias na cavidade branquial, determinada pelo prolongamento da
carapaca. Desta forma, ao sair do ambiente aquatico, o animal mantém as branquias
umedecidas através da retencdo de agua nesta cavidade (Bond-Buckup et al., 1991;

Luquet et al., 2000 ).
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1.1. Coleta e manutencgao dos animais

Para minimizar possiveis efeitos fisiologicos do ciclo reprodutivo e dos periodos
de muda, foram utilizados caranguejos Chasmagnathus granulatus machos, adultos no
periodo de intermuda (Drach e Tchernigovtzeff, 1967), pesando 15 a 17 g. Os animais
foram coletados na margem leste da Lagoa de Tramandai, Rio Grande do Sul
(coordenadas 29°58” latitude Sul e 58°08° longitude Oeste), em marisma tipicamente
estuarino, parcialmente coberto pela vegetacdo halo-hidréfila e cortado por arroios que
drenam a agua de origem pluvial da planicie costeira. O clima da regido é considerado
subtropical imido, com temperatura média de 19°C na primavera, 22 °C no outono, 26
°C no verdo e 15 °C no inverno [dados do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
(INPE)]. Em seu habitat, Turcato (1990) verificou que o teor de O, dissolvido na agua
varia entre 2,78 a 11,78 mgO-/L e a salinidade oscila de 0,22 a 34%eo.

Os animais foram capturados manualmente no sedimento areno-lodoso, dentro
da &gua ou nas tocas e transportados até o laboratério em caixas plasticas com agua do
préprio local.

No laboratorio, os animais foram submetidos a um choque hiposmético com agua
destilada durante 24 horas, com a finalidade de limpar o conte(do estomacal e eliminar
parasitas (Kucharski, 1997). A seguir, os animais foram colocados em aquarios com
salinidade de 20%., temperatura de 25°C, fotoperiodo natural e aeragdo constante.
Durante duas semanas os caranguejos foram alimentados, ad libitum, diariamente com
carne bovina ao final da tarde (periodo de maior atividade desses animais no seu habitat

natural).
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2. Procedimentos experimentais

Ap0s as duas semanas de aclimatacdo, os caranguejos foram divididos em dois
grupos experimentais e submetidos durante 1, 3 e 6 dias ao estresse hipo ou
hiperosmotico.

Os animais submetidos ao estresse hiperosmotico foram colocados em um
aquario com salinidade de 34%o, a mais alta encontrada por Turcato (1990) no local de
coleta destes caranguejos.

Os animais submetidos ao estresse hiposmatico foram colocados em aquério
com &gua destilada (salinidade de 0%o). As salinidades foram determinadas através de
um refratometro (ATAGO S/MILL).

Durante os periodos de estresse, 0s animais foram mantidos em aquérios com as
mesmas condicdes de temperatura, fotoperiodo, aeracdo e alimentacdo do periodo de

aclimatacdo, recebendo alimento até 16 horas antes de serem sacrificados.

3. Determinaces bioquimicas

Ao final dos periodos experimentais de 1, 3 e 6 dias de estresse hiper ou
hiposmético, amostras da hemolinfa foram coletadas das articulagdes do 4° e 5°
pereidpodos utilizando-se seringas de 1 mL e anticoagulante oxalato de potéssio a 10%
para a determinagdo dos lipidios totais. Apds os animais foram crioanestesiados e
amostras de brdnquias anteriores e posteriores, do hepatopancreas e do musculo da
quela foram utilizadas para determinacéo de lipidios totais.

Amostras das branquias anteriores separadas das posteriores foram utilizadas

para determinacéo, in vitro da sintese de [**C]-glicose a partir de [U-'*C ]-glicerol.
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Também, foi verificada a atividade das enzimas frutose 1,6-fosfatase (FBFase) e
glicose-6-fosfatase (G6Fase) em animais controle e submetidos a 3 dias de estresse hipo
ou hiperosmotico no veréo.

Os animais mantidos nos aquarios nas condi¢cdes de aclimatacdo constituiram o
grupo controle e estes caranguejos foram sacrificados juntamente com os animais dos
demais grupos experimentais.

As branquias anteriores e posteriores foram separadas, pois na literatura esta
descrito que as branquias dos crustaceos decapodes apresentam funcéo e ultraestrutura
diferente. Assim como em outros crustaceos decapodes, as branquias anteriores de C.
granulatus apresentam funcgdo respiratéria e as posteriores funcdo osmorregulatoria

(Chausson e Renault, 1995; Luquet et al., 2000; Genovese et al., 2004).

3.1. Determinacéo dos lipidios totais

A extracdo dos lipidios totais foi feita pelo método de Folch et al. (1957) e a
concentracdo determinada pelo método colorimétrico de sulfofosfovanilina (Kit
Lipidios totais Doles Reagentes), onde os acidos graxos liberados por hidrélise pelo

acido sulfarico reagem em meio acido com a Vanilina.

3.2. Gliconeogénese a partir de [U-**C ]-glicerol

Ap0s os procedimentos experimentais, 0s animais foram crioanesteziados por 10
minutos e amostras de 50 a 100 mg das branquias anteriores e posteriores dos animais
do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmotico ou hiperosmotico

foram removidas e mantidas em placas de Petry com solucgéo fisioldgica de caranguejo
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(SFC) gelada adaptada a partir daquela descrita por Lorét (1989) com osmolaridade
semelhante a da hemolinfa.

Na tabela 1 estdo representados os valores em mOsm/kg de H,O das SFCs
utilizadas em trés grupos experimentais e naqueles da hemolinfa de caranguejos
controles e submetidos durante 3 dias ao estresse hipo ou hiperosmotico. As
osmolalidades da hemolinfa e das solugdes fisiolégicas foram medidas por

criocristalizagdo pelo osmémetro automatico KNAUER. (Chitto, 2000).

TABELA 1. Osmolalidade das soluc@es fisioldgicas de caranguejo (SFC) utilizadas
como meio de incubagdo para os trés grupos experimentais e das hemolinfas dos

animais dos grupos controle e 3 dias de estresse hipo ou hiperosmotico.

SFCs Osmolalidade (mOsm/kg de H,O)
SFC com NaCl 300mM 691

SFC com NaCl 400mM 815

Grupos experimentais

Controle 777 £51,04*

Estresse hiposmotico 736 + 16,02*

Estresse hiperosmético 881 +10,81*

* Média + desvio padrdo de 6 animais.

Composicdo dos meios de incubacao utilizados nos experimentos:
a) Controle e estresse hiposmotico (691 mOsm/Kg de H,0) 300 mM NaCl, 10
mM KCI, 25 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, 8,8 mM H3;BO3;, 10 mM HEPES, 0,1 mM
fenilmetilsufonil fluoride (PMSF), pH 7,8.
b) Estresse hiperosmético (815 mOsm/Kg de H,0) 400 mM NaCl, 10 mM KCl,
25 mM CaCl,, 10 mM MgCl;, 88 mM H3BO;, 10 mM HEPES, 0,1 mM

fenilmetilsufonil fluoride (PMSF), pH 7,8.
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Foram feitos pequenos cortes nas lamelas das branquias anteriores e posteriores,
e as arterias aferente e eferente foram retiradas para possibilitar maior contato do tecido
com o meio de incubacdo. A seguir as amostras foram colocadas em tubos de 2ml,
previamente pesados, contendo 500ul de SFC com as osmolalidades adequadas (Tabela
1) acrescida de 0.2 upCi [U-*C ]-glicerol (Amersham Pharmacia Biotech,
5.25GBg/mmol, 142mCi/mmol) e mais 5 mM de glicerol ndo marcado (GibcoBRL). Os
tubos foram repesados para a determinacdo do peso dos tecidos. A seguir foi feita a
substituicdo da fase gasosa por carbogénio (O,:CO, na proporcao 95:5% v/v). Os tubos
foram fechados e incubados em banho metabolico do tipo Dubnoff, sob agitacéo
constante a 25°C.

Decorrido o tempo de incubacdo, as reacfes teciduais foram interrompidas
mediante a imersdo dos tubos em banho de gelo. O meio de incubacéo foi centrifugado
a 3000 rpm durante 2 minutos e 300ul do sobrenadante transferido para tubos de 1,5 ml
para desproteinizacdo com 75ul de Ba(OH), saturado + 75upl de ZnSO,; a 2%
(Sommogy, 1945). Apdés uma segunda centrifugacdo (3000 rpm/10 min.), o
sobrenadante foi utilizado para a determinacio do [*'C]-glicose formada pela
gliconeogénese.

A determinacéo da glicose-**C foi realizada através de cromatografia em camada
fina (placas de aluminio com silica gel 60 MERCK), conforme método descrito por
Baker et al. (1965) e adaptado por Oliveira e Da Silva, 1997. A radioatividade foi
medida em espectrometro de cintilacdo liquida (LKB-Wallacc), calibrado com uma
curva de correcdo para DPM. Os resultados foram expressos em umoles de [U-**C]-

glicerol convertidos em [**C] glicose.g™ de tecido. min. ™.
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Utilizando-se caranguejos do grupo controle, foi realizada uma curva de tempo
de incubacéo de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, para se avaliar a conversao de [U-'*C ]-

glicerol em [**C ]-glicose em presenca de 5mM de glicerol ndo marcado (Fig. 3).

Oba
W bp

6000 -
5000 -
4000 -
- 3000 -
2000 -
1000 -

O,

Glicerol-**C convertido em glicose
(umoles.g™ de tecido)

30 60 90 120

Tempo de incubagdo (min)

Fig. 3: Efeito de diferentes tempos de incubacéo sobre a conversio de [U-**C ]-glicerol
em [*'C ]-glicose nas branquias anteriores e posteriores de animais mantidos em
aquarios a 20%o.. As colunas e as barras representam, respectivamente, as médias + DP
de 3 - 6 animais.

Também, trabalhando com os caranguejos adaptados a salinidade de 20 %o foi
avaliada a capacidade gliconeogénica, nas brénquias anteriores e posteriores, em
presenca de concentracGes crescentes de glicerol (Fig.4). Foram adicionadas ao meio de

incubacéo as concentragdes de 2,5; 5; 10 e 20mM, valores utilizados anteriormente para

incubagdo com L-alanina (Oliveira e Da Silva, 1997; Chittd, 2000).
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Fig. 4: Efeito de diferentes concentracOes de glicerol no meio de incubagdo sobre a
conversdo de [U-'*C ]-glicerol em [*C ]-glicose, nas branquias anteriores e posteriores
de caranguejos mantidos em aquéarios a 20%.. As colunas e as barras representam,

respectivamente, as médias + DP de 3-4 animais.

Foi escolhido o tempo de incubagéo de 30 minutos e a concentracdo de 5 mM de
glicerol ndo marcado para incubagdo dos tecidos nos experimentos com estresse

osmatico.

3.3. Atividade das enzimas FBFase e G6Fase

Para determinar a atividade das enzimas FBFase e G6Fase, amostras das
branquias anteriores e posteriores, do hepatopancreas e do masculo foram
homogeneizadas em 3 volumes de sacarose 0,25M gelada. O homogenado foi
centrifugado por 10 min. a 600xg e o sobrenadante resultante foi centrifugado por 15
min. a 12.000xg. Amostras do novo sobrenadante foram usadas para 0 ensaio

enzimatico segundo Battastini et al. (1991).

39



Para a determinacdo da atividade das enzimas, amostras foram incubadas em
banho metabdlico durante 10 minutos a 25°C nos seguintes sistemas:
1) G6Fase: tampao maleato 0,1M, pH 6,8 e glicose-6-fosfato 0,02M (Camargo e
Migliorini, 1971);
2) FBFase: tampédo glicilglicina 0,25M, pH 7-7,4 e frutose 1,6 bifosfato 0,025M

(Camargo e Migliorini, 1971).

A reacédo foi interrompida com TCA 10%. O fosfato produzido na reagéo foi
medido pelo método de Chan e Swaninathan (1986). Os resultados foram expressos em

nmol Pi. min. *. mg™ de proteina.

3.4. Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi feita pelo método de Bradford (1976), utilizando-se

albumina bovina como padréo.

4. Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o desvio padrao da
média. Os dados foram considerados significativos quando P<0,05. Dos dados obtidos,
a comparacdo entre dois grupos foi feita pelo teste T de Student para dados nédo
pareados. Para a comparacdo entre varios grupos, foi utilizada a andlise de variancia de
uma via (ANOVA) ou de duas vias seguidas pelo teste de comparacdo de Student-
Newman-Keuls (SNK). Os resultados forma analisados através do programa SigmaStat

para Windows.
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CAPITULO 1

Variacdo sazonal da atividade gliconeogénica nas branquias e da concentracdo de
lipidios totais em tecidos de caranguejos Chasmagnathus granulatus aclimatados as

condicdes hiperosmaticas

Autores: Chittd, Ana Lucia Fernandes; Schein, Vanessa; Etges, Rodrigo; Kucharski,

Luiz Carlos; Da Silva, Roselis Silveira Martins

Departamento de Fisiologia, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, 90050-170, Porto Alegre, RS, Brasil

Periodico: Aquaculture
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RESUMO

Em Chasmagnathus granulatus a gliconeogénese provavelmente € uma das vias
envolvidas no mecanismo de adaptacdo deste caranguejo as alteracfes da osmolaridade
do meio. Assim, foi investigada a participacdo da via gliconeogénica a partir de [**C]-
glicerol em branquias anteriores e posteriores de C. granulatus e dos lipidios totais das
branquias, hepatopancreas, musculo da quela e hemolinfa no ajuste metabdlico durante
a aclimatacdo ao estresse hiperosmoético de 1, 3 e 6 dias no inverno e no verdo. A
gliconeogénese em branquias anteriores e posteriores do grupo controle foi maior no
verdo do que no inverno. No verdo, no grupo controle, a gliconeogénese das branquias
posteriores foi maior do que aquela das brénquias anteriores. A participacdo da via
gliconeogénica no ajuste metabolico ao estresse hiperosmético foi evidenciada em
branquias posteriores pela diminuicdo da conversio de [**C]-glicerol em [*C]-glicose
no 3° dia de estresse no verdo e, em ambas as branquias, no 1° dia de estresse no
inverno. Estes dados demonstram a capacidade da sintese de [**C]-glicose a partir de
[**C]-glicerol em branquias anteriores e posteriores de C. granulatus. No inverno,
houve um aumento da concentracdo de lipidios totais no 1° dia de estresse no
hepatopancreas acompanhado por uma reducdo de lipidios totais na hemolinfa. No
verdo, a concentracdo de lipidios totais diminuiu no 6° dia de estresse osmotico nas
branquias posteriores, no 3° dia no hepatopéancreas e durante todo o periodo
experimental, no masculo, sugerindo a utilizacdo desse substrato como fonte energética

durante a aclimatacao ao estresse.

Palavras chave: Chasmagnathus, estresse hiperosmotico, glicerol, gliconeogénese,

lipidios totais
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INTRODUCAO

As variacOes de salinidade levam o0s organismos estuarinos e marinhos
intertidais a mudancas na composi¢do organica e inorganica dos fluidos corporais,
exigindo desses animais ajustes homeostaticos compensatorios (Kasschau et al., 1984;
Matsushima e Hayashi, 1992; Bishop e Burton, 1993; Okuma e Abe, 1994; Pillet et al.,
1995).

Segundo Gilles (1982), crustaceos eurialinos apresentam dois mecanismos
basicos para enfrentar o estresse osmético: (1) regulacdo anisosmatica do fluido
extracelular, a qual implica no controle da osmolaridade da hemolinfa independente da
osmolaridade do meio externo; (2) regulagdo isosmética do fluido intracelular, o que
implica em um controle da osmolaridade do fluido e do volume intracelular, com o
objetivo de manté-lo isosmotico em relagdo ao fluido extracelular.

O processo de regulacdo anisosmdtica do fluido extracelular resulta de um
balanco entre os fendmenos de efluxo e influxo de efetores osmoticos, principalmente
ions. Os principais componentes fisioldgicos desse balanco, entre os efetores osmoticos
e a agua, sdo a permeabilidade da superficie corporal e o transporte ativo,
principalmente nas branquias, trato intestinal e 6rgdos excretores (Gilles e Delpire,
1997; Gilles, 1997).

O termo regulacdo isosmotica do fluido intracelular define os mecanismos
responsaveis pelo ajuste ativo da pressdo osmética intracelular em relacdo a novas
pressdes osméticas dos fluidos corpéreos, impedindo assim grandes alteragdes na
concentracéo intracelular (Jenieux e Florkin., 1961).

A ocorréncia da gliconeogénese e da neoglicogeniogénese em crustaceos,

principalmente decapodes, ja foi demonstrada no hepatopancreas (Van Aardt, 1988; Hill
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et al., 1991; Lallier e Wash, 1991; Oliveira e Da Silva, 1997; Hervant et al., 1999), nas
branquias (Thabrew et al., 1971; Chittd, 2000) e nos hemacitos (Johnston et al., 1973).
Recentemente, a atividade da phosphoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e a
capacidade de incorporacdo de [**C]-alanina em [**C]-glicose foram demonstradas em
musculo adutor da mandibula de C. granulatus (Schein et al., 2004). Também foi
realizada a clonagem molecular da PEPCK muscular (AY074922) e determinada sua
expressao no hepatopancreas, no sistema nervoso, no coracdo e nas branquias de C.
granulatus (Schein et al., 2004).

Schein et al. (2004; 2005) demonstraram que 0s niveis de RNAm da PEPCK, a
gliconeogénese e a atividade da PEPCK no musculo de C. granulatus aumentaram apds
submeter 0s animais ao estresse hiper ou hiposmético de 1 dia. Entretanto, o padrdo de
resposta do tecido ao estresse osmatico varia conforme a estacdo do ano: inverno ou
verdo (Schein et al., 2005).

No hepatopancreas, Oliveira e Da Silva (2000) constataram no 3° dia de estresse
hiposmético, em C. granulatus, um aumento da conversdo da [**C]-alanina em [*C]-
glicose que foi acompanhado pela elevacdo da atividade da PEPCK. Estes autores
sugerem que os aminodcidos liberados dos diferentes tecidos durante o estresse
hiposmotico seriam desaminados no hepatopancreas, e as cadeias de carbonos utilizadas
como substrato para a via gliconeogénica no hepatopancreas. No camarédo Litopenaeus
vannamei juvenil foi demonstrado que a aclimatacdo a baixa salinidade aumentava a
atividade da PEPCK hepatopancreética (Rosas et al., 2001).

Os principais lipidios de crustaceos sdo 0s neutros, entre estes, 90% sdo
trigliceridios (Gilbert e O’Connor, 1970; Allen et al., 2000). Os lipidios de crustaceos
sdo transportados na hemolinfa por lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Garcia et al.,

2002). Na falta de um tecido adiposo diferenciado, o hepatopancreas parece ser o
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principal orgao de reserva e fornecedor de lipidios para o periodo reprodutivo nesta
classe de invertebrados (Jeckel et al., 1991; Hasek e Felder, 2005).

Ao investigarem o efeito da variacdo sazonal sobre o metabolismo intermediario
em C. granulatus, Kucharski e Da Silva (1991a) verificaram que a maior concentracdo
de lipidios no madsculo ocorre no verdo e diminui no outono e inverno, enquanto as
reservas de lipidios do hepatopancreas sao elevadas, cerca de 20% do peso do 6rgéo,
diminuindo somente no outono.

Recentemente, Luvizzotto-Santos et al. (2003) verificaram diferencas sazonais
na concentracdo de lipidios totais em branquias, muasculo e hepatopancreas de C.
granulatus. Esses tecidos apresentaram concentragcGes maiores de lipidios em animais
de inverno quando comparados aos caranguejos de verdo. Esses autores verificaram que
a concentracdo de lipidios totais nas branquias e no musculo foi significativamente
menor em caranguejos submetidos a sete dias de estresse hiposmoético do que naqueles
submetidos a0 mesmo periodo de estresse hiperosmético ou mantidos em condi¢des
controle. As reservas lipidicas do hepatopancreas ndo foram mobilizadas durante o
estresse osmatico.

Em C. granulatus a gliconeogénese seria uma das vias envolvidas no mecanismo
de adaptacdo deste caranguejo as alteracBes da osmolaridade do meio, desafio
enfrentado continuamente por animais que habitam ambientes estuarinos. Entretanto, a
capacidade gliconeogénica em resposta ao estresse hiper ou hiposmético pode ser
modificada pelas diferencas de sazonalidade (Schein et al., 2005). Com este proposito
foi medido, in vitro, a conversdo do [**C]-glicerol em [**C]-glicose em branquias
posteriores e anteriores de C. granulatus submetidos ao estresse hiperosmotico por 1, 3
e 6 dias. Em adicdo, as concentracBes de lipidios totais das branquias (posteriores e

anteriores), do musculo, do hepatopancreas e da hemolinfa foram determinadas nos
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mesmos tempos de estresse estudados. Todos os experimentos foram realizados nos

meses de inverno e verao.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Caranguejos eurialinos Chasmagnathus granulatus (Crustacea — Decapoda -
Varunidae) machos, adultos no periodo de intermuda (Drach e Tchernigovtzeff, 1967),
pesando 15 a 17 g, foram coletados na Lagoa Tramandai, Rio Grande do Sul
(coordenadas 29°58” latitude Sul e 58°08° longitude Oeste), em marisma tipicamente
estuarino. Turcato (1990) verificou que no habitat deste caranguejo o teor de O,
dissolvido na &gua varia entre 2,78 a 11,78 mgO,/L e a salinidade oscila de 0,22 a 34%o

ao longo do ano.

No laboratdrio, os animais foram colocados em aquéarios com salinidade de 20%o,
temperatura de 25°C, fotoperiodo natural e aeragdo constante. Durante duas semanas 0s
caranguejos foram alimentados, ad libitum, diariamente com carne bovina. O nimero

total de caranguejos utilizados neste trabalho foi aproximadamente 100.

Procedimentos experimentais

Apobs as duas semanas de aclimatagdo ao laboratorio, os caranguejos foram
transferidos para um aquério com salinidade de 34 %o (n=12) onde permaneceram

durante 1, 3 e 6 dias. Durante os periodos de estresse, 0s animais foram mantidos em
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aquarios com as mesmas condi¢cfes de temperatura, fotoperiodo, aeragédo e alimentacédo
do periodo de aclimatacéo, recebendo alimento até 16 horas antes de serem sacrificados.

Os animais do grupo controle foram mantidos em aquarios nas condicdes de
aclimatacdo e estes caranguejos foram sacrificados juntamente com os animais dos
demais grupos experimentais. A salinidade foi determinada por meio de um
refratdbmetro (ATAGO S/MILL). Os experimentos foram realizados no inverno (junho,
julho e agosto) e verdo (dezembro, janeiro e fevereiro). Os dados foram coletados

durante anos de 2001 a 2003.

Gliconeogénese

Os animais submetidos aos diferentes tempos de estresse hiperosmético e 0s
animais controle foram crioanesteziados por 10 minutos e amostras de 50 a 100mg de
branquias anteriores e posteriores foram removidas e colocadas em placas de Petry
sobre gelo, contendo solucgdo fisioldgica de caranguejo (SFC). Foram feitos pequenos
cortes nas lamelas das branquias, e as artérias aferente e eferente foram retiradas para
possibilitar maior contato do tecido com o meio de incubagéo.

A concentracdo de glicerol ndo marcado e o tempo de incubacdo foram
determinados a partir de curvas de concentracdo e de tempo de incubagdo em animais
controle:

1) Curva de tempo: amostras de 50 a 100mg de branquias anteriores ou
posteriores foram incubadas em meio para o grupo controle com 0,2 uCi de [U-**C]-
glicerol (Amersham Pharmacia Biotech, 5.25GBg/mmol, 142mCi/mmol) e 5 mM de

glicerol ndo marcado (GibcoBRL) durante 15, 30, 60, 90 e 120 minutos.
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2) Curva de concentracdo: amostras de 50 a 100mg de branquias anteriores ou
posteriores foram incubadas durante 30 minutos em meio para o grupo controle com 0,2
uCi de [U-*C J-glicerol (Amersham Pharmacia Biotech, 5.25GBg/mmol,
142mCi/mmol) e concentragcOes crescentes de glicerol ndo marcado (2,5; 5; 10 e 20
mM).

Foi escolhido o tempo de 30 minutos de incubagdo e a concentracdo de 5 mM
para a realizacdo dos demais experimentos.

As amostras foram colocadas em tubos com 500l de SFC contendo:

1) Grupo controle: 300 mM de NaCl, 10 mM KCI, 25 mM CaCl,, 10 mM
MgCl,.H,0, 8,8 mM H3BO3;, 10 mM HEPES e 0,1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF), pH 7,8 e 691 mOsm/ Kg de H,0 (a osmolalidade da hemolinfa em 20%. ¢é de
777 +£51,04 mOsm/kg de H,0);

2) Grupo estresse hiperosmotico: 400 mM de NaCl, 10 mM KCI, 25 mM CaCl,,
10 mM MgCl;.H,0, 8,8 mM H3;BOz;, 10 mM HEPES e 0,1 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), pH 7,8 815 mOsm/Kg de H,O (a osmolalidade da hemolinfa
em 34%o € de 881 + 10,81 mOsm/kg de H,0).

Ao meio de incubacdo dos dois grupos experimentais (controle e estresse
osmoético) foi adicionado 0,2 pCi de [U-**C ]-glicerol (Amersham Pharmacia Biotech,
5.25GBg/mmol, 142mCi/mmol) e 5 mM de glicerol ndo marcado. A seguir, foi feita a
substituicdo da fase gasosa por carbogénio (O,:CO,, na proporc¢ao 95:5% v/v). Os tubos
foram fechados e incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff por 30 minutos sob
agitacéo constante a 25°C.

Decorrido o tempo de incubagéo, a conversdo do [**C]-glicerol em [**C]-glicose
pelas branquias foi determinada segundo método descrito por Oliveira e Da Silva

(1997), utilizando-se cromatografia em camada fina (placas de aluminio com silica gel
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60 MERCK). A radioatividade foi medida em espectrometro de cintilacdo liquida
(LKB-Wallacc). Os valores foram expressos em pmoles de [**C]-glicerol convertido em

[*“C] —glicose. g™* de tecido. min™.

Determinacdes bioquimicas

Ao final dos periodos experimentais de 1, 3 e 6 dias de estresse hiperosmotico,
amostras de hemolinfa, de branquias anteriores e posteriores, de hepatopancreas e de
musculo da quela foram utilizadas para determinacdo de lipideos totais.

Para a extracdo de lipidios totais as amostras foram homogeneizadas em uma
mistura de cloroférmio:metanol (2:1, v/v) (Folch et al., 1957). Os acidos graxos sdo
liberados por hidrélise e reagem com vanilina em presenca de acido sulfarico (Kit
Lipidios totais Doles Reagentes) e a reacdao foi medida em espectrofotémetro (Ultraspec

2000 - Pharmacia Biotech) em 530 nm.

Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o desvio padrao da
média (média = DPM). Os dados foram considerados significativos quando P<0,05. Dos
dados obtidos, a comparacao entre dois grupos foi feita pelo teste T de Student. Para a
comparacdo entre varios grupos, foi utilizada a andlise de varidncia de uma via
(ANOVA) ou duas vias seguidas pelo teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls

(SNK). Foi utilizado o programa SigmaStat para Windows.
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RESULTADOS

Na figura 1 esta representado o efeito de diferentes tempos de incubacgéo sobre a
conversdo de [**C]-glicerol em [**C]-glicose nas branquias anteriores e posteriores de
caranguejos controles (20%o). Ndo houve variacdo significativa da incorporacdo de
[**C]-glicerol em [**C]-glicose entre os tempos estudados em ambas as branquias.
Contudo, em brénquias anteriores houve um aumento de 100 % (P>0,05) aos 30
minutos, enquanto em branquias posteriores foi verificado um aumento de 50 %
(P>0,05) aos 60 minutos, comparado aos 15 minutos de incubacdo. A capacidade
gliconeogénica em branquias posteriores foi significativamente maior do que em
branquias anteriores aos 15 e 60 minutos de incubag&o.

A figura 2 mostra o efeito de diferentes concentragdes de glicerol no meio de
incubacdo sobre a converséo de [**C]-glicerol em [**C]-glicose em branquias anteriores
e posteriores de animais mantidos em aquarios com salinidade de 20%o. A incorporagao
de [**C]-glicerol em [**C]-glicose foi significativamente maior em branquias posteriores
do que nas posteriores, quando os tecidos foram incubados com 10 e 20 mM de glicerol
ndo marcado. Houve um aumento da sintese de [**C]-glicose a medida que aumentava a
concentracdo de glicerol no meio de incubacdo tanto em branquias anteriores como nas
posteriores. Com 20 mM de glicerol no meio de incubagéo a sintese de [**C]-glicose foi
6 e 8 vezes maior (P< 0,05) em branquais anteriores e posteriores, respectivamente,
quando comparada aquela com 2,5 mM de glicerol.

A capacidade gliconeogénica em branquias anteriores e posteriores do grupo
controle foi maior no veréo (P< 0,05) quando comparada ao inverno (Fig.3A e B).

A Fig. 3A mostra que no verdo, ndo houve variagdes significativas da converséo

de [*“C]-glicerol em [*C]-glicose em branquias anteriores ao longo do estresse
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hiperosmético. No inverno, a conversdo de [**C]-glicerol em [*C]-glicose diminuiu
54% (P< 0,05) no primeiro dia de estresse em branquias anteriores (Fig 3A).

Em branquias posteriores, no inverno, a conversdo de [**C]-glicerol em [**C]-
glicose diminuiu 52% (P< 0,05) no primeiro dia de estresse, enquanto no verdo uma
reducdo de 34% (P< 0,05) ocorreu aos 3 dias de estresse (Fig. 3B). Contudo, tanto no
inverno como no verao, a capacidade gliconeogénica das branquias posteriores retornou
aos valores proximos do controle no final do periodo experimental (Fig. 3B).

No verdo, no grupo controle, a capacidade gliconeogénica das branquias
posteriores foi maior (P< 0,05) do que aquela das branquias anteriores. Entretanto, no
inverno, ambas as branquias apresentaram a capacidade semelhante de conversao de
[*C]-glicerol em [**C]-glicose.

A comparacdo entre inverno e verdo, da concentracdo de lipidios totais nas
brénquias anteriores e posteriores do grupo controle, ndo mostrou variagao significativa.
Tanto no inverno como no verdo, o0 estresse hiperosmotico ndo causou alteracdes
significativas na concentragdo de lipidios totais em branquias anteriores (Fig. 4 A). Em
branquias posteriores o estresse hiperosmético, no verdo, reduziu em cerca de 34% (P<
0,05) a concentracdo de lipidios totais somente no 6° dia de estresse osmético (Fig. 4
B). Entretanto, quando os animais foram submetidos ao estresse hiperosmatico, no
inverno, ndo foram observadas variacOes significativas da concentracdo de lipidios
totais em branquias posteriores (Fig. 4 B).

A comparacdo entre inverno e verdo dos valores de lipidios totais no
hepatopancreas do grupo controle ndo mostrou variagdo significativa (Fig.5A).
Entretanto, ao longo do periodo de estresse a concentracdo de lipidios foi
significativamente (P< 0,05) menor no verdo do que no inverno (54%, 40% e 35% apds

1, 3 e 6 dias respectivamente). No inverno, houve um aumento significativo de 124%
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(P< 0,05) no 1° dia de estresse hiperosmotico, enquanto, no verdo, houve uma
diminuicao de 49% (P< 0,05) no 3° dia de estresse osmdtico.

O estresse hiperosmético, no inverno, ndo afetou a concentracdo de lipidios
totais no musculo (Fig. 5B). Porém, no verdo, houve uma diminuicao significativa (P<
0,05) dos niveis de lipidios totais ao longo de todo o estresse nesse tecido (32, 38 e 32%
apos 1, 3 e 6 dias respectivamente) (Fig. 5B).

A Fig 6 mostra que no inverno, houve uma diminuicdo de 44% (P< 0,05) da
concentracdo de lipidios totais na hemolinfa no 1° dia de estresse hiperosmotico,
enquanto no verdo nao houve variagdes significativas da concentracdo de lipidios totais

hemolinféaticos.

DISCUSSAO

No grupo controle, ndo foi verificada diferenga sazonal da concentragdo de
lipidios totais nos tecidos estudados. Contudo, Kucharski e Da Silva (1991a)
constataram uma diminuicdo significativa dos valores de lipidios totais no
hepatopancreas e no muasculo nos animais de outono e inverno quando comparados
aqueles coletados no verdo e na primavera. A aclimatacdo durante 15 dias as condi¢des
de laborat6rio com alimentacdo diaria com carne bovina deve ter contribuido para esta
diversidade nos resultados, salientando que Kucharski e Da Silva (1991a) avaliaram os
niveis de lipidios totais nos caranguejos imediatamente apo6s a captura do habitat. O
efeito da composicdo da dieta sobre 0o metabolismo intermediario em C. granulatus
demonstrou que a alimentacdo por 15 dias com uma dieta rica em proteinas aumentou

os niveis de glicogénio no hepatopancreas e no musculo e os de lipidios totais no
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hepatopancreas quando comparados aos animais de campo (Kucharski e Da Silva,
1991b).

O presente estudo mostrou que as branquias anteriores e posteriores de C.
granulatus tém a capacidade de sintetizar [**C]-glicose a partir de [**C]-glicerol.
Estudos anteriores em C. granulatus mostraram a capacidade desses tecidos de formar
[*C]-glicose a partir de [*“C]-L-alanina e a participacdo dessa via na adaptacdo ao
estresse osmatico (Chittd, 2000). Como a sintese de glicose a partir de glicerol contém
menos etapas que a sintese a partir de alanina, os valores de glicose formada apds meia
hora de incubacdo com glicerol foram semelhantes ou até maiores do que aqueles
obtidos apds uma hora de incubagdo com alanina, utilizando-se as mesmas condi¢des
experimentais (Chittd, 2000).

Neste estudo, a temperatura, salinidade, pressdo parcial de oxigénio,
disponibilidade e composicdo do alimento foram controladas, somente a
fotoperiodicidade foi a natural de cada estacdo do ano. No inverno a converséo do [**C]-
glicerol em [*C]-glicose nos animais controle foi marcadamente reduzida tanto nas
branquias anteriores como nas posteriores em relacdo ao verdo. Estes dados séo
concordantes com estudo prévio em C. granulatus que demonstrou que a atividade e a
expressdo da enzima PEPCK e a capacidade gliconeogénica do musculo mandibular
diminuem significativamente no inverno (Schein et al., 2005). Também foi verificada
que a atividade gliconeogénica no tecido branquial e a concentracdo de lipidios totais
nos diferentes tecidos de C. granulatus submetidos ao estresse hiperosmoético no
inverno diferem daquelas obtidas nos animais que sofreram o estresse osmotico no
ver&o.

Durante o estresse hiperosmético, os niveis de aminoacidos livres intracelulares

nos tecidos de crustaceos eurialinos aumentam quando comparados com animais
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submetidos ao estresse hiposmdtico, assim contribuindo com a regulacdo do volume
celular (Gilles, 1997; Gilles e Delpire, 1997). Neste estudo, a diminuicdo da conversédo
do [*C]-glicerol em [*C]-glicose, constatada no inverno em ambas as branquias,
refletiria uma reducéo total da capacidade gliconeogénica com o objetivo de aumentar a
concentracdo de aminoacidos intracelulares durante a primeira fase do processo de
aclimatacdo ao estresse hiperosmotico. Ressaltando que no inverno, tanto em animais
sob estresse osmético como nos controles, a capacidade gliconeogénica das branquias
anteriores e posteriores foi marcadamente menor que no verdo. Resultado semelhante
foi constatado por Schein et al. (2005) em musculo mandibular de C. granulatus onde a
conversdo de [**C]-alanina em [**C]-glicose foi significativamente menor no inverno
quando comparada aos valores de verdo. O retorno da capacidade gliconeogénica a
valores semelhantes aos do grupo controle apds 3 e 6 dias de estresse hiperosmotico
refletiria o ajuste do volume celular a osmolaridade do meio. A participacdo da via
gliconeogénica no processo de aclimatacdo ao estresse hiper e hiposmotico foi
demonstrada no hepatopéncreas e no musculo mandibular de C. granulatus (Oliveira e
Da Silva, 2000; Schein et al., 2004). Entretanto, em musculo mandibular de C.
granulatus submetido ao estresse hiperosmoético por 1 dia no inverno, foi verificado um
aumento significativo da conversdo do **C-alanina em [**C]-glicose, da atividade e dos
niveis de RNAm da PEPCK (Schein et al., 2005). Estes resultados sugerem que em C.
granulatus os mecanismos de ajuste metabdlico ao estresse hiperosmético diferem entre
os tecidos. Talvez isto esteja relacionado a funcdo exercida por cada 6rgdo na
homeostase deste animal durante o processo de osmorregulagao.

No inverno, a manutencdo da concentracdo de lipidios totais nas branquias
anteriores e posteriores durante o estresse osmatico sugere que os lipidios totais ndo

estariam sendo utilizados como substrato energético durante o processo de aclimatacao
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ao estresse hiperosmatico. Contrariamente, Luvizzoto-Santos et al. (2003), estudando a
mesma espécie, observaram um aumento na concentracdo de lipidios totais em
branquias apo6s 7 dias de estresse hiperosmético, contudo, os autores mantiveram 0s
animais em jejum durante o periodo experimental. Além disso, esses autores
submeteram os caranguejos a um estresse hiperosmatico de 40%o.

O estresse hiperosmético no inverno nao alterou significativamente a
concentracdo de lipidios totais no musculo do C. granulatus. Entretanto, os valores de
lipidios na hemolinfa diminuiram significativamente apdés 1 dia em meio
hiperosmdstico. Esta diminui¢do hemolinfatica da concentracdo de lipidios totais foi
acompanhada pelo aumento dos niveis de lipidios totais no hepatopancreas. No presente
estudo os resultados sugerem que os lipidios hemolinfaticos estariam sendo utilizados
no hepatopancreas como substrato energético durante a primeira fase do processo de
aclimatacdo ao meio hiperosmético. O retorno da concentracdo de lipidios totais no
hepatopéancreas e na hemolinfa a valores semelhantes aqueles do grupo controle ap6s 3
e 6 dias de estresse osmdtico reforca esta suposicdo. Nery et al. (1993), estudando a
mesma espécie de caranguejo, verificaram que a utilizagdo de carboidrato como
substrato energético durante o estresse hiperosmatico de 40%o ocorreu somente a partir
do 3° dia de estresse osmotico no inverno.

No verdo a capacidade de conversdo de [**C]-glicerol em [*C]-glicose e a
concentracdo de lipidios totais nas branquias anteriores e na hemolinfa ndo foram
alteradas significativamente pelo estresse hiperosmético de 6 dias. Entretanto, em
branquias posteriores, 3 dias em meio hiperosmotico reduziram em cerca de 34% a
conversdo do [*C]-glicerol em [**C]-glicose. Também em musculo mandibular de C.
granulatus 1 dia de estresse hiperosmdtico, no verdo, diminuiu em cerca de 50% a

capacidade de conversdo de [**C]-alanina em [*C]-glicose e a atividade da PEPCK
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mitocondrial (Schein et al., 2005). Estes resultados comprovam a participacdo da via
gliconeogénica como uma das vias envolvidas no ajuste metabolico durante a
aclimatacdo ao meio hiperosmotico em branquias de C. granulatus.

A concentracdo de lipidios totais em branquias posteriores de caranguejos no
verdo diminuiu em cerca de 50% apds 3 e 6 dias de estresse hiperosmotico. A
concentracdo de lipidios totais em branquias posteriores de C. granulatus foi 100%
maior do que aquela verificada nas branquias anteriores. A utilizacdo dos lipidios totais
como substrato energético durante a fase final do periodo experimental de estresse
osmético explicaria 0 aumento das concentracBes de glicose livre e glicogénio em
branquias nos primeiros dias (1-3 dias) de estresse hiperosmdtico constatado por Nery
et al. (1993) no verdo. Apesar da utilizacdo dos lipidios totais como fonte energética
durante a aclimatacdo ao meio hiperosmotico os valores sdo semelhantes aqueles
verificados no grupo controle das branquias anteriores.

Nery et al. (1993) submetendo o C. granulatus durante 15 dias ao estresse
hiperosmoético verificaram um aumento das concentragdes de glicose livre e glicogénio
no masculo e nenhuma alteracédo significativa destes parametros no hepatopancreas no
verdo. A diminuicdo gradual da concentracdo de lipidios totais no mdsculo e
hepatopéancreas constatada neste estudo, sugere a utilizacdo dos lipidios totais como
fonte energética durante a aclimatacdo ao estresse hiperosmético no verdo nestes
tecidos.

Concluindo, este estudo demonstrou a capacidade da sintese de [**C]-glicose a
partir de [*C]-glicerol em branquias anteriores e posteriores de C. granulatus. A
capacidade gliconeogénica foi maior no verdo do que no inverno em ambos os tecidos.
A participacgdo da via gliconeogénica no ajuste metabolico ao estresse hiperosmético foi

evidenciada em branquias posteriores pela diminuicdo da conversdo de [**C]-glicerol
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em [**C]-glicose no 3° dia de estresse no verdo e, em ambas as branquias, no 1° dia de
estresse no inverno. No verdo, a diminuicdo da concentracdo de lipidios totais durante o
estresse hiperosmotico nas branquias posteriores, no hepatopancreas e no mausculo
sugere a utilizacdo desse substrato como fonte energética durante a aclimatacdo ao

estresse.
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Fig. 1: Efeito de diferentes tempos de incubacéo sobre a conversio de [U-*C ]-glicerol
em [*C ]-glicose nas branquias anteriores (ba) e posteriores (bp) de animais mantidos
em aquarios a 20%o.. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo; n =3-6.

* media com diferenca significativa entre os tecidos (P<0.05).
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Fig. 2: Efeito de diferentes concentrages de glicerol no meio de incubagdo sobre a
conversdo de [U-**C ]-glicerol em [*'C ]-glicose, nas branquias anteriores (ba) e
posteriores (bp) de animais mantidos em aquarios a 20%o.. Os dados estdo representados
como média + desvio padrdo; n =3-4. * média com diferenca significativa entre os
tecidos (P<0.05); # média com diferenca significativa em relagdo ao grupo 2.5 mM
(P<0.05).
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Fig. 3: Gliconeogénese em branguias anteriores (A) e em branquias posteriores (B) de
C. granulatus submetido ao estresse hiperosmético durante 0, 1, 3 e 6 dias no inverno e
no verdo. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo; n = 5-9; ® média
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significativa em relacdo ao grupo controle (P<0.05).
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CAPITULO 2

Efeito do estresse hiposmotico sobre a gliconeogénese em branquias e sobre a
concentracdo de lipidios totais na hemolinfa e nos tecidos de C. granulatus: no inverno
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RESUMO

Em masculo de C. granulatus a resposta da via gliconeogénica ao estresse
osmético pode ser modificada pelas variagdes sazonais ambientais. Com o propoésito de
esclarecer a participagdo da gliconeogénese e dos lipidios no ajuste metabdlico durante o
estresse osmético, foi verificada, in vitro, a conversdo de [**C]-glicerol em [**C]-glicose
em branquias posteriores e anteriores de C. granulatus submetidos ao estresse
hiposmético no inverno e no verdo. A capacidade gliconeogénica em branquias anteriores
do grupo controle foi 97% maior no verdo quando comparada ao inverno. Em branquias
posteriores, a capacidade gliconeogénica do grupo controle foi 128% maior no verdo
quando comparada ao inverno. Nesse tecido a conversdo de [**C]-glicerol em [*C]-
glicose diminuiu 46% e 40% aos 3 e 6 dias, respectivamente, de estresse hiposmético no
verdo. No grupo controle, a capacidade gliconeogénica das branquias posteriores foi 58%
maior do que aquela das branquias anteriores no verdo. Contudo, no inverno, ambas as
branquias apresentaram a mesma capacidade gliconeogénica. Em brénquias posteriores a
concentracdo de lipidios totais foi aproximadamente 100% maior que agquela constatada
nas branquias anteriores no inverno e verdo. No inverno, a concentracdo de lipidios totais
nas branquias posteriores aumentou 73% no 1° dia de estresse hiposmotico. No
hepatopancreas, no inverno, o estresse hiposmatico causou um aumento significativo da
concentracdo de lipidios totais durante todo o periodo experimental. No verdo, a
concentracdo de lipidios totais ndo foi alterada pelo estresse hiposmotico nos tecidos
estudados. Os resultados demonstram uma diferenca sazonal na capacidade
gliconeogénica a partir de [*C]-glicerol em branquias desse crustaceo. Entretanto, o
glicerol parece ndo ser o substrato preferencial utilizado por essa dessa via durante o
estresse hiposmotico, tanto no verdo como no inverno. O aumento da concentracdo de
lipidios totais nas branquias e no hepatopancreas sugere a participacdo da lipogénese no

ajuste metabdlico de aclimatagéo ao estresse hiposmaotico no inverno.

Palavras chave: Chasmagnathus, estresse hiposmdtico, glicerol, gliconeogénese,
lipidios totais
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INTRODUCAO

O Chasmagnathus granulatus é um caranguejo eurialino que habita as zonas
meso e supra-litoraneas na costa sul do Brasil (Bond-Buckup et al., 1991) onde enfrenta
variagoes de salinidade de 0,22 a 34%o (Turcato, 1990). Conforme Bromberg (1992), o
caranguejo C. granulatus pode ser classificado como um regulador hiper-hiposmético
eurialino, uma vez que suporta uma ampla variacdo de salinidade, sendo capaz de
hiperregular de 0%o a 20%o e hiporregular em 40%.. Seu ponto isosmotico situa-se entre
28,5%0 e 30%o, No inverno e verdo, respectivamente.

Segundo Gilles (1982), crustaceos eurialinos apresentam dois mecanismos
basicos para enfrentar o estresse osmotico: (1) regulacdo anisosmética do fluido
extracelular, a qual implica no controle da osmolaridade da hemolinfa independente da
osmolaridade do meio externo; (2) regulacdo isosmética do fluido intracelular, o que
implica em um controle da osmolaridade do fluido e do volume intracelular, com o
objetivo de manté-lo isosmético em relagdo ao fluido extracelular.

O processo de regulacdo anisosmoética do fluido extracelular resulta de um
balango entre os fendmenos de efluxo e influxo de efetores osmaticos, principalmente
ions. Os principais componentes fisiologicos desse balanco entre os efetores osmoticos e
a 4gua sdo a permeabilidade da superficie corporal e o transporte ativo, principalmente
em branquias, trato intestinal e 6rgaos excretores (Gilles e Delpire, 1997; Gilles, 1997).

O termo regulacdo isosmotica do fluido intracelular define os mecanismos
responsaveis pelo ajuste ativo da pressdo osmotica intracelular em relacdo a novas
pressdes osmoticas dos fluidos corpdreos, impedindo assim grandes alteracdes na

concentracéo intracelular (Jenieux e Florkin, 1961).
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Em crustaceos ha diversos estudos sobre a utilizacdo do metabolismo de lipidios
como reserva de energia durante a embriogénese e o periodo reprodutivo (Sibert e cols.,
2004; Rosa e cols., 2005; Calado e cols., 2005; Rosa e Nunes, 2003). O hepatopancreas
parece ser o orgdo envolvido em armazenar e fornecer lipidios durante o periodo
reprodutivo nesses animais (Jeckel e cols., 1991; Hasek e Felder, 2005). Entretanto ha
poucos estudos sobre a utilizacdo de lipidios como substrato energético para a
osmorregulacdo. Recentemente, foi constatado em C. granulatus que a concentracao de
lipidios totais nas branquias e no musculo foi significativamente menor em caranguejos
submetidos a sete dias de estresse hiposmético do que naqueles submetidos ao mesmo
periodo de estresse hiperosmotico ou mantidos em condicGes controle. Ja as reservas
lipidicas do hepatopancreas ndo foram mobilizadas durante o estresse osmotico
(Luvizzotto-Santos et al., 2003).

Em C. granulatus, Kucharski e Da Silva (1991 a) constataram que as reservas de
lipidios sdo elevadas no hepatopancreas (20% do peso do tecido) e diminuem
significativamente somente no outono. A maior concentracdo de lipidios no musculo
ocorre no verdo e diminui no outono e inverno. Os autores sugerem que as reservas de
lipidios musculares seriam o principal substrato energético durante o outono e o inverno
e que os lipidios do hepatopancreas seriam utilizados no periodo reprodutivo (primavera,
verdo e outono).

A hidrolise de triacilglicerol resulta em &cidos graxos e glicerol, sendo este
ultimo um importante substrato para a gliconeogénese, via responsavel pela produgéo e
exportacdo de glicose também a partir de precursores como 0s aminoacidos, o lactato, o
piruvato e o propionato. Esta via é filogeneticamente muito antiga, encontrada desde
fungos até mamiferos (Moon, 1988). Em mamiferos, a gliconeogénese foi constatada no

figado, nos rins e no intestino (Marks et al., 1996; Habold et al., 2005), contudo, em C.
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granulatus sua presenca foi verificada no musculo, nas branquias e no hepatopancreas.
(Schein et al., 2004; Chittd, 2000; Oliveira e Da Silva, 1997). A enzima chave dessa Vvia,
a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), foi clonada (AY074922) e sua expressdo
determinada no hepatopancreas, no musculo, no sistema nervoso, nas branquias e no
coracdo de C. granulatus (Schein et al., 2004).

Oliveira e Da Silva (2000) demonstraram, em C. granulatus, o envolvimento da
via gliconeogénica hepatopancreatica na adaptacdo ao estresse hiposmotico. Os autores
sugerem que os aminodcidos liberados dos diferentes tecidos durante o estresse
hiposmotico seriam desaminados no hepatopancreas e as cadeias de carbono utilizadas
como substrato para a via gliconeogénica (Oliveira e Da Silva, 2000). Recentemente, foi
demonstrado que a atividade, a expressdo do gene da PEPCK e a conversdo de [**C]-
alanina em [**C]-glicose em musculo de C. granulatus, submetido ao estresse hipo- ou
hiperosmoético, apresentam varia¢do sazonal. No inverno, a capacidade gliconeogénica,
a atividade e a expressdo do gene da PEPCK no musculo sdo extremamente baixas
quando comparadas aos resultados obtidos no verdo (Schein et al., 2005a). No camaréo
Litopenaeus vannamei a atividade da PEPCK hepatopancreatica aumentou quando 0s
animais foram submetidos a baixa salinidade (Rosas et al., 2001). Assim, em crustaceos
eurialinos a gliconeogénese seria uma das vias envolvidas no mecanismo de
aclimatacdo as alteracdes de salinidade ambiental.

Com o propdsito de esclarecer a participacdo da gliconeogénese e dos lipidios
totais no ajuste metabolico durante o estresse osmético, foi verificada, in vitro, a
conversdo de [*C]-glicerol em *C-glicose em branquias posteriores e anteriores de C.
granulatus submetidos ao estresse hiposmotico por 1, 3 e 6 dias e as concentracdes de
lipidios totais das branquias (posteriores e anteriores), do masculo, do hepatopancreas e

da hemolinfa nos mesmos tempos de estresse estudados. Entretanto, em C. granulatus a
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resposta da via gliconeogénica ao estresse hiposmotico pode ser modificada pelas
variacdes sazonais (Schein et al., 2005a). Assim, este estudo comparou as diferencas,

entre inverno e verdo, dos parametros estudados.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Caranguejos Chasmagnathus granulatus (Crustacea — Decapoda - Varunidae)
machos (n=100), adultos no periodo de intermuda (Drach e Tchernigovtzeff, 1967),
pesando 15 a 17 g, foram coletados na Lagoa Tramandai, Rio Grande do Sul
(coordenadas 29°58” latitude Sul e 58°08° longitude Oeste), em marisma tipicamente
estuarino. Em seu habitat, Turcato (1990) verificou que o teor de O, dissolvido na dgua
varia entre 2,78 a 11,78 mgO-/L e a salinidade oscila de 0,22 a 34%o0 ao longo do ano.

No laboratdrio, os animais foram colocados em aquéarios com salinidade de 20%o,
temperatura de 25°C, fotoperiodo natural e aeragdo constante. Durante duas semanas 0s

caranguejos foram alimentados, ad libitum, diariamente com carne bovina.

Procedimentos experimentais

Ap0s as duas semanas de aclimatacdo ao laboratorio, um grupo de caranguejos
foi transferido para um aquario com agua destilada (salinidade de 0%o), onde
permaneceram durante 1, 3 e 6 dias. Durante os periodos de estresse, 0s animais foram

mantidos em aquarios com as mesmas condi¢des de temperatura, fotoperiodo, aeracéo e
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alimentacédo do periodo de aclimatacdo, recebendo alimento até 16 horas antes de serem
sacrificados.

Os animais do grupo controle foram mantidos em aquarios nas condicdes de
aclimatacdo e estes caranguejos foram sacrificados juntamente com os animais dos
demais grupos experimentais. A salinidade foi determinada por meio de um
refratdbmetro (ATAGO S/MILL). Os experimentos foram realizados no inverno (junho,

julho e agosto) e verao (dezembro, janeiro e fevereiro) de 2001 a 2003.

Gliconeogénese

Os animais submetidos aos diferentes tempos de estresse hiposmotico e 0s
animais do grupo controle foram crioanesteziados por 10 minutos e amostras de 50 a
100mg de branquias anteriores e posteriores foram removidas e colocadas em placas de
Petry contendo solucdo fisioldgica de caranguejo (SFC). Foram feitos pequenos cortes
nas lamelas das branquias, e as artérias aferente e eferente foram retiradas para
possibilitar maior contato do tecido com o meio de incubagdo. A seguir as amostras
foram colocadas em tubos com 500l de SFC contendo: 300 mM de NaCl, 10 mM KCl,
25 mM CaCl,, 10 mM MgCl,.H,0, 8,8 mM H3BO3, 10 mM HEPES e 0,1 mM fluoreto
de fenilmetilsulfonil (PMSF), pH 7,8 e 691 mOsm/ Kg de H,O, (a osmolalidade da
hemolinfa em 20%. € de 777 + 51,04 mOsm/kg de H,0 e de 736 + 16,02 mOsm/Kg de
H.O em 0%o). Ao meio de incubacdo dos dois grupos experimentais foi adicionado 0,2
uCi de [U-**C ]-glicerol (Amersham Pharmacia Biotech, 5.25GBg/mmol,
142mCi/mmol) e 5 mM de glicerol (GibcoBRL). A seguir, foi feita a substituicdo da
fase gasosa por carbogénio (O,:CO,, na proporcao 95:5% v/v). Os tubos foram fechados

e incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff por 30 minutos sob agitacdo
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constante a 25°C. A concentracdo de glicerol e o tempo de incubacdo foram escolhidos
a partir de experimentos anteriores, onde foi feita uma curva com concentracdes
crescentes de glicerol (2,5; 5; 10 e 20 mM) e uma curva de tempo de incubacéo (15, 30,
60, 90 e 120 minutos) (Chitté 2005).

Decorrido o tempo de incubacdo, a conversdo do [U-**C ]-glicerol em [*C]-
glicose pelas branquias foi determinada por cromatografia segundo método descrito por
Oliveira e Da Silva (1997). Os valores séo expressos em umoles de [U*C]—glicerol

convertido em [**C] —glicose. g™* de tecido. min™.

Determinagdes bioquimicas

Ao final dos periodos experimentais de 1, 3 e 6 dias de estresse hiposmotico,
amostras de hemolinfa, de branquias anteriores e posteriores, de hepatopancreas e de
musculo da quela foram utilizadas para determinacdo de lipidios totais.

Para a extracdo de lipidios totais as amostras foram homogenizadas em uma
mistura de cloroférmio:metanol (2:1, v/v) (Folch et al. 1957). Os acidos graxos
liberados por hidrolise frente ao acido sulfurico reagem com a vanilina (Kit Lipidios
totais Doles Reagentes) e a reacdo foi medida em espectrofotémetro (Ultraspec 2000 —

Pharmacia Biotech) em 530 nm.

Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o desvio padrdo da
média (média = DPM). Os dados foram considerados significativos quando P<0,05. Dos

dados obtidos, a comparacao entre dois grupos foi feita pelo teste T de Student. Para a
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comparacdo entre varios grupos, foi utilizada a analise de variancia de uma via
(ANOVA) ou duas vias seguidas pelo teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls

(SNK). Foi utilizado o programa SigmaStat para Windows.

RESULTADOS

A capacidade gliconeogénica em branquias anteriores do grupo controle (20%o)
foi 100 % maior no verdo (P< 0.05) quando comparada ao inverno (Fig.1A). Nesse
tecido ndo houve variagdes significativas da capacidade gliconeogénica ao longo do
estresse hiposmotico tanto no inverno como no verdo (Fig. 1A).

Em branquias posteriores, a capacidade gliconeogénica do grupo controle (20%o)
foi 128 % maior no verédo (P< 0.05) quando comparada ao inverno (Fig. 1B). A Fig. 1B
mostra que ndo houve variacdes significativas da conversio de [**C]-glicerol em [*C]-
glicose ao longo do estresse hiposmatico no inverno. Porém, no verdo, a capacidade
gliconeogénica diminuiu 46% e 40% (P< 0.05) ap6s 3 dias e 6 dias, respectivamente, de
estresse hiposmotico.

No verdo, no grupo controle, a capacidade gliconeogénica das branquias
posteriores foi 58 % maior (P< 0.05) do que aquela das brénquias anteriores (Fig.1 A e
B). Contudo, no inverno, ambas as branquias apresentaram a mesma capacidade de
conversdo de [**C]-glicerol em [**C]-glicose (Fig. 1 A e B).

N&do foram verificadas diferencas na concentracdo de lipidios totais entre as
estacOes do ano. Também, o estresse hiposmatico ndo causou alteragdes significativas

na concentracgdo de lipidios totais na hemolinfa (Fig. 2).
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Fig. 3A mostra que, no grupo controle, ndo houve variagdes significativas da
concentracdo de lipidios totais nas branquias anteriores entre o inverno e o verdo. O
estresse hiposmatico néo alterou significativamente a concentracao de lipidios totais nas
brénquias anteriores tanto em animais de inverno como naqueles de verao.

Em branquias posteriores (inverno e verdo) do grupo controle, a concentracéo de
lipidios totais foi cerca de 100% maior que aquela constatada nas branquias anteriores
de inverno e verdo (Fig. 3 A e B). Também, no grupo controle, ndo foi constatada
diferenca sazonal na concentracdo de lipidios totais nas branquias posteriores.
Entretanto, no inverno, a concentracdo de lipidios totais nas branquias posteriores
aumentou (P< 0,05) 73 % apo6s 1 dia de estresse hiposmético, retornando aos niveis do
grupo controle apds 3 e 6 dias de estresse osmatico. No verdo, ndo houve variagdes
significativas dos niveis de lipidios em branquias posteriores ao longo do periodo de
estresse hiposmotico estudado (Fig. 3B).

No hepatopancreas néo foi constatada diferenga significativa entre o inverno e o
verdo na concentracdo de lipidios totais no grupo controle (Fig. 4 A). No inverno o
estresse hiposmotico aumentou significativamente a concentracdo de lipidios totais a
partir do terceiro dia de estresse osmotico, chegando a valores 135% (P< 0.05) maiores
daqueles do grupo controle no 6° dia de tratamento (Fig. 4 A). No verdo, a concentracdo
de lipidios totais ndo foi alterada pelo estresse hiposmotico (Fig. 4 A).

Tanto no inverno como no verdo, ndo houve varia¢Oes significativas na
concentracdo de lipidios totais no musculo ao longo do estresse hiposmotico (Fig. 4 B).
N&o foi constatada diferenca significativa na concentracao de lipidios totais do musculo

entre 0s animais controle de inverno e os de verao.
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DISCUSSAO

No presente estudo, a temperatura, a salinidade, a presséo parcial de oxigénio, a
composicao e disponibilidade de alimento foram controladas; somente o fotoperiodo era
natural para cada estacdo do ano. No inverno, a conversdo do [**C]-glicerol em [**C]-
glicose nos animais controle foi marcadamente reduzida em ambas as branquias em
relacdo ao verao. Estes dados sdo concordantes com estudo prévio em C. granulatus que
demonstrou que a atividade e a expressdo da enzima PEPCK e a capacidade
gliconeogénica do musculo mandibular diminuem significativamente no inverno
(Schein et al., 2005a). No verdo, a conversdo do [**C]-glicerol em [**C]-glicose em
ambas as branquias aumentou, porém nas branquias posteriores a atividade
gliconeogénica foi superior aquela das branquias anteriores. O envolvimento da via
gliconeogénica no processo de aclimatagdo ao estresse osmotico foi demonstrado no
hepatopancreas e no musculo mandibular de C. granulatus (Oliveira e Da Silva, 2000;
Schein et al., 2004). A maior atividade de conversao de [**C]-glicerol em [**C]-glicose
constatada em branquias posteriores do grupo controle sugere que esta via estaria
fornecendo glicose que seria utilizada como substrato energético para estes pares de
branquias que constituem o principal 6rgdo osmorregulador de crusticeos eurialinos
(Péqueux, 1995).

Experimentos in vivo e in vitro tém demonstrado que a reducdo dos compostos
nitrogenados intracelulares durante o estresse hiposmético pode envolver diminuicéo
dos processos de biossintese de aminoacidos, aumento da degradacdo, efluxo ou
reducdo na captacdo de aminoacidos celulares, aumento da incorporagdo de
aminoacidos em proteinas ou outros produtos finais, ou ainda, a combinacéo de alguns

destes mecanismos (Gilles, 1997; Gilles e Delpire, 1997).
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No inverno, 6 dias de estresse hiposmdtico ndo alterou significativamente a
conversdo do [**C]-glicerol em [*C]-glicose em branquias anteriores e posteriores.
Entretanto, em branquias de Carcinus maenas o estresse hiposmaético no inverno
aumentou a producdo de glicose, contudo, nesse experimento os autores utilizaram
como precursor 0 piruvato ou s6 determinaram a glicose do meio sem utilizar um
precursor especifico para a gliconeogénese (Thabrew et al., 1971). Em musculo
mandibular de C. granulatus submetido ao estresse hiposmotico por 6 dias, no inverno,
também néo foi verificada alteracio significativa da incorporacéo de [**C]-alanina em
[*C]-glicose nem dos niveis de RNAm da PEPCK (Schein et al., 2005a). Neste estudo,
um aumento de cerca de 75% na concentracdo de lipidios totais, tanto nas branquias
anteriores como nas posteriores, ocorreu no 1° dia de estresse hiposmotico nos animais
de inverno. Na mesma espécie, Luvizzoto-Santos et al. (2003) observaram uma
diminuicdo na concentracdo de lipidios em branquias ap6s 7 dias de estresse
hiposmotico. Entretanto, os autores mantiveram os animais em jejum durante o periodo
experimental, o que reduziu em cerca de 70% a concentra¢do de lipidios nas branquias.
No presente trabalho, os animais foram alimentados ao longo de todo o periodo
experimental. Desta forma, durante o estresse hiposmoético os aminodcidos livres das
branquias poderiam ser convertidos em acetil-CoA para sintese de acidos graxos e
triacilglicerol o que explicaria 0 aumento na concentragdo de lipidios totais constatado
neste 6rgdo no 1° dia de estresse osmotico. Os aminodcidos liberados dos diferentes
tecidos também poderiam ser convertidos em 4&cidos graxos e triacilglicerol no
hepatopéancreas durante o estresse hiposmoético, o que explicaria o aumento gradual da
concentracdo de lipidios totais neste tecido ao longo dos 6 dias de estresse osmotico.
Entretanto, no musculo e na hemolinfa ndo ocorreram variagBes significativas na

concentracdo de lipidios totais. Reforcando esta hip6tese, a alimentacdo por 15 dias com
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uma dieta rica em proteinas aumenta em cerca de 30% a concentracao de lipidios totais
no hepatopancreas, porém no muasculo ndo foi constatada diferenca significativa
(Kucharski e Da Silva, 1991b). Por outro lado, o estresse hiposmotico ndo diminuiu a
captacdo de aminoacidos pelo hepatopancreas o que corrobora com a hipoOtese da
importancia deste 6rgdo no ajuste metabolico ao estresse osmotico em C. granulatus
(Schein et al., 2005b). Contudo, a determinagédo da capacidade lipogénica, utilizando-se
aminoécidos como precursores ou com *H,O, durante o estresse hiposmético serdo
esclarecedores. Em mamiferos, a incubacdo de hepatécitos em meio hiposmotico
estimula a lipogénese a partir de glicose e a atividade da acetil-CoA carboxilase, enzima
—chave na sintese de &cidos graxos (Haussinger et al, 1994). Esses autores também
verificaram que a lipogénese é estimulada pela glutamina, prolina e alanina, mas
sugerem que a mudanca de volume celular per se ndo €é a principal responsavel pelo
efeito lipogénico dos aminoéacidos.

No verdo, a capacidade gliconeogénica das brénquias anteriores ndo apresenta
alteragdo significativa ao longo dos 6 dias de estresse hiposmético. Em musculo
mandibular de C. granulatus o estresse hiposmotico no verdo também ndo alterou
significativamente a incorporagdo da [**C]-alanina em [**C]-glicose (Schein et al.,
2005a). Entretanto, nas branquias posteriores foi constatada uma reducdo gradual na
conversdo do [*C]-glicerol em [**C]-glicose ao longo do periodo experimental. Chitté
(2000) verificou uma reducdo na incorporacdo da [**C]-alanina em [*“C]-glicose aos 3
dias de estresse osmotico (Chittd, 2000). Os dados sugerem que no verdo, em branquias
posteriores, nem o glicerol e nem os aminoacidos seriam utilizados pela via
gliconeogénica para producdo de glicose como substrato energético ou na reducdo da
concentracdo intracelular de aminoacidos necessaria para a regulacao do volume celular

durante o estresse hiposmético. Chitté (2000) também verificou uma diminuicdo
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gradual da concentracdo de glicose livre em branquias posteriores de C. granulatus
submetido ao estresse hiposmético por 6 dias no verdo. Esta reducdo da capacidade
gliconeogénica nas branquias posteriores no verao, talvez reflita o aumento do efluxo de
aminoacidos branquiais que seriam captados pelo hepatopancreas, onde foi verificado
um aumento da capacidade gliconeogénica apds 6 dias de estresse hiposmatico no verdo
(Oliveira e Da Silva, 2000).

Ao contrario do que ocorreu no inverno, os resultados obtidos no verdo sugerem
que a lipogénese no tecido branquial e no hepatopancreas nao seria ativada durante a
aclimatacdo ao estresse hiposmético, pois ndo ocorreu alteracdo significativa na
concentracdo de lipidios totais em todos os tecidos estudados neste trabalho.

Concluindo, em branquias anteriores e posteriores, durante o estresse
hiposmético, a via gliconeogénica a partir de [**C]-glicerol ndo participa do ajuste
metabolico ao estresse osmético tanto em animais de inverno como naqueles de verdo.
O aumento da concentracdo de lipidios totais nas branquias e no hepatopancreas sugere
a participacdo da lipogénese no ajuste metabolico de aclimatacdo ao estresse

hiposmético no inverno.
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Fig. 1: Gliconeogénese em branquias anteriores (A) e em branquias posteriores (B) de
C. granulatus submetido ao estresse hiposmotico durante 0, 1, 3 e 6 dias no inverno e
no verdo. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo; n = 5-9; * média

b

com diferenca significativa entre as estacdes (P<0.05); ° média com diferenca

significativa em relagdo ao grupo controle.
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Fig. 2: Concentracdo de lipidios totais na hemolinfa de caranguejos C granulatus
submetidos ao estresse hiposmatico no inverno e no verdo durante 0, 1, 3 e 6 dias. Os

dados estdo representados como média + desvio padrao; n = 4-9.
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Fig. 3: Concentracdo de lipidios totais em branquias anteriores (A) e em branquias
posteriores (B) de caranguejos C granulatus submetidos ao estresse hiposmatico no
inverno e no verdo durante 0, 1, 3 e 6 dias. Os dados estdo representados como media +
desvio padrdo; n =4-8; * média com diferenca significativa entre as estacdes (P<0.05); °

média com diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
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RESUMO

Em C. granulatus a gliconeogénese provavelmente é uma das vias envolvidas no
mecanismo de adaptacdo deste caranguejo as alteracdo da osmolaridade do meio. Desta
forma o objetivo do presente trabalho foi determinar a atividade das enzimas glicose-6-
fosfatase (G6Fase) e frutose-1,6-bifosfatase (FBFase) no hepatopéancreas, no masculo e
nas branquias de C. granulatus submetidos a 3 dias de estresse hipo ou hiperosmaético.
A atividade da G6Fase no grupo controle foi significativamente mais elevada no
hepatopéancreas do que nos outros tecidos. Nas branquias anteriores, a atividade da
G6Fase foi maior que nas branquias posteriores nos animais do grupo controle. O
estresse hiposmotico causou um aumento da atividade da enzima G6Fase somente no
musculo. O estresse hiperosmatico causou um aumento da atividade dessa enzima no
hepatopancreas, no musculo e nas branquias posteriores. Contrariamente, em branquias
anteriores, o estresse hiperosmético diminuiu 80% a atividade da G6Fase. No grupo
controle, a maior atividade da enzima FBFase foi verificada no hepatopancreas. Em
animais submetidos ao estresse hiperosmético foi constatado um aumento de cerca de 2
vezes na atividade da FBFase em branquias posteriores. Entretanto, no hepatopancreas a
atividade dessa enzima diminuiu cerca de 51% ap0s o estresse hiperosmoético. O
presente estudo demonstrou o papel da modificacdo do volume celular sobre a atividade
das enzimas da via gliconeogénica em diferentes tecidos de crustaceo, evidenciando a
participagdo desta via no ajuste metabdlico durante a aclimata¢do ao estresse osmotico

em C. granulatus.

Palavras-chave: glicose-6-fosfatase, frutose-1,6-bifosfatase, gliconeogénese, estresse

osmatico, Chasmagnathus granulatus
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INTRODUCAO

O Chasmagnathus granulatus é um caranguejo eurialino que vive em estuarios
de sedimento areno-lodoso, desde o Rio de Janeiro, no Brasil, at¢ o Golfo de Sé&o
Martin, na Argentina. Em seu habitat enfrenta variagdes de salinidade, temperatura e
concentracdo de oxigénio dissolvido na &gua. Esse crustdceo evoluiu de formas
marinhas e € classificado como um regulador hiper-hiposmético, apresentando
hemolinfa hiposmética em meio concentrado (40%0) e hemolinfa hiperosmoética em
meio diluido (0% a 20%0) (Mafie-Gazon et al., 1974). Seu ponto isosmético situa-se
entre 28,5%o e 30%o, N0 inverno e no verao, respectivamente (Bromberg, 1992).

A gliconeogénese parece ser uma via universal, visto que suas enzimas S&o
encontradas desde fungos até mamiferos como o homem. Em mamiferos essa via ocorre
no figado, nos rins e no intestino delgado (Marks et al., 1996; Mithieux et al., 2004;
Habold et al., 2005). Em invertebrados, a precisa contribuicdo dessa via na manutencao
da concentragdo de glicose hemolinfatica difere conforme a espécie e a capacidade de
adaptacao bioquimica de cada organismo as mudancas dos niveis de glicose circulante
(Moon, 1988; Habold et al., 2005).

As atividades das quatro enzimas-chave da gliconeogénese: piruvato carboxilase
(PC, E.C. 6.4.1.1), fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK, E. C. 4.1.1.32), frutose-
1-6-bifosfatase (FBFase, E.C. 3.1.3.11) e glicose-6-fosfatase (G6Pase, E.C. 3.1.3.9) tém
sido verificadas em uma variedade de espécies de vertebrados ndo mamiferos e
invertebrados (Surholt e Newsholme, 1981; Moon, 1988).

A ocorréncia da gliconeogénese e da neoglicogeniogénese em crustaceos,

principalmente decépodes, ja foi demonstrada utilizando-se [**C]-lactato e [**C]-amino
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acidos (Hill et al., 1991; Lallier e Wash, 1992; Henry et al., 1994; Oliveira e Da Silva,
1997; Hervant et al., 1999; Vinagre e Da Silva, 2002). O hepatopancreas parece ser o
principal local onde ocorre a gliconeogénese (Van Aardt, 1988; Hill et al., 1991; Lallier
e Wash, 1992; Oliveira e Da Silva, 1997; Hervant et al., 1999), embora alguns estudos
apontem a presenca dessa via em branquias (Thabrew et al., 1971; Chittd, 2000),
hemdcitos (Johnston et al. 1973). Recentemente, Schein et al. (2004) demonstraram a
capacidade de conversdo de [**C]-alanina em [**C]-glicose e a atividade da PEPCK no
musculo mandibular; também verificaram a expressdo do gene da PEPCK em
hepatopancreas, coracdo, branquias e sistema nervoso de C. granulatus. Os autores
caracterizaram a sequéncia do cDNA da PEPCK (AY074922) no musculo mandibular
desta espécie.

Em diferentes espécies de crustdceos foram detectadas em diversos tecidos
atividades muito baixas das enzimas FBFase, G6Pase e PEPCK (Thabrew et al., 1971;
Walsh and Henry, 1990; Lallier e Walsh, 1991; Henry et al., 1994; Hervant, 1996).
Porém em C. granulatus, a atividade da PEPCK no hepatopancreas, no muasculo e nas
branquias é elevada quando comparada com aquela encontrada em outros crustaceos
(Oliveira e Da Silva, 1997; 2000; Chittd, 2000; Schein et al., 2004; 2005).

A literatura consultada mostra poucos estudos envolvendo efeitos ambientais tais
como a salinidade, teor de oxigénio dissolvido na &gua e fotoperiodo sobre a atividade
da via gliconeogénica.

No hepatopancreas de C. granulatus, Oliveira e Da Silva (2000) constataram aos
3 dias de estresse hiposmético um aumento da conversdo da [**C]-alanina em [*C]-
glicose que foi acompanhado pela elevacdo da atividade da PEPCK. Estes autores

sugerem que os aminodcidos liberados dos diferentes tecidos durante o estresse
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hiposmético seriam desaminados no hepatopancreas, e as cadeias de carbonos utilizadas
como substrato pela via gliconeogénica no hepatopancreas.

Em Litopenaeus vannamei juvenil a aclimatacdo ao meio hiposmotico aumentou
a atividade da PEPCK hepatopancreética (Rosas et al., 2001).

Schein et al. (2004; 2005) demonstraram que os niveis de RNAm da PEPCK, a
gliconeogénese e a atividade da PEPCK no musculo de C. granulatus aumentaram apds
submeter 0s animais ao estresse hiperosmotico ou hiposmotico. Os autores constataram
que a atividade e os niveis de RNAm da PEPCK no inverno foram significativamente
menores do que aqueles verificados no verdo. Também no verdo a atividade da PEPCK
foi predominantemente mitocondrial, contudo, no inverno, os valores entre oS
compartimentos citosolico e mitocondrial foram semelhantes (Schein et al., 2005).

Em C. granulatus a gliconeogénese pode ser uma das vias envolvidas no
mecanismo de adaptacao deste caranguejos as alteracdo da osmolaridade do meio. Desta
forma o objetivo do presente trabalho foi de terminar a atividade das enzimas glicose-6-
fosfatase (G6Fase) e frutose-1,6-bifosfatase (FBFase) no hepatopéancreas, no masculo e

nas branquias de C. granulatus submetidos a 3 dias de estresse hipo ou hiperosmotico.

MATERIAL E METODOS

Animais

Caranguejos Chasmagnathus granulatus (Crustacea — Decapoda - Varunidae)
machos, adultos no periodo de intermuda (Drach e Tchernigovtzeff, 1967), pesando 15
a 17 g, foram coletados, no verdo, na Lagoa de Tramandai, Rio Grande do Sul

(coordenadas 29°58’ latitude Sul e 58°08° longitude Oeste), Brasil, em marisma
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tipicamente estuarino. Turcato (1990) verificou que no habitat deste caranguejo o teor
de O, dissolvido na agua varia entre 2,78 a 11,78 mgO,/L e a salinidade oscila de 0,22 a
34%o.

No laboratdrio, os animais foram mantidos em aquarios com salinidade de 20%o,
temperatura de 25°C, fotoperiodo natural, aeracdo constante e alimentados, ad libitum,
diariamente com carne bovina durante duas semanas antes dos procedimentos

experimentais. Foram utilizados aproximadamente 30 animais neste estudo.

Procedimentos experimentais

Ap0s as duas semanas de aclimatagdo, os caranguejos foram divididos em dois
grupos experimentais e submetidos durante 3 dias ao estresse hiper ou hiposmatico.

Os animais submetidos ao estresse hiperosmotico foram colocados em um
aquério com salinidade de 34%. e 0s animais submetidos ao estresse hiposmético foram
colocados em aquario com agua destilada (salinidade de 0%o). As salinidades foram
determinadas atraves de um refratdmetro (ATAGO S/MILL).

Durante os periodos de estresse, os animais foram mantidos em aquérios nas
mesmas condicBes de temperatura, fotoperiodo, aeracdo e alimentacdo do periodo de
aclimatacdo, recebendo alimento até 16 horas antes de serem sacrificados.

Os animais mantidos nos aquarios em condicdes de aclimatacdo constituiram o
grupo controle e estes caranguejos foram sacrificados juntamente com os animais dos

demais grupos experimentais.
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Atividade enziméatica

Para determinar a atividade das enzimas FBFase (EC 3.1.3.11) e G6Fase (EC
3.1.3.9), amostras das branquias anteriores e posteriores, do hepatopancreas e do
musculo foram homogeneizadas em 3 volumes de sacarose 0,25M gelada. O
homogenado foi centrifugado por 10 min. a 600xg e o sobrenadante resultante foi
centrifugado por 15 min. a 12.000xg. Amostras do novo sobrenadante foram usadas
para o ensaio enzimatico segundo Battastini et al. (1991).

Para a determinacgdo da atividade das enzimas, amostras forma incubadas em
banho metabdlico durante 10 minutos a 25°C nos seguintes sistemas:

e GG6Fase: tampdo maleato 0,1M, pH 6,8 e glicose-6-fosfato 0,02M (Camargo e
Migliorini, 1971);
e FBFase: tampéo glicilglicina 0,25M, pH 7-7,4 e frutose 1,6 bifosfato 0,025M

(Camargo e Migliorini, 1971).

A reacdo foi interrompida com TCA 10%. O fosfato produzido na reacdo foi

dosado pelo método de Chan e Swaninathan (1986). Os resultados foram expressos em

nmol Pi. min. . mg™ de proteina.

Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi feita pelo méetodo de Bradford (1976), utilizando

albumina bovina como padréo.

94



Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos como a media mais ou menos o desvio padrao da
média. Os dados foram considerados significativos quando P<0,05. Para a comparacao
entre varios grupos, foi utilizada a anélise de variancia de uma via (ANOVA) seguida
pelo teste de comparacdo de Student-Newman-Keuls (SNK). Foi utilizado o programa

SigmaStat para Windows.

RESULTADOS

A atividade da G6Fase no grupo controle foi significativamente (P<0,05) mais
elevada no hepatopéancreas quando comparada aquelas dos outros tecidos estudados.
Nas branquias anteriores a atividade da G6Fase foi cerca de 44% maior que nas
brénquias posteriores nos animais do grupo controle (Tabela 1).

A tabela 1 mostra o efeito do estresse hipo e hiperosmotico sobre a atividade da
G6Fase em tecidos de C. granulatus. O estresse hiposmotico causou um aumento (P<
0,05) da atividade da enzima G6Fase somente no musculo. O estresse hiperosmotico
causou um aumento (P< 0,05) da atividade dessa enzima no hepatopancreas, masculo e
branquias posteriores. Contrariamente, em branquias anteriores o estresse hiperosmatico
diminuiu 80% (P< 0,05) a atividade da G6Fase.

No grupo controle a maior atividade da enzima FBFase foi verificada no
hepatopéancreas (P<0,05). N&o foi constatada diferenca significativa na atividade da
FBFase entre as branquias anteriores e posteriores do grupo controle (Tabela 2).

A tabela 2 mostra o efeito do estresse hipo e hiperosmoético sobre a atividade da

FBFase em tecidos de C. granulatus. Em branquias anteriores e posteriores e no
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musculo ndo ocorreram alteragdes significativas na atividade dessa enzima apds o
estresse hiposmatico. Em animais submetidos ao estresse hiperosmotico foi constatado
um aumento de cerca de 2 vezes (P<0,05) na atividade da FBFase em branquias
posteriores. Entretanto, no hepatopancreas a atividade dessa enzima diminuiu cerca de
51% (P<0,05) apds o estresse hiperosmatico. Nas branquias anteriores e no masculo
ndo foram constatadas diferencgas significaticas da atividade da FBFase aos 3 dias de

estresse hiperosmatico.

DISCUSSAO

As enzimas G6Fase e FBFase confirmam a presenca da gliconeogénese em
branquias anteriores e posteriores, hepatopancreas e musculo da mandibula de C.
granulatus e sua capacidade de liberacdo de glicose para a circulagdo. Em estudos
anteriores a atividade e a expresséo da PEPCK foram demonstradas no hepatopancreas,
no masculo e nas branquias anteriores e posteriores de C. granulata (Oliveira e Da
Silva, 1997; Chittd, 2000; Schein et al., 2004). A sequéncia do cDNA da enzima
PEPCK (AY074922) do mdsculo mandibular também foi caracterizada neste
caranguejo (Schein et al., 2004). Em outros crustaceos diversos trabalhos mostram que
as atividades da G6Fase e da FBPase sdo muito baixas ou mesmo ausentes em
hepatopéancreas, branquias e musculo (Thabrew et al., 1971; Lallier e Walsh, 1991;
Walsh e Henry, 1990; Henry et al., 1994; Hervant, 1996). Contrariamente, em C.
granulatus as atividades da PEPCK (Oliveira e Da Silva, 1997; Schein et al., 2004;
Chitté 2000), da G6Fase e da FBFase sdo mais elevadas quando comparadas aquelas

constatadas em outros crusticeos. Multiplos fatores ligados a biologia e a ecologia

96



peculiares de cada espécie provavelmente contribuem para a diversidade encontrada
entre os trabalhos sobre a atividade das enzimas gliconeogénicas em crustaceos. As
diferencas entre os métodos bioguimicos utilizados pelos autores também corroboram
para a variabilidade dos resultados. Em diferentes tecidos de C. granulatus, estudos
demonstram a participacdo da via gliconeogénica no ajuste metabolico ao jejum e
realimentacdo, a anoxia e recuperacdo e aos estresses hipo e hiperosmético (Vinagre e
Da Silva, 2002; Oliveira et al., 2004a e b; Schein et al., 2004; 2005), o que demonstra a
importancia desta via na manutencdo da homeostase em diferentes situacGes fisioldgicas
neste caranguejo.

Em animais controle a maior atividade das enzimas G6Fase e FBFase foi
verificada no hepatopancreas, confirmando este 6rgdo como um sitio metabdlico
importante para a producao de glicose em C. granulatus.

A aclimatacdo ao meio hiposmético reduziu em cerca de 50% (P>0,05) a
atividade da G6Fase e ndo alterou a atividade da FBFase nas branquias anteriores. Estes
resultados concordam com os achados de Chitté (2000) que constatou uma reducdo na
conversdo da [**C]-L-alanina em [**C]-glicose em branquias anteriores de C. granulatus
submetido ao estresse hiposmotico.

A reducéo da atividade da G6Fase nas branquias anteriores aos 3 dias de estresse
hiperosmoético, reflete a reducdo da atividade gliconeogénica durante o processo de
aclimatacdo, que teria como objetivo aumentar a concentracdo de aminoacidos
intracelulares, assim contribuindo com a regulagédo do volume celular (Gilles, 1997,
Gilles e Delpire, 1997). Estes resultados concordam com os achados por Chitt6 (2000)
que verificou, em C. granulatus, uma reducéo da converséo de [**C]-alanina em [**C]-
glicose em branquias anteriores de animais submetidos ao estresse hiperosmotico

durante 6 dias.
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Contrariamente as branquias anteriores, as atividades da G6Fase e da FBFase
nas branquias posteriores aumentaram cerca de 2 vezes no estresse hiperosmatico. Este
aumento da atividade enzimatica coincidiu com a reducdo significativa da atividade
gliconeogénica nesse tecido entre o periodo de 1-3 dias de estresse hiperosmatico e o
retorno a valores semelhantes ao do grupo controle aos 6 dias de estresse osmotico
encontrado neste mesmo caranguejo por Chittdé (2005). Desta forma, neste estudo, o
aumento da atividade enzimatica, contatada aos 3 dias em meio hiperosmotico, refletiria
0 ajuste do volume celular a osmolaridade do meio durante o processo de aclimatacao.

A participacdo da via gliconeogénica no processo de aclimatacdo ao estresse
hiper e hiposmético foi demonstrada no masculo mandibular de C. granulatus (Schein
et al., 2004; Schein et al., 2005). Nesse tecido, 1 dia de estresse hiperosmoético, no
verdo, diminuiu em cerca de 50% a capacidade de conversdo de [**C]-alanina em [**C]-
glicose e a atividade da PEPCK mitocondrial, contudo aos 3 e 6 dias a capacidade
gliconeogénica retorna a valores semelhantes ao do grupo controle (Schein et al., 2005).
Nossos resultados confirmam o aumento da capacidade gliconeogénica ap6s o 3° dia em
meio hiperosmético. Reforcando esta hipdtese Schein et al. (2005) constataram um
aumento da expressao do gene da PEPCK no musculo mandibular de C. granulatus no
1° dia de estresse hiperosmotico.

Neste estudo, o valor mais elevado de atividade da G6Fase constatado no
musculo ap6s 3 dias de estresse hiposmatico, concordam com os dados de Schein et al.
(2005) que verificaram um aumento da conversdo da [**C]-alanina em [**C]-glicose e da
atividade da PEPCK no musculo mandibular de C. granulatus apés 1 dia em meio
diluido.

No hepatopancreas de C. granulatus, Oliveira e Da Silva (2000) constataram no

3° dia de estresse hiposmético um aumento da conversdo da [**C]-alanina em [*C]-
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glicose que foi acompanhado pela elevacdo da atividade da PEPCK. Estes autores
sugerem que o0s aminoacidos liberados dos diferentes tecidos durante o estresse
hiposmético seriam desaminados no hepatopancreas, e as cadeias de carbonos utilizadas
como substrato para a via gliconeogénica no hepatopéancreas. No hepatopancreas do
camardo Litopenaeus vannamei juvenil foi demonstrado que a aclimatagdo a baixa
salinidade aumentava a atividade da PEPCK (Rosas et al., 2001). Contudo, neste
trabalho ndo foi constatada alteracdo significativa da atividade das enzimas G6Fase e
FBFase no hepatopancreas em animais submetidos ao estresse hiposmotico. Entretanto,
Da Silva e Kucharski (1992) verificaram um aumento significativo da concentracdo de
glicogénio hepatopéancredtico em C. granulatus submetido ao estresse hiposmotico
durante 6 dias, o que indicaria que a glicose formada pela gliconeogénese estaria sendo
armazenada na forma de glicogénio neste tecido.

Em hepatdcitos de ratos, Pederson et al. (1998) verificaram que a atividade da
G6Fase aumenta com a elevacdo de aminoacidos intracelulares. Em figado do peixe
Clarias batrachus, Goswami et al. (2004) verificaram que a diminui¢do de volume
celular induzido pelo estresse hiperosmdtico causava uma aumento da atividade da
enzima G6Fase. Em C. granulatus submetido ao meio hiperosmético a concentracdo de
glicogénio hepatopancreatico diminuiu marcadamente no 1° dia, porém os niveis de
glicose livre aumentaram no 3° dia de estresse osmético (Schein, 1999). Considerando,
que a G6Fase participa tanto da gliconeogénese como da glicogendlise o aumento de
sua atividade no hepatopancreas no 3° dia de estresse hiperosmético indicaria sua
participacdo na glicogendlise neste tecido. Esta hipotese é reforcada pela reducédo
significativa da atividade da FBFase hepatopancreatica aos 3 dias de estresse

hiperosmatico constatada neste estudo.
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Segundo Lang e cols. (1998), mudancas do volume celular durante a aclimatagéo
ao estresse osmotico modificam varias fungbes metabolicas em células de mamiferos. O
presente estudo demonstra o papel da modificacdo do volume celular sobre a atividade
das enzimas da via gliconeogénica em diferentes tecidos de crustaceo, confirmando a
participacdo desta via no ajuste metabdlico durante a aclimatacdo ao estresse osmotico

em C. granulatus.
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Tabela 1

Atividade da enzima glicose-6-fosfatase (G6Fase) (nmol Pi. min. . mg™ de proteina)
em tecidos de caranguejos C. granulata submetidos a 3 dias de estresse hiposmético ou
hiperosmaético.

Controle Estresse Estresse
Tecidos Hiposmotico Hiperosmatico
Branquias
anteriores 4,44+3,08 2,33+£1,72 0,89+0,59 *
Branquias
posteriores 2,49+1,09 1,69+0,9 501+£1,1*
Mdasculo 2,28+1,15 6,67+2,53* 8,63+4,67 *
Hepatopéancreas 16,56+6,83 22,08+7,83 30,62+5,19 *

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo de 4- 10 amostras

* representa valores com diferenca significativa em relacdo ao grupo controle

Tabela 2

Atividade da enzima frutose-1,6-bifosfatase (FBFase) (nmol Pi. min. ™

. mg’ de
proteina) em tecidos de caranguejos C. granulata submetidos a 3 dias de estresse

hiposmético ou hiperosmotico.

Controle Estresse Estresse
Tecidos Hiposmotico Hiperosmatico
Branquias
Anteriores 5,26£2,52 5,99+3,10 6,06£2,14
Branquias
posteriores 5,98+2,66 7,77£2,59 10,41+2,62*
Mdasculo 13,21+3,81 15,4+3,8 9,68+5,03
Hepatopancreas 35,08+9,8 33,1+10,1 17,05+4,15*

Os valores s&o expressos como média + desvio padrdo de 4-10 amostras

* representa valores com diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
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CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

Este estudo evidenciou a presenca da via gliconeogénica, utilizando-se [UC]-
glicerol como substrato, em branquias anteriores e posteriores de C. granulatus. A
capacidade gliconeogénica foi maior no verdo do que no inverno em ambos 0s tecidos.
Entretanto, a sintese de [**C]-glicose a partir de [**C]-glicerol nas branquais posteriores
foi maior do que aquela das branquias anteriores somente no veréo.

A participacdo da via gliconeogénica no ajuste metabdlico ao estresse
hiperosmoético foi evidenciada em branquias posteriores pela diminuigdo da conversdo
de [*C]-glicerol em [*C]-glicose no 3° dia de estresse no verdo e, em ambas as
branquias, no 1° dia de estresse no inverno. De modo geral, durante o estresse
hiposmético, a via gliconeogénica a partir de [**C]-glicerol em branquias anteriores e
posteriores ndo participa do ajuste metabdlico ao estresse osmotico tanto em animais de
inverno como naqueles de veré&o.

Também foi evidenciada a participacdo dos lipidios teciduais no ajuste
metabdlico ao estresse osmdtico conforme a estacdo do ano. O aumento da
concentracdo de lipidios totais nas branquias e no hepatopancreas sugere a participacéo
da lipogénese no ajuste metabolico de aclimatacdo ao estresse hiposmotico no inverno,
abrindo uma nova perspectiva de investigacdo a ser desenvolvida no laborat6rio. No
verdo, a diminuigdo da concentracdo de lipidios totais durante o estresse hiperosmotico
nas branquias posteriores, no hepatopancreas e no musculo sugere a utilizacdo desse
substrato no ajuste metabdlico durante a aclimatacdo ao estresse.

A atividade das enzimas gliconeogénicas G6Fase e FBFase confirmam que esta

via é completa em branquias anteriores e posteriores, no hepatopancreas e no masculo

106



da mandibula desse caranguejo. O efeito do estresse hipo ou hiperosmdtico, in vivo,
sobre a atividade das enzimas varia conforme o tecido do caranguejo.

Estudos sobre a atividade dessas enzimas em tecidos de C. granulatus
submetidos ao estresse hipo ou hiperosmotico in vitro seriam necessarios para melhores
esclarecimentos.

A investigacdo sobre a atividade das enzimas glicerol-quinase e glicerol-3-
fosfato desidrogenase seria necessaria para melhor avaliagdo da capacidade
gliconeogénica a partir de [*C]-glicerol nos tecidos estudados. Estudos, in vitro,
utilizando-se aminoéacidos como precursores ou com °H,O para a determinagdo da
capacidade lipogénica nas branquias, bem como a medida de &cidos graxos livres e
glicerol nos tecidos e na hemolinfa para a avaliacdo da lip6lise irdo esclarecer o papel
do metabolismo de lipidios sobre a aclimatacdo ao estresse hipo ou hiperosmético no

inverno e no verao.
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