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RESUMO

As catecolaminas possuem varias acdes em vertebrados, estdo envolvidas na resposta
simpatica e participam da regulacdo do metabolismo intermediario. Entre suas a¢des sobre o
metabolismo estdo: aumentar as concentracGes de glicose no sangue, diminuir a captacdo de
glicose pelos tecidos periféricos, estimular a glicogenolise, aumentar as concentracfes de
acidos graxos livres no sangue ao estimular a lipdlise nos adipdcitos. Em crustaceos, existem
trabalhos envolvendo a a¢do das monoaminas no metabolismo intermediario, mas ndo se tem
muitos dados sobre a acdo da adrenalina sobre a fisiologia desses animais. Alguns dados
mostram que ela possui acdo hiperglicemiante em animais intactos e em animais sem
pedunculo ocular e esta envolvida, na acdo hiperglicemiante em animais submetidos a estresse
térmico. Os objetivos deste trabalho sdo investigar os efeitos da adrenalina sobre parametros
metabolicos do caranguejo Neohelice granulata alimentados com dieta rica em proteinas (RP)

ou rica em carboidratos (RC).

Nos estudos in vivo, caranguejos alimentados com a dieta RC e RP receberam inje¢des
de adrenalina a 10mM e 15, 30 e 60 min apds, foram coletadas amostras de hemolinfa para a
determinacdo da concentracao de glicose e de triglicerideos (TGL) pelo método colorimétrico.
Foi escolhido o tempo de 30 min para a coleta de hemolinfa e tecidos (hepatopancreas,
muasculo mandibular, branquias anteriores e posteriores) ap6s a administracdo de doses
crescentes de adrenalina (0,001 a 1mM). As amostras de tecidos foram utilizadas para a
extracdo e determinacdo da concentracdo de glicogénio. Nos estudos in vitro, pedacos de
hepatopancreas, branquias anteriores e branquias posteriores foram incubados em solucao
fisioldgica de crustaceos (SFC) na presenca ou auséncia de adrenalina para a realizacdo de
uma curva de tempo e de uma curva de dose. Apds a incubacdo, foram determinadas as
concentragOes de glicogénio nos tecidos e a liberagdo de glicose e de glicerol nos meios de
incubagdo. Finalmente, os tecidos foram incubados em meios contendo SFC acrescido de
0,15uCi de [U-**C]-glicose, 5mM glicose, &cido ascérbico e adrenalina (10*M), para a

determinacéo da oxidacao de glicose e formagéo de *CO,,

A administracdo de adrenalina causou aumento na glicemia e diminuicdo na
concentracdo de triglicerideos na hemolinfa de caranguejos N. granulata. O efeito
hiperglicemiante foi observado uma hora apds a administracdo em trés doses diferentes de
adrenalina, ndo sendo dose-dependente. Ela também causou diminui¢do na concentracao de

glicogénio no hepatopancreas e no musculo mandibular, mas néo alterou significativamente a



concentragdo de glicogénio nas branquias anteriores e posteriores. A dieta dos animais (RP ou
RC) influenciou o efeito da adrenalina.

Nos estudos in vitro os valores de glicogénio e a secrecdo de glicose para 0s meios
foram significativamente mais elevados nos hepatopancreas de animais RC em relacdo aos
RP, demonstrando que o efeito da dieta permanece em condig¢des in vitro. A administracdo de
doses crescentes de adrenalina reduziu a secrecéo de glicose no hepatopancreas de animais RP
e ndo causou alteracgdes significativas na concentracdo de glicogénio. A oxidacao de glicose a
CO,, ndo apresentou diferencas quanto as dietas ou pela presenca de adrenalina. A  secrecao
basal de glicerol para 0 meio de incubacdo do hepatopancreas ndo sofreu alteracbes
significativas. Assim como no experimento in vivo, os valores de glicogénio em ambas as
branquias ndo sofreram alteraces devido as dietas, nem pela presenca de adrenalina. Nas
branquias anteriores, os valores de glicose no meio se mantiveram constantes, porém, nas
posteriores, reduziram na dose 10°M. A oxidacdo de glicose a CO, foi mais elevada nas
branquias anteriores e posteriores de animais alimentados com a dieta RP do que com a dieta
RC. A adrenalina ndo afetou a oxidagédo da glicose nas branquias anteriores, mas a aumentou
nas branquias posteriores de animais RP. No musculo mandibular, adrenalina ndo afetou a

oxidacdo da glicose.

Os resultados dos experimentos in vivo sugerem a presenca de receptores adrenérgicos
no hepatopancreas e no masculo mandibular, enquanto os experimentos in vitro sugerem que
esses receptores também possam estar presentes nas branquias anteriores e branquias
posteriores do caranguejo N. granulata. Os efeitos da adrenalina sdo influenciados pela
composicdo da dieta oferecida aos caranguejos. Estudos in vitro, com a utilizacdo de
antagonistas seletivos e de noradrenalina, assim como a clonagem e o0 sequenciamento da
estrutura molecular dos receptores adrenérgicos sdo necessarios para a melhor compreenséo

dos efeitos metabdlicos da adrenalina em crustaceos.



ABSTRACT

Although well described in vertebrates, little is known about the physiological and
metabolical functions of catecholamines, especially epinephrine, in crustaceans. The aim of
this study was to verify the effects of epinephrine on some aspects of the carbohydrate and
lipid metabolism of Neohelice granulata crabs fed on a high-protein (HP) or carbohydrate-
rich (HC) diet.

Epinephrine (10mM) was injected in the crabs and after 15, 30 or 60 min, hemolymph
samples were collected to determine glucose and triglycerides concentration. In another
experiment, increasing doses of epinephrine were injected and, 30 min after, samples of
hemolymph and of hepatopancreas, mandibular muscle and gills were collected to determine
the concentration of glycogen. In another set of experiments, tissue samples were incubated in
the presence or absence of epinephrine to determine the concentration of glycogen in the
tissues and of glucose and glycerol in the incubation media. Finally, the tissues were
incubated with 0,15uCi of [U-'*C]-glucose to determine the effect of epinephrine on glucose

oxidation by the production of **CO,.

The administration of epinephrine caused hyperglycemia independently of the dosage
and decreased glycogen levels in the hepatopancreas and mandibular muscle of HP crabs. A
reduction on circulating triglycerides levels occurred in crabs fed with HP diet. In the crabs
fed with HC diet, hepatopancreas glycogen and glucose levels in the incubation media were
higher than in HP crabs. The diet did not altered glycogen concentrations or glucose levels in
the media in both types of gills. Epinephrine did not altered glycogen levels in any of the
tissues, however it decreased the glucose concentration in the media of hepatopancreas and
posterior gills of HP crabs and increased glucose oxidation to **CO, in posterior gills of HP

crabs. Glycerol secretion, an indicator of lipolysis, was not altered by epinephrine.

Taken together, these results suggest the presence of epinephrine receptors in all the
tissues of N. granulata studied. It also evidences that epinephrine effects are influenced by the
composition of the diet fed to the crabs. Epinephrine effects may be direct or indirect, by
stimulating the secretion of crustacean hyperglycemic hormone. Further studies, using

norepinephrine and antagonists are necessary to further address this point.
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1 INTRODUCAO

A adrenalina € uma molécula pertencente ao grupo das monoaminas. Este grupo de
moléculas € subdividido em dois grupos: as indoleaminas que possuem um anel indolico, e as
catecolaminas, que contém um anel catecol em sua estrutura. Como exemplo de indoleamina
de grande importancia bioldgica pode-se citar a serotonina (5-hidroxitriptamina). A
adrenalina, a noradrenalina, a dopamina e a dopa fazem parte do grupo das catecolaminas.
Essas sdo moléculas sinalizadoras muito conservadas que surgiram a cerca de 700 milhdes de
anos (CERESER e VIANNA, 2004; RANG e cols., 2008).

Nos vertebrados a adrenalina € sintetizada principalmente na medula adrenal. Ela é
produzida a partir do aminodcido tirosina, que passa por uma serie de alteracdes estruturais
formando outras moléculas biologicamente ativas (dopamina e noradrenalina) antes de chegar
a adrenalina (Figura 1). Sua liberacdo da medula adrenal para a circulacdo sistémica acontece
em resposta ao estimulo de neurbnios pré-ganglionares simpaticos colinérgicos, que sdo
estimulados durante situacBes como o jejum, o exercicio fisico, 0 estresse e em ocasides de
alarme ou “luta ou fuga”. A adrenalina possui diversos efeitos distintos, tais como aumentar a
frequéncia e a contratilidade cardiaca, bronquiodilatacdo, reducdo nos movimentos
peristalticos além de participar da regulacdo do metabolismo intermediario (KOEPPEN e
STANTON, 2009). Entre suas a¢des sobre o metabolismo estdo: aumentar as concentracoes
de glicose e de lactato no sangue, diminuir a captacdo de glicose pelos tecidos periféricos,
estimular a glicogendlise, aumentar as concentracdes de &cidos graxos livres no sangue ao
estimular a lipdlise nos adipdcitos (WESTFALL e WESTFALL, 2006).

As acbes da adrenalina e também da noradrenalina dependem da associacao delas aos
sues receptores, que sdo denominados o e [ adrenérgicos. ESses receptores s&o
subclassificados com base nas agdes fisioldgicas, nos sistemas de segundos mensageiros
utilizados e em suas diferentes afinidades por varios ligantes (CERESER e VIANNA, 2004).
O quadro 1 descreve resumidamente os tipos e subtipos de receptores adrenérgicos, seus
mecanismos de acdo e exemplos de farmacos agonistas e antagonistas (CERESER e
VIANNA, 2004; RANG e cols., 2008).
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Figura 1- Sintese de adrenalina a partir de tirosina. Fonte: Bear e cols. (2002).
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Os receptores adrenérgicos fazem parte da familia de receptores GPCR (receptores
associados a proteinas G). Quando séo ativados 0s P receptores interagem com a subunidade o
da proteina G, fazendo com que ela estimule a enzima adenilato ciclase, presente na superficie
interna das membranas celulares, a sintetizar AMPc. O AMPc atua como um segundo
mensageiro intracelular (BENDER e MAYES, 2007; CHAMPE e cols., 2009). Este tipo de
sinalizacdo embora lento, tem como vantagem a amplificacdo do sinal, pois a ativacdo de um
receptor acoplado a proteina G pode levar a ativacdo de vérias proteinas quinase dependente
do AMPc (PKA) (Figura 2) (BEAR et al., 2002). Além das catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina), o glucagon também pode estimular a sintese de AMPc. A acdo desses
hormonios termina quando a enzima fosfodiesterase hidrolisa o AMPc. A acdo da
fosfodiesterase pode ser regulada pela estimulagdo hormonal, pois se sabe que no figado, a
insulina aumenta a sua atividade (BENDER e MAYES, 2007; CHAMPE e cols., 2009).
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Quadro 1- Tipos e subtipos de receptores adrenérgicos. Fonte: KATZUNG, 2008; REYNISDOTTIR et al., 1994,

Receptor Mecanismo de Acéo Agonista Antagonista
a1A
A o1 1 Fosfolipase ¢ a Metoxamina Prazosina (oy,
1 ~
formacdo de IP;, DAG Eenilefrina )
01D
o
O2A
| Adenilato ciclase e a . o
A ) lonidin loimbina
2 %28 sintese de AMPc Clonidina (az) (02)
d2c
Dobutamina
b1 l(JB ) Metoprolol (B1)
1
B2
Betaxolol (B1)
5 5 1 Adenilato-ciclase e a | Salbutamol (B2)
i . Butoxamina
sintese de AMPc Terbutalina () (B2)
Propranolol (B4,
Isoproterenol P 52) (B:
2
(B, B2)

IP3: Inositol trifosfato, DAG: diacilglicerol, AMPc: monofosfato de adenosina ciclico.
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Figura 2— Amplificacdo de sinal por cascatas de segundos mensageiros acoplados a proteina G. Fonte: Bear e
cols. (2002).
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O efeito de estimulacdo a glicogenolise da adrenalina no figado, e da noradrenalina no
musculo esquelético se da pelo aumento nos niveis de AMPc, aumento que no caso do figado
também pode ser causado pelo glucagon. O aumento de AMPc ativa a PKA, que catalisa a
fosforilacdo pelo ATP da fosforilase quinase b inativa para dar origem a fosforilase quinase a
ativa. Essa enzima por sua vez, fosforila a glicogénio fosforilase b (inativa) para formar a
glicogénio fosforilase a, forma ativa da enzima chave da glicogendlise (BENDER e MAYES,
2007).

A enzima responsavel pela sintese de glicogénio € a glicogénio sintase. Assim como a
glicogénio fosforilase a ativacdo dela depende da concentragcdo de AMPc e da atividade da
PKA. A diferenca fundamental é que: quando ocorre aumento de AMPc e consequentemente
da atividade da PKA a glicogénio fosforilase ¢é ativada e a glicogénio sintase € inibida, logo
quando a concentracdo de AMPc diminui ocorre a ativacéo de glicogénio sintase e inibicdo da
fosforilase. Assim, a inibicdo da glicogenodlise resulta na intensificacdo da glicogénese, e a
inibicdo da glicogénese resulta na intensificacdo da glicogendlise. As desfosforilagdes da
glicogénio fosforilase a, da fosforilase quinase e da glicogénio sintase b sdo catalisadas por

uma unica enzima com ampla especificidade, a proteina fosfatase-1, que € inibida pela
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proteina quinase dependente de AMPCc através do inibidor-1. Assim, a glicogendlise pode ser
interrompida e a glicogénese ser estimulada, ou vice-versa, sincronicamente, porque ambos 0s
processos dependem da atividade da proteina quinase dependente de AMPc (BENDER e
MAYES, 2007; CHAMPE e cols., 2009).

A adrenalina e a noradrenalina sdo consideradas os hormonios lipoliticos mais
importantes em humanos (REYNISDOTTIR et al., 1994; PEDERSEN et al., 2004). Porém,
como os adipocitos possuem tanto os receptores o como os 3, a lipdlise € controlada pelo
equilibrio entre os receptores [ (lipoliticos) e o (anti-lipoliticos). Nos adipdcitos viscerais de
humanos, a estimulacdo da lipolise depende da presenca de uma populagido de receptores [
maior que a de receptores o (PEDERSEN et al., 2004).

Os &cidos graxos armazenados nos adipocitos na forma de triacilglicerol (TAG) sdo a
principal reserva energética do organismo de mamiferos. A mobilizacdo de lipideos
armazenados requer a hidrolise dos TAGs, liberando trés &cidos graxos e uma molécula de
glicerol. Esse processo € iniciado pela lipase sensivel a horménio (LSH), que remove o acido
graxo do carbono 1 e/ou do carbono 3 do TAG. A ativacdo de enzima LSH depende da sua
fosforilacdo que € feita pela PKA. Logo o processo de lipdlise nos adipécitos, assim como a
glicogendlise em hepatdcitos, também depende do aumento na concentracdo de AMPc. Nos
adipdcitos esse aumento ocorre quando algum horménio (normalmente a adrenalina) liga-se
ao receptor f na membrana celular e ativa a adenilato ciclase (CHAMPE e cols. 2009). O
glicerol liberado durante a degradacdo de TAG pode ser fosforilado nos adipécitos, formando
glicerol-3-fosfato (G3P) que serd usado para a reesterificacdo dos &cidos graxos livres
(MORENO; BRITO, 2012). O glicerol também pode ser transportado pela circulacdo
sanguinea ao figado, onde podera ser fosforilado. O G3P resultante pode ser utilizado para
sintetizar TAG no figado ou ser convertido em DHAP (diidroxiacetonafosfato) pela reverséo
da reacdo da enzima glicerol-fosfato-desidrogenase. A DHAP pode participar na glicolise ou
na gliconeogénese (CHAMPE e cols. 2009).

A adrenalina assim como todas as demais monoaminas e algumas outras moléculas
(GABA e acetilcolina) largamente conhecidas por agirem como horménios ou
neurotransmissores em vertebrados foram identificados em crustaceos com o uso de técnicas
imunocitoquimicas, eletroforese e HPLC (High Performance Liquid Cromatography)
(FINGERMAN e NAGABHUSHANAM, 1992; FINGERMAN et al, 1994; KUO et al, 1995).

Varios estudos demonstraram que as monoaminas sao distribuidas pelo sistema nervoso dos
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crustaceos e tém uma grande quantidade de efeitos fisioldgicos (CHENG et al., 2006),
podendo agir como neurorreguladores (neurotransmissores e neuromoduladores) ou
horménios (FINGERMAN, NAGABHUSHNAM, 1992; ELOFFSON et al, 1982; KUO,
YANG, 1999).

O aumento na concentracdo de catecolaminas e de hormonios do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (CRH, ACTH e glicocorticoides) é considerado uma resposta primaria ao
estresse em vertebrados. Estes hormonios causam, entre outros efeitos, aumento da glicemia,
0 que é considerado uma resposta secundaria ao estresse (KUO E YANG, 1999; APARICIO-
SIMON et al., 2010). A elevacdo nos niveis de catecolaminas seguida por elevacdo na
glicemia também foi descrita em algumas espécies de crustaceos que foram expostas a
agentes estressores (KUO, YANG, 1999; APARICIO-SIMON et al., 2010). Aparicio-Simon
et al. (2010), em um estudo realisado com o camarao Litopenaeus vannameli, verificaram que
apos 10 minutos de exposicdo a um agente estressor, 0s hiveis de adrenalina e de
noradrenalina na hemolinfa e no hepatopancreas aumentam, enquanto 0s niveis destas
catecolaminas reduziram no pedinculo ocular. Estas alteracbes na concentracdo de
catecolaminas nos tecidos foram seguidas por elevag@es nos niveis de glicose e de lactato na
hemolinfa destes camardes. Desta forma, assim como em vertebrados, a hiperglicemia
também € considerada uma resposta secundaria ao estresse em crustaceos (KUO e YANG,
1999; APARICIO-SIMON et al., 2010).

Uma das acles ja descrita para algumas monoaminas € o controle da secre¢do do
hormonio hiperglicémico de crustaceos (CHH) (KUO e YANG, 1999; LORENZON et al.,
2005). O CHH é considerado o principal horménio controlador do metabolismo de
carboidratos em crustaceos. Ele é produzido principalmente no 6rgdo X e armazenado na
glandula do Seio, estruturas neuroendocrinas localizados nos peddnculos oculares destes
animais (FANJUL-MOLES, 2006). Este horménio também pode ser sintetizado em outros
locais, como o 6rgdo pericardico, o sistema nervoso ventral e o intestino, porém o CHH
intestinal é considerado uma forma variante do horménio produzido no peddnculo ocular e
acredita-se que ele n&o esta envolvido no controle do metabolismo de carboidratos (FANJUL-
MOLES, 2006). Além do CHH outros horménios sdo produzidos no 6rgdo X, como o
horménio inibidor da muda, o horménio inibidor da vitelogénese, e 0 hormonio inibidor do
6rgdo mandibular (OLLIVAUX et al., 2006). Com a finalidade de estimular a reproducéo dos
crustaceos, muitos criatorios comerciais realizam o procedimento de apedunculagdo, que

consiste na remocdo bilateral dos pedunculos oculares, assim ndo ha mais a producdo do
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horménio inibidor da vitelogénese. Este procedimento pode, ao retirar a principal fonte de
CHH dos animais, causar hipoglicemia (SATHYANANDAM et al., 2008). Estudos no
caranguejo Neohelice granulata demonstram reducdo nos valores de glicose na hemolinfa
apos a remocao dos pedunculos oculares (SANTOS et al., 1988; ZANOTELLI et al., 2002).

Vaérios estudos em crustaceos descrevem hiperglicemia apos injecGes de adrenalina,
noradrenalina, dopamina, serotonina e melatonina (LUSCHEN et al., 1993; KUO e YANG,
1999; ZANOTELLLI et al., 2002; SAINATH e REDDY, 2010; INOHARA et al., 2015). Como
estas moléculas também podem agir como neuromodulares e estimular a secrecdo de CHH
pelo peddnculo ocular, alguns autores sugerem que o efeito hiperglicemiante das monoaminas
é, na verdade, um efeito indireto, pela acdo do CHH (SAINATH e REDDY, 2010; LEE et al.,
2001). Para verificar se a acdo hiperglicemiante das monoaminas é direta ou indireta foram
realizados estudos em animais apedunculados e intactos (VINAGRE, 1999; APARICIO-
SIMON, 2010).

Quando expostos a temperaturas reduzidas (estresse térmico), lagostins
Macrobrachium rosenbergii, intactos e apedunculados, desenvolvem hiperglicemia (KUO e
YANG (1999). Estes autores também compararam o efeito da administracdo de serotonina,
dopamina, adrenalina, noradrenalina e octopamina Todas estas moléculas causaram
hiperglicemia nos animais intactos, sendo o efeito da serotonina o mais potente. Nos animais
apedunculados, apenas a octopamina e a noradrenalina apresentaram efeito hiperglicémico
significativo. Hsieh et al (2006) confirmaram a hiperglicemia descrita por Kuo e Yang (1999)
apos a exposicdo dos lagostins M. rosembergii intactos e apedunculados ao estresse pelo frio,
porém desta vez eles verificaram também que a elevacdo na glicemia é acompanhada por
elevacdes nos niveis de catecolaminas no ganglio toracico, o que sugere um aumento na
sintese destas moléculas. No mesmo estudo verificou-se que a administracdo de antagonistas
do receptor a (fentolamina e prazosina) e do receptor B (propranolol e metoprolol) causam
reducdo no efeito hiperglicemiante ocasionado pelo estresse. A incubagdo do hepatopéancreas
em presenca de noradrenalina causou um aumento na secrecdo de glicose, sugerindo uma
acao direta dela sobre o hepatopancreas (HSIEH et al., 2006). Conforme ja descrito em
vertebrados, os receptores das monoaminas podem causar elevacGes nos niveis de AMPc e
este, por sua vez, pode estimular a glicogendlise. A glicogendlise hepatopancreéatica e/ou de
outras estruturas seria uma provavel explicagdo para um efeito direto das monoaminas em

crustaceos, aumentando a glicemia (HSIEH et al., 2006).
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No caranguejo N. granulata, a administragdo de serotonina causou efeito
hiperglicemiante dose-dependente tanto em animais intactos como apedunculados,
alimentados com a dieta rica em proteinas (RP) ou com a dieta rica em carboidratos (RC)
(ZANOTELLI et al., 2002). O efeito hiperglicémico da serotonina em N. granulata foi
confirmado por Santos et al (2001) e Inohara et al. (2015) em animais intactos. Foi constatado
que este efeito também poderia ser observado ap6s a administracdo de fluoxetina, inibidor da

recaptura de serotonina em terminais sinapticos (SANTOS et al , 2001).

O caranguejo Neohelice granuata (Crustacea, Decapoda, Brachyura) anteriormente
denominado Chasmagnathus granulatus, vive em estuarios de sedimento areno-lodoso, desde
0 Rio de Janeiro, no Brasil, até o Golfo de Sdo Martin, na Argentina (BIANCHINI et al,
2008). PopulagBes numerosas sdo encontradas na regido estuarina de Tramandai e no estuario
da Lagoa dos Patos, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (MELO, 1999). Eles possuem
importantes papeis tanto nas relagdes ecoldgicas quanto em aspectos ambientais, sendo 0s
principais responsaveis pela retencdo de matéria organica e pela transferéncia energética em
seu habitat (BIANCHINI et al, 2008). Os animais desta espécie sdo considerados
“engenheiros ambientais”, pelo se comportamento tipico de cavar tocas, atividade que tem
grande impacto na composicdo dos sedimentos do solo. Este comportamento € considerado
muito importante para o ecossistema, pois promove 0 aumento na drenagem e na aeracdo do
solo, retém pesticidas organoclorados, afeta os organismos bentdnicos, a distribuicdo e a
quantidade de formas juvenis de peixes e o forrageamento de roedores (SPIVAK, 2010).

O N. granulata pode ser considerado um modelo animal emergente. Ele possui
caracteristicas muito Uteis para o estudo de questdes especificas, especialmente processos
fisioldgicos adaptativos (SPIVAK, 2010). Este caranguejo esta constantemente exposto a um
grande numero de desafios ambientais tais como mudancgas na temperatura, pressdo parcial de
oxigénio ambiental, disponibilidade e composicao de alimentos e alteracGes na salinidade, de
acordo com cada estacdo do ano (KUCHARSKI e DA SILVA, 1991). Por se adaptar as
diversas alteragbes do seu ambiente, que é exatamente uma transicdo do meio marinho para o
estuarino, e ter habitos semiterrestres, o N. granulata também é considerado um bom modelo
para o estudo de transi¢cdes evolutivas (SPIVAK, 2010). Esta espécie adapta-se muito bem as
condi¢cdes de cativeiro, tendo sido utilizado como modelo biolégico para o estudo do

metabolismo de crustaceos.
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1.1 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo verificar se a adrenalina apresenta efeitos sobre o
metabolismo de carboidratos e lipideos do caranguejo N. granulata. Pretende-se elucidar de
que forma ela regula o metabolismo intermediario do animal, seus efeitos sobre tecidos
periféricos e como esses efeitos se relacionam a alteragdes sistémicas ja conhecidas, como por

exemplo, a hiperglicemia.

1.1.1 Objetivos/Metas especificos

a) Meta 1: verificar o efeito de inje¢fes de adrenalina sobre a glicemia, a concentracao de
triglicerideos na hemolinfa e a concentracdo de glicogénio no hepatopéncreas,
masculo, branquias anteriores e branquias posteriores;

b) Meta 2: verificar o efeito in vitro da adrenalina sobre a glicogenodlise, lipdlise e

oxidacdo de glicose no hepatopancreas, branquias anteriores e branquias posteriores.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Caranguejos N. granulata machos, em periodo de intermuda, foram capturados
durante a primavera e o verdo (2012 a 2015), na margem leste da Lagoa de Tramandai, no
municipio de Imbé/RS (licenca do IBAMA, numero 39062-1). O ambiente do local é
tipicamente estuarino, influenciado tanto pelas aguas do oceano Atlantico como pelo sistema
lagunar de Tramandai (WURDIG, 1984).

Apds a captura, realizada manualmente, os animais eram acondicionados em caixas
plasticas, contendo agua do proprio local, e transportados até o Laboratério de Metabolismo e
Endocrinologia Comparada (LaMEC) localizado no Instituto de Ciéncias Basicas da Salde
(ICBS), UFRGS, em Porto Alegre/RS.

No LaMEC, os animais eram submetidos ao choque hiposmético com agua destilada
por 24 horas, para limpeza do conteldo estomacal e eliminacdo de possiveis parasitas
(KUCHARSKI, 1990). Apos este periodo, os animais eram transferidos e mantidos em um
tanque contendo agua com salinidade de 20%o, temperatura de 25°C, fotoperiodo natural e
aeracdo constante. Os caranguejos eram alimentados, ad libitum, com carne bovina crua, trés

VEZES por semana.

2.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Para a realizagdo dos experimentos, o0s animais selecionados do tanque eram
transferidos para aquarios, com as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, e alimentados
ad libitum com carne bovina crua (dieta rica em proteinas - RP) ou arroz cozido (dieta rica em
carboidratos — RC) diariamente, durante um periodo de aclimatacdo de 15 dias. Apds este

periodo, iniciavam-se 0s procedimentos especificos para cada experimento.



23

2.3 ESTUDOS “IN VIVO”

2.3.1 Curva de tempo para o efeito de injecdes de adrenalina sobre parametros

bioquimicos hemolinfaticos

Para este estudo foram utilizados animais em dieta RC (n 30) e RP (n 30). Os
experimentos foram realizados apds o periodo de aclimatacdo. No dia de cada experimento,
foram coletadas amostras de hemolinfa dos animais no inicio da manha, os caranguejos foram
transferidos para tubos de PVC numerados para a posterior identificacdo de cada individuo.
Apos 3h, os caranguejos receberam injecGes de adrenalina (10 mM) ou de solugdo fisiologica
para crustaceos, e ap6s 15, 30, ou 60 minutos amostras de hemolinfa foram coletadas para

dosagem dos niveis de glicose e de triglicerideos.

A adrenalina foi diluida em solucéo fisioldgica para crustaceos (SFC: NaCl 300mM,
KCL 10mM, MgCl, 10mM, CaCl, 25mM e H3BO3; 8,8mM) preparada com o pH 7,8, ajustado
com tampao Tris(0,1M) - HCI(6N), pH8,0 e NaOH 1N e acido ascorbico (0,1g/L). Estes
compostos, a solucdo Ringer e os demais reagentes foram mantidos constantemente sob
refrigeracdo. Foram injetados 100l de solucdo na base do quelipede direito de cada

caranguejo.

Para a coleta das amostras de hemolinfa, foram utilizadas seringas descartaveis de 1ml
(tipo insulinica) com adicdo de 10l de Oxalato de Potéassio 10% para cada 100ul de
hemolinfa para evitar a coagulacdo. Ap6s a coleta, as amostras de hemolinfa foram
transferidas para tubos plasticos tipo Eppendorf (capacidade para 1,5ml, fundo cénico) e

congeladas até o dia da dosagem.

2.3.2 Curva de dose para o efeito de injecdes de adrenalina sobre parametros

bioguimicos hemolinfaticos e a concentracdo de glicogénio tecidual

Para este estudo foram utilizados animais em dieta RC (n 25) ou RP (n 25). Os
experimentos foram realizados apds o periodo de aclimatacdo. No dia de cada experimento,
foram coletadas amostras de hemolinfa dos animais no inicio da manha, os caranguejos foram

transferidos para tubos de PVVC numerados para a posterior identificacdo de cada individuo.
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Apos 3h, os caranguejos receberam injecbes de adrenalina (0,001mM, 0,01mM, 0,1mM ou
1mM) ou de solucéo fisiologica para crustaceos e 60 minutos apds foram coletadas amostras
de hemolinfa para dosagem dos niveis de glicose. No final do periodo experimental, os
animais foram crioanestesiados e sacrificados para obtencdo de amostras de hepatopancreas,
de muscular mandibular, das brénquias anteriores e das branquias posteriores, nos quais se
realizou andlise da concentracdo de glicogénio. A SFC e a coleta de amostras de hemolinfa

foram feitas conforme descrito.

2.4 ESTUDOS “IN VITRO”

2.4.1 Curva de tempo para acdo da adrenalina sobre glicogenolise e lipdlise no

hepatopancreas, branquias anteriores e branquias posteriores.

Apds os 15 dias de dieta RP (n 16) e RC (n10), os animais foram crioanestesiados e o
hepatopancreas as branquias anteriores e as branquias posteriores foram retirados para a
realizacdo do experimento. Estes tecidos foram colocados em tubos de plastico que continham
1 ml de SFC, aerados com carbogénio, uma mistura de 0,:CO, (95:5 v/v), por 20 segundos,
pré-incubados em banho metabolico (Dubnoff) sob agitacdo constante, a 25°C durante 15
minutos. Apos este procedimento, os tecidos eram retirados dos tubos, secos em papel filtro e
colocados em frascos de plastico identificados contendo 1ml de SFC (controle) ou 1ml de
SFC com 2,5mM de adrenalina e 0,1M de &cido ascorbico. Os tecidos foram novamente
aerados com carbogénio por 20 segundos e incubados em banho metabdlico (Dubnoff) sob
agitacdo constante, a 25°C durante 15, 30 ou 60 minutos. Apés a incubagdo as concentraces
de glicose e de glicerol foram determinadas nos meios e corelacionadas com o peso dos
tecidos (REYNISDOTTIR e cols., 1994; PEDERSEN e cols., 2004; SANTOS e cols., 2012).

2.4.2 Curva de dose para acéo da adrenalina sobre glicogendlise e lipolise no

hepatopancreas, branquias anteriores e branquias posteriores.

Neste experimento, apos os periodos de aclimatacdo e dieta, os caranguejos (RC n 15;

RP n 15) foram crioanestesiados e 0 hepatopancreas as branquias anteriores e as branquias
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posteriores retirados. Estes tecidos foram colocados em tubos de pléastico que continham 1 ml
de SFC, aerados com carbogénio por 20 segundos, pré-incubados em banho metabdlico
(Dubnoff) sob agitacdo constante, a 25°C durante 15 minutos. Apos este procedimento, 0s
tecidos eram retirados dos tubos, secos em papel filtro e colocados em novos frascos de
plastico identificados contendo 1ml de SFC e diferentes doses de adrenalina, formando 6
grupos experimentais: 1) controle (sem horménio); 2) adrenalina na dose de 107M e &cido
ascorbico 0,1M; 3) adrenalina na dose de 10°M e 4cido ascérbico 0,1M; 4) adrenalina na dose
de 10™°M e 4cido ascérbico 0,1M; 5) adrenalina na dose de 10™M e é4cido ascorbico 0,1M; 6) )
adrenalina na dose de 10°M e 4cido ascérbico 0,1M. Os tecidos foram novamente aerados
com carbogénio por 20 segundos e incubados em banho metabolico (Dubnoff) sob agitacdo
constante, a 25°C durante 30 minutos (REYNISDOTTIR e cols., 1994; PEDERSEN e cols.,
2004; HSIEH e cols., 2006; SANTOS e cols., 2012). Apds este periodo, foram determinadas
e corelacionadas com o peso dos tecidos, as concentracGes de glicose e de glicerol nos meios
de incubacdo e de glicogénio nos tecidos.

2.4.3 Efeito da adrenalina sobre a oxidacéo de *C-glicose em branquias anteriores,
branquias posteriores e hepatopancreas.

Apbs o periodo de aclimatacdo os animais (RC n 20; RP n 20) foram crioanestesiados
e amostras de hepatopancreas, branquias anteriores e branquias posteriores foram coletadas e
colocados em frascos de vidro com tampa de borracha contendol mL de ringer, acrescido de
0,15uCi de *Ci de [U-'“C]-glicose (55 mCi/mmol GE-Healthcare) e 5mM glicose na
presenca de adrenalina (10™*M) e 4cido ascorbico. Foram colocadas tampas de borracha
acopladas a vidros em formato de “J” com um pogo onde sera colocado papel 3MM para a
captacdo do **CO, resultante da oxidacdo da **C-glicose. Os tecidos foram aerados com
carbogénio por 30 segundos e as tampas, posteriormente, fechadas e vedadas com Parafilm.
Os tecidos foram incubados durante 60 minutos, a 25°C sob agitagdo constante em banho
metabolico. A reacdo de oxidagédo foi interrompida injetando-se no meio de incubacdo 0,25
mL de TCA 50%. A captacio do *CO, foi iniciada injetando-se 0,25 mL de NaOH 2 M nos
pocos, os dois reagentes (TCA e NaOH) foram injetados nos meios através da tampa de
borracha. Os tubos foram deixados & temperatura ambiente por 24 horas para a captagdo do
4C0O, formado. Apds este periodo, os papéis 3MM foram retirados dos vidros em formato de

“J” e colocados em frascos de contagem com 2 ml do liquido de cintilacdo [Tolueno — Triton
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X100 (2:1) — PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)] e levados a um contador LKB-Wallac, que
detecta a radiacdo emitida pelos radioisétopos através de software que quantifica o valor da

concentracdo obtida em funcao do sinal em contas por minuto (cpm) (PELLEGRINO, 2011).

2.5 ANALISES BIOQUIMICAS

As concentragdes de glicose, de triglicerideos e de glicerol nas amostras de hemolinfa
e nos meios de incubagdo foram determinadas com kits comerciais para analises com
espectrofotbmetro, rotineiramente utilizados em bioquimica clinica. Os resultados de glicemia
e triglicerideos foram expressos em mg/dL, os resultados da concentracdao de glicerol foram

expressos em mmol/L

A extracdo de glicogénio nas amostras de tecidos foi feita segundo o método de van
Handel (1965). Ap0s a extracdo realizou-se a hidrolise acida das amostras conforme técnica
de Geary et al (1981), a concentracao de glicogénio foi determinada pela concentracédo de

glicose liberada, utilizando a metodologia descrita acima.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média (x) erro padrdo da média (EPM). Foram
utilizados “testes t” para amostras independentes e analise de variancia (ANOVA) de uma ou
duas vias, conforme o objetivo do experimento, seguida do pos-teste de Tukey e de
Bonferroni, realizados com o programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS) (versédo
13.0) compativel com Windows 2007. Antes de realizar o teste de ANOVA foi verificada a
normalidade (teste de Kolgorof-Smirnof) e a homogeneidade (teste de Levene) dos dados. Na
auséncia da homogeneidade, os dados foram transformados matematicamente antes da

realizacdo do teste de ANOVA. Os dados foram considerados significativos quando P<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 ESTUDOS “IN VIVO”

3.1.1 Curva de tempo para o efeito de injecOes de adrenalina sobre parametros

bioquimicos hemolinfaticos

Os resultados da administracdo de adrenalina 10mM, em diferentes tempos, sobre a
concentracdo de glicose e de triglicerideos na hemolinfa de caranguejos N. granulata
alimentados com dieta RC e RP estdo na figura 3. A dieta dos animais induziu diferenga
significativa na glicemia e na concentracdo hemolinfatica de TAG (p<0,05). Os valores de
glicose foram mais elevados nos animais alimentados com a dieta RC, enquanto a
concentracdo de TAG foi mais elevada nos caranguejos RP. No tempo 60 minutos houve
aumento (p<0,05) da glicemia no grupo adrenalina RC (Figura 3A), e aumento (p<0,05) nos

triglicerideos circulantes no grupo adrenalina RP (Figura 3B).
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Figura 3 - Efeito da administracdo de 10 mM de adrenalina sobre a concentragdo hemolinfatica de glicose (A) e
triglicerideos (B), em caranguejos N. granulata. Os resultados estdo expressos em mg/dL. Tratamentos: o ringer
RP, e ringer RC, O adrenalina RP e m adrenalina RC. As barras representam + o erro padrdo da média. *
representa diferenca significativa entre em relacdo aos demais tempos do mesmo tratamento (P <0,05). #
representa diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas.
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3.1.2 Curva de dose para o efeito de injecdes de adrenalina sobre parametros

bioquimicos hemolinfaticos e a concentracéo de glicogénio tecidual

Os resultados obtidos 60 minutos ap6s a administragdo de doses crescentes de
adrenalina sobre a concentracédo de glicose e de triglicerideos na hemolinfa de caranguejos N.
granulata alimentados com dieta RC e RP estdo na figura 4. A dieta dos animais induziu
diferenca significativa na glicemia (p<0,05), sendo os valores mais elevados nos animais
alimentados com a dieta RC. A adrenalina nas doses de 0,001 e 0,ImM aumentou
significativamente (p<0,05) a glicemia de caranguejos alimentados com a dieta RP (Figura
4A) em relacdo aos valores iniciais. Nos animais RC a adrenalina ndo causou mudanca
significativa na glicemia (p>0,05). Analisando juntos os resultados das duas dietas, por
ANOVA de 2 vias, 0s animais que receberam a dose de 0,ImM apresentaram niveis

glicémicos significativamente maiores (p<0,05) (Figura 4A). A concentracdo de triglicerideos
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na hemolinfa dos caranguejos néo foi significativamente (p>0,05) alterada com as diferentes
dietas nem com as inje¢des de adrenalina (Figura 4B).

Figura 4- Efeito da administragio de adrenalina em diferentes doses sobre a concentragdo hemolinfatica de
glicose (A) e triglicerideos (B), em caranguejos N. granulata alimentados com dieta rica em proteinas (RP —
colunas brancas) ou rica em carboidratos (RC — colunas pretas). As colunas e as barras representam,
respectivamente, as médias = EPM. * representa diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos demais
tratamentos na ANOVA de uma via. ** representa diferenca significativa (p<0,05) em relagéo a dose 0,001mM
na ANOVA de duas vias. # representa diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas.
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A concentracdo de glicogénio tecidual nas branquias anteriores (Figura 5A) e nas
branquias posteriores (Figura 5B) ndo variou de forma significativa (p>0,05) em funcgdo das
dietas, nem da exposicédo a adrenalina. Nos animais RP a dose 0,001mM de adrenalina causou
reducdo significativa (p<0,05) na concentracdo de glicogénio no masculo mandibular (Figura
6A) e no hepatopancreas (Figura 6B). Nos animais RC nenhuma dose de adrenalina causou

alteracdo significativa (p>0,05) na concentragcdo de glicogénio no hepatopancreas ou no
musculo mandibular.
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Figura 5- Efeito da administracdo de adrenalina em diferentes doses sobre a concentracdo de glicogénio nas
brénquias anteriores (A) e nas branquias posteriores (B) de caranguejos N. granulata alimentados com dieta rica
em proteinas (RP — colunas brancas) ou rica em carboidratos (RC — colunas pretas). As colunas e as barras
representam, respectivamente, as médias £ EPM.
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Figura 6- Efeito da administracdo de adrenalina em diferentes doses sobre a concentracéo de glicogénio no
hepatopéancreas (A) e no musculo mandibular (B) de caranguejos N. granulata alimentados com dieta rica em
proteinas (RP colunas brancas) ou rica em carboidratos (RC - colunas pretas). As colunas e as barras
representam, respectivamente, as médias + EPM. * representa diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos
demais tratamentos. # representa diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas.
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3.2 ESTUDOS “IN VITRO”

3.2.1 Curva de tempo para acdo da adrenalina sobre glicogendlise e lipélise no

hepatopancreas, branquias anteriores e branquias posteriores.

Nas branquias anteriores dos animais alimentados com dieta RC a liberagéo de glicose
foi significativamente (p<0,05) maior nos tempos 30 e 60 minutos em relacdo ao tempo 15
minutos (Figura 7A) e também foi maior no grupo ringer comparado ao grupo adrenalina. No

grupo alimentar RP ndo ocorreram diferencas significativas (p>0,05).

Nas brénquias posteriores dos animais alimentados com dieta RC a liberagéo de
glicose foi significativamente (p<0,05) maior no tempo 30 minutos em relagdo aos tempos 15
e 60 minutos (Figura 7B). Nas branquias posteriores de animais RP ndo ocorreram diferencas

significativas (p>0,05).
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Figura 7 - Efeito de diferentes tempos de incubacdo sobre a liberagdo de glicose para o meio de incubacéo de
branquias anteriores (A), de branquias posteriores (B) e de hepatopéncreas (C) de Neohelice granulata. Os
resultados estdo expressos em mg/dL. Tratamentos: o ringer RP, ® ringer RC, o adrenalina (2,5mM) RP e m
adrenalina (2,5mM) RC. As barras representam + 0 erro padrdo da média. * representa diferenca significativa
entre em relagdo aos 15 minutos (P <0,05). # representa diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas.
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No hepatopancreas ndo foram verificas diferencas significativas (p>0,05) entre tempos
ou tratamentos (adrenalina e controle) na acdo da adrenalina sobre a liberagdo de glicose

(Figura 7C) e de glicerol para o meio de incubacgéo (Figura 8).
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Figura 8 - Efeito de diferentes tempos de incubacdo sobre a liberacdo de glicerol para o meio de incubagdo de
hepatopéancreas de Neohelice granulata. Os resultados estdo expressos em mg/dL. Tratamentos: o ringer RP, ®
ringer RC, 0 adrenalina (2,5mM) RP e m adrenalina (2,5mM) RC. As barras representam + o erro padrdo da
média. # representa diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas.
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3.2.2 Curva de dose para acao da adrenalina sobre glicogendlise e lipolise no

hepatopancreas, branquias anteriores e branquias posteriores.

Nos meios em que foram incubadas as branquias anteriores, tanto de animais RP
guanto RC, ndo se verificou nenhuma alteracdo significativa (p>0,05) na concentracdo de
glicose (Figura 9A). A concentracdo de glicogénio desse tecido também ndo variou (p>0,05)

com a incubacéo com adrenalina ou por efeito da dieta (Figura 11A).

Nos meios em que foram incubadas branquias posteriores de animais RP a adrenalina,
na dose 10°M causou diminuicéo significativa (p<0,05), em comparacdo ao grupo controle,
na concentracdo de glicose (Figura 9B). Nas outras doses, os valores obtidos foram
intermediarios entre os do grupo SFC e a dose 10°M. No grupo RC ndo foram encontradas
diferengas significativas (p>0,05). A concentragdo de glicogénio nas branquias posteriores
néo variou (p>0,05) com a incubagdo com adrenalina ou por efeito da dieta (Figura 11B).
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Figura 9 - Efeito de diferentes doses de adrenalina na liberacdo de glicose para o0 meio de incubacéo de branquias
anteriores (A), de branquias posteriores (B) e de hepatopéancreas (C) de Neohelice granulata. As colunas brancas
representam o grupo alimentar RP e as colunas cinza, o grupo RC. As barras representam + 0 erro padrédo da
média. # representa diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas.
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Nos meios em que foram incubadas amostras de hepatopancreas de animais RP a
concentracéo de glicose foi significativamente menor (p<0,05) no grupo adrenalina 10°M do
que no grupo controle, obtendo-se valores intermediarios na dose 10™“M (Figura 9C). Nas
outras doses e no grupo RC nédo foram encontradas diferencgas significativas (p>0,05). A
concentragéo de glicerol ndo variou significativamente (p>0,05) com nenhum dos tratamentos
ou dietas (Figura 10). A concentracdo de glicogénio no hepatopéancreas, assim como nas
branquias anteriores e posteriores (Figura 11), ndo variou (p>0,05) com a incuba¢do com

adrenalina, mas foi significativamente maior (p<0,05) no grupo RC (Figura 11C).
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Figura 10 - Efeito de diferentes doses de adrenalina na liberagéo de glicerol para o meio de incubacéo de
hepatopéncreas de Neohelice granulata. As colunas brancas representam o grupo alimentar RP e as colunas
cinza, o grupo RC; as barras representam + o erro padréo da média.
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Figura 11- Efeito de diferentes doses de adrenalina na concentracdo de glicogénio em branquias anteriores (A),
branquias posteriores (B) e hepatopancreas (C) de Neohelice granulata apdés 30 minutos de incubagdo. As
colunas brancas representam o grupo alimentar RP e as colunas cinza, o grupo RC. As barras representam + 0
erro padrdo da média. # representa diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas.
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3.2.3 Efeito da adrenalina sobre a oxidacdo de **C-glicose em branquias anteriores,

branquias posteriores e hepatopancreas.

Nas branquias anteriores a adrenalina ndo causou alteracdo significativa na oxidacao
de *C-glicose (p>0,05). Porém nas branquias anteriores dos animais RP a oxidacdo de **C-
glicose foi significativamente maior (p<0,05) do que nos animais RC (Figura 12A). Nas
branquias posteriores (Figura 12B) a oxidacdo de **C-glicose foi significativamente maior
(p<0,05) no grupo adrenalina RP do que nas amostras controle da mesma dieta. Nas amostras
do grupo RC ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,05). Assim como nas
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branquias anteriores, nas posteriores a oxidacdo de **C-glicose foi significativamente maior

(p<0,05) nas amostras de caranguejos RP do de RC (Figura 12B).

Figura 12 - Efeito da adrenalina (dose) sobre a oxidacao de [U-'*C] glicose em amostras de branquias anteriores
(A) e branquias posteriores (B) de Neohelice granulata, apés 60 minutos de incubagdo. Resultados expressos em
mmoles de **CO, formado por grama de tecido por hora de incubag&o. As colunas e barras representam as
médias + erro padrdo da média, respectivamente. * representa diferenca significativa entre as médias em relacéo
ao grupo controle (p <0,05). # representa diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas.
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A adrenalina no induziu alteracdes significativas (p>0,05) na oxidacéo de **C-glicose
no hepatopancreas e no masculo do mandibular de animais alimentados com dieta RP ou RC
(Figura 13A e B). Diferentemente do que ocorreu nas branquias anteriores e posteriores ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) na oxidacdo de '*C-glicose entre os grupos

alimentares.
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Figura 13 - Efeito da adrenalina (dose) sobre a oxidacao de [U-'*C] glicose em amostras de hepatopancreas (A) e
musculo mandibular (B) de Neohelice granulata, ap6s 60 minutos de incubacdo. Resultados expressos em
mmoles de **CO, formado por grama de tecido por hora de incubago. As colunas e barras representam as

médias + erro padrdo da média, respectivamente.
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4 DISCUSSAO

4.1 ESTUDOS IN VIVO

Resultados de estudos sobre o metabolismo energético em crustdceos tem
demonstrado que fatores hormonais, ambientais e nutricionais influenciam a homeostase da
glicose (KUCHARSKI e DA SILVA, 1991; FANJUL-MOLES, 2006). Neste trabalho
verificou-se que animais alimentados com dieta RC apresentam a glicemia mais elevada
(Figuras 3 e 4) em relacdo a dieta RP. Os valores de glicogénio no musculo e no
hepatopancreas foram mais elevados nos animais RC do que os animais da dieta RP (Figura
6), enquanto os valores de glicogénio das branquias ndo foram alterados pela dieta. Estes
resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores que avaliaram 0s mesmos parametros em
N. granulata (KUCHARSKI e DA SILVA, 1991; VINAGRE e DA SILVA, 1992;
ZANOTELLI et al., 2002; INOHARA et al., 2015).

Os resultados da curva de tempo demonstraram efeito hiperglicemiante em animais
RC e lipolitico em animais RP. Porém esses efeitos foram obtidos 60 minutos apds a
administracdo de adrenalina, ndo sendo verificadas alteragdes em 15 e 30 minutos. Dessa
forma, foi escolhido o tempo de 60 minutos para a curva de dose. Como possiveis explicacdes
para este efeito tardio pode-se citar o mecanismo de sinalizacdo de receptores adrenérgicos e a
interacdo da adrenalina com outros hormonios. Os receptores adrenérgicos fazem parte da
familia dos GPCR. Quando a adrenalina se liga a esses receptores desencadeia (receptores [3)
ou inibe (receptores 02) uma cascata de reacdes que passa pela ativacdo da adenilato ciclase e
formagédo de AMPc (BENDER e MAYES, 2007; CHAMPE e cols., 2009). Este sistema
amplifica o sinal ao longo da cascata, pois cada enzima que é ativada torna ativa mais de uma
proteina da proxima etapa (Figura 2). Este mecanismo permite a célula responder a
concentragfes menores de moléculas sinalizadoras, porém deixa esta resposta mais lenta
(BEAR et al., 2002).

Quando a adrenalina foi administrada em doses crescentes, observou-se hiperglicemia
na dose 0,001lmM em animais RP e de 0,1mM para animais de ambas as dietas. A dose de
0,001mM reduziu as concentracfes de glicogénio no hepatopancreas e no musculo apenas de
animais RP. Esta reducdo pode estar relacionada com o aumento na glicemia encontrado apds

a administracdo da mesma dose de adrenalina no grupo RP. Desta forma, o efeito
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hiperglicemiante da adrenalina ndo é dose- dependente, e parece ser influenciado pela dieta de
manutencdo do animal. No camardo L. vannamei, o0 estresse de manipulagdo causa aumento
de adrenalina, seguida de lactato e, finalmente hiperglicemia (APARICIO-SIMON e cols.,
2010). A administracdo de adrenalina e de noradrenalina causou hiperglicemia em
caranguejos Carcinus maenas alimentados com peixe ou carne de porco (dieta equivalente a
dieta RP), porém o efeito hiperglicemiante da noradrenalina iniciou 30 minutos ap6s sua
aplicacdo enquanto a acdo hiperglicemiante da adrenalina iniciou 1h de sua aplicacdo e
persistiu por mais 1h (LUSCHEN e cols., 1993). Em camardes Macrobrachium rosenbergii, o
efeito hiperglicemiante foi descrito 30 minutos apds a administracdo de noradrenalina e
adrenalina por Kuo e Yang (1999) e foi confirmado por Hsieh et al., (2006). A administragdo
de noradrenalina também causou hiperglicemia em camardes Litopenaeus vannamei (YEH e
cols., 2006). O efeito hiperglicemiante da adrenalina esta relacionado ao aumento na
glicogendlise hepatica em mamiferos, resultante da ativacdo de receptores B (BENDER e
MAYES, 2007). A reducdo na concentracdo de glicogénio nos caranguejos alimentados com
dieta RP, sugere a glicogendlise nesse grupo. No grupo RC, é possivel que o excesso de
carboidratos na dieta possa ter induzido uma reducédo na sensibilidade as catecolaminas, como
descrito em ratos (SANTOS e cols., 2010).

Em humanos, o efeito hiperglicemiante da adrenalina é explicado tanto por acdes
metabdlicas diretas no figado e no musculo, como por ac¢Ges indiretas no pancreas, inibindo a
secrecao de insulina e estimulando a de glucagon (CRYER, 1995). Hiperglicemia associada a
glicogendlise sdo efeitos classicos do horménio hiperglicemiante de crustaceos (CHH)
(FANJUL-MOLES, 2006; WEBSTER e cols., 2012). Como as catecolaminas podem agir
como neuromodulares e estimular a secre¢cdo de CHH pelo pedunculo ocular, alguns autores
sugerem que o efeito hiperglicemiante das monoaminas €, na verdade, um efeito indireto, pela
acdo do CHH (SAINATH e REDDY, 2010; LEE et al., 2001). Dessa forma, foram testados os
efeitos da aplicacdo de catecolaminas em animais apedunculados. A adrenalina causou
hiperglicemia em C. maenas (LUSCHEN e cols., 1993) e M. rosenbergii (KUO e YANG,
1999) apedunculados. Porém no estudo de Hsieh e cols. (2006), esse efeito ndo foi

confirmado.

Em crustaceos, o hepatopancreas € o principal local de armazenamento de lipideos e
acumula fungdes equivalentes as de figado, tecido adiposo e pancreas de mamiferos
(O'CONNOR e GILBERT, 1968; PELLON-MAISON e cols., 2009). Quando alimentado

com dieta RP, os niveis de lipideos totais no hepatopéancreas de N. granulata sdo superiores



41

aos dos caranguejos alimentados com dieta RC (KUCHARSKI e DA SILVA, 1991;
VINAGRE e DA SILVA, 1992). Ao longo de dois meses de jejum, os niveis de lipideos totais
diminuem progressivamente nos animais previamente alimentados com a dieta RP, enquanto
sdo poupados nos animais que haviam sido alimentados com a dieta RC (Vinagre e Da Silva,
1992). Nesse trabalho, a concentracdo de triglicerideos na hemolinfa foi mais elevada nos
animais alimentados com dieta RP dos que os da dieta RC (Figuras 3 e 4) e diminuiram 60
minutos apds a administracdo de adrenalina a 10mM. O efeito lipolitico da adrenalina é bem
conhecido em mamiferos (REYNISDOTTIR e cols., 1994; PEDERSEN e cols., 2004;
SANTOS e cols., 2012; WESTFALL e WESTFALL, 2006), porém ainda nao foi descrito em
crustaceos. Ratos jovens alimentados com dieta rica em proteinas e pobre em carboidratos
(LPRC) durante 15 dias apresentaram aumento na concentracao de triglicerideos no tecido
adiposo retroperitoneal (TAR) em relacdo aos ratos alimentados com racdo controle
(APARECIDA DE FRANCA e cols., 2009). Estes resultados foram confirmados por Santos e
cols., 2010, que também verificaram que os ratos tratados com a dieta LPRC apresentaram um
consumo alimentar 14 % maior, associado ao aumento na captacdo de lipoproteinas no TAR e
diminuicdo na resposta as catecolaminas (resisténcia as catecolaminas). Esses resultados
sugerem que nos caranguejos do grupo RC, assim como em ratos com dieta LPRC, o excesso
de carboidratos na dieta possa ter induzido uma reducdo na sensibilidade as catecolaminas
(SANTOS e cols., 2010).

4.2 ESTUDOS IN VITRO

Devido ao possivel envolvimento do CHH na hiperglicemia induzida pela adrenalina,
foram realizados estudos in vitro, nos quais os tecidos foram pré-incubados apenas com SFC
antes da administracdo de adrenalina nos meios. Esse procedimento tem por objetivo, a
dissociacdo de hormonios e outros possiveis ligantes dos tecidos. Apos a pré-incubacdo, 0s
tecidos foram lavados com SFC e transferidos para viais com diferentes doses de Adrenalina

(curva de dose) ou a uma dose Unica por diferentes tempos (curva de tempo).

No hepatopancreas, os valores de glicogénio e a secrecdo de glicose para 0os meios
foram significativamente mais elevados nos animais RC em relacdo aos RP, evidenciando que
o efeito da dieta permanece em condi¢des in vitro. A administracdo de doses crescentes de

adrenalina reduziu a secrecdo de glicose no hepatopancreas de animais RP e ndo causaram
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alteracdes significativas na concentracdo de glicogénio. A oxidacdo de glicose a CO,, néo
apresentou diferencas quanto as dietas ou pela presenca de adrenalina. A reducgdo na secre¢do
de glicose para 0 meio associada a manutencdo dos niveis de glicogénio sugere que
provavelmente o efeito hiperglicemiante da adrenalina seja indireto, via CHH. Outra possivel
explicacdo para esses efeitos seria a ativagdo de diferentes receptores simultaneamente ou
ainda que a adrenalina ndo seja o agonista mais efetivo. No camardo M. rosenbergii, a
secrecdo de glicose pelo hepatopancreas para os meios de incubacédo, elevou-se na presenca
de adrenalina e de noradrenalina. Quando o hepatopancreas foi incubado na presenca de
noradrenalina e prasozina (antagonista oy), a secre¢do de glicose diminuiu. O mesmo
aconteceu na presenc¢a de metoprolol (antagonista 1), sugerindo o envolvimento de ambos

tipos de receptores na glicogenolise nesse camarao (HSIEH e cols., 2006).

No presente trabalho, as branquias anteriores e posteriores foram estudadas
separadamente devido as suas diferencas funcionais: as branquias anteriores sao respiratorias
enquanto as posteriores sdo osmorreguladoras (TRAUSCH e cols., 1989). Assim como no
experimento in vivo, os valores de glicogénio em ambas as branquias ndo sofreram alteracoes
devido as dietas, nem pela presenca de adrenalina. Na curva de tempo, a secrecdo de glicose
para 0s meios de incubacdo aumentou significativamente em ambas as branquias. Porém, no
experimento onde foram administradas doses crescentes de adrenalina, esse efeito ndo se
repetiu. Nas branquias anteriores, os valores de glicose no meio se mantiveram constantes,
porém, nas posteriores, reduziram na dose 10°M. A oxidacdo de glicose a CO, foi mais
elevada nas branquias do que no musculo e no hepatopancreas e, nos animais alimentados
com a dieta RP do que com a dieta RC em ambas as branquias. A adrenalina ndo afetou a
oxidacdo da glicose nas branquias anteriores, mas a reduziu nas branquias posteriores de
animais RP. Esse aumento na oxidacdo da glicose nas branquias posteriores pode ser o
responsavel pela diminuicdo na secre¢do de glicose observada nesse tecido. Provavelmente o
alto gasto energético das branquias posteriores frente ao estresse osmotico pode ser
sustentando por um aumento na oxidacdo da glicose promovido pela secrecdo de adrenalina.
Esses resultados sugerem que a acdo da adrenalina e diferente nos dois tipos de branquias.
Estudos de binding com serotonina triciada (H3-5-HT) revelaram que a ligacdo era mais
intensa nas branguias posteriores do que nas anteriores, e 0 emprego de antagonistas
serotoninérgicos sugeriu a presenca de receptores 5-HT;-like e 5-HT,-like em ambas as
branquias de N. granulata. Dessa forma, seria interessante verificar o envolvimento da

adrenalina nas branquias frente ao estresse osmaotico nessa espécie.
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Entre os efeitos metabolicos diretos da adrenalina em mamiferos, encontra-se a
estimulagdo da glicogendlise e glicolise muscular, com aumento na secre¢do de lactato do
musculo para a circulacdo (CRYER, 1995). No presente estudo, a adrenalina ndo causou
alteracdes significativas na oxidacdo de glicose no tecido muscular. Assim como no trabalho
de Marquese (2004), as dietas ndo causaram alteracdes significativas na oxidacdo da glicose,
porém quando o caranguejo N. granulata foi exposto a uma hora de anoxia, elevou-se
significativamente nos animais previamente alimentados com dieta RC. Por outro lado, a
oxidacdo de glicina é mais elevada em animais RC do que RP e diminui ao longo de trés
semanas de jejum (PELLEGRINO, 2011). Dessa forma, seria interessante estudar os efeitos
da adrenalina sobre o metabolismo muscular frente ao estresse nutricional ou falta de

oxigénio.

Em mamiferos, a acdo das catecolaminas sobre a lipdlise é bem conhecida e avaliada
pela liberacdo de glicerol para os meios de incubacao de células, a qual depende do equilibrio
entre os receptores P, lipoliticos, e a, anti-lipoliticos (REYNISDOTTIR e cols., 1994;
PEDERSEN e cols., 2004; SANTOS e cols., 2012). Em adipécitos de mulheres, a adi¢do de
estradiol ao ensaio, inibiu o efeito estimulador da adrenalina sobre a lip6lise, e em amostras
de tecido adiposo de mulheres com terapia de reposi¢do estrogénica, a expressdo dos
receptores opa €Std aumentada, explicando o aumento no tecido adiposo subcutaneo
(PEDERSEN e cols., 2004). No tecido adiposo de tartarugas marinhas Chelonia midas
fémeas, tanto adrenalina como noradrenalina induzem aumento nos niveis de glicerol, porém
essa resposta esta diminuida durante o periodo reprodutivo (HAMMAN e cols., 2003). Em
condicBes patoldgicas humanas, como a obesidade e a sindrome metabdlica, a expressédo dos
receptores o estd aumentada e a dos receptores B esta diminuida resultando em diminui¢ao da
lipdlise (REYNISDOTTIR e cols., 1994). A diminuigéo do efeito lipolitico da noradrenalina
também foi observada em adipdcitos do tecido adiposo retroperitoneal de ratos tratados com
dieta LPHC, associada a um aumento no turnover dessa catecolamina, sugestivo de uma
condicdo de resisténcia a catecolaminas (SANTOS e cols., 2012). No presente trabalho, a
adrenalina ndo apresentou efeito lipolitico significativo em relacdo a secrecdo basal de
glicerol para o meio de incubacéo do hepatopancreas. Estudos com antagonistas adrenérgicos
de mamiferos sugerem a existéncia de receptores o e  em crusticeos (CHANG e cols., 2011;
2012; HSIEH e cols., 2006). Como os estudos in vivo sugerem a existéncia de receptores
adrenérgicos em N. granulata, € possivel a presenca de ambos os tipos de receptores e que a

ativacdo simultanea de ambos tenha mantido o equilibrio na lipdlise, explicando a auséncia
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tanto de efeito estimulatério como inibitorio. Para testar essa hipoOtese, é necessaria a
incubacdo dos tecidos em meios contendo noradrenalina, agonistas e antagonistas especificos.
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5 CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados dos experimentos in vivo sugerem a presenca de
receptores adrenérgicos no hepatopancreas e no masculo mandibular, engquanto o0s
experimentos in vitro sugerem que esses receptores também possam estar presentes nas
branquias anteriores e brénquias posteriores do caranguejo N. granulata. Os efeitos da
adrenalina sdo influenciados pela composicdo da dieta. Estudos in vitro, com a utilizacdo
antagonistas seletivos e de noradrenalina, assim como a clonagem e o sequenciamento da
estrutura molecular dos receptores adrenérgicos sdo necessarios para a melhor compreensao

dos efeitos metabodlicos da adrenalina em crustaceos.
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