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RESUMO

Os estuarios sdo ecossistemas que apresentam uma constante
variacdo no seu ambiente fisico-quimico, como teor de oxigénio dissolvido,
temperatura ambiente, e principalmente de salinidade da agua. O presente
trabalho teve como objetivo investigar os efeitos do estresse osmético (hipo e
hiperosmotico) agudo (1h), in vitro, sobre as vias gliconeogénica, glicogénica e
lipogénica em tecidos de caranguejos N. granulata.

No presente estudo n&do foram constatadas variagdes na
incorporacéo de “C-alanina em glicose ou glicogénio no hepatopancreas e nas
branquias anteriores. No entanto, foi constatada uma diminuicdo significativa
(p<0,05) na incorporacdo de **C-alanina em glicose nas branquias posteriores
durante os ajustes osmoticos a um meio mais concentrado.

No hepatopéncreas nao foram observadas variagbes na conversao
de *C-alanina em lipideos, porém, nas branquias anteriores houve uma
diminuicdo na sintese de '*C-lipideo a partir de *C-alanina no choque
hiperosmético, enquanto que nas branquias posteriores houve um aumento na
sintese de lipideos durante o choque hiposmaotico.

O presente trabalho mostra claramente que o fluxo de carbonos da
alanina pode ser direcionado tanto para o metabolismo da glicose como de
lipidios com o objetivo de aumentar ou diminuir os niveis de aminoacidos

intracelulares.

PALAVRAS-CHAVE: Osmorregulacao, N. granulata, RVD, RVI
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1. INTRODUCAO

O ambiente estuarino devido as variacdes diarias de salinidade e de
oxigénio dissolvido na a4gua € considerado um habitat bastante estressante a
sua biota. A salinidade da agua dos estuarios é controlada pelas marés, pelos
ventos, pela precipitagdo pluviométrica e pela temperatura ambiente. Para isso,
0S organismos estuarinos necessitaram desenvolver mecanismos fisiolégicos,
bioguimicos e morfolégicos que permitissem uma rapida resposta as variacdes
dos pardmetros ambientais, em especial, da salinidade da agua. Assim, a
capacidade osmorreguladora desempenhou um importante papel na adaptacéo
desses animais ao ambiente estuarino (SCHMIDT-NIELSEN, 2002). O
desenvolvimento de estratégias metabdlicas, em resposta as mudancas no
meio externo, contribuiu de forma vital para a capacidade osmorreguladora
face as alteracdes bruscas do meio externo (STOREY & STOREY, 2005).

Para que as células possam desencadear essas respostas
osmorreguladoras sdo necessarios: a) um sistema capaz de detectar
mudancas transitérias no volume celular; b) uma sinalizagédo intracelular que
traduza essas informacdes visando os ajustes de volume e; ¢) uma “memaoria”
do volume original da célula, que estabelecera o tempo para a inativagcdo do
processo regulatério (PASANTES-MORALES et al., 2006).

Estudos realizados com hepatocitos de mamiferos mostram alguns
efeitos da variagdo da concentragdo do meio extracelular sobre o volume
celular. Células submetidas ao meio hiposmético incham e, dentro de minutos,
retornam, parcialmente, ao seu volume original. Esse comportamento foi

denominado reducdo do volume celular regulatério (regulatory cell volume
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decrease - RVD). Inversamente, a exposi¢ao subita ao meio hiperosmatico leva
a um aumento do volume celular e, apés poucos minutos, ocorre aumento
regulatorio do volume (volume regulatory increase — RVI), retornando o volume
aos niveis iniciais. Os mecanismos responsaveis pelo RVD ou RVI podem
apresentar variagdes segundo o tipo celular, mas em geral envolvem a ativacao
de sistemas de transporte de ions e solutos organicos através da membrana
plasmatica (HAUSSINGER et al., 2004).

Mudancas de volume celular modificam varias fun¢des metabdlicas.
O aumento de volume celular favorece a sintese e inibe a degradacdo de
proteinas, de glicogénio e, em menor extensdo, de lipidios. A diminui¢do de
volume celular tem efeito oposto. Assim, o aumento de tamanho celular
causado pelo estresse hiposmotico pode ser considerado como um sinal
anabdlico, enquanto que a reducdo de volume celular favorece o catabolismo
(LANG et al., 1998).

Durante esses ajustes celulares, visando a manutencdo do meio
interno, a saida de ions como o K* e o CI" durante o ajuste osmorregulatorio ao
estresse hiposmético, além da captacdo de Na* e KCI no ajuste hiperosmotico,
parecem ser 0s principais mediadores das respostas celulares imediatas
(STRANGE, 2004). Além disso, Yancey et al. (1982) descreveram a
importancia dos solutos orgéanicos, tais como, 0os aminoacidos, os poliis e as
metilaminas como osmalitos.

Contudo, esses processos sdo influenciados por multiplos fatores,
inclusive os hormonais. Haussinger et al. (2004), ao investigarem a influéncia
dos fatores hormonais envolvidos na regulacdo do volume celular em

mamiferos, observaram que a insulina foi capaz de estimular a atividade do co-
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transportador Na'/K*/2Cl" e a captacdo desses ions, promovendo assim um
aumento do volume celular em direcdo a isosmolaridade, enquanto o glucagon
teve a capacidade de aumentar a saida de K* e de CI' do meio intracelular. A
figura abaixo sintetiza todos os processos que estdo envolvidos na regulacao
do volume celular.

Apical A. Isosmolaridade Basolateral

INa+
K+

B. Hiposmolaridade

Cl-
K+
Na*
Kr<——===== I
— H+

C. Hiperosmolaridade

K+ .
20k Ne
INSULINA + K*

GLUCAGON + —

Na*

AA

Figura 1 — Mecanismos de transporte e hormdnios envolvidos em resposta as
alteracdes do volume celular em mamiferos. Modificada de Hoffmann et al.

(2009), Haussinger et al. (2004) e Strange (2004):

Em sintese, a necessidade de um ajuste apropriado, capaz de
minimizar as perturbacdes osmoticas do ambiente é de extrema importancia

para a manutencdo da integridade celular, em especial, naqueles organismos



gue vivem sob constantes variagbes de salinidade em seu habitat (KINNE,
1993; CHAMBERLIN & STRANGE, 1989).

Entre esses organismos encontra-se o0 caranguejo Neohelice
granulata, uma espécie tipicamente estuarina que evoluiu a partir de formas
marinhas e situa-se sistematicamente na Superclasse Crustacea, Ordem
Decapoda. Esta espécie habita pantanos salgados ou marismas de estuarios
neotropicais do Brasil, a partir do litoral do Rio Grande do Sul até o Rio de
Janeiro, além de estar distribuido ao longo de toda costa do Uruguai até a
Argentina (SAKAI, 2006, BOTTO & IRIGOYEN, 1980).

Os estuarios sdo a transicdo entre 0 ambiente marinho e o limnico e
se caracterizam por periodos irregulares de total cobertura com agua e outros
com total exposicao ao substrato. Esses ecossistemas sofrem influéncias tanto
de fatores oceanograficos como meteorologicos, impondo a sua biota um
elevado estresse ambiental o qual pode ser gerado pelas variacbes de
salinidade, de temperatura, de pH e de oxigénio dissolvido na agua (VALLE et
al., 2009).

Para lidar com essa constante instabilidade, a capacidade
osmorreguladora e a heterogenia dos padrées osmorregulatorios
desempenharam um importante papel na evolugdo e na conquista do habitat
estuarino pelos organismos. Por exemplo, em crustaceos eurialinos a
osmolalidade do fluido extracelular pode variar de maneira diversa em funcéo
da osmolalidade do meio ambiente. Logo, a habilidade de controlar o balango
osmotico e reparar os danos induzidos pelo estresse osmatico, passou a ser

essencial a vida celular (McNAMARA e FARIA, 2012, BIANCHINI et al., 2008).



Em seu habitat, o N. granulata abre galerias ou tocas com
profundidades variaveis de acordo com o nivel das marés e do lencgol freatico,
de maneira que no fundo da toca sempre haja agua. Essas habitacbes tém
papel importante na ecofisiologia do N. granulata, pois minimizam as variacfes
de salinidade, de temperatura e de teor de oxigénio no ambiente (TURCATO et
al., 1990).

Na lagoa de Tramandai-RS, onde populacfes de N. granulata sédo
encontradas em abundancia, os animais sofrem variacbes sazonais e
circadianas de salinidade da &gua (VALLE et al., 2009). Nesta lagoa, o0s
maiores valores de osmolalidade da agua ocorrem no verdo, com cerca de
529mOsm/kg H,O. No outono foram constatados os menores niveis de
osmolalidade, cerca de 96mOsm/kg H,O.

Conforme Bromberg (1992), o N. granulata pode ser classificado
como um regulador hiper-hipo osmético eurialino, uma vez que suporta amplas
variagcbes de salinidade, sendo capaz de hiperregular de 0%. a 20%. e
hiporregular em 40%.. O ponto isosmético situa-se entre 28,5%0 € 30%o, NO
inverno e verao, respectivamente.

Segundo Gilles e Delpire (1997), os crustaceos eurialinos
apresentam dois mecanismos basicos para enfrentar o estresse osmotico: a) a
regulacdo anisosmatica do fluido extracelular, que tem por objetivo controlar a
osmolalidade do meio externo, independente do meio em que o animal se
encontra; b) a regulacéo isosmotica do fluido intracelular, que tem como intuito
manté-lo isosmotico em relagéo ao extracelular.

A regulacéo isosmoética do fluido intracelular implica em duas fases

de controle do volume celular: a) a primeira é relativa as respostas imediatas
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de alteracdo de volume, como consequéncia de choques osmoticos e envolve
a plasticidade da membrana plasmatica; b) a segunda fase de reajuste esta
relacionada com os eventos de influxo e efluxo de osmodlitos, tanto organicos
como inorganicos. (GILLES & DELPIRE, 1997).

Dentre as estruturas responsaveis pelo controle da osmolalidade dos
fluidos em crustaceos, as branquias apresentam uma complexa estrutura e sao
orgdos multifuncionais (FREIRE et al., 2008). Estes animais por nao
apresentarem uma boa adaptacdo ao meio aéreo desenvolveram a estratégia
de lidar com este meio (MORRIS, 2001). Quando fora d’agua, captam a
umidade através de tufos de cerdas presentes na base de seus pereiépodos e
armazenam no braquioestergito com a funcdo de manté-las sempre
umedecidas e assim possibilitar o equilibrio hidro eletrolitico (BOND-BUCKUP
et al. 1991). Fundamentalmente, os pares 3, 4, 5 compdem as branquias
anteriores, responsaveis pela respiracdo, enquanto os pares 6, 7, 8 constituem
as posteriores, com funcdo predominantemente de osmorregulacdo e de
secrecdo de amonia (GENOVESE et al. 2004).

Durante os choques osmoéticos foi demonstrado que ajustes
enzimaticos, como o da Na'/K'ATPase, exercem um importante papel na
regulacdo osmotica da hemolinfa desses crustaceos ao promover 0 movimento
transepitelial de ions e mediar a captacao de NaCl durante o ajuste ao estresse
hiposmatico. A atividade e a expresséo dessa enzima sdo mais marcantes nas
branquias posteriores do que nas anteriores durante o0 ajuste osmotico
(LUQUET et al., 2005; LUCU & TOWLE, 2003).

Entretanto, assim como em humanos a regulacdo do volume celular

em crustaceos também parece sofrer influéncia de fatores hormonais. Serrano
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et al. (2003), observaram que no lagostim Astacus leptodactylus apedunculado
a osmolalidade da hemolinfa diminuiu significativamente apds 28 dias e que a
osmolalidade dos fluidos desse animal retornava ao normal quando injetados
com extratos preparados a partir do homogeneizado de pedunculos.

Durante os choques hipo e hiperosmaticos a participacao efetora de
fons inorganicos como o K*, proporciona uma limitagdo imediata da alteragdo
excessiva do volume celular durante variagbes osmoéticas do ambiente
extracelular. Entretanto, os efetores organicos, como os aminoacidos, a betaina
e o glicerol, sdo considerados os principais responsaveis pelo reajuste do
volume celular durante alteracdes osméticas do meio intracelular (GILLES &
DELPIRE, 1997).

De fato, a participacdo do metabolismo intermediario durante a
aclimatacdo tem uma grande importancia no processo adaptativo do N.
granulata ao meio ambiente. Jahn et al. (2004) observaram uma resposta
distinta entre a captacao de colina nas branquias (anteriores e posteriores) e no
hepatopancreas de animais submetidos ao estresse hiperosmaético. Durante a
exposi¢cdo por 72 horas ao meio concentrado os autores verificaram que a
captacdo de colina diminuia significativamente nas branquias, enquanto no
hepatopéncreas ela se mostrava aumentada. Os mesmos autores, no entanto,
nao observaram diferenca alguma durante a exposi¢cdo aguda (1, 2, 6 e 24
horas) ao estresse osmotico. Nao obstante, Schein et al. (2004) observaram
gue neste caranguejo os aminoacidos exercem importante funcdo durante a
aclimatacdo aos extremos de salinidades.

Em crustaceos, a concentracdo de aminoéacidos livres intracelulares

é 10 vezes maior que em humanos (PEQUEUX, 1995). Eles exercem uma
7



importante fungdo no organismo como um todo, tendo um papel crucial em
uma série de processos bioldégicos como precursores da sintese de proteinas,
de geracdo de energia metabdlica, bem como, doadores de &tomos de carbono
e de nitrogénio, de neurotransmissores, de componentes de sistemas de
tamponamento e de osmdlitos (KILBERG & HAUSSINGER, 1992). Entretanto,
para serem transportados para dentro das células eles necessitam, além de
uma diferenca de concentracdo entre 0s espacos extra e intracelulares, serem
transportados por intermédio de proteinas especificas. Existem diferentes
proteinas envolvidas no transporte de aminoacidos: aquelas responsaveis pelo
transporte de aminoacidos neutros, denominados sistemas A, ASC e L e,
aquelas que transportam aminodcidos anidnicos X ag, X € catiénicos y".

O sistema A, transporta aminoacidos de cadeia lateral nao
ramificada de varios tamanhos, como a glicina, alanina, metionina, glutamina e
prolina, através de um co-transporte eletrogénico dependente de sodio numa
estequiometria de 1:1. Este sistema é sensivel a mudancas no potencial
elétrico da membrana, bem como esta sujeito a regulacéo por intermédio das
condicbes ambientais e da osmolalidade externa (YAO et al., 2000; GUIDOTTI
& GAZZOLA, 1992).

O sistema ASC, também é sodio-dependente e sensivel a mudancas
no potencial elétrico da membrana, porém néo é eletrogénico, pois o transporte
de aminoacidos para dentro da célula juntamente com sodio, €
contrabalancado pela saida deste mesmo ion (GUIDOTTI & GAZZOLA, 1992).

Por fim, o sistema L, que transporta tanto aminoacidos neutros,

como de cadeia lateral ramificada (valina, leucina e isoleucina) além de ser



independente de sédio e do potencial elétrico de membrana (GUIDOTTI &
GAZZOLA, 1992).

N&o menos importante, os sistemas X'ag € X, transportam &acido
aspartico e acido glutdmico, bem como, glutamato e cistina, respectivamente, e
o sistema y* transporta aminoacidos catibnicos como lisina e arginina

(GUIDOTTI & GAZZOLA, 1992).

Na* AA
A 2
\QN*
y+ ASC
Célula .=
>
AA
Xac L
X¢

Figura 2 — Sistemas de transporte de aminoacidos nas células de invertebrados

e de vertebrados (GUIDOTTI & GAZZOLA, 1992).

O estudo desses transportadores mediante a utilizacdo de analogos
nao metabolizaveis, possibilitou o entendimento de quais sistemas estdo
envolvidos no transporte de diferentes tipos aminoacidos e em diferentes

tecidos (CHRISTENSEN & CULLEN, 1968). Por exemplo, Schein et al. (2005),
9



ao investigarem a captacdo de *C-MeAIB no hepatopancreas e no muisculo
mandibular do caranguejo N. granulata, verificaram que a captacdo deste
analogo, utilizado para estudar a captacao via sistema A, aumentou apés 24 e
144 horas de estresse hiperosmético no hepatopéancreas e no musculo
mandibular, respectivamente. Estudos realizados por Péqueux et al., (1979),
demonstraram que a quantidade de proteinas presentes na hemolinfa pode ser
muito diferente de uma espécie para outra, mesmo quando 0sS animais sao
mantidos em condi¢des semelhantes de salinidade, com os valores variando de
349/l em Eriocheir sinensis para 222 g/l em Uca minax. Schein et al., (2005)
observaram que caranguejos submetidos tanto ao estresse hipo quanto ao
hiperosmotico apresentam uma capacidade reduzida de oxidacdo da alanina
no hepatopancreas de caranguejos submetidos a diferentes tempos de
estresse (24, 72, 144 h) e que essa foi mais pronunciada no estresse
hiposmético, sugerindo que a baixa oxidacdo deste aminoécido estaria
envolvido na sua utilizacdo na via gliconeogénica, tendo em vista que este € 0
tecido em que ela se mostra mais pronunciada (OLIVEIRA & DA SILVA, 2000).

A gliconeogénese é uma via que estd bem conservada ao longo da
evolucéo e € de grande importancia na manutencdo da homeostase da glicose,
sendo os tecidos hepatico, renal e intestinal os responsaveis pela producao de
glicose (NELSON & COX, 2011; MOON, 1988). Ela consiste numa reversao
parcial da via glicolitica, onde os substratos como aminoacidos tissulares, o
lactato proveniente do metabolismo anaerobio e o glicerol oriundo da
degradacéao de triglicerideos, sédo convertidos em glicose, dada a importancia
desta hexose como substrato primario de energia para alguns tecidos (VERRI

et al., 2001). Nesta rota, a primeira etapa necessaria a sintese de novo de
10



glicose é a carboxilacdo do piruvato a oxalacetato, reacéo esta catalisada pela

piruvato carboxilase. Logo, o oxalacetato € transportado para fora da

mitocondria dando origem ao fosfoenolpiruvato (PEP), reacdo esta catalisada

pela enzima fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK). Apés esta etapa, o PEP

é convertido a frutose-6-fosfato pela frutose-1,6-bifosfatase e por fim,

convertido em glicose pela glicose-6-fosfatase (NELSON & COX, 2011).

Glicolise

ATP Glicose P,

ADP llcosc—6 fosfato HO

ATP x leosc-é-fosfato P,
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fosfato., 71'051‘&0
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Figura 3 — Esquema das vias glicolitica e da via gliconeogénica

COX, 2011).
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O principal aminoécido na gliconeogénese hepatica em humanos € a
alanina (FELIG, 1975), embora outros autores considerem a glutamina
(NURJHAN et al., 1995), por sustentarem a hipotese de que ele € o principal
aminoécido liberado da musculatura esquelética durante o jejum e que o rim
utiliza-o preferencialmente para a sintese de glicose.

Diversos estudos realizados em nosso laboratdrio com o caranguejo
N. granulata, também demonstraram a participacdo da via gliconeogénica no
hepatopancreas, no musculo e nas branquias nos ajustes metabolicos das
concentracbes de aminoacidos intracelulares em respostas aos estresses hipo
e hiperosmotico (CHITTO et al., 2009, SCHEIN et al., 2005; 2004, OLIVEIRA &
DA SILVA, 2000).

A variagdo sazonal da concentragdo de carboidratos em diferentes
tecidos do N. granulata parece interferir na sua capacidade osmorreguladora.
No verdo, ap6s o choque hiposmético ou hiperosmético, os niveis de
carboidratos aumentaram em quase todos os tecidos estudados por Nery e
Santos (1993), sugerindo a ativagcdo da via gliconeogénica. Contudo, no
inverno, em ambos o0s tipos de estresse osmotico, ocorreu mobilizacdo de
carboidratos somente nas branquias (NERY & SANTOS, 1993). Em outro
estudo, durante o processo de aclimatacdo ao estresse hiperosmoético,
observado entre os animais de inverno e de verao, foi verificada diferenga no
padréo de resposta gliconeogénica nas branquias (CHITTO et al., 2009).

Schein et al. (2005a) verificaram que no verdo a atividade
gliconeogénica no masculo mandibular do N. granulata diminuiu apés 24 horas
de estresse hiperosmético e a atividade da PEPCK diminuiu na fracdo

mitocondrial e aumentou na fracdo citosélica. No entanto, apés 72 horas de
12



choque hiperosmotico, foi constatado um aumento na atividade gliconeogénica,
possivelmente, devido a um aumento na expresséo génica da PEPCK ocorrido
as 24 horas de estresse osmoético. No inverno, durante o choque hiposmotico, a
capacidade gliconeogénica e a atividade da PEPCK foram reduzidas e a
expressdo génica da enzima achava-se extremamente baixa. Esses dados
demonstraram que a via gliconeogénica muscular estd envolvida nos ajustes
metabdlicos de aclimatacdo aos meios hiposmético ou hiperosmético e pode
ser modulada conforme a estacao do ano (SCHEIN et al., 2005a).

Durante o estresse hiposmético, em animais alimentados com as
dietas rica em carboidratos (HC) ou rica em proteinas (HP), os valores de
glicose circulante aumentaram. Os animais que receberam uma dieta HC
apresentaram uma diminuicdo significativa nos niveis de glicogénio
hepatopancreatico e muscular. Entretanto, no grupo que recebeu a dieta HP, o
contetdo de glicogénio no hepatopancreas aumentou e no musculo
permaneceu inalterado ap6s 72 horas de estresse hiposmotico, reforcando o
possivel envolvimento da via gliconeogénica (DA SILVA & KUCHARSKI, 1992).

Oliveira e Da Silva (2000) demonstraram o envolvimento da via
gliconeogénica hepatopancreatica na aclimatacdo ao estresse hiposmotico no
caranguejo N. granulata. Animais alimentados com dieta HP e submetidos ao
estresse hiposmatico, durante um periodo de 144 horas, apresentaram um
aumento na capacidade gliconeogénica a partir de *C-alanina apds 72 horas
de estresse. Nos animais submetidos a uma dieta HC o aumento na
capacidade gliconeogénica somente foi verificado as 144 horas de estresse.
Porém, quando o substrato utilizado era o *C-lactato, ambos os grupos

apresentaram uma reducao na capacidade gliconeogénica a partir de 72 horas
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de estresse hiposmotico. Esses dados sugerem que a gliconeogénese
hepatopancreatica esta envolvida no ajuste metabolico de aminoacidos durante
0 estresse hiposmotico. Rosas et al. (2001), verificaram que o camardo
Litopenaeus vannamei quando aclimatado a baixas salinidades também
apresentava um aumento da atividade da PEPCK no hepatopancreas.

Schein et al., (2005) verificaram em N. granulata submetidos ao
estresse hiperosmético uma diminuicdo da concentracdo hemolinfatica de
glicina, sugerindo que este aminoacido seria captado pelos tecidos com o
objetivo de aumentar a concentracdo intracelular de efetores osmaéticos. No
muasculo e no hepatopancreas de caranguejos N. granulata, submetidos ao
estresse hiperosmoético, a captacdo de aminoacidos aumentou apos 24 e 144
horas de estresse.

Trabalhos realizados com esse caranguejo também demonstraram a
mobilizacdo de reservas lipidicas teciduais durante o processo de aclimatacdo
ao meio hipo ou hiperosmético, sugerindo que os lipideos seriam uma
importante fonte de energia durante o esforco osmorregulador nesse
caranguejo (LUVIZZOTTO-SANTOS et. al.,, 2003). Martins et al. (2011) ao
investigarem a participacdo da via lipogénica em N. granulata observaram um
aumento na sintese de lipideos a partir de aminoacidos nas branquias
(anteriores e posteriores) e no hepatopancreas de animais expostos ao meio
hiperosmotico.

Bock (2005) investigou o efeito do estresse osmotico, in vitro, sobre
o0 metabolismo de aminoacidos nos tecidos de N. granulata. Os resultados
mostram que o controle da sintese de proteinas parece estar envolvido no

ajuste metabolico da concentracdo intracelular de aminoacidos no
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hepatopancreas, no musculo mandibular e nas branquias submetidos a
alteracdo osmotica aguda, in vitro. Por outro lado, durante o estresse
hiposmotico agudo, in vitro, a diminuicdo da captacdo de aminoacidos via
sistema A e o aumento da oxidacdo de *C-leucina foram usados como
mecanismos para reduzir as concentracdes intracelulares de aminoacidos nas
branquias anteriores e posteriores, respectivamente.

Como exposto acima, em nosso laboratério demonstramos que as
vias gliconeogénica e lipogénica e a captacdo e a oxidacdo de aminoacidos
estdo envolvidas na regulacdo de aminoacidos intracelulares em resposta ao
estresse osmoético in vivo. A hipdtese desse trabalho foi investigar durante o
estresse osmaotico in vitro, quando o aporte de substrato, as acBes hormonais e
nervosa nao estdo interferindo, como a sintese de proteinas, a captacédo e a
oxidacdo de aminoacidos estariam sendo utilizadas em resposta a alterac¢do do

volume celular induzida pelo estresse osmatico.
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2. OBJETIVO GERAL

Assim, o objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos do estresse
osmotico agudo (hipo e hiperosmotico), in vitro, sobre as sinteses de glicose e
de glicogénio e a formacdo de lipidios a partir de *C-alanina em diferentes

tecidos de caranguejos Neohelice granulata.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as capacidades gliconeogénica e glicogénica a partir de **C-
alanina no hepatopancreas e nas branquias anteriores e posteriores, durante o
estresse osmotico, in vitro, por 60 minutos.

Avaliar a capacidade lipogénica a partr de '*C-alanina no
hepatopéncreas e nas branquias anteriores e posteriores, durante o estresse

osmotico, in vitro, por 60 minutos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados caranguejos Neohelice granulata (DANA, 1851)
(Crustacea, Brachyura, Varunidae) machos no estagio C do ciclo intermuda
(DRACH & TCHERNIGOVTZEFF, 1967), a fim de minimizar os efeitos dos
periodos de ecdise. Os animais foram coletados de acordo com as leis
ambientais brasileiras (Portaria no. 332/90 IBAMA) as margens da Lagoa
Tramandai, no municipio de Imbé - RS, durante os meses de primavera e de
verdo. A captura foi realizada manualmente e o acondicionamento foi feito em
caixas plasticas, com &gua do proprio local, durante o transporte até o
laboratorio, localizado no Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude-ICBS na
UFRGS, em Porto Alegre - RS.

No laboratério, os caranguejos foram submetidos ao choque
hiposmaético com agua destilada por 24 horas, com o objetivo de eliminar
possiveis parasitas e limpar o contetado estomacal (KUCHARSKI, 1991). Ap6s
esse procedimento os animais foram transferidos para aquéarios contendo agua
com salinidade de 20%., temperatura de 25°C, fotoperiodo natural e aeracéo
constante. Os caranguejos foram alimentados, ad libitum, com carne bovina

crua, duas vezes na semana.

3.2. Procedimentos experimentais
Apos o periodo de aclimatacdo ao laboratério os animais foram
transferidos para aquarios contendo a salinidade de 20%. e entdo alimentados

diariamente com carne bovina crua até o dia do experimento.
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Para isso, no dia do experimento, 0s caranguejos foram
crioanestesiados e amostras de hepatopancreas (150mg) e de branquias
anteriores e posteriores (50-100mg de cada) foram coletadas e colocadas em
placas de Petry sobre gelo, contendo a solucdo fisiolégica controle de
caranguejo (SFC). Foram realizados pequenos cortes nas lamelas branquiais,

de modo a possibilitar um maior contato do tecido com o meio de incubagéo.

3.3. Determinac&o da convers&o de **C-alanina em *C-glicose

As amostras de tecidos foram colocadas em tubos de 2ml contendo
1ml de SFC com diferentes osmolalidades segundo o grupo experimental:

Grupo controle: 374mM de NaCl, 10mM de KCI, 25mM CacCl,, 10mM
de MgCl,.H,O, 8,8mM H3BOz;, 10mM HEPES e 0,1mM fluoreto de
fenilmetisulfonil (PMSF), pH 7,8, 770 mOsm/kg. A osmolalidade da hemolinfa
dos animais aclimatados a salinidade de 20%o. € de 719 + 10,41 mOsm/kg.

Grupo hiposmotico: 331mM de NaCl, 10mM de KCI, 25mM CacCly,
10mM de MgCl,.H,0, 8,8mM H3BO3;, 10mM HEPES e 0,1mM fluoreto de
fenilmetisulfonil (PMSF), pH 7,8, 690 mOsm/kg. A osmolalidade da hemolinfa
dos animais aclimatados a salinidade de 0%o € de 636 + 21,05 mOsm/kg.

Grupo hiperosmotico: 457mM de NaCl, 10mM de KCI, 25mM CaCl,,
10mM de MgCl,.H,0O, 8,8mM H3BO3z;, 10mM HEPES e 0,1mM fluoreto de
fenilmetisulfonil (PMSF), pH 7,8, 900 mOsm/kg. A osmolalidade da hemolinfa
dos animais aclimatados a salinidade de 20%o é de 853 + 12,45 mOsm/kg.

Para a determinacdo da sintese de glicose a partir de **C-alanina,
amostras de hepatopancreas e de branquias (anteriores e posteriores) foram

excisadas e fatiadas em placas de Petry mantidas sobre o gelo e umedecidas
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com SFC controle. O tecido foi colocado em tubos com capacidade para 2ml
contendo 1ml de SFC correspondente ao estresse e, entéo, foi realizada uma
pré-incubacdo de 15 minutos com o intuito de eliminar qualquer fator que
pudesse interferir na sintese de glicose como a ligacdo de algum hormonio ao
seu receptor. Apos a pré-incubacgdo os tubos contendo os respectivos tecidos
for colocados imediatamente em gelo e entdo posteriormente foram secos em
papel filtro e transferidos para tubos de 2ml contendo SFC para cada estresse,
mais 0,15uCi de **C-alanina (Amershan Life Science) e 5mM de alanina nao
marcada.

A seguir os tubos foram aerados com carbogénio (O,:CO,, na
proporcdo de 95:5% v/v) durante 20 segundos, tampados e submetidos a
incubacdo em banho metabdlico do tipo Dubnoff durante 60 minutos, com
agitacdo constante e temperatura de 25°C. Transcorrido esse periodo, as
reacoes teciduais foram interrompidas mediante a imerséo dos tubos em gelo e
as amostras dos tecidos foram para a posterior determinacdo da sintese de
14C-glicogénio. O meio de incubacdo foi centrifugado a 4000rpm durante 2
minutos e 300ul do sobrenadante transferidos para tubos contendo 75 pl de
Ba(OH), saturado e 75 de ZnSO,4 a 2% para a desproteinizacdo (SOMMOGY,
1945). Em seguida realizou-se nova centrifugacdo a 6000rpm durante 10
minutos e o sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da sintese de
glicose a partir de **C-alanina.

A quantificacdo da *C-glicose foi realizada por meio da técnica de
cromatografia em camada delgada, realizada em placas de aluminio com silica

gel 60G — (MERCK), conforme método descrito por Baker et al. (1965).
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Como solugdo carreadora foi utilizada 200ml de uma mistura de
solvente constituida de N-butanol : alcool etilico 95% : acido acético 5,4%, na
proporcéao de 500:316:184 (v/v/v). A atmosfera da cuba utilizada era totalmente
saturada com esta solugcdo carreadora. O espaco disponivel para o solvente
correr na placa era delimitado a toda extensédo da placa a partir do ponto de
origem, onde eram aplicadas as amostras. Neste ponto foram aplicadas 10pl
da amostra juntamente com 10ul de solucéo padrao de glicose ndo marcada na
concentracdo de 100mg/dl e 20upl dessa solugcdo foram utilizados como
controle. A glicose foi revelada nas placas de cromatografia com uma solucéo
de: A&lcool etilico 95% : anisaldeido : &cido sulfdrico concentrado nas
propor¢des de 18:1:1 (v/v/v). As bandas com aproximadamente 2cm eram
recortadas e colocadas diretamente em frascos (vials) contendo 4ml de liquido
de cintilacdo [Tolueno — PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)]. As amostras
permaneceram refrigeradas em temperatura média de 4°C por um periodo de
24 horas e, apds esse periodo, a radioatividade foi determinada em
espectrobmetro de cintilacdo liquida (LKB-Wallac). Os resultados foram
expressos como pmol de *C-alanina convertidos em **C-glicose. g*de

tecido.h™ de incubacéo.

3.4. Determinacdo da sintese de **C-glicogénio a partir de **C-alanina

A determinacdo do **C-glicogénio seguiu o método descrito por
Thomas et al. (1968) e posteriormente adaptado por Oliveira et al. (2000). As
etapas iniciais que antecedem esse processo foram executadas como descritas

nos procedimentos relacionados a determinacao da gliconeogénese.
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Os tecidos foram retirados dos tubos lavados em 5ml de SFC
controle, hiposmotico ou hiperosmatico, secos em papel filtro e submetidos a
digestdo com 100ul de KOH (0,5N) em banho a 70°C durante 40 minutos. Apos
esse periodo, sucedeu-se a desproteinizacdo e a neutralizacdo do tecido com
adicao de 25ul de HCI (1N) e 25ul de TCA (30%). A segquir foi realizada uma
centrifugagéo a 10000rpm durante 10 minutos e 30ul do sobrenadante de cada
amostra foi aplicada em tiras de papel Whatman 3MM. Essas tiras foram
submetidas a imersdo sequencial por 2 periodos (30 e 15 minutos) em dois
recipientes contendo alcool etilico (66%), promovendo assim, a precipitacao do
14C-glicogeénio.

Posteriormente, as tiras foram secas sobre papel filtro e colocadas
em frascos (vials) contendo 4ml de liquido de cintilacdo [Tolueno — PPO (0,4%)
e POPOP (0,01%)] e a radioatividade determinada em espectrometro de
cintilacdo liquida (LKB-Wallac). Os resultados foram expressos como pmol de

4C-alanina convertida em **C-glicogénio. g™ de tecido.h™ de incubacéo.

3.5. Determinac&o da conversdo de *C-alanina em *C-lipideos

As etapas iniciais que antecedem esse processo foram executadas
como descritas nos procedimentos relacionados a determinacdo da
gliconeogénese.

Apo6s a incubacao, os tubos foram imediatamente colocados em
gelo, para parar as reacdes bioquimicas, os tecidos lavados em 5 ml de SFC
controle, hiposmoético ou hiperosmético para retirar o excesso de material
radioativo, e secos em papel filtro. Em seguida, as amostras foram

homogeneizadas em uma mistura de cloroférmio:metanol (2:1 v/v), utilizando
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um homogeneizador com pistilo de teflon, e armazenadas por no minimo 2 dias
para posterior extracao dos lipideos.

A extracao dos lipideos foi realizada conforme o método descrito por
Folch et al. (1957). As amostras filtradas foi adicionada solu¢do de NaCl 0,9%
na propor¢cdo de 5:1 (v/v). Apés a centrifugacdo por 5 minutos a 1500rpm, a
fase superior foi descartada e amostras de 2ml foram repassadas para tubos
de vidro, que foram deixados em repouso dentro de uma capela de exaustéo, a
temperatura ambiente, até a evaporacdo completa da fase cloroférmica sob
nitrogénio. As amostras foram acrescentadas 5ml de liquido de cintilacio
[Tolueno — PPO (0,4%) e POPOP (0,01%)] e a radioatividade medida em
espectrobmetro de cintilacdo liquida (LKB-Wallac). Os resultados foram
expressos em nmol de '*C-alanina convertidos em *C-lipideos totais.g™ de

tecido.h™ de incubacéo.

3.6. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos desvio
padrdo da média (média £ DPM). Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA)
de uma via, seguido do poOs-teste de comparacfes multiplas de Tukey para
dados paramétricos e para dados ndo paramétricos realizou-se uma analise de
variancia (ANOVA) com o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
comparac¢des mdultiplas de Dunn. Os dados foram considerados significativos
guando p<0,05. Os testes foram realizados com o programa estatistico

GraphPadPrism 5.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo in vitro da incorporacdo de *C-alanina em *C-glicose e **C-
glicogénio no hepatopancreas de caranguejos N. granulata submetidos

ao estresse hipo ou hiperosmotico

No hepatopancreas de caranguejos submetidos ao estresse hipo ou
hiperosmético, in vitro, por 60 minutos ndo foram constatadas alteracdes
significativas na conversdo de '*C-alanina em '*C-glicose entre os grupos
experimentais e o grupo controle, nem entre os estresses (p>0,05) (Fig. 4A).

O estresse hipo ou hiperosmatico, in vitro, por 60 minutos nao
alterou significativamente a capacidade de sintese de **C-glicogénio a partir de
4C-alanina no hepatopancreas dos grupos experimentais quando comparados

ao grupo controle, nem entre os estresses (p>0,05) (Fig. 4B).
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Figura 4: Efeito de 60 minutos de estresse hipo ou hiperosmatico, in vitro, sobre
a conversdo de *C-alanina em **C-glicose (A) (n=8-16) e sobre a conversao de
4C-alanina em **C-glicogénio (B) (8-16) no hepatopancreas de caranguejos N.
granulata. As colunas e as barras representam, respectivamente, as médias *
DPM.
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4.2. Estudo in vitro da incorporacdo de *C-alanina em *C-glicose e **C-
glicogénio nas branquias anteriores de caranguejos N. granulata

submetidos ao estresse hipo ou hiperosmatico

Nas branquias anteriores de caranguejos submetidos ao estresse
hipo ou hiperosmético por 60 minutos ndo foram constatadas alteracdes
significativas na conversdo de '*C-alanina a *C-glicose entre os grupos
experimentais e o grupo controle, nem entre os estresses (p>0,05) (Fig. 5A).

O estresse hipo ou hiperosmatico, in vitro, por 60 minutos nao
alterou significativamente a capacidade de sintese de **C-glicogénio a partir de
4C-alanina nas branquias anteriores dos grupos experimentais quando

comparados ao grupo controle, nem entre os estresses (p>0,05) (Fig. 5B).
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Figura 5: Efeito de 60 minutos de estresse hipo ou hiperosmatico, in vitro, sobre
a conversdo de *C-alanina em **C-glicose (A) (n=8-16) e sobre a conversao de
4C-alanina em !C-glicogénio (B) (8-16), nas branquias anteriores de
caranguejos N. granulata. As colunas e as barras representam,

respectivamente, as médias + DPM.
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4.3. Estudo in vitro da incorporacdo de *C-alanina em *C-glicose e **C-
glicogénio nas branquias posteriores de caranguejos N. granulata

submetidos ao estresse hipo ou hiperosmatico

Nas branquias posteriores de caranguejos submetidos a 60 minutos
de estresse hiposmético, in vitro, ndo foram constatadas alteracdes
significativas na sintese de *C-glicose a partir da *C-alanina quando
comparada com aquela do grupo controle (Fig. 6A). Entretanto, quando os
caranguejos foram submetidos ao estresse hiperosmoético, in vitro, a
capacidade gliconeogénica diminuiu 50% (p<0,05), quando comparada aquelas
dos grupos controle e hiposmotico (Fig. 6A).

A sintese de '*C-glicogénio nas branquias posteriores ndo alterou
apos 60 minutos de estresse osmatico, in vitro, quando comparada aquela do

grupo controle (p>0,05) (Fig. 6B).
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Figura 6: Efeito de 60 minutos de estresse hipo ou hiperosmoético sobre a
conversdo de **C-alanina em **C-glicose (A) (n=8-16) e sobre a conversédo de
4C-alanina em C-glicogénio (B) (8-16), nas branquias posteriores de
caranguejos N. granulata. As colunas e as barras representam,
respectivamente, as médias + DPM.

*- valores médios diferentes do grupo controle (p<0,05).
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4.4. Estudo in vitro da incorporacdo de 'C-alanina em C-lipidio no
hepatopancreas de caranguejos N. granulata submetidos ao estresse hipo

ou hiperosmatico

No hepatopancreas de caranguejos submetidos ao estresse hipo ou
hiperosmoético, in vitro, por 60 minutos ndo foram constatadas alteracfes
significativas na conversdo de '*C-alanina em *C-lipidios entre os grupos

experimentais e o grupo controle, nem entre os estresses (p>0,05) (Fig. 7A).
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Figura 7A: Efeito de 60 minutos de estresse hipo ou hiperosmaético sobre a
conversdo de 'C-alanina em '*C-lipidio (8-16), no hepatopancreas de
caranguejos N. granulata. As colunas e as barras representam,

respectivamente, as médias + DPM.
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4.5. Estudo in vitro da incorporacdo de '*C-alanina em C-lipidio nas
branquias anteriores de caranguejos N. granulata submetidos ao estresse

hipo ou hiperosmotico

Nas branquias anteriores de caranguejos submetidos ao estresse
hipo ou hiperosmatico, in vitro, por 60 minutos foi constatado uma alteracéo
significativa na conversdo de *C-alanina em **C-lipidios entre o grupo

hiperosmotico e controle (p<0,05) (Fig. 8A).
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Figura 8A: Efeito de 60 minutos de estresse hipo ou hiperosmaético sobre a
conversdo de '*C-alanina em *C-lipidio (8-16), nas branquias anteriores de
caranguejos N. granulata. As colunas e as barras representam,
respectivamente, as médias + DPM.

*- valores médios diferentes do grupo controle (p<0,05).
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4.5. Estudo in vitro da incorporacdo de '*C-alanina em C-lipidio nas
branquias posteriores de caranguejos N. granulata submetidos ao

estresse hipo ou hiperosmético.

Nas branquias posteriores de caranguejos submetidos ao estresse
hipo ou hiperosmético, in vitro, por 60 minutos foi constatado um aumento
significativo na conversdo de *C-alanina em **C-lipidios entre o grupo

hiposmaético e controle, e uma diminui¢do significativa entre 0s estresses

(p<0,05) (Fig. 9A).
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Figura 9A: Efeito de 60 minutos de estresse hipo ou hiperosmaético sobre a
conversdo de *C-alanina em *C-lipidio (8-16), nas branquias posteriores de
caranguejos N. granulata. As colunas e as barras representam,
respectivamente, as médias + DPM.

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

# valores médios diferentes entre os grupos experimentais (p<0,05).
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5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi determinar o fluxo de carbonos da
alanina entre as vias gliconeogénica, glicogénica e lipogénica, no
hepatopancreas e nas branquias (anteriores e posteriores), em resposta aos
ajustes resultantes da regulacdo isosmotica, responsavel pela composicédo do
fluido intracelular e pelo volume celular, no estresse hiposmaético ou
hiperosmoético, in vitro. Os resultados demonstram que o0 estresse osmatico
agudo, in vitro, modula a capacidade intrinseca de incorporacédo dos carbonos
da alanina em glicose, glicogénio e lipidios totais nas branquias anteriores e
posteriores de N granulata.

As células de mamiferos submetidas ao choque hiposmético
aumentam de volume e, dentro de minutos, retornam parcialmente ao seu
volume inicial. Esse comportamento foi denominado de redug&o do volume
celular regulatério (RVD). Inversamente, a exposicdo ao meio hiperosmaético
reduz o volume celular e, ap6s poucos minutos, ocorre aumento regulatério do
volume (RVI), retornando o volume aos valores iniciais. Os mecanismos
responsaveis pelo RVD ou pelo RVI podem diferir entre os diferentes tipos de
células, mas em geral envolvem a ativacao de sistemas de transporte de ions e
de solutos orgéanicos através da membrana plasmatica e ativacédo ou inibicéo
de vias metabodlicas celulares (LANG et al., 1998; HAUSSINGER et al., 1994).

Em invertebrados, diversos estudos, in vitro e in vivo, tém
demonstrado que durante o estresse hiperosmaotico, a concentragao intracelular
de aminoéacidos livres aumenta, enquanto durante o estresse hiposmaotico, a

concentracéo intracelular de aminoéacidos livres diminui (GILLES, 1997).
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Estudos realizados por Freire et al. (2008) demonstraram em
crustaceos de 4gua doce, de estuario e de agua salgada (mar) que o choque
osmotico, in vitro, por 15 a 120 minutos, altera o peso do tecido muscular. Os
autores constataram diminuicdo significativa no peso do tecido durante o
choque hiperosmético e um marcante aumento de peso no choque
hiposmético.

O Neohelice granulata € um caranguejo eurialino que vive nas zonas
intertidal e supralitorAnea dos estuarios da costa sul do Brasil onde esta
exposto a diferentes desafios ambientais como variagdes na temperatura, no
fotoperiodo, na presséo parcial de O,, na disponibilidade e na composicao de
alimento e na salinidade da agua (TURCATO, 1990; KUCHARSKI e DA SILVA,
1991; NOVO et al., 2005; BIANCHINI et al., 2008; VALLE et al., 2009). Este
caranguejo € classificado como regulador hiper-hiposmético eurialino,
suportando variagdes de osmolalidade do meio de 96 - 529 mOsm/Kg de H,O
na primavera e no verao, respectivamente (BIANCHINI et al., 2008; VALLE et
al., 2009). No inverno, a osmolalidade da hemolinfa é mais alta, 967+85
mOsm/Kg de H,O, no verdo e no outono € mais baixa, 833+122 mOsm/Kg de
H,O (VALLE et al., 2009).

In vivo, a participagdo dos sistemas endocrino e nervoso na resposta
ao estresse osmatico sugere a presenca de um controle neuroenddécrino sobre
a osmorregulacdo em crustaceos (FREIRE et al., 1995; ECKHARDT et al.,
1995). Desta forma, o estudo do choque osmadtico, in vitro, possibilita separar
as influéncias dos sistemas nervoso, endocrino e neuroendocrino sobre a

osmorregulacao.
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Em nosso trabalho os tecidos eram isolados de animais mantidos em
condicbes controladas de laboratorio e submetidos ao estresse osmatico in vitro.
Desta forma ndo sofriam as variagdes ambientais, bioguimicas e fisioldgicas
préprias do estresse osmatico na natureza ou in vivo no laboratoério.

O estresse hiposmoético, in vitro, por 60 minutos nao alterou a
sintese de glicose, de glicogénio e de lipidios totais a partir da **C-alanina no
hepatopancreas de N. granulata. Estudos anteriores em nosso laboratorio
mostraram que nesse caranguejo, o estresse hiposmaotico, in vitro, ndo altera
significativamente a captacdo de aminoacidos via sistema A no
hepatopéancreas (BOCK, 2005). Entretanto, esta mesma autora demonstrou
gue no hepatopancreas de N. granulata, 60 minutos de estresse hiposmatico,
in vitro, estimularam a sintese de proteinas a partir de **C-leucina (BOCK,
2005). Estes achados explicam, em parte, os resultados obtidos neste trabalho.

E possivel que a diminuicdo da concentracdo intracelular de aminoacidos
durante o estresse hiposmatico, in vitro, ocorra via aumento da sintese de
proteinas, ao contrario do que foi constatado in vivo por Oliveira e Da Silva
(2000) e Schein et al. (2005) que demonstraram que a gliconeogénese é uma
das rotas envolvidas no ajuste metabdlico da concentracdo de aminoacidos
livres intracelularmente. Os aminoacidos seriam deaminados e as cadeias de
carbono utilizadas como substrato para a gliconeogénese nos tecidos
hepatopancreatico e muscular. Martins et al. (2011) constataram em
caranguejos N. granulata um aumento gradual na atividade da enzima PEPCK
no hepatopéancreas ao longo das 144h de estresse hiposmotico, in vivo,
confirmando a participacdo da via gliconeogénica na regulacdo da

concentracdo intracelular de aminoacidos neste tecido. Da Silva e Kucharski
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(1992) também constataram significante aumento da concentracdo de
glicogénio no hepatopancreas de N. granulata submetido ao estresse
hiposmotico, in vivo, o0 que indica que a glicose formada pela via
gliconeogénica foi armazenada na forma de glicogénio neste tecido. Em
hepatopancreas de caranguejos N. granulata submetidos, in vivo, ao estresse
hiposmético a captacdo de [1-'*C]-acido metil aminoisobutirico (**C-MeAlIB)
nao foi alterada, contudo, a formacéo de **CO; a partir de **C-alanina diminuiu
gradativamente durante as 144h de estresse osmético (SCHEIN et al., 2005).
Estes resultados sugerem que exista um controle neuroenddcrino como
indicado pelos diferentes resultados encontrados em estudos onde o estresse
osmotico foi realizado, in vivo (MORRIS ET al., 2001), como também reforcam
a participacdo da sintese de proteinas e da via gliconeogénica como vias
preferenciais para a reducéo da concentracao de aminoacidos intracelulares no
hepatopancreas de N. granulata durante o estresse hiposmaético (BOCK, 2005).

Segundo a literatura consultada, as branquias anteriores dos
caranguejos eurialinos estéo envolvidas com as trocas de gases e as branquias
posteriores com a osmorregulagcdo, entre outras funcdes (GENOVESE et al.,
2000; LUQUET et al., 2000). Ambas as branquias estdo em contato direto com
a agua dentro da camara branquial enfrentando, assim, as variacdes diarias de
salinidade do meio externo.

Os resultados do presente trabalho mostram que o estresse
hiposmético, in vitro, ndo alterou significativamente a incorporacdo do *C-
alanina em glicose, glicogénio e lipidios totais nas branquias anteriores de N.
granulata. Em branquias posteriores de caranguejos N. granulata submetidos

ao estresse hiposmotico, in vivo, foi observada uma diminuicao significativa na
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incorporacéo de *C-alanina em glicose e aumento na capacidade de sintese
de lipidios a partir de **C-glicina nas branquias (CHITTO 2000; MARTINS et al.,
2011). Entretanto, em branquias posteriores, o mecanismo utilizado para
reduzir as concentracdes intracelulares de aminodcidos durante o estresse
hiposmaotico, in vitro, foi a diminuicdo significativa na capacidade de captacao
de aminoacidos e aumento da sintese de proteinas (BOCK, 2005).
Nas branquias anteriores, o presente estudo demonstra que houve
uma tendéncia a um aumento da capacidade de sintese de lipidios totais a
partir de **C-alanina, porém as sinteses de glicose e de glicogénio ndo foram
alteradas neste tecido pelo estresse hiposmotico, in vitro. Estes achados, in
vitro, confirmam os resultados, in vivo, obtidos por Martins et al. (2011). Estes
autores constataram nas branquias anteriores aumento da sintese de “C-
lipidios totais a partir de **C-glicina e da atividade da enzima PEPCK, sugerindo
a participacdo da via gliceroneogénica na regulacdo da concentracao
intracelular de aminoacidos durante a resposta ao estresse hiposmaotico.
Oliveira e Da Silva (2000) também demonstraram aumento na concentracao de
uréia na hemolinfa de caranguejos N. granulata submetidos ao estresse
hiposmaotico, in vivo, sugerindo um aumento do catabolismo de aminoacidos, e,
concomitantemente, uma diminuicdo na concentracdo intracelular destes
substratos durante o ajuste ao estresse hiposmatico.
Alteracbes no influxo de aminoacidos, no catabolismo e na
sintese de proteinas ou na oxidacgéo de aminoacidos a **CO, estdo envolvidas
na regulagao intracelular destes osmolitos durante o processo de aclimatagéo

ao estresse hiperosmatico em tecidos de invertebrados (GILLES, 1998).
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Em hepatopancreas de N. granulata exposto ao estresse
hiperosmotico, in vivo, Schein et al. (2005) demonstraram que a captacao de
14C-MeAIB aumentou em 41%. Além disso, a concentracdo hemolinfatica de
glicina durante o estresse hiperosmotico diminuiu 60% neste caranguejo
(SCHEIN, 1999). Entretanto, os autores constataram neste tecido, que a
oxidacdo da '“C-alanina sofreu reducdo marcante ao longo das 144h de
estresses hiperosmotico, in vivo. Recentemente, Martins et al. (2011)
demonstraram que a sintese de lipidios a partir de *C-glicina aumenta
marcadamente no hepatopancreas de N. granulata submetido por 72h ao
estresse hiperosmotico, in vivo, quando ocorre uma reducdo marcante das
reservas de lipidios totais neste tecido (CHITTO et al., 2009), provavelmente, o
incremento na sintese de lipidios seja para repor as reservas de lipidios
utilizados como substrato energético no esforco de osmorregulacdo. No
presente estudo, o0 estresse hiperosmético, in vitro, nao alterou
significativamente as capacidades de sintese de glicose, de glicogénio e de
lipidios a partir de *C-alanina no hepatopancreas de N. granulata. Entretanto,
Boch (2005) utilizando o mesmo protocolo experimental e a mesma espécie
animal, observou diminuicdo marcante da sintese de proteinas a partir de **C-
leucina, mas sem alteragdo marcante na captacdo de *C-MeAIB no
hepatopancreas. Esses achados demonstram que a diminuicdo na capacidade
de sintese de proteinas seria uma estratégia para aumentar a concentracao
intracelular de aminoacidos durante o estresse hiperosmotico, in vitro, sem a
necessidade de diminuir a capacidade de sintese das vias gliconeogénica,
glicogénica, lipogénica e nem o influxo de aminoacidos nas células

hepatopancreaticas.
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O estresse hiperosmdético, in vitro, diminuiu marcadamente a
capacidade de sintese de glicose comparada ao grupo controle nas branquias
posteriores e, de lipidios totais neste mesmo tecido em relagdo ao grupo
hiposmaético, contudo, a glicogénese ndo foi alterada por este estresse
osmatico. Estes achados sé@o concordantes com os resultados obtidos por
Chitt6 et al. (2009) que verificaram marcante reducdo da atividade
gliconeogénica e da concentracdo de lipidios totais em branquias posteriores
de N. granulata submetidos ao estresse hiperosmético, in vivo, por 72h.
Entretanto, Martins et al. (2011) verificaram que apds 72h de estresse
hiperosmoético, in vivo, ocorreu aumento significativo da sintese de lipidios a
partir de **C-glicina nas branquias posteriores e que este aumento coincide
com uma diminuicdo marcante das reservas de lipidios totais. Provavelmente
estes lipidios foram utilizados como substrato energético no processo de
aclimatac&o ao estresse osmético (LUVIZZOTO-SANTOS et al., 2003; CHITTO
et al., 2009). Bock (2005) verificou em branquias posteriores de N. granulata
marcante diminuicdo da capacidade de sintese de proteinas, entretanto, nao
constatou alteracdo significativa na captacdo de *C-MeAIB ap6s o estresse
hiperosmético, in vitro, por 60 minutos. Estes achados mostram que a
estratégia metabdlica de resposta ao estresse hiperosmdtico, in vitro, consiste
na reducdo da capacidade de sintese de substratos energéticos a partir de
aminoacidos, provavelmente, com o intuito de diminuir o gasto de ATP e de
aumentar a concentracdo intracelular de aminoacidos necessario para a
regulacdo do volume celular (GILLES, 1998). Devido a sua participacdo no
processo de osmorregulacdo, as branquias posteriores de N. granulata

possuem a atividade da enzima Na'/K’-ATPase e a sua afinidade por sédio
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maiores que nas branquias anteriores, envolvidas nas trocas gasosas entre o
meio interno e o externo (CASTILHO et al. , 2001), o que leva ao gasto maior
de energia neste tecido.

O estresse hiperosmatico, in vitro, ndo alterou de forma significativa
a sintese de glicose, a glicogénese e a lipogénese a partir de **C-alanina em
branquias anteriores de N. granulata. Entretanto, o estresse hiperosmdtico, in
vitro, reduziu a incorporacdo do *C-leucina em proteinas em branquias
anteriores deste caranguejo (BOCK, 2005). In vivo, o estresse hiperosmético
também n&o alterou significativamente a sintese de glicose a partir de *C-
glicerol nem a concentracédo de lipidios totais em branquias anteriores de N.
granulata (CHITTO et al., 2009). Contudo, ap6s 144h de estresse
hiperosmético, in vivo, Martins et al. (2011) constataram uma aumento da
sintese de lipidios totais a partir de **C-glicina. Nas branquias anteriores a
estratégia de resposta metabdlica ao estresse hiperosmoético, in vitro, teria a
participacdo da reducédo da sintese de proteinas para aumentar a concentracao
intracelular de aminoacidos e, assim, regular o volume celular.

O objetivo deste trabalho foi determinar se as vias gliconeogénica,
glicogénica e a lipogénica a partir de aminoacidos estariam envolvidas na
regulacdo da reducdo do volume celular regulatério (regulatory cell volume
decrease - RVD), quando os tecidos fossem expostos ao meio hiposmético ou,
inversamente, com a exposi¢cao subita ao meio hiperosmotico que leva a uma
reducdo do volume celular e, apds poucos minutos, ocorre aumento regulatorio
do volume (volume regulatory increase — RVI), retornando o volume aos niveis
iniciais. Os mecanismos responsaveis pelo RVD ou RVI podem apresentar

variacbes segundo o tipo celular, mas em geral envolvem a ativacdo de
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sistemas de transporte de ions e solutos organicos através da membrana
plasmatica (HAUSSINGER et al., 1994). Além disso, as mudancas de volume
celular modificam vérias fun¢cdes metabdlicas. O aumento de volume celular
favorece a sintese e inibe a degradacdo de proteinas, de glicogénio e, em
menor extensao, de lipidios. A diminuicdo de volume celular tem efeito oposto.
Assim, o aumento do volume celular causado pelo estresse hiposmético pode
ser considerado como um sinal anabdlico, enquanto que a reducao de volume
favorece o catabolismo (LANG et al., 1998; HAUSSINGER et al., 2004). Em
invertebrados, Yancey et al. (1982) descreveram a importancia dos solutos
organicos, tais como, os aminoacidos como osmdlitos que participam da
regulacdo do volume celular via influxo ou efluxo através da membrana celular
ou, ainda, via ativacdo ou inibicdo de diferentes vias metabdlicas e, assim,
controlando a concentracdo intracelular de aminoacidos em resposta ao
estresse osmoético agudo.

Os resultados do presente trabalho mostram claramente que o fluxo
de '*C-alanina entre as vias gliconeogénica, glicogénica e liponénica no
hepatopéncreas e nas branquias anteriores e posteriores sdo controlados com
0 objetivo de aumentar ou diminuir os niveis de aminoacidos intracelulares para
gue a homeostase celular seja mantida e a RVD ou RVI ocorra adequadamente
sem dano celular.

Em concluséo, o estresse osmatico, in vitro, isola as influéncias dos
horménios envolvidos com a osmorregulagcéo, do sistema nervoso e do sistema
neuroendocrino o que foi demonstrado neste trabalho quando os resultados
obtidos, in vitro, foram comparados aqueles verificados in vivo demonstrando

as variadas respostas do organismo como um todo e somente o tecido isolado.
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