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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito do estresse hiperosmotico ou hiposmético
agudo, in vitro, sobre o metabolismo da glicose em branquias anteriores e posteriores,
hepatopancreas e musculo da mandibula do caranguejo Neohelice granulata. Foi avaliada a
captacdo de 2-Deoxi-D-1-"*C-Glicose, a formacdo de "Co, a partir da oxidagdo de He-
glicose e a sintese de glicogénio a partir de '*C-glicose em todos os tecidos estudados. Ndo
foram constatadas diferencas significativas na captacdao de 2—Deoxi—D—1—14C—glic0se em
nenhum dos tecidos estudados. Nas branquias anteriores, branquias posteriores € no
hepatopancreas, o estresse hiperosmético reduziu significativamente, em relagdo ao grupo
controle, a formacdo de '*CO, a partir de '*C-glicose. Entretanto, o estresse hiposmético
reduziu a formacgdo de *CO, a partir de 14C—glicose somente no hepatopancreas. Nos outros
tecidos, o estresse hiposmético ndo alterou a formacio de “CO, a partir da oxidacdo de "*C-
glicose. No estresse hiposmético, a capacidade de sintese de glicogénio a partir de 14C—glicose
aumentou, significativamente, no hepatopancreas e nas branquias anteriores. Contudo, nas
branquias posteriores, este estresse nao alterou, de forma significativa, a formacao de e
glicogénio. Os resultados mostram que o estresse hiperosmdético aumentou a capacidade de
sintese de 14C—glicogénio somente no hepatopancreas. J4, nos outros tecidos, ndo foram
verificadas alteragOes significativas. No musculo mandibular, o estresse osmoético agudo
(hiposmético e hiperosmético), in vitro, ndao alterou, significativamente, nenhum dos
parametros metabdlicos determinados neste estudo. Nossos resultados sugerem que o0s
mecanismos responsaveis pela reducio regulatéria do volume celular (RVD) ou pelo aumento
regulatério do volume celular (RVI), apds o estresse osmotico agudo, in vitro, nao alteram a
captacao de glicose pelos tecidos de N. granulata. Estes resultados apontam para um controle
enddcrino ou de outros fatores enddgenos sobre a captacdo de glicose, via GLUTSs, nos
tecidos de N. granulata, visto que, a alteracdo de volume tissular, decorrente do estresse
agudo, in vitro, nao foi capaz de modificar significativamente a captacdo de 2-DG. Nas
branquias anteriores, ndo foi verificada alteracdo na capacidade de oxidacdo de glicose no
choque hiposmético, contudo, a sintese de '*C-glicogénio aumentou significativamente neste
tecido. Este resultado sugere que durante o estresse hiposmotico agudo, a glicose livre
intracelular seria utilizada na sintese de glicogénio em resposta a modificagcdo de volume
celular. Em branquias posteriores, ndo foi constatada alteracdo significativa da formacgao de
"C0O, e de sintese de '‘C-glicogénio a partir de '*C-glicose em resposta ao estresse
hiposmético agudo, in vitro. Como, nas branquias, a atividade de oxidacdo de glicose €
bastante elevada, quando comparada aquela verificada nos outros tecidos, a atividade basal de
oxidagdo seria suficiente para suprir a energia necessiaria ao processo osmorregulatorio,
durante o estresse osmoético agudo, in vitro. O estresse hiperosmético agudo, in vitro,
diminuiu, de forma marcante, a formacao de "C0o,a partir de glicose no hepatopancreas e nas
branquias anteriores e posteriores, contudo, ndo alterou a oxidacdo no musculo. No
hepatopancreas de N. granulata, os resultados do presente trabalho sugerem que a resposta ao
estresse hiperosmético, in vitro, seria semelhante aquela verificada durante o choque
hiposmético: a diminuigdo da oxidacdo de glicose levaria a um redirecionamento deste
substrato para a via de sintese de glicogénio. A submissdo do tecido muscular ao estresse
hiposmético ou hiperosmético agudo, in vitro, ndo alterou de forma significativa as vias do
metabolismo da glicose investigadas no presente trabalho. Assim, as alteracdes de volume
celular ndo seriam suficientes para ativar ou inibir as diferentes vias envolvidas na utiliza¢do
da glicose neste tecido. Concluindo, a alteracdo do volume celular decorrente do estresse
osmoético agudo, in vitro, alterou o fluxo de carbonos nos tecidos hepatopancredtico e
branquial de N. granulata, sugerindo a participacdo do metabolismo de carboidrato no
processo regulatorio de volume celular em tecidos de caranguejos.



INTRODUCAO

A vida dos organismos em diferentes habitats, geralmente, envolve ajustes
fisiolégicos, bioquimicos e comportamentais que, por meio de uma interacdo dinamica, entre
0 meio ambiente e o animal, estabelecem a manutencdo do equilibrio interno.

O ambiente aqudtico ndo é constante nem uniforme no que tange a salinidade.
Enquanto a salinidade das &4guas oceanicas abertas apresenta uma concentragdo de
aproximadamente 35%o, a salinidade em outros ambientes aquaticos pode variar entre 70%o
em lagoas e lagos hipersalinos e proxima de 0%o em rios. Além disso, dguas costeiras e de
estudrios apresentam variagdes de salinidade devido a oscilagdo do ciclo das marés, a variacdo
pluviométrica sazonal, aos ventos ou a outros eventos da natureza. Apesar destas variacoes, as
dguas costeiras e os estudrios sdo abundantes em nutrientes e constituem um rico ambiente
para o desenvolvimento de organismos que tenham desenvolvido estratégias bioldgicas para
enfrentar as oscilagdes didrias e sazonais de salinidade.

Entre os crusticeos decdpodes encontram-se desde animais marinhos estenoalinos,
com pouca ou nenhuma capacidade osmorreguladora, portanto, tolerantes a pequenas
variacOes de salinidade, até animais eurialinos, capazes de tolerar grandes variacdes de
salinidade do meio e com minimas alteragdes da concentracdo osmética hemolinfatica (Gilles
e Delpire, 1997; Gilles, 1997).

Em dreas estuarinas e intertidais as variagdes constantes de salinidade impdem um
estresse 10nico a sua biota. As oscilagdes de salinidade levam os organismos estuarinos, como
o N. granulata, a mudarem a composi¢do organica e inorganica dos fluidos corporais,
exigindo destes animais ajustes homeostaticos compensatérios (Wehner er al, 2004;
Hoffmann e al., 2007; Bianchini et al., 2008).

Virias adaptagdes permitiram aos crustdceos eurialinos ocuparem habitats estuarinos e
dulciaqiiiculas: 1) reducdo da concentracdo dos liquidos corporais até valores compativeis
com a funcdo celular; 2) reducdo da ingestdo de dgua; 3) reducdo da permeabilidade do
tegumento; 4) aumento da excrecdo de dgua através da glandula antenal; 5) presenca de
sistemas de transporte ativo de solutos. Por meio dessas estratégias, os gastos energéticos para
a manutencdo de gradientes osmoéticos idnicos elevados, sdo reduzidos (Gilles e Delpire,
1997).

De acordo com Gilles e Delpire (1997), crusticeos eurialinos apresentam dois
mecanismos bdsicos para enfrentar o estresse osmatico: (a) regulacdo anisosmética do fluido

extracelular, a qual implica no controle da osmolalidade da hemolinfa independente da



osmolalidade do meio externo; (b) regulacdo isosmética do fluido intracelular, o que implica
em um controle da osmolalidade do fluido e do volume intracelular, com o objetivo de manté-
lo isosmoético em relac@o ao extracelular.

O processo de regulagdo anisosmoética do fluido extracelular resulta de um balanco
entre os fendmenos de efluxo e influxo de efetores osméticos, principalmente, fons e dgua
(Gilles e Delpire, 1997). Os principais componentes fisiologicos desse balango, entre os
efetores osmoticos e a dgua, sao a permeabilidade da superficie corporal e o transporte ativo,
principalmente, nas branquias, no trato intestinal e nos 6rgdos excretores. J4, o termo
regulacdo isosmoética do fluido intracelular, define os mecanismos responsdveis pelo ajuste
ativo da pressdo osmotica intracelular em relacdo a novas pressdes osmoéticas dos fluidos
corporeos, impedindo assim grandes alteragdes na concentragdo intracelular (Gilles e Delpire,
1997).

A regulagdo isosmotica do fluido intracelular implica em duas fases de controle do
volume celular. A primeira fase estd relacionada as respostas imediatas de alteracdes do
volume celular, como conseqiiéncia de choques osmoticos e envolve a capacidade de
plasticidade da membrana plasmaética. A segunda fase estd relacionada aos eventos de influxo
e efluxo de efetores osmoticos, tanto orginicos como inorgnicos, entre os quais: Na*, Cl e
K" (Gilles, 1987; Gilles e Delpire, 1997).

O caranguejo Neohelice granulata faz parte da familia Brachyura (Decapoda,
Crustacea), que evoluiu de formas marinhas, tornando-se uma espécie tipicamente estuarina.
Ele habita pantanos salgados ou marismas de estudrios neotropicais do Brasil, desde o litoral
do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul, além de estar distribuido ao longo de toda a costa
do Uruguai até o Golfo de Sdo Mathias, na Argentina (Botto e Irigoyen, 1980). Na regido do
estudrio de Tramandai (RS), constituido pelas lagoas Armazém e Tramandai, sdo encontradas
grandes populagdes de N. granulata. Os estudrios sdo ecossistemas resultantes da transicao
entre o ambiente marinho e o limnico, caracterizando-se por periodos irregulares de total
cobertura com dgua e outros de completa exposicio do substrato (Odum, 1985). Turcato
(1990), em seu estudo sobre a bioecologia do N. granulata, verificou uma variagdo do teor de
oxigénio dissolvido na dgua de 2,78 mgO,/L até 11,78 mgO,/L e da salinidade de 0,22%o0 até
34%e.

Em seu habitat, este crustdceo distribui-se entre os pisos supra e mesolitoraneos, em
areas inunddveis, com ou sem vegetacdo halo-hidrofila. Nesses locais, os animais abrem
galerias ou tocas, com profundidades variaveis, de acordo com o nivel das marés e do lencol

fredtico, fazendo com que sempre haja dgua no fundo da toca. Essas habitagdes tém



importancia na ecofisiologia desses crustidceos, protegendo-os das amplas variacdes de
salinidade e de temperatura do ambiente (Botto e Irigoyen, 1980). Atkinson e Taylor (1968)
sugerem também que, além da protecao contra variagdes extremas de umidade, de salinidade
e de temperatura, a utilizacdo das tocas seria uma estratégia de protecdo contra possiveis
predadores.

Segundo Turcato (1990), nos meses de primavera e verdo, o N. granulata situa-se na
zona infralitoral em busca de alimento. Ja, nos meses de outono e inverno, o animal
permanece no interior das tocas por um periodo maior e apresenta uma reducdo da atividade
metabolica.

Esse caranguejo, apesar de apresentar um sistema respiratorio invidvel a respiracao
aérea (Santos et al., 1987), é capaz de suportar longos periodos fora da dgua e de exposi¢do ao
sol, sendo considerado tipicamente semiterrestre (Mafie-Gazon et al., 1974). Quando exposto
ao ar atmosférico, diminui o consumo de oxigénio e reduz a mobilidade (Santos et al., 1987).
Algumas espécies de caranguejos, como o N. granulata, possuem habilidade em manter as
branquias constantemente umedecidas ao sairem do ambiente aquatico. Esta estratégia é
possivel por meio de um sistema de circulacao localizado entre as bases dos pereidpodos que
captam a dgua da superficie externa do corpo e a liberam na cavidade branquial, promovendo
a renovacao dos teores de oxigénio (Hartnoll, 1988; Bond-Buckup et al., 1991; Luquet et al.,
2000).

O caranguejo N. granulata pode ser classificado como um regulador hiper-
hiposmético eurialino, pois suporta variacdes de salinidade de 0%o até 40%o, hiper-regulando
de 0%o até 20%o e hipo-regulando em 40%o (Bianchini et al., 2008). O ponto isosmotico situa-
se entre 28,5%o0 e 30%0, no inverno e verao, respectivamente (Bromberg, 1992).

Em relagdo ao comportamento alimentar, o N. granulata é uma espécie onivora-
detritivora e alimenta-se, na natureza, predominantemente de vegetais e de detritos (Bond-
Buckup et al., 1991). O habito alimentar oportunista foi caracterizado por meio de andlise do
conteddo estomacal que revelou a presenca de sedimentos e de restos de origem vegetal e
animal que apresentavam diferengas quantitativas e qualitativas conforme a estacdo do ano
(D’Incao et al., 1990). Este caranguejo, oportunamente, alimenta-se de outros animais e,
eventualmente, comporta-se como canibalista, atacando suas préprias comunidades (Botto e
Irigoyen, 1980).

Em funcdo da excelente adaptacdo as condi¢des de laboratério, o caranguejo N.
granulata € considerado um modelo biolégico adequado para o estudo do metabolismo

intermedidrio em invertebrados (Kucharski, 1990). Como se trata de uma espécie que vive em



estudrio, tolerando alteracdes freqiientes de salinidade, € um modelo bioldgico ideal para a
investigacdo dos mecanismos envolvidos na aclimatagdo ao estresse hiperosmoético ou
hiposmético. Somado a isso, diversas pesquisas realizadas com este crusticeo, junto ao
Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC), tém elucidado o
envolvimento de diferentes vias do metabolismo de carboidratos e de aminodcidos no
processo de osmorregulacdo (Da Silva e Kucharski, 1992; Oliveira e Da Silva, 2000; Schein
et al. 2004; 2005; Chittd et al., 2009).

A participagdo do metabolismo de aminoécidos no processo de osmorregulacdo em
diversas espécies de invertebrados e de vertebrados € investigada hd mais de um século.

Leon Fredericq, fundador do Instituto de Fisiologia da Universidade de Liege,
investigou, em 1885, a concentragdo de fons e de substincias organicas nos tecidos de
invertebrados e de vertebrados marinhos, como elasmobranquios, e constatou que havia
diferenga quando comparada aquela do meio ambiente em que viviam os animais (Gilles,
1997).

Na década de 1930, Marcel Florkin, um dos fundadores da bioquimica comparada,
aclimatou espécies de invertebrados a 4gua marinha ou a dgua diluida, com o objetivo de
estudar as substancias orgénicas citadas por Fredericq em 1885. Florkin observou que no
caranguejo Eriocheir sinensis a concentragdo total de aminodcidos livres no musculo
aumentou duas vezes quando os animais foram transferidos da dgua diluida para a dgua do
mar. O mesmo resultado foi constatado por Shaw, trés anos depois, quando transferiu o
caranguejo eurialino Carcinus maenas de um meio diluido para a 4gua do mar (Gilles, 1997).

Os aminodcidos exercem muitas fungdes nos processos biologicos como: 1)
precursores na biossintese de proteinas, glicose e lipidios; 2) desempenham papel de
doadores/transportadores de dtomos de carbono e de nitrogénio; 3) fornecem energia; 4) tém
funcdes como neurotransmissores ou neuromoduladores; 4) participam de sistemas de
tamponamento dos organismos; 5) agem como osmolitos (Pierce, 1982).

Estd bem documentado na literatura especializada que crusticeos mant€ém uma
concentracdo de aminodcidos livres intracelulares que, aliada a compostos nitrogenados como
oxidotrimetilamino e betaina, perfazem 50 a 60% dos efetores osméticos nessa superclasse
(Gilles, 1997). Em crusticeos, a concentracdo de aminodcidos € cerca de 10 vezes maior que
aquela nos tecidos de mamiferos, sendo a arginina, a alanina, a glicina, a prolina, o acido
glutamico e a taurina os mais importantes. A contribui¢do relativa de cada aminoacido aos
ajustes osmoticos pode variar entre as espécies e entre os diversos tecidos de uma mesma

espécie (Gilles, 1997; Gilles e Delpire, 1997).



Schein (1999) mostrou que em N. granulata submetido ao estresse hiperosmdético, as
concentracdoes de glicina, alanina, serina, arginina e prolina diminuiram na hemolinfa,
sugerindo que neste caranguejo estes aminodcidos estariam sendo captados pelos tecidos e
envolvidos no processo de aclimatacdo ao meio hiperosmético.

Em axonios isolados de crusticeos, submetidos ao estresse hiposmotico, foi
demonstrado um aumento do efluxo e uma diminui¢do do influxo de aminoécidos (Gilles,
1997).

Bock (2005) investigou o efeito do estresse osmoético sobre o metabolismo de
aminodcidos nos tecidos de N. granulata, submetidos a estresse agudo, in vitro. Os resultados
mostram que o controle da sintese de proteinas parece estar envolvido no ajuste metabdlico da
concentracdo intracelular de aminoécidos no hepatopancreas, no muisculo mandibular e nas
branquias submetidos a alteragdo osmotica aguda, in vitro. Por outro lado, durante o estresse
hiposmético agudo, in vitro, a diminui¢do na captacdo de aminodcidos via sistema A e o
aumento na oxidagdo total de C-L-leucina, foram estratégias usadas como mecanismos para
reduzir as concentracdes intracelulares de aminoacidos nas branquias posteriores e anteriores,
respectivamente (Bock, 2005). A autora também verificou que a captagdo de aminodcidos e a
mobilizagdo de ""C-proteina ndo foram mecanismos utilizados para aumentar a concentragio
intracelular de aminoacidos em todos os tecidos estudados (Bock, 2005).

Recentemente, Augusto et al. (2007) investigaram a contribui¢do dos aminodcidos
livres na regulagcdo isosmotica intracelular em duas espécies de camardes, Macrobrachium
amazonicum € M. olfersii, expostos a dgua doce ou ao meio salino. A concentragdo de
aminodcidos livres em M. olfersii adulto aumenta no musculo, nas branquias e no sistema
nervoso central apds exposicdo ao meio salino. Em M. amazonicum a transferéncia do
individuo adulto para a salinidade de 25%0 aumentou a concentragdo dos aminoécidos livres
intracelulares no musculo e nas branquias.

A glicose € a principal hexose presente na hemolinfa de crusticeos. Diversos fatores
influenciam a concentracdo hemolinfética de glicose em crustdceos, podendo-se salientar: o
estagio da muda, as variacOes sazonais e circadianas, a dieta administrada, o estado alimentar,
o teor de oxigénio no meio e a regulacdo hormonal via hormo6nio hiperglicemiante (CHH)
(Kucharski e Da Silva, 1991; Da Silva e Kucharski, 1992; Santos e Keller, 1993; Henry et al.,
1994; Hervant et al., 1999; Rosas et al., 2001; Hervant e Renault, 2002; Chang, 2005; Fanjul-
Moles, 2006; Pascual et al., 2006).

Em N. granulata, pesquisas sobre o metabolismo de carboidratos t€ém demonstrado a

presenca das seguintes vias: glicogénese, glicogenodlise, gliconeogénese, neoglicogeniogénese
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e glicdlise em diferentes tecidos. Além disso, evidéncias experimentais mostram que estas
vias alteram-se em funcdo da composi¢do da dieta administrada aos caranguejos (Oliveira e
Da Silva, 1997; Marqueze et al., 2006; Pellegrino et al., 2008).

A participacdo do metabolismo de carboidratos, durante os processos de aclimatacao
aos estresses hiper e hiposmético, foi evidenciada no caranguejo N. granulata (Da Silva e
Kucharski, 1992; Oliveira e Da Silva, 2000; Schein et al., 2004, 2005; Chitté et al., 2009). A
diminui¢@o na concentra¢do de glicose livre nas branquias anteriores e posteriores, durante o
estresse hipo e hiperosmotico, in vivo, indica a utilizagao desta glicose como fonte de energia
durante a aclimatacao ao estresse osmotico (Chittd, 2000; Vinagre e Da Silva, 2002).

Durante o estresse hiposmético, em caranguejos alimentados com as dietas rica em
carboidratos (HC) ou rica em proteinas (HP), a concentracio de glicose circulante aumentou.
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 glicogénio do hepatopancreas aumentou € do muscular permaneceu inalterado apos 72
horas de estresse hiposmético, reforcando o possivel envolvimento da via gliconeogénica
durante a adaptacdo ao estresse osmotico (Da Silva e Kucharski, 1992).

Oliveira e Da Silva (2000) demonstraram o envolvimento da via gliconeogénica
hepatopancredtica na aclimatagdo ao estresse hiposmoético em N. granulata. Animais
alimentados com a dieta HP e submetidos ao estresse hiposmético apresentaram aumento na
capacidade gliconeogénica a partir de '*C-alanina as 72 horas de estresse osmético. Nos
animais alimentados com a dieta HC o aumento na atividade gliconeogénica ocorreu somente
as 144 horas de estresse hiposmoético. Porém, quando o substrato utilizado era o 14C—lalctalto,
tanto no grupo HP como no HC, ocorreu uma reducao na atividade gliconeogénica a partir das
72 horas de estresse osmético (Oliveira e Da Silva, 2000). Os dados sugerem o envolvimento
da via gliconeogénica hepatopancredtica no ajuste metabdlico de aminodcidos durante a
aclimatacgdo ao estresse hiposmotico.

Schein et al. (2005) verificaram que a atividade gliconeogénica no musculo
mandibular do N. granulata, no verdo, diminuiu ap6s 24 horas de estresse hiperosmoético e
inverteu a atividade da PEPCK no espaco intracelular, isto é, diminuiu a atividade na fracdo
mitocondrial e aumentou na fragdo citosdlica. No entanto, apés 72 horas de choque
hiperosmético, os autores encontraram um aumento na atividade gliconeogénica,
possivelmente, devido a um aumento na expressao génica da PEPCK ocorrido as 24 horas de
estresse osmatico. No inverno, durante o choque hiposmético, a capacidade gliconeogénica e

a atividade da PEPCK foram reduzidas e a expressio génica da enzima achava-se
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extremamente reduzida. Esses dados demonstram que a via gliconeogénica muscular esta
envolvida nos ajustes metabdlicos de aclimatagdo aos choques hiposmético e hiperosmético e
que pode ser modulada conforme a estacdo do ano (Schein et al., 2005).

A ocorréncia da gliconeogénese e da neoglicogeniogénese em crustdceos,
principalmente em decdpodes, jd foi demonstrada utilizando '*C-lactato, '*C-aminoécido e
14C—glicerol (Hill et al, 1991; Lallier e Wash, 1992; Henry et al., 1994; Oliveira e Da Silva,
1997; Hervant et al., 1999; Vinagre e Da Silva, 2002; Chitté, 2005; Pellegrino et al., 2006). O
hepatopancreas parece ser o principal 6érgdo no qual ocorre a gliconeogénese (Van Aardt,
1988; Hill et al, 1991; Lallier e Wash, 1992; Oliveira e Da Silva, 1997; Hervant et al., 1999),
embora alguns estudos apontem a presenga dessa via em branquias (Thabrew et al, 1971;
Chitté et al., 2009), hemécitos (Johnston e Davies, 1973) e misculo mandibular (Schein et
al., 2004, 2005; Pellegrino et al., 2006). Schein et al. (2004) demonstraram a capacidade de
conversdo de '*C-alanina em 14C—glicose e a atividade da PEPCK no musculo mandibular de
N. granulata. Os autores também verificaram a expressio do gene da PEPCK em
hepatopancreas, coracdo, branquias e sistema nervoso desse caranguejo e caracterizaram a
seqiiéncia do DNAc da PEPCK (AY(074922) no musculo mandibular. Em diferentes espécies
de crustaceos foram detectadas, em diversos tecidos, atividades muito baixas das enzimas
FBFase, G6Fase e PEPCK (Thabrew ef al., 1971; Walsh e Henry, 1990; Lallier e Walsh,
1991; Henry et al., 1994; Hervant, 1996). Recentemente, a atividade da enzima G6Fase foi
demonstrada no musculo mandibular de N. granulata, confirmando que a via gliconeogénica
nesse tecido seria completa pela possibilidade de liberar glicose para a hemolinfa (Chitto,
2005).

Em caranguejos N. granulata a via gliconeogénica muscular, hepatopancreética e
branquial estaria envolvida em varios outros processos de ajuste metabdlico ao jejum, a
realimentacdo, a anoxia e a recuperagcdo da anoxia e a aclimatacdo ao estresse osmotico, in
vivo (Oliveira e Da Silva, 2000; Oliveira et al., 2004; Schein et al., 2004; Pellegrino et al.,
2006; Maciel et al, 2008; Chitté et al., 2009).

Segundo Allen et al. (2000), os principais lipidios em crusticeos sdo os lipidios
neutros, dos quais, 90% sao triglicerideos. Os lipidios de crustidceos sdo transportados na
hemolinfa por lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Garcia et al., 2002). Como n@o ha um
tecido adiposo diferenciado em crustaceos, o musculo, o hepatopancreas e as gonadas acabam
sendo os locais de armazenamento de lipidios (Kucharski e Da Silva, 1991). Durante periodos
de grande demanda energética ocorre uma marcante mobiliza¢do de lipidios, principalmente,

aqueles presentes no hepatopancreas.
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Os ajustes metabdlicos, utilizados por diversas espécies de caranguejos, durante a
aclimatacgdo ao estresse osmotico, também envolve a participacao de lipidios teciduais.

Luvizotto-Santos et al. (2003) verificaram que em N. granulata aclimatado por 7 dias
ao meio hiposmético ocorreu uma diminuicao significativa na concentragio de lipidios totais
no musculo e nas branquias. Nestes mesmos tecidos o estresse hiperosmético ndo alterou a
concentracdo de lipidios totais. Entretanto, os lipidios do hepatopancreas ndao foram
mobilizados durante a regulacdo osmdtica frente aos choques hiposmético e hiperosmotico.

Em N. granulata, submetido ao estresse osmotico durante os meses de verdo, ocorreu
diminui¢do na concentracao de lipidios totais nas branquias posteriores, no hepatopancreas e
no musculo, sugerindo a utilizagdo desse substrato energético no esfor¢co de aclimatacdo ao
estresse osmotico (Chittd et al., 2009).

Freire et al. (1995) investigaram a participac¢do de fatores neuroenddcrinos, presentes
no sistema nervoso central, sobre a regulacdo da concentracdo de aminodcidos livres
hemolinféticos no camardo da dgua doce Macrobrachium olfersi. A concentracio total de
aminodcidos livres diminuiu apés a exposi¢ao dos camardes ao meio hiperosmético. Contudo,
a concentracao destes aminodcidos aumentou apds a inje¢cdo de homogenado, preparado do
sistema nervoso de camardes expostos por 6 horas ao meio hiperosmético, em camardes
mantidos em dgua doce. Os resultados sugerem que em M. olfersi a regulagdo anisosmotica
extracelular é regulada por fatores enddcrinos presentes nas células neurossecretoras do
sistema nervoso.

Eckhardt er al. (1995) verificaram o envolvimento da glandula do seio no controle
neuroenddcrino da osmorregulacdo em Pachygrapsus marmoratus e concluiram que esta
glandula contém um peptideo que influencia, diretamente, a funcdo branquial. Estes autores,
utilizando este caranguejo eurialino, aclimatado a dgua diluida, perfundiram as branquias
posteriores isoladas com o hormonio hiperglicémico de crustdceos, obtido da glandula do
seio. O CHH aumentou a diferenca do potencial transepitelial € o influxo de Na* em 50%
nestes tecidos. Por esse motivo, os autores sugerem que este neuropeptidio seria um
importante fator envolvido no controle da osmorregulagdo em crustaceos decdpodes.

Vinagre (1999) verificou que a ablacao bilateral dos pediinculos oculares ndo alterou a
resposta do metabolismo de carboidratos ao estresse hiposmoético em N. granulata. A autora
sugeriu a possibilidade de envolvimento de outros hormonios, de bioaminas, ou de diferentes
isoformas de CHH produzidas fora da glandula do seio do pedinculo ocular que agiriam

aumentando os niveis circulantes de glicose durante o estresse hiposmético.

13



O caranguejo N. granulata, por se tratar de uma espécie que vive em ambiente
estuarino, tolerando alteracOes freqlientes de salinidade, é um excelente modelo para a
investigacdo dos mecanismos envolvidos na aclimatacdo ao estresse hiper ou hiposmético.

A investigacdo sobre as estratégias envolvidas na regulacdo osmoética em cada tecido
possibilitard melhor entendimento sobre os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos utilizados
pelos organismos para povoarem ambientes onde a osmolalidade do meio sofre constantes
variagdes, como no caso dos estudrios.

A partir do exposto, a submissao aguda dos tecidos aos estresses hiposmético ou
hiperosmético, in vitro, possibilitard avaliar a contribuicdo do metabolismo da glicose nas

respostas as alteracdes osmdticas do meio extracelular, independente da acdo de fatores

enddcrinos, nervosos ou neuroenddcrinos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar o efeito do estresse hiperosmético ou hiposmético agudo, in vitro, sobre o
metabolismo da glicose em branquias anteriores e posteriores, hepatopancreas e musculo da

mandibula do caranguejo Neohelice granulata.

Objetivos especificos
Determinar no hepatopincreas, no musculo mandibular e nas brinquias anteriores e

posteriores, apds a o choque osmético agudo, in vitro, os seguintes parametros metabolicos:
~ . 14 .
A captagdo de 2-Deoxi-D-1-""C-Glicose,

A formacdo de 14C02 a partir de HC_Glicose e,

A capacidade de sintese de glicogénio a partir de "*C-Glicose.
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta e manutenciao dos animais

A coleta de N. granulata ocorre na margem leste da lagoa de Tramandai-RS. Sao
utilizados somente caranguejos machos adultos, no estdgio C do periodo intermuda, pesando
cerca de 14 + 3g. A captura, no sedimento areno-lodoso, dentro da 4gua ou nas tocas, ¢é feita
manualmente. Apds a coleta, os animais sdo transportados para o laboratério, em caixas

plasticas, contendo dgua da lagoa.

Manutencio dos animais no laboratério

Logo apds a coleta, a fim de eliminar os parasitas e limpar o contetido estomacal, os
animais sao mantidos no laboratério, em tanques aerados contendo 4gua destilada, por um
periodo de 24 horas. Apds esta aclimatagdo, os caranguejos sdo transferidos para o ambiente
controle por 10 dias, ou seja, em aqudrio com salinidade de 20%o, temperatura de 25°C + 2°C,
fotoperiodo natural e oxigenacdo constante. A alimentacdo consiste de carne bovina crua,
administrada diariamente, ad libitum, ao final da tarde, periodo de maior atividade dos

animais.

2. Determinacao da osmolalidade dos meios de incubacao

Os meios de incubacio utilizados sdo os descritos por Bock (2005) que, inicialmente,
submeteu 3 grupos de caranguejos, durante 6 dias, as seguintes osmolalidades: OmOsm/kg de
H,O estresse hiposmoético; 900mOsm/kg de H,O estresse hiperosmoético; 470mOsm/kg de
H,0 meio controle. No final do periodo experimental, amostras de hemolinfa foram coletadas
das articulagdes das quelas dos 4* e 5* pereidpodos, utilizando seringas com anticoagulante
oxalato de potéssio 10%. Essas amostras foram usadas para a determinagdo da osmolalidade.
A osmolalidade do anticoagulante foi subtraida dos valores das amostras. A osmolalidade de
cada amostra de hemolinfa foi determinada imediatamente em osmOmetro de pressdao de
vapor Wescor 5520. Os valores de osmolalidade hemolinfitica obtidos foram: 636+21,5
mOsm\kg de H,O no meio hiposmético, 853+12,45 mOsm\kg de H,O no meio hiperosmotico
e 719+£10,41 mOsm\kg de H,O no meio controle de 20%o.

A partir destes dados, os valores estabelecidos para submeter os tecidos ao estresse
osmotico, in vitro, foram: 770mOsm/kg de H,O para o grupo controle, 690mOsm/kg de H,O
para o grupo hiposmético e 900mOsm/kg de H,O para o grupo hiperosmético.
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Levando-se em conta os resultados da osmolalidade hemolinfatica acima descritos, no

presente trabalho, foram utilizados os seguintes meios de incubagdo:

a) Controle (770mOsm/kg de H,0): 374mM NaCl; 10mM KClI; 25mM CaCl,, 10mM
MgCl,. 8,8mM H3BO;. 10mM HEPES; 0,1mM fluoreto de fenilmetilsufonil (PMSF); pH 7.8.

b) Estresse hiposmético (690mOsm/kg de H,O): 300mM NaCl; 10mM KCI; 25mM
CaClp; 10mM MgCly; 8,8mM H3;BO;; 10mM HEPES; 0,1mM fluoreto de fenilmetilsufonil
(PMSF); pH 7.8.

¢) Estresse hiperosmético (900mOsm/kg de HO) 400mM NaCl; 10mM KCI; 25mM
CaClp; 10mM MgCly; 8,8mM H3;BOs;; 10mM HEPES; 0,1mM fluoreto de fenilmetilsufonil
(PMSF); pH 7.8.

3. Procedimentos experimentais

Os animais foram crioanestesiados por imersdo em recipiente com gelo tipo escama,
durante 10 minutos. A seguir, a carapacga era removida e as branquias anteriores e posteriores
excisadas pela base; o hepatopancreas e o par de musculos da mandibula também eram
retirados de cada animal. Foram utilizadas os pares nimero 3, 4 e 5 das branquias anteriores e
das branquias posteriores os pares 6, 7 e 8 (Genovese et al. 2004). Pequenos cortes foram
feitos nas lamelas das branquias para possibilitar um maior contato destes tecidos com os
meios de incubag¢do. O musculo e o hepatopancreas foram cortados em pequenas fracoes.

Antes da incubacgdo, os tubos eram pesados apenas com o meio de incubagdo; este
valor era anotado e, posteriormente, apds a adicdo de aproximadamente 60-100mg de tecido
(branquias anteriores e posteriores, musculo da mandibula ou hepatopancreas), os tubos eram
novamente pesados, para a determinacdo do peso do tecido utilizado. Durante estes
procedimentos os tubos eram mantidos em banho de gelo. Imediatamente apds este
procedimento, os tubos com os tecidos eram, entdo, utilizados para os diferentes

procedimentos experimentais.

3.1. Estudo in vitro

Apés os procedimentos descritos acima (item 3), nos tubos contendo meio de
incubacdo controle, hiposmoético ou hiperosmético mais os tecidos era realizada a substitui¢ao
da fase gasosa por uma mistura de O,:CO; (95:5, v/v). Entdo, os tecidos eram incubados em

banho metabélico a 25 C por 120 minutos, sob agitacio constante.
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3.2. Captacao de 2-De0xi-D-(1-14C)-Glicose

Para avaliar a captacio de 2-Deoxi-D-(1-'*C)-Glicose foram utilizados 6 animais para
cada grupo experimental: 1) controle; 2) estresse hiposmoético; 3) estresse hiperosmoético. Aos
meios de incubacdo foram adicionados 0,2uCi de 2—Deoxi—D(1—14C)—Glicose 2-DG) (GE
55mCi/mmol) por tubo. Os tecidos foram incubados, como descrito acima (item 3), por 120
minutos em tubos (tipo eppendorfs) contendo 5S00uL dos diferentes meios de incubag¢do mais
a 2-DG. Decorrido o tempo de incubacio, as reagdes teciduais foram interrompidas em banho
de gelo. Os tecidos eram retirados e lavados com os respectivos meios de incubagao (sem a 2-
DG) gelados e, posteriormente, secos em papel filtro e colocados em frascos com tampa de
rosca contendo ImL de 4gua destilada. Este procedimento tinha como objetivo retirar o
excesso de radioatividade absorvida pelo tecido.

Ap6s, os tecidos foram congelados e fervidos por trés vezes consecutivas, para que
ocorresse a ruptura das células e a liberacio da 2-Deoxi-D-(1-'*C)-Glicose captada pelo
tecido (meio interno: MI). Os tubos que continham o meio de incubacio (meio externo: ME)
foram congelados até o processamento das amostras. Amostras de 100uL do MI ou de ME
foram colocadas, em frascos contendo 5SmL de liquido de cintilacdo (Tolueno-Triton (2:1,
v/v); PPO 0,4%; POPOP 0,01%). A radioatividade foi medida em aparelho LKB-Wallac com
97% de eficiéncia. Os resultados foram expressos pela relacdo da radioatividade contida no
MI e no ME, ou seja, relagao tecido/meio (T/M) — cpm/mL de fluido de tecido dividido por

cpm/mL do meio de incubacdo.

3.3. Formacao de 14C02 a partir de ¥ Glicose

Para avaliar a formacdo de '*CO, a partir de '*C-Glicose foram utilizados 6 animais
para cada grupo experimental: 1) controle; 2) estresse hiposmético; 3) estresse hiperosmético.

As amostras dos diferentes tecidos foram colocadas em frascos de vidro com tampa de
borracha, contendo 1mL dos diferentes meios de incubagdo (controle, hiposmodtico ou
hiperosmético) acrescido de 0,2uCi [U—MC]—glicose por tubo (230 mCi/mmol - GE) mais
10mM glicose. Apds, os tubos eram aerados por 30 segundos com uma mistura de O,:CO,
(95:5 v/v). Os frascos foram fechados com tampas de borracha que eram seladas com
parafilme para impedir o escape do CO, formado. No interior do frasco, inseridos as tampas
de borracha, estavam bastdes de vidro em forma de J (cachimbos) com pocos. Nestes pocos
eram colocados pequenos pedacos de papel Watmann 3MM. As amostras foram incubadas
como descrito acima (item 3.1) durante 120 minutos. Entdo, 0,2mL de hidréxido de sédio

(NaOH) 2M foram injetados nos pocos de vidro e a incubagdo foi interrompida com a adicao
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de 0,2mL de TCA 50%, injetados através da tampa de borracha com a ajuda de uma seringa.
0 "*CO, formado era captado pelo papel embebido em NaOH 2M no poco de vidro. Entdo, os
frascos lacrados com parafilme permaneciam no laboratério, dentro de uma capela, imoveis,
durante 12 horas, 2 temperatura ambiente, para a total captacdo do '*CO, formado (Torres et
al., 2001). Depois desta etapa, os bastdes de vidro com o cachimbo eram transferidos para
frascos contendo liquido de cintilacdo (Tolueno Triton X100 (2:1)-PPO 0,4%, POPOP 0,01%)
e a radioatividade determinada em um aparelho LKB-Wallac com 97% de eficiéncia. Os
valores da oxidacdo de '*C-glicose foram expressos em nmol '*C-glicose incorporada em

"co, mg”’ de tecido.tempo'1 de incubacdo.

3.4. Sintese de glicogénio a partir de "*C-Glicose

Para avaliar a sintese de '*C-glicogénio a partir de '*C-glicose foram utilizados 6
animais para cada grupo experimental: 1) controle; 2) estresse hiposmoético; 3) estresse
hiperosmético. Aos meios de incubagdo foram adicionados 0,2uCi de "C-U-Glicose (GE
55mCi/mmol) por tubo mais 10mM de glicose. Os tecidos foram incubados, como descrito
acima (item 3), por 120 minutos em tubos (tipo eppendorfs) contendo 500uL dos diferentes
meios de incubagdo mais a 14C—glicose. Decorrido o tempo de incubagdo, as reagdes teciduais
foram interrompidas em banho de gelo. Os tecidos eram retirados e lavados com os
respectivos meios de incubagdo (sem a '*C-glicose) gelados e, posteriormente, secos em papel
filtro e colocados em tubos contendo 100uL de KOH 0,5N. A lavagem, com meio de
incubacdo gelado, era para retirar o excesso de radioatividade do tecido. A digestdo dos
tecidos era realizada em banho a 70°C por 30 a 40 minutos. Apds a digestdo dos tecidos,
amostras de 50uL eram retiradas para dosagem de proteina. Ao restante (50uL) foi
acrescentado: 25uLL de TCA 30% + 25uLL de HCI 1IN para desproteinizagdo e neutralizagao,
respectivamente. Apds, as amostras eram centrifugadas por 10 minutos a 10000 rpm. O
sobrenadante (30uL) era aplicado em tiras de papel Whatman 3MM. Em uma unidade do
papel ndo foi aplicada amostra, correspondendo ao branco. Apds a aplicacdo, as tiras
(amostras) eram colocadas em recipiente com dlcool 66% por 30 minutos, para precipitacao
do glicogénio. Passado este tempo, as tiras eram colocadas sobre papel filtro para secar. Em
frascos contendo 3mL de Tolueno, PPO 0,4%, POPOP 0,01% eram colocadas as amostras de
papel e a radioadividade determinada em um contador LKB-Wallac com 97% de eficiéncia,
calibrado com uma curva de corre¢ao para DPM. Os valores foram expressos em pumoL de

C-glicose incorporada em glicogénio.mg™ de proteina.tempo’ de incubagio.
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3.5. Dosagem de proteinas

As proteinas foram dosadas pelo método de Bradford (1976) com o Coomassie
brilliant blue. Albumina bovina foi utilizada como padrao. A leitura das amostras foi

realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda a 595nm.

4. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média mais ou menos o desvio padrao da média
(Média + DPM). Dos dados experimentais obtidos, a comparagdo entre dois pontos foi feita
usando-se o teste ¢ de Student para dados ndo pareados. As diferengas entre as médias foram
consideradas significativas quando P<0,05. As analises foram realizadas com o programa

SigmaStat 3.11 (Jandel Corporation) compativel com Windows.
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RESULTADOS

1. Captacao de 2-De0xi-D-(1-14C)-glicose em tecidos do caranguejo Neohelice granulata,

submetidos ao estresse hiposmético ou hiperosmético, in vitro.

Nas figuras 1, 2 e 3 estdo representados os efeitos dos estresses hiperosmético e
hiposmético, in vitro, sobre a captacio de 2-Deoxi-D-(1-'*C)-glicose no misculo, no
hepatopancreas e nas branquias anteriores e posteriores, respectivamente.

Em todos os tecidos estudados, 120 minutos de estresse hiposmoético ou
hiperosmético, in vitro, nao alterou significativamente (P>0,05) a captacdo de 2-Deoxi-D-(1-

1C)-glicose quando comparada aquela do grupo controle.

1,50

1.00

Relagio T/M

0.50

Controle Hipo Hiper
Figura 1. Efeito do estresse hiposmético ou hiperosmético, in vitro, sobre a captacdo de 2-

Deoxi—D—(1—14C)—glicose em musculo da mandibula de N. granulata. As colunas e as barras

representam, respectivamente, as médias £ DP de 6 animais por grupo.
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Figura 2. Efeito do estresse hiposmético ou hiperosmético, in vitro, sobre a captagdao de 2-
Deoxi—D—(1—14C)—glicose no hepatopancreas de N. granulata. As colunas e as barras

representam, respectivamente, as médias + DP de 6 animais por grupo.
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Figura 3. Efeito do estresse hiposmdtico ou hiperosmético, in vitro, sobre a captacdo de 2-
Deoxi—D—(l—14C)—glicose nas branquias anteriores (A) e posteriores (B) de N. granulata. As

colunas e as barras representam, respectivamente, as médias + DP de 6 animais por grupo.

2. Formacao de 14C0, a partir de Glicose-U-'*C em tecidos do caranguejo Neohelice

granulata, submetidos ao estresse hiposmético ou hiperosmético, in vitro.

Nas figuras 4, 5 e 6 estdo representados os efeitos dos estresses hiperosmético e
hiposmoético, in vitro, sobre a formacao de "Co, a partir de 14C—glicose no musculo, no
hepatopancreas e nas branquias anteriores e posteriores, respectivamente.

No misculo mandibular de N. granulata ndao foram constatadas diferencas
significativas (P>0,05) na formacdo de HCo, a partir de 14C—glicose entre 0s grupos
submetidos ao estresse hiposmoético ou hiperosmoético durante 120 minutos € o grupo controle

(Fig. 4).
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Figura 4. Efeito do estresse hiposmético ou hiperosmético sobre a formagao de “Co,a partir
de Glicose-U-"*C no miisculo da mandibula de N. granulata. As colunas e as barras
representam, respectivamente, as médias £ DP de 6 animais por grupo.

Entretanto, apds 120 minutos de estresse hiposmético ou hiperosmético os valores de
formagao de “Co, a partir de 14C—glicose no hepatopancreas diminuiram cerca de 29%

(P<0,05) quando comparados aquele obtido no grupo controle (Fig. 5).
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controle Hipo Hiper
Figura 5. Efeito do estresse hiposmético ou hiperosmdético sobre a formagio de '*CO, a partir
de Glicose-U-"*C no hepatopancreas de N. granulata. As colunas e as barras representam,
respectivamente, as médias = DP de 6 animais por grupo.

a — Diferenca significativa (P<0,05) em relacao ao grupo controle.
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Nas branquias anteriores (Fig. 6A) o estresse hiperosmético por 120 minutos diminuiu
46% (P<0,05) e 33% (P<0,05) a formacao de 14C02 a partir de 14C—glicose em relacdo aos

grupos controle e hiposmético, respectivamente.
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Figura 6. Efeito do estresse hiposmético ou hiperosmético sobre a formagao de “Co,a partir
de Glicose-U-"*C em branquias anteriores (A) e posteriores (B) de N.granulata. As colunas e
as barras representam, respectivamente, as médias + DP de 6 animais por grupo.

a — Diferenca significativa (P<0,05) em relacao ao grupo controle.

b — Diferenca significativa (P<0,05) em relagc@o ao grupo hiposmotico.
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O estresse hiperosmético diminuiu significativamente (P<0,05) a formacao de “Co,a
partir de '*C-glicose nas brinquias posteriores (Figura 6B), em relacdo ao grupo controle.
Entretanto, o estresse hiperosmético de 120 minutos nao alterou de forma significativa
(P>0,05) os valores de formacdo de HCo, a partir de 14C—glicose, em relagdo ao grupo

hiposmotico.

3. Sintese de 14C-Glicogénio a partir de Glicose-U-"*C em tecidos do caranguejo
Neohelice granulata, submetidos ao estresse hiposmético ou hiperosmoético, in vitro.

Nas figuras 7, 8 e 9 estdo representados os efeitos dos estresses hiperosmético e
hiposmético, in vitro, sobre a sintese de '*C-glicogénio a partir de '*C-glicose no misculo, no
hepatopancreas e nas branquias anteriores e posteriores, respectivamente.

No misculo mandibular o estresse osmoético (hiposmético ou hiperosmético), in vitro,
ndo alterou significativamente (P>0,05) a sintese de 14C—glicogénio a partir de 14C—glicose

(Fig. 7).
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Figura 7. Efeito do estresse hiposmético ou hiperosmético sobre a sintese de glicogénio a

partir de Glicose-U-""C em misculo da mandibula de N. granulata. As colunas e as barras

representam, respectivamente, as médias £ DP de 6 animais por grupo.
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Figura 8. Efeito do estresse hiposmético ou hiperosmético sobre a sintese de 14C—glicogénio a
partir de Glicose-U-""C em hepatopancreas de N. granulata. As colunas e as barras
representam, respectivamente, as médias £ DP de 6 animais por grupo.

a — Diferenca significativa (P<0,05) em relacao ao grupo controle.

No hepatopancreas de N. granulata o estresse osmdético, in vitro, por 120 minutos
incrementou a sintese de glicogénio (Fig. 8). O estresse hiposmético aumentou 2 vezes € o
estresse hiperosmético 1,9 vez a capacidade de sintese de '*C-glicogénio a partir de '*C-

glicose, quando comparado com aquele obtido no grupo controle (Fig. 8).
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Figura 9. Efeito do estresse hiposmético ou hiperosmético sobre a sintese de 14C—glicogénio a
partir de Glicose-U-"*C em branquias anteriores (A) e posteriores (B) de N. granulata. As
colunas e as barras representam, respectivamente, as médias + DP de 6 animais por grupo.

a — Diferenca significativa (P<0,05) em relacao ao grupo controle.

b — Diferenca significativa (P<0,05) em relagc@o ao grupo hiperosmotico.

28



Nas branquias anteriores, o estresse hiposmoético por 120 minutos, aumentou cerca de
1,5 vez (P<0,05), em relacdo aos grupos controle e hiperosmotico, a capacidade de sintese de
C-glicogénio a partir de '*C-glicose em branquias anteriores (Fig. 9A). Contudo, o estresse
hiperosmético ndo alterou significativamente (P>0,05) a capacidade de sintese de '*C-
glicogénio a partir de 14C—glicose (Fig 9A).

Em branquias posteriores, o estresse osmotico (hipo ou hiperosmético), in vitro, ndo
alterou de forma significativa (P>0,05) a sintese de '‘C-glicogénio a partir de "*C-glicose

(Fig. 9B).
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo determinar se a modificagdo de volume celular
decorrente do estresse hiposmético ou hiperosmético agudo, in vitro, ocasionaria uma
resposta do metabolismo da glicose aos ajustes resultantes da regulacdo isosmotica,
responsdvel pela composicdo do fluido intracelular e pelo volume celular. Os resultados
demonstraram que o estresse osmético agudo, in vitro, induziu modificagdes na capacidade
intrinseca de vias do metabolismo de carboidratos no hepatopancreas e nas branquias
anteriores e posteriores de N. granulata.

Estudos realizados em células de mamiferos mostram alguns efeitos da variacdo da
concentracdo do meio extracelular sobre o volume celular. Células submetidas ao choque
hiposmético incham e, dentro de minutos, retornam parcialmente ao seu volume inicial. Esse
comportamento foi denominado de redugdo regulatéria de volume (RVD). Inversamente, a
exposicdo ao meio hiperosmoético reduz o volume celular e, apds poucos minutos, ocorre
aumento regulatério do volume (RVI), retornando, ap6s, a um volume préximo ao inicial. Os
mecanismos responsdveis pelo RVD ou pelo RVI podem diferir entre os véarios tipos
celulares, mas, em geral, envolvem a ativacao de sistemas de transporte de ions e de solutos
organicos na membrana plasmadtica e ativacdo ou inibicdo de vias metabodlicas celulares
(Haussinger et al., 1994; Lange et al., 1998; Wehner et al., 2004; Hoffmann et al., 2007).

No bivalve de dgua doce, Corbicula fluminea, a exposi¢do do tecido muscular aos meios
com diferentes osmolalidades induziu mudanga de volume: no meio hiposmético o volume do
tecido muscular aumentou. Inversamente, no meio hiperosmético, o volume tecidual
diminuiu. Entretanto, uma completa recuperacio nao foi constatada em ambos os meios (Ruiz
e Souza, 2008).

Recentemente, Freire et al. (2008) demonstraram em crusticeos de 4gua doce, de
estudrio e de dgua salgada (mar) que o choque osmoético, in vitro, por 15 a 120 minutos, altera
o peso do tecido muscular. Os autores constataram diminui¢do significativa no peso do tecido
durante o choque hiperosmoético e marcante aumento de peso no choque hiposmético. Esses
resultados sugerem que, em crustdceos, assim como em vertebrados, ocorra alteracdo do
volume celular em resposta ao estresse osmatico, in vitro.

O Neohelice granulata ¢ um caranguejo eurialino que vive nas zonas intertidal e
supralitoranea dos estudrios da costa sul do Brasil onde estd exposto a diferentes desafios
ambientais como variagdes na temperatura, no fotoperiodo, na pressdo parcial de O,, na

disponibilidade e na composicdo do alimento e na salinidade da &dgua (Turcato, 1990;
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Kucharski e Da Silva, 1991a, b; Novo et al., 2005; Bianchini et al., 2008). Este caranguejo é
classificado como regulador hiper-hiposmético eurialino, suportando variacdes de
osmolalidade do meio ambiente de 96-529mOsm/Kg de H,O na primavera e no verao,
respectivamente (Bianchini et al., 2008; Valle et al., 2009).

Em crustaceos, o envolvimento de fatores neuroenddcrinos sobre a osmorregulacio foi
sugerido por Freire et al, (1995) e por Eckhardt et al. (1995). Desta forma, o estudo do choque
osmotico agudo, in vitro, possibilita separar as influéncias dos sistemas nervoso, enddcrino e
neuroenddcrino sobre a aclimatagdo as mudancas do meio externo.

Em branquias de Carcinus maenas, Wellcomme e Devos (1991) sugerem que o
transporte de glicose ocorra via GLUT4, isto é, por meio do transporte facilitado.
Recentemente, em N. granulata, aclimatado as condicdes de laboratorio, foi verificado que,
em branquias, o transporte de glicose ocorreria via GLUTs, como constatado em outros
invertebrados (Hediger e Rhoads, 1997; Valle et al., 2009). Entretanto, no musculo de N.
granulata, os resultados obtidos sugerem que o transporte de glicose neste tecido ocorreria
tanto via GLUTs como via co-transporte dependente de sédio (Valle et al., 2009).

Em hepatopancreas de crustidceos foi demonstrada a existéncia de transporte de glicose
dependente de sédio, principalmente, em preparacdoes da membrana do bordo em escova do
epitélio hepatopancredtico e em alguns tipos celulares como as células F (Verri et al., 2001;
Vilella et al., 2003). Contudo, nas células R do hepatopancreas, que estdo envolvidas com a
sintese de glicogénio e de lipidios, sendo consideradas como células “hepatic-like”, o
transporte de glicose seria independente de sddio, possivelmente via GLUTs (Verri et al,
2001).

A etapa inicial, que leva as alteragdes metabdlicas durante o choque osmoético agudo, in
vitro, seria a ativacdo do sistema sinalizador sensivel ao estiramento que envolve os
microtibulos, os canais idnicos ou outros mecanismos de resposta volume-sensiveis (Wehner
et al., 2004; Hoffmann et al., 2007).

Os resultados do presente trabalho demonstram que o estresse osmoético (hiposmético ou
hiperosmético), in vitro, ndo alterou a captacdo da 2-DG em nenhum dos tecidos estudados.
Nas branquias posteriores de N. granulata, submetidas ao estresse hiperosmético ou
hiposmético, in vivo, por 140 horas, ndo foram verificadas alteragdes significativas na
captacdo de 2-DG (Trapp, 2005). J4, nas branquias anteriores, foi verificada reducdo
significativa nos valores de captagao de 2-DG, em todos os tempos (24, 72 e 144 horas) de
estresse hiperosmoético estudados. Contudo, o estresse hiposmético ndo alterou,

significativamente, a captacao desta hexose nas branquias de N. granulata (Trapp, 2005).
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Em Leishmania submetida ao choque hiperosmético ocorreu uma diminui¢do na
captacao de 2-DG (Blum, 1996). O experimento de perfusdo, in situ, de figado do peixe
teledsteo Clarias batrachus demonstrou uma diminui¢do do efluxo de glicose no meio
hiposmético e um aumento deste efluxo no meio hiperosmético (Goswami e Saha, 1998). No
presente trabalho foi determinada a captacao de 2-DG e, portanto, nio foi realizado um estudo
do efluxo de glicose dos tecidos. Experimentos futuros, medindo a concentracdo de glicose no
meio de incubacdo, serdo esclarecedores para a determinacdo da alteracdo de efluxo de
glicose dos tecidos frente as diferentes osmolalidades do meio externo.

Em N. granulata, a contribui¢do do metabolismo de carboidratos a aclimatacdo ao meio
hiposmotico ou hiperosmotico, in vivo, varia de acordo com a estacdo do ano e do tecido
estudado (Nery et al., 1993; Schein et al., 2005). Em condi¢des de campo, a maior captagdo
de glicose pelas branquias posteriores e anteriores ocorreu no verdo, quando a osmolalidade
do meio € a mais alta, cerca de 529mOsm/Kg de H,O e a da hemolinfa ¢ a mais baixa
833mOsm/Kg de H,O (Valle et al., 2009). O aumento da captacdo de glicose ocorreu nos
meses mais quentes, quando importantes modificagdes no meio ambiente, no comportamento
e no metabolismo do N. granulata sdo constatadas apds o periodo de inverno, quando as
atividades fisica e metabdlica estdo reduzidas (Valle et al., 2009).

Kucharski et al. (2002) demonstraram, in vitro, que a insulina de mamiferos aumentou a
captacdo de glicose nas branquias posteriores, contudo, esta resposta apresentou uma
diferenca sazonal: a maior sensibilidade ao hormo6nio ocorreu no inverno.

Em musculo, a resposta da via gliconeogénica, da atividade e da expressdo da enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinase, durante o processo de aclimatag¢do ao estresse osmotico, in
vivo, apresentou uma expressiva variacao sazonal em N. granulata (Schein et al., 2005).

Em N. granulata, Bianchini et al. (2008) sugerem que a diferenca sazonal, em
resposta as mudancas de salinidade, € devida as adaptacdes na permeabilidade idnica e no
transporte ativo celular, associadas as variacdes sazonais na composi¢cdo da membrana
plasmatica celular e na fisiologia dos diferentes tecidos.

Em nosso trabalho, os tecidos eram isolados de animais mantidos em condicdes
controladas de laboratério e submetidos ao estresse osmotico agudo, in vitro. Desta forma,
nao sofriam as variacdes ambientais, bioquimicas e fisioldgicas proprias do estresse osmotico
na natureza ou in vivo, no laboratério. Nossos resultados sugerem que 0s mecanismos
responsaveis pelo RVD ou pelo RVI apés o estresse osmético agudo, in vitro, ndo alteram a
captacao de glicose pelos tecidos de N. granulata. Estes dados indicam a necessidade da acao

de outros fatores fisioldgicos durante o estresse osmético para que ocorra uma alteracdo do
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transporte de glicose nos tecidos estudados. Kucharski et al. (2002) demonstraram que a
insulina de mamiferos aumentava de forma marcante a captacdo de 2-DG em branquias
posteriores de N. granulata. Contudo, estudos utilizando tragadores transportados via sistema
sodio-dependente serdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos na captagao de
glicose durante o estresse osmotico agudo, in vitro.

Nos tecidos estudados, a comparacdo da capacidade de formacgdo de 1O, e de sintese
de glicogénio, entre os grupos experimentais e os grupos controle, mostra que em branquias
(anteriores e posteriores) as atividades de oxidacdo de glicose e de sintese de glicogénio
foram, marcadamente, maiores que aquelas verificadas no hepatopancreas e no misculo.
Estes resultados corroboram com a observacao de que as brinquias seriam os tecidos mais
ativos metabolicamente em peixes e invertebrados, seguidas do hepatopancreas e do musculo
(Lyndon e Houlihan, 1998; Bianchini et al., 2008). Além disso, nas branquias de N.
granulata, os valores de glicogénio sdo bastante elevados, quando comparados aqueles

verificados no hepatopancreas e no musculo (Vinagre e Da Silva, 1992).

Os resultados do presente trabalho demonstram que o estresse hiposmoético, in vitro,
diminuiu a formacdo de '“CO, no hepatopincreas e ndo alterou a atividade desta via nos
outros tecidos de N. granulata. Contudo, apds o choque hiposmético, a capacidade de sintese
de 14C—glicogénio aumentou no hepatopancreas. Como a captacdo de glicose no
hepatopancreas nao foi inibida pelo choque hiposmético agudo, provavelmente, a diminui¢ao
na capacidade de formacdo de '*CO, a partir de '*C-glicose ocorreu via inibi¢do ou
diminui¢cdo da atividade da via de oxida¢do de glicose. Entretanto, ndo se pode descartar a
possibilidade de utilizacdo de outro substrato energético em detrimento a glicose como, por
exemplo, os lipidios. Luvizotto-Santos et al. (2003) constataram diminui¢cdo na concentracao
dos lipidios em tecidos de N. granulata submetidos ao estresse hiposmético, in vivo. Assim,
no hepatopancreas, com a atividade de oxidacdo de glicose diminuida e sem alteracdo da
capacidade de captacdo desta hexose, a glicose seria desviada para a via glicogénica em
resposta ao choque hiposmotico agudo, in vitro. Contudo, experimentos futuros sobre a
participacdo do metabolismo de lipidios em resposta ao estresse osmotico agudo, in vitro,
serdo necessarios para esclarecer essa hipdtese.

No teledsteo Clarias batrachus, quando o figado foi perfundido, in situ, com solucao
hiposmética por 20 minutos, ocorreu uma diminuicio da atividade da forma ativa da enzima
glicogénio fosforilase e um aumento da atividade da forma ativa da glicogénio sintase

(Goswami e Saha, 1998). Nas branquias anteriores nao foi verificada alteracao na capacidade
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de oxidacdo de glicose no choque hiposmoético, contudo, a sintese de 14C—glicogénio
aumentou significativamente neste tecido. Em N. granulata foi constatado as 72 horas de
estresse hiposmoético, in vivo, que os valores de glicose livre intracelular diminuiram cerca de
50% (Chitt6, 2005). Este resultado sugere que, durante o estresse hiposmoético agudo, a
glicose livre intracelular seria utilizada na sintese de glicogénio em resposta a modificagdo de
volume celular. Desta forma, como ocorre em peixes, o estresse hiposmoético agudo, in vitro,
inibiria a glicogendlise e estimularia a glicogénese no tecido branquial anterior e no
hepatopancreas.

Uma outra hipétese para o aumento da sintese de glicogénio no hepatopincreas e nas
branquias anteriores seria a de um aumento na atividade gliconeogénica durante o choque
hiposmético agudo, com o objetivo de reduzir a concentracdo intracelular de aminodacidos.
Assim, a glicose produzida seria sintetizada em glicogé€nio. Oliveira e Da Silva (2000)
constataram a participacdo da via gliconeogénica hepatopancredtica na aclimatagdo ao
estresse hiposmdtico, in vivo. As autoras sugerem que as cadeias de carbono dos aminoacidos
liberados dos diferentes tecidos, durante a resposta ao estresse hiposmotico, in vivo, seriam
utilizadas no hepatopancreas como substrato para a via gliconeogénica.

Desta forma, estes resultados sugerem a importancia do metabolismo de carboidratos
hepatopancredtico e branquial na regulacdo do volume celular em N. granulata.

Em branquias posteriores, ndo foi constatada alteracdo significativa da formacdo de
"C0O, e de sintese de '‘C-glicogénio a partir de '*C-glicose em resposta ao estresse
hiposmético agudo, in vitro. Como, nas branquias, a atividade de oxidacdo de glicose €
bastante elevada, quando comparada aquela verificada nos outros tecidos, a atividade basal de
oxidagdo seria suficiente para suprir a energia necessdria ao processo osmorregulatério,
durante o estresse osmotico agudo, in vitro.

A explicagdo para a resposta diferenciada, entre as branquias posteriores e anteriores,
frente ao estresse hiposmotico, seria a diferenca funcional destes tecidos: as trés branquias
posteriores t€ém um epitélio transportador de ions e as trés branquias anteriores apresentam um
epitélio do tipo respiratdrio (Luquet et al. 2002; Genovese et al. 2004).

Os resultados aqui apresentados sugerem que, no choque hiposmético agudo, in vitro, a
ativacdo deste sistema sinalizador causa alteragdo do fluxo de carbono entre as diferentes vias
metabdlicas, diferindo entre os tecidos estudados. O efeito mais marcante seria no
hepatopancreas, considerado um tecido de reserva e de distribuicdo de substratos em N.
granulata. Contudo, em N. granulata, a resposta ao estresse hiposmotico agudo, in vitro,

difere daquela verificada em mamiferos, pois cada tecido apresenta um padrio diferenciado
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de resposta, provavelmente, relacionado com a maior independéncia metabdlica dos tecidos,
constatada em crusticeos e outros invertebrados (Haussinger et al.,, 1994; Lange et al., 1998;
Wehner et al., 2004; Hoffmann et al., 2007).

O estresse hiperosmoético agudo, in vitro, diminuiu, de forma marcante, a formacao de
"Co, a partir de glicose no hepatopancreas, nas branquias anteriores e posteriores, contudo,
ndo alterou a oxida¢do no miusculo. Em Leishmania, Blum (1996) constatou que o choque
hiperosmdtico inibiu diversas etapas da via de oxidacdo de glicose. Entretanto, Chitté et al.
(2009) constataram uma diminuicdo significativa na concentragdo de lipidios totais nas
branquias e no hepatopancreas de N. granulata em resposta ao estresse hiperosmaético, in vivo.
Assim, uma hipétese para a reducdo da oxidacdo de glicose, encontrada neste trabalho, seria a
da oxidacdo de acidos graxos, principalmente, pelas branquias anteriores e posteriores. Esta
hipétese seria reforcada pela constatagdao de que a capacidade de sintese de glicogénio, a partir
de glicose, ndo foi alterada nos tecidos branquias durante o choque hiperosmético agudo, in
vitro. Contudo, ndo se pode descartar a hipétese de redugdo da atividade metabdlica basal em
resposta a reducao de volume celular induzida pelo estresse hiperosmético agudo, in vitro.

No hepatopancreas de N. granulata, os resultados do presente trabalho sugerem que a
resposta ao estresse hiperosmotico, in vitro, seria semelhante aquela verificada durante o
choque hiposmético: a diminui¢do da oxidagdo de glicose levaria a um redirecionamento
deste substrato para a via de sintese de glicogénio. Ao contrario do que ocorreu no figado de
peixe perfundido, in situ (Goswami e Saha, 1998), o estresse hiperosmético ndo diminuiu a
capacidade de sintese de glicogénio e, provavelmente, também ndo aumentou o efluxo de
glicose no hepatopancreas de N. granulata.

A submissdo do tecido muscular ao estresse hiposmético ou hiperosmético agudo, in
vitro, ndo alterou de forma significativa as vias do metabolismo da glicose investigadas no
presente trabalho. O envolvimento da via gliconeogénica muscular como estratégia para a
reducdo da concentracdo intracelular de aminodcidos livres em resposta a aclimatagdo ao
estresse hiposmético, in vivo, foi demonstrada por Schein et al. (2005). Também, neste
tecido, foi constatado aumento na capacidade de sintese de proteinas a partir de '*C-leucina
durante o estresse hiposmoético agudo e uma diminuic¢ao desta capacidade durante o estresse
hiperosmético agudo, in vitro (Bock, 2005).

Em N. granulata, evidéncias sobre o papel do misculo na manutencdo dos niveis de
substratos energéticos circulantes sob diferentes condi¢des experimentais, in vivo (hipdxia,
jejum e realimentacdo e estresse osmotico) foram descritas em outros estudos (Schein et al.,

2005; Pelegrino et al., 2008; Maciel et al., 2008). Os resultados do presente trabalho sugerem
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que a resposta do metabolismo da glicose ao estresse osmoético, no musculo de N. granulata,
necessita da acdo hormonal e/ou de sinalizadores endgenos que seriam liberados durante o
processo de aclimatac@o ao estresse osmatico. Assim, as alteracdoes de volume celular ndo
seriam suficientes para ativar ou inibir as diferentes vias envolvidas na utiliza¢do da glicose
neste tecido.

Concluindo, o N. granulata enfrenta, em seu ambiente, mudancas sazonais e
circadianas, varia¢des de temperatura, de salinidade e de pH da dgua, por meio de estratégias
que envolvem alteracdes no comportamento € nos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
celulares.

Quando os tecidos sd@o submetidos ao estresse osmético agudo, in vitro, as vias de
oxidagao de glicose, de sintese de glicogénio e de captacdo de glicose respondem de forma
diferenciada conforme o tecido estudado. Esta diferenca na resposta tecidual estaria
relacionada com a participacdo de cada 6rgdo na manutencdo da homeostase em resposta ao
estresse osmotico.

Comparando-se as respostas metabdlicas constata-se diferengas marcantes entre o
estresse hiposmético e o hiperosmético em um mesmo tecido, sugerindo que a alteragao de
volume seria um dos fatores que controla a resposta do metabolismo da glicose no processo
de regulacdo de volume celular em N. granulata. Entretanto, os resultados sugerem que, no
musculo, a alteracao do volume celular ndo ativaria ou inibiria as vias do metabolismo da
glicose estudadas no presente trabalho. A resposta metabdlica ao estresse osmotico, neste
tecido, seria controlada por fatores endégenos como hormdnios ou neurormonios, entre
outros.

A alteragao do volume celular, decorrente do estresse osmético agudo, in vitro, alterou o
fluxo de carbonos nos tecidos hepatopancredtico e branquial de N. granulata, sugerindo a
participacdo do metabolismo de carboidratos no processo regulatério de volume celular em

tecidos de caranguejos.
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