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INTRODUCAO

A ocupagao de diferentes habitats exigiu das espécies animais o desenvolvimento de
estratégias de preservacdo da agua corporal (PEQUEUX, 1995). Os bidtopos aquaticos,
como agua salobra, estudrios ¢ ambiente entre-marés, onde ocorrem grandes variagdes de
salinidade, s3o um desafio constante para as espécies que neles habitam, exigindo das
mesmas mecanismos fisioldgicos aptos a regulacdo osmotica dos fluidos corporais. Os
crustaceos que ocupam varios habitats, incluindo o ambiente marinho, estuarino e terrestre,
se adaptaram a ampla variabilidade quimica e fisica desses meios, diversificando a
capacidade osmorreguladora de seus fluidos corporais (ROBERTSON, 1960; PROSSER,
1973). Isso determinou nos crustaceos o estabelecimento de dois tipos de resposta, espécies

que toleram uma estreita variacdo de salinidade - estonoalinas - e aquelas que resistem a

uma ampla variagdo de salinidade - eurialinas (PEQUEUX, 1995).

A distribui¢do dos crustaceos aquaticos na natureza depende essencialmente de dois
mecanismos de regulacdo osmética e idnica: a Regulacdo Anisosmética Extraceluar (RAE)
e a Regulacdo Isosmotica Intracelular (RII). A primeira controla a osmolalidade,
composi¢do e volume do fluido extracelular, através de alteragdes na permeabilidade do
corpo ¢ do transporte de ions, mecanismos intermediados pela atividade das enzimas Na'-
K'-ATPase e anidrase carbonica, enquanto que a RII esta relacionada com a manutengéo do
volume e composicao do fluido intracelular (GILLES & DELPIRE, 1997). De acordo com
a capacidade de regular os fluidos corporais os crusticeos podem ser osmoconformadores

(ndo regulam a osmolalidade de seus fluidos, conformando-se a osmolalidade do meio) ou



osmorreguladores (mantém a sua osmolalidade interna razoavelmente constante,

independentemente do meio em que estdo imersos) (GILLES & DELPIRE, 1997).

A restauragdo e a manuteng¢do do volume celular e do padrio intracelular de solutos
compativeis com as diferentes fungdes celulares sdo problemas que as espécies animais tém
que enfrentar frente a ampla diversidade dos meios que circundam as células. Este meio
externo, na maioria das vezes, ¢ um fluido extracelular ou a propria hemolinfa. E
caracterizado por uma quantidade de solutos cuja concentragao ¢ sempre muito diferente do
fluido intracelular. Tal situa¢do gera um gradiente de potencial que favorece o transporte de

solutos através da membrana que ¢ semipermeavel.

Como outras espécies animais, 0s crustaceos desenvolveram mecanismos
moleculares basicos para assegurar um balango de dgua e solutos intracelulares adequado as

variagOes impostas pelos diferentes habitats.

A manutencdo do fluido intracelular isosmdtico ao extracelular ou ao meio externo,
¢ uma das formas de regulacdo osmdtica; a outra seria a manuten¢do da concentracio
osmotica dos fluidos extracelulares relativamente constante, independente da salinidade do
meio circundante, objetivando o controle da osmose celular. A osmolalidade do fluido
extracelular dos crustaceos ¢ principalmente devido aos ions inorganicos, Na™ e CI. O
controle da osmolalidade envolve mecanismos bésicos como bombas transportadoras de
ions e canais para difusdo de ions, encontrados em varios tecidos, como os da parede do
corpo, do trato gastrintestinal e dos 6rgdos excretores, com fungdo transporte de Na™ e CI".

Tudo leva a crer que o epitélio branquial possa ser a mais importante estrutura na



manutenc¢do do balango Na'/C1” hemolinfatico em crusticeos, por apresentar mecanismo de
transporte ativo de ions (MANTEL, 1968; TOWLE, 1981; PEQUEUX, 1995;

MCNAMARA & TORRES, 1999).

De acordo com AUGUSTO (2000), os tecidos epiteliais sdo especializados, com
polarizagdo anatomica e funcional. A sua superficie apical faceia o meio externo, enquanto
a superficie basal faceia o meio interno contendo o fluido extracelular. As células
especializadas no transporte i6nico ativo sdo caracterizadas, principalmente, por microvilos
apicais e invaginacdes basais associadas & numerosas mitocondrias, as quais estdo
relacionadas ao fornecimento de ATP para a atividade enzimatica das bombas. Ainda,
segundo AUGUSTO (2000), os mecanismos de Regulacdo Anisosmotica Extracelular
(ERA) sdo intermediados pela atividade das enzimas Na'-K -ATPase e anidrase carbonica.
A primeira, localizada na membrana basolateral das células do epitélio branquial, ¢
responsavel pelo transporte ativo de sodio da célula para a hemolinfa, enquanto que a
segunda hidrata o CO, para formar H" ¢ HCOj3', componentes do mecanismo de captagdo

de NA".

Em algumas espécies dos caranguejos como no Cardisoma guanhumi (QUINN &
LOORE, 1986), Birgus latro, Gecarcoidea lalandii, Cardisoma carnifex (TOWLE, 1981),
a atividade da Na'-K'-ATPase ¢ maior nas branquias do que em outros 6rgios, chegando

atingir 80% da atividade ATPase total em Carcinus maenas (SIEBERS e cols., 1985).



Através da utilizagdo da técnica de coloragdo com prata, foi observado um aumento
significativo no nimero de sitios transportadores de sal em branquias de crusticeos
reguladores hiperosmoticos, ap6s a aclimatagdo a um meio diluido (COPELAND &
FITZJARREL, 1968). A aclimatagdo da espécie F. heteroclitus a meios de alta e baixa
salinidade, provoca mudangas no niimero de células de cloreto e na atividade da Na™-K'-
ATPase (KARNAKY e cols., 1976), mudangas adaptativas semelhantes foram observadas
em branquias do caranguejo azul, Callinectes sapidus (TOWEL & KAYS, 1986). Nesta
espécie as células de cloreto estdo localizadas nas branquias posteriores (COPELAND &
FITZJARREL, 1968). Em outras espécies de caranguejos osmorreguladores, a atividade
Na"™-K'-ATPase também ¢é observada nas membranas celulares basolaterais do epitélio
branquial (TOWLE & KAYS, 1986), particularmente em branquias posteriores, que
apresentam sitios ou areas com ionoécitos especializados (COPELAND, 1964; BARRA &
HUMBERT, 1983). Aumento no nimero desses sitios ¢ observado em animais aclimatados
a baixa salinidade (COPELAND & FITZJARREL, 1968; NEUFELD e cols., 1980;
ALDRIGE & CAMERON, 1982). Em Artemia salina, camarao “brine” (CROGHAN,
1958), e no isopoda intertidal Idotea woesneslinskii (HOLLIDAY, 1988), os sitios, onde
estdo localizados os iondcitos na estrutura branquial, sdo responsaveis pelo transporte de

ions durante o processo de osmorregulacdo nestes caranguejos.

A maioria das espécies de caranguejos que sdo eurialinas ¢ hiperosmorreguladora a
baixa salinidade, bombeando ions ativamente da agua de salinidade baixa para a hemolinfa
(MANTEL & FARMER, 1983; LUCU, 1990), sendo os maiores sitios de transporte de ions
as branquias posteriores 6 ¢ 7. Estas branquias apresentam um ntimero maior de células

r . . A . . . . . + +
bombeadoras de ions ricas em mitocOndrias e maior atividade das enzimas Na -K -ATPase



e anidrase carbonica, quando comparadas com outras branquias posteriores e
principalmente com as anteriores (NEUFELD e cols., 1980; PEQUEUX e cols., 1984;
LUCU, 1990)

Segundo NEUFELD e cols. (1980) os pares 6 ¢ 7 das branquias posteriores
mostram, em resposta a aclimatacdo a baixa salinidade, um aumento maior de atividade da
Na"™-K'-ATPase do que o par 8. No entanto, os pares anteriores 4 ¢ 5 ndo apresentam um
aumento significativo da atividade da Na'-K'-ATPase nas mesmas condi¢des. Contudo,
outros pesquisadores (TOWEL & KAYS, 1986; HENRY & CAMERON, 1982; SAVAGE
& ROBINSON, 1983; HENRY, 1988a) admitem haver um aumento de atividade da
anidrase carbonica e da Na'-K -ATPase nas branquias anteriores de caranguejos expostos a
baixa salinidade. Em caranguejos que foram caracterizados como hiperosmorreguladores,
Cardisoma guanhumi, Callinectes sapidus, Ceracinus lateralis, Carcinus maenas €
Eriocheir sinensis, a atividade da Na'-K'-ATPase nas branquias é considerada alta (QUIN
& LANE, 1966; MANTEL & OLSON, 1976; TOWLE & KAYS, 1986; MANTEL &
LANDESMAN, 1977; PEQUEUX & GILLES, 1977). No entanto, em caranguejos que
mostram baixa capacidade osmorreguladora, como Libinia emarginata e Carnei irroratus,
a atividade é menor (MANTEL & LANDESMAN, 1977, NEUFELD & PRITCHARD,

1979).

Em cinco espécies de caranguejos, Calappa hepatica (osmoconformador),
Panopeus herbstii (bom osmorregulador), Thalamita crenata (bom osmorregulador),
Metopograpsus thukihor e Cyclograpsus henshawi (semi-terrestres e excelentes
osmorreguladores), foram observadas diferentes alteragdes na atividade da Na™-K'-ATPase

branquial, em resposta a aclimatagdo a diferentes salinidades (SPENCER e cols., 1979).
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Experimentos mostram que a atividade dessa enzima nas branquias ndo aumenta quando
certas espécies de caranguejos sdo submetidas a um meio diluido ¢ que hd uma relacao
entre a atividade da Na"™-K'-ATPase e o grau de hiporregulagdo osmotica desses animais
em 100% de 4agua do mar (SPENCER e cols., 1979). O mesmo foi observado com o
caranguejo vermelho Pseudosesarma moeschi que hiporregula a 100% da agua do mar,
mostrando-se um forte osmorregulador num amplo intervalo de salinidade externa:
hiperregula em 5%, 10% e 25% da 4gua do mar, fica proximo do ponto isosmotico em 50%
e 75% (COROTTO & HOLLIDAY, 1996). O caranguejo purpura de entre-marés,
Hemigrapsus nudus é um forte hiperosmorregulador em 25%, 50% e 75% de agua do mar,
mas no entanto, diferentemente do anterior ¢ isosmoético a 100% de agua do mar

(COROTTO & HOLLIDAY, 1996).

A Na"-K"™-ATPase assume um papel importante na regulagio da concentragio
intracelular dos fons K e Na', através do controle do movimento desses ions entre a
hemolinfa e o fluido intracelular (PEQUEUX, 1995). Esta enzima ¢ uma P-ATPase ligada a
membrana e composta de pelo menos 3 subunidades o, B e y (BLANCO & MERCER,
1998). Ela esta envolvida na manutengao do volume celular e dos gradientes eletroquimicos
de Na" e K' e, portanto, no potencial de membrana gerado pela permeabilidade
diferenciada da membrana a esses dois ions. Essa enzima também participa do transporte de
glicose e aminoacidos acoplado ao Na', controle do pH e balango osmético e portanto do

volume celular (SWEENEY & KLIP, 1998).
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A Na'-K"-ATPase que constitui uma unidade funcional capaz de hidrolisar o ATP,
¢ composta de uma subunidade a de 112 KDa, uma f3 de 35 KDa, e a nem sempre presente
subunidade y (THERIEN & BLOSTEIN, 2000), presente na membrana plasmatica
geralmente como um heterodimero o-f. Tem sido relatado a ocorréncia de reservatorios
intracelulares dessa bomba e excessos de subunidades o e [ intracelularmente. A
subunidade o, que contém sitios de ligagio para Na", K*, Mg*", ATP e para o glicosideo
cardiaco ouabaina, ¢ responsavel pela atividade catalitica da enzima (SWEENEY & KLIP,
1998). Como produto de diferentes genes, foram identificadas quatro isoformas para a
subunidade o com variagdo na ocorréncia da expressdo desta subunidade entre os tecidos.
A isoforma a; tem distribuicdo ubiqua, a o, ¢ predominante em musculo de adultos,
enquanto que o cérebro de rato expressa todas as isoformas (SWEENEY & KLIP, 1998).
As isoformas diferem em sua afinidade pelo Na' intracelular (o;=0,>013) e para o K"
extracelular (o3>0 =0,). Outra diferenca funcional observada entre as isoformas da
subunidade a de roedores ¢ sua sensibilidade a inibi¢do pela ouabaina, a isoforma o} exibe
uma baixa afinidade por esse glicosideo cardiaco, enquanto que a o, € a3 mostram alta
afinidade. Em primatas, no entanto, ndo foi observada uma diferenga marcante entre as
isoformas da subunidade o (SWEENEY & KLIP, 1998). Foram identificadas pelo menos
trés isoformas para a subunidade 3 em células de mamiferos (LEVENSON, 1994; MALIK
e cols.,, 1996). A subunidade [} parece participar no ancoramento do complexo na
membrana plasmatica (THERIEN & BLOSTEIN, 2000), na regulagdo da liberagdo das
subunidades o de estoques intracelulares para a membrana plasmatica (McDONOUGH e
cols., 1990), determinar sua polarizagdo (SCHMALZING e cols., 1991) e de alguma

maneira contribuir para a ligagdo e transporte de K' (GEERING e cols., 1996). A
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subunidade y, quando presente, parece ter um papel regulatério na enzima (THERIEN &

BLOSTEIN, 2000).

Para FAMBROUGH e cols. (1994) a existéncia de multiplas isoformas para as
subunidades a e B, sugere que a associacdo preferencial de subunidades diferentes deve
regular as propriedades funcionais da Na'-K"-ATPase (EAKLE e cols., 1995; HUNDAL ¢

cols., 1992).

Baseado em estudos em lagostim, McWHINNIE (1962) sugeriu, pela primeira vez,
um provavel controle neuro-endécrino da homeostase hidromineral em crustaceos. Um
elemento de grande importancia no mecanismo dessa homeostase € o controle da regulagdo
ionica e dos mecanismos de trocas branquiais. A regulacdo i6nica e a regulacdo da
atividade dos mecanismos de troca branquiais estd sob o controle neuroenddcrino, sendo o
orgdo pericardico (OP), provavelmente, a principal estrutura envolvida nesta regulacdo
através da agdo da dopamina, 5-hidroxitriptamina, octopamina, monoaminas liberadas na
hemolinfa pelos axdnios neurosecretores adjacentes ao coracdo (6rgdo pericardico)
(KAMEMOTO, 1982; KAMEMOTO & OYAMA, 1985; LOHRMAN & KAMEMOTO,
1987). Também a proctolina (STANGIER e cols., 1986) e o peptideo cardioativo
(STANGIER e cols., 1987), hormodnios peptidicos, estariam envolvidos nessa regulagao
neuroenddcrina. A administragdo de extratos de OP, oriundos de C. sapidus aclimatados a
um meio de baixa salinidade, e dopamina em caranguejos mantidos em 4gua do mar
aumentou significativamente a atividade da Na'-K'-ATPase nas branquias (SAVAGE &

ROBSON, 1983; SOMMER & MANTEL, 1988). Os resultados de varios trabalhos
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mostram que a enzima Na'-K'-ATPase deve ser controlada pelo sistema Dopamina/cAMP,
promovendo um aumento na captagio de Na' quando a concentragio de cAMP estd
aumentada, atuando como um segundo mensageiro (LOHRMANN & KAMEMOTO, 1987;

SOMMER & MANTEL, 1988; 1991).

TRAUSCH e cols. (1989) demonstraram que aminas biogénicas como a dopamina e
serotonina, estimulavam a fosforilagdo das proteinas na fracdo que continha atividade Na'-
K'-ATPase somente na presenga de fracdes soluveis que continham proteina quinase
dependente de cAMP. O envolvimento do cAMP e da proteina quinase no transporte de
Na" CI' foi demonstrado por BIANCHINI & GILLES (1990). Os fatores neuroenddcrinos
que estimulam a fosforilagdo mediada pelo cAMP através da proteina quinase, devem
promover uma rapida modulagdo ou um rapido ajuste da atividade da Na'-K'-ATPase
(SOMMER & MANTEL, 1988; TRAUSCH e cols., 1989), o mesmo observado em tecidos
osmorreguladores de teledsteos marinhos, em resposta a variagdes de salinidade

(TIPSMARK & MADSEN, 2000).

Existindo um regulacdo a curto prazo desta enzima, seria razoavel acreditar na
existéncia de uma regulacao a longa prazo, talvez em resposta a variacao de salinidade do
meio, intermediada pela acdo de um ou mais hormdnios. TIPSMARK & MADSEN (2000)
propdem uma regulagdo mais lenta da atividade da Na'-K'-ATPase, em tecidos
osmorreguladores de teledsteos, em resposta a variacdes de salinidade do meio. Esta

regulacao abrangeria um periodo de 3 a 7 dias, envolvendo a participagao de varios
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A ~ ~ ,e + o+ . ,
hormdnios na modulag@o do gene e expressdo protéica da Na -K'-ATPase, ou seja a sintese

de nova enzima no curso de uma aclimatagdo de longo termo.

Mudangas fisiologicas e bioquimicas observadas em branquias, intestino e rins,

durante a “parr-smolt transformation” em salmonideos, resultam em um aumento de
A . \ s . . . + + .

tolerancia a salinidade, com um aumento na atividade da Na -K'-ATPase branquial

(McCORMICK & SAUNDERS, 1987; HOAR, 1988).

Tem sido observado que os hormonios de crescimento (GH) e cortisol estdo
diretamente relacionados com o controle da habilidade hiposmorregulatoria durante a
“parr-smolt transformation” em salmonideos. Espécimes de salmdo do Atlantico, Salmo
salar, quando submetidos a administragdo de GH exogeno (BOEUF e cols., 1990) e
cortisol (BISBAL & SPENCER, 1991), apresentam um aumento na atividade de Na'-K'-
ATPase nas branquias acompanhada de uma maior tolerancia a salinidade do meio. Os
resultados obtidos por McCORMICK (1995) demonstram uma interacdo entre o fator de
crescimento I (IGF-I) e o cortisol na regulagio da atividade da Na'-K'-ATPase nas
branquias do salmdo do Atlantico Salmo salar. Contudo, o tratamento com GH e cortisol

juntos teve um efeito menor do que o esperado.

A administracdo de 0,01 ou 0,1pg de IGF-I recombinante humano (rhIGF-I) por g.
de peso corporal na truta marrom Salmo trutta, aumentou a densidade celular de
imunoreatividade Na'-K'-ATPase (células NKIR) nos filamentos primarios branquiais em
animais previamente aclimatados a dgua doce e transferidos para a 4gua do mar. Esse efeito

foi associado com um aumento no nivel de a-mRNA (SEIDELIN & MADSEN, 1999).
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Dois mecanismos estdo envolvidos na regulagdo da enzima Na'-K'-ATPase, um de
curto prazo e outro de longo prazo, no primeiro, rapidas mudancgas na atividade da bomba
podem ocorrer ou por variagdes nas concentracdes dos substratos ou por mudangas nas
propriedades cinéticas da Na'-K -ATPase, resultantes de alteragdes celulares devido a uma
cascata de sinais em resposta a ligacdo de um hormoénio ao seu receptor. Os eventos dessa
cascata de sinais seriam a ativag¢do da proteina quinase A pelo cAMP, ativagdo da proteina
quinase C pelo diacilglicerol e ativacdo da calmodulina quinase pela concentragdo de célcio
livre intracelular, que fosforilam enzimas, inclusive a propria Na'-K'-ATPase. A regulagio
de curto prazo da bomba deve envolver as seguintes alteracdes: 1- seu "turnover"; 2- sua
afinidade por substratos; 3- sua abundancia na superficie celular através da translocagao de
unidades pré-formadas a partir de compartimentos estoques intracelulares. (EWART &

KLIP, 1995)

As mudancas de longo prazo na regulagdo desta enzima em resposta a presenca
constante de hormdnios sdo: alteragdes na transcricdo de genes, assim como na meia vida
do mRNA (EWART & KLIP, 1995; McDONOUGH, GEERING & FARLEY, 1990;

GEERING, 1990).

A aldosterona, os hormonios tireoidianos, as catecolaminas e a insulina sdo os
principais hormonios que atuam na regulacio da Na'-K'-ATPase. A insulina além de ser o
principal horménio que regula o metabolismo dos carboidratos, assume um papel
fundamental na homeostase do Na" e do K. Em 1924 BRIGGS e cols. constataram com
um dos efeitos da insulina um decréscimo na concentragio de K' extracelular. Mais

f 1A A x +
recentemente, evidéncias do papel desse hormonio na regulagao das correntes de Na', K™ e



16

Ca”" foram verificadas por ZIERLER & WU (1988). Outras agdes da insulina sobre a
regulacdo da Na'-K'-ATPase seriam: aumentar a sensibilidade ao [Na']; em adipdcitos de
ratos (LYTTON cols., 1985; McGILL & GUIDOTTI, 1992), translocagdo de subunidades
da bomba para a membrana plasmatica em fibras musculares de ratos e transcricdo génica

(HUNDAL e cols., 1994).

Os hormonios pertencentes a super-familia da insulina t€ém uma ampla distribui¢do

filogenética, pois sdo encontrados tanto em invertebrados como em vertebrados.

Os estudos comparativos realizados dos agnatas aos mamiferos, mostraram que a
insulina ¢ uma molécula bastante antiga, e que o hormonio e suas fun¢des sofreram poucas
modifica¢des ao longo da evolucdo. CHAN & STEINER (2000) sugerem que os insulin
growth factors (IGFs) e a insulina e as insulin-like de invertebrados possuem um gene

ancestral comum que seria do tipo insulina.

Nos vertebrados, a insulina controla as fun¢des anabdlicas (sintese de carboidratos,
de lipidios e de diversas proteinas), e os IGFs regulam diretamente o crescimento e o
desenvolvimento a nivel celular (CHAN & STEINER, 2000). Essas moléculas apresentam
semelhancas quanto a sua atividade bioldgica e estruturas primdrias e tercidrias (CHAN e
cols., 1990). Os IGFs também foram identificados e caracterizados nos vertebrados

primitivos (CHAN e cols., 1990).

Em invertebrados, diversos trabalhos utilizando técnicas de imunocitoquimica,

bioquimica, radioimunoensaio, biologia molecular e quimica de proteinas demonstraram a
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presenca de insulina ou substancia semelhante a insulina em células neurossecretoras
cerebrais ¢ no sistema gastro-entero-pancreatico de nematdides, insetos, moluscos,

anelideos e crustaceos (EPPLE & BRINN, 1987; CHAN & STEINER, 2000).

Em invertebrados, contudo, somente quatro seqiiéncias de moléculas da super-
familia da insulina foram até agora caracterizadas, sdo elas as bombixinas (4K-PTTHs) do
Bombyx mori (ISHIZAKI & SUZUKI, 1988), o LIRP da Locusta migratoria
(LANGUEUX e cols., 1990), os MIPs do Lymnaea stagnalis (SMIT e cols., 1998) e no
nematodide C. elegans (DURET e cols., 1998). O alinhamento das seqiiéncias mostrou que
as moléculas semelhantes a insulina de invertebrados apresentam pouca homologia entre
elas e com as insulinas e IGFs de vertebrados. As zonas mais conservadas estdo limitadas a
pequenas regides vizinhas a certos aminoacidos, em particular, aos residuos de cisteinas.
Este fraco grau de conservagdo das moléculas semelhantes a insulina nos invertebrados,
explica as dificuldades de identificagdo e de purificacdo dessas moléculas nesses animais,
pois as estratégias baseadas na utilizagdo de sondas moleculares imunoldgicas ou nucléicas

mostraram-se, geralmente, ineficazes.

Experimentos realizados nas duas ultimas décadas demonstram a presenga de
receptores para insulina em tecidos-alvo classicos em todas as classes de vertebrados
(HART e cols., 1987, MARQUES e cols., 1984, SHEMER ¢ cols., 1987; SIMON &
LEROITH, 1986). KUCHARSKI ¢ cols. (1997) demonstraram, in vivo ¢ in vitro, a
presenga de receptores a insulina em branquias do caranguejo C. granulata. Estes
receptores apresentam propriedades semelhantes aquelas observadas em receptores de

insulina em tecidos-alvo classicos de vertebrados. KUCHARSKI e cols. (1999) também
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demonstraram, pela primeira vez, que os receptores a insulina nas branquias do caranguejo
Chasmagnathus granulata pertenciam a familia tirosina quinase como os receptores de
mamiferos. Estes autores sugerem que no C. granulata a transdugdo do sinal da insulina em

células branquiais ¢ similar aquele de mamiferos: ligagdo do horménio a subunidade a,

autofosforilacao da subunidade 3, fosforilagao de proteinas citoplasmaticas.

O habitat estuarino do caranguejo Chasmagnathus granulata é caracterizado por
flutuagdes na salinidade, impondo estresse i6nico e osmotico aos individuos da espécie.
Para manter uma alta osmolaridade hemolinfatica, os caranguejos hiperreguladores utilizam
o transporte i0nico ativo nas branquias, através da agdo da Na'-K'-ATPase, localizada

basolateralmente que ¢ responsavel pelo transporte ativo de soédio para a hemolinfa.

Segundo EICHLER (2001), provavelmente as branquias seriam os Orgdos que
demandariam maior consumo de energia durante a osmorregulagcdo, para garantir a

regulacdo isosmotica do fluido intracelular e a anisosmética do fluido extracelular.

Em C.granulata foi demonstrada a participagdo do metabolismo de carboidratos no
processo de adaptacdo ao estresse hiperosmotico, assim como ao hiposmotico, (DA SILVA

& KUCHARSKI, 1992; SCHEIN, 1999; OLIVEIRA & DA SILVA, 2000).

O principal monossarideo na hemolinfa de crustaceos ¢ a glicose (HEREID &
FULL, 1988; MORRIS & AIRRIES, 1998). A concentracdo de glicose hemolinfatica

mostra flutuagdes marcantes, conseqiiéncia de varios fatores: estagio da muda, estacdo do
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ano, diecta oferecida, estado alimentar, ciclo circadiano, concentra¢do do hormonio
hiperglicemiante, estresse osmotico, anoxia (CHANG & O’ CONNOR, 1983; MORRIS &
AIRRIESS, 1998; SANTOS & NERY, 1987; OLIVEIRA & DA SILVA, 2000; OLIVEIRA

e cols., 2001).

SCHEIN (1999) observou a manutengdo dos niveis de glicose na hemolinfa de C.
granulata aclimatados a dieta ricas em carboidratos ou proteinas, durante o choque
hiperosmético. Contudo, DA SILVA & KUCHARSKI (1992) demonstraram uma
diminui¢do significativa dos valores de glicose hemolinfatica durante o processo de

adaptag@o ao estresse hiposmotico em C. granulata mantido com a dieta rica em proteinas.

Diversos trabalhos confirmam que os tecidos de crusticeos possuem uma
concentragdo intracelular de aminodcidos livres 10 vezes maior que os tecidos de
mamiferos, sendo os principais aminoacidos os gliconeogénicos (alanina, 4cido glutdmico,

arginina) (GILLES, 1997; GILLES & DELPIRE, 1997).

O papel fisioldgico dos aminoacidos ndo se restringe em fornecer substrato para a
via gliconeogénica. Eles contribuem também para a determinacdo da pressdo osmdtica
intracelular, como efetores osmoticos organicos (GILLES, 1997; GILLES & DELPIRE,
1997). Os aminoécidos livres contribuem com aproximadamente 50% da pressdo osmdtica
intracelular, sendo os principais efetores organicos osmoticamente ativos em crustaceos
(GILLES, 1982; ROBERTSON e cols., 1992; BISHOP & BURTON, 1993). Estudos sobre
a composi¢do do conteudo intracelular de diversas espécies marinhas mostraram que as

células estabelecem isosmolaridade com o fluido extra-celular, ndo através de altos niveis
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intracelulares de osmolitos inorganicos, como sodio, potassio e cloro, mas, principalmente,
por meio de altas concentragdes de osmolitos organicos, como os aminoacidos (GILLES,
1997; GILLES & DELPIRE, 1997).

GILLES (1982), a partir de varios estudos realizados em invertebrados, propos que
durante o ajuste homeostatico ocorrem alteragdes nas concentragdes dos aminoacidos livres
tissulares, que seriam utilizados em trés mecanismos basicos: (1) deslocamento do
equilibrio entre efluxo e influxo dos aminoacidos através da membrana plasmatica; (2)
alteracdes nas taxas de sintese e oxidagdo desses aminoacidos livres tissulares; (3)
"turnover” de proteinas. O estresse osmoético em crusticeos e outros invertebrados
marinhos leva a uma alteracdo na concentracdo dos aminodacidos livres intracelulares, os
quais, junto com compostos nitrogenados, como o 6xido de trimetilamina e betaina,
perfazem 50-60% dos efetores osmoéticos nesses animais (GILLES, 1997; GILLES &

DELPIRE, 1997).

Varios estudos mostram um aumento na concentragao de aminoacidos nos tecidos
de invertebrados quando submetidos a estresse hiperosmotico (OKUMA & ABE, 1994;
MATSUCHITA & HAYASHI, 1992; BISHOP ¢ cols., 1994; BAGINSKI e PIERCE, 1997,
DRAGOTOVICH & PIERCE, 1992), no entanto, durante o choque hiperosmotico, os
niveis hemolinfaticos de proteinas e aminoécidos livres diminuem (KOENING, 1981; TAN
& CHOONG, 1981; FREIRE e cols., 1995), indicando que as proteinas hemolinfaticas e/ou

tissulares possam ser fontes de aminodcidos livres durante esse processo.

Para LYNDON & HOULIHAN (1998), o tecido branquial de peixes e crustaceos ¢

0 mais ativo em sintese protéica, seguido pelo figado, hepatopancreas, musculo e coragao.
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Dados obtidos por SCHEIN e cols. (2003) indicam ser a sintese protéica no tecido

branquial 100 vezes maior que no hepatopancreas e musculo.

Em Tilapia mossambicus um aumento abrupto da salinidade aumentou a capacidade
de sintese protéica mitocondrial (SURESH e cols.., 1983). SCHEIN e cols. (2003)
verificaram, em animais mantidos a uma dieta rica em proteinas e submetidos ao estresse
hiperosmotico, aumento na incorporagio de '*C-leucina em proteinas no tecido

hepatopancreatico, muscular e branquial posterior.

No camardo Litopenaeus vannamei, a concentragdo de proteina hemolinfatica esta
relacionada aos niveis de proteinas da dieta, altos niveis de proteina na dieta aumentam a
concentragdo proteica na hemolinfa, sugerindo ser a hemolinfa capaz de estocar proteinas
apos a aclimatagdo a salinidade. Dependendo da salinidade, as proteinas hemolinfaticas
podem ser utilizadas como fonte de efetores osmoéticos ou como energia metabolica

(ROSAS e cols., 2001).

O caranguejo Chasmagnathus granulata (Crustacea, Decapoda, Grapsidae) ocorre
em ambientes estuarinos, desde o litoral sul do Rio de Janeiro, Brasil, até o Golfo de San
Martin, Argentina (RATHBUN, 1981; BOSCHI, 1964). No Rio Grande do Sul, ele ¢
encontrado em marismas (pantanos salgados). E um caranguejo que tolera uma exposi¢io
prolongada a agua doce e a um meio com salinidade elevada. Este animal pode ser
classificado como um regulador hiper-hiposmético eurialino, pois suporta variacdes de
salinidade de 0%o0 a 40%o, hiper-regulando de 0%o a 20%o e hipo-regulando em 40%o. O

ponto isosmotico situa-se entre 28,5%0 e 30%o, no inverno e verdo, respectivamente
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(BROMBERG, 1992). Animais aclimatados a um meio de baixa salinidade mostram um
aumento significativo da atividade Na'-K'-ATPase, principalmente nas branquias
posteriores, enquanto que a aclimatacdo a alta salinidade diminui a atividade maxima dessa
enzima, tanto em branquias posteriores quanto anteriores (CASTILHO e cols., 2001). Essa
espécie de caranguejo eurialino € um modelo biolégico adequado para a investigagdo da
acio da insulina sobre a atividade Na'-K'-ATPase em branquias, em especial, em
branquias posteriores que assumem um papel importante na osmorregulacao em crustaceos

estuarinos.
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OBJETIVOS

Verificar em Chasmagnathus granulata o efeito da administracdo de insulina de
mamifero sobre a atividade da enzima Na'-K'-ATPase, sintese de proteinas e captagdo de
aminoacidos em branquias (anteriores e posteriores), hepatopancreas e musculo. Também
determinar o efeito da insulina sobre a concentracdo de glicose hemolinfatica e a

concentracdo de proteinas totais em branquias.
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta e manuteng¢ao dos animais

O caranguejo Chasmagnathus granulata Dana, 1851 (CRUSTACEA-DECAPODA-
Grapsidae), animal de ambientes estuarinos, tem uma ampla distribuicdo geografica ao longo da
costa da América do Sul, desde o litoral sul do Rio de Janeiro, no Brasil, até a Patagbnia, na
Argentina (BOSCHI, 1964). Encontrado em comunidades abundantes as margens de marismas da
costa brasileira, habita o substrato areno-lodoso do mesolitoral superior e supralitoral, cavando
tocas e galerias e deslocando-se para o mesolitoral e infralitoral para alimentagdo (BOTTO &

IRIGOYEN, 1980).

Os animais utilizados no presente estudo foram coletados em um marisma tipicamente
estuarino, na margem leste da Lagoa de Tramandai, municipio de Imbé, Rio Grande do Sul, Brasil
(coordenadas 29° 58’ latitude sul e 50° 08’ longitude oeste), parcialmente coberto por vegetacao
haloidrofila e cortado por arroios que drenam a agua de origem pluvial da planicie costeira para o
oceano. Esta regido apresenta um clima subtropical umido, com temperatura média anual de 17,6°

C e precipitagao pluviométrica inferior a I300mm por ano (MORENO, 1961).

Com a permissao das autoridades do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis -IBAMA (licenca 138/91 - Devies), os animais foram capturados no periodo de
2 anos (2000 - 2001), somente na primavera, verdo e outono. No inverno, devido as condi¢des
adversas do tempo e diminuigdo da populagéo de animais, torna-se dificil a captura.

Apds a captura manual no sedimento areno-lodoso, na agua ou nas tocas, os animais
foram transportados até o laboratério em caixas plasticas contendo agua do proprio local. A

captura dos caranguejos foi seletiva, visando somente machos adultos no periodo C do ciclo
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intermuda (DRACH & TCHERNIGOVZEFF, 1967), a fim de minimizar os possiveis efeitos

fisiolodgicos do ciclo reprodutivo e de periodos de intermuda.

No laboratério, os animais foram colocados em um tanque com &agua destilada e
submetidos a um choque hiposmotico por um periodo de 24 horas, com o propdsito de limpar o
seu conteudo estomacal e eliminar parasitas (KUCHARSKI e col., 1997). Logo a seguir, eram
transferidos para aquéarios com salinidade de 20 %o (salinidade que, segundo MANE-GARZON e
cols., 1974, é semelhante ao ponto isosmético de C. granulata), temperatura de 25 + 2°C,

fotoperiodo natural e oxigenacao constante.

Durante o periodo de aclimatacgao (15 dias) os animais eram alimentados diariamente com

carne bovina crua.

2. Procedimentos experimentais “in vivo”

Apds o periodo de adaptagao as condigbes de laboratdrio, os animais foram separados em

dois grupos: o grupo | - Insulina e grupo Il - Controle.

Grupo | - Insulina - Os animais eram pesados e 5 U/kg de insulina Suina Monocomponente

® 100 U/ml (Biobras) diluida em Solugao Fisiolégica de Crustaceo (SFC) (NaCl 300 mM, KCI 10
mM, MgCL 10 mM, H3BO; 8,8 mM, Hepes 10 mM, CaCl, 25 mM, pH 7,8) era injetada diariamente,

durante 8 dias, sempre no periodo da manha.

Grupo Il - Controle - Os animais receberam doses diarias de 100ul de SFC pelo periodo de
8 dias. No primeiro dia de experimento, isto é, antes da primeira administracdo de insulina ao
Grupo | e SFC ao Grupo Il foi feita uma coleta de hemolinfa. No 3°, 5° e 7° foram coletadas
amostras de hemolinfa. As coletas de hemolinfa eram realizadas entre o 10, 20 e 30 par de
pereidpodos, utilizando seringas com 40yl do anticoagulante oxalato de potassio a 10%. A

hemolinfa foi colocada em tubos e congelada em freezer a -20°C para posterior analise. Durante os
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8 dias do procedimento experimental os animais de ambos grupos foram mantidos nas mesmas
condi¢des de laboratério do periodo de aclimatagédo e continuaram a ser alimentados diariamente

com carne bovina crua.

Os animais foram crioanestesiados por um periodo de 10 minutos. Apds esse
procedimento, foi removida a carapaca, as branquias foram excisadas pela base e colocadas em

placas de Petri umedecidas com SFC gelada apos secas em papel filtro, pesadas e agrupadas.

2. 1. Preparagido das membranas plasmaticas

O tecido branquial foi homogeneizado em solugdo tampao (Tris 10 mM, EDTA | mM,
Sacarose 250 mM e PMSF | mM, pH 7,4), na propor¢cdo de 5:1 (v/w), utilizando um
homegeneizador de Teflon tipo Potter - Elvejhem sempre em banho de gelo. O homogeneizado foi
imediatamente centrifugado por 5 minutos a 3000 xg em uma centrifuga Sorvall RC-5B a 4°C. O
sobrenadante foi retirado com pipetas Pasteur e centrifugado por 20 minutos a 30.000 xg, a 4°C
em uma centrifuga Sorvall RC-5B, enquanto que o precipitado foi descartado. O sobrenadante
resultante desta centrifugacao foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 250ul de tampao
Hepes (25mM) e PMSF (1mM) com um homogeneizador de vidro Dounce. De cada amostra foram
retirados 50ul para a determinacdo da concentragdo de proteinas e os 200ul restantes foram

congelados para posterior determinacdo da atividade da Na™-K*-ATPase.

2.2. Determinagio da atividade da Na*-K*-ATPase

A atividade da Na'-K'-ATPase foi determinada utilizando-se o método descrito por
ESMANN (1988) e adaptado para as condigbes do caranguejo. Em um conjunto de tubos de vidro
de 3ml, numerados de acordo com o numero de amostras (extrato de branquias anteriores e
branquias posteriores dos individuos amostrais do grupo | e do grupo Il) e colocados em banho de

gelo, foi colocado o Meio | (500ul da solugdo A- NaCl 200 mM; KCI 60 mM; MgCl, 10 mM;
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Imidazole 40 mM; 50ml agua milliQ; 250ul ATP 20 mM; 250ul solugéo alcool: agua - 200ul etanol
absoluto e 800ul agua milliQ), enquanto que em outro conjunto de tubos, com a mesma numeracgao
do anterior, foi colocado o Meio Il (500ul solugdo B - NaCl 200 mM; MgCl, 10 mM; Imidazole 40
mM; 50ml agua milliQ; 250ul ATP 20 mM; 250pul ouabaina 4m M). Os dois conjuntos de tubos eram
imediatamente colocados em banho metabdlico a 30°C por 5 minutos. Em todos os tubos dos dois
conjuntos foram pipetados 50ul (equivalente a 50ug de proteina) das respectivas amostras (extrato
de branquias anteriores e branquias posteriores dos individuos amostrais do grupo | e do grupo II).
Apos ser pipetada a amostra no I° tubo com o Meio |, esperou-se 30 segundos e, seqliencialmente,
foram pipetadas as amostras nos tubos restantes do Meio | e do Meio Il, observando um intervalo
de 30 segundos entre cada tubo. Trinta minutos apds o inicio da reagao, foi acrescentado 300ul de
TCA 1mM em todos tubos dos dois meios, observando o intervalo de 30 segundos ja estabelecido
anteriormente. Com o TCA 1mM a reacdo era interrompida com a consequiente liberagao de Pi

para o meio de reagdo. Toda a reagao foi realizada no escuro.

Os tubos foram imediatamente retirados do banho metabdlico e congelados para posterior

determinagéo de Fosforo inorganico.

3. Procedimento experimentam "in vitro"

3.1. Sintese de proteinas

A sintese de proteinas em branquias anteriores e posteriores, hepatopancreas e musculo

mandibular de animais experimentais - grupo | (tratamento com insulina) e animais controles -

grupo ll, foi determinada segundo método descrito por RICHARDSON e col. (1997).

Por¢des (40 - 100 mg) do hepatopancreas, do musculo mandibular e das branquias

anteriores e posteriores, foram retiradas e colocadas em tubos de 2ml contendo 500ul SFC gelada

(pH 7,8) acrescida de HEPES 10 mM, fenilmetilsufonil fluoride (PMSF) 0,1 mM, 0,2uCi de L-
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leucina-U-""C (310 mCi/mmol - Amersham International) e 5 mM L-leucina. Nas branquias, foram
feitos pequenos cortes nas lamelas e retiradas as artérias aferente e eferente para possibilitar

maior contato do tecido com o meio de incubagao.

Apds aeracdo de 30 segundos com carbogénio (0,:CO,, 95:5% v/v), os tubos foram

incubados em banho metabdlico a 25° C, sob agitagédo constante, por um periodo de 4 horas.

Foi determinado o tempo de 4 horas de incubacédo com base em um experimento-piloto,
que testou os tempos de incubagdo versus a sintese protéica em hepatopancreas, musculo e

branquias anteriores e posteriores (SCHEIN, 1999).

Decorrido o tempo de incubacao, as reagdes teciduais foram interrompidas em banho de
gelo. Os tecidos foram lavados por trés vezes em SFC gelada, para tirar o excesso de
radioatividade, secos em papel filtro e colocados em frascos contendo 500ul de agua bidestilada.
As amostras foram homogeneizadas com um macerador de tecidos (Marca OMNI MIXER) e, ap6s,
uma parte de cada amostra foi processada para a quantificagao das proteinas totais (BRADFORD,

1976), utilizando albumina bovina como padréo.

A outra parte de cada amostra foi processada para a quantificagdo da incorporacao de -
leucina em proteinas totais. Um volume de 250ul das amostras foi pipetado em filtros de microfibra
de vidro (GF/B, 24mm, Whatman). Apés, os filtros foram lavados em TCA 10% por 10 minutos,
para que ocorresse a precipitagdo das 14C—proteinas. A segquir, os filtros foram lavados duas vezes
em alcool 95% e duas vezes em éter. Uma vez secos, os filtros foram embebidos 5ml de liquido de
cintilagdo (Tolueno-Triton 2:1, PO 0,4%, POPOP 0,01%) e a radioatividade quantificada em
contador LKB-Wallac com 97% de eficiéncia. Os resultados foram expressos em nmoles de L-U-

leucina-"*C incorporados em proteinas. mg'1 de proteinas. por tempo de incubagéo.

3.2, Captacao de aminoacidos
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Porcdes de 40-100mg de hepatopéncreas, 30-90mg de branquias anteriores e posteriores

(direita e esquerda) e 30-60mg de musculo mandibular foram utilizadas nesses experimentos.

Nas branquias, foram feitos pequenos cortes nas lamelas e retiradas as artérias aferente e
eferente para possibilitar maior contato do tecido com o meio de incubagdo. Apds secagem em
papel filtro, os tecidos foram colocados em tubos de 2ml, contendo 500ul de SFC gelada, HEPES
10 mM e 0,2uCi de acido amino-isobutirico AIB-"*C (250uCi/mmol, Amersham International). Os

tubos foram pesados antes de receber as amostras.

Os tubos foram pesados novamente para a determinagao do peso dos tecidos e, a seguir,
foi feita a substituicdo da fase gasosa por carbogénio (0,:CO,, na proporgéo 95:5% v/v). Os tubos
foram fechados e incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff, sob agitagdo constante a 25°C,
durante 120 minutos. Este tempo de incubagéo foi determinado por KUCHARSKI (1997) como o
tempo mais adequado para esta metodologia em C. granulata. Apds o periodo de incubagéao, as
reagdes teciduais eram interrompidas em banho de gelo. As amostras de tecido foram retiradas do
meio de incubacéo, lavadas trés vezes em SFC gelada, secas em papel filtro e colocadas em tubos
pirex com tampa, contendo 1 ml de agua bidestilada.

Os tubos foram congelados a -20°C e depois fervidos por 30 minutos. Este procedimento
foi realizado por trés vezes consecutivas, com o objetivo de romper as células para ocorrer a
liberagao da radioatividade captada por elas, sendo que este meio foi considerado o meio interno e

0 meio de incubacéo foi considerado o meio externo.

Amostras de 100ul do meio interno e do externo foram dissolvidas em 5ml de coquetel de
cintilagdo (Tolueno-Triton 2:1, PPO 0,4%, POPOP 0,01%) mais 500ul de agua bidestilada. A
radioatividade foi medida com um contador LKB-Wallac com 97% de eficiéncia. Os resultados
foram expressos pela relagao entre a radioatividade contida no tecido (meio interno) e no meio de

incubacao (meio externo) (T / M: dpm / ml meio interno por dpm / ml do meio de incubagéo).
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5. Determinagdes bioquimicas

5.1. Concentragao de glicose na hemolinfa

Os valores de glicose na hemolinfa foram determinados pelo método enzimatico de
Glicose-Oxidase, com kit Glicose Enz-Color (Bio Diagnostica Industria Clinica Ltda.) e os

resultados foram expressos em mg'1. 100 ml.

5.2. Dosagem de fosforo inorgéanico

Para determinagéo do Fésforo inorganico (Pi), produzido a partir da atividade da Na*-K'-

ATPase foi utilizado o método de CHAN, 1986.

Como primeiro passo deste método, foram preparadas solugdes-estoque de reagentes
para a determinagéo do fésforo: 28,69 de molibidato de amdnio dissolvido em 500ml de HCI 6 N,
11,6g alcool polivinilico dissolvido em 500ml de agua milliQ fervente, 0,812g de verde malaquita
dissolvido em 1000ml de agua milliQ. A preparacéo da mistura reagente foi feita utilizando-se: verde

malaquita, agua milliQ, molibidato de amdnio, alcool polivinilico (2:2:1:1 v/v).

A mistura reagente era preparada no dia da sua utilizagdo, a temperatura ambiente, sob
agitagao constante, por um periodo de 30 minutos, apresentando, ao final, uma coloragdo amarelo-
ouro, prova de nado ter ocorrido contaminagdo com fésforo. Com o objetivo de evitar a
contaminagéo da vidraria utilizada no experimento, e remover os residuos de fosforo inorganico
(Pi), a mesma era lavada varias vezes com agua bidestilada e NaOH 30% e enxaguada varias

vezes com agua milliQ.

Findo esse procedimento, as amostras eram descongeladas e centrifugadas por 2 minutos

a 2000 rpm caso estivessem turvas. Logo a seguir, em tubos de ensaio foram pipetados 40ul de
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amostra, 2000ul da mistura reagente, 760ml de agua milliQ, enquanto que o tubo denominado

branco recebia 2000ul da mistura reagente, 10ul de TCA 1mM e 790ul de agua milliQ.

A leitura da absorbancia (630nm) das amostras e do branco foi feita em espectrofotdmetro

(Cary 3E Varian).

Os valores de leitura da absorbancia para cada amostra, em meio de reacdo | e em meio
de reacao ll, foram calculados através da equacgao da reta - equagéo da reta para a curva padrao
da concentragéo de fésforo de uma solugéo - e subtraidos entre si. O valor obtido, expresso em
nmoles™.ml, foi dividido pelo volume da amostra (50ul para cada uma das amostras). O resultado
desta divisao, expresso em umoles.ml'1, ¢é dividido pela quantidade de proteinas (mg) em 1000yl de
amostra. Este valor (umoles Pi.mg” proteina) foi dividido por 15 (minutos) para se obter a atividade
de Pi por minuto e multiplicado por 60 para expressar a atividade enzimatica em pmoles Pi. mg'1

proteinas.h™.

Para determinagdo da curva padrdo da concentragdo de fosforo de uma solugao de
K,HPO, a 200 nmoles .mI”, em tubos de ensaio de vidro, denominados P;, P,, Ps, P4, eram
pipetados respectivamente 10, 20, 30 e 50ul da solugdo padrdo de K, HPO,4, 10ul de TCA 10%,
780ul de agua milliQ e 2000pl da mistura reagente. A leitura da absorbancia dos padrdes foi feita
em espectrofotdbmetro (Cary 3E Varian) e os valores inseridos no computador para calcular a curva

padréo da concentracao de fésforo na solugédo padrao.

5.3. Concentragao de proteinas

Para a determinacdo da concentragédo de proteinas das amostras, expressa em mg1. ml, foi

utilizado o método de Bradford (1976), utilizando como padrdo albumina bovina (Sigma). A leitura

da absorbancia (595nm) foi realizada em um espectrofotdmetro (Cary 3E Varian).
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Tendo como base de calculo a equagao da reta da curva padrao de albumina sérica bovina
previamente estabelecida, foram feitos os calculos para determinagdo da concentragcdo de

proteinas das amostras utilizando os valores obtidos na leitura da absorbancia das mesmas.

6. Tratamento Estatistico

Os resultados foram expressos como a média + erro padrao da média (EPM). Dos dados
experimentais obtidos, a comparacdo entre dois pontos foi feita utilizando Teste t de Student para
dados nao pareados. Para as curvas de tempo ou de tratamento foi feita a analise de variancia
ANOVA de uma via, com teste de comparagdo de Tukey (Tukey Test). As diferengas entre as
médias eram consideradas significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou

menores que 0,05.

As analises estatisticas foram realizadas com o Programa SigmaStat versdo 2.0 e verséo

2.03, compativeis com o Windows 95 e com o Windows XP, respectivamente.
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RESULTADOS

1. Efeito da Insulina sobre a concentrac¢ao de glicose na hemolinfa de caranguejos

C. granulata

Na figura 1 estdo representadas as concentragdes de glicose na hemolinfa dos
grupos controle e tratado com insulina. Nos grupos que receberam insulina e SFC durante 8
dias ndo foram constatados aumentos significativo (P>0,05) dos valores de glicose na

hemolinfa.
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Figura 1. Concentragao de glicose hemolinfatica em C. granulata.
CON - hemolinfa de animais controle; INS - hemolinfa de animais
tratados com Insulina. As colunas e as barras representam as
médias + EPM. O numero de animais foi de 8-30 por grupo.
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2. Efeito da Insulina sobre a sintese de '*C-proteinas em hepatopancreas, miisculo

da mandibula e branquias anteriores e posteriores de caranguejos C. granulata

2.1.  Sintese protéica em hepatopancreas

Na figura 2 estdo representados os valores da incorporagio de L-leucina-U-'*C em

14 ’ A . . . . .
C-proteinas em hepatopancreas de animais controle ¢ de animais tratados com Insulina.
Os valores mostram que a sintese protéica em hepatopancreas de animais tratados com
insulina aumentou aproximadamente 17%, quando comparada com os animais controle. A

variacao ndo foi estatisticamente significativas (P>0,05).
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Figura 2. Sintese de '*C-proteina em hepatopancreas de C.
granulata, a partir de L-leucina-U-'""C. HPC - hepatopancreas de
animais controle; HPI - hepatopancreas de animais tratados com
Insulina. As colunas e as barras representam as médias + EPM. O
numero amostral esta representado entre colchetes.



2.2.  Sintese protéica em misculo da mandibula

. ~ . 14 14 ; .
Os valores da incorporacdo de L-leucina-U-"C em “C-proteinas em musculo da
mandibula de animais controle e de animais tratados com Insulina estdo representados na

figura 3. Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os

dois grupos de animais.

14C-Leucina incorporada em proteinas (nmol/mg
proteina/h )
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Figura 3. Sintese de '“C-proteina em musculo da mandibula de C.
granulata a partir de L-leucina-U-"*C. MC - musculo da mandibula
de animais controle; MI - muasculo da mandibula de animais
tratados com Insulina. As colunas e as barras representam as
médias + EPM. O numero amostral esta representado entre

colchetes.
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2.3. Sintese protéica em branquias anteriores e em brinquias posteriores

As figuras 4 e 5 mostram, respectivamente, os valores de incorporacdo de L-
. 14 , n . . . . .
leucina-U-""C em proteinas em branquias anteriores e posteriores de animais controle e de
caranguejos tratados com Insulina. Nao foi constatada variacao significativa na capacidade
de sintese de '*C-proteinas entre as brinquias posteriores e anteriores do grupo controle.
Entre o grupo controle e Insulina nao foram verificadas diferengas estatisticamente
significativas (P>0,05) nos valores de incorporagdo de L-leucina-U-'""C em '*C-proteinas

tanto em branquias anteriores quanto em branquias posteriores.
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Figura 4. Sintese de "*C-proteina em branquias anteriores de C.
granulata a partir de L-leucina-U-"*C. BAC - branquias anteriores
de animais controle; BAI - branquias anteriores de animais tratados
com Insulina. As colunas e as barras representam as médias +
EPM. O numero amostral esta representado entre colchetes.
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Figura 5. Sintese de “C-proteina em branquias posteriores de C.
granulata a partir de L-leucina-U-"*C. BPC - branquias posteriores
de animais controle; BPI - branquias posteriores de animais
tratados com Insulina. As colunas e as barras representam as
médias + EPM. O numero amostral estd representado entre
colchetes.

3. Efeito da Insulina sobre a captaciio de ['*C]Acido amino-isobutirico (AIB) em
branquias anteriores e posteriores, hepatopancreas e musculo da mandibula de

caranguejos C. granulata

3.1. Captacao [14C]z’1cido amino-isobutirico em branquias anteriores e posteriores

~ 14~ - . . , .

A figura 6 mostra os valores de captacdo de [ "Clacido amino-isobutirico (AIB) em
branquias anteriores de animais controle e de animais tratados com Insulina. Nao foi
constatada variagdo significativa na relacdo T/M entre as branquias posteriores e anteriores

do grupo controle.
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Entre o grupo controle e Insulina nao foram verificadas diferengas estatisticamente

significativas (P>0,05) nos valores de capatagdo de AIB-["*C] em branquias anteriores.
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Figura 6. Captacdo de ["“Clacido amino-isobutirico (AIB) em
branquias anteriores de C. granulata, expressa pela relacdo
tecido/meio - T/M. BAC - branquias anteriores de animais controle;
BAI - branquias anteriores de animais tratados com Insulina. As
colunas e as barras representam as médias + EPM. O numero
amostral esta representado entre colchetes.

A figura 7 mostra os valores de captacdo de ['*CJacido amino-isobutirico (AIB) em
branquias posteriores de animais controle e de animais tratados com Insulina. Os niimeros
mostram que a captacdo de [*Clacido amino-isobutirico nas brinquias posteriores de
animais tratados com Insulina foi 34% maior do que nas branquias posteriores dos animais

controle. A diferenga observada € estatisticamente significativa (P<0,05).
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Figura 7. Captagdo de ["“Clacido amino-isobutirico (AIB) em
branquias posteriores de C. granulata, expressa pela relacédo
tecido/meio - T/M. BPC - branquias posteriores de animais controle;
BPI - branquias posteriores de animais tratados com Insulina. As
colunas e as barras representam as médias + EPM. O numero
amostral esta representado entre colchetes. * (P<0,05) em relagéo
ao grupo BPC.

3.2. Captaciio ["*C]acido amino-isobutirico em hepatopéncreas

A figura 8 mostra os valores de captacdo de ['*CJacido amino-isobutirico (AIB) em

39

hepatopancreas de animais controle e de animais tratados com Insulina. A captacdo de

['*CJacido amino-isobutirico no hepatopancreas de animais tratados com Insulina foi 25%

maior do que no hepatopancreas de animais controle. A diferenca observada ¢

estatisticamente significativa (P<0,05).
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Figura 8. Captagdo de ["“Clacido amino-isobutirico (AIB) em
hepatopancreas de C. granulata, expressa pela relagao tecido/meio
- T/M. HPC - hepatopancreas de animais controle; HPI -
hepatopancreas de animais tratados com Insulina. As colunas e as
barras representam as médias + EPM. O numero amostral esta
representado entre colchetes. * (P<0,05) em relagdo ao grupo BPC.

3.3. Captacao []4C]2icid0 amino-isobutirico em musculo

A figura 9 apresenta a comparacio entre os valores de captacio de [*Clacido
amino-isobutirico (AIB) em musculo mandibular de animais controle e de animais tratados
com Insulina. A comparacdo dos valores de captacao de [*C]acido amino-isobutirico em
musculo da mandibula entre os animais controles e os tratados com insulina ndo apresenta

diferenca estatisticamente significativa (P>0,05).
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Figura 9. Captagdo de ["“Clacido amino-isobutirico (AIB) em
musculo da mandibula de C. granulata, expressa pela relacdo
tecido/meio - T/M. MC - musculo da mandibula de animais controle;
MI - musculo da mandibula de animais tratados com Insulina. As
colunas e as barras representam as médias + EPM. O numero
amostral esta representado entre colchetes.

4. Efeito da Insulina na atividade especifica Na'-K'-ATPase em brinquias

anteriores e posteriores de caranguejos C. granulata

5 . ; + o+
Na figura 10 a comparagdo entre os valores da atividade especifica Na -K '-ATPase
em branquias anteriores de animais controle e de animais tratados com Insulina mostra que

ndo ha diferenca estatisticamente significativa (P>0,05) entre os dois grupos de animais.
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Figura 10. Atividade especifica Na'-K'-ATPase em branquias
anteriores de C. granulata. BAC - branquias anteriores de animais
controle; BAI - branquias anteriores de animais tratados com
insulina. As colunas e as barras representam as médias + EPM. O
numero amostral esta representado entre colchetes.

A figura 11 mostra os valores da atividade especifica Na'-K'-ATPase em
branquias posteriores de animais controle e de animais tratados com Insulina. Os valores
indicam que a atividade especifica Na'-K'-ATPase nas brinquias posteriores dos animais
tratados com Insulina foi maior do que nos animais controle. A diferenca entre os dois

grupos de animais € estatisticamente significativa (P<0,05).
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Figura 11. Atividade especifica Na'-K'-ATPase em branquias
posteriores de C. granulata. BPC - branquias posteriores de
animais controle; BPI - branquias posteriores de animais tratados
com insulina. As colunas e as barras representam as médias +
EPM. O numero amostral esta representado entre colchetes. *
(P<0,05) em relagéo ao grupo BPC.

A figura 12 mostra os valores da atividade especifica da Na'-K'-ATPase em
branquias posteriores e posteriores de animais do grupo controle. Os valores indicam que a
atividade especifica Na'-K'-ATPase nas branquias posteriores foi significativamente

(p<0,05) maior do que aquela constatada nas branquias anteriores.
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Figura 12. Atividade especifica Na*-K'-ATPase em branquias
posteriores e anteriores do grupo controle de C. granulata.
BAC - branquias posteriores de animais controle; BPC -
branquias posteriores de animais controle. As colunas e as
barras representam as médias + EPM. O niumero de animais
foi de 8-30 por grupo. * (P<0,05) em relagdo ao grupo BAC.

6. Efeito da Insulina sobre a concentracao de proteinas totais em branquias anteriores

e branquias posteriores de caranguejos C. granulata

Nao foi constatada variacdo significativa dos valores de proteinas totais entre as
branquias posteriores (2,75 £ 0,25 mg.ml'1 ) e anteriores (2,5 + 0,25 mg.ml'l) do grupo

controle.

6.1. Proteinas totais em branquias anteriores

Na figura 13 estdo representados os valores das concentragdes de proteinas totais

em branquias anteriores de animais controle e de animais tratados com Insulina. Nao foram
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observadas variagdes significativas (P>0,05), entre os animais tratados com insulina e os

controles, na concentracdo de proteinas totais nas branquias anteriores.
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Figura 13. Concentragdo de proteina em branquias anteriores de
C. granulata. BAC - branquias anteriores de animais controle; BAI -
branquias anteriores de animais tratados com Insulina. As colunas
e as barras representam as médias + EPM. O ndmero amostral
esta representado entre colchetes.

6.2. Proteinas totais em branquias posteriores

Na figura 14 estdo representados os valores das concentragdes de proteinas totais
em branquias posteriores de animais controle e de animais tratados com Insulina. Nao
foram observadas varia¢des significativas (P>0,05) na concentragdo de proteinas totais nas
branquias anteriores dos animais tratados com Insulina, quando comparada aquela do grupo

controle.
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Figura 14. Concentragcio de proteina em branquias posteriores de
C. granulata. BPC - branquias posteriores de animais controle; BPI
- branquias posteriores de animais tratados com Insulina. As
colunas e as barras representam as médias + EPM. O numero
amostral esta representado entre colchetes.
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DISCUSSAO

A glicose, que ¢ o principal substrato energético em crustaceos e a principal hexose
na hemolinfa desses animais (HERREID & FULL, 1988; MORRIS & AIRRIESS, 1998),
apresenta flutuagdes marcantes, que dependem de fatores como: estagio de muda, variagao
sazonal, composicdo da dieta, estado alimentar, ciclo circadiano, concentragdo do
hormoénio hiperglicémico, salinidade e oxigena¢do da agua (CHANG & O’ CONNOR,

1983; MORRIS & AIRRIESS, 1998).

A insulina de mamiferos quando administrada em crustaceos parece ndo exercer um
papel glicostatico (LEINEN & McWHINNIE, 1971; SANDERS, 1983 a ;b; FINGERMAN
e cols., 1993). Talvez os niveis de glicose circulante em crustdceos sejam controlados
através do sistema enddcrino via hormoénio hiperglicémico e por fatores neuroendocrinos
(serotonina, dopamina, GABA, leu-leucina e outros) (ROTHE e cols., 1991;
FINGERMAN e cols.,, 1993; SAROJINI e cols., 1995). No presente trabalho a
administracdo de insulina ao caranguejo durante 8 dias ndo alterou significativamente os
valores de glicose na hemolinfa. Esse resultado confirma os dados obtidos por
KUCHARSKI (1997) que nao verificou variagdo significativa na concentragdo de glicose

circulante em C. granulata apds o tratamento com insulina bovina.

Como uma molécula com atividade insulinica ainda nao foi isolada em crustaceos, foi
utilizada nos experimentos aqui descritos a insulina suina. Véarios trabalhos demonstraram

que a insulina suina estimula in vitro a glicogénese e a captagdo de glicose em musculos e
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branquias de diversos crusticeos (SANDERS, 1983b; HAGAR & BITTAR, 1985;
WELCOMME & DEVOS, 1994), inclusive em branquias posteriores de C. granulata
(KUCHARSKI e cols., 2002). Além disso, a insulina de mamifero tem sido usada em
varios trabalhos sobre receptores de insulina em insetos, moluscos e crustaceos
(PETRUZZELLI e cols., 1984; CHUANG & WANG, 1993; YAMAGUCHI ¢ cols., 1995;
JONAS e cols., 1996; KUCAHRSKI e cols, 1997; KUCHARSKI e cols., 1999). A
concentragdo de insulina suina utilizada nestes experimentos foi elevada quando comparada
aquela utilizada em trabalhos com mamiferos. Contudo, a dose escolhida para os
experimentos descritos nesta Dissertacdo ¢ similar aquelas utilizadas em C. granulata por
KUCHARSKI (1997), em Strophocheilus oblongus por MARQUES & FALKMER (1976)

e em Cherax quadricarinatus por RICHARDSON e cols. (1997).

Em peixes e crustaceos, LYNDON & HOULIHAN (1998) mostraram que o tecido
mais ativo em termos de sintese de proteinas ¢ o branquial, seguido pelo figado e
hepatopancreas, muasculo e coracdo. SCHEIN e cols. (2003) obtiveram em C. granulata
valores de sintese de proteinas no tecido branquial significativamente maiores que os
obtidos no hepatopancreas e no musculo. Os resultados deste trabalho confirmam os dados
de SCHEIN e cols. (2003) e VINAGRE & DA SILVA (2002), pois a sintese de proteinas
nas branquias (posteriores e anteriores) foi cerca de 2 a 3 vezes maior do que aquela no
musculo mandibular e no hepatopancreas. O tecido branquial apresenta uma grande 4rea de
superficie exposta ao meio ambiente, devido a fun¢do respiratoria e osmorreguladora.
Acredita-se que mesmo em situagdes adversas de temperatura, salinidade e restricdo
alimentar a capacidade de sintese de proteinas nas branquias seja mantida, devido a

importancia deste 6rgdo para a sobrevivéncia do animal. Em C. granulata submetido ao
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estresse hiperosmotico a sintese de proteinas nas branquias posteriores aumentou 66%
quando comparada aquela do grupo controle (SCHEIN e cols., 2003). Contudo, o jejum de
3 trés semanas nao alterou significativamente a sintese de proteinas em branquias de C.

granulata (VINAGRE & Da Silva, 2002).

O efeito anabolico da insulina sobre o metabolismo de proteinas ¢ filogeneticamente
muito antigo, tendo sido demonstrado em diversas classes de vertebrados (NORRIS, 1997).
A acdo da insulina sobre a sintese de proteinas no musculo parece ser a mais primitiva
atividade biologica desse hormonio em vertebrados (INUI & GORBMAN, 1978;
PLISETSKAYA e cols., 1984). Em invertebrados a maior parte dos estudos sobre o efeito
metabolico da insulina focalizam a acdo deste hormonio sobre o metabolismo de
carboidratos (SANDERS, 1983 a,b; HAGAR & BITTAR, 1985; WELCOMME & DEVOS,
1994; MARQUES & FALKMER 1976; RICHARDSON e cols., 1997; KUCHARSKI ¢
cols., 2002). Nao foi encontrado nenhum trabalho abordando o efeito da insulina de
mamiferos sobre a sintese de proteinas em invertebrados. A administragdo de insulina suina
durante 8 dias ndo modificou significativamente a concentracdo e a sintese de proteinas nas
branquias anteriores e posteriores em C. granulata. Neste caranguejo a presenca de
receptores para insulina foi constatada em branquias anteriores e posteriores, contudo, in
vitro, este hormonio estimulou a captacdo de glicose e sintese de glicogénio somente nas
branquias posteriores (KUCHARSKI e cols. 1997, KUCHARSKI e cols., 2002).
Recentemente a clonagem parcial do receptor de insulina (CIR) foi realizada a partir do
tecido branquial (TRAPP e cols., 2002). Também a incorporagdo de "C-Leucina em
proteinas, no hepatopancreas e miisculo mandibular de C. granulata, nao foi alterada com o

tratamento com insulina suina durante 8 dias. Em vertebrados, em especial nos mamiferos,
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a insulina controla as fungdes anabdlicas (sintese de carboidratos, de lipidios e de diversas
proteinas), e os IGFs regulam diretamente o crescimento ¢ o desenvolvimento a nivel
celular (THORPE & DUVE, 1984; CHAN & STEINER, 2000). Entretanto em
invertebrados, os peptidios similares a insulina apresentam tanto fun¢des metabdlicas como
de crescimento e diferenciagdo (CHAN & STEINER, 2000). Nenhum peptidio semelhante
a insulina com efeito metabolico preponderante foi constatado em invertebrados (CHAN &
STEINER, 2000). No lagostim C. quadricarinatus a administracdo de IGF-I aumentou a
incorporagdo de '*C-leucina em proteinas no masculo e hepatopancreas (RICHARDSON e
cols., 1997). Os autores sugerem o envolvimento do IGF-I nos processos de crescimento e
metabolico nesse crustaceo, contudo, o efeito da insulina sobre o metabolismo de proteinas
ndo foi avaliado em C. quadricarinatus (RICHARDSON e cols., 1997). Estudos futuros
utilizando IGF-I serdo necessarios em C. granulata para esclarecer o efeito do sistema
insulina/IGF-I sobre o metabolismo de proteinas em crustidceos. A existéncia de uma
molécula semelhante ao IGF-I em crustaceos foi sugerida através da detec¢do de RNAm

em tecidos do caranguejo Cancer productus e da lagosta Homarus americanus (CHANG e

cols., 1995).

A concentragdo de aminodcidos livres intracelulares em crusticeos ¢ cerca de 10
vezes maior que a constatada em mamiferos. Nesses animais, os aminoacidos livres nos
tecidos sdo os principais compostos organicos osmoticamente ativos, destacando-se a
arginina, alanina, glicina, prolina, dcido glutdmico e a taurina. Aproximadamente 50% da
pressdo osmotica intracelular resulta da presenga dos aminoacidos livres (GILLES, 1982;

ROBERTSON, 1992; BISHOP & BURTON, 1993; GILLES, 1997).
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Diversos trabalhos demonstraram que a concentragdo de aminoacidos livres nos
tecidos aumenta em crusticeos e moluscos submetidos ao estresse hiperosmotico
(MATSUSHIMA & HAYASHI, 1992; DRAGOLOVICH & PIERCE, 1992; BISHOP &
BURTON, 1993; OKUMA & ABE, 1994; BISHOP et al., 1994; GILLES & DELPIRE,
1997; GILLES, 1997). Em crustaceos decapodas as proteinas hemolinfaticas e tissulares
sdo fontes de aminodacidos livres durante o estresse osmoético (KOENING, 1981; TAN &

CHOONG, 1981; FREIRE et al., 1995).

Os caranguejos do presente trabalho foram alimentados com carne bovina durante
15 dias. Entretanto, SCHEIN e cols. (2003) ndo constataram diferencas significativas das
concentragdes de glicina, serina, arginina, alanina e prolina, principais aminoacidos na
hemolinfa do C. granulata, entre caranguejos alimentados com uma dieta rica em

carboidratos e aqueles mantidos com a dieta rica em proteinas.

A captacdo de aminoacidos em tecidos animais ocorre através de diferentes tipos de
sistemas de transporte, que sdo identificados de acordo com suas propriedades cinéticas e
suas especificidades. Os sistemas A, ASC, X'. e N™ sdo sensiveis a insulina, enquanto o

sistema L ¢ insensivel (TESSARI, 1994).

O "C-AIB é amplamente utilizado para o estudo de transporte de amino4cidos em
vertebrados, ele ndo ¢ metabolizado pelas células e ¢ acumulado no seu interior de maneira
semelhante aos aminodcidos naturais (SEGAL e cols., 1966). Segundo SHOTWELL
(1981), o transporte de AIB ¢ feito através de dois mecanismos: o sistema A (ativo

dependente de s6dio) e o sistema L (difusdo facilitada).



52

O tratamento do caranguejo C. granulata por 8 dias com insulina bovina aumentou
significativamente a captagio de '*C-AIB em branquias posteriores ¢ no hepatopancreas.
Em C. granulata, EICHLER (2001) constatou que o transporte de aminoacidos nas
branquias posteriores ocorre tanto através do sistema A, dependente de soédio, como do
sistema L, independente de sodio, pois na auséncia deste ion a captacio do '“C-AlIB,
embora tenha diminuido, ndo foi inibida completamente. Ainda, a autora sugere que o
sistema A de transporte ¢ mais ativo no verdo, talvez relacionado com um aumento da
salinidade da agua no habitat do C. granulata nessa época do ano. AHEARN (1983)
verificou a presenca de um mecanismo de transporte do aminoacido alanina, mediado por
um carreador dependente do ion s6dio, em células F do hepatopancreas da lagosta Homarus
americanus. Os resultados do presente trabalho sugerem que em C. granulata o aumento da
captagdo de 1C-AIB em branquias posteriores ¢ hepatopancreas apds o tratamento com
insulina ocorre através do sistema A sensivel a insulina. O papel da substancia semelhante a
insulina em invertebrados ainda ¢ pouco conhecido, contudo, o seu envolvimento no
processo de osmorregulagdo foi uma das fungdes postuladas para este horménio (EPPLE &
BRINN, 1987). A identificacdo das branquias posteriores e do hepatopancreas como
tecidos alvo da a¢do da insulina sobre o metabolismo de proteinas em crustaceos ¢
esclarecedor para a identificagdo do papel deste hormonio em invertebrados. Considerando
que estes caranguejos vivem em um estudrio onde a salinidade varia de 0,22%0 a 34%y €
que as branquias estdo expostas a0 meio ambiente, a a¢do da insulina sobre o metabolismo
dos aminoacidos nas branquias posteriores pode ser importante na adaptagdo desse animal
ao habitat estuarino. Em C. granulata a participagdo da via gliconeogénica

hepatopancreética no ajuste metabdlico do repositdrio de aminodcidos durante o estresse
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hiposmotico foi demonstrada por OLIVEIRA e Da Silva (2000). A agao deste hormonio na
captagdo de aminoacidos pode ocorrer durante a adaptacdo ao estresse hiperosmotico
quando € necessario aumentar a concentragdo de aminoacidos livres intracelular para
regular o volume celular. SCHEIN e cols. (2003) constataram uma diminui¢ao significativa
da concentracdo de glicina na hemolinfa de C. granulata ap6s estresse hiperosmotico. O
sistema de transporte de glicina € o A, que € s6dio dependente e sensivel a agdo de insulina.
Além disso, a glicina ¢ uma aminoacido ndo perturbador, pois ndo causa qualquer alteracao
na atividade enzimatica intracelular, sendo considerada, por isto, um excelente osmolito
(YANCEY e cols., 1982). Recentemente, em branquias do molusco bivalve Geukensia
demissa foi constatado actmulo intracelular de alanina e glicina apds o choque

hiperosmético (DEATON, 2001).

Nao foi constatado efeito da insulina suina sobre a captagdo de “C-AIB em
branquias anteriores ¢ musculo. Da mesma forma, KUCHARSKI e cols. (2002) nao
constataram efeito de insulina suina sobre a capta¢dao de glicose e a sintese de glicogénio
em branquias anteriores. Estes resultados corroboram com a hipotese da participagdo da
insulina no processo de osmorregulagdo, pois as branquias posteriores t€m a fungdo de
osmorregulacdo e as anteriores respiratoria (PEQUEUX, 1995). Entretanto, a presenca de
receptores para insulina em branquias anteriores foi verificada por KUCHARSKI e cols.
(1997), contudo, o seu papel ainda nao foi esclarecido.

Em seu artigo de revisdo CIAFFI (1984) mostrou possuirem as branquias de
caranguejos um epitélio simples, que separa a d4gua do meio e da hemolinfa, constituido por

2 tipos celulares: células finas, com provavel fun¢do na troca de gases, predominantes nas
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branquias anteriores e células mais espessas, com extensos pregueamentos apicais e

basolaterais, encontradas no interior das lamelas das branquias posteriores.

WELCOME & DEVOS (1991) verificaram que as branquias posteriores do
caranguejo Eriocheir sinensis mostraram um epitélio do tipo transportador enquanto que as
anteriores apresentaram um epitélio tipo respiratorio. Estudos com homogeneizado de
branquias posteriores mostram uma atividade da Na'-K'-ATPase nas branquias posteriores
14 vezes maior do que nas anteriores (TOWLE & KAYS, 1986). Em C. granulata a
atividade da Na'-K"-ATPase nas branquias posteriores ¢ cerca de 1,5 vezes maior que nas
anteriores. CASTILHO e cols. (2001) em C. granulata adaptados a salinidade de 2%
constataram também uma diferenga de cerca 1,5 vez na atividade da Na'-K'-ATPase entre
as branquias posteriores e anteriores. Entretanto, os valores basais obtidos pelos autores
foram mais elevados que os verificados no presente trabalho, talvez devido ao tempo (30
dias) e a salinidade (2%0) da aclimatagio dos caranguejos. Muitos relatos tém demonstrado
que a atividade Na'-K'-ATPase nas branquias posteriores é sensivel a mudancas de
salinidade (NEUFELD et al., 1980; HENRY & CAMERON, 1982; HOLLIDAY, 1988;
KAMEMOTO, 1991; COROTTO & HOLLIDAY, 1996). A exposi¢do a baixa salinidade
parece causar uma elevacio na atividade das enzimas Na'-K'-ATPase e anidrase carbonica,
principalmente nas branquias posteriores e em alguma extensdo nas anteriores (TWOLE et
al., 1976; NEUFELD et al., 1980; HENRY & CAMERON, 1982; SAVAGE &

ROBINSON, 1983; HENRY, 1988a).

Os resultados do presente trabalho mostram que ocorre um aumento significativo na

.o + + A . . .
atividade Na -K'-ATPase nas branquias posteriores dos caranguejos que receberam
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tratamento insulinico durante 8 dias. Em mamiferos diversos trabalhos tém demonstrado a
acdo das catecolaminas, hormoénios da tiredide, do crescimento (GH), cortisol, IGF-I e
insulina sobre a atividade desta ATPase (SWEENEY & KLIP, 1998; EWART & KLIP,
1995). Em branquias de peixes teleosteos e salmonideos os efeitos dos hormonios do GH e
IGF-I sobre a atividade e expressio da enzima Na'-K'-ATPase em brinquias e outros
tecidos envolvidos no processo de osmorregulagdo em peixes t€m sido bastante
investigados (MANCERA & McCORMICK, 1998; SEIDELIN e cols., 1999; LOPEZ e
cols., 2002). Estes trabalhos demonstram que tanto o IGF-I sozinho como a combinagdo de
GH/IGF-I aumenta a atividade e a expressdo da enzima em branquias de peixe. Em
crustaceos ndo foi encontrado nenhum trabalho na literatura consultada que demonstrasse a
acdo da insulina ou IGF-I sobre a atividade dessa ATPase. Os trabalhos em crustaceos
tratam mais do efeito da salinidade sobre a atividade da Na'-K'-ATPase em branquias
posteriores e anteriores € sua participacdo no processo de osmorregulacio (HOLLIDAY,
1988; HARRIS & BAYLISS, 1988; LUCU & DEVESCOVI, 1999; CASTILHO e cols.,

2001).

A Na'-K'-ATPase realiza a transferéncia de 3 Na' intracelulares em troca de 2 K*
extracelulares por molécula de ATP hidrolisada. Esta diferenga no movimento de cétions
através da membrana resulta em um aumento da negatividade em alguns milivolts no
potencial de membrana. A bomba Na™-K" tem distribuicdo ubiqua nas células eucaridticas.
A atividade desta enzima contribui, também, para o controle de pH celular, balanco
osmotico, volume celular, assim como, no transporte de nutrientes como aminodcidos,

vitaminas e glicose (intestino e rim de mamiferos) (SWEENEY & KLIP, 1998).
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O C. granulata é um caranguejo estuarino que mantém as concentragdes osmotica e
ionica da hemolinfa mais ou menos independente do meio. Como outros caranguejos ele é
dependente da atividade da Na'-K'-ATPase branquial para o transporte ativo de sal, de
maneira a manter uma hemolinfa hiperosmoética em meio diluido (CASTILHO e cols.,
2001). Quando este caranguejo ¢ submetido ao estresse hiposmotico 2% a atividade desta
enzima aumenta significativamente tanto nas branquias anteriores como nas posteriores,
contudo, a maior atividade é constatada nas branquias posteriores (CASTILHO e cols.,
2001). Talvez o fornecimento de ATP para a manutengdo da atividade enzimatica seja
oriundo do glicogénio armazenado nesse 6rgdo, pois em C. granulata a concentragdo de
glicogénio nas branquias ¢ cerca de 2 vezes maior que no hepatopancreas e musculo, porém
nas branquias posteriores a concentracdo desse polissacaridio ¢ significativamente maior
que nas anteriores (CHITTO e cols., 2000). Em C. granulata a incubagdo das branquias
posteriores com insulina bovina, estimula a captagdo de glicose e sintese de glicogénio
neste tecido, contudo, o mesmo efeito ndo ¢ constatado nas branquias anteriores

(KUCHARSKI ¢ cols., 2002).

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a insulina além de um efeito
metabolico em branquias posteriores também possui um efeito sobre a osmorregulagdo,
aumentando a atividade da enzima Na'-K'-ATPase e a captagdo de aminoacidos. Talvez o
efeito sobre o metabolismo de carboidratos constatado por KUCHARSKI e cols. (2002)
ocorreria ap6s o processo de adaptacdo osmoética com o objetivo de repor as reservas
energéticas utilizadas durante o processo de adaptacdo a nova salinidade. Nos caranguejos

Eriocheir sinenses e C. granulata ocorre uma redugdo da concentracdo de glicogénio nas
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branquias posterior durante o processo de adaptagdo osmoética (WELCOMME & DEVOS,

1991; CHITTO e cols., 2000).

Em C. granulata os aminoacidos com maior concentra¢dao na hemolinfa sdo glicina,
alanina, prolina, serina e arginina, sendo a glicina ¢ a alanina os que diminuem sua
concentragdo durante o processo de adaptacao ao estresse hiperosmético (SCHEIN e cols.,
2003). Estes dois aminoécidos utilizam o sistema de transporte A dependente de Na' e
estimulado pela insulina em vertebrados. E valido sugerir que em C. granulata o
envolvimento da insulina no processo de osmorregulagdo ocorra aumentando a atividade da
enzima Na'-K'-ATPase em brinquias posteriores e a captacio de aminoacidos durante a
adaptag@o a meio hiperosmoticos. Estudos para a determinagdo da captagdo de aminoacidos
e proteolise com experimentos submetendo os tecidos ao estresse hierosmotico in vitro, na

presenca e na auséncia de insulina, serdo esclarecedores.

O papel da insulina/IGF-I em invertebrados ¢ pouco conhecido, contudo, os
resultados obtidos neste trabalho e em outros da literatura sugerem para este hormonio um
efeito pleitropico com fungdes tanto de insulina como de IGF-I (CHAN & STEINER,
2000). O presente trabalho contribuiu para esclarecer o papel desse hormonio no processo
de osmorregulagdo. Através das técnicas de biologia molecular poderemos verificar se a
insulina também aumenta a expressdo da Na'-K -ATPase em C. granulata como ocorre em

vertebrados (SWEENEY & KLIP, 1998).
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