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Mudancas sazonais nas condi¢cBes ambientais alteram o ritmo sazonal endégeno com efeitos
sobre a fisiologia e o comportamento de diversas espécies animais. Caranguejos estuarinos da
espécie Neohelice granulata (Crustacea, Decapoda, Brachyura) sdo anualmente expostos a
multiplas condicdes estressantes a exemplo das variacdes de salinidade da agua, presséo
parcial de oxigénio, temperatura, pH, fotoperiodo, disponibilidade de alimentos, entre outras.
Em crustaceos a insulina de mamifero estimula a atividade tirosina quinase do receptor insulin/
IGF I- like, a fosforilagao de proteinas citoplasmaticas como o substrato-1 do receptor de
insulina (IRS-1), o transporte de glicose, a glicogénese e a sintese lipidica, além disso,
Kucharski e cols (2002) mostraram uma variacdo sazonal na a¢do do hormdnio. Essas
evidéncias motivam a investigacdo do sistema de sinalizacéo insulin/ IGF |- like e suas relacfes
com as mudancas sazonais do meio ambiente em invertebrados aquaticos. Assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito da sazonalidade sobre a expressao, as caracteristicas de
ligacdo e a transducao do sinal insulinico, bem como, a captacdo de glicose e aminoacidos
neutros em branquias posteriores (BP), anteriores (BA) e musculo mandibular (MM) de
N.granulata em seu ambiente natural. No presente trabalho mostrou-se, pela primeira vez, a
expressdo do gene CGIRLTK (Chasmagnathus granulata Insulin Receptor Like Tirosine
Kinase) e sua variacdo sazonal em tecidos com diferentes caracteristicas morfologicas e
funcionais. Nas BP os mecanismos de modulacdo da via insulin/ IGF I-like no verdo mostraram-
se diferentes, quando comparados aqueles verificados no inverno. No inverno o aumento da
afinidade e da atividade tirosina quinase do receptor foi acompanhado de significativa elevagéo
na expressao do gene CGIRLTK. Contudo, no verdo o aumento na concentracdo de receptores
e na fosforilagdo do substrato exdgeno ocorreu paralelamente ao aumento da expressédo do
gene CGIRLTK. Ja nas BA a sazonalidade ndo afetou a concentracdo de mRNA do CGIRLTK
e as caracteristicas de ligacdo (Kq € Bnay) € fosforilagdo do receptor tirosina quinase mostraram
eventos similares aqueles verificados nas BP no inverno e verdo, entretanto, na primavera,
verificou-se uma resisténcia a insulina nesses 6rgdos. Quanto ao MM constatou-se elevada
sensibilidade a insulina na primavera. Nessa estacao a elevacéo da concentracdo de mRNA do
CGIRLTK foi acompanhada do aumento da concentracdo de receptores, da afinidade do
receptor ao horménio e da atividade tirosina quinase do receptor. No presente trabalho a
captacdo de 1-[14C] 2-deoxi-D-glicose (DG) foi marcadamente superior aquela de 3-0-[14C]
metil-D-glicose (MG) nas BP e BA de N. granulata em todas as estacfes. A maior captacéo de
DG e de MG nas BP e BA ocorre na primavera e no verdo, sugerindo, que o transporte de
glicose, possivelmente, ocorra via GLUT nas branquias. Em contraste ao observado nas
brénquias, ndo se constatou diferencas marcantes entre a captacdo de DG e de MG no
musculo nos meses de inverno, primavera e verdo. E possivel que no tecido muscular existam
dois sistemas de transporte de glicose com diferentes propriedades cinéticas e moduladoras:
via GLUT e via co-transporte de sodio. Concluindo, a sazonalidade dos fatores ambientais
altera a expressao do gene GCIRLTK, as caracteristicas de ligacédo e de transducao do sinal
insulinico, o transporte de nutrientes e de osmolitos em branquias anteriores e posteriores e em

musculo de N. granulata.
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Na biosfera existem dois grandes ritmos: i) o diario- determinado pelo
movimento de rotacdo da terra e ii) o anual- determinado pelo movimento de
translacdo da terra (Bradshaw e Holzapfel., 2007a). Em plantas e animais o ritmo
circadiano identifica o ciclo claro:escuro da terra e coordena adequadas respostas
bioguimicas, fisiolégicas e comportamentais dos organismos. Contudo, 0 processo de
adaptacdo das espécies as condigbes ambientais determinou o surgimento bioldgico
de um ritmo ciclo-anual (sazonal) o qual sincroniza processos enddgenos as
alteracdes na duragéo e na intensidade dos ciclos de claro:escuro e de temperatura
ambiental (Underwood e cols., 1997; Bradshaw e Holzapfel., 2007a;b). Foi proposto
que o ritmo enddgeno sazonal possibilita aos organismos o enfrentamento das
variagles climéticas caracteristicas das estacfes. Esse ritmo biolégico a cada estacao
do ano pode sofrer a influéncia de variagbes da intensidade da luz, da temperatura
ambiente, da umidade, da disponibilidade de nutrientes, entre outros (Bradshaw e
Holzapfel.,, 2007b). Entretanto, essas variacbes ndo impedem o ritmo enddgeno
sazonal ndo prejudicando assim, a funcionalidade e a vida dos organismos ao longo
de toda uma estacdo (Underwood e cols., 1997; Bradshaw e Holzapfel., 2007 b).

O efeito das variacdes sazonais de fatores ambientais sobre os sistemas
bioldgicos tem sido investigado em mamiferos, aves, répteis, anfibios, peixes e
diversas classes de invertebrados (Underwood e cols., 1997; Bradshaw e Holzapfel.,
2007a;b). Estudos realizados com primatas, roedores, passaros e peixes, mostram
gue a variacdo anual de fatores como a temperatura e o fotoperiodo alteram os
sistemas enddcrinos. Dentre estes fatores, o fotoperiodo tem se mostrado imperativo e
parece sincronizar o ritmo enddgeno e os processos fisioldégicos e bioquimicos, em
vertebrados mamiferos e ndo mamiferos, através de mudancas neuro-enddcrinas
mediadas pela melatonina. Tais mudangas s&o bem descritas sobre o ciclo reprodutivo
(2002; Bradshaw e Holzapfel., 2007b), e alguns trabalhos demonstram a interagc&o

com outros sistemas endocrinos (Donahoo e cols., 2000; Bunout e cols., 2003).
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Tanto em vertebrados como em invertebrados multiplos aspectos fisiolégicos e
comportamentais como a migracdo, a muda, a reproducdo, exibem diferencas
sazonais e contribuem para a preservacado das espécies (Underwood e cols., 1997).
Nos invertebrados, em particular nos artrépodes, as alteragcbes sazonais do meio
ambiente determinam que as espécies sejam capazes de alterar rapidamente seus
processos bioquimicos e fisiolégicos prevenindo ocasionais prejuizos a funcionalidade
tecidual (Underwood e cols., 1997; Bradshaw e Holzapfel., 2007b).

Em crustaceos diversos estudos evidenciam uma variagdo sazonal do
metabolismo frente as alteragBes bidticas e abidticas do meio ambiente (Bromberg
1992, Kucharski e Da Silva 1991b; Oliveira e cols., 2003; Novo e cols., 2005;

Castiglioni e cols., 2006; Vinagre e cols., 2007; Oliveira e cols., 2007).

No crustaceo de agua doce Parastacus varicosus a avaliacdo do metabolismo
intermediario mostrou um padrdo sazonal que estava relacionado a maturacdo das
gbnadas nas fémeas e ao preparo a reproducdo nos machos (Silva-Castiglioni e cols.,
2007). Contudo, a exemplo de outros crustaceos decépodes, o teor de oxigénio na
agua, a temperatura e o fotoperiodo, também podem influir no metabolismo
intermediario (Silva-Castiglioni e cols., 2007). J4 no Parastacus defossus, Buckup e
cols. (2008) mostraram as varia¢cdes sazonais da composicao bioquimica de diversos
tecidos. Nesse trabalho a concentracdo de lipidios totais nas branquias foi
significativamente elevada no outono e reduzida na primavera. JA& no musculo as
concentracdes de glicogénio foram elevadas no inverno e reduzidas no outono. Esses
resultados indicam que no Parastacus defossus os carboidratos séo a principal fonte

energética no outono, periodo em que 0s animais séo intensamente ativos.

No crustaceo Ocypode quadrata, Vinagre e cols. (2006) constataram uma
modificacdo sazonal do metabolismo energético com uma significativa reducdo das
concentracdes de glicogénio e de lipidios (triglicerideos e colesterol) da hemolinfa no

verdo e primavera, respectivamente. Nesse crustaceo, que habita solo arenoso ao



INTRODUCAO 19

longo da costa do oceano atlantico, os lipidios da hemolinfa podem estar alterados em
funcao do inicio do periodo reprodutivo, sendo utilizados na espermatogénese. Em O.
quadrata machos houve uma reducédo do teor de glicogénio nas branquias no outono;
no verdo as reservas de carboidratos do musculo e das génadas diminuiram. Ja o
glicogénio pode variar sazonalmente em funcdo da atividade locomotora justificando a

reducao verificada no verao.

As espécies de crustaceos que habitam areas de estuarios sofrem um controle
seletivo e severo em funcdo das variagbes extremas dos fatores ambientais
caracteristicos de cada estacdo do ano. Mudancas tanto comportamentais como
estruturais e funcionais ocorrem nos organismos lacustres e estuarinos, capacitando-
os a tolerar as oscilagdes fisico-quimicas do ambiente (Kinne, 1993). Os estuarios sdo
ecossistemas resultantes da transicdo entre o0os ambientes marinho e limnico,
caracterizando-se por periodos irregulares de total cobertura de agua e outros de
completa exposicdo do substrato. Esses ecossistemas, que constantemente sofrem a
influéncia de fatores oceanograficos, limnicos e meteorologicos, impdem a sua biota
um elevado estresse ambiental. O estresse pode ser gerado tanto pelas variacbes
extremas de fatores como salinidade e temperatura, bem como pela concentracédo de
O, dissolvido no meio e pelos ciclos das marés (Bianchini e cols., 2008).

O caranguejo Neohelice granulata € uma tipica espécie estuarina que evoluiu
a partir de formas marinhas, situa-se sistematicamente na Superclasse Crustacea,
Classe Malacostraca, Ordem Decapoda e Familia Brachyura (Bianchini e cols., 2008).
Este crustaceo habita pantanos salgados ou marismas de estuarios neotropicais do
Brasil, a partir do 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 San Martin, na
Argentina (Boschi, 1964). Em seu habitat, este caranguejo é encontrado entre 0s
pisos supra e mesolitordneos, em areas inundaveis com ou sem vegetacao halo-

hidréfila, onde abre galerias ou tocas com profundidades variaveis de acordo com o
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nivel das marés e do lencol freético. Este procedimento garante a presenca de agua
no fundo da toca e minimiza as amplitudes de variac6es de salinidade e temperatura
ambiente (Turcato, 1990; Botto e Irigoyen, 1980). Os animais maiores, principalmente
0s machos, séo facilmente encontrados em locais abertos, enquanto as fémeas e
animais jovens buscam refugio junto a vegetacao ribeirinha formada, que é composta,
principalmente, por juncos (Bond-Buckup e cols., 1991). O N. granulata, apesar de
apresentar um sistema respiratorio inviavel a respiracdo aérea (Santos e cols., 1987),
€ capaz de suportar longos periodos fora da 4gua e de exposicdo ao sol, porém
guando exposto ao ar atmosférico diminui 0 consumo de oxigénio e reduz a
mobilidade (Santos e cols., 1987). Em relacdo ao comportamento alimentar é uma
espécie onivora-detritivora, a analise do contelido estomacal mostrou a presenca de
sedimentos e de restos de origem animal e vegetal, como também revelou diferencas
gquantitativas e qualitativas de alguns itens alimentares conforme a estacdo do ano
(D’Incao e cols., 1990).

No caranguejo N. granulata Kucharski e Da Silva (1991b) constataram uma
variagdo sazonal na concentragdo de glicose na hemolinfa e de glicogénio e de lipidios
no musculo e no hepatopancreas. Esses resultados indicam que variacdes ambientais
e/ou da disponibilidade de alimentos durante as estacdes do ano alteram o padr&o
metabodlico desse caranguejo. Ainda o0s pesquisadores verificaram que em
hepatopancreas e musculo a reducdo dos niveis lipidicos no outono, em comparagao
ao verdo, é acompanhada por um progressivo aumento na concentracdo de glicogénio
nestes tecidos. No musculo este substrato pode servir como uma importante fonte
energética durante o inverno, uma vez que a concentragdo total de glicogénio é
pequena, quando comparada a de lipidios.

Eichler (2001) verificou que no verdo a captacdo de *C-AIB pelas branquias
anteriores e posteriores foi maior do que no inverno, indicando que a captagédo de

aminodcidos neutros sofre alteracdo de acordo com a estacdo do ano.
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Schein e cols. (2005a) constataram uma modificagdo sazonal na atividade e
expressao da PEPCK e na capacidade gliconeogénica no tecido muscular de N.
granulata. No verdo a capacidade de sintese de **C glicose a partir de *C alanina e a

atividade e a expressdo da PEPCK estdo aumentadas em comparacao ao inverno.

Chitté, (2006) mostrou que em branquias de N. granulata ocorre variacdo
sazonal na atividade gliconeogénica e na concentracéo de lipidios totais. Quando os
animais eram submetidos a condi¢des hiperosméticas a conversao de [**C]-glicerol em
[**C]-glicose diminuiu no primeiro dia de estresse em branquias anteriores e
posteriores no inverno. Ja no verdo, a conversdo de [**C]-glicerol em [**C]-glicose em
branquias posteriores diminui no terceiro dia de estresse hiperosmético. Assim,
durante o processo de aclimatacdo ao estresse hiperosmotico, a comparacdo do
padréo de resposta gliconeogénica branquial entre inverno e verdo mostra marcantes
diferencas sazonais (Chitto, 2006).

Em areas estuarinas e intertidais, as flutuacdes constantes de salinidade
impdem um estresse iBnico a sua biota. Essas variacBes de salinidade induzem
mudangas na composicao organica e inorganica dos fluidos corporais dos organismos,
exigindo das espécies ajustes homeostaticos compensatorios (Bianchini e cols., 2008).

A capacidade osmorreguladora desempenha um importante papel na evolucdo
e na conquista do habitat estuarino pelos organismos. Nos crustaceos eurialinos, a
osmolaridade do fluido extracelular pode variar de maneira diversa em funcédo da
osmolaridade do meio ambiente. Entre os crustdceos decapodes, encontram-se desde
animais estuarinos eurialinos capazes de tolerar grandes variagdes na salinidade do
meio com minimas alteracbes da concentracdo osmotica da hemolinfa —
osmorreguladores — até espécies cuja pressdo osmotica extracelular pode variar
amplamente — osmoconformadores (Mantel e Farmer, 1983).

O caranguejo N. granulata é classificado como eurialino por suportar uma

ampla variacdo de salinidade e como um regulador hiper-hiposmotico, apresentando
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hemolinfa hiposmaética em meio concentrado (40%.) e hemolinfa hiperosmoética em
meio diluido (0%. a 20%0) (Mafie-Gazon e cols., 1974). Seu ponto isosmatico situa-se
entre 28,5% e 30%., No inverno e no verdo, respectivamente (Bromberg, 1992).
Cervino e cols. (1996) demonstraram que caranguejos N. granulata adaptados durante
45 dias as salinidades de 7, 12, 20 ou 34 %o, ap6s submetidos a um experimento onde
tinham liberdade de escolher uma entre estas quatro salinidades, optavam pela
salinidade mais elevada, quando tinham sido previamente aclimatados a salinidade de
20 ou 34 %o.. Entretanto, aqueles animais aclimatados a baixas salinidades néo
apresentaram nenhuma preferéncia. Novo e cols. (2005) avaliaram a sazonalidade da
osmorregulacdo em N.granulata machos e fémeas. Ambos os géneros mostraram
tolerar uma ampla variacao de salinidade na &gua, tanto no inverno quanto no verao.
Além disso, a despeito do aumento significativo da osmolalidade da agua no verao ndo
foi constatada mudanca na osmolalidade da hemolinfa entre as duas estagdes.

Segundo Gilles (1987), crustaceos eurialinos apresentam dois mecanismos
basicos para enfrentar o estresse osmdtico: (1) regulacdo anisosmoética do fluido
extracelular, a qual implica no controle da osmolaridade da hemolinfa independente da
osmolaridade do meio externo; (2) regulacdo isosmoética do fluido intracelular, o que
implica em um controle da osmolaridade do fluido intracelular e do volume celular, com
0 objetivo de manté-lo isosmoético em relacao ao fluido extracelular.

A regulacdo isosmética do fluido intracelular ocorre em duas fases: (1)
compreende respostas imediatas de alteracdo do volume celular, como conseqiéncia
de choques osmoticos, e envolve a alteracdo da plasticidade da membrana
plasmatica; (2) estd relacionada com eventos de influxo e efluxo de efetores
osmoticos, tanto organicos como inorganicos (Na*, ClI' e K*) (Gilles, 1987; Gilles e
Delpire, 1997). Entre os efetores inorganicos, o ion K" é essencialmente importante
durante os choques hipo-hiperosmético, pois limita a alteragdo do volume celular em
invertebrados eurialinos (Gilles, 1987; Gilles e Delpire, 1997). Contudo, os efetores

organicos sdo considerados como principais responsaveis pelo reajuste do volume
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celular durante alteracdes osmoticas do meio extracelular (Gilles e Delpire 1997;
Gilles, 1997).

Os principais osmolitos organicos em eucariotos, que vivem em ambiente
aquatico estressante, estdo restritos a uma pequena classe de moléculas com baixo
peso molecular: polidis (glicerol, manitol e sacarose); aminoacidos livres e derivados
de aminoacidos (taurina, glicina e glutamina); uréia e metilaminas (6xido de
trimetilamina - TMAOQ, betaina e sarcosina) (Janh e cols., 2006).

Em invertebrados e em vertebrados de agua doce, com exce¢do dos agnatas e
dos celacantos, a osmolaridade extracelular é geralmente baixa: 280-359 mOsm/L. Os
jons inorganicos contribuem com aproximadamente 200-300 mOsm/L e os osmodlitos
organicos de baixo peso molecular com 50-100 mOsm/L. Em invertebrados marinhos
ou em peixes primitivos a osmolaridade é aproximadamente trés vezes mais alta. Em
animais com osmolaridade extracelular de 1000 mOsm/L, aproximadamente 200-300
mOsm/L s@o de ions inorganicos e o restante (700-800 mOsm/L) de diferentes
osmolitos organicos, como 0s compostos nitrogenados e polidis. Entretanto, a
concentracdo intracelular dos osmodlitos inorganicos permanece quase inalterada
mesmo que ocorram grandes variacdes nas concentracdes extracelulares (Gilles e
Delpire 1997; Gilles, 1997).

Mudancas na concentracdo de osmodlitos organicos no fluido extracelular
influenciam diretamente as vias metabdlicas intracelulares, pois alteram o fluxo de
substratos (Gilles, 1977; Bock, 2005), a atividade e expressdo de moléculas
sinalizadoras (Gual e cols., 2003a;b; Wehner e cols., 2004; Lamitina e Strange, 2005)
e a atividade de enzimas chave do metabolismo intermediario (Schein e cols, 2005a;
Luquet e cols., 2005; Chittd, 2006). Possivelmente, essas mudancas permitem as
adaptacOes fisiologicas necessérias a sobrevivéncia das células as alteracBes
osmoticas do meio (Schliess e Haussinger, 2002).

Diversos estudos em diferentes espécies de crustaceos decapodes sugerem um

controle endocrino sobre o mecanismo osmorregulatério. Eckhardt e cols. (1995)
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verificaram a presenca de um peptideo na glandula do seio envolvido no controle
neuroenddcrino da osmoregulacdo em Pachygrapsus marmoratus. Pierrot e cols. (2000),
trabalhando com o mesmo caranguejo eurialino aclimatado a agua diluida, perfundiram
as branquias posteriores isoladas com o horménio hiperglicémico de crustaceos (CHH)
obtido da glandula do seio. O CHH aumentou a diferenca do potencial transepitelial e o
influxo de Na* em 50% nestes 6rgdos, sugerindo a participacdo desse neuropeptidio no
controle da osmorregulacdo em crustaceos decpodes.

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

Em N.granulata, o estresse hiposmoético aumenta os valores de glicose
circulante (Da Silva e Kucharski, 1992). Vinagre (1999) constatou que a ablacdo
bilateral dos peddnculos oculares ndo alterou a resposta do metabolismo de
carboidratos ao estresse hiposmético em N. granulata. A autora sugere a possibilidade
de envolvimento de outros horménios ou de outras isoformas de CHH durante o
estresse osmatico.

A acdo da insulina sobre a osmorregulacdo tem sido investigada em células
isoladas de mamiferos (adipocitos, hepatdcitos) e os resultados indicam a relacdo do
horménio com o processo de ajuste osmotico (Gual e cols., 2003a; 2003b). Em
crustaceos. Trapp (2005) mostrou o envolvimento da insulina e da via de sinalizacdo
ativada pela insulina (insulin-like sistem) na adaptacdo ao estresse osmético. Nas
branquias do caranguejo N.granulata as caracteristicas de ligacdo hormonio-receptor e
a transducédo do sinal insulinico foram modificados de maneira significativa de acordo

com o tipo e o tempo do estresse ao qual os animais foram submetidos.
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Desde sua descoberta por Banting e Best em 1922, a insulina tem sido alvo de
inUmeras pesquisas, as quais marcam 0S avan¢os cientificos nas areas da
endocrinologia comparada e molecular (Chan e Steiner, 2000). Os estudos
comparativos realizados de agnatas a mamiferos, demonstraram que a insulina € uma
molécula bastante antiga, e que o horménio e suas fungBes sofreram poucas

modificacdes ao longo da evolucéo (Kelley e cols., 2002; Richardson e cols.,1997).

A ampla distribuicdo filogenética das moléculas da familia da insulina suscitou
investigacdes a respeito da origem evolutiva deste horménio. Chan e Steiner (2000)
sugeriram que a insulina e os fatores de crescimento relacionados evoluiram a partir
de um gene ancestral comum. Atualmente, acredita-se que esse gene apareceu ha
escala evolutiva a aproximadamente 600 milhdes de anos, em representantes dos
Archaemetazoa (precursores dos vertebrados e invertebrados) (Pertseva e Shpakov,
2002). Segundo Chan e Steiner (2000) a molécula insulin-like ancestral funcionou
primariamente como um fator de crescimento mitogénico. Entretanto, o gene da
insulina evoluiu e 0 hormoénio passou a desempenhar o controle central da regulacao
do metabolismo intermediario em vertebrados (Chan e Steiner, 2000).

A insulina, os fatores de crescimento insulin growth factors (IGF-1 e IGF-I1), as
relaxinas e os peptideos semelhantes & insulina dos invertebrados séo classificados
como hormdnios pertencentes a super-familia da insulina. Essas substancias
apresentam semelhancas nas estruturas primaria e terciaria (Chan e Steiner, 2000).

A insulina de mamifero consiste de duas cadeias polipeptidicas (A e B), ligadas
por bandas dissulfidricas. Essas cadeias sdo compostas por 51 aminoécidos,
correspondendo 21 a cadeia A e 30 a cadeia B (Claeys e cols., 2002).

A producéo e secre¢do da insulina foram inicialmente atribuidas as células -
pancreaticas, posteriormente descobriu-se que varios neurénios de diferentes regides
do Sistema Nervoso de vertebrados e células neurosecretoras cerebrais de

invertebrados poderiam produzir insulina (Smit e cols., 1998; Gallardo e cols., 2003;
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Wu e Brown, 2006). Em invertebrados, atualmente sabe-se que a insulina também é
produzida no sistema gastro-entero-pancreatico (Gallardo e cols., 2003, Wu e Brown,

2006).

Nas ultimas décadas, substancias semelhantes a insulina foram detectadas por
métodos imunologicos, histoquimicos e biomoleculares em uma grande variedade de
invertebrados, tais como insetos, crustaceos, moluscos, nematddeos, protozoarios
ciliados, fungos (Aspergillus, Neurospora e Saccharomyces), em procariotos como
Eschericha coli e em Amoeba proteus e Tetrahymena (Ulrich, 1990; Souza e Lépez,
2004). Contudo, poucas moléculas da superfamilia da insulina foram caracterizadas
em invertebrados. Atualmente sdo conhecidas: as bombixinas (4K-PTTHs) do bicho-
da-seda Bombyx mori (Ishizaki e cols., 1983); os peptideos relacionados & bombixina
na mariposa Samia cynthia ricini (Kimura-Kawakami e cols., 1992); duas isoformas de
peptideos relacionados a insulina — LIRP-T1 e T2 do gafanhoto Locusta migratoria
(Lagueux e cols., 1990; Kromer-Metzger e Lagueux, 1994); sete isoformas de
peptideos semelhantes a insulina (MIPS de 1-7) do molusco Lymnaea stagnalis (Smit
e cols., 1998); peptideo semelhante a insulina em Aplysia californica (Floyd e
cols.,1999); cinco potenciais peptideos com significante homologia as insulinas de
camundongo e humana (DILPs 1-5) e dois (DILPs 6 e 7) com menores similaridades
na mosca da fruta, Drosophila melanogaster (Vanden, 2001), dois peptideos (SI-ILPP1
e SI-ILPP2) relacionados a bombixina em Spodoptera littoralis (Van de Velde e cols.,
2007), vérios peptideos relacionados a insulina no nematédeo Caenorhabditis elegans
(Kawano e cols., 2000) e uma proteina de 6 kDa imunoreativa a insulina localizada no

hepatopancreas do crustaceo Panulirus Argus (Gallardo e cols., 2003).

A maioria das substancias insulin-like clonadas em invertebrados foram
isoladas em células do Sistema Nervoso. O alinhamento das sequUéncias peptidicas
mostrou que as moléculas semelhantes a insulina de invertebrados apresentam pouca

homologia entre si e com as insulinas e IGFs de vertebrados (Fig.1). Entretanto, todas
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as moléculas apresentam cadeias peptidicas A e B, conservadas regides ricas em

cisteina e bandas dissulfidricas (Fig. 1) que séo tipicas para todos os membros da

superfamilia da insulina (Chan e Steiner, 2000; Claeys e cols., 2002; Wu e Brown,

2006).
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Figura 1: Alinhamento da seqiiéncia de peptideos representantes da superfamilia da

insulina em invertebrados e vertebrados. Em cinza escuro destacam-se os residuos

de cisteina conservados na cadeia A e B (Claeys e cols., 2002).
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O evento inicial da acdo pleotropica da insulina é a ligacdo do hormdnio a
receptores localizados na membrana plasmatica de células-alvo. Estes receptores
reconhecem a insulina e com ela interagem com alto grau de seletividade e afinidade,
transmitindo o sinal intracelular que resulta na resposta biolégica do horménio
(Cheatham e Kanh, 1995; Saltiel e Kahn 2001). O receptor para insulina em todas as
espécies de vertebrados estudadas, desde o primitivo peixe bruxa, é uma molécula
heterotetrdmera, com duas subunidades a extracelulares e duas subunidades f3
transmembrana (Chan e Steiner, 2000). Segundo Saltiel e Kahn (2001), essas
subunidades funcionam como enzimas alostéricas, nas quais a subunidade a inibe a
atividade tirosina-quinase da subunidade . A liga¢édo da insulina a subunidade a leva
a liberagdo da atividade quinase na subunidade B, seguida por transfosforilacdo desta
subunidade e mudancas conformacionais que iniciam uma complexa cascata de
fosforilagbes em sitios de tirosina nesta subunidade. Essa cascata envolve 6 a 7
residuos de tirosina, sendo trés residuos da subunidade [ (Tyrl158, Tyrll62 e
Tyrl163) os principais sitios de autofosforilagcéo responséaveis pelo grau de ativacao
da tirosina quinase. Além da fosforilagdo da subunidade (3 do receptor, a transducéo
do sinal pela insulina ocorre através de eventos poOs-receptor com a fosforilacdo de
proteinas citoplasméticas (docking proteins), como as proteinas da familia do
substrato do receptor para insulina (IRS 1 - 4), o fosfatidil-inositol-3-quinase (P13-K) ou
as proteinas da via das proteinas quinase ativadas por mitdgenos (MAP quinase)

(Cheatham e Kanh, 1995; Saltiel e Kahn 2001).

Em invertebrados, assim como em vertebrados, os receptores das substancias
semelhantes a insulina e os IGFs (fatores de crescimento) pertencem a familia dos
receptores com atividade tirosina quinase (RTKs) (Navarro e cols., 1995; Kucharski e
cols., 1999). Os trabalhos da literatura demonstram que a transducédo da informacgéo
desses horménios sofreu poucas modificacdes ao longo da evolugcdo. Os processos

desencadeados pela interacdo hormonio-receptor tém se mostrado similares de
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invertebrados a mamiferos, apesar da diferenca na seqiiéncia de aminoacidos desses

receptores (Cheatham e Kanh, 1995; Navarro e cols., 1999; Wu e Brown, 2006).

Véarias moléculas da familia do receptor a insulina foram caracterizadas em
diversas classes de invertebrados, tais como: insetos - Drosophila melanogaster (Wu
e Brown, 2006), Bombyx mori (Fullbright e cols., 1997), Aedes aegypti (Graf e cols.,
1997); em moluscos gastrépodes e bivalves - Lymnaea. stagnalis (Roovers e cols.,
1995), Aplysia californica (Jonas e cols., 1996), Biomphalaria glabrata (Lardans e
cols., 2001), Anodonta cygnea (Leibush e Chistyakova, 2003), Crassostrea gigas
(Gricourt e cols., 2003); no celenterado hidrozoério - Hydra vulgaris (Steele e cols.,
1996); nos vermes - Caenorhabditis elegans (Kimura e cols., 1992) e Echinococcus

multilocularis (Konrad e cols., 2003) e em poriferos (Skorokhod e cols., 1999).

Petruzzelli e cols. (1986) demonstraram que 0s receptores para mosca-da-fruta
ou DIR (Drosophila Insulin Receptor) sédo estruturalmente semelhantes ao receptor de
insulina humano, com 63% de homologia no dominio tirosina quinase. Yamaguchi e
cols. (1995) construiram receptores quiméricos contendo o dominio extracelular do
receptor de insulina humano, com as regides transmembrana e intracelular de mosca-
da-fruta. Esses receptores foram expressos em células de mamiferos e apresentaram
a mesma habilidade de mediar a atividade de fosforilagdo nos residuos de tirosina do
substrato 1 do receptor a insulina (IRS-1), de estimular a proliferacdo celular e de
ativar a MAP quinase quando comparados aos receptores de insulina humanos.
Helbling e Graf (1998) clonaram o homdlogo do receptor de insulina de mosquito -
MIR (mosquito insulin receptor). Os autores descreveram que 0S receptores para
insulina sdo expressos principalmente nos ovarios, provavelmente com funcéo

relacionada a reproducdo nesses insetos.

Roovers e cols. (1995) caracterizaram o receptor da insulin-like do molusco

Lymnaea stagnalis — MIPR (molluscan insulin-related peptide receptor). Os autores
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demonstraram que esse receptor apresentou homologia de 69% no dominio tirosina
quinase com o receptor de insulina humano e, apesar de existirem varias isoformas de
peptideos insulin-like (MIPs de 1 — 7) em L. stagnalis, foi encontrado apenas um tipo

de receptor.

Jonas e cols. (1996) isolaram o cDNA para a regido tirosina quinase do
receptor de insulina expresso no sistema nervoso do molusco Aplysia californica.
Estudos de ligacdo e de imunocitoquimica mostraram que 0 receptor € muito
abundante em um grupo de células neuronais (bag cell neurons) - responsaveis pelo
surgimento do comportamento reprodutivo nesse molusco.

Trapp e cols. (2002) realizaram a clonagem parcial da regido tirosina-quinase
do receptor de insulina em branquias posteriores de N. granulata (Fig.2). Os
resultados do fragmento clonado (CGIRLTK- Chasmagnathus granulata Insulin
Receptor Like Tirosine Kinase, 118 pb, GenBank DQ104241) revelam uma
similaridade de 84% com o receptor insulin-like de Drosophila e Bombix, j& o grau de

homologia com o receptor humano foi de 79%.
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Figura 2: Comparacdo da sequéncia de aminoacidos do CIR (insulin-like receptor
Chasmagnathus granulata), com outros membros da superfamilia do IR (insulin

receptor) (Trapp e cols., 2002).

Esses receptores semelhantes a insulina de invertebrados apresentam
homologia estrutural e funcional entre si e com o0s receptores de vertebrados.
Entretanto, contrastando com as varias isoformas de moléculas insulin-like
encontradas em invertebrados, exemplificadas pelos MIPs (1-7) e DILPs (1-7), a
maioria dos trabalhos apontam a presenca de um Unico receptor para diferentes
isoformas do horménio (Claeys e cols., 2002; Gricourt e cols., 2003). Acredita-se que
as varias moléculas semelhantes a insulina de invertebrados ligam-se em diferentes
sitios de um mesmo receptor ou com diferentes afinidades para desencadear as
respostas hormonais. Assim, os dados existentes até o momento com relagdo as

substancias insulin-like e seus receptores em invertebrados sugerem que 0sS
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receptores s@o evolutivamente mais conservados do que o hormonio (Mugeo e cols.,

1979; Claeys e cols., 2002; Wu e Brown, 2006).

A sinalizacdo poés-receptor em invertebrados é ainda pouco conhecida quando
comparada com os dados em mamiferos, sendo que substancias intracelulares
envolvidas nos eventos de transducao do sinal da insulina foram identificadas apenas
em D. melanogaster e C. elegans (Fig.3). Em drosofila, foram caracterizadas vérias
substancias homologas as moléculas encontradas em mamiferos: substancias
homologas ao IRS-I (CHICO), ao Grb2 (Drk), ao MEK (DSORT), ao ERK (ERK-A), a
PI3K (Dp110). Contudo, os eventos de transducéo do sinal podem envolver a ativagao
do CHICO ou a ligacdo de substratos, como o PI3K, no préprio receptor em locais
especificos (“docking sites”). No nematdide C. elegans também foram identificadas
moléculas semelhantes ao PI3K (AGE-1) a ao AKT-1 e ao AKT-2 (PKB) e, assim como
em droséfila, os eventos sinalizadores podem se desenvolver sem o uso de moléculas
IRS. Nesse nematoide, o caminho sinalizador da insulina, envolve a ativagdo de AGE-
1 e regula o metabolismo, o desenvolvimento e a longevidade (Claeys e cols., 2002;

Porte Jr. e cols., 2005; Wu e Brown, 2006).
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Figura 3. Substancias intracelulares envolvidas com a transdugédo do sinal da insulina

— comparacao entre D. melanogaster, C. elegans e mamiferos (Porte Jr e cols., 2005)
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Em mamiferos, a ligacdo da insulina aos seus receptores de membrana
desencadeia cascatas de eventos intracelulares, com a ativacdo de diversas proteinas
e substratos citoplasmaticos que culminam nas respostas biolégicas ao hormdnio.
Nesses animais as agfes das substancias da familia da insulina estéo relacionadas
com a regulacdo do metabolismo, do crescimento, da diferenciacdo celular; da
reproducdo, da longevidade e do controle do volume celular (Saltiel e Kahn, 2001,
Porte Jr. e cols., 2005; Lamitinia e Cols., 2006).

A insulina e os fatores de crescimento relacionados a insulina (IGF- | e IGF-II)
tém um importante papel na regulagdo do metabolismo e do crescimento. A insulina
atua em processos intracelulares, incluindo: a regulacdo do transporte de ions, de
aminoacidos e de glicose, a transcricdo de genes e a modulagdo da transcricdo de
MRNAs especificos, além da sintese de DNA. Alguns dos seus principais efeitos
bioldgicos sdo o estimulo ao transporte de glicose (via Glut-4), a captacdo de
aminoacidos, a sintese de lipidios, de glicogénio e de proteinas (Taha e Klip, 1999;
Navarro e cols., 1999; Kelley e cols., 2002). Desta forma, a insulina é considerada o
principal horménio envolvido nos processos de biossintese nos vertebrados (White e
Kahn, 1994; Navarro e cols., 1999; Saltiel e Kahn, 2001). J4 o IGF- | tem um
importante papel estimulatorio sobre a diferenciagdo e o crescimento dos tecidos.
Ambos hormonios ligam-se especificamente aos seus receptores de superficie celular
e as interacBes hormoénio-receptor sdo semelhantes em mamiferos, passaros, anfibios

e peixes 6sseos (Navarro e cols., 1999).
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Figura 4: Efeito biologico da insulina/IGF-1 sobre o metabolismo energético,
crescimento, diferenciagcdo celular e expressdo de genes em mamiferos. - estimulo

-| represséao (Saltiel e Kanh, 2001).

Quanto a acdo da insulina ou do IGF-I em vertebrados ndo mamiferos, como
0s peixes, as fungbes exatas ainda estdo sob investigagdo. A insulina é o hormonio
mais relacionado a regulagdo do metabolismo da glicose, mas ela pode ter um papel
secundario no crescimento e diferenciacdo celular em peixes, processo que, em
mamiferos, é predominantemente regulado pelo IGF-I (Planas e cols., 2000).

Plisetskaya e Duan (1994) ao injetar estreptozotocina (conhecida por danificar
as células B-pancreédticas em mamiferos) em salméao verificaram uma diminuicdo na
producéo de insulina. Esta redugéo, por sua vez, causou diminuigdo na expressao do
IGF-I no figado e, conseqlientemente, prejuizos ao crescimento normal desse animal.

Assim demonstrando que a insulina pode afetar o crescimento em peixes.
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Recentemente, foi mostrado por Méndez e cols. (2005) que a insulina e o IGF-
I, provavelmente, via proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK), bloqueiam a
acdo do hormoénio luteinizante (LH) em ovarios de truta, indicando que esses
hormdnios podem exercer funcdes importantes na regulacdo da reproducdo em
peixes.

Em invertebrados, as ac¢des da insulina e dos IGFs se confundem ainda mais,
sendo que ambos participam nos processos de diferenciacéo e de crescimento celular
em praticamente todos os grupos estudados (Chan e Steiner, 2000). Na recente
revisdo sobre o papel dos peptideos relacionados a insulina em invertebrados, Wu e
Brown (2006) descrevem que as substancias insulin-like tém acdes distintas, de
acordo com a espécie estudada, sobre: o metabolismo, o crescimento, a diferenciacéo
celular, a reproducéo, a longevidade e a osmorregulacao.

Na mosca-da-fruta Drosofila melanogaster a ablacao das células produtoras de
insulina (insulin-producing cells- IPCs) na fase larval resultou em um aumento de 38%
na concentracdo de carboidratos na hemolinfa (Rulifson e cols., 2002). Além disso, a
insulina aumenta a oxidagéo e a produgao de lactato e estimula o crescimento celular
(Rulifson e cols., 2002).

Em Bombix mori, na fase larval, a administragdo de bombixina-Il (insulin-like
peptide) reduziu as concentracdes de trealose e de glicogénio e causou estimulo na
atividade das enzimas trealase e glicogénio fosforilase (Wu e Brown, 2006). Ja a
administragdo de insulin-like peptides em B.mori na fase adulta ndo afeta as
concentracdes de trealose na hemolinfa. Em conjunto, estes resultados indicam que
0s peptideos relacionados a insulina estimulam a utilizacdo de glicose, porém, néo
promovem 0 seu armazenamento em B.mori na fase larval. Ao mesmo tempo sugerem
gque os peptideos insulin-like podem atuar de maneira distinta de acordo com o ciclo

de vida nesta espécie de Lepdoptera (Wu e Brown, 2006).
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Na lesma do mar Aplysia californica, a exposi¢cdo a insulina por 15 a 30
minutos aumentou a amplitude e diminuiu a duracdo do potencial de acdo de um
grupo de células neuronais isoladas (bag cell neurons). Estes resultados sugerem que
a substancia similar a insulina de A. californica atue como um neuromodulador ou
neurotransmissor, regulando a excitabilidade desses neurbnios 0s quais estdo

envolvidos com o comportamento reprodutivo desse molusco (Jonas e cols., 1996).

Vérios trabalhos demonstram o envolvimento das substancias da familia da
insulina/IGF no crescimento e desenvolvimento em invertebrados. Na ostra do
Pacifico Crassostrea gigas, o IGF-I humano estimulou a sintese de proteina em
células do manto, sendo que a estimulacdo hormonal foi maior na primavera (periodo
de maior crescimento desses animais) do que em outras esta¢cdes. Receptores insulin-
like foram caracterizados nessas células e estdo relacionados com o crescimento da
concha e dos tecidos moles. Nesses animais, como em mamiferos, o IGF-| foi mais
eficiente do que a insulina em promover o crescimento corporal (Gricourt e cols.,

2003).

Sanders (1983a) identificou e isolou por cromatografia uma molécula
semelhante a insulina no hepatopancreas da lagosta Homarus americanus. Essa
molécula foi capaz de estimular a fosforilagdo de receptores a insulina de placenta
humana. Gallardo e cols. (2003) isolaram e caracterizaram uma proteina insulin-like,
também no hepatopancreas da lagosta Panulirus argus. Essa proteina interagiu com
anticorpos anti-insulina de mamiferos e estimulou a oxidacdo da glicose a CO, e a
lipogénese em adipdcitos isolados de rato. Gutiérrez e cols. (2007) avaliaram o0s
efeitos da administracdo de insulina bovina e do IGF-I humano no camardo Penaeus
vannamei. Nesse trabalho a administracdo de insulina aumentou a concentracdo de
glicogénio nas branquias e no hepatopéncreas e nao alterou os niveis de glicose na
hemolinfa, assim os pesquisadores sugerem a presenca de substancia similar a

insulina neste crustaceo. Recentemente, Manor e cols. (2007) realizaram a clonagem
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e verificaram a expressdo de uma molécula insulin-like na glandula androgénica do
lagostin Cherax quadricarinatus. A molécula de insulina clonada CqlAD (Cherax
quadrucarinatus insulin Androgenic Gland) mostrou um alinhamento nos residuos de
cisteinas das cadeias A e B com outras proteina da familia da insulina (bombixina-I,
DILP, IGF-I, insulina). Contudo, ainda ndo sao conhecidas as acoes fisiolégicas dessa
molécula, acredita-se que estejam relacionadas com os processos de regulacéo e de
diferenciacéo sexual em crustaceos.

Quanto aos receptores insulin-like, Chuang e Wang (1993) isolaram, do
hepatopancreas do camardo Penaeus japonicus, uma proteina fosfotirosil-fosfatase
que desfosforilou os receptores a insulin-like de camar&do e humanos. Posteriormente,
0s autores caracterizaram, imunologicamente, a subunidade 3 de 79 kDa do receptor
de insulina do mudsculo desse camardo. A insulina de mamifero estimulou a
autofosforilacdo deste receptor em residuos de tirosina e a proteina fosfotirosil-

fosfatase de placenta humana causou sua desfosforilagdo (Chuang e Wang, 1994).

Pela técnica de radioreceptores, Kucharski e cols. (1997) demonstraram, in
vivo e in vitro, nas branquias do caranguejo Neohelice granulata, a presenca de sitios
de ligacdo a insulina com propriedades semelhantes aquelas dos receptores de
vertebrados. Em 1999, Kucharski e cols. avaliaram a atividade tirosina quinase em
receptores isolados de branquias, na presenca e na auséncia de insulina bovina. Os
autores constataram que a insulina aumentou (1,3 vezes) a capacidade de
autofosforilagdo do receptor (subunidade de 95 kDa), detectada por autorradiografia e

pela fosforilacdo do substrato exdégeno poly (Glu: Tyr 4:1). A genisteina que é um

potente inibidor da atividade da tirosina quinase, bloqueou a estimulag&o da insulina.

Com relagéo aos efeitos bioldgicos da insulina/IGF em crustaceos, os trabalhos
de Sanders (1983 a, b, ¢) demonstram que a insulina bovina aumentou, no musculo
da lagosta Homarus americanus, a incorporacdo do *C da glicose em glicogénio.

Contudo, a insulina endbgena encontrada na hemolinfa desse crustaceo néo
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apresentou efeito glicostatico. Apos, outros autores demonstraram que a insulina de
mamifero aumentou a captacdo de glicose nas branquias posteriores do caranguejo
Carcinus maenas (Welcomme e Devos, 1994) e no musculo da craca Balanus balanus
(Hager e Bittar, 1985). Em Cherax quadricarinatus, a insulina humana e o IGF-I
aumentaram a concentracdo de glicose livre no hepatopancreas e no musculo. Além
disso, o IGF-I estimulou a incorporacéo de **C da glicose em glicogénio no musculo e
o de C da leucina em proteinas no hepatopancreas e no musculo, sugerindo um

duplo efeito para esse horménio em crustaceos (Richardson e cols., 1997).

Trapp (2000) demonstrou que a composicdo da dieta e o estado alimentar
influenciam a capacidade de fosforilacdo do receptor insulin-like do tecido branquial do
caranguejo Neohelice granulata. A administracdo de dieta rica em carboidratos (RC)
aumentou a fosforilagdo basal do receptor insulinico, detectada pela fosforilagdo do
substrato exdgeno poly (Glu: Tyr) 4:1, em relagdo a dieta rica em proteina (RP). Além
disso, foi evidenciando um aumento na fosforilacdo do receptor apds 30 dias de jejum
em animais previamente alimentados com dieta RP. Os dados sugerem que a insulina
participa no processo de regulacdo metabdlica do tecido branquial de crustaceo

quando submetido a diferentes dietas e ap6s ao jejum.

Em N. granulata, Kucharski e cols. (2002) verificaram que a insulina bovina
aumentou a incorporacdo do *C-glicose em glicogénio e a captacdo de glicose em
branquias posteriores, contudo o efeito ndo foi observado em branquias anteriores. A
dose de insulina de mamifero necesséria para estimular tanto a glicogénese como a
captacéo de glicose nas branquias posteriores foi maior no verao (40pU/ml) do que no
inverno (20 pU/ml), indicando uma variacdo sazonal na resposta metabdlica ao

hormdnio em N.granulata.

Martins (2003) demonstrou que o tratamento do caranguejo N. granulata com

insulina porcina por 8 dias ndo causou variagdo nos niveis de glicose da hemolinfa, o
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que sugere que este hormoénio ndo tem efeito glicostatico em crustaceos. Contudo, a
insulina de mamifero aumentou a captacdo de aminoacidos (acido amino butirico —
AIB) nas branquias posteriores e no hepatopancreas e a atividade da enzima Na'/K*
ATPase nas branquias posteriores.

Em crustaceos estuarinos, as mudancas dos fatores bidticos e abiodticos do
ambiente externo podem modular a atividade e a expressdo de enzimas chave de vias
metabdlicas importantes para a manutencdo das espécies (Kucharski e Da Silva,
1991a; Oliveira e Da Silva, 1997; Schein e cols., 2004; Schein e cols., 2005gq;
Marquese, 2004). As regides de pantanos e marismas impdem a sua biota um elevado
grau de estresse celular relacionado com a magnitude e o tempo de exposicdo a
mudancas extremas de fatores ambientais (Novo e cols., 2005; Jun Xu e Wu, 2006).
Dentre os fatores destaca-se a salinidade uma vez que suas flutuacbes diarias e
sazonais exigem das espécies estuarinas e intertidais mudancas constantes nos
mecanismos de regulacéo do volume celular (Gilles e Delpire, 1997; Luquet e cols.,
2002; Novo e cols., 2005). A ativacdo desses mecanismos regulatorios determina
modificagbes dos sistemas de transporte celular de osmdlitos organicos e inorganicos,
assim como, do metabolismo intracelular (Gilles e Delpire, 1997; Towle e Weihrauch,
2001; Schein e cols., 2005b)

Em crustaceos eurialinos, assim como em outros animais, o suprimento
constante de glicose da hemolinfa para os tecidos é crucial para o funcionamento
celular, em especial nos momentos de elevada demanda metabdlica a exemplo da
regulacdo osmdética (Radford e cols., 2005; Lorenzon e cols., 2007). Em diversas
espécies animais, o transporte de glicose para o compartimento intracelular ocorre via
co-transporte de sodio-SGLT (SGLT-soédio glucose like transporter) ou via difusdo
facilitada-GLUT (GLUT-glucose transporter) (Joost e Thorens, 2001; Verri e cols.,
2001; Kaloyianni e Doukakis, 2003; Seki e cols., 2003; Villela e cols., 2003; Zhao e
Keating, 2007). Os transportadores de glicose sddio dependente, do tipo SGLT-1,

foram descritos e alguns clonados em todos os grupos de vertebrados: peixes,
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anfibios, répteis, passaros e mamiferos (Kipp e cols., 1997; Nagata e cols., 1999;
Pajor e cols.; 1992; Garriga e cols., 1999; Hediger e cols., 1987; Pascual e cols.,
2006). Em invertebrados, esse sistema de transporte de glicose foi detectado em
moluscos, ecnodérmos e crustaceos (Pascual e cols., 2006). J4 o transporte de
glicose via difrusdo facilitada (GLUT) foi verificada em artropodes, peixes, aves e
mamiferos (Pascual e cols., 2006).

Dentre as proteinas que realizam o transporte facilitado de glicose estd o
GLUT-4. Atualmente sabe-se que a dindmica de transporte dessa proteina pode ser
modulada por fatores hormonais e n&o hormonais. Em vertebrados, a insulina
aumenta o transporte de glicose em células musculares e adiposas pela translocacdo
de GLUT-4 do meio intracelular para a membrana plasmética e aumenta a expresséo
destes transportadores (Saltiel e Kahn 2001). Além disso, pesquisas recentes mostram
gue o transporte de glicose via GLUT-4 também é estimulado por fatores né&o
hormonais, como a contragdo muscular e o estresse osmotico (Gual e cols., 2003). Em
invertebrados, sdo conhecidos poucos estudos sobre o efeito de fatores hormonais e
ndo hormonais sobre o transporte celular de glicose via difusdo facilitada. Baker e
Carruthers (1980), utilizando musculo de crustaceo como modelo experimental,
demonstraram que a insulina de mamiferos aumentou a captacéo de glicose, a adicdo
de floretina ao meio de incubacéao inibiu o transporte desta hexose. A insulina bovina
também estimulou o transporte de hexoses no musculo de Balanus nubilis e no tecido
branquial do caranguejo Carcinus maenas (Hager e Bittar, 1985; Welcomme e Devos,
1994). Nas branquias do caranguejo N. granulata, Kucharski e cols. (2002) mostraram
gue o transporte de glicose é estimulado pela insulina bovina.

As variacdes ciclo-anuais dos niveis de salinidade e de O, ambiental a que
estdo sujeitos os crustaceos regulam o ciclo de sintese/ mobilizacdo de glicogénio e
podem modificar a concentracdo de aminoacidos tissulares nestas espécies (Vinagre e
Da Silva, 1992; Vinagre e Da Silva, 2002; McNamara e cols., 2004;. Schein e cols.,

2005b; Augusto e cols., 2007). A concentragdo intracellular de amino&cidos livres é
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alterada durante a regulacdo do volume celular, apdés a exposicdo ao estresse
osmotico. Dessa maneira 0s aminoacidos intracelulales sdo frequentemente
investigados e podem indicar a capacidade de adaptacdo das espécies a salinidade
ambiente (Wehner e cols., 2004; Kube e cols., 2007). Em crustaceos, a concentracao
de aminoacidos tissulares é dez vezes maior do que em mamiferos; sendo o0s
aminoacidos arginina, alanina, glicina, prolina, acido glutdmico e a taurina os mais
importantes (Gilles, 1997; Gilles e Delpire, 1997; Wehner e cols., 2004). 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).
Varios estudos mostram um aumento na concentracdo de aminoacidos nos tecidos de
invertebrados quando submetidos a estresse hiperosmotico (Dragolovich e Pierce,
1992; Okuma e Abe, 1994; Bishop e cols., 1994). Contudo, durante o choque
hiperosmatico, os niveis de proteinas da hemolinfa e aminoacidos livres diminuem
indicando que as proteinas hemolinfaticas e tissulares possam ser fontes de
aminodcidos livres durante esse processo (Tan e Choong, 1981; Freire e cols., 1995).
Diferentemente da glicose, o transporte de amino&cidos é realizado por
diversos sistemas. Esses sistemas apresentam uma ampla heterogeneidade funcional
e de distribuicdo na membrana plasmatica e nos tecidos (Guidotti e Gazzola, 1992).
Em mamiferos, o transporte de aminoacidos neutros ocorre via sistema A, ASC, L e N.
O sistema A é adaptativo, dependente de sodio, sensivel a alteracdes no potencial
eletrogénico e transporta aminoacidos neutros com cadeias laterais de tamanhos
diferentes (glicina, L- alanina, L- metionina, L- glutamina e L- prolina), bem como,
metilaminas (sarcosina, betaina e o analogo ndo metabolizavel MeAIB) (Guidotti e
Gazzola, 1992; Schein e cols.,, 2005a, Jahn e cols., 2006). O transporte de
aminodcidos via sistema A é regulado pela osmolalidade extracelular e esta envolvido
nas respostas iniciais as altera¢cdes osmaoticas (Wehner e cols., 2004). Em eritrocitos e
hepatdcitos isolados de truta (Salmo trutta), Gallardo e cols. (1997) demonstraram

variagdo sazonal na capacidade de captagcdo de amino acidos neutros. J& nas
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branquias de N.granulata, Eichler (2001) identificou que o transporte de aminoacidos
ocorre via sistemas A (dependente de sbdio) e L (independente de sddio). Ainda nesse
trabalho, a captacéo de AIB (acido amino-isobutirico) foi avaliada entre as estacoes de
inverno e verdo, em animais aclimatados ao laboratério, e os resultados obtidos
sugerem que nas branquias posteriores de N.granulata o sistema A pode encontrar-se
mais ativo no verao.

No seu habitat o N. granulata permanece longos periodos fora da agua, sendo
considerado uma espécie semi-terrestre (Mafie-gazon e cols.,1974). Uma das
estratégias para a conquista do meio terrestre foi a interiorizacdo das bréanquias,
determinada pelo prolongamento da carapaca. Desta forma, ao sair do ambiente
aquatico, o animal mantém os tecidos umedecidos através da retencdo de agua na
cavidade branquial. O N.granulata possui cinco pares de branquias anteriores e trés
pares de branquias posteriores, dispostas nos mesmos segmentos toracicos (Mafie-
gazon e cols., 1974; Bond-Buckup e cols., 1991).

Esta descrito na literatura que o tecido branquial de crustaceos apresenta uma
diferenciacdo funcional e estrutural (Luguet e cols., 2002). As branquias anteriores
apresentam um epitélio do tipo respiratério e ndo sofrem alteracdes significativas na
sua estrutura quando ocorrem variagdes de salinidade no meio. J& nas branquias
posteriores, a atividade osmorreguladora é predominante e, dependendo da salinidade
do meio no qual se encontra o animal, o processo de transporte de cloreto de sddio
pode ser ativado ou inibido (Luquet e cols., 2002).

Em crustaceos o sistema muscular permite a interacdo dos organismos com o
meio ambiente e desempenha importantes fungdes metabdlicas. Morfologicamente, o0s
musculos de crustadceos sao similares aos estriados de vertebrados, porém, existem
diferencas entre espécies e na mesma espécie dependendo da ac¢éo realizada (Medler
e cols., 2005; Gimenez e cols., 2007). Quanto as funcdes fisioldgicas, o tecido
muscular contribui para homeostase através da sintese e mobilizacdo de proteinas, do

fornecimento de substratos energéticos (lipidios e glicose) para os demais tecidos, da
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metabolizacdo do lactato hemolinfatico (McNamara, 2004; Augusto e cols., 2007;
Maciel e cols., 2008). A regulacdo do reservatério de aminoacidos € particularmente
importante para espécies eurialinas. Schein e cols. (2003) mostraram que 0 musculo
mandibular € um tecido ativamente envolvido no processo de ajuste osmotico em
condicbes de estresse salino em N. granulata.

Em N. granulata, as branquias e o musculo séo tecidos envolvidos no ajuste
osmotico e, portanto, fisiologicamente muito requisitados sazonalmente. O muasculo é
banhado, principalmente, pela hemolinfa, ja as branquias estdo em contato direto com
0 meio externo e precisam dispor de mecanismos que possibilitem rapidos ajustes as
variacbes ambientais de salinidade, de pH e de temperatura.

Ja foi demonstrado que fatores neuro-enddcrinos influenciam a regulagéo
osmoética em crustaceos. Moles (2006) descreve o envolvimento do horménio
hiperglicemiante de crustaceos com o transporte de ions e o equilibrio osmético. Em
crustaceos é bem documentado que o CHH regula o metabolismo de carboidratos com
efeito estimulatorio sobre a enzima glicogénio fosforilase e inibitério sobre a glicogénio
sintase muscular e hepatopancreatica (Moles, 2006). Estes aspectos fisioldgicos do
CHH motivam a identificacdo de horménios contraregulatérios em crustaceos, a
exemplo da insulin-like. Além disso, trabalhos prévios demonstram que a insulina de
mamifero estimula a glicogénese e o transporte de glicose em branquias de
crustaceos e mostram uma variagdo sazonal na acado do hormdnio (Kucharski e cols.,
2002; Gutiérrez e cols., 2007).

O efeito da sazonalidade sobre os processos bioquimicos e fisioldgicos ainda é
pouco conhecido, embora seja registrado em mais de 200 espécies de invertebrados.
Em humanos alguns trabalhos indicam uma alteracdo na sensibilidade a insulina de
acordo com a época do ano (Bunout e cols., 2003). Também em vertebrados nao
mamiferos foi constatada uma variacdo anual na ligacdo insulina-receptor. Scapin e
Incerpi, (1992) mostraram que em Rana esculenta a variagdo anual na ligacédo

insulina-receptor reflete a modulagdo do niumero de receptores ao horménio e pode
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estar associada as mudancas de temperatura e de pH. Contudo, a acdo da insulina
sobre a osmorregulacdo, a variacdo do sinal insulinico em funcdo de alteracdes
sazonais de aspectos ambientais, bem como, a magnitude dessas relacdes necessita
ser mais bem investigada.

Em crustaceos diversas pesquisas indicam alteracbes sazonais, tecido-
especificas, do metabolismo de carboidratos e de lipidios (Bromberg 1992, Kucharski
and Da Silva 1991b; Novo e cols., 2005; Castiglioni e cols., 2006; Vinagre e cols.,
2007; Oliveira e cols., 2007; Buckup e cols., 2008). Entretanto, até o0 momento, sédo
desconhecidos trabalhos que avaliem aspectos bioquimicos e fisiolégicos da agéo da
insulina e suas possiveis relacdbes com as mudancas sazonais do meio ambiente.
Igualmente sdo raros os estudos que avaliem o efeito da sazonalidade sobre a
captacdo de hexoses e de aminoacidos, uma vez que os estudos que avaliam o efeito
da sazonalidade sobre diferentes vias metabdlicas nesta espécie tém sido conduzidos
em condicdes controladas de temperatura, de salinidade, de pressdo parcial de
oxigénio e de disponibilidade e composicéo do alimento.

O N. granulata é um adequado modelo biol6gico para o estudo da sazonalidade,
pois sofre amplas variacdes bidticas e abidticas em seu ambiente natural. Além disso,
€ um caranguejo escavador que habita, em ampla extensdo, a area intertidal em
regides estuarinas e desempenha uma importante engenharia de ecosistema, com
efeitos diretos na infauna, na epifauna, na qualidade da 4gua e do solo (Menone e
cols., 2004). Estudos sobre a ecofisiologia desses animais contribuem para a
compreensdo das estratégias fisioldgicas utilizadas por esses crustdceos que

permitem a vida em um ambiente tdo estressante como o estuério.
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A partir do exposto a hipotese desse trabalho é: As mudancas sazonais de
fatores ambientais podem afetar a expresséo do gene GCIRLTK, as caracteristicas de
ligacdo e de transdugédo do sinal insulinico, o transporte de nutrientes e osmolitos em

branquias e musculo de N. granulata?



OBJETIVOS
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1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da sazonalidade sobre a expressdo génica, as caracteristicas
de ligacdo e afinidade e a transducao do sinal insulinico, bem como, a captacdo de
aminoacidos neutros e de glicose em branquias posteriores, anteriores e musculo

mandibular de N.granulata em seu ambiente natural

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Medir, a cada estacdo, no ar, na dgua do estuério e na hemolinfa dos
caranguejos 0s seguintes parametros: temperatura (ar e agua), pH (agua e
hemolinfa) e osmolalidade (agua e hemolinfa);

. Investigar a sazonalidade da expressdo da regido tirosina quinase do
gene CGIRLTK em branquias anteriores e posteriores e no musculo
mandibular.

. Conhecer as varia¢des sazonais da porcentagem de ligacdo especifica
da *®I-insulina em branquias anteriores e posteriores e no masculo mandibular.
. Avaliar a cada estacéo as caracteristicas da competicdo da **°l-insulina
e a insulina ndo marcada em branquias anteriores e posteriores e no musculo

mandibular.
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. Verificar a sazonalidade da afinidade e a concentragéo de receptores a
insulina em branquias posteriores, anteriores e no muasculo.

. Avaliar a fosforilagdo do substrato sintético poly (Glu; Tyr) 4:1 em
preparacdes de membranas plasméticas de branquias posteriores, anteriores e
de masculo.

. Investigar a sazonalidade da captacéo de 2- [**C] deoxi-D-glicose e 3-O-
[**C] metil-D-glicose em branquias anteriores, posteriores e no masculo.

. Investigar a sazonalidade da captacdo de 1-[*"C] MeAIB- acido metil

aminoisobutirico em branquias anteriores, posteriores e no masculo.



MATERIAIS E METODOS
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1 Materiais

Os produtos utilizados tinham as seguintes procedéncias: Tris (hidroximetil-
aminometano) da Aldrich; Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), ortovanadato de
sbdio, trifosfato de adenosina (ATP), o polimero sintético poly (Glu; Tyr) 4:1, prolactina
ovina, 2,5-Dipheniloxazola (PPO), 1,4-bis [2-(5-feniloxazonil-benzeno)] (POPOP) e
Hepes, da Sigma; Triton X-100, &cido acético, &cido etilenodiamino-tetraacético
(EDTA), sulfonil dodecil de sddio (SDS), metanol, cloreto de sddio, sacarose, cloreto
de manganés (MnCl,) , cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de calcio (CaCl,),
bicarbonato de sodio (NaHCOs;) e cloreto de potassio (KCI) da Merck; Acido
tricloroacético (TCA), &cido ortofosférico e tolueno, da Nuclear; Sulfato de sédio
(Na,SO,) da Reagen; Brometo de sodio (NaBr) da Vetec; Albumina de soro bovino
(BSA) da Gibco; Genisteina, coomassie brilhant blue, da Acros; Insulina regular
humana da Biohulin e a insulina bovina foi gentilmente cedida pela Companhia Biobras

(Brasil). Papéis de fosfocelulose da Gibco BRL e papéis filtro (Whatman GF/B 2,4 cm).

Os materiais radioativos, [y*?P] ATP (300mCi/nmol), *#l-insulina (25,000
cpm/min de Tyr**'?*l-monoiodoinsulina humana, 2,000 Ci/mmol de atividade
especifica), 1-[**C] 2-deoxi-D-glicose (39mCi / mmol-Amersham), 3-O-[**C] metil-D-
glicose (53mCi / mmol, Amersham) e 1-[**C] MeAIB- &cido metil-aminoisobutirico (250
mCi / mmol, Du Pont).

Os equipamentos utilizados foram: osmdmetro de pressdo a vapor Wescor;
5520, homonegeizador tipo Potter-Elvejhem com pistilo de teflon, homogeneizador
Omni Mixer e o homogeneizador tipo Dounce (Konte Glass Co USA). As centrifugas
foram a Sorvall (RC-5B, rotor SS 34, Du Pont) e centrifuga refrigerada para tubos tipo
eppendorf (Sanyo). Foi utilizado banho metabdlico Dubnoff precision e contador de

cintilacdo beta ou contador gama da LKB.
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Para os experimentos de biologia molecular, foram utilizados: termociclador
(PTC — MJ Research), GeneQuant (Pharmacia Biotech), reagentes SuperScript™ First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), Supermix (Invitrogen), Trizol
(Gibco), reagentes e solucéo Q para PCR (Qiagen®).

Os softwares utilizados foram RADILIG (Kell package for Windows™ - Biosoft,

Cambridge, U.K.), Origin-Pro 7.5 e Sigma Stat 2.0.

2 Coleta de Animais e Medidas de Fatores Abidticos do Ambiente Estuarino

Neste estudo utilizamos caranguejos machos da espécie Neohelice granulata
(Dana, 1851 — Crustacea-Decapoda- Brachyura), no estagio C de intermuda (Drach e
Tchernigovzeff, 1967). Os animais foram coletados na populagéo natural da margem
leste da Lagoa de Tramandai (2958’ latitude Sul e 58908’ longitude Oeste), no
municipio de Imbé, Rio Grande do Sul, Brasil (Fig. 5). O periodo de coleta foi de dois
anos (outono 2004/verdao 2007) sendo o0s animais capturados manualmente no
sedimento areno-lodoso, dentro da Agua ou nas tocas. No momento da coleta também
foram medidas as temperaturas ambiente e da agua da margem da lagoa (até 0,5m de

profundidade) e coletadas amostras de agua para medida do pH e da osmolalidade.
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Figura 5: Estuario de Tramandai- RS, local de coleta do N.granulata (acima a direita).

3 Procedimentos Experimentais

3.1 Medida da Osmolalidade e pH da Hemolinfa

No momento da coleta os quatro Gltimos animais capturados eram reservados
para retirada da hemolinfa. Dessa forma os animais foram coletados e imediatamente
a hemolinfa retirada da articulagé@o entre 0 4° e 5° pereidopodo e acondicionada no gelo
em tubo de 2mL. Na sequéncia, a hemolinfa foi utilizada para a medida de pH
(pHmetro portétil Phtek Ph53B) e determina¢do da osmolalidade em osmémetro de

presséao de vapor (Wescor 5520).
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3.2 Preparo dos tecidos para obtencdo de membranas plasméticas

Imediatamente apds a coleta, ainda no estuario, os animais foram
crioanestesiados por imersdo em recipiente com gelo escama durante 15 minutos. Na
sequéncia, as branquias anteriores e posteriores e o musculo mandibular (Fig. 6)
foram removidos e, sobre placa de Petri gelada, lavados com SFC (solucgéo fisiologica
para crustaceo), embalados em papel aluminio e acondicionados em gelo até a
chegada no laboratério onde foram congelados em freezer a -80 °C até a preparacao

das membranas plasmaticas.

. . . Masculo mandibular
Branquias anteriores

Branquias posteriores

Figura 6: Figura de amostras de branquias anteriores, posteriores e musculo

mandibular excisadas de N.granulata.

3.3 Obtencdo das membranas plasmaticas

As membranas plasmaticas das branquias anteriores, branquias posteriores e
dos musculos mandibulares foram obtidas segundo Trapp (2005). Os tecidos das
branquias anteriores, posteriores e do masculo mandibular eram retirados de 10 a 15
animais e homogeneizados em homogeneizador tipo Potter - Elvejhem com pistilo de
teflon, na presenca de uma solu¢cdo de homogeneizacdo, contendo: 40 mM de Tris;

1mM de PMSF; 1mM de EDTA; 250mM de sacarose, pH 7,4.
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O homogeneizado foi centrifugado a 3000 g por 5 minutos em centrifuga
refrigerada a 4C (Sorvall RC-5B, rotor SS 34). O s obrenadante obtido das branquias
foi filtrado devido a quitina branquial. Os sobrenadantes obtidos dos trés tecidos foram
centrifugados a 30.000 g, por 30 minutos a 4T (Sorvall RC-5B, rotor SS 34). Na
sequéncia os precipitados formados foram ressuspendidos em tampdo contendo
25mM de Hepes e 1mM de PMSF com um homogeneizador tipo Dounce. Essa
preparacao foi incubada com tampéao acido acético 0,01M, 1/1 (v/v), pH 5,0, por 5 min
a 25°C, com finalidade eliminar moléculas de insulina ligadas aos receptores de
membrana. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 40 mM de Tris-HCI gelado, pH
7,4, na proporcdo 2/1 (v/v), a mistura obtida foi centrifugada a 30.000 g, por 30
minutos a 4C. Os precipitados resultantes desta et apa foram ressuspensos em Tris-
HCI, pH 7,4 e representam as membranas cruas. As amostras foram separadas e uma
aliquota de 20pl foi armazenada a -80°C e utilizada para dosagem da concentracéo de

proteinas.

3.4 Ensaios da ligacdo da *®l-insulina em presenca de diferentes concentracdes

de insulina regular humana

Para cada amostra de membrana foram utilizados tecidos (branquias
anteriores, posteriores e musculo mandibular) de 15 animais e cada ponto das curvas
realizadas corresponde a média de 4 a 6 amostras em duplicata. Durante o periodo do
estudo a cada estacdo / ano eram obtidas cerca de 2 a 3 amostras para realizacdo

deste protocolo experimental.

Cada preparacao de membrana plasmética contendo 0,5 mg de proteina foi
incubada, em duplicata, em agitador metabolico Dubnoff na presenca de 0,2 ml de

10mM HEPES, 374mM NaCl, 1mM PMSF e 1% BSA, pH 7,4. A essa solucao foram
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adicionadas concentragdes crescentes de insulina regular humana (Biohulin) n&o
marcada (0; 0,21; 0,43; 2,15; 4,31 e 10,77 mM/ 0,2 mL) e 25.000 contagens / minuto
de Tyr**'#|-monoiodoinsulina humana (2.000 Ci/mmol Amersham). Ap6s incubac&o
por 120 minutos a 25°C (Kucharski e cols., 1997), a **’l-insulina ligada s membranas
foi separada do horménio livre por filtracdo através de um filtro de microfibra de vidro
(Whatman GF/B 2,4 cm) adaptado a uma bomba de vacuo. Os filtros foram lavados
trés vezes com 10 ml de tampao de incubacéo gelado contendo 0,1% de BSA e a
radioatividade retida no filtro foi contada em contador gama LKB. A radioatividade
absorvida pelo filtro na auséncia de membranas foi menor que 0,2% da contagem
total.

Com o objetivo de testar a especificidade da ligacdo da '*°l-insulina aos
receptores, foram realizados experimentos utilizando-se membranas plasméticas
incubadas por 120 minutos a 25°C com '*l-insulina (25 000 contagens/minuto) em
presenca ou auséncia de prolactina ovina (250 pg/ ml), sendo processados com
descrito anteriormente. A ligacdo total' da '*l-insulina foi medida na auséncia da
insulina regular humana ndo marcada. A ligacéo inespecifica® foi determinada pela
adicdo ao meio de incubacéo de **I-insulina mais um excesso de insulina humana n&o
marcada 21,4 mM/ 0,2mL (500 pg / ml). A ligacdo especifica® foi determinada pela

subtracdo da ligacdo ndo especifica da captacao total (Sanvitto, 1992).

! Ligacdo Total (T): horménio marcado ligado na auséncia de horménio nativo. Compreende o
horménio ligado especificamente aos receptores e aqueles ligados inespecificamente.

? Ligacao Inespecifica (1): horménio marcado ligado na presenca de um excesso de hormdnio
nativo.

3 Ligacéo Especifica (B): hormdnio marcado ligado somente a receptores (T-I).



MATERIAIS E METODOS 57

3.4.1 Analise de Scatchard: medida da interacdo hor ~ madnio-receptor.

As acbes celulares de um horménio (H) iniciam com sua ligacdo especifica ao
receptor protéico (R) na célula alvo, esta ligagcdo é mediada por interacdes néo
covalentes (pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e eletrostéticas). A interacdo
horménio-receptor desencadeia uma mudanga na conformacdo do receptor a qual
altera sua atividade biolégica.

A interagcdo horménio e receptor forma um complexo que é reversivel

representado pela seguinte reagao:

—
(H)+(R) HR
K-1

Onde K,; e K; séo as constantes de velocidade de associacdo e dissociacgéo,
respectivamente. Quando o sistema atinge o equilibrio, para cada complexo de HR
formado, dissocia-se um outro HR em H e R. A velocidade da reacdo é a mesma nos
dois sentidos e a constante de associacdo (K,) e seu inverso a constante de

dissociacdo (Kgy), podem ser calculadas como:

[HR] K
K = =
°  [HLIR] K,

= 1K,

Onde [HR] é a concentracdo do complexo hormdnio-receptor, [H] € a
concentracao de hormoénio livre e [R] é a concentragdo de receptores ndo ocupados.
Quando metade dos receptores estiverem ligados ao horménio, [R] sera igual a [HR].
A constante de associacdo corresponde ao K, e seu inverso Ky a constante de

dissociagdo, assim a concentracdo de horménio livre necessaria para saturar metade
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dos receptores sera igual ao Ky. Dessa forma, os valores de Ky podem ser expressos
em molaridade e utilizados como um indice de afinidade dos receptores. Pode-se
estabelecer que quanto menor o Ky, maior a afinidade do horménio por seu receptor e
menor a tendéncia de dissociagdo do complexo hormdnio receptor (Sanvitto, 1992;
Kucharski, 1997; Trapp, 2005).

O método grafico utilizado para analise dos dados da unido de horménios aos
receptores foi o0 método de Scatchard (Scatchard, 1949). Uma vez que a ligacdo
hormdnio-receptor alcanga o equilibrio Bnax= [R] + [HR] e [R]= Bmax— [HR], a expressao

em equilibrio pode ser descrita como:

Ka = [HR]
[H] (B

-[HR])

max

A partir da equagao acima se pode obter a razdo [HR] / [H], para isso efetua-se
a equacao descrita abaixo onde, Bound (B)= horménio ligado a receptor e Free (F)=

hormdnio néo ligado.

[Bound] HR]

[Free] [H]

K, (Bmax— [HRI)

-2 B HR
= % B [HR)

Tratando-se da interacdo de um ligante homogéneo com uma populacéo
homogénea de receptores o gréfico de Scatchard (Bound/Free x Bound) resulta em

uma reta; onde a inclinacdo da reta informa os valores da constante de associacao, o -
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Ka (-1/Ky) e a interseccdo da reta com o eixo das abscissas indica a capacidade
maxima de uniao, 0 By

Para a andlise dos dados dos experimentos de ligacdo da '*°l-insulina as
membranas plasmaticas de branquias e de musculo e para a estimativa da curva de
competicdo e dos valores de Ky e de B foi utilizado o programa RADILIG (Kell).
Assim os valores de K, e de B,. foram expressos em molaridade (10'12M) e utilizados,
respectivamente, como indices de afinidade e da concentracao total de receptores.

O gréfico de Scatchard da interacdo da insulina de vertebrados com seus
receptores € curvilineo com a concavidade voltada para cima. Nesse caso 0 Kg e 0
Bmax S80 estimados a partir da dissociacdo da curva em dois componentes retilineos e
a decomposicéo da curva em duas retas que permitem calcular o Ky e 0 B,,.x de cada
populacdo de sitios.

Nos experimentos com membranas plasméticas de branquias e de muasculo de
N.granulata o K4 e 0 By,ox foram calculados segundo modelo para receptores com um
sitio de ligacdo. Apds essa andlise foram selecionadas as curvas que apresentaram
estimativa de erro até 40 % e coeficiente de correlacdo (Coeficiente R) entre 0,90 e
0,99. Ainda nos casos em que a inclinacdo da curva mostrou tendéncia curvilinea foi
realizado célculo para o modelo de dois sitios de ligagédo, porém os resultados obtidos,
em todos os casos, mostraram estimativa de erros muito elevados e um reduzido
coeficiente de correlacdo em comparacdo ao calculo para um sitio de ligacdo. Essas
constatacOes, aliadas as informacgfes correntes na literatura especializada e aos
resultados obtidos anteriormente em artigos publicados por Kucharski e cols. (1999)
com o mesmo animal, reforcaram a decisdo na escolha do modelo de um sitio para o
tratamento dos resultados da sazonalidade de ligacdo da **l-insulina & membranas
de branquias e de musculo de N.granulata.

1

Para andlise dos estudos de ligacdo da '*i-insulina as membranas de

branquias e de musculo de N.granulata foram utilizados cinco parametros:
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1- porcentagem de ligacdo total da '*I-insulina em relacdo a radioatividade
total oferecida;

2- porcentagem de hormoénio ligado especificamente em relacdo ao total ligado;

3- competicdo da insulina ndo marcada com a insulina marcada;

4- analise gréfica da interacdo horménio-receptor pelo método de Scatchard;

5- valores absolutos de constante de dissociacéo (K4) e da capacidade méaxima
de ligacéo (Bmax), Obtidos através da analise de Scatchard.

A porcentagem de ligacdo total foi utilizada para evidenciar as diferencas
sazonais e teciduais na presenca de 6,25 fmol de '*l-insulina. J4 a porcentagem de
ligacdo especifica foi utilizada para observar de maneira detalhada o comportamento
deste parametro frente as aumentadas concentragdes de insulina ndo marcada
(mM/0,2mL). As curvas de competicdo associadas a representacdo do grafico de
Scatchard contribuem para a compreenséo das variacdes sazonais da afinidade do
complexo hormdnio-receptor. Quanto ao Ky e ao B sdo indices de afinidade do

complexo hormonio-receptor e da capacidade maxima de ligacdo do hormonio.

3.5 Fosforilagéo do Substrato Sintético Poly (Glu, Tyr) 4:1

Para a realizacdo dos experimentos de fosforilacdo, a obtencdo das membranas
plasméticas foi realizada como descrito acima no item 3.2. Foram utilizadas de 4-8
preparacdes de membrana por tecido avaliado, assim a cada estacéo/ano cerca de 20 a
30 animais eram necessarios.

Cerca de 40ug de proteina, de cada tecido, foram incubadas com trés
tratamentos: 200 nM de insulina bovina, 200nM de albumina bovina (controle) ou 500uM
de genisteina + 200nM de insulina bovina, na presenca de uma solu¢do contendo
10mM de MnCl,, 10mM de MgCl, e 1mM de ortovanadato de sédio, em um volume final
de 45pl, por 30 minutos, a 25C, pH 7,8. A seguir foi adi cionado 0,5 uCi/mM [y**P] ATP

juntamente com ATP ndo marcado (5uM) e incubado por 10 minutos a 25°C. Ap6s foi
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adicionado 1 mM do substrato sintético poly (Glu,Tyr) 4:1 e incubado por mais uma hora
a 25°C. A reacdo foi interrompida, pipetando-se a amostra do meio de incubacdo em um
papel de fosfocelulose. Seguiu-se uma lavagem com TCA a 10% e trés lavagens com
acido fosforico (75mM). ApOs secagem os papéis foram colocados em liquido de
cintilacdo e a incorporacdo de [5°°P] ATP ao substrato exdgeno foi medida em um
contador beta LKB (Kucharski, 1997; Trapp, 2005).

Os grupos albumina (controle) e insulina + genisteina (inibicdo TK) foram
incluidos nos experimentos realizados a cada estacdo e compilados para analise final

dos resultados.

3.6 Captacédo de Glicose e Aminoacidos Neutros

Para os experimentos de captacdo cerca de 15 a 20 animais/estacdo/ano
foram capturados manualmente no sedimento areno-lodoso, dentro da 4gua ou nas
tocas e transferidos até o laborat6rio em caixas plasticas com agua do proprio local.
No laboratério a hemolinfa foi retirada e os animais permaneceram 24 h em jejum, com
aeracao constante, sob fotoperiodo natural e temperatura ambiente até o0 momento do

experimento.

Para avaliar a captacdo de glicose e de aminoacidos neutros pelas branquias
anteriores, posteriores e pelo mudsculo mandibular a incubagdo de cada composto
analisado foi realizada com 5-6 animais/estacdo/ano (inverno: junho, julho e agosto;
primavera: setembro, outubro e novembro; verdo: dezembro; janeiro e fevereiro;
outono: marco, abril e maio). Cada animal, apds crioanestesia (15 minutos), teve a
carapaca e a mandibula removidas e os tecidos excisados (sobre placa de Petri
acondicinada em gelo) e incubados imediatamente. Foram utilizadas as trés ultimas
branquias anteriores e posteriores e o musculo mandibular. No caso das branquias, a

cuticula de quitina foi cortada e os tecidos imediatamente lavados em tampao.
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Amostras de musculo (+ 50mg), de branquias anteriores e posteriores (+100mg de
cada) foram incubadas em 500ul de solugéo fisiologica para caranguejo ((770 mOsm)
374 mM NacCl, 10 mM KCI, 25 mM CacCl,, 10 mM MgCl,, 8,8 mM H3;BO;, 10 mM HEPES,
0,1 mM fenilmetilsufonil fluoride (PMSF), pH 7,8), acrescidas de 0,2 uCi de 1-[**C] 2-
deoxi-D-glicose (39mCi / mmol-Amersham), 0,2 pCi de 3-O-[*"C] metil-D-glicose
(53mCi/mmol,Amersham) ou 0,2 uCi de 1-[*"C] MeAIB- acido metil aminoisobutirico (250
mCi/mmol, Du Pont). Apés 120 min de incubagdo, as amostras de tecidos foram
removidas do meio, lavadas duas vezes em solucdo fisiolégica gelada (com o objetivo de
retirar 0 excesso de radioatividade absorvida ao tecido), secas em papel filtro e
colocadas em frascos com tampa rosca contendo 1ml de agua destilada. Apos, esses
frascos foram congelados e fervidos por trés vezes, consecutivas, para romper as células
e liberar os amino&cidos ou a glicose captada pelas células. Esse conteudo liberado foi

considerado o meio interno e 0 meio de incubacao, o meio externo.

De cada amostra foram retirados 100ul do meio interno ou do meio externo e
colocados em liquido de cintilagéo e a radioatividade foi medida em contador LKB. Os
resultados foram expressos como a relacdo tecido / meio (T/M), isto é, cpm / ml de

fluido de tecido dividido por cpm / ml do meio de incubacéo.

3.7 Extracao do RNA total

Para a extracdo do RNA a cada estagdo/ano 4 animais foram coletados,
crioanestesiados por 15 min, e os tecidos branquial anterior, posterior e muscular
foram rapidamente excisados. O RNA total de cada amostra foi extraido com o uso de
solucéo de Trizol (Trizol®, Gibco BRL, USA), de acordo com o método de Chomczynski

e Sacchi (1987).
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3.8 Determinagdo do mRNA da regido tirosina quinase do receptor insulin-like de
branquias anteriores, posteriores e de musculo mand ibular: andlise por PCR

(polymerase chain reaction)

A sintese do cDNA foi feita a partir de 2ug de RNA total, utilizando-se
oligonucleotideos complementares a cauda de poli A do mRNA. Todos os reagentes
foram provenientes do SuperScript™ First-Strand. O cDNA produzido foi utilizado para a
amplificagdo por PCR de uma sequéncia de 118pb (CGIRLTK- Chasmagnathus
granulatus Insulin Receptor Like Tirosine Kinase) e de uma seqUéncia de 382 pb do
16S, usado como normalizador. Neste estudo foram empregados oligonucleotideos
(primers) especificos, de regides conservadas, para 0 caranguejo N.granulata (Tab.

3.1).

Tabela 1: Caracteristicas dos oligonucleotideos para reagéo de PCR

Gene Primers Produto | GenBank
(pb) N®
CGIRLTK
Sense | 5°- ATT GCG GAT GGC ATG GCATAC-3 118 DQ104241

Antisense | 5°- GTC TCC GAT CTT GAG CGT GAG -3

16S

Sense | 5 -TAG CAT AATCGTTAGTTITTTTAATT -3 382 AJ250640

Antisense | 5 - TTAAAT TCAACATCG AGG TCG CAA-3
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As reacdes em cadeia de polimerase (PCR) do CGIRLTK foi realizada com
sistema Q - solution (Qiagen), seguindo adaptacdo do protocolo sugerido pelo
fabricante. As reacbes de PCR foram executadas com um volume final de 50 pl
contendo 2 pul de cDNA e 1 pmol de cada primer. As amplificacbes foram realizadas por
40 ciclos de desnaturacdo a 94 por 1 min, acoplam ento a 58 por 1 min e 72 por
1 min e o passo de extenséo final a 72T por 10 min utos.

As reacOes de PCR do 16S foram executadas em volume final de 50ul contendo:
1,5 mmol™ MgCl,, 2 pmol de cada primer, 2 pl de cDNA e 1 U de Taq DNA polimerase
(Gibco). O PCR foi realizado usando 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1 min,
acoplamento a 60 °C por 1 min e 72 °C por 1 min e o passo de extensdo final a 72 °C
por 10 min. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (low
melting 2%), corado com brometo de etidio e analisado pelo sistema radioanalitico de

imagens o ImageMaster® Video Documentation System (Pharmacia Biotech).

4 Determinac@es Bioquimicas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976).
Os niveis de glicose da hemolinfa foram determinados pelo método enzimético da
glicose oxidase com o Kit GLICOSE-PAP (Labtest). Para as dosagens foram utilizados
40 pL de hemolinfa e uma curva padrdo com estes valores foi elaborada. Os

resultados foram expressos em mmol/L.
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5 Andlise Estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos como média + desvio
padrédo da média, com excec¢do dos valores de osmolalidade da agua os quais foram
expressos como mediana e percentis 25% e 75 %. Para comparacdo entre as
estacdes ou diferentes tratamentos foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de uma
via seguida pelo Student-Newmann-Keuls (SNK). As diferencas entre as médias foram
consideradas significativas se p < 0,05. O efeito do pH na &agua e hemolinfa,
temperatura da 4gua e do ar e a osmolalidade da 4gua e da hemolinfa foi examinado
em relacdo a cada variavel experimental obtida e calculado o coeficiente de correlacdo
de Pearson a cada estacdo, sendo considerado significativo p < 0,05. Os testes
estatisticos foram realizados com o programa Sigma Stat 2.0. A analise dos sitios de

ligacdo a insulina foi realizada com o programa RADILIG (Kell 6.0, Biosoft).
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1 Avaliacdo Sazonal de Fatores Abidticos do Ambient e Estuarino e da

Osmolalidade e do pH da Hemolinfade N.granulata

A Tabela 2 mostra os valores de osmolalidade (mOsm/ Kg de H,0O) e pH (log
[H']) da &gua e da hemolinfa e as temperaturas (°C) da agua e do ar registradas durante
as diferentes estacdes dos dois anos analisados neste trabalho. Constatou-se que a
osmolalidade da agua da lagoa foi 5-6 vezes maior (p > 0,05) no verdo quando
comparada aquelas verificadas nas demais estacdes do ano. Entretanto, em fungéo da
grande variabilidade intra-estacéo, ndo houve diferenca estatistica.

A osmolalidade da hemolinfa do N.granulata mostra que no verdo os valores
foram menores (p < 0,05) em relacéo ao inverno, a primavera e ao outono.

No outono e no inverno a agua do estuario apresentou valores de pH mais
elevados (p < 0,05) que aqueles constatados na primavera e no verdo. No outono houve
um aumento (p < 0,05) do pH da agua, inversamente ao constatado para a hemolinfa na
mesma estacao.

A temperatura ambiente oscilou entre 18,5 + 0,7 °C no inverno a 32 + 2,8 °C no
verdo. A temperatura da agua, medida aproximadamente 0,5 m da margem, nado
mostrou alteracdo significativa em relacdo a temperatura do ar. Durante as coletas
observou-se que em condicbes de chuva, de ventos fortes, de aumento da maré e de
temperaturas extremamente altas (= 35°C) ou baixas (<15 °C) os caranguejos
N.granulata permaneciam em suas tocas nao sendo encontrados no ambiente aquatico.

Esses fatores isolados ou associados impediram a coleta dos animais nessas ocasifes.
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Tabela 2: Medidas de osmolalidade, de pH e de temperatura do ambiente estuarino e

de pH e de osmolalidade da hemolinfa de N.granulata

Osmolalidade pH Temperatura
mOsm / Kg H,O “log [H] °c
Agua Hemolinfa Agua Hemolinfa Agua Ar
25% MD 75%

Inverno 41 145 170 967 + 85 8,2+ 0,04*b 7,6 +£0,35 17+ 0,7 18,5+0,6
Primavera 81 96 118 876 + 134 8,0 £ 0,02* 7,7+0,02 24625 26+2,0
Verédo 97 529 582 833+ 67° 7,8+0,28 7,6 +0,03 29014 32+2,8
Outono 54 112 136 883 + 122 8,4 +0,01*° 7,1+0,06° 18+0,5 19+1,0

Resultados de osmolalidade da agua expressos como mediana e percentis 25 e 75 %,

respectivamente. Resultados de osmolalidade da hemolinfa, pH e temperatura

expressos como média + desvio padréo.

* p £ 0.05 em comparacéo a hemolinfa.

% p < 0.05 em comparagdo ao inverno, primavera e outono.
® p < 0.05 em comparag&o a primavera e ver&o.

° p £ 0.05 em comparagéo ao inverno, primavera e verao.

NUmero da amostra- 6 a 8
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2 Expressdo do CGIRLTK (Chasmagnathus granulata Insulin Receptor Like

Tirosine Kinase) nos tecidos branquial e muscular: alteracéo sazonal

Nas figuras 7 a 12 estdo representados os resultados da avaliagdo sazonal da
expressao do gene CGIRLTK em branquias posteriores, branquias anteriores e masculo
mandibular do caranguejo N.granulata.

O tecido branquial posterior mostrou um aumento significativo (p < 0,05) da
concentracdo de mRNA durante as esta¢fes de inverno e de verdo (Fig.7). Ainda, neste
tecido, evidencia-se uma reduzida expressdo do gene CGIRLTK na primavera e no
outono, quando comparada ao 16S (Fig.8). J4 nas branquias anteriores a expressao do
CGIRLTK permaneceu inalterada durante as quatro esta¢des do ano (Fig. 9 e 10).

Na primavera a concentracdo de mRNA CGIRLTK no tecido muscular foi 70% (p
< 0,05) maior do que aquelas constatadas nas outras trés estacdes do ano (Fig. 11 e

12).
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Inw Pri War. Ciut
Mk
400 pb 165
382 pb
CGIRLTK
100 ph 118 ph

Figura 7: PCR do gene CGIRLTK, analisado em gel de agarose (low melting 2%), do tecido
branquial posterior de N.granulata. Amostras obtidas no inverno (Inv), primavera (Pri), verdo
(Ver) e outono (Out). O fragmento amplificado corresponde ao transcrito do gene CGIRLTK e
possui aproximadamente 118 pb (direita). A quantificacdo das bandas foi corrigida pela

expressao do 16S com 382 pb (direita). A esquerda esté indicado o tamanho do marcador (MK).

2,54

Relagdo mMRNA CGIRLTK/ 16S
(unidades densitométricas arbitrarias)

Inverno Primavera Verao Outono

Figura 8: Sazonalidade da expressdo do gene CGIRLTK (Chasmagnathus granulata insulin
receptor like tyrosine kinase) em branquias posteriores de N.granulata. Andlise da relagdo de
unidades densitométricas (arbitrarias) da concentragdo de mMRNA CGIRLTK e mRNA16S
(normalizador). Os resultados sao representativos de trés animais por estagdo e expressos como
média + DP. * indica diferenca estatistica significativa p < 0,05 em comparagéo a primavera e ao

outono.
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I Pri “er, Out
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400 pb 38125§h
100 pb CGIRLTK

118 pb

Figura 9: PCR do gene CGIRLTK, analisado em gel de agarose (low melting 2%), do tecido
branquial anterior (BA) de N.granulata. Amostras obtidas no inverno (Inv), primavera (Pri), verdo
(Ver) e outono (Out). O fragmento amplificado corresponde ao transcrito do gene CGIRLTK e
possui aproximadamente 118 pb (direita). A quantificacdo das bandas foi corrigida pela

expressao do 16S com 382 pb (direita). A esquerda esté indicado o tamanho do marcador (MK).

Relagdo mRNA CGIRLTK/ 16S
(unidades densitométricas arbitrarias)

Inverno Primavera Verao Qutono

Figura 10: Sazonalidade da expressdo do gene CGIRLTK (Chasmagnathus granulata insulin
receptor like tyrosine kinase) em branquias anteriores de N.granulata. Analise da relagdo de
unidades densitométricas (arbitrarias) da concentracdo de mRNA CGIRLTK e mRNA16S
(normalizador). Os resultados sao representativos de trés animais por estagdo e expressos como
média + DP.
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I, Pri. Wer, Out.

400 ph

100 ph

Figura 11: PCR do gene CGIRLTK, analisado em gel de agarose (low melting 2%), do tecido
muscular de N.granulata. Amostras obtidas no inverno (Inv), primavera (Pri), verdo (Ver) e
outono (Out). O fragmento amplificado corresponde ao transcrito do gene CGIRLTK e possui
aproximadamente 118 pb (direita). A quantificacdo das bandas foi corrigida pela expressédo do
16S com 382 pb (direita). A esquerda estéa indicado o tamanho do marcador (MK).

3,0 4

Relagdo mRNA CGIRLTK/ 16S
(unidades densitométricas arbitrarias)

Inverno Primavera Verdo Outono

Figura 12: Sazonalidade da expressdo do gene CGIRLTK (Chasmagnathus granulata insulin
receptor like tyrosine kinase) em musculo mandibular de N.granulata. Andlise da relacdo de
unidades densitométricas (arbitrarias) da concentracdo de mMRNA CGIRLTK e mRNA16S
(normalizador). Os resultados sao representativos de trés animais por estagdo e expressos como
média + DP. * indica diferenga estatistica significativa p < 0,05 em comparac¢do ao inverno, ao

verao e ao outono.
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3 Estudos de Ligacdo da *#l-insulina as Membranas Celulares de Branquias

Anteriores e Posteriores e Mlsculo de  N.granulata

3.1 Porcentagem de Ligacdo Total da  '*l-insulina &s Membranas Celulares de

Brénquias Posteriores, de Branquias Anteriores e de Musculo Mandibular

A figura 13 representa a variagdo sazonal da porcentagem de ligacédo total
(ligacdo especifica + inespecifica) da ?°l-insulina em membranas celulares de
branquias posteriores, de branquias anteriores e de misculo mandibular de N.granulata,
incubadas durante 120 minutos a 25 °C com 6,25 fmol de '**l-insulina. As branquias
anteriores é o 6rgédo que apresenta a maior captacao total de *®I-insulina: 33%, 22% e
15% no inverno, no verao e no outono, respectivamente. As branquias posteriores e 0
musculo apresentam em média 6% e 10%, respectivamente, de captacéo total de **°I-
insulina no inverno, no verdo e no outono. Entretanto, na primavera constata-se que a

captacéo total de **I-insulina reduz marcadamente nos trés tecidos, chegando a valores

entre 5% e 4%.
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Ligacdo Total da "*l-insulina
(% do total da radioatividade oferecida)

Inverno Primavera Verao Outono

Figura 13: Porcentagem de ligacdo total da '®I-insulina em membranas de branquias
posteriores, de branquias anteriores e de musculo de N.granulata nas quatro estacfes

do ano.

3.2 Porcentagem de Ligacdo Especifica da  *®l-insulina &s Membranas Celulares
de Branquias Posteriores, de Branquias Anteriores e de Mdasculo Mandibular:

alteracéo sazonal

A ligacao especifica aos receptores é determinada pela subtracdo da ligacdo
inespecifica (resultado da curva de incubacdo da **°l-insulina mais crescentes
concentragcfes de insulina ndo marcada) da capacidade de ligacdo total aos receptores

(ligacéo da *?°l-insulina na auséncia de insulina n&o marcada).
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A variacdo sazonal da porcentagem de ligacdo especifica da **°l-insulina quando
as membranas de branquias posteriores, de brénquias anteriores e de musculo
mandibular foram incubadas em presenc¢a de concentragfes crescentes (0 a 10,7 mM/
0,2mL) de insulina regular humana e 6,25 fmol de 125 insulina sdo mostradas nas
tabelas 3 a 5.

Nas branquias posteriores a porcentagem de ligacdo, na auséncia de hormdnio
nao marcado, foi elevada (p < 0,05) no inverno e no verado, respectivamente (Tab.3). No
inverno, quando as membranas de branquias foram incubadas com 4,3 e 10,7 mM de
insulina humana ndo marcada constata-se uma reducdo de 3 a 6 vezes,
respectivamente, na porcentagem de ligacdo da '#l-insulina (Tab.3). Nas demais
estacOes a ligacdo especifica, na presenca de 10,7 mM, foi em média 4,5 vezes menor
em relagdo a porcentagem de ligacéo inicial (Tab.3).

Quanto as branquias anteriores a porcentagem de ligacdo da **°l-insulina, na
auséncia de insulina ndo marcada, foi significativamente elevada no inverno, em
comparacdo a demais estacdes (Tab. 4). Entretanto, no ver&o verifica-se uma queda
marcante, de 8 a 24 vezes, da porcentagem de ligacédo especifica inicial na presenca de
4,3 e 10,7 mM de insulina (Tab.4).

No tecido muscular, na auséncia de insulina ndo marcada, a porcentagem de
ligacdo ndo mostrou diferenca estatistica entre as quatro estacdes. (Tab.5). No veréo,
na primavera e no inverno a ligagao inicial diminui de 2 a 2,5 vezes, respectivamente,
na presenca de 4,3 e 10,7 mM de insulina. J& no outono a porcentagem de ligacédo
especifica da '*°l-insulina altera-se pouco frente a aumentadas concentracbes de
insulina (Tab. 5). Ainda a ligacdo especifica inicial diminui de 1,4 a 1,7 vezes quando
4,3 e 10,7 mM de insulina regular humana n&do marcada sdo adicionadas ao meio de

incubacado no outono (Tab. 5).
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Tabela 3: Porcentagem de Ligacdo Especifica da *°l-

insulina em Presenca de
Diferentes Concentracbes de horménio em Membranas de Branquias Posteriores de

N.granulata:sazonalidade

Insulina humana ( mM/ 0,2 mL)

0 0,2 0,4 2,1 43 10,7

Inverno 48 +3,4° 41 +6,6% 36 +4,3% 31+6,1% 15 +2,9° 8 +0,33%
Primavera 29 +7,4° 28+7,4° 27 + 6,62 18 +4,4° 17 £2,2° 6+0,76%
Verdo 45 + 4,77 44 +6,2° 41 +4,6° 39 + 4,62 37 +0,10° 10+0,5"
Outono 26+ 2,4° 22+18° 10+0,9° 8+27° 7+18° 6+0,4°

Letras diferentes indicam p < 0,05 entre as estacdes.
N = 6 experimentos em duplicata para cada estagéo.

125 insulina em Presenca de

Tabela 4: Porcentagem de Ligacdo Especifica da
Diferentes Concentracdes de horménio em Membranas de Branquias Anteriores de

N.granulata: sazonalidade

Insulina humana ( mM/ 0,2 mL)

0 0,2 0,4 2,1 4,3 10,7

Inverno 65 +2,9% 64 +6,5% 46 +3,0%° 26 + 3,32 16 + 4,82 12 +0,6%
Primavera 21+7,2° 13+0,6° 11+24° 8+0,8° 7+22° 6 +0,4°
Verdo 48 +9,6° 43 +5,7° 30 +3,6° 16 £3,1° 6+0,71° 2+0,1°
Outono 47+ 6,1° 33+2,6° 27£6,7° 23 £2,2%2 13+0,6% 8+0,4%°

Letras diferentes indicam p < 0,05 entre as estag0es.

N = 6 experimentos em duplicata para cada estagéo.

2. insulina em Presenca de

Tabela 5: Porcentagem de Ligacdo Especifica da
Diferentes Concentracfes de hormbénio em Membranas de Mdudsculo Mandibular de

N.granulata: sazonalidade

Insulina humana ( mM/ 0,2 mL)

0 0,2 04 2,1 43 10,7
Inverno 39+ 58 33+4,9 32+4,82 29 +4,3? 19 +2,8° 14 +2,1°
Primavera 38+5,7 33+4,6 29 +4,3° 26 +3,9° 20+3,22 17 £2,5°
Verdo 51+7,2 42+6,3 40 + 6,32 33+4,9%° 26+3,9% 20+3,1%
Outono 47+ 6,3 45+6,7 42+6,7° 39 +5,8°¢ 33+49° 27+04°

Letras diferentes indicam p < 0,05 entre as estacg0es.

N = 4 experimentos em duplicata para cada estagéo.
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3.3 Curvas Representativas da Competicéo de Insulin  a N&o Marcada e **I-insulina
Pela Ligacdo as Membranas Celulares de Branquias e Musculo de N.granulata:

sazonalidade

As curvas de competicdo representativas mostradas nas figuras 14 a 16
mostram que concentracfes crescentes de insulina humana ndo marcada (0 a 10 mM/
0,2mL), incubadas com 6,2 fmol de horménio marcado (***l-insulina, 25 000 CPM),
diminuem a porcentagem de ligacdo méxima de '®l-insulina em membranas
plasmaticas de branquias e de musculo de N.granulata.

Para melhor representacéo gréafica das curvas de competicdo as concentracfes
de insulina ndo marcada utilizadas (0; 0,2; 0,4; 2,1; 4,3 e 10,7 mM) foram convertidas a
micromoles e mostradas em escala logaritima (log pM).

A oPRL (250 ug / mL) néo foi capaz de competir com a *®I- insulina pela ligagéo
aos sitios receptores nas membranas plasmaticas dos tecidos estudados (Fig. 14 a 16).

A andlise sazonal das curvas mostra que nas branquias posteriores a maior
competicdo da insulina ndo marcada com a 125|_insulina ocorreu no inverno, com uma
porcentagem de ligacdo maxima de apenas 47% e 9% na presenca de 2,1 e 10,7 mM
de insulina, respectivamente (Fig. 14). No verdo a insulina humana ndo marcada, na
concentracdo de 0,2 mM reduz a porcentagem de ligacdo maxima para 70% e na
presenca de 10,7 mM a ligacdo maxima foi de 16% (Fig. 14). JA na primavera, a
porcentagem de ligacdo se manteve entre 90% e 70% na presenca de 0,2 a 4,3 mM de
insulina, contudo quando 10,7 mM de insulina foram adicionados ao meio de incubacgéo
a porcentagem de ligacédo diminui para 11% (Fig.14).

Nas branquias anteriores a avaliacdo sazonal das curvas evidencia uma elevada
competicdo da insulina ndo marcada com a '®I-insulina no inverno e no verdo. No

inverno, a porcentagem de ligagcdo maxima da **’l-insulina s membranas de branquias
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anteriores diminui para 40% na presenca de 0,2 mM de insulina e 20% com 10,7 mM
(Fig. 15). J& no verdo a porcentagem de ligacdo maxima foi de 75% na presenca de 0,2
mM de insulina, reduzindo para 12% com 10,7 mM (Fig. 15).

Em relacdo ao tecido muscular observa-se que a maior competicdo entre a
insulina ndo marcada e a '*l-insulina ocorreu no verdo, com uma reducdo da
porcentagem ligacdo maxima para 70% na concentracdo de 0,2 mM de insulina,

alcangando 24% com 10,7 mM (Fig. 16).
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Figura 14: Curvas representativas da competicdo da insulina ndo marcada com a **°l-

insulina pela ligacdo as membranas de branquias posteriores de N.granulata:
comparacdo sazonal. Inibicdo competitiva pelo aumento da concentracdo de insulina
humana ndo marcada. Cada ponto representa a média de duas preparacdes de

membrana em duplicata. A prolactina ovina (O) ndo causou competicao.
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Figura 15: Curvas representativas da competicdo da insulina ndo marcada com a **°I-

insulina pela ligacdo as membranas de branquias anteriores de N.granulata:
comparacdo sazonal. Inibicdo competitiva pelo aumento da concentragdo de insulina
humana ndo marcada. Cada ponto representa a média de duas preparacdes de

membrana em duplicata. A prolactina ovina (O) ndo causou competicao.
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Figura 16: Curvas representativas da competicdo da insulina ndo marcada com a **°|-

insulina pela ligacdo a membranas de musculo mandibular de N.granulata: comparacao
sazonal. InibicAo competitiva pelo aumento da concentragdo de insulina humana nao
marcada. Cada ponto representa a média de duas preparacbes de membrana em

duplicata. A prolactina ovina (O) ndo causou competicao.
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125

3.4 Caracteristicas de ligacao da insulina em membranas de branquias e

musculo de N.granulata: andlise de Scatchard

A andlise de Scatchard frente a um sistema homogéneo de receptores, como
observado para o receptor de insulina de invertebrados, leva a um grafico representado
por uma reta. A partir de uma analise matematica desse grafico é possivel obter-se os
valores de Ky e de Bnhax de uma populacdo de receptores. O Ky relaciona-se
inversamente a afinidade do receptor ao horménio, enquanto 0 Bni indica a
concentracdo de receptores presentes num sistema. Neste trabalho os gréaficos de
Scatchard sédo retilineos (com algumas excecdes discutidas posteriormente),
caracteristicos para receptores hormonais (hormonio hiperglicemiante, outras insulin-
like) de invertebrados. A observacdo dos graficos das figuras 17 a 19 sugere uma

relacdo de afinidades similar a verificada nas curvas de competicéo (Figuras 14 a 16).
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Figura 17: Andlise de Scatchard da ligacéo da '*l-insulina em branquias posteriores de N.granulata: comparacdo sazonal. Cada

ponto representa a média de duas preparaces de membrana em duplicata. A- Inverno; B- Primavera; C- Verdo e D- Outono.
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Figura 18: Anélise de Scatchard da ligacdo da '*l-insulina em branquias anteriores de N.granulata: comparacdo sazonal. Cada

ponto representa uma preparacao de membrana em duplicata. A- Inverno; B- Primavera; C- Verdo e D- Outono.
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Figura 19: Andlise de Scatchard da ligacdo da **l-insulina em musculo mandibular de N.granulata: comparacéo sazonal. Cada

ponto representa uma preparacado de membrana em duplicata. A- Inverno; B- Primavera; C- Verdo e D- Outono.
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Em relagdo as branquias posteriores a resolucdo dos graficos de Scatchard
estabelece no inverno uma constante de dissociacdo (Kq) significativamente (p < 0,05)
reduzida em relacdo a primavera, ao verao e ao outono (Tab.6). Ja a concentracéo de
receptores (Bmax) teve aumento significativo (p < 0,05) apenas no verédo (Tab.7).

Quanto as branquias anteriores também a constante de dissociacdo (Ky) foi,
significativamente (p < 0,05) menor no inverno, em relacdo a primavera (Tab.6). Além
disso, no inverno o Ky foi 60% menor (p > 0,05) comparado ao verdo e ao outono
(Tab.6). Quanto a concentracéo de receptores (Bnax) NoO verdo houve um aumento de,
aproximadamente, 5 vezes (p < 0,05) em relacdo ao inverno, a primavera e ao outono
(Tab.7).

A analise das caracteristicas sazonais de K4 no tecido muscular mostrou uma
reducao significativa (p < 0,05) deste parametro no verao, no inverno e na primavera,
respectivamente, comparado ao outono (Tab.6). J& a concentracdo de receptores nao
apresentou alteragfes significativas entre as estacdes (Tab.7).

As tabelas 6 e 7 apresentam as diferencas teciduais das caracteristicas de Ky e
de Bnax €m N.granulata. O tecido branquial anterior tem a menor (p < 0,05) constante
de dissociacdo (Ky) quando comparado aos tecidos branquial posterior e muscular
(Tab.6). Os resultados de ligacdo da '*I- insulina demonstram a presenca de sitios de
ligacdo a substancia similar a insulina nos tecidos branquial e muscular de
N.granulata, com significativa variacdo sazonal.

Para examinar os efeitos das variacdes de osmolalidade da hemolinfa sobre a
afinidade dos receptores a insulina foi realizada a analise de correlacdo de Pearson.
Nas branquias posteriores a osmolalidade da hemolinfa mostrou uma correlacdo

positiva significativa em todas as estacdes (Tab.8).
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Tabela 6: Caracteristicas Sazonais da Constante de Dissociacdo- Ky (pM) em

Branquias Posteriores (BP), Branquias Anteriores (BA) e Musculo Mandibular de

N.granulata.
Estacdes do Ano
Inverno Primavera Verao Outono
BP 8,5 +2,6° 16 +1,7 12 + 3,36 12 +4,3
BA 3+0,94" 72+25 57+3,3 5+0,86
MM 12,25+6,4 19,5+£8,6 11,35%6,1 34,5+0,57°

* p < 0,05 em comparacao as branquias posteriores e ao musculo mandibular.

%p < 0,05 em comparacéo a primavera, ao Verdo e ao outono.

®p < 0,05 em comparacéo a primavera.

°p < 0,05 em comparagdo ao inverno, ao verdo e a primavera.

N= 4 (MM) a 6 (BP e BA) preparacdes de membrana em duplicata com 15 animais
cada.

Coeficiente R = 0,90 a 0,99

Tabela 7: Caracteristicas Sazonais da Capacidade Maxima de Ligacao- Bnax (PM / mg

de proteina) em Branquias Posteriores (BP), Branquias Anteriores (BA) e Musculo

Mandibular de N.granulata.

Estacdes do Ano

Inverno Primavera Veréao Outono
BP 0,71+0,3 1,35+0,4 2,2+0,22 0,65+0,2
BA 0,61+0,15 0,69 +0,18 34+1,1%" 0,47 +0,34
MM 1,9+0,11 25+1,4 2+0,9 3,5+0,6"

* p < 0,05 em comparacao as branquias posteriores e anteriores.

** p < 0,05 em comparacao as branquias posteriores e ao musculo mandibular.

%p < 0,05 em comparacéo ao inverno, a primavera e ao outono.

®p < 0,05 em comparag&o ao inverno, a primavera e ao verao.

N= 4 (MM) a 6 (BP e BA) preparacdes de membrana em duplicata com 15 animais

cada.
Coeficiente R = 0,90 a 0,99
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Tabela 8: Correlacdo entre a osmolalidade da hemolinfa e a constante de dissociacao-
K4 para insulina, em branquias posteriores (BP), branquias anteriores (BA) e muasculo
mandibular (MM) de N.granulata.

Inverno Primavera Verao Outono
R p R p R p R p
BP 1 0,001 1 0,001 1 0,001 1 0,001
BA 1 0,05 1 0,001 -1 0,001 -1 0,001
MM 1 0,001 -1 0,001 1 0,001 1 0,001

R= coeficiente de correlacao

p=indica o grau de significancia

4. Atividade Tirosina Quinase do CGIRLTK: alteracéo sazonal

As figuras 20 a 22 mostram o0s resultados dos experimentos que avaliaram a
sazonalidade da atividade tirosina quinase do receptor insulinico do N. granulata. Nas
branquias posteriores a insulina aumentou significativamente (p < 0,05) a incorporacdo
de [y **P] ATP ao substrato exdgeno Poly (Glu,Tyr) 4:1 no inverno e no ver&o (Fig.20).
Além disso, a atividade tirosina quinase apresentou uma inibicdo de 36% (p > 0,05),
em relagdo ao grupo controle (albumina), quando a genisteina (500 pM) foi adicionada
ao meio de incubacéo (Fig. 20).

Nas branquias anteriores a presenca de insulina no meio de incubacéo
estimulou, em 52% e 35 % (p < 0,05), a atividade tirosina quinase no verao e no
inverno, respectivamente (Fig. 21). Neste tecido, a genisteina reduziu em 75 % a
incorporacdo de [y **P] ATP ao substrato exégeno Poly (Glu,Tyr) 4:1 quando

comparada ao grupo controle (Fig. 21).
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No tecido muscular a genisteina também foi capaz de inibir, significativamente,
a incorporacéo de [y **P] ATP ao substrato exdgeno Poly (Glu,Tyr) 4:1 (Fig. 22). Além
disso, no verdo a insulina estimulou, significativamente, (p < 0,05) a atividade tirosina
quinase do receptor insulinico (Fig.22). Este estimulo foi de, aproximadamente, 200%
em relagcdo ao controle, ao inverno e a primavera (Fig. 22).

A avaliacdo dos efeitos da variagdo da osmolalidade hemolinfatica sobre a
transducao do sinal insulinico mostrou uma correlacdo significativa (p < 0,001) para

todos os tecidos no inverno, na primavera e no verao (Tab.9).
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Figura 20: Sazonalidade da fosforilagdo do substrato sintético Poly (Glu, Tyr) 4:1 em
preparacdes de membrana plasmatica de branquias posteriores de Neohelice
granulata. Valores de fosforilagdo de 1mM do substrato Poly (Glu, Tyr) 4:1 na
presenca de albumina 100nM (basal), de insulina 200nM e genisteina 500 uM (inibidor
tirosina quinase) e de insulina 200nM nas quatro estacBes do ano. Resultados
expressos em CPM/ pg de proteina como média + DP. a indica (p < 0,05) em
comparacao aos grupos albumina, Ins.+ Gen., Ins.Pri. e Ins.Out. b indica (p < 0,05) em
comparacdo aos grupos albumina, Ins.+ Gen., Ins.Inv. e Ins.Pri.. No grupo insulina e
genisteina foram utilizadas 14 preparagfes de membrana em duplicata com 10-15

animais cada, nos demais grupos de 6 a 8 preparacgoes.
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Figura 21: Sazonalidade da fosforilagcdo do substrato sintético Poly (Glu, Tyr) 4:1 em
preparacdes de membrana plasmatica de branquias anteriores de Neohelice
granulata. Valores de fosforilagdo de 1mM do substrato Poly (Glu, Tyr) 4:1 na
presenca de albumina 100nM (basal), de insulina 200nM e genisteina 500 uM (inibidor
tirosina quinase) e de insulina 200nM nas quatro estacBes do ano. Resultados
expressos em CPM/ ug de proteina como média + DP. a (p < 0,05) em comparacéo
aos grupos Ins.+ Gen., Ins.Inv., Ins.Pri. e Ins.Ver.. b (p < 0,05) em comparacao aos
grupos albumina, Ins.+ Gen., Ins.Pri. e Ins.Ver.. ¢ (p < 0,05) em comparacao a todos
os demais grupos. No grupo insulina e genisteina foram utilizadas 15 preparacfes de
membrana em duplicata com 10-15 animais cada, nos demais grupos de 6 a 8

preparacgoes.
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Figura 22: Sazonalidade da fosforilagdo do substrato sintético Poly (Glu, Tyr) 4:1 em
preparacdes de membrana plasmética de musculo mandibular de Neohelice granulata.
Valores de fosforilagdo de 1mM do substrato Poly (Glu, Tyr) 4:1 na presenca de
albumina 100nM (basal), de insulina 200nM e genisteina 500 uM (inibidor tirosina
quinase) e de insulina 200nM nas quatro estacdes do ano. Resultados expressos em
CPM/ pug de proteina como média £ DP. a (p < 0,05) em comparac¢ao aos grupos Ins.+
Gen., Ins.Pri. e Ins.Ver.. b (p = 0,05) em comparacdo a todos os demais grupos. No
grupo insulina e genisteina foram utilizadas 15 preparaces de membrana em

duplicata com 10-15 animais cada, nos demais grupos de 6 a 8 preparagoes.
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Tabela 9: Correlacéo entre a osmolalidade da hemolinfa e a fosforilagdo do substrato
sintético Poly (Glu, Tyr) posteriores (BP), branquias anteriores (BA) e mausculo

mandibular (MM) de N.granulata

Inverno Primavera Verao Outono
R p R p R p R p
BP 1 0,001 1 0,001 1 0,001 0,964 0,172
BA 1 0,05 1 0,001 -1 0,001 0,997 0,05
MM 1 0,001 1 0,001 0,5 0,665 0,996 0,05

R= coeficiente de correlacéo

p=indica o grau de significancia

5 Captacdo de Glicose, Glicemia e Captacdo de Amino A&cidos Neutros em

N.granulata: sazonalidade

A figura 23 mostra que os valores de captacdo de DG nas branquias
posteriores foram significativamente maiores do que aqueles verificados com MG nas
quatro estacdes, chegando a valores 2 vezes maiores no inverno e no verao.

A captacdo de DG em branquias posteriores comeca a aumentar no inverno e
na primavera alcancando valores maximos no verdo (p < 0,05). Em branquias
posteriores a captacdo de MG foi significativamente maior na primavera e no verao,
diminuindo no outono e no inverno (Fig.23).

Nas branquias anteriores a captacdo de DG foi, significativamente, superior
aquela de MG no inverno, no verdo e no outono. Além disso, no verdo ocorreu um
aumento na captacdo de DG (p < 0,05) em relacdo as demais esta¢des do ano. Ja a
captacdo de MG aumentou apenas na primavera (p < 0,05), no inverno, no verao e no
outono os valores de captacdo de MG foram similares (Fig. 24).

No musculo mandibular a captacdo de DG foi superior (p < 0,05) a MG no
outono (Fig.25), entretanto, no inverno e na primavera a captacdo de MG foi,

aproximadamente, 17% superior (p > 0.05) aquela de DG (Fig.25). Nas estacfes de
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primavera e de outono evidencia-se um aumento (p < 0,05) na captagdo de DG
comparado ao inverno e ao verdo (Fig. 25). A captacdo de MG na primavera e no
inverno apresenta os maiores (p < 0,05) valores de T/M em comparacao as estacdes
de ver&o e outono (Fig.25).

A Figura 26 mostra a diferenca sazonal da concentracdo de glicose na
hemolinfa de N. granulata, sendo 64 % e 39% (p < 0,05) mais elevada no verdao em
relacdo a primavera e ao outono e inverno, respectivamente.

Verifica-se que a sazonalidade modificou a capta¢do do analogo MeAIB nas
branquias posteriores, branquias anteriores e musculo mandibular. Nas branquias
posteriores e anteriores a captacdo de MeAlB aumentou significativamente (p < 0,05),
somente no outono, nas demais estacdes os valores de captagédo séo similares (Fig.
27 A e B). J4 no musculo mandibular, a captacdo de MeAlIB foi 50% menor (p < 0.05)

no outono e no inverno em relagéo a primavera (Fig.27 C).
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Figura 23 : Efeito da sazonalidade sobre a captacdo de 1-[**C] 2-deoxi-D-glicose (DG)
e 3-O-[**C] metil-D-glicose (MG) em branquias posteriores de N.granulata. Resultados
expressos como média + desvio padrdo, n= 8-10 caranguejos. * p < 0,05 em
comparacdo a MG. a p < 0,05 em comparacao ao inverno, a primavera e ao outono. b

p < 0,05 em comparacdo ao inverno e ao outono.
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Figura 24: Efeito da sazonalidade sobre a captacéo de 1-[**C] 2-deoxi-D-glicose (DG)
e 3-O-[**C] metil-D-glicose (MG) em branquias anteriores de N.granulata. Resultados
expressos como média + desvio padrdo, n= 8-10 caranguejos. * p < 0,05 em
comparacdo a MG. a p < 0,05 em comparacao ao inverno, a primavera e ao outono. b

p < 0,05 em comparacdo ao inverno, ao verdo e ao outono.
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Figura 25: Efeito da sazonalidade sobre a captacéo de 1-[**C] 2-deoxi-D-glicose (DG)
e 3-O-[*C] metil-D-glicose (MG) em musculo mandibular (MM) de N.granulata.
Resultados expressos como média + desvio padrao, n= 8-10 caranguejos. * p < 0,05
em comparacdo a MG. a p < 0,05 em comparacao ao inverno e verdo. b p < 0,05 em

comparacao ao verao e outono.
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Figura 26: Efeito da sazonalidade sobre a concentracdo de glicose na hemolinfa de
N.granulata. Resultados expressos como média (colunas) + desvio padrdo (barras
verticais), o0 nUmero de animais variou de 5 -7. a p < 0,05 em comparacgdo ao inverno,

a primavera e ao outono.
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Figura 27: Efeito da sazonalidade sobre a captacdo de [**C]-MeAIB em branquias
posteriores (A), branquias anteriores (B) e musculo mandibular (C) de N.granulata.
Resultados expressos como média + desvio padrdo, n=6-10 caranguejos. a p < 0,05
em comparagao ao inverno, primavera e verdo. b p < 0,05 em comparagao ao inverno,

verao e outono. ¢ p < 0,05 em comparacao ao inverno e primavera.
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Em seu habitat os crustaceos eurialinos sdo anualmente expostos a diversas
condicBes estressantes a exemplo das variacfes de salinidade da &gua, pressdo
parcial de oxigénio, temperatura, pH, fotoperiodo e disponibilidade de alimentos
(Kucharski e Da Silva, 1991b; Bromberg, 1992; Vinagre e cols., 2007; Oliveira e cols.,
2007). Assim, as espécies que vivem em pantanos e marismas tém despertado o
interesse em relacdo as estratégias bioquimicas e fisiolégicas utilizadas durante a
adaptacdo a diferentes tipos de injuria que anualmente estdo sujeitas. Distintas
pesquisas em crustaceos buscam elucidar o envolvimento de hormdnios, da interagcdo
horménio-receptor, dos eventos poOs-receptores, bem como, de vias metabdlicas e
suas enzimas chave com diferentes tipos de estresse salino, ibnico, hipoxia, andxia,
jejum, realimentacédo, composicado da dieta, etc. (Eckhardt e cols., 1995; Kucharski e
cols., 1999; Schein e cols., 2003; Serrano e cols., 2003; Pellegrino e cols., 2008). Na
sua maioria essas pesquisas tém, com exce¢do das variaveis de interesse, todas as
demais condi¢cdes experimentais controladas. Ja pesquisas direcionadas a
identificacdo de aspectos fisiolégicos e suas possiveis relagdes com simultaneos
fatores ambientais estressantes sdo pouco exploradas e, embora impliguem em ardua
tarefa experimental, sdo cruciais para a compreensao bio-ecoldgica das espécies que
vivem em areas estuarinas e intertidais.

Neste trabalho as variacbes sazonais de alguns parametros do ambiente
estuarino sdo correlacionadas com as alteragbes das caracteristicas do receptor
insulin-like, com a ativacdo da transducao do sinal insulinico e com a captacdo de
glicose e de amino&cidos neutros em branquias anteriores e posteriores e musculo de
N.granulata, coletados diretamente no ambiente estuarino.

Dentre os ritmos biolégicos, o ciclo-anual esta presente em diferentes espécies
de invertebrados e de vertebrados ndo mamiferos e mamiferos (Underwood e cols.,
1997; Bradshaw e Holzapfel., 2007b). Esse ritmo pode ser considerado uma aquisi¢ao

recente na evolugdo dos seres vivos, emergindo junto a organismos com ciclos de
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vida iguais ou superiores a um ano (Underwood e cols., 1997). Embora sua presenca
tenha sido descrita em mais de 200 espécies animais, o ritmo ciclo-anual € pouco
investigado e ndo séo conhecidos quais 0s mecanismos e substancias quimicas estao
envolvidas no reconhecimento e na determinacdo das alteragBes biolégicas
caracteristicas de cada estacdo (Underwood e cols., 1997; Bradshaw e Holzapfel.,
2007a; 2007b; Piggins e Meijer, 2007). Por outro lado, estudos com invertebrados e
vertebrados indicam que mudancas sazonais nas condi¢des ambientais alteram o
ritmo ciclo-anual endégeno com efeitos sobre a fisiologia e o comportamento de
diversas espécies.

O presente estudo mostra que as alteracdes sazonais de salinidade da agua
sdo um dos principais fatores estressantes do ambiente natural do N.granulata.
Crustaceos eurialinos apresentam dois mecanismos basicos para enfrentar o estresse
osmatico: (1) regulacdo anisosmotica do fluido extracelular, a qual implica no controle
da osmolaridade da hemolinfa independente da osmolaridade do meio externo; (2)
regulacdo isosmoética do fluido intracelular, o que implica em um controle da
osmolaridade do fluido intracelular e do volume celular, com o objetivo de manté-lo
isosmotico em relacdo ao fluido extracelular. A regulacdo isosmotica do fluido
intracelular implica em: (1) respostas imediatas de alteragdo do volume celular, como
conseqiiéncia de choques osméticos e envolve a plasticidade da membrana
plasmética; (2) eventos de influxo e efluxo de efetores osmoticos, tanto organicos
(aminoécidos livres) como inorganicos (Na*, Cl e K*) (Gilles, 1997; Gilles e Delpire,
1997).

Organismos que vivem em condi¢des osmoticamente instaveis como solo e
regides estuarinas e intertidais, assim como células intestinais e medulares do rim sao
regularmente expostos a grandes flutuacdes de osmolaridade extracelular e
desenvolveram uma eficaz e eficiente capacidade de manter o equilibrio osmético e
de reparar danos celulares causados por condi¢cdes estressantes (Lamitina e Strange,

2004). Trabalhos realizados com hepatécitos de mamiferos mostram alguns efeitos da
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variagdo da concentragcdo do meio extracelular sobre o volume celular. Células
subitamente submetidas ao meio hiposmoético incham e, dentro de minutos,
retornaram parcialmente ao seu volume original. Esse comportamento foi denominado
Regulagéo da redug&o do volume celular (regulatory cell volume decrease - RVD).
Inversamente, a exposicdo subita ao meio hiperosmotico leva a uma reducdo do
volume celular e, ap6s poucos minutos, ocorre Regulacdo do aumento do volume
celular (volume regulatory increase — RVI), retornando o volume aos niveis iniciais. Os
mecanismos responsaveis pelo RVD ou RVI podem diferir entre diferentes tipos
celulares, mas em geral envolvem a ativagdo de sistemas de transporte de ions e
solutos organicos ha membrana plasmatica (Haussinger e cols., 1994; Wehner e cols.,
2004). Em hepatdcitos de ratos o RVD é obtido pelo transporte na membrana celular
de K*, CI' e HCO3', o aumento do volume celular leva a ativacdo de canais idnicos e
canais de cations ndo seletivos ativados por estiramento. Quanto ao RVI o aumento
stbito da osmolaridade extracelular leva a ativacdo de trocadores Na*-H" e CI-HCO3
na membrana plasmatica e a ativacdo de canais de K*-ouabaina e amiloride sensiveis.
Os mecanismos envolvidos no RVD e RVI ndo restabelecem completamente os
volumes celulares e as células permanecem levemente murchas ou levemente
entumecidas. Foi proposto que esta pequena variagdo de volume atue como sinal
para as modificacdes celulares, contudo os sinais e as vias de sinalizacéo pelas quais
as células detectam mudancas no volume celular e ativam os mecanismos de ajuste

osmatico sdo pouco conhecidos (Wehner e cols., 2004).

1. Receptor Insulin-Like em Neohelice granulata: sazonalidade

A insulina e as vias de sinalizacdo ativadas pelo horménio tém sido implicadas
nos processos de ajuste osmotico presentes de nematddeos a mamiferos (Lamitina e
Strange, 2004; Ouwens e cols., 2001; Gual e cols., 2003a; Gual e cols., 2003b). A

insulina e o choque hiposmaético causam aumento do volume celular e ha registro que
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vérias proteinas da via de sinalizacdo da insulina ou do IGF-I, como a PI3-K,
MAPgquinases e Jun-NH2-terminal kinase (JNK) ou quinases reguladas por sinais
extracelulares (ERK-1 e 2), sdo ativadas pelo horménio e por condicdes hiposmaticas
do meio (Ouwens e cols., 2001). Ja o choque hiperosmotico em mamiferos causa
aumento da via de sinalizacdo da insulina em células musculares e ovarianas
(Ouwens e cols., 2001; Gual e cols., 2003a) e resisténcia a insulina em adipdcitos
(Gual e cols., 2003b). No nematédeo C.elegans a inibicdo da atividade do receptor
(DAF-2) ou da PI3-quinase AGE-1 aumenta a resisténcia ao estresse hiperosmético
através da ativacdo de DAF-16, entretanto, essa proteina ndo é o principal
componente na adaptacdo ao estresse osmético (Lamitina e Strange, 2004). Em
C.elegans a reducdo na atividade da via de sinalizacdo insulin/IGF I-like causa
aumento no ciclo de vida e na resisténcia ao estresse térmico e hipoxico. Esses
mecanismos parecem ser evolutivamente conservados ja que em Drosdfila e
camundongos uma redugdo na atividade da via de sinalizagao insulin/IGF I-like causa
aumento no ciclo de vida e na resisténcia ao estresse oxidativo (Lamitina e Strange,
2004).

No caranguejo N.granulata ndo foi identificada uma molécula similar a insulina,
apesar disso a insulina bovina estimulou a captacdo de glicose, a sintese de
glicogénio e a atividade da bomba Na'-K* ATPase nas branquias deste crustaceo
(Kucharski e cols, 2002, Martins, 2002). J4 a via de sinalizacao insulin/IGF I-like tem
sido estudada em N.granulata desde 1997, quando Kucharski demonstrou a presenca
de sitios receptores a insulina, a auto-fosforilacdo da subunidade B e a atividade
tirosina quinase do receptor presente em branquias. Trabalhos posteriores mostraram
gue a transducdo do sinal insulinico foi modulada, diferentemente, por fatores
externos como a composicdo da dieta (rica em carboidratos ou rica em proteinas) e
pelo o tipo de estresse salino (hipo ou hiperosmdético) (Trapp e cols., 2000; Trapp,

2005). Em 2002, foi realizada a clonagem parcial do gene CGIRLTK- Chasmagnathus
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granulata insulin receptor-like tyrosine kinase (GenBank DQ104241) presente nas
branquias posteriores de N.granulata.

No presente trabalho mostrou-se, pela primeira vez, o efeito da sazonalidade
sobre a expressdo do gene CGIRLTK em tecidos com diferentes caracteristicas
morfoldgicas e funcionais, como por exemplo, as branquias posteriores, anteriores e 0
musculo mandibular de N.granulata. J& em 1997, Kucharski e cols., demonstraram,
ap6s a injecdo de *I-insulina, que os tecidos branquial, hepatopancreético e cardiaco
de N.granulata eram capazes de captar a radioatividade oferecida, indicando a
presenca de sitios de ligacdo a insulina nesses tecidos. O complexo de sinalizacao
insulina-receptor representa um dos mais antigos e mais bem conservados sistemas
de sinalizacdo no controle do crescimento de metazoarios e esta relacionado ao
crescimento e a proliferacéo celular, assim como na regulacdo do envelhecimento, do
metabolismo energético e da fertilidade (Wu e Brown, 2006; Luckhart e Riehle, 2007).
A presenca de receptores tirosina quinase em branquias e muasculo é mais um
indicativo da existéncia de uma proteina insulin-like e seu envolvimento em diferentes
fungbes celulares no N.granulata. Além disso, a regido tirosina quinase (TK) dos
receptores insulin/IGF I-like em cnidarios, esponjas, vermes, moluscos, insetos e
crustaceos tem elevada homologia com a regido TK do receptor de vertebrados e
mostra-se altamente conservada entre as espécies animais (Chan e Steiner, 2000;
Leibush e Chityakova, 2003). Em mamiferos o receptor de insulina € encontrado em
todos os tipos celulares, entretanto existe apenas um gene do receptor o qual pode
originar duas isoformas da proteina (Claeys e cols. 2002). Na mosca D. melanogaster
foram caracterizadas duas isoformas do receptor insulin/IGF I-like, sendo que uma é
estruturalmente similar aos receptores de insulina e IGF-1 de vertebrados. J4 a outra
isoforma do receptor apresenta uma extensao citoplasmatica do dominio C terminal
que pode ser funcionalmente relacionada ao substrato do receptor de insulina -1
(Ruan e cols., 1995; Wo e Brown; 2006). A distribuicdo tecidual dos receptores de

D.melanogaster ndo esta definida, mas a expressao da proteina ocorre de maneira



DISCUSSAO 105

ubiqua na embriogénese, apds esta fase 0s receptores sdo expressos no sistema
nervoso de machos e de fémeas e em ovarios. No mosquito Aedes aegypti o receptor
tirosina quinase (MIR) é uma proteina de, aproximadamente, 400 kDa com duas
subunidades a e duas . A expressédo do MIR, constatada inicialmente em ovarios de
A. aegypti, também ocorre na cabeca e na parede corporal do mosquito da febre
amarela (Roy e cols., 2007). J& no verme C.elegans apenas uma proteina DAF-2 é
expressa em células neuro-secretoras e, similarmente a drosdfila, apresenta uma
extensdo do dominio C terminal que funciona como uma proteina IRS-1 (substrato do
receptor de insulina- 1) (Kimura e cols. 1997; Wu e Brown; 2006).

Além de indicar uma ampla distribuicdo tecidual do receptor insulin/IGF I-like
em N.granulata este estudo mostrou o marcante efeito da sazonalidade sobre a
concentracdo de mRNA do gene CGIRLTK. No inverno a expressdo do CGIRLTK
presente nas branquias posteriores foi 35% superior aquela verificada na primavera e
no outono e 15% mais elevada em relagédo ao verdo. No verdo também se observa um
aumento de 17% nos niveis de MRNA do CGIRLTK em relacdo a primavera e ao
outono (Fig.8). Contudo, a sazonalidade ndo afetou a concentragdo de mRNA do
CGIRLTK em branquias anteriores. Como as branquias anteriores estdo relacionadas
a funcao respiratdria e excretdria de amonia no N.granulata, uma alteragdo sazonal na
concentracdo de mRNA do CGIRLTK teria reflexos na homeostase desse animal.
Durante a aclimatacéo a salinidade extrema aumenta o consumo de oxigénio o que
levaria ao aumento da atividade de transporte de gases e da excrecao ativa de aménia
pelas branquias anteriores (Bianchini e Castilho, 1999; Bianchini e cols., 2008).
Entretanto, a fun¢do de um receptor insulin-like em branquias anteriores necessita de
maior investigagédo. Kucharski e cols. (2002) ndo constataram efeito da insulina sobre
a captacdo de glicose e a sintese de glicogénio em branquias anteriores de
N.granulata. JA no muasculo mandibular a concentracdo de mRNA aumentou,

aproximadamente, 70% na primavera em comparacao as demais estacdes (Fig.12).
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Experimentos com animais coletados diretamente em seu ambiente natural
estdo sujeitos a interferéncia de inumeros fatores sobre as variaveis analisadas.
Assim, torna-se dificil a identificacdo e o isolamento de fatores correlacionados com os
resultados observados. Contudo, acredita-se que a extrema variagdo sazonal de
salinidade da agua e seu impacto sobre a osmolalidade da hemolinfa tenham
influenciado o efeito sazonal da expressdo do receptor insulin-like nas branquias
posteriores e no musculo de N.granulata.

No caranguejo N.granulata diversos trabalhos mostram o impacto do estresse
osmaotico sobre a expressdo e a atividade de importantes enzimas envolvidas no
metabolismo intermediario durante a aclimatacéo a salinidade do meio (Schein e cols.,
2003; Schein e cols., 2005a; Chittd, 2006). Trapp (2005) constatou que o estresse
salino pode interferir nas caracteristicas de ligacdo e na atividade tirosina quinase do
receptor insulinico branquial. Em animais coletados diretamente do estuério o aumento
na expressao do gene CGIRLTK nas branquias posteriores, no inverno e verdo, pode
ser um dos mecanismos celulares deflagrados em resposta as acentuadas mudancas
ambientais de salinidade e de temperatura. Enquanto isso, no tecido muscular o
aumento na expressdo do CGIRLTK deve estar relacionado a processos metabdlicos
estratégicos a aclimatacdo as novas condi¢ées ambientais.

Quanto a sazonalidade da expressao do gene CGIRLTK é importante salientar
gque caranguejos N.granulata aclimatados as condicdes de laboratério, sob fotoperiodo
natural, salinidade, pH, temperatura e alimentacdo controlados, igualmente mostram
uma variagdo sazonal na expressdo e ha atividade da enzima PEPCK-
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (EC 4.1.1.32) que atua em diferentes vias
metabdlicas (Schein e cols. 2005a; Chittd, 2006). Assim, pode-se sugerir a existéncia
de um ritmo ciclo-anual enddégeno de expressdo do gene do CGIRLTK em diferentes
tecidos de N.granulata.

Trabalhos realizados em vertebrados ndo mamiferos mostraram que a

sazonalidade afeta as caracteristicas de ligagdo da insulina ao receptor. Em Rana
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esculenta no verdo houve um aumento na ligacdo especifica da '*l-insulina ao
receptor, quando comparada aguela observada no inverno, causada pelo aumento nha
concentracao de receptores (Scapin e Incerpi, 1992). Em N.granulata a sazonalidade
afetou a ligacdo especifica da "*I-insulina aos receptores das branquias posteriores
com aumento significativo da ligagdo nas estacfes de inverno e de verdo (Tab.3). As
branquias posteriores sdo os principais 6rgdos omorreguladores em crustaceos e
asseguram a sobrevivéncia de espécies eurialinas em ambientes de salinidade
variavel. No inverno observou-se que a osmolalidade da agua foi 3,5 vezes menor em
relacdo ao verdo e variou 4 vezes (41 —» 170 mOsm/Kg de &gua, percentis 25 e 75%,
respectivamente) dentro da propria estacéo (Tab.2).

No inverno a concentracao de insulina ndo marcada necesséria para inibir 50%
a ligacdo da '®l-insulina foi 3 vezes menor do que no verdo (‘IC50= 1,2 uM e 3,4 uM,
no inverno e no verdo, respectivamente) em branquias posteriores. Além disso, a
constante de dissociacdo (Ky) foi menor no inverno (Tab. 6) o que determinou uma
elevada afinidade do receptor ao horménio nesta estacdo comparada as demais. O
aumento da afinidade constatado no inverno € refletido sobre o sistema
horménio/receptor e os efeitos séo claramente observados na curva de competi¢céo da
insulina nas branquias posteriores de N.granulata (Fig.14). JA& o aumento ha
concentracdo de receptores no verdo nédo alterou a curva de competicdo da insulina
com a *®l-insulina. Em hepatécitos de ra (Rana esculenta) o aumento da concentracéo
de receptores no verdo teve efeito sobre a curva de competicdo, porém a
concentracdo de insulina necesséria para inibir 50% & ligacdo da *I-insulina néo foi
sazonalmente modificada.

Neste estudo foi utilizada **I-insulina humana, pois em diversos trabalhos com

invertebrados tém sido usada a insulina humana para o estudo dos efeitos sobre o

* |C50- concentracao de hormdnio livre necessaria para inibir em 50% a ligagdo do horménio
marcado
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metabolismo de carboidratos. Assim optou-se pela utilizagdo de insulina humana nos
experimentos de competicdo realizados nesta tese.

Um aspecto importante a ser abordado esta relacionado as curvas de
competicdo mostradas neste trabalho que, comparadas a outras curvas com
preparacbes de membranas de tecidos de vertebrados, apresentam-se deslocadas
para a direita (Sanvitto, 1992). Este fato indica um sistema de menor afinidade, sendo
necessaria a utilizacdo de elevadas concentracbes de insulina humana ndo marcada
para inibir 50% a ligacdo da '*l-insulina. Mesmo assim, a insulina humana foi capaz
de ligar-se especificamente aos receptores do N.granulata. J& a prolactina bovina ndo
foi capaz de competir com a ***I-insulina indicando a especificidade do sistema em N.
granulata, como foi anteriormente demonstrado por Kucharski e cols. (1997). Em
insetos, diversos peptideos insulin-like (ILPs) foram isolados e purificados, contudo
apenas a insulina de mamifero tem sido utilizada para investigar as caracteristicas de
ligagdo hormdnio-receptor. Wu e Brown (2006) relataram que o receptor de insulina
em D.melanogaster (DIR) liga-se com alto grau de afinidade a insulina humana (K4 15
nM) e, embora tenham sido isolados sete peptideos similares a insulina (DILPs 1 a 7),
a ligacdo horménio-receptor ndo foi investigada com os DILPs ou ILPs de outros
insetos. Em crustaceos, trabalhos prévios mostraram o estimulo da insulina de
mamifero sobre a captacdo de glicose e a sintese de glicogénio em branquias
posteriores indicando a acdo deste horménio neste 6rgao (Welcomme e Devos, 1994;
Richardson e cols., 1995; Kucharski e cols., 2002). Recentemente, Gutiérrez e cols.
(2007) verificaram que a insulina humana estimulou a sintese de glicogénio nas
branquias e no hepatopancreas do camardo Penaeus vannamei.

A analise de Scatchard complementou a andlise sazonal da cinética de ligacao
da insulina ao receptor. Para sistemas que possuem um tipo de sitio de ligacdo com
baixa afinidade o gréfico resulta em uma linha reta. J4 a néo linearidade com a
concavidade voltada para cima pode ser explicada de duas formas: i) uma classe de

receptores com cooperatividade negativa e ii) heterogeneidade de sitios receptores



DISCUSSAO 109

(Scapin e Incerpi, 1992). Para a primeira hipétese foi proposto que a interagéo sitio a
sitio onde, um aumento na fracdo de receptores ocupados, diminui a afinidade dos
demais receptores ao horménio e aumenta a velocidade de dissociacdo. Ja a
existéncia de mais de um tipo de receptor (heterogeneidade de sitios) determina
diferentes caracteristicas cinéticas com sitios de alta e baixa afinidade (Scapin e
Incerpi, 1992). Os graficos de Scatchard (Fig. 17) mostram a presenca de um sitio
receptor de baixa afinidade nas branquias posteriores, corroborando trabalhos
anteriores realizados em N.granulata. Kucharski e cols. (1997) mostraram neste
caranguejo que a competicdo da insulina bovina aos sitios receptores de branquiais
resultou num grafico de Scatchard linear com valores de Ky (3,11uM), elevados
guando comparados aqueles verificados em vertebrados. Em sua revisdo, Navarro e
cols. (1999) mostraram valores de Ky encontrados em estudos com receptores de
insulina semi-purificados em diversas espécies de vertebrados. Nos musculos de rato,
tartaruga e peixe os valores de K, foram de 0,63; 0,29 e 0,22 nM, respectivamente. Em
invertebrados estudos que utilizam insulina de mamiferos mostram constante de
dissociagédo com valores elevados. Jonas e cols. (1996), estudando os receptores para
insulina em preparacbes de sinaptossomas do molusco Aplysia californica
encontraram um Kyq de 140nM e no musculo bucal um Ky de 70 nM. Em Anodonta
Cygnea o isolamento e a purificacdo de sete proteinas insulin-like (IRP1-7) permitiu a
analise das caracteristicas de ligacdo hormdnio-receptor. Neste molusco as isoformas
isoladas ligaram-se com diferentes afinidades aos receptores de figado de rato, a
concentracdo de hormonio necessaria para inibir 50% a capacidade de ligacéo variou
de 17 (IRP4) a 1700 nM (IRP7), dependendo da isoforma testada (Leibush e
Chistyakova, 2003) .

A comparacdo sazonal dos graficos de Scatchard mostra que no inverno (Fig.
17 A) houve um aumento na concentra¢do de horménio ligado com reducao no indice
B/F. Em funcdo da ndo linearidade verificada no outono (Fig. 17 D) investigou-se a

hipétese da presenca de dois sitios de ligacdo nos tecidos de N.granulata. A utilizagdo
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do software Kell (verséo 6) para tratamento dos dados permitiu a analise da presenca
de um ou dois sitios de ligacdo. Os calculos de dois sitios resultaram em elevadas
estimativas de erro que variaram de 100 - >1000%. No entanto, quando os resultados
foram analisados na perspectiva de um sitio de ligacdo as estimativas de erro foram
de no maximo 40%. Essas constatacbes e o0s resultados obtidos em outros
experimentos com receptores hormonais de invertebrados levam a conclusdo da
presenca um receptor com um sitio de ligacdo em tecidos de N.granulata.

O gréafico com tendéncia curvilinea observado nas branquias posteriores no
outono pode ter a interferéncia de hormonios envolvidos com o0s processos
reprodutivos que também se ligam a receptores do tipo tirosina quinase. No outono o
periodo reprodutivo do N.granulata esta na fase final. Recentemente, foi descoberto
um gene que expressa uma proteina similar a insulina na glandula androgénica do
lagostim C.quadricarinatus (Manor e cols., 2007). Foi sugerido que essa proteina
regula os processos reprodutivos em machos e pode estar presente em concentracoes
elevadas no periodo reprodutivo.

No inverno o aumento da afinidade e da atividade tirosina quinase do receptor
(Fig. 20) foi acompanhado de significativa elevacao na expressdo do gene CGIRLTK
(Fig. 8) nas branquias posteriores. A acdo da insulina durante a adaptacéo ao estresse
osmoético ja foi mostrada em mamiferos, mas ha controvérsias sobre a acdo do
horménio na regulacdo do volume celular. Neste trabalho o aumento na afinidade do
receptor ao hormdnio e na fosforilagdo do receptor parecem ser as respostas iniciais a
reducdo de salinidade ambiente observada no inverno, quando a osmolalidade da
agua reduz a 41mOms/kg de H,O (O 1,5 %0). Ao mesmo tempo, a necessidade de
manter o ajuste osmético ao longo da estacao, possivelmente, determinou o aumento
na expressao do gene do receptor. Em branquias posteriores de N.granulata entre 6 e

24 h de choque hiposmético (30 %o — 2%) houve um aumento de 50% na

concentragdo de mRNA da sub-unidade o da Na'/K*- ATPase, o qual foi mantido
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durante quatro dias. Nas branquias do teledsteo eurialino Fundulus heteroclitus ocorre
aumento da atividade de varias MAPquinases em resposta ao choque hiposmético.
Esse aumento inicia-se apds 1hora de estresse e € sustentado por 4 semanas (Kiltz e
Avila, 2001). Em células A6 epiteliais renais de anfibio, o choque hiposmotico ativa o
ERK dentro de minutos (Chiri e cols., 2004). Trapp (2005) verificou que durante 24 e
72 h de exposi¢cdo a condi¢cdes ambientais hiposmoticas houve uma diminuicdo da
atividade tirosina quinase do receptor associada a uma queda na afinidade dos
receptores. No entanto, em 144h de estresse hiposmético a insulina voltou a estimular
a fosforilagdo do receptor insulinico indicando uma ag¢do hormonal coordenada em
resposta as mudancas no volume celular.

Nas branquias posteriores os mecanismos de modulac¢édo da via insulin/ IGF I-
like no verdo mostraram-se diferentes, quando comparados aqueles verificados no
inverno. O aumento na concentracdo de receptores (Tab. 6) e na fosforilacdo do
substrato exdgeno (Fig. 20) ocorreu paralelamente ao aumento da expresséo do gene
CGIRLTK (Fig.8). No verdo, mesmo quando a salinidade ambiente aumentou 3,5
vezes em relacdo ao inverno (Tab.2) a osmolalidade da agua chegou, no maximo, a
582 mOms/ Kg de H,O (aproximadamente, 22 %) e nessa situacdo o N.granulata
encontrava-se numa faixa de salinidade abaixo de seu ponto isosmotico (30 %o). Os
resultados mostram que as branquias posteriores, a despeito da elevacdo de
salinidade ambiente, mantiveram-se sensiveis a insulina no verdo. E importante
observar que em todas as estacbes o0s valores de osmolalidade da hemolinfa
correlacionaram-se, significativamente, com as modificacbes na constante de
afinidade (K;) e na fosforilagdo do receptor insulinico nas branquias posteriores (Tab. 8
e9).

E bem descrito na literatura que o N.granulata hiper-regula em meio diluido e
hipo-regula em meio concentrado (Onken e cols., 2003; Luquet e cols.,2005). Durante
as 48 h iniciais de hipo ou hiper-regulacdo iénica foram observados nas bréanquias

posteriores uma atividade mitocondrial elevada e aumento da capacidade
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ionorregulatéria, jA a expressdo protéica e a proliferagdo celular iniciam ap0s esse
periodo (Luquet e cols., 2005).

Em relacéo aos resultados discutidos até aqui se pode propor que as branquias
posteriores dispem de respostas fisioldgicas coordenadas que sdo sazonalmente
alteradas frente a mudancas de fatores ambientais. O complexo insulina-receptor e a
via de sinalizagdo da insulina parecem atuar a curto e a longo a prazo (ativando
enzimas e genes) na adaptacdo as variacbes de caracteristicas fisico-quimicas do
estuario durante as esta¢cdes mais criticas do ano.

A andlise sazonal da ligacéo especifica da **’l-insulina mostrou que o tecido
branquial anterior teve elevados percentuais de ligacdo comparados ao branquial
posterior e ao muscular (Fig. 13). Observou-se que as curvas de competicdo das
branquias posteriores (Fig. 14) e do muasculo (Fig. 16) sdo deslocadas para a direita,
enquanto as curvas das branquias anteriores (Fig.15) sdo mais deslocadas a
esquerda, indicando maior afinidade do complexo horménio receptor neste tecido.
Verificou-se que nas branquias anteriores a concentracdo de insulina ndo marcada
necesséria para inibir em 50% a ligacédo da '*l-insulina foram menores comparadas
aos outros dois tecidos. Os valores de inibicdo foram alterados segundo a estacédo do
ano e mostraram-se, em média, 40% menor no verdo quando comparados as outras
trés estagbes do ano (IC50= 0,35; 0,5; 0,4; e 0,5 pM no verdo; no inverno, na
primavera e no outono, respectivamente). No que diz respeito a sazonalidade das
caracteristicas de ligacdo (Kq € Bnax) (Tab. 6 e 7) e fosforilagdo do receptor tirosina
quinase (Fig. 21) as branquias anteriores tiveram eventos similares aqueles verificados
nas branquias posteriores no inverno e no verdo. Entretanto, na primavera, verificou-
se uma resisténcia a insulina nas branquias anteriores. Nesta estacdo a afinidade
diminui duas vezes em relacdo ao inverno (primavera Kq= 7,2 pM e inverno Ky=3,0
pM), ao mesmo tempo a atividade tirosina quinase do receptor reduziu-se em 50%
(Fig.21). Ja a expressado do GCIRLTK ndo mudou durante as estacdes do ano (Fig.

10).
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As branquias anteriores sdo 0s 0rgdos responsaveis pela respiracdo em N.
granulata. Luquet e cols. (2000) mostraram que o epitélio das branquias anteriores de
animais aclimatados a salinidades que variaram entre 12, 34 e 44 % nao teve
mudancas significativas na estrutura. Contudo, a adaptagdo aos meios com
salinidades diferentes (30% - 2% ou 30% - 45%0) estimula a expressao de
proteinas de troca de ions em branquias anteriores e posteriores, porém nas
anteriores o efeito € menos marcante. Em N.granulata durante o estresse hiposmaético
(690 mOms), in vitro, houve um aumento na sintese de proteinas no hepatopancreas,
musculo mandibular e branquias posteriores, contudo, em branquias anteriores nao
ocorreram alteracdes significativas (Bock, 2005).

Nas branquias anteriores o incremento da via insulin-like, no inverno e no
verao, € obtido por alteracdes no receptor, quer seja por aumento de afinidade ou de
concentracdo, sem necessitar de aumento na expressdo. Em conjunto esses
resultados confirmam um envolvimento diferenciado deste tecido durante o ajuste
osmotico. Ao mesmo tempo a elevada afinidade dos sitios de ligacdo a insulina
humana indica a presenca de ligandos com homologia a insulina humana, sugerindo
gque em N.granulata haveria diferentes isoformas de proteinas insulin/ IGF I- like que
se ligariam ao receptor com diferentes afinidades, como verificado no molusco L.
stagnalis (Smit e cols., 1998).

Quanto ao tecido muscular, no verdo o aumento na ligacdo especifica (Tab. 5)
ocorreu, possivelmente, em funcdo do aumento da afinidade ao horménio (Tab. 6). Ao
mesmo tempo, houve um aumento significativo da fosforilacdo do receptor insulinico
(Fig. 22). Os valores de IC50 foram menores no verdo (IC50= 1,3; 2,5; 2,8 e 6,2 uM,
verdo, inverno, primavera e outono) e as curvas de competicdo refletem essa
diferenca. Ja o grafico de Scatchard mostra reduzidos indices B/F na primavera (Fig.
19B). Nesta estacdo verificou-se o efeito méximo da sazonalidade sobre o receptor.
Na primavera a elevacdo da concentracdo de mRNA do CGIRLTK (Fig. 12) foi

acompanhada do aumento da concentracdo de receptores (Tab. 7), da afinidade do
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receptor ao horménio (Tab. 6) e da atividade tirosina quinase do receptor (Fig.22).
Esses resultados mostram que o tecido muscular apresenta elevada sensibilidade a
insulina na primavera.

No musculo mandibular os graficos de Scatchard apontam a presenca de um
sitio de ligacdo com baixa afinidade. Considerando-se as curvas de competicdo
(Fig.16) e os gréficos de Scatchard (Fig. 19) pode-se inferir que 0s receptores
insulin/IGF I-like presentes no musculo ligam-se com baixa forca de interacdo
molecular a insulina humana. Contudo, a expressdo e as caracteristicas de ligacao
dos receptores tirosina quinase séo alteradas de acordo com a estacdo do ano.

Em crustdceos o tecido muscular é um tecido de reserva de lipidios, de
glicogénio e de proteinas. Kucharski e Da Silva (1991) mostraram que em N.granulata
coletados diretamente no estuario as reservas de glicogénio muscular sdo as
principais fontes energéticas utilizadas durante a primavera e o verdo, quando ha um
aumento na atividade explorat6ria dos animais. Ao mesmo tempo, o tecido muscular
armazena lipidios na primavera e no verdo os quais sao utilizados no inverno e no
outono como substrato energético. Neste trabalho, as altera¢des na ligagdo hormonio
receptor verificadas na primavera indicam a necessidade de ativacdo da via de
sinalizac¢do a insulina no tecido muscular. Essa ativagdo deve ter como conseqiéncia
a ativacdo de enzimas envolvidas nas vias de sintese de lipidios e de glicogénio neste
tecido.

Durante o processo de aclimatagdo ao estresse osmético, provavelmente, o
tecido branquial € o que mais consome energia, uma vez que ele deve assegurar a
regulagéo isosmatica do fluido extracelular, como também a regulagdo anisosmotica
do fluido intracelular (Gilles e Delpire, 1997; Luquet e cols., 2000; Novo e cols., 2005).
Luquet e cols. (2005) mostraram que em condi¢cdes de estresse salino ha um aumento
na expressdo da enzima arginina-kinase nas branquias anteriores e posteriores de
N.granulata. Em condi¢cBes de estresse salino o tecido muscular também participa

para o equilibrio osmoético em N.granulata (Schein e cols.,, 2004; 2005).
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2 Transporte de Nutrientes Energéticos em Neohelice granulata:

sazonalidade

Entre os parametros fisico-quimicos analisados, a osmolalidade da agua foi o
que apresentou a maior variacdo anual, apesar disso a osmolalidade da hemolinfa
alterou-se apenas no verdo. Em crustdceos a capacidade osmorreguladora
desempenhou um importante papel na evolugcdo e na conquista do habitat estuarino
(Bromberg, 1992). Espécies eurialinas, a exemplo do N.granulata, sdo capazes de
tolerar grandes variagbes de salinidade do meio, com minimas alteragbes na
concentracdo osmotica da hemolinfa (Castilho e cols., 2000). Diversos estudos em
N.granulata mostraram que esta espécie é capaz de hiper-osmorregular em
salinidades reduzidas e hipo-osmorregular em salinidades elevadas (Bianchini e cols.,
2008) e seu ponto isosmotico situa-se entre 28,5%. e 30%o, NO inverno e no verao,
respectivamente (Bromberg, 1992; Luquet e cols., 2005; Bianchini e cols., 2008). Em
N.granulata, na fase adulta, foi observada uma importante diferenca sazonal de
toler&ncia a salinidade e de regulacdo osmdtica e idnica em machos e fémeas (Novo e
cols., 2005). As fémeas mostram rapidas e acentuadas variagdes na osmolalidade e
na concentracdo de ions apoOs dois dias de estresse hiposmético no inverno em
relagcdo ao verdo. JA nos machos a resposta € oposta e, em condicfes de estresse
hiperosmatico, os caranguejos rapidamente regulam a osmolalidade e a concentracao
de ions da hemolinfa no inverno em comparacéo ao verdo (Novo e cols., 2005). Os
resultados da variagdo sazonal de salinidade ambiental e sua relacdo com a
osmolalidade da hemolinfa evidenciam que os mecanismos compensatérios de ajuste
osmotico do N.granulata sdo extremamente dindmicos. Bianchini e cols. (2008)
sugerem que as diferencas sazonais de resposta as modificacbes ambientais de

salinidade em N.granulata devam-se as mudancas de permeabilidade idnica e ao
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transporte ativo associados a alteracfes sazonais na composi¢do lipidica e na
fisiologia das branquias.

Os dados coletados, in situ, mostram que quanto mais alta a temperatura da
agua, mais baixos os valores de pH da &gua. No inverno e no outono, quando a
temperatura ambiental diminui, ocorre aumento marcante dos valores de pH da agua.
Contudo, somente no outono ocorreu uma diminuicdo significativa dos valores de pH
da hemolinfa, nas outras estacdes o pH hemolinfatico manteve-se sem alteracfes
significativas. Em outros crustaceos foram encontrados resultados semelhantes de
correlacdo entre o pH ambiental e o hemolinfatico e a temperatura da 4gua (Whiteley e
cols., 1997).

Em crustaceos, o pH hemolinfatico e a temperatura alteram a afinidade e a
cooperatividade da hemocianina ao O, (efeito Bohr) (Johnson e cols., 1984; 1988;
Weber e cols., 2008). Assim, para o N. granulata a manutencédo do pHem 7,6 — 7,7 a
baixa temperatura ambiental, como a constatada no outono, aumentaria a afinidade da
hemocianina ao O,, diminuindo o aporte de oxigénio aos tecidos, em um periodo do
ano que o animal encontra-se ainda em atividade fisica em seu habitat. Entretanto,
com uma reducdo do pH hemolinfatico para 7,1 a afinidade da hemocianina ao O,
reduz, minimizando o efeito da baixa temperatura do ambiente sobre a afinidade da
hemocianina ao O,, mantendo, assim, o aporte adequado de oxigénio aos tecidos. No
outono ocorre uma marcante diminuicdo da osmolalidade do meio ambiente em
relagdo ao verdo, aumentando a taxa de consumo de oxigénio em N. granulata devido
ao esforco de aclimatacdo as variacbes de salinidades do ambiente (Bianchini e
Castilho, 1999). Recentemente, em Carcinus maenas foi demonstrado que o pH e a
temperatura modificam a curva de saturacdo da hemocianina (efeito Bohr) (Weber e
cols., 2008). Os autores demonstram que a afinidade da hemocianina ao O, aumenta
em pH 7,8 e que ndo ocorre uma diferenca significativa com a alteragdo da
temperatura de 10°C para 20°C. Entretanto, em pH 7,0 a temperatura de 20°C reduz

marcadamente a afinidade em relacdo aos 10°C (Weber e cols., 2008). Além disso,



DISCUSSAO 117

alteracdes de pH no liquido extracelular podem afetar a estrutura terciaria das
proteinas, reduzindo a afinidade de ligacdo destes compostos, alterando diversos
sistemas celulares, como o transporte de moléculas através da membrana plasmatica
e a atividade enzimatica (Bianchini e cols, 2005).

Em seu habitat, o N. granulata € exposto a uma ampla faixa de temperatura
ambiente com extremos entre 18,5 + 0,6 °C a 32 + 2,8 °C no inverno e no verao,
respectivamente. No inverno, apesar da baixa temperatura o pH da hemolinfa
encontra-se em 7,6. A estacdo também influencia o comportamento dos animais e, de
modo geral, no inverno os caranguejos sdo encontrados nas suas tocas e no verao na
superficie da lagoa. Essa sazonalidade no comportamento do N.granulata ja havia
sido relatada (Botto e Irigoyen, 1980; Turcato, 1990) e contribui para a atenuacdo dos
extremos de temperatura e condicbes indspitas do meio. Desta forma, como no
inverno o animal fica recolhido a toca, a necessidade de aporte de oxigénio aos
tecidos reduz e o N. granulata mantém o pH 7,6 apesar da reduzida temperatura

ambiental.

As branquias estdo envolvidas na hiper- (captagdo de sal) e hipo-regulacdo
(excrecdo de sal) em N. granulata, geralmente dispostas em fileiras com tecido de fina
espessura, e mostram caracteristicas basicas de um epitélio de transporte de sal
(Genovese e cols., 2004; Bianchini e cols., 2008). Durante o processo de aclimatacao
ao estresse osmaotico o tecido branquial posterior € o que mais consome energia, uma
vez que ele deve assegurar a regulacdo isosmotica do fluido extracelular, como
também a regulagcéo anisosmatica do fluido intracelular (Gilles e Delpire, 1997; Luquet
e cols., 2000; Novo e cols., 2005; Bianchini e cols., 2008).

Esses Orgdos mostram marcadas alteracbes estruturais, bioquimicas e
fisiologicas de acordo com a salinidade ambiental, resultando em ativa captacao de
NaCl em caranguejos aclimatados a salinidades baixas. No entanto, 0s mecanismos

envolvidos na aclimatacdo dos caranguejos a salinidades elevadas sdo menos
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compreendidos (Bianchini e cols., 2008). Bianchini e cols. (2008) sugerem que a hipo-
regulacdo deve ocorrer por uma ativa secrecdo de Na* e CI, o qual deve envolver uma
elevada expressao de co-transportadores de Na*, K*,2CI" no epitélio especializado das
branquias posteriores. Além disso, séo as branquias que estdo em constante contato
direto com 0 meio externo e séo elas que primeiro sofrem as variacbes sazonais dos
parametros ambientais.

Em crustaceos a glicose é uma das principais fontes energéticas para os
ajustes metabolicos durante o processo de osmorregulacdo (Nery e Santos, 1993;
Oliveira e Da Silva 2000). Assim, nas membranas plasméticas das branquias
posteriores o transporte de glicose via difusdo facilitada pode ser uma estratégia, pois
a captacdo de glicose dependente de sodio interferiria no processo de captacdo ou
secrecdo deste ion necesséario para a aclimatacdo deste caranguejo as variacdes
sazonais e circadianas de salinidade da agua ou durante a emersao, quando ocorre a
evaporacdo da &gua aumentando a concentracdo de sal na cavidade branquial
(Luquet e Ansaldo, 1997; Bianchini e cols.,, 2008). Evidéncias bioquimicas e
moleculares indicam o envolvimento da enzima Na'/K* - ATPase branquial na
captacdo e secrecdo ativa de Na® e CI" durante a hiper e hip- osmorregulagdo nas
brénquias posteriores de N. granulata (Castilho e cols., 2001; Luquet e cols., 2005).

Em N. granulata, os trés pares anteriores de branquias seriam especializados
para a respiracdo e excrecdo ativa de amébnia. Contudo, a aclimatacdo a extremas
salinidades do ambiente aumenta o consumo de oxigénio o que levaria ao aumento da
atividade de transporte de gases e da excrecao ativa de amobnia pelas branquias
anteriores (Bianchini e Castilho, 1999; Bianchini e cols., 2008), aumentado as
necessidades energéticas deste orgao.

No presente trabalho a captacdo de DG foi marcadamente superior que aquela
de MG nas branquias posteriores e anteriores de N. granulata em todas as estacdes.
N. granulata aclimatados as condicdes de laboratorio a captacdo de DG em branquias

foi cerca de 50% maior que a captacdo de MG (Eichler, 2001). A floretina (inibidor do



DISCUSSAO 119

transporte via GLUT) inibiu marcadamente a captacdo de DG pelas branquias
posteriores e anteriores, contudo, a incubacdo em meio assédico ndo reduziu a
captacdo de DG (Eichler, 2001). Também a captacdo de MG néo foi inibida em meio
assodico ou pela presenga de florizina (inibidor do transporte de glicose dependente
de sdédio), sugerindo que o transporte de MG pelas branquias de N. granulata ocorra,
provavelmente, via GLUTs. Em vertebrados, Hediger e Rhoads (1997) mostraram que
o transporte de MG também pode ocorrer via GLUTs. Wellcomme e Devos (1994)
demonstraram, em branquias de Carcinus maenas, a presenca de GLUT 4. Proteinas
do tipo GLUT tém sido encontradas em outros artropodes. Pascual e cols. (2006)
mostraram que a absorcdo de galactose no ceco gastrico de Locusta migratoria ocorre
via proteinas do tipo GLUT. Contrariamente, em branquias dos moluscos Mytilus
edulis e Mytilus californianus, Pajor e cols. (1992) demonstraram a existéncia de um
sistema de transporte de glicose dependente de sddio.

A maior captacdo de DG e de MG nas branquias posteriores e anteriores
ocorre ha primavera e no verdo, quando se tem elevadas temperaturas do ar e da
agua. Durante a primavera e o0 verdo 0s animais apresentam intenso deslocamento,
sendo encontrados, conforme o horario do dia, nas tocas, na agua ou na terra. Desta
forma, o aumento da captagcdo de DG e de MG pelas branquias posteriores e
anteriores ocorre nas estacfes de maior atividade fisica desse caranguejo e
conseglentemente maior necessidade de substratos energéticos. Também na
primavera e no verdo, aproveitando a abundéncia de alimento, o caranguejo N.
granulata repde suas reservas energéticas mobilizadas durante os meses de inverno
(Kucharski e Da Silva, 1991). Segundo D’Incao e cols. (1988) o N. granulata apresenta
uma variacdo sazonal do conteido estomacal: no outono e no inverno predominam
sedimentos e restos vegetais; na primavera aumenta a frequiéncia de itens de origem
animal; no verdo ocorre um equilibrio entre os trés componentes alimentares. E
também no verdo que ocorre a maior concentracdo de glicose na hemolinfa deste

caranguejo (Kucharski e Da Silva, 1991). Além disso, a menor osmolalidade da agua
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ocorreu na primavera e a maior no verdo, desta forma o N. granulata passa pela
transicdo de um meio hiposmoético para outro hiperosmatico. Diversos trabalhos,
realizados com este caranguejo, demonstraram a participacdo do metabolismo de
carboidratos no ajuste metabdlico necessério a aclimatacdo tanto ao meio hipo como
hiperosmaético e que esta resposta metabdlica apresenta uma variacdo sazonal (Nery
e Santos, 1993; Schein e cols., 2005a; 2005b). Nery e Santos demonstraram que no
verao o estresse hiperosmotico induz a um aumento dos niveis de carboidratos nas
branquias (Nery e Santos, 1993). Todos esses achados corroboram os resultados de
aumento da captacao de glicose pelas branquias nos meses de primavera e de verao,
quando ocorrem variacfes marcantes dos pardmetros ambientais, do comportamento
e do metabolismo do N. granulata, ap6s um periodo de reduzida atividade fisica e
metabdlica durante os meses de inverno.

Ao contrario das branquias, o musculo do N. granulata sofre menor exposi¢céo
as variagdes sazonais dos parametros ambientais. Entretanto, 0 masculo é um tecido
de reserva de energia que apresenta variacdo sazonal de concentracéo de glicogénio
e de lipidios (Kucharski e Da Silva, 1991, Nery e cols., 1993; Luvizoto-Santos e cols.,
2003). Além disso, a gliconeogénese muscular participa do ajuste metabdlico durante
a aclimatacdo do N. granulata ao estresse hipo e hiperosmoético e esta resposta
apresenta uma variacao sazonal (Schein e cols., 2005a; 2005b).

Em contraste ao observado nas branquias, ndo foram verificadas diferencas
marcantes entre a captacdo de DG e de MG no musculo nos meses de inverno, de
primavera e de verdo. Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, é
possivel inferir que no tecido muscular existam dois sistemas de transporte de glicose
com diferentes propriedades cinéticas e moduladoras: via GLUTs e via co-transporte
de sbdio. Ahearn e Clay (1988) demonstraram a captacdo de glicose sadio-
dependente em vesiculas de membrana da borda em escova das células epiteliais
hepatopancreaticas de lagostim. Como o musculo ndo € um érgao envolvido na iono-

regulacdo em N. granulata, a presenca do sistema de transporte de glicose Na*
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dependente no muasculo, ao contrério das branquias, ndo interferiria na capta¢do ou na
secrecado de sbdio necessaria a aclimatacédo aos extremos de salinidade ambiente.

No outono a captacdo de MG pelo musculo foi cerca de 61% menor que aquela
da DG. Também no outono ocorre aumento significativo do pH da 4gua e uma redugéo
marcante no pH da hemolinfa (pH 7,1). Em hemaceas de Rana balcanica foi
demonstrado que a permeabilidade celular aos ions sodio e potassio é dependente do
pH extracelular; em pH &cido ha um aumento na entrada de sodio e perda de potassio
pelas células. Assim uma alteracdo no potencial eletrogénico celular pode
comprometer a atividade da bomba Na® /K" ATPase (Kaloyianni e Doukakis, 2003;
Wehner e cols., 2004). Dessa maneira, a reducdo do pH da hemolinfa, pode interferir
sobre o sistema de transporte de glicose sddio dependente no musculo nos meses de
outono, preponderam, assim, a captacdo de glicose via difusdo facilitada. Em
vesiculas de membrana da borda em escova do epitélio hepatopancreatico de
lagostim o baixo pH luminal estimula o transporte de glicose por aumentar a afinidade
do sistema de transporte dessa hexose (Ahearn e Clay, 1988). Em L. migratoria o
transporte de galactose via proteinas tipo GLUT né&o € afetado por diferencas no pH
(de 4,2 a 8,2) no ceco gastrico (Pascoal e cols., 2006).

No presente trabalho constata-se marcante reducdo da captacdo de DG e de
MG pelo tecido muscular nos meses de verdo. Esta reducdo da captacdo de glicose
pode ser explicada, em parte, pelo reduzido nivel de glicogénio verificado neste tecido
nos meses de verdo (Kucharski e Da Silva, 1991). No verdo houve um aumento
significativo da concentracdo de glicose na hemolinfa. A maior concentracdo de
glicose hemolinfatica no verdo pode ser uma consequéncia do maior ingestdo de
alimentos ou menor utilizacdo periférica desta hexose. Também Schein e cols. (2005a)
verificaram que no verdo a capacidade muscular de sintese de *C glicose a partir de
“C alanina, a atividade e a expressdo da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK 4.1.1.32) estdo aumentadas em comparacdo ao inverno. Assim, no verao o

aumento da glicemia também pode ser uma consequéncia do incremento na producéo
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tecidual de glicose com uma possivel redugdo na captacdo de glicose pelos dois
sistemas de transporte.

A exemplo de outros invertebrados, em N.granulata, mantidos em salinidade de
20 %o, a determinacdo dos aminodacidos livres presentes na hemolinfa mostrou a
presenca de aminoacidos essenciais e ndo essenciais, sendo que 0s aminoacidos
livres glicina, serina, arginina, alanina e prolina encontram-se em maior concentracao
(Schein, 1999). Durante o0 estresse hiperosmaético a concentracdo de glicina na
hemolinfa diminui 60% em N.granulata. Ja em condi¢cdes de estresse hiposmatico
esse aminoacido sofre grande alteracdo em seus niveis circulantes com incremento de
200 vezes (Schein, 1999).

No presente trabalho foi utilizado o andlogo ndo metabolizdvel MeAIB que é
captado pelas células via sistema A sédio dependente (Guidotti e Gazzola, 1992;
Schein, e cols., 2005, Jahn e cols., 2006).

Em crusticeos foi demonstrado que o tecido branquial € o tecido que possui
maior capacidade de sintese de proteinas, seguido pelo hepatopancreas, musculo e
coracao (Lyndon e Houlihan, 1998). No presente trabalho a maior captacdo de MeAlB
pelas branquias (no outono) foi cerca de 1,8 vezes maior que aquela verificada no
musculo (primavera). Em Mytilus edulis, as branquias sdo responsaveis por 70% a
80% da captacdo de aminoacidos da agua do mar para os tecidos (Rice e Stephens,
1988).

A avaliacdo sazonal da captacdo do analogo MeAIB mostrou que somente no
outono houve um aumento de transporte via sistema A nas branquias posteriores e
anteriores de N. granulata. Uma importante caracteristica do sistema A € ser o
principal sistema de transporte de aminoacidos sujeito a regulacdo por condicfes
ambientais e osmolalidade extracelular (Schein e cols, 2005b).

Assim, o0 aumento da captagdo de MeAIB pelas branquias anteriores e
posteriores no outono seria influenciado por fatores ambientais e pelas condi¢cdes do

liquido extracelular. No outono ocorre uma queda significativa da temperatura
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ambiente e da osmolalidade da agua do habitat. Em espécies hiper-reguladoras como
o N. granulata, Na*,K’-ATPase e a anidrase carbOnica sdo as principais enzimas
envolvidas no transporte ativo de ions do ambiente hiposmdético através das branquias
(Péqueux, 1995; Viatale e cols., 1999; Castilho e cols., 2001). Estudos mostram que a
curto-prazo os aumentos na atividade enzimatica sdo relacionados a um estimulo nas
moléculas de enzimas pré-existentes, ja a longo prazo estao associados com a sintese
de novas unidades de enzimas (Luquet e cols., 1990). O aumento da captacdo de
aminoacidos pelas branquias no outono levaria a um aumento da sintese de enzimas
gue permitiriam a aclimatacao do N. granulata ao meio hiposmético do outono, inverno
e primavera. Trabalho realizado com machos e fémeas de N. granulata sugere que a
aclimatacao ao estresse hiposmatico depende da capacidade do caranguejo em ativar
a sintese protéica (Novo e cols., 2005). Também os autores sugerem que 15 dias de
aclimatacao as condi¢des de laboratorio ndo permitem eliminar os efeitos sazonais de
aclimatizagéo dos processos de regulacdo osmoética e idnica ocorridos em N. granulata
in situ (Novo e cols., 2005). Em branquias de N. granulata as diferencas sazonais na
resposta as variacdes de salinidade ambiental estdo associadas com mudancas
sazonais na composicao lipidica e na utilizacdo de estratégias fisiologicas diversas
(Bianchini e cols., 2008).

No tecido muscular a maior captacdo de MeAIB ocorre na primavera,
diminuindo gradualmente no verdo e no outono. E na primavera que ocorre um
aumento marcante da temperatura do ar e da agua, apés as baixas temperaturas do
periodo de inverno. Também na primavera temos 0s menores valores de osmolalidade
da agua da lagoa Tramandai. Schein e cols. (2005) demonstraram em musculo
mandibular de N. granulata aumento da sintese de glicose a partir de **C-alanina e da
atividade da enzima PEPCK durante a aclimata¢édo ao estresse hiposmético no verao.
No musculo, os aminoacidos devem ser desaminados e suas cadeias carbdnicas
utilizadas como substratos na via gliconeogénica. Schein e cols. (2005) mostraram que

a gliconeogénese é uma das vias envolvidas no ajuste osmotico durante o choque
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hiposmoético em N. granulata. Na primavera os animais aumentam sua atividade
locomotora, pois comeca o inicio do periodo reprodutivo, contudo, os valores de
glicose na hemolinfa ainda estdo reduzidos em compara¢édo ao verdo. O aumento da
producdo de glicose via gliconeogénese seria favoravel aos processos
osmorregulatorio, reprodutivo e exploratério que ocorrem nesta estacao.

J4 o tecido muscular apresenta um padrdo diferencial de transporte de
aminodcidos neutros em comparacao as branquias. Neste tecido a hipo-osmolalidade
verificada nas esta¢des do outono e inverno ndo alteraram o indice de captagdo de
aminoacidos neutros, entretanto, na primavera houve um aumento significativo nos
indices de captacdo via sistema A. Estudos anteriores mostram que nas diversas
condi¢des experimentais estudadas (hipoxia, anoxia, estresse hipo-hiper-osmaotico) o
tecido muscular mostra um padrao de resposta metabolica distinto ao observado para
branquias e hepatopancreas (Schein e cols., 2005b; Pelegrino, 2006; Maciel e cols.,
2008). Nos dois anos investigados neste trabalho verificou-se nos meses de inverno e
de primavera as menores salinidades da agua do estuario, entretanto, a maior
alteracao intra-estagédo ocorreu no inverno. Schein e cols. (2005b) mostraram que a
capacidade gliconeogénica, a expressao e a atividade da enzima fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK 4.1.1.32) muscular estdo, marcadamente, diminuidas no
inverno quando comparadas ao verdo. J4 na primavera o aumento na captacdo de
aminodcidos neutros pode ocorrer em resposta a ativacdo da capacidade
gliconeogénica nos meses de temperaturas mais elevadas, a exemplo do mostrado
por Schein e cols. (2005b). Essas evidéncias sugerem o papel do musculo na
manutencdo dos niveis circulantes de substratos energéticos e em condi¢cdes de
regulacdo osmoética, como verificado em outros trabalhos (Schein e cols., 2005b;

Pelegrino, 2006; Maciel e cols., 2008).
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Nas branquias posteriores ha no inverno e no verdo o aumento da expressao
génica do CGIRLTK, da interagdo hormdnio-receptor (afinidade no inverno e
concentracdo de receptores no verdo) e da atividade tirosina quinase do receptor
insulin-like sugerem o envolvimento da via de sinalizacao insulin-like nos processos de
aclimatacdo aos estresses de salinidade e de temperatura em N.granulata. Em
branquias posteriores o transporte de glicose via transporte facilitado (GLUT) eleva-se
no verao, ja o transporte via sodio- dependente (SGLT) esta diminuido em branquias
posteriores no verdo. Essas alteracdes na capacidade de captacdo e no tipo de
transportador de glicose minimizariam os efeitos das oscilagcbes sazonais dos
parametros ambientais do meio estuarino.

Nas branquias anteriores o padrao sazonal de interacdo horménio-receptor, a
atividade tirosina quinase e a captacdo de glicose e aminoacidos séo similares
aquelas verificadas nas branquias posteriores. No entanto, as branquias anteriores
sdo mais responsivas a insulina e mostram acentuadas porcentagem de ligacao
especifica e de afinidade a insulina humana ao receptor insulin-like. Embora esses
orgdos ndo sejam, prioritariamente, envolvidos com a regulagdo osmdética as
variacoes extremas de fatores ambientais como a salinidade e a temperatura implicam
em maior atividade desses Orgdos para a manutencdo da homeostase em
N.granulata.

No musculo mandibular o aumento da expressdo do gene do CGIRLTK, da
captacéo de glicose via GLUT e SGLT e da captacdo de amino&cidos verificados na
primavera, sugerem estratégias fisiolégicas para a execucdo de funcdes como a
locomocao e a reproducéo prépria desta estacao do ano.

A sazonalidade dos fatores ambientais afeta a expressédo do gene GCIRLTK,
as caracteristicas de ligacdo e de transducdo do sinal insulinico, o transporte de
nutrientes e de osmdlitos em branquias anteriores e posteriores e em musculo de N.

granulata.
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Esta Tese abre novas perspectivas na investigacdo do sistema de sinalizacao
insulin-like em N.granulata. Além disso, a padronizacdo da técnica de expressao do
CGIRLTK permitird a ampliagdo dos conhecimentos sobre o envolvimento do receptor
tirosina quinase em diversas condi¢ces experimentais, a exemplo dos estresses ibnico
(pH), salino (hipo ou hipersalinidade) e de teor O, dissolvido (hipoxia, andxia).

A aquisi¢cdo do programa Kell 6.0 permitira avaliar as caracteristicas de ligacéo
a outros tipos de hormonios a exemplo do IGF-1, das bombixinas, das insulinas de
peixes ou até mesmo da insulin-like a ser isolada do préprio N. granulata. Essa
possibilidade permitirhA a compreensdo das diferencas teciduais nas respostas dos
receptores tirosina quinase. Também o conhecimento da afinidade e da concentracao
de receptores pode direcionar a investigacdo dos efeitos bioquimicos e fisiolégicos do
hormdnio teste.

Outro aspecto interessante de ser investigado diz respeito as proteinas
citoplasmaticas envolvidas em fases posteriores da transdugcédo do sinal da insulina,
como as proteinas da familia do PI3K, Akt/PKB, seus efeitos bioldgicos e perfil

sazonal.
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ABSTRACT

This study investigates the mechanisms of glucoseamino acid transport in tissues
from N. granulata collected from the natural population of the estuaThe
physicochemical parameters of the estuarine enviemt and of hemolymph of this
crustacean were determinate during different seasbrihe year. In summer the the
lagoon water osmolality increased (5-6 times), #r& osmolality of the hemolymph
decrease. In the fall, the pH of the water incrdageversely to what occurred to the
hemolymph. 2-deoxi glucose (DG) uptake in gills evsignificantly higher than those
obtained with 3-O methyl-glucose (MG) in the fouegasons. Phloretin caused a
remarkable reduction in DG uptake in gills; phloreand phlorizin did not have any
effect on MG uptake. The highest DG and MG uptakgills occurs in the spring and
the summer. In the jaw muscle, MG uptake in thet@viand the spring was higher than
DG. In the fall gills, methyl aminoisobutyricaciM€AIB) uptake increase. In the jaw
muscle, MeAIlB uptake was higher in the spring. ilis @nd muscle fronN. granulata,
changes in glucose and amino acids uptake, arftkitype of transporter are strategies

to minimize seasonal oscillations in the environtakparameters of estuaries.

KEY WORDS: seasonality, glucose uptake, neutral amino acitts, gsmolality,

crustacean



INTRODUCTION

Neohelice (Chasmagnatus) granulata is a euryhaline crab that lives in the
intertidal and supralittoral zones of estuarienglthe southern Brazilian coast and is
exposed to many different environmental challendsng each season of the year,
such as temperature, photoperiodicity, environmer@a partial pressure, food
availability and composition, and salinity (Bottodalrigoyen, 1980; Turcato, 199M.
granulata has a strong ecosystem engineering effect by tdaed indirect effects on
infauna, epifauna, marsh production and soil quéitenone et al., 2004).

In crustaceans, glucose is one of the main enargstisates for cells, especially
when there is metabolic demand such as the regualafi cell volume (Radford et al.,
2005; Lorenzon et al., 2007). In several animatiseglucose transport is made by the
sodium cotransport system (SGLT — sodium-glucasieetl transporter), by facilitated
diffusion (GLUT - glucose transporter) or by botystems (Joost and Thorens, 2001,
Verri et al., 2001; Kaloyianni and Doukakis, 20@ki et al., 2003; Villela et al., 2003;
Zhao and Keating, 2007). SGLT1 have been descrdosdisome of them cloned, in all
vertebrate groups: fish, amphibians, reptiles, diathd mammals (Kipp et al., 1997;
Nagata et al., 1999; Pajor et al.; 1992; Garrigal.etL999; Hediger et al., 1987; Pascual
et al., 2006). In invertebrates, sodium-dependegasstransports have been detected in
mollusks, echinoderms, insects and crustaceand€Baat al., 1979; Gerencser and
White, 1980; Stewart and Bamford, 1976; Lawrenceakt 1967; Ahearn and
Maginniss, 1977; Pascual et al.,, 2006). The GLUJetyacilitative transporters have
been found in arthropods, fish, birds and mamniédsc¢ual et al., 2006).

In invertebrates, there are few studies on the ctffeof hormonal and
nonhormonal factors regarding cell glucose transipprfacilitated diffusion. Baker and
Carruthers (1980), using crustacean muscle as @lm@deimonstrated that mammalian
insulin increased glucose uptake and addition dbrpkin to the incubation medium
inhibited the transport of this hexose. Also, bevinsulin stimulates hexose transport in
barnacle(Balanus nubilis) muscle and inCarcinus maenas gills (Hager and Bittar,
1985; Welcomme and Devos, 1994). In thegranulata crab, Kucharski et al. (2002),
using in vitro experiments, demonstrated that mammalian insdimuates glucose
transport in posterior gills both during winter asuummer. However, in the summer, it
was necessary to use an insulin dose twice asthigithieve the same uptake effect
(Kucharski et al., 2002).



The total intracellular free amino acid (FAA) contrations are known to be
directly affected by the process of cell water tagan following osmotic stress and are
thus frequently used as an indicator of the capaifita species to acclimate to saline
environment (Wehner et al., 2004; Kube et al., 208idgusto et al., 2007). In
crustaceans, the FAA concentrations in muscle, g#molymph and nerve tissue
participate in the osmoregulatory process in aiisspecific manner (McNamara et al.,
2004). Studies carried out with different crustacepecies indicate that glycine and
alanine would be the FAAs most frequently used ssaadytes to react to the osmotic
stress (Shinagawa et al., 1995; Huong et al., 20@1frustaceans, the tissue FAA
concentration is around 10-13 times higher thancth&centration found in mammals;
and arginine, alanine, glycine, proline, glutami@aand taurine are the most important
amino acids (Gilles, 1997; Gilles and Delpire, 19%Vehner et al., 2004). During
hyperosmotic shock, the hemolymphatic levels oftgns and FAAs decrease,
suggesting that the hemolymphatic and tissue protare hydrolyzed and the amino
acids are used as cellular osmolytes in order tdinaate to the hyperosmotic
environment (Wehner et al., 2004; Kube et al., 200n the other hand, during hypo-
osmotic shock, there is a decrease in intracelfeek, and several metabolic pathways,
such as gluconeogenesis, protein and lipid syrdhegiuld be involved in the reduction
of cellular FAA concentration (Tan and Choong, 19tkire et al., 1995; Dragolovich
and Pierce, 1992; Okuma and Abe, 1994; Bishop.etl884, Oliveira and Da Silva,
2000).

Differently from glucose, amino acid transport exformed by several systems
that present functional heterogeneity and a differdistribution pattern in cell
membrane and tissues (Guidotti and Gazzola, 1982nammals, the neutral amino
acid transport takes place via systems A, ASC,d_MrGuidotti and Gazzola, 1992).

System A is adaptive, sodium-dependent, sensitive changes in the
electrogenic potential and transports neutral amaids with lateral chains of different
sizes (glycine, L-alanine, L-methionine, L-glutamirand L-proline), as well as
methylamines (sarcosine, betaine and the nonmétabt# MeAIB analog) (Guidotti
and Gazzola, 1992; Schein et al., 2005b, Jahn,&0f16). Amino acid transport system
A appears to be subject to regulation by extralzllasmolality, and the adaptation of
this system appears to be a relatively early respaf cells exposed to hypertonicity
(Wehner et al., 2004). In erythrocytes and hepaéscysolated from troutSalmo

trutta), Gallardo et al. (1997) demonstrated that theaciyp of these tissues to take up



neutral amino acids presented seasonal variatianth® other hand, iN. granulata’s
gills, Eichler (2001) identified that the amino ddransport takes place either via
system A (sodium-dependent) or via system L (sodnuhependent) and that posterior
gills of this crab have higher transport capacitysystem A during summer.

A study carried out witlN. granulata demonstrated seasonal variation in the use
of energy reserves in the hepatopancreas and innthscles, and the highest
concentrations of glycogen in these tissues octthie winter (Kucharski and Da Silva,
1991b). The same authors found that the hemolynplwaincentration of glucose
presents higher values in the winter and in the sam(Kucharski and Da Silva,
1991b). Schein et al. (2005a;b) demonstrated thatinvolvement of the muscle
gluconeogenic pathway in the process of osmotialatign in N. granulata presents a
seasonal variation. The authors verified that #ygacity of the gluconeogenic pathway,
the activity and the expression of the phosphoemoif@te carboxykinase enzyme in
the muscle of this crab were significantly higherthe summer than in the winter
(Schein et al., 2005a).

In the literature, there are few studies on credas assessing glucose and amino
acid transport and its possible relations with abieariations in the environment.
Knowledge about the mechanisms of glucose and aatitbtransport as a reaction to
the seasonal variations of the environment corntiefbtio clarifying the physiological,
biochemical and ecological strategies usedNoygranulata in order to occupy the
estuarine environment. Therefore, the objectivéhefpresent study was to investigate
the mechanisms of glucose and amino acid trangpditferent tissues ofN. granulata
collected from the natural population of the esguaf Tramandai-RS-Brazil and to
determine the physicochemical parameters of theagee environment (osmolality,
water pH and temperature, and environmental tertyeda and of hemolymph
(osmolality and pH) of this crustacean during ddéfg seasons of the year (winter,

spring, summer and fall).

MATERIAL AND METHODS

1 Animals and Collection Procedures

In our study, we used male crabs of Memhelice granulata species (Dana, 1851 —

Crustacea: Decapoda: Varunidae) in stage C of titernmolt cycle (Drach and



Tchernigovzeff, 1967). Animals were collected frahe natural population of the
eastern shore of Lagoa de Tramandai (29°58’ Satitade and 58°08’ West longitude)
in the municipality of Imbé, Rio Grande do Sul, BfaThis environment is typically
estuarine, being partially covered with halo-hydritip vegetation, and the water level
is influenced by the wind. Therefore, the regiom ¢ flooded by creeks that drain
rainwater from the coastal plain and by waters fridra Atlantic Ocean. The O

concentration dissolved in the water ranges betveéhto 11.78 mg £L.

During 2 years (from fall 2005 to summer 2007),eiach season, about 20
animals were manually collected from the sandy-myusioil from under the water or
from their burrows. Then, they were taken to thbotatory inside plastic boxes
containing water collected at the site. After thlhg animals remained 24 hours in open
environment containing water from the collectiore §Lagoa Tramandai), with constant
aeration and exposed to temperature and photopadcording to each season of the
year in order to recover from the stress causecbbgction and transportation.

During collection, the environmental temperaturel dhe temperature of the
water in the lagoon’s shore (up to 0.5 m depth)ewmeasured. Water samples were
also collected so that pH and osmolality could beasured. Immediately after
collection, the lagoon’s water and hemolymph (reat@f the articulation between the
4th and 5th pereiopod) were used to determine adityo(vapor pressure osmometer
Wescor 5520, Logan, UT, USA) and pH measure (PRt&3B).

2 Experimental Procedures

Before the experiments, hemolymph was collectedoider to determine
hemolymph glucose levels, and only those animalk glucose levels similar to those

at the time of collection were used in the study.

Each animal, after being anesthetized by chillifgy (15 minutes), had its
carapace and jaw removed, and also had the tiexoesed and used in the different
experimental procedures. To assess the uptakeicbgg and neutral amino acids each
incubation was performed with 5-6 animals/seas@w/\@inter: June, July, August;
spring: September, October, November; summer. DbeemJanuary, February;
autumn: March, April, May). The last three anterard posterior gills and the jaw



muscle were used. In the case of gills, the clottiticle was cut off and the tissues were
immediately rinsed in an ice-chilled incubation fleaf

2.1 Incubation and Radioactivity Measurement

Specimens of muscle (z 50mg) and of anterior aredepmr gills (+100mg of each)
were incubated in 5Q0 of physiological solution containing 400 mM Na@l) mM KClI,
25 mM CaCj, 10 mM MgCh, 8.8 mM HBOz; 10 mM HEPES, 0.1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), pH 7.8 withsmolality of 815 mOsm/Kg,
supplemented with 0.@2Ci of 1-[*"C] 2-deoxi-D-glucose (39mCi / mmol, Amersham), 0.2
uCi of 3-O-[“C] methyl-D-glucose (53mCi/mmol, Amersham) or Qi of 1-[“C]
MeAIB-methyl aminoisobutyric acid (250 mCi/mmol, DBont). After 120 min of
incubation, the tissue specimens were removed fr@ymedium, rinsed twice in chilled
physiological saline (so as to remove excess ratloty from the tissue), blotted with
filter paper and placed in screw-capped vials aoitg 1ml of distilled water. After that,
the vials were frozen and boiled three times imwa to disrupt the cells and release the
amino acids or the glucose taken up by the celie.rEleased content was regarded as the

internal medium, and the incubation medium, asttiernal medium.

A total of 10Qul of internal medium or external medium was exeddrom each
sample and placed in toluene-Triton X-100 (2:1,)) ¥?PO 0.4%-POPOP 0.01%, and
radioactivity was measured in the liquid scintibat spectrometer (LKB Wallac
scintillation Counter). The results were expresasdissue/medium (T/M) ratio, i.e.,

cpm / ml of tissue fluid divided by cpm / ml of timcubation medium.

2.2 Effect of the sodium-free medium, of phloretin and of phlorizin on glucose

transport in anterior and posterior gills.

Approximately 20N.granulata crabs collected in spring and summer, acclimated
to laboratory conditions (salinity of %, constant oxygenation aratl libitum beef
diet for 10 days) were used to investigate theifipig of glucose transport systems in
anterior and posterior gills. Tissue specimens wieibated in the presence of

facilitated diffusion glucose transporter inhibi{ghloretin, 1mM) or sodium-dependent



glucose transporter inhibitor (phlorizin, 1mM). Jiges were also incubated in a
sodium-free medium. Other incubation conditions #redglucose uptake measurements
were the same ones described in item 2.1. In the ohthe sodium-free physiological
solution, sodium chloride was replaced with cholthéoride and the osmolality and pH

were the same as those of the solution describierm?2.1.
3 Statistical Analysis

The results were expressed as mean + standardidawé the mean (SDM). Of
the experimental data obtained, the comparison dmiwwo points was made using
Student’s t test for unpaired data. The comparisgiween seasons was made using the
one-way analysis of variance (ANOVA), with Studertewman- Keuls (SNK)
comparison test. The differences between the means significant when g 0.05.

Statistical analyses were performed with Sigma ftatvVindows, version 2.0.

RESULTS

Table 1 shows the osmolality (mOsm / Kgd and pH {og [H']) values of the
water and of the hemolymph, and the air and wateperatures®C) were recorded
during the different seasons throughout the yessessed in this study. The osmolality
of the lagoon water was 5-6 times higher (p > 0if5he summer than that observed in
the other seasons. However, due to the wide vamiatiithin seasons, no statistical
difference was observed.

The osmolality of the hemolymph dkgranulata was lower in the summer
0.05) than in the winter, spring and fall.

In the fall and winter, the estuary’s water hadagge pH values (g 0.05) than
those obtained during spring and summer. In tHetfed pH of the water increased<{p
0.05), inversely to what occurred to the hemolymphduring the same season.

Ambient temperature ranged from 18.5 + 8C7in the winter to 32 + 2.8C in
the summer. The water temperature, measured abapmately 0.5 m from the shore,
did not change significantly as did the air tempe&e During collections, it was
observed thaN. granulata crabs remained in their burrows and were not fomnthe
aquatic environment in the presence of rain, stmimgls, high tide and extremely high
(> 35°C) or low K15 °C) temperatures. These factors in isolation or ssoaiation

prevented the collection of animals under thesmuanstances.



Fig. 1 shows that the D-glucose (DG) uptake valmeposterior gills were
significantly higher than those obtained with méghycose (MG) in the four seasons,
showing a twofold increase in the winter and inghenmer.

DG uptake in posterior gills begins to increaseh@ winter and in the spring,
reaching maximum values in the summerk(p.05). In posterior gills, MG uptake was
significantly higher in the spring and in the sumpaecreasing in the fall and in the
winter.

In anterior gills, DG uptake was significantly hagh(p< 0.05) than that of MG
in the winter, summer and fall. In addition, DG alg increased in the summer<p
0.05) as opposed to the other seasons. On the ldhdy MG uptake increased only in
the spring (< 0.05), yielding similar values in the winter, suemand fall (Fig. 2).

In the jaw muscle of crabs collected in the fal; Dptake was higher (9 0.05)
than that observed for MG (Fig.3); however, MG kptan the winter and in the spring
was nearly 17% higher (p > 0.05) than that obtailoed>G (Fig.3). In the spring and
fall, there is an increase £00.05) in DG uptake comparatively to that whicloligained
in the winter and in the summer (Fig.3). When MGswsed, there were higher T/M
values in the spring and in the wintergj®.05) than those obtained for the summer and
fall (Fig.3).

Figure 4 shows the seasonal variation in the hemoly glucose concentration
of N. granulata, which is 64 to 39% (g 0.05) higher in the summer than in the spring,
fall and winter, respectively.

Table 2 reveals that DG uptake was highek (p.05) in posterior gills in the
sodium-free medium than in the control medium. Jhesence of phloretin (1mM)
caused a remarkable reduction in DG uptake in i@mntemd posterior gills ofN.
granulata (Table 2).

According to Table 2, MG uptake values were lower<(0.05) both in the
control and sodium-free media than those obtaimedDiG. Nevertheless, the use of
1mM of phloretin and phlorizin inhibitors did noave any effect on MG uptake by
anterior and posterior gills (Table 2).

No significant variations were observed in MeAlBtale in posterior and
anterior gills across winter, spring and summer th&nin the fall, MeAIB uptake
values increase significantly (p>0.05) as opposethtse obtained for the other three
seasons (Fig. 5 A and B). In the jaw muscle, MeAfBake was 50% higher 0.05)



in the spring than in the winter, summer and f&ig(5 C). In the summer and fall
months, there is a gradual decrease in MeAIB uptike 5C).

DISCUSSION

Among the physicochemical parameters analyzed,rveseolality showed the
largest annual variation; however, hemolymph osfitglehanged only in the summer.
In crustaceans, osmoregulatory capacity played/ade in the development and in the
conquest of the estuarine habitat (Bromberg, 19B2yyhaline species, such &b
granulata, can withstand large variations in salinity, withnfmum changes in the
osmotic concentration of the hemolymph (Castilhalet 2001). Several studies Nf
granulata have shown that this species is capable of hypeymgulation in low
salinities and hypo-osmoregulation in high salin{Bianchini et al., 2008) and its
iIsosmotic point ranges between 28.5%. and 30%., i@ winter and summer,
respectively (Bromberg, 1992; Luquet et al., 2@@nchini et al., 2008). An important
seasonal difference in salinity tolerance and ognaotd ionic regulation between adult
male and femal&l. granulata was observed (Novo et al., 2005). Females shogeitar
and faster variations in osmolality and ion concaigns after 2 days of hypo-osmotic
stress in the winter than in the summer, while sidi@ve an opposite response.
Furthermore, males achieve the hemolymph osmotici@amc steady state faster after
the hyperosmotic stress in the winter than in timarser (Novo et al., 2008). The results
for the seasonal variation in environmental saflirsnd its relationship with the
osmolality of the hemolymph evince that the compémy mechanisms of osmotic
adjustment ofN. granulata are extremely dynamic. Bianchini et al. (2008)grsj that
seasonal differences in the response to envirorahesttanges in salinity inN.
granulata are due to changes in ionic permeability and adtiaesport associated with
seasonal changes in lipid composition and physio&idghe gills.

In the winter and fall, when environmental tempearatdecreases, there is a
marked increase in water pH values. However, thwag a significant decrease in the
pH values of the hemolymph only in the fall, wher¢laey remained unchanged in the
other seasons. In other crustaceans, similar sesgite found correlating environmental
and hemolymphatic pH values with water temperafbiteley et al., 1997).

In crustaceans, hemolymph pH and temperature aler affinity and
cooperativity of hemocyanine and (Bohr effect) (Johnson et al., 1984; 1988; Weber

et al.,, 2008). Therefore, faN. granulata, maintenance of pH at 7.6-7.7 with low



environmental temperature, such as the one observéue fall, would increase the
affinity of hemocyanine for € reducing the supply of oxygen to the tissues, period

of the year in which the animal is still in phydietivity in its habitat. Nonetheless,
with a reduction in hemolymph pH to 7.1 the affinitf hemocyanine for ©decreases,
minimizing the effect of low environmental tempena&t on the affinity of hemocyanine
for O,, thus maintaining the adequate supply of oxygeriht tissues. In the fall,
environmental osmolality diminishes considerablymparatively to the summer,
increasing the oxygen consumption rate Mf granulata due to its attempt of
acclimation to environmental salinities (Bianchamd Castilho, 1999). Recently, in
Carcinus maenas, it has been demonstrated that pH and temperaligethe saturation
curve of hemocyanine (Bohr effect) (Weber et al0&. The authors show that the
affinity of hemocyanine for @increases at pH 7.8 and that there is no significa
difference when the temperature increases fror@ 10 26C. However, at pH 7.0, the
temperature of 2@ substantially reduces affinity, unlike what occat 16C (Weber et
al., 2008). Moreover, pH changes in the extracaildluid may affect the tertiary
protein structure, reducing the binding affinity tbese compounds, modifying several
cellular systems, such as the transport of molscatezoss the plasma membrane and
the enzyme activity (Weber et al., 2008).

In its habitat,N. granulata is exposed to a wide range of ambient temperatures
whose extremes vary from 18°6 + 0.6 to 32 + 2.8C in the winter and summer,
respectively. In the winter, despite the low tenapare, hemolymph pH averages 7.6.
This season also influences the behavior of animuads in general, crabs are found in
their burrows in the winter and on the lagoon stefén the summer. This seasonal
variation in the behavior df. granulata had already been reported (Botto and Irigoyen,
1980; Turcato, 1990) and contributes to attenuating tkiteeme temperatures and the
adversities of the environment. Therefore, sineeahimal remains in its burrow in the
winter, the necessity of oxygen supply to the #ssis reduced. Thudy. granulata

maintains a pH of 7.6 despite the low environmetaalperature.

Posterior gills have been suggested to be invoimdabth hyper- (salt uptake)
and hyporegulation (salt secretion)Nn granulata, since they are mostly lined with a
thick tissue, showing the basic characteristics aofsalt-transporting epithelium
(Genovese et al., 2000; Bianchini et al., 2008)imyuthe process of acclimation to the

osmotic stress, the posterior gill tissue probaiysumes the highest amount of energy



since it is in charge of the isosmotic regulatidrihe extracellular fluid, as well as the
anisosmotic regulation of the intracellular flu@illes and Delpire, 1997; Luquet et al.,
2000; Novo et al., 2005; Bianchini et al., 2008).

These organs show marked structural, biochemicdl grysiological changes
according to environmental salinity, resulting in active NaCl uptake in crabs
acclimated to low salinity; however, mechanismsolagd in crabs acclimated to high
salinity are much less understood (Bianchini ef 2008). Bianchini et al. (2008)
suggest that hyporegulation would be achieved tiyeasecretion of both Naand Cl,
which would involve a higher expression of the’N&",2CI' cotransporter in the salt-
transporting epithelium of the posterior gill. Alsthe gills are constantly in direct
contact with the external environment and so theythe first to suffer the seasonal
variations in environmental parameters.

In crustaceans, glucose is one of the major enamyces for metabolic
adjustments during osmoregulation (Oliveira e Dl&i1997; 2000). Thus, in the
plasma membranes of posterior gills, glucose tramgyy facilitated diffusion can be a
strategy, as sodium-dependent glucose uptake wotddere in the process of uptake
or secretion of this ion, which is necessary fog tcclimation of this crab to the
seasonal and circadian variations of water salioityduring emersion when water
evaporates, increasing the salt concentrationengthh chamber (Luguet and Ansaldo,
1997; Bianchini et al., 2008). Biochemical and ncalar evidence indicates the
involvement of the gill N9K™ - ATPase in active Naand Cl uptake and secretion
taking place at the posterior gills of hyper-andodwpsmoregulatingN. granulata
(Castilho et al., 2001; Schleich et al., 2001; Leiget al., 2005).

In N. granulata, the three anterior gill pairs seem to specializesspiration and
active excretion of ammonia. However, during acalion to extreme environmental
salinities, oxygen consumption increases, whichaanés the activity of gas transport
and active excretion of ammonia to anterior gilBiagchini and Castilho, 1999;
Bianchini et al., 2008), thus boosting the energgds of this organ.

In the present study, DG uptake was markedly highan that of MG in
posterior and anterior gills d. granulata in all seasons. In the posterior and anterior
gills of N. granulata acclimated to laboratory conditions, DG uptake aesund 50%
higher than the MG uptake. Phloretin (GLUT-typangporter inhibitor) substantially
inhibited DG uptake by posterior and anterior gilswever, incubation in sodium-free
medium did not reduce the DG uptake. Also, MG uptakas not inhibited in the



sodium-free medium or by the presence of phlori@odium-dependent glucose
transporter inhibitor), suggesting that MG transpby the gills of N. granulata,
observed in this study, probably occurs via GLUMsvertebrates, Hediger and Rhoads
(1997) showed that MG transport can also occurGli&Ts. Wellcomme and Devos
(1994) demonstrated the presence of GLUT 4 in gill€arcinus maenas. GLUT-type
facilitative transporters have been found in odnropods. Pascual et al. (2006) show
that the absorption of galactose in gastric caddaocusta migratoria is mediated by
GLUT-type facilitative transporters. Conversely,gills of Mytilus edulis and Mytilus
californianus, Pajor et al. (1992) found a sodium-dependent grit@nsport system.
The highest DG and MG uptake in posterior and @ntagills occurs in the
spring and in the summer, when air and water teatpess are high. In the spring and
in the summer, animals change habitats more fratyuand are found in their burrows,
in the water, or on land, depending on the timthefday. Therefore, the increase in DG
and MG uptake by posterior and anterior gills osaarseasons in which the physical
activity of these crabs is more intense and in ithe necessity for energy substrates is
also higher. Also in the spring and in the sumniergranulata takes advantage of
greater food availability and restores its eneggerves spent during the winter months
(Kucharski and Da Silva, 1991). According to D’locat al. (1988)N. granulata
shows a seasonal variation in its gastric contemtthe fall and in the winter, there is a
predominance of vegetable sediments and remairibgispring, there is an increase in
the frequency of foods of animal origin; in the sner, there is a balance between the
three food components. The highest glucose corateoirin the hemolymph of this
crab is found in the summer (Kucharski and Da $ilM@91b). In addition, the lowest
water osmolality occurs in the spring and the hsghene in the summer, thus.
granulata goes from a hypo-osmotic medium to a hyperosnwie Several studies on
this crab species demonstrated the participatiomasbohydrate metabolism in the
metabolic adjustment, which is necessary for thetiraation to the hypo-osmotic and
hyperosmotic environment and that this metabolgpoase varies from season to
season (Nery and Santos, 1993; Schein et al., 2088ay and Santos found out that
induced hyperosmotic stress in the summer increeadabhydrate levels in gills (Nery
and Santos, 1993). All these findings corroborhageincrease in glucose uptake by gills
in the spring and summer months, when importantrenmental, behavioral and
metabolic changes take place M granulata, after a period of low physical and

metabolic activity during the winter months.



Unlike gills, the muscle of. granulata is less exposed to seasonal variations in
environmental parameters. Nevertheless, the mastiean energy reserve site whose
glycogen and lipid concentrations vary from seasoseason (Kucharski and Da Silva,
1991, Nery and Santos, 1993; Luvizzoto-Santos et 24103). In addition, muscle
gluconeogenesis participates in metabolic adjustnademing the acclimation of.
granulata to the hypo-osmotic and hyperosmotic stress ansl tbsponse varies
seasonally (Schein et al., 2005a;b).

Differently from what occured with the gills, nomarkable differences were
observed between DG and MG uptake by the musdleeirwinter, spring and summer
months. Given the results obtained in the preseialysit is possible to infer that there
are two glucose transport systems in the muscigdaud with different kinetic and
modulatory properties: via GLUTs and via sodiunraoesport. Ahearn and Clay (1988)
demonstrated a sodium-dependent glucose uptakbeirhépatopancreatic epithelial
brush border membrane vesicles of lobsters. Siheenuscle is not involved in
ionoregulation inN. granulata, the presence of sodium-dependent glucose transport
system in the muscle, unlike that of gills, doesinterfere with the uptake or excretion
of sodium necessary for acclimation to extreme r@mmental salinities.

In the fall, MG uptake by the muscle was approxeha61% lower than that of
DG. In the fall, there is a significant increaseniater pH and a remarkable reduction in
hemolymph pH (pH 7.1). It was shown that cell peabikty of the red cells of the frog
Rana balcanica to sodium and potassium ions depends on extréaepid; in acid pH,
there is an increase in sodium uptake and in potasless by the cells. Thus, a change
in the cellular electrogenic potential may compreenithe activity of the Na/K*
ATPase pump (Kaloyianni and Doukakis, 2003; Weleateal., 2004). Therefore, the
reduction in hemolymph pH may interfere with thelison-dependent glucose transport
system in the muscle in the fall months, and glacastake by facilitated diffusion is
then predominant. In the hepatopancreatic epithelissh border membrane vesicles of
lobsters, low luminal pH stimulated glucose tramsgay increasing affinitty of the
carrier mechanism for the sugar (Ahearn and CI&888)L In L. migratoria, the
galactose transport via Glut-type facilitative sparters in the gastric caecae was not
affected by different pH (from 4.2 to 8.2) (Pascefaal., 2006).

The present study shows a marked reduction in D& MG uptake by the
muscle in the summer months. This reduction in ggecuptake can be partially

explained by the low glycogen concentration in thgsue in the summer months



(Kucharski and Da Silva, 1991b). In the summerraghgas a considerable increase in
hemolymph glucose concentration. The highest hemolty glucose concentration in
the summer may be the result of higher food intakdower peripheral use of this
hexose. Schein et al. (2005a) found that the cgpatithe muscle for synthesiziréC
glucose from*C alanine and the activity and expression of phospblpyruvate
carboxykinase (PEPCK 4.1.1.32) increase in the seimas opposed to the winter.
Thus, in the summer, the increase in glucose cdratem can also result from the
increase in glucose production by the tissue wigossible decrease in glucose uptake
by the two transport systems.

As in many other invertebrates, the determinatibrir@e amino acids in the
hemolymph ofN. granulata maintained at a salinity of 20 %o revealed the @nes of
essential and non-essential amino acids, with tbst mbundant free amino acids being
glycine, serine, arginine, alanine and proline €bth 1999). During hyperosmotic
stress, hemolymph glycine concentration decreaB&s i N. granulata. On the other
hand, during hypo-osmotic stress, the circulatengels of this amino acid increases by
200 hundred times (Schein et al., 2005b).

The nonmetabolizable MeAIB analog, which is takerby the cells via sodium-
dependent system A, was used in the present st@didd@tti and Gazzola, 1992;
Schein, et al., 2005b; Jahn et al., 2006).

It was demonstrated that in crustaceans the gdug has the largest capacity for
protein synthesis, followed by the hepatopancreasscle and heart (Lyndon and
Houlihan, 1998). In the present study, the highdeAIB uptake by gills (in the fall)
was approximately 1.8 times greater than that elesein the muscle (in the spring). In
Mytilus edulis, the gill is responsible for 70% to 80% of the lgetaf amino acids from
the seawater into the deeper tissues of the bodg @hd Stephens, 1988).

The seasonal assessment of the MeAIB analog uptakeed that there was an
increase in transport in posterior and anterids @if N. granulata via system A only in
the fall. In vertebrates, an important feature ygteam A is that it is the major amino
acid carrier system subject to regulation by emrmental conditions and extracellular
osmolality (Guidotti and Gazzola, 1992). In thd,fdlere is a sharp decrease in ambient
temperature and in water osmolality of the habit&erefore, the increase in MeAIlB
uptake by anterior and posterior gills in the falhy be influenced by environmental
factors and by the extracellular fluid. In hypeguating species such &k granulata,

Na’',K*-ATPase and carbonic anhydrase are the main enziymelved in active ion



transport from hypo-osmotic ambient across thes ditéqueux, 1995; Viatale et al.,
1999; Castilho et al., 2001). Short-term increasesnzyme activity are reported to be
related to the stimulation of pre-existing enzynmits) while long-term increases are
associated with synthesis of new enzymatic unitgcil- 1990). The increase in amino
acid uptake by qills in the fall can increase enewynthesis, which would allow for the
acclimation ofN. granulata to the hypo-osmotic environment in the fall, wintnd
spring. A study conducted with male and femdlgranulata suggests that acclimation
to hypo-osmotic stress would be dependent on thb’srability to activate protein
synthesis (Novo et al., 2005). The authors als@easigthat 15 days of acclimation to
laboratory conditions was not enough to eliminaassnal effects of the acclimation
process on osmotic and ionic regulation®igranulata occurring in the field (Novo et
al., 2005). The seasonal differencedNigranulata’s response to environmental salinity
changes are associated with seasonal changesidncomposition and physiological
strategies found in the gills (Bianchini et al.08(.

In the muscle, the larger MeAlB uptake occurs i tpring, decreasing
gradually in the summer and fall. In the springréhis a remarkable elevation in air and
water temperatures after the low temperatures ofewni Also in the spring, we have the
lowest water osmolality values in Lagoa Traman8ahein et al. (2005a) demonstrated
an increase in glucose synthesis fri@-alanine and in the activity of PEPCK during
the acclimation to hypo-osmotic stress in the summéhe jaw muscle di. granulata.
The intracellular amino acids in the muscle cowdddeaminated and the carbon chains
could be used as substrates for the gluconeogeatiowpy. Schein et al. (2005a)
showed that gluconeogenesis is one of the pathwapdicated in the metabolic
adjustment during hypo-osmotic shock M granulata. In the spring, the animals
increase their activity, since the reproductivegstdegins and hemolymph glucose
concentrations are still low comparatively to thensner. The increase in glucose
production via gluconeogenesis is favorable to demoregulatory, reproductive and
exploratory processes that take place in this seaso

The muscular tissue has a different pattern ofraéamino acid transport from
the gills. In this tissue, hypo-osmolality observedhe fall and winter did not change
the rate of neutral amino acid uptake; howevetha spring, there was a remarkable
increase in these rates via system A. Previousestwhow that the muscular tissue has
a different metabolic response pattern from thagitté and of the hepatopancreas in

several experimental conditions (hypoxia, anoxigdihyperosmotic stress) (Schein et



al., 2005b; Pelegrino et al., 2008; Maciel et 2008). In the two years investigated in
this study the lowest water salinity values wersesbed during the winter and spring,
however, the largest change within the season meatun the winter. Schein et al.
(2005b) showed that the gluconeogenic capacity tardexpression and activity of
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK 4.1.182) markedly lower in the
winter than in the summer. In the spring, the iaseein neutral amino acid uptake may
occur in response to the activation of the glucgeea capacity in the months in which
the temperature is higher, as pointed out by Sabieah. (2005b). This evidence the role
of muscle in the maintenance of circulating levefsenergy substrates and under
osmotic regulation conditions, as described in otsteidies (Schein et al., 2005b;
Pelegrino, 2006; Maciel et al., 2008).

In conclusion,N. granulata withstands seasonal, circadian or tidal changes in
temperature, salinity and water pH by way of behialogphysiological and biochemical
strategies. Changes in the capacity of glucosekapaad in the type of glucose and
amino acid transporters in gills and muscle arategjies used by. granulata to

minimize seasonal oscillations in the environmeptabhmeters of estuaries.
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Table 1. Physicochemical parameters of estuarine ambiemt l@molymph of

N.granulata.
Osmolality pH Temperature
mOsm / Kg H,0 “log [H] °c
Water Hemolymph Water Hemolymph Water Air
25% MD 75%
Winter 41 145 170 967 +85 8.2+0.04*" 76+0.35 17+ 0.7 18.5+0.6
(6) (6) (6) (6) (®) (8)
Spring 81 96 118 876 134 8.0 +0.02* 7.7+0.02 246+2.5 26+2.0
(8) (8) (8) (8) ()] (8)
Summer 97 529 582 833677 7.8+0.28 7.6 £0.03 29.0+1.4 32+28

(8) (8 (8) 8) (8) 8)
Autumn 54 112 136 883 + 122 8.4 +0.01*° 7.1 +0.06° 18+0.5 19+1.0

(6) (6) (6) (6) ® ®




Results of water osmolality expressed as averagreepts 25 and 75 %, respectively.
Results of hemolymph osmolality, pH and temperatxgressed as mean = SDM.

*p <0.05 in comparison with hemolymph.

#p<0.05 in comparison with winter, spring and autumn.

P p<0.05 in comparison with spring and summer.

¢ p<0.05 in comparison with winter, spring and summer.

Number of samples in parenthesis



Table 2: Effect of sodium free medium and of floretin dtuatizin in the uptake 13{'C]

2-deoxi-D-glucose and 3-G“C] methyl-D-glucose (MG) in gills dfl.granulata

DG MG
Control Sodium Free Floretin Control Sodium Free Floretin Florizin
AG 0.39+0.16 0.45+0.17 0.18+0.10% 0.18+0.08* 0.19+0.08* 0.12£0.07 0.16 £0.05
(5) (19) 4) (10) (18) 4) (10)
PG 0.39+0.19 057+0.22° 0.11+0.04° 0.13+0.06* 0.16 £0.07* 0.11 +0.03 0.12 £0.05
(5) (20 4) (10) (18) ) (10

The results show as tissue/medium (T/M) ratio arptessed as mean + SDM.

* p <0.05 in comparison with DG.

4p<0.05 in comparison with control group and sodiue®f
® p<0.05 in comparison with control group and floretin
©p<0.05 in comparison with control group and sodiue®f

Number of crabs in parenthesis.
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Figure 1: Effect of seasonality in the uptake of4¢j] 2-deoxi-D-glucose (DG) and 3-
O-[**C] methyl-D-glucose (MG) in posterior gills df.granulata. Results expressed a
mean + SDM, n= 8-10 crabg. p < 0.05 in comparison with MGa p < 0.05 in

comparison with winter, spring and autunbnp < 0.05 in comparison with winter and

autumn.

Figure 2: Effect of seasonality in the uptake of¢j] 2-deoxi-D-glucose (DG) and 3-
O-[**C] methyl-D-glucose (MG) in anterior gills di.granulata. Results expressed a
mean + SDM, n= 8-10 crabg. p < 0.05 in comparison with MGa p < 0.05 in

comparison with winter, spring and autunnyp < 0.05 in comparison with winter,

summer and autumn.

Figure 3: Effect of seasonality in the uptake of 4¢f] 2-deoxi-D-glucose (DG) e 3-O-
[*“C] methyl-D-glucose (MG) in jaw muscle dfgranulata. Results expressed a mean
+ SDM, n= 8-10 crabs® p < 0.05 in comparison with MG p < 0.05 in comparison

with winter and summeh p < 0.05 in comparison with summer and autumn.

Figure 4: Effect of seasonality in the hemolymph glucosecemtration ofN.granulata.
Results expressed a mean + SDM, n= 10-15 crals< 0.05 in comparison with

winter, spring and autumn.

Figure 5: Effect of seasonality in the uptake dfG]-MeAIB in posterior gills(A),
anterior gills(B) and jaw muscl€C) of N.granulata. Results expressed a mean + SDM,

n=6-10 crabsa p < 0.05 in comparison with winter, spring and sumnpep.< 0.05 in



comparison with winter, summer and autump.< 0.05 in comparison with winter and

spring.



