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Paulo Coelho



AGRADECIMENTOS:

A todos os amigos, de todos os planos, que tornam a Vida mais alegre e
mais interessante de ser vivida.

Aos meus pais, Naisi e Lauro, por terem me gerado e terem lutado contra
todas as adversidades (e foram muitas) para que eu pudesse fazer aquilo de que
sempre mais gostei: estudar.

As minhas professoras do primario, em especial a professora Elisangela de
Portugués e Shirley de Ciéncias por terem incentivado e apoiado meu gosto pela
leitura e pelo aprendizado.

As amigas Suzi e Lenise (as outras duas cajazeiras) pela amizade eterna,
nao importa a distancia temporal ou geografica, e a D. Lidia e S. Dionélio por
terem sido minha familia durante minha adolescéncia e pelos sabios conselhos a
mim dispensados.

A D. Nilza que independentemente de lagos familiares sera sempre minha
outra mae.

Ao meu namorado, Joao Carlos, por todo o carinho e amor e que, por ser a
pessoa unica € maravilhosa que €, me fez acreditar novamente.

Ao Luiz, por ser o melhor orientador que alguém pode querer, pois tem a
capacidade especial de saber ouvir, saber criticar construtivamente, e de
promover a vontade do “querer saber mais” nos seus orientandos, os quais, sem
excegao reconhecem a pessoa e o profissional maravilhoso que ele é.

A professora Dra. Roselis pelos ensinamentos e experiéncias trocadas que
enaltecem a vida profissional e pessoal de todos aqueles que compartilham de

sua companhia.



A Leticia “Maria” pelas risadas e companhia nas “indiadas”.

A Gabriela Dias pela ajuda na GF.

Ao Luciano pela parceria nos momentos dificeis da dosagem da GF e do Pi.

Ao Matheus pela ajuda na revisao.

A todos os professores e colegas, sejam de mestrado, doutorado, iniciagao
cientifica, estagio ou nenhuma das alternativas: Rogério, Zé Eduardo, Bira,
Sandra, Ricardo, Ale, Marcinha, Aninha, Fabi, Dani, Lucia, Lu, Alan, Gabi, Glauco,
Alice e etc. que tornam o lab. 10 um segundo lar a todos os que ali se encontram.

Especialmente a minha colega e melhor amiga Carmen Bock que, dentre
varias outras coisas, me mostrou que acasos nido existem e que o bem mais
precioso que podemos ter, € o amor de um amigo: existem ex-maridos, ex-
namorados, ex-colegas, ex-professores, ex-alunos e etc, mas amigos, quando

verdadeiros, jamais serao ex.



SUMARIO
AGRADECIMENTOS. ... ettt e et e et e e e e e e e eneeaeeannneaeens 4
RELACAOQO DE FIGURAS E TABELAS........coooeeeeeeeee e 9
RESUMO. .. ..ttt ettt e e et e e ettt e e e et e e e emnee e e e amneeeeenneeeeeneeas 10
INTRODUGAO GERAL ...ttt 12
(@] N 1 1 Y S 27
MATERIAL E METODOS
1. Coleta e manutensao doS animais...........ooooiiiiiiiiiiiiiii e 28
2. Procedimentos eXperimentais..........coouuuiiiiiiiiiiaeee e 29
2.1. Extracado e administragao do extrato de pedunculos oculares..................... 30
2.2. Procedimentos in vivo
2.2.1. Isolamento e determinagao do glicOgénio.............cceeeiiiiiiiiiiieiiieiiee e, 32
2.2.2. Determinagao da concentragao da glicose livre............cooovviviiieieeeviinnnnn. 32
2.2.3. Determinacgao da glicogénio-fosforilase..........ccccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiceeen, 33
2.2.4. Determinagao das proteinas........cccooveuuiiiiiiiiiieiie e 34
2.3. Procedimentos in vitro
2.3.1. Captac@o de gliCOSE..........ooiiiiieieecee e 35
3. Tratamento estatiStiCo.............uuiiiiiiiiii e 36

ARTIGO

Efeito do Horménio Hiperglicemiante de Crustaceos sobre as reservas de
carboidratos do caranguejo Chasmagnathus granulata submetidos a uma dieta
rica em proteinas ou carboidratos..........ccouuiiiiiiiiiiii e 38

J Y o151 =) TR 39



(0S4 o L PRSPPIt 40
(R L) 10 o [¥ To%= [o TP POORRSPPPRN 41

2. Material e Métodos

2.1. Coleta e manutensdo dos animais. ..........coovuuiiiiiiiiiniiiiieeee e 44
2.2. Procedimentos experimentais...........ccouuoieiiiiiiiiiiii i 44
2.2.1. Extragao e administracdo do extrato de pedunculos oculares......... 44
2.2.2. Isolamento e determinagcdo do glicogénio............ccceevvveevviiiiieceeennn. 45
2.2.3. Determinacéo da concentracao da glicose livre...........cccccoeeeeeeennnnnn. 46
2.3. Tratamento estatiStiCo..........coouiiiiiiiiiiiii 46

3. Resultados
3.1. Efeito in vivo do extrato de pedunculo sobre o metabolismo de

carboidratos em Chasmagnathus granulata alimentados com uma HP ou HC

3.1.1. Concentragao de glicose na hemolinfa................cooiiiiiiiiiiiiiiieee, 47
3.1.2. Concentragao de glicose livre e glicogénio no hepatopancreas......47
3.1.3. Concentragao de glicose livre e glicogénio no musculo.................... 48
4. DiSCUSSA0 € CONCIUSOES.......uuuueeiiiiiiiiiiiiiiie et a e e e e e e e 49
5. AGradeCimMENTOS. .....coiiiiiiiiiii it 55
6. Referéncias Bibliograficas............cccouiiiiiiiiiiiii 62

RESULTADOS COMPLEMENTARES
Efeito in vivo do extrato de pedunculo sobre a atividade da glicogénio-
fosforilase na forma total (GFT) e ativa (GFA) no hepatopancreas de

Chasmagnathus granulata alimentados com uma dieta HC..................ovinnnn. 65



Efeito in vitro do extrato de pedunculo sobre a captagdo de 2-Deoxi-D-

Glicose-1-"C no hepatopancreas de Chasmagnathus granulata alimentados com

UMA dita HC ... .o 71
CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS.......coiiieeieeeee e, 74
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS GERAIS.......c.ocooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 77
ANEXO ...ttt ettt ettt e et et e e neeeanreas 88



RELACAO DE FIGURAS E TABELAS

FIGURA |. Sequéncia de aminoacidos de CHHs de trés espécies de
CIUSTACEOS. ...ttt e ettt e e et e e e e e e e e e e e e 16
TABELA 1: Composicao das dietas HC e HP.............cccoooviiiiiiiiiiiiiiieeeee, 29
FIGURA 1: Concentragdo de glicose na hemolinfa de C. granulata
alimentados com uma dieta HP ou HC..........coooiii e 57
FIGURA 2: Concentragdo de glicose livre no hepatopancreas de C.
granulata alimentados com uma dieta HP ou HC.............cooniiiiiii 58
FIGURA 3: Concentragéo de glicogénio no hepatopéancreas de C. granulata
alimentados com uma dieta HP ou HC............oooe 59
FIGURA 4: Concentragdo de glicose livre no musculo de C. granulata
alimentados com uma dieta HP ou HC............oooie 60
FIGURA 5: Concentracdo de glicogénio no musculo de C. granulata
alimentados com uma dieta HP ou HC.............ooiiie 61
FIGURA 6: Atividade da glicogénio-fosforilase na forma total (GFT) e ativa
(GFA) no hepatopancreas de C. granulata submetidos a uma dieta HC............... 70
FIGURA 7: Captacdo de glicose marcada no hepatopancreas de C.
granulata submetidos a uma dieta HC ... 73
TABELA 2: Niveis de carboidratos na hemolinfa, hepatopancreas e musculo

de C. granulata HP, HC, HP/HP, HP/HC, HC/HC, HC/HP...........cccooiiiiiiieei 75



10

RESUMO

Estudos com o horménio hiperglicemiante de crustaceos (CHH) tem sido
realizados desde 1944 quando foi constatado, pela primeira vez, seu efeito na
mobilizagao das reservas de glicogénio causando hiperglicemia.

O objetivo deste trabalho foi investigar a acdo do CHH sobre o
metabolismo de carboidratos de caranguejos Chasmagnathus granulata intactos
submetidos as dietas rica em proteinas (HP) ou rica em carboidratos (HC) e
injetados com extrato de pedunculos proveniente de animais de ambas as dietas.

Apoés a injegdo de extrato de pedunculos, foram avaliados, in vivo: a
glicose hemolinfatica, a glicose livre hepatopancreatica e muscular e o glicogénio
hepatopancreatico e muscular de animais alimentados com dieta HP, injetados
com extrato de pedunculos provenientes de animais HP (HP/HP), e de animais HC
(HP/HC), bem como de animais alimentados com uma dieta HC, injetados com
extrato de pedunculos oriundos de animais HP (HC/HP) e de animais HC
(HC/HC). Além de animais controle injetados com solugédo fisiolégica para
caranguejo (SFC).

Os resultados obtidos confirmam a agéo hiperglicemiante dos extratos de
pedunculos, independentemente da dieta de origem dos mesmos. Foi observado
um padrdo de resposta diferencial segundo a dieta a qual os animais foram
submetidos. Assim, os resultados demonstram que nos animais submetidos a
uma dieta HP o CHH agiu aumentando os niveis de glicose circulante a partir das
reservas de glicogénio dos hepatopancredcitos e do musculo. Mas, nos animais

alimentados com uma dieta HC, embora o CHH tenha elevado o nivel de glicose
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circulante, ndo foram observadas alteracdes nas reservas de carboidratos do
hepatopancreas e do musculo.

Estes resultados demonstram que o mecanismo de agao do CHH sobre as
reservas de carboidratos de Chasmagnathus granulata depende da dieta a qual

os animais foram submetidos.
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INTRODUCAO GERAL

A variabilidade de estudos sobre o metabolismo de crustaceos é tao grande
quanto o numero de espécies pesquisadas.

Esses animais possuem um elevado grau de interagdo com o meio em que
vivem e seu metabolismo esta diretamente relacionado a fatores externos e
internos, tais como: disponibilidade de alimento, salinidade, temperatura e
concentracdo de hormbdnios circulantes, reservas de substratos metabdlicos,
ativacao ou inativagao de vias metabdlicas e assim por diante.

O caranguejo Chasmagnathus granulata, da familia Grapsidae (Decapoda,
Crustacea) € uma espécie estuarina tipica que evoluiu de formas marinhas,
habitando pantanos salgados ou marismas de estuarios neotropicais do Brasil, a
partir do litoral do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul, passando pela costa
Uruguaia, indo até o Golfo de Sdo Martin, na Argentina (Boschi, 1964).

Os estuarios sao ecossistemas de transi¢cao entre o ambiente marinho e o
limnico, que se caracterizam por periodos irregulares de total cobertura de agua e
outros de exposicao completa do substrato, sofrendo, ainda, influéncia de fatores
oceanograficos e meteorolégicos, o que leva a um elevado grau de estresse
ambiental a todos os seres vivos que neles habitam. O estresse pode ser gerado
pelas variagdes extremas de fatores como a salinidade, a temperatura, a
concentragédo de oxigénio dissolvido na agua e os ciclos das marés (Botto e cols.,
1980; Odum, 1985) e ainda, a disponibilidade e o tipo de alimentagdo (Busatto,

2002). Conforme Gilles (1997), os organismos lagunares e estuarinos sdo capazes
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de tolerar as alteracbes fisico-quimicas deste ambiente, através de mudancas
comportamentais, estruturais, funcionais e bioquimicas tipicas destes animais.

O caranguejo Chasmagnathus granulata é considerado um animal de
habito alimentar generalista, com estratégias alimentares detritivora e oportunista
(D’'Incao e cols., 1990). A analise de seu conteudo estomacal revelou diferengas
na quantidade e no tipo de alimento conforme a estagdo do ano, devido a
disponibilidade destes no ambiente, assim, no outono e inverno ha um predominio
de restos vegetais, na primavera, animais e no verao ocorre um equilibrio desses
dois itens alimentares.

O C. granulata € um otimo modelo experimental para estudo do
metabolismo e da endocrinologia comparados, pois além de ser um animal de facil
adaptacdo as condigdes de laboratério, tem seu nivel glicémico pouco afetado
pelo manuseio ou troca de ambiente e se adapta com grande facilidade a
diferentes tipos de dieta (Santos e Colares, 1986; Kucharski e da Silva, 1991b).

Os crustaceos se caracterizam por possuirem como locais de reserva de
glicogénio o hepatopéancreas e o musculo (Herreid e Full, 1988; Kucharski e Da
Silva, 1991b; Turcato, 1990; Vinagre e Da Silva 1992). O glicogénio armazenado
€ um substrato de facil mobilizacdo e disponibilidade rapida durante os diferentes
processos fisiolégicos de: muda, osmorregulagédo, crescimento e periodos de
jejum (Kucharski e Da Silva 1991a; Turcato, 1990; Vinagre e Da Silva, 1992).

A glicose é o principal monossacarideo na hemolinfa dos crustaceos
(Morris e Airries,1998). Nos crustaceos a glicose é utilizada para: sintese de
mucopolissacarideos, sintese de quitina, formacdo de piruvato e sintese de

glicogénio (Hochachka, e cols., 1970; Herreid e Full,1988).
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Kucharski e Da Silva (1991a,b), trabalhando com C. granulata,
verificaram que o padrdao do metabolismo energético apresenta mudangas
marcantes em fung¢ao do conteudo de carboidratos ou proteinas contidos na dieta
administrada. Nos animais alimentados com a dieta rica em carboidratos (HC), a
concentragcdo de glicose na hemolinfa e o conteudo de glicogénio no
hepatopancreas e no musculo aumentam significativamente em relagdo aqueles
do grupo mantido com a dieta protéica (HP). Estes autores, ao investigarem o
efeito da variagcdo sazonal sobre o metabolismo energético desse crustaceo,
verificaram que o glicogénio estocado pelo hepatopancreas e pelo musculo seria
consumido como substrato energético durante os meses de primavera e verdo. Ja
no outono e no inverno, os lipidios musculares seriam o substrato energético
preferencial.

O efeito de dietas também tem sido avaliado em outros crustaceos.
Rosas e cols., (2000), analisando o efeito da composi¢cdo da dieta no camarao
azul Litopenaeus stylirostris, observaram que a dieta rica em carboidratos
influenciou a cinética dos niveis de glicose na hemolinfa, diminuindo o tempo para
obtengdo do pico glicémico, de 3 horas, para os animais com dieta pobre em
carboidratos, para 1 hora nos alimentados com uma dieta rica em carboidratos.
Foi verificado, ainda, a presenca e o aumento na atividade de enzimas como a a-
amilase e a a-glicosidase em Litopenaeus stylirostris (Rosas e cols., 2000) e a
hexoquinase em Litopenaeus vannamei (Gaxiola e cols., 2005) em animais
submetidos a dieta rica em carboidratos.

Estudos sobre o efeito das dietas em outros invertebrados também tém

sido realizados. O caracol Lymnaea stagnalis apresentou aumento dos niveis
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glicémicos e da concentragado tecidual de glicogénio apés a administragcao de
dieta rica em carboidratos (Veldhuijzen,1975; Veldhuijzen e Van Beek, 1976). No
gastrépoda pulmonado Megalobulimus oblongus foi verificado que a dieta rica em
carboidratos aumenta os niveis de glicose na hemolinfa e de glicogénio no
hepatopancreas, diafragma e manto (Rossi, 1992). Este autor sugere que nestes
moluscos a sintese de glicogénio tecidual seria regulada pela concentragao de
glicose na hemolinfa.

Ha, também, estudos sobre a endocrinologia de crustaceos relacionada
ao metabolismo. Ja foram descritos varios tecidos com fungédo enddcrina: érgéo Y,
glandula androgénica, ovarios, 6rgao pericardico, orgao pdés-comissural, sistema
orgao X-glandula do seio (Brown, 1946; Knowles, 1953; Alexandrowicz, 1952; Le
Roux, 1968, Fingerman, 1997).

O drgao X foi assim denominado, logo apds sua identificagdo, devido a
sua fungao ser desconhecida na época (Brown, 1946; Welsh, 1941). Embora, seu
funcionamento tenha sido esclarecido por Passano (1951) e Bliss (1951), este
nome persiste até hoje. O sistema 6rgado X-glandula do seio, localizado nos
pedunculos oculares da maioria dos crustaceos decapodas (Fingerman, 1992),
tem um funcionamento analogo ao sistema hipotalamo-neurohipofise, dos
vertebrados. Assim, o 6rgdao X produz hormdnios que sao transportados, via
axbnios até a glandula do seio que os armazena, temporariamente, até que algum
estimulo periférico, provoque a liberagdo dos mesmos (Beltz, 1966; Fingerman,
1997).

Abramowitz e cols. (1944) descreveram, pela primeira vez, a existéncia

de um “Fator Diabetogénico” em crustaceos. Em 1989, Kegel e cols. elucidaram a
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estrutura quimica do hormoénio hiperglicemiante de crustaceos (CHH). Os CHHs ,
até agora sequenciados, sdo peptideos com 72-74 residuos de aminoacidos (Fig.
1), incluindo 6 residuos cisteina, formando 3 pontes dissulfeto e peso molecular
variando entre 6-9 KDa (Keller, 1992; Kummer e Keller, 1993; Sefiani e cols.,

1996; Smullen e cols., 1996; Soyez, 1997).

L
1:;p—Arg-hla~LeuHFhawnsn Aspahau-ﬂlu-
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';%*s\s% i
-p-ﬁﬁuéLgu-Leu-Ile Asp

Leu=Leu-Leu=5Ser-Asn

0
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ha;—I;e-Asp-GlU-ﬁ' fﬁ-”ﬂl ~Ser- Asn-Ual—Eln-Het-Ual NH CHH/MIH - Homarus america

Val- _eu-hsp-ulu-f

Fig.l: Sequéncia de aminoacidos de CHHs de trés espécies de decapodes: Sequéncia superior:
Carcinus maenas; sequéncia intermediaria: Orconectes limosus; sequéncia inferior: Homarus
americanus. (Keller,1992)

Estudos sobre a dindmica da biossintese deste horménio demonstram
que a duracéo do periodo que o pré-pr6-CHH leva para se transformar em CHH,
desde o 6rgao X, até ser estocado na glandula do seio é de 8-14 hs (Ollivaux e
Soiez, 2000) e seu mecanismo de acgao intracelular, parece ser mediado por
segundo mensageiro, possivelmente GMPc, AMPc e/ou Ca*? (Sedlemeier, 1987;

Keller e Sedimeier, 1988, Keller e cols., 1994).
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Segundo Kallen e cols. (1990), 40% das terminagbes axonais que
chegam a glandula do seio, sao preenchidos por granulos secretérios de CHH. O
horménio hiperglicemiante de crustaceos € um horménio pleiotrépico que
desenvolve um papel central no processo metabdlico, especialmente na regulagéo
dos niveis de glicemia e exibe uma agéo secretagoga sobre as enzimas digestivas
(Keller e Sedimeier, 1988; Ollivaux e Soiez, 2000). Além de seu papel na
regulacdo dos niveis de glicose sanguinea, ha estudos que demonstram seu
envolvimento na producdo de ecdisterdides (Yasuda e cols., 1994), no
metabolismo de lipidios (Santos e cols., 1997), na fisiologia ovariana (Khayat,
1998), e na osmorregulagédo (Charmantier-Daures, 1994; Serrano, 2003).

Keller, em 1992, trabalhando com trés espécies diferentes de crustaceos,
demonstrou que o CHH tem grande homologia, em sua sequéncia de
aminoacidos, com outros dois horménios, também sintetizados nos pedunculos
oculares: o hormdnio inibidor da muda (MIH) e o horménio inibidor da
vitelogénese (VIH), também chamado de horménio inibidor das gbnadas (GIH) e
classificou todos esses horménios, como integrantes de uma mesma familia de
peptideos. Soyez (1997) demonstrou que outro horménio, o horménio inibidor do
orgdao mandibular (MO-IH), produzido no 6rgdo mandibular, também tem sua
sequéncia muito parecida com o CHH, o MIH e o VIH. A homologia de sequéncias
entre esses horménios € tamanha que o MIH tem uma atividade hiperglicemiante
semelhante ao CHH (Chang e cols., 1998), e o CHH tem atividade inibidora da
muda tal qual o MIH (Webster, 1986; Toullec e Dauphin-Villemant, 1994).

Estudos demonstram que os CHHSs, geralmente, sdo polimorficos. Keller

(1992) e Soyez (1997) identificaram quatro isoformas de CHH na lagosta
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Homarus americanus, trés isoformas no lagostim Procambarus clarkii e cinco
isoformas no camardo Procambarus japonicus. No entanto, a analise da
sequéncia de aminoacidos revelou poucas diferencgas entre as isoformas.

Kummer e Keller, em 1993, apdés demonstrarem a existéncia de
receptores, com alta afinidade para o CHH, em membranas de hepatopancreas
de Carcinus maenas e Orconectes limosus verificaram que o CHH de C. maenas
ligava-se aos receptores de O. limosus, embora com baixa afinidade, e vice-versa.
Esses autores sugeriram a partir dessas observagdes que horménio e receptores
podem ter evoluido conjuntamente.

Os CHHs de C. maenas e O. limosus possuem 61% de homologia,
segundo Kummer e Keller (1993). Nery e cols. (1993) compararam os efeitos dos
CHHs de C. maenas e O. limosus com o extrato de pedunculo ocular de C.
granulata e verificaram que os horménios de ambas as espécies foram capazes
de causar hiperglicemia em C. granulata apresentando, porém, diferentes efeitos
sobre os niveis de glicogénio e glicose muscular e hemolinfatica. O CHH de C.
maenas causou diminuigdo dos niveis de glicogénio muscular e hemolinfatico e da
glicose livre muscular, enquanto o CHH de O. limosus elevou significativamente
os niveis de glicogénio muscular e nao alterou os niveis de glicogénio
hemolinfatico. Segundo os autores, existiriam diferentes tipos de receptores em
cada tecido o que levaria a ativacao de diferentes rotas bioquimicas produzindo,
no final, o mesmo efeito bioldgico.

Santos e Keller (1993c) demonstraram que ap6és 5 minutos de
administracdo de extrato de pedunculo ocular, ja ocorre hiperglicemia na maioria

dos crustaceos, prolongando-se esse efeito até duas horas apds a injecédo do
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extrato. Santos e Colares (1986) estudando o caranguejo Chasmagnathus
granulata verificaram um aumento progressivo da concentragcdo de glicose
hemolinfatica, até 60 minutos apds a injecao de extrato de pedunculo, apds esse
tempo, os niveis comecgaram a cair lentamente.

Varios estudos apontam a agdo do CHH sobre diferentes tecidos, como:
hemocitos (Johnston e Davies, 1972; Santos e Stefanello, 1991), hepatopancreas
(Sedlemeier, 1987; Kummer e Keller, 1992), musculo e tegumento (Keller e
Andrew, 1973; Santos e cols., 1988), gbnadas e branquias (Morris e Airries,
1998). Ainda Kummer e Keller (1993) e Webster (1993) identificaram receptores
especificos para o CHH no coracdo, 6rgédo Y e epiderme de C. maenas e O.
limosus.

Johnston e cols. (1973), através de estudos citolégicos em C. maenas
caracterizaram os hemacitos, como células circulantes na hemolinfa com alto teor
de glicogénio e verificaram a presencga de glicose-6-fosfatase. Johnston e cols.
(1972) comparando os carboidratos das células do hepatopancreas e dos
hemdécitos demonstraram que o conteudo de polissacarideos, em especial de
glicogénio, é 4 vezes maior nos hemocitos que nos hepatopancredcitos. Santos e
Stefanello (1991) verificaram um aumento na liberagdo de glicose na hemolinfa de
C. granulata incubada com extrato de pedunculos oculares o que indicaria,
segundo os autores “a fungdo dos hemdécitos como hepatdcitos circulantes”. Loret
(1993) identificou no caranguejo Carcinus maenas a presenga da enzima
hexoquinase nos hemdécitos desse animal.

Sedlemeier (1987), estudando o lagostim O. limosus identificou o

hepatopéncreas como tecido alvo do CHH. Kummer e Keller (1992) identificaram
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um grande numero de receptores com alta afinidade para o CHH nas membranas
dos hepatopancredcitos de O. limosus e C. maenas.

Estudos sobre a origem da glicose mobilizada pelo CHH sdao muito
divergentes e, dificilmente, chega-se a um consenso de qual € o mecanismo de
acao e os tecidos alvo deste horménio.

Alguns trabalhos sugerem que a hiperglicemia causada pelo CHH deva-
se mais pela diminuigdo da utilizagdo e/ou captagao de glicose pelos tecidos do
que pelo aumento da degradacao de glicogénio, entretanto, esses experimentos
nao foram conclusivos em relacdo a estas afirmagdes (Santos e cols., 1988;
Santos e Stefanello, 1991; Scheer e Scheer, 1951).

Sedlmeier e Keller, em 1981, com estudos in vitro, demonstraram
aumento nos niveis de nucleotideos ciclicos, apos a inje¢do de CHH, no musculo
e no hepatopancreas e uma diminuicdo dos niveis de glicogénio e da
incorporagdo de glicose marcada em glicogénio no hepatopéncreas, sugerindo
que o CHH liberaria glicose a partir do glicogénio hepatopancreatico e muscular.
No entanto, Keller e Andrew, em 1973 e Telford, em 1975, ndo verificaram
qualquer alteragdo no conteudo de glicogénio do hepatopancreas apds aplicagao
do horménio, mas somente uma pequena queda de glicogénio no musculo.
Santos e Keller, em 1993, verificaram que a injecdo de glicose causou uma
diminuicado dos niveis de CHH circulantes, enquanto que o lactato provocou um
aumento nos niveis desse hormoénio, levando esses autores a sugerirem que a
glicélise estimularia a liberacdo de CHH que, por sua vez, estimularia a
glicogendlise. Quanto aos niveis de glicogénio, enquanto alguns trabalhos indicam

aumento da concentracdo no hepatopancreas (Parvathy, 1972) e musculo
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(Schwabe e cols., 1952), outros demonstram redugdo da concentragdo nas
gbnadas, musculo e branquias (Keller e Andrew, 1973).

No processo de conversao de glicose em glicogénio e de degradacao de
glicogénio em glicose, duas enzimas chave estdo envolvidas: a glicogénio-sintase
(GS) e a glicogénio-fosforilase (GF), que catalisam a conversdo de glicose-1-
fosfato (G-1-P), em glicogénio e vice-versa, respectivamente. No figado de
vertebrados, o glucagon e o AMP exercem efeito estimulatério sobre a atividade
da GF, enquanto ATP e glicose exercem um efeito inibitério (Lehnninger, 2000).
Tendo em vista que o CHH de crustaceos tem a mesma resposta metabdlica
sobre os niveis de glicose circulante que o glucagon de vertebrados, este também
atuaria estimulando a GF.

Sedlmeier, em 1982, através de estudos in vivo no lagostim O. limosus,
verificou que a atividade da glicogénio-sintase (GS) aumentava apds ablagao
bilateral dos pedunculos, sendo esse efeito revertido, apds injecdo de CHH. No
entanto, esse autor verificou que, embora os niveis de atividade da GS voltassem
ao normal, uma consideravel quantidade de glicogénio continuava a ser
sintetizada, mesmo em presenca de CHH. Esses resultados, aliados a diminuigao
da taxa de incorporacdo de glicose em glicogénio, em até 50% no
hepatopancreas do mesmo animal, in vitro, levaram esse autor a concluir que a
concentracdo de glicose no meio influenciaria a sintese de glicogénio, agindo
sobre a glicogénio—fosforilase (GF) (Sedlemeier, 1987). Este autor, comparou a
concentragdo de glicose usada em seu experimento que foi de 10 mM com o valor

usado por Santiago e cols.(1974) que foi de 4 mM, tendo estes ultimos verificado
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uma inibicdo da GF no musculo. Assim, quanto maior a concentragao de glicose,
menor a taxa de interconversao de fosforilase a para fosforilase b.

A inibicdo da sintese de glicogénio, mediante altas concentragdes de
glicose, também foi verificada por Hemminga e cols. (1985 a, b), ao estudar o
manto e células de armazenamento de glicogénio do caracol Lymnae sp, sob
incubacdo com fator hiperglicemiante de moluscos. Keller (1965) e Ramamurthi
(1968) demonstraram uma diminuigdo na atividade da GF muscular, logo apés a
ablagao dos pedunculos, sendo esse efeito revertido, logo apés a injegdo de CHH.
No entanto, Ramamurthi (1968) verificou uma diminuicao da atividade enzimatica
total em Hemigrapsus nudus, enquanto Keller (1965), em O. limosus, nao
observou nenhuma alteragdo. Bauchau (1968) verificou um aumento da atividade
da GFA depois da incubagao do tecido muscular, com extrato de pedunculo.

Oliveira (1998) comparando a atividade da glicogénio-fosforilase na forma
total (GFT) e na forma ativa (GFA), sobre o metabolismo de carboidratos do
hepatopancreas de C. granulata expostos a diferentes tempos de anoxia e
recuperacao da anoxia, ndo observou diferenga significativa na atividade da GFT
nos animais alimentados com dieta HC e HP. No entanto, a atividade da GFA
comparada a GFT dos animais HC foi de 98%, enquanto que nos animais HP foi
de 66%. Este autor sugere que a concentragdo de glicogénio intracelular controle
sua mobilizagéo, via interconversdo da forma b para a forma a da glicogénio-
fosforilase, através de um sistema de retroalimentagdo entre os niveis de
glicogénio tecidual e o sistema fosforilase. Oliveira (2001) verificou que durante as
primeiras quatro horas de exposigdo a anoxia, houve um aumento na GFT e na

GFA, de animais alimentados com dietas HP e HC, que levou a uma diminuigao
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nos niveis de glicogénio hepatopancreatico de ambas as dietas, ao contrario do
observado no bivalve Geukensia demissus em que a propor¢cao da GFT e GFA
nao foi alterada perante anoxia (Russel e Storey, 1995).

Varias situacdes de estresse que influenciariam direta ou indiretamente a
liberagdo do CHH foram estudadas: estresse osmotico (Vinagre, 1999); anoxia e
hipoxia (Santos e Colares, 1986), choque térmico (Kuo e Yang, 1999); metais
pesados (Nagabhushanam e Kulkarni, 1981; Machele e cols., 1989; Reddy e
Bhagyalakshmi, 1994; Lorezon e cols., 2004), infec¢ao por parasitas (Lorenzon e
cols., 1997, 2004; Stentiford e cols., 2001); ritmo circadiano (Kallen e cols., 1990).

Estudos, in vitro, realizados no Laboratério de Metabolismo e
Endocrinologia Comparada da UFRGS (LaMEC), revelam que a administragdo de
extrato de pedunculos ao meio de incubagdo, em animais com dieta HC, causou
aumento dos niveis de glicose no meio com hepatopancreas, tanto nos animais
apedunculados, como nos animais intactos. Enquanto que aqueles alimentados
com dieta HP, injetados com extrato de pedunculos com a mesma concentragao
que os primeiros, ndo apresentaram hiperglicemia, levando a hipétese, de que a
administracdo prévia com a dieta HP, levaria a um aumento na resisténcia
periférica ao CHH. Isto porque, provavelmente, nessa dieta haveria menores
niveis circulantes de glicose, enquanto que na dieta HC ocorreria o oposto
(Vinagre, 1999). Este autor verificou, ainda, que a resposta metabdlica a agdo do
horménio € dependente tanto da dose de hormdnio, como da quantidade de
glicose circulante. Com base nos dados obtidos em seus experimentos, ele

sugere que, nos animais alimentados com uma dieta HC, a liberagdo de CHH
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estaria inibida devida a alta concentragcao de glicose na hemolinfa o que levaria a
um maior acumulo de hormdnio nos pedunculos.

O efeito do estresse osmoético em C. granulata sobre os padrbes de
resposta do metabolismo de carboidratos ao estresse hiposmoético apods
administracdo de extrato de pedunculos em caranguejos intactos e
apedunculados nao produziu diferengas entre as dietas HC e HP (Vinagre,1999).
Este autor observou que, apesar da ablacao bilateral dos pedunculos oculares, os
animais foram capazes de aumentar a concentragdo de glicose na hemolinfa
(atingindo valores semelhantes aos dos caranguejos integros) e de mobilizar as
reservas de glicogénio. Esse autor sugere que outros horménios, além do CHH,
estariam envolvidos no controle dos niveis circulantes de glicose e/ou a existéncia
de alguma outra fonte de CHH fora do sistema 6rgéo X-glandula do seio.

Santos e Keller (1993a) estudando C. maenas, e Vinagre (1999) com C.
granulata, observaram que os niveis de CHH hemolinfatico diminuem conforme o
aumento da concentragéo de glicose hemolinfatica, corroborando com a hipotese
de que a concentracao de glicose na hemolinfa controla a secre¢édo de CHH. Em
O. limosus os niveis circulantes de glicose diminuem, enquanto que os de CHH
aumentam, apds seis dias de jejum, conforme observado por Keller e Orth (1990).

Glowik e cols. (1997), estudando as células neuronais do sistema érgéo
X-glandula do seio do caranguejo Cancer borealis demonstraram que as mesmas
sdo sensiveis a D-glicose, portanto, apresentam alguma semelhanga aquelas
encontradas: no nucleo hipotalamico lateral, na substéncia nigra, no hipotalamo
ventro-medial e hipocampo, de vertebrados (Karadi e cols., 1992; Saller e Chiodo,

1980; Watts e cols., 1995; Mizuno e Oomura, 1984; Edwards e Weston, 1993;



25

Tromba e cols., 1994). Nessas células a D-glicose ativa uma corrente de K+,
induzindo uma hiperpolarizagéo, que inibe a secrecdo dos granulos de CHH.
Portanto, a glicose exerceria um feedback negativo sobre a liberacdo de CHH.

Em 1999, Vinagre, ao estudar o efeito da administragdo do meio de
incubacado de pedunculos oculares sobre a glicemia de caranguejos intactos ou
apedunculados, observou que nos caranguejos Chasmagnathus granulata
alimentados com uma dieta HC a administragao do meio resultante da incubagao
de 4 pedunculos oculares em SFC, provocou hiperglicemia, tanto em animais
intactos, como em apedunculados. Nos animais HC apedunculados, os niveis de
glicose circulante, 120 minutos apdés a administragdo do meio, triplicaram em
relacdo aos do grupo de animais intactos. O autor sugere que a retirada prévia do
CHH através da ablacao bilateral tenha aumentado o numero e/ou afinidade dos
receptores ao horménio, sendo um tipo de modulagcdo semelhante ao que ocorre
com a insulina em vertebrados.

No entanto, praticamente todos os animais estudados foram submetidos
a uma dieta de proteinas, com excec¢éo do trabalho de Vinagre (1999) e Oliveira
(1998, 2001), ndo existe até agora nenhum trabalho publicado em torno da
influéncia da dieta sobre a acdo do CHH. Assim como, ndo existem publicacdes
que demonstrem a agao dos CHHs de animais submetidos a diferentes dietas
sobre a acao da GF.

Ainda, existem hipéteses sobre a acdo do CHH na inibicdo da captacéo
de glicose pelos tecidos, no entanto, nenhum trabalho publicado relata um

experimento para comprovar esta acao.
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A revisdo da literatura demonstra que existem algumas perguntas a
serem respondidas para elucidar um pouco mais a acdo metabdlica desse
horménio a tanto tempo descoberto, assim como as rotas metabdlicas e os
mecanismos sobre a agao pelo qual efetua sua atidade hiperglicemiante.

O presente trabalho visa obter algumas respostas ou, talvez, criar mais

perguntas sobre esses aspectos inerentes ao estudo da acdo desse horménio.
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OBJETIVOS

A partir da revisdo da literatura verificou-se a importancia de investigar a
agao do hormoénio hiperglicemiante de crustaceos (CHH) sobre o metabolismo de
carboidratos de caranguejos Chasmagnathus granulata, submetidos as dietas rica
em proteinas (HP) ou rica em carboidratos (HC).

Para atingir este objetivo, foram avaliados:

e O efeito do CHH proveniente de animais alimentados com dieta HP
ou HC sobre as concentragdes da glicose hemolinfatica;

e O efeito do CHH proveniente de animais alimentados com dieta HP
ou HC sobre as concentragdes de glicose livre no hepatopancreas
e no musculo;

e O efeito do CHH proveniente de animais alimentados com dieta HP
ou HC sobre as concentragdes de glicogénio no hepatopancreas e

no musculo;
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MATERIAL E METODOS

1. Coleta e manutencao dos animais

Os animais utilizados para realizagao deste trabalho foram caranguejos
Chasmagnathus granulata Dana 1851 (CRUSTACEA; DECAPODA;
GRAPSIDAE), machos, adultos e no periodo intermuda (Drach & Tchernigovtzeff,
1967).

Os caranguejos foram coletados na margem leste da Lagoa de Tramandai,
no Rio Grande do Sul (29°58’ lat. Sul e 58°08’ long. Oeste), em um marisma
parcialmente coberto pela vegetagcdo halo-hidréfila, cortado por arroios que
drenam a agua de origem pluvial da planicie costeira. O clima da regido é
subtropical-imido com temperatura anual média de 17,6 'C e precipitacdo
pluviométrica inferior a 1300 mm anuais (Moreno, 1961).

As coletas foram feitas entre os meses de junho e julho de 2003 e 2004. Os
animais foram capturados manualmente no sedimento areno-lodoso, submersos
na agua ou entocados, sendo entdo, transportados em caixas plasticas com agua
do préprio local até o laboratério.

Transcorridas 24 horas, os caranguejos foram colocados em um tanque
com agua a 20%., pois, segundo Mane-Garzon e cols. (1974) esta salinidade é
semelhante ao ponto isosmoético do Chasmagnathus granulata, temperatura de

25°C, fotoperiodo natural, aeragao constante e alimentagcdo ad libitum, uma vez



29

por semana com carne bovina crua, ai permanecendo por duas semanas para

aclimatacao antes de serem submetidos aos experimentos.

2. Procedimentos experimentais

Depois de transcorridas as duas semanas de aclimatagcao, os
caranguejos foram divididos em dois grupos experimentais, sendo separados em
dois aquarios, com salinidade igual a 20%., temperatura de 25°C, fotoperiodo
natural e aeragédo constante. Os animais foram denominados HC e HP, sendo
alimentados com arroz cozido e carne bovina crua, respectivamente (tabela 1). O
alimento foi administrado ad libitum, no periodo vespertino, durante duas
semanas.

TABELA 1. Composi¢cdo das dietas rica em carboidratos (HC) e rica em
proteinas (HP) administradas ad libitum, ao caranguejo Chasmagnathus granulata. Os

valores de cada item estdo expressos em percentuais e o valor caldrico total esta

expresso em cal/100g.

Dieta Rica em Carboidratos Dieta Rica em Proteinas
(arroz branco cozido) (carne bovina crua)
Carboidratos 34,56 0,03
Proteinas 3,34 21,59
Gorduras 0,45 6,71
Fibras 0,30 0,31
Cinzas 0,02 0,35
Umidade 61,33 71,01

Valor caldrico total 155,65 146,87
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2.1- Extracdo e administracdo do extrato de pedunculos oculares

No inicio da manha do dia escolhido para extracdao dos tecidos para
posterior andlise dos mesmos, foi separado um grupo de animais (5 animais HC e
5 HP) os quais sofreram ablagdo dos pedunculos oculares, de onde foi extraido o
extrato de pedunculo contendo CHH.

Apods os animais terem sido colocados no gelo por 5 minutos, tiveram os
pedunculos removidos com uma tesoura cirurgica de ponta curva e fina. Em
seguida, os pedunculos sofreram um corte paralelo ao seu eixo maior, na regiao
mediana. Apods, foram macerados em um cadinho, com 2,0 mL de solucio
fisioldgica de caranguejo (SFC) gelada a 1 "C, e osmolaridade de 770 mOsm. A
SFC utilizada é constituida de NaCl 350 mM; KCI 10 mM; MgCl, 10 mM; CaCl, 25
mM, H3;BO3; 8,8 mM; pH: 7,8. Estas SFCs foram adaptadas ao C. granulata a
partir daquela descrita por Lorét e cols. (1989). A osmolaridade da SFC foi medida
por criocristalizagdo em osmdmetro automatico Knauer.

Depois de macerados, os pedunculos foram centrifugados em centrifuga
refrigerada a 5000 x g, por 5 minutos. O sobrenadante foi injetado nos animais
(100 uL/animal), na concentracédo de 0,5 mEq de pedunculo/animal (Nery e cols.,
1993), conforme segue:

) Animais intactos alimentados com dieta HC foram injetados com

extrato de pedunculo de animais HC: Grupo HC/HC.

) Animais intactos alimentados com dieta HC foram injetados com

extrato de pedunculo de animais HP: Grupo HC/HP.

1)} Animais intactos alimentados com dieta HP foram injetados com

extrato de pedunculo de animais HP: Grupo HP/HP.
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IV)  Animais intactos alimentados com dieta HP foram injetados com

extrato de pedunculo de animais HC: Grupo HP/HC.

Ainda, foram utilizados animais intactos de cada dieta, injetados com
SFC, para servir como grupos controle: grupo HP, grupo HC. Sendo I, Il, Ill, IV
denominados grupos experimentais.

Em todos os grupos experimentais foram utilizados de 3 a 5 animais.

O extrato de pedunculos e a solugéo fisiolégica para caranguejos foram
injetados entre o terceiro e o quarto pereidépodo esquerdo de cada animal.

Apos 45 minutos da administracdo do extrato de pedunculo, os animais
foram crionastesiados para remocao da hemolinfa, tecido hepatopancreatico e
musculo das quelas.

Foi utilizado o tempo de 45 minutos apds a inje¢do do hormdnio para
retirada dos tecidos, pois segundo dados da literatura o tempo que o hormdnio
leva para agir, em varias espécies de crustaceos, varia de 5 a 120 minutos
(Santos e Keller, 1993a). Estudos demonstraram que o tempo de agdo do CHH no
caranguejo Chasmagnathus granulata varia de 20 a 60 minutos, diminuindo seu
efeito gradativamente, apds esse tempo (Santos e Colares, 1986; Vinagre, 1999,

Oliveira, 2001).

2.2- Procedimentos in vivo
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2.2.1- Isolamento e determinacdo do glicogénio

O isolamento do glicogénio do hepatopancreas e do musculo da quelas
seguiu o método descrito por Van Handel (1965), e determinado como glicose
apos a hidrolise acida, como descrito por Geary e cols. (1981), utilizando-se o
método enzimatico da glicose-oxidase (kit Glicose Enz-Color). A leitura foi
realizada na absorbancia de 505 nm em espectofotdmetro marca Varian, modelo

Cary.

A concentracdo de glicogénio em ambos os tecidos foi expressa em mg/g

de tecido umido.

2.2.2- Determinacédo da concentracao da glicose livre

Os niveis de glicose na hemolinfa, e de glicose livre no hepatopancreas e
musculo foram determinados conforme método descrito por Carr e Neff (1984). As
amostras dos tecidos foram pesadas, homogeneizadas com um macerador de
tecidos (marca ULTRA TURRAX) em uma solugao de citrato de sédio 100mM,
fervidas por 10 minutos, agitadas e resfriadas a temperatura ambiente. As
amostras foram mantidas a —20 ° C por no méaximo 72 horas até a dosagem. Com
o objetivo de eliminar a interferéncia dos lipidios, foi acrescentada as amostras,
uma mistura de cloroférmio-metanol, na proporgdo de 2:1 (w/v) e centrifugadas
por 10 minutos a 2800 rpm. A concentragao de glicose livre foi determinada pelo
método enzimatico da glicose—oxidase (kit Glicose Enz-Color), na fragdo superior
obtida com a centrifugagéo. A leitura foi realizada a absorbancia de 505 nm em

espectofotdmetro marca Varian, modelo Cary.



33

Os resultados foram expressos em mg de glicose livre por g de peso

Umido de tecido.

2.2.3- Determinacéo da glicogénio-fosforilase (GF)

Os hepatopancreas de 3 a 5 animais, de cada grupo (HC cont; HP cont.;
HC/HC; HP/HP; HP/HC; HC/HP) foram retirados pods-crionastesia e
imediatamente submetidos a congelamento em gelo seco, para evitar qualquer
atividade enzimatica. Logo apds esse rapido congelamento, os tecidos foram
pesados e homogeneizados em uma solugao de 500 mM de NaF (Fluoreto de
Saodio), 50mM de EDTA, 12uL de PMSF e glicerol (60%), pH 6,5, na proporcao
1:3 (w/v). Apds essa homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas a 800 x

g, a temperatura de 4 "C, por 10 minutos.

O sobrenadante foi, entdo, diluido em uma solu¢do contendo 500 mM de
NaF, 50mM de EDTA, e agua milli-Q (pH 6,5) na proporgcao de 1:1 (w:v).

O ensaio da enzima GF foi realizado na direcédo da sintese de glicogénio
pela quantificagdo de Pi liberado da glicose-1-fosfato, conforme método descrito
por Scapin e Di Giuseppe (1994). A mistura de ensaio (meio de reacéo) para a
GFT (Glicogénio Fosforilase Total) continha 2% de glicogénio, 100mM de NaF, 5
mM de EDTA, 20 mM de citrato de s6dio, 2 mM de AMP e 1 M de sulfato de sédio
e para GFA (Glicogénio Fosforilase Ativa), no lugar do AMP e do sulfato de sédio,
foram acrescidos 1 mM de cafeina e Agua milli-Q, até completar o volume. O pH

de ambos os meios de reacgao foi de 6,5.
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Tubos contendo 50 uL de amostra, mais 100 uL de meio de reagao para
GFT ou GFA foram colocados em banho metabdlico a 25 ° C por 5 minutos.
Decorrido este tempo, a reacdo enzimatica era iniciada pela adigao de 50 uL de
glicose-1-fosfato (50 mM) em intervalos de 30 segundos entre cada tubo. O tempo
total de reacdo foi de 30 minutos, a 25 ‘C sob agitacdo constante, a reacdo era
interrompida pela adicédo de 200 uL de TCA gelado a 10%, sendo imediatamente
congelados até a dosagem do Pi. A atividade enzimatica foi determinada em
duplicata para cada uma das amostras.

O Pi liberado da reacéo foi determinado pelo método de Chan e cols.
(1986). Todo o material utilizado no ensaio enzimatico e na determinagao do Pi foi
prévia e adequadamente lavado para evitar contaminagdao com fosfatos. A
atividade da enzima foi expressa em nmoles de Pi liberados da glicose-1-fosfato,

por mg de proteinas, por minuto.

2.2.4- Determinacgao das proteinas

As proteinas totais foram quantificadas segundo Bradford (1976). Para a
realizacdo das dosagens foram utilizados os seguintes reagentes:
e Coomasie Brilliant Blue G250 (Sigma): 25 mg em 12,5 mL de etanol 95%;
e Acido Ortofosférico 85% (Merck): 25 mL

Para a preparagao da solugcdo de Bradford foram misturados os dois
reagentes nas proporgdes citadas acima e o volume foi completado com agua

milli-Q para 250 mL. Esta solugéo foi conservada gelada e ao abrigo da luz.
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Para a quantificacdo, usou-se 1 mL de Solucdo de Bradford, mais 20 pL
de amostra de tecido.

A leitura foi realizada a absorbancia de 595 nm em espectofotdmetro
marca Varian, modelo Cary.

Os resultados foram expressos em mg/mL.

2.3- Procedimentos in vitro

2.3.1- Captacéo de glicose

Foram preparados tubos tipo eppendorf com 400 yL de SFC mais 0,15
nCi de 2-Deoxi-D-Glicose-1-'*C (Amersham International/ 55 mCi/ mmol). A esse
meio de incubacéao foi adicionado 100 uL de extrato de pedunculos. Apds terem
sido pesados, foram adicionadas por¢des de hepatopancreas (aproximadamente
150 mg). Apds a adicao do tecido, os tubos eram novamente pesados para a
determinacao do peso do tecido utilizado. Foi ent&o, realizada a substituicdo da
fase gasosa por uma mistura de O,: CO, (95:5 v/v) e incubacédo dos tecidos em
banho metabdlico do tipo Dubnoff, sob agitacdo constante a 25 ‘C, por 45
minutos. Este tempo foi escolhido pelo fato de ser o tempo de acédo do extrato de
pedunculo nos animais do experimento in vivo.

Decorrido o tempo de incubacdo, as reagdes teciduais foram
interrompidas em banho de gelo, os tecidos retirados, lavados em solugao
fisiologica para caranguejos gelada, secos em papel filtro e colocados em frascos

contendo 1mL de agua milli-Q. Apds, os tecidos foram congelados e fervidos por
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trés vezes consecutivas para que ocorresse a ruptura das células e a liberagao da
2-Deoxi-D-Glicose-1-"*C captada pelo tecido (T). Os tubos que continham o meio
de incubagdo (M), foram congelados até o processamento das amostras.
Amostras de 100 uL do T e do M foram dissolvidas em frascos contendo 5 mL de
liguido de cintilagdo (Tolueno-Triton 2:1, PPO 0,4%, POPOP 0,01%). A
radioatividade foi quantificada em parelho LKB-Wallac com 95% de eficiéncia. Os
resultados foram expressos pela relagcao da ratioatividade contida no tecido e no
meio (T/M: dpm/mL do tecido, por dpm/mL do meio), conforme método descrito

por Machado e cols. (1991).

3. Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos como média (+) o desvio padrao da
média (DP). Para comparagcdo dos dados experimentais obtidos nas curvas de
tratamento, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de uma via, com teste de
comparacgao de Student-Newman-Keuls (SNK). Para comparagdo do efeito da
dieta sobre o tratamento hormonal, foi usado ANOVA de duas vias, também com
teste de comparacao SNK. As diferencas entre as médias foram consideradas
significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que
0,05 (p <0,05).

As anadlises estatisticas foram realizadas com programa Sigma Stat

versao 2.0 compativel com Windows.
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ARTIGO

Este artigo que sera apresentado faz parte desta dissertagdo de mestrado. Esta
formatado para a futura versao para o inglés com adaptag¢des para publicacédo em

periodico “Comparative Biochemistry and Physiology”. (Vide anexo, pg. 88)
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ABSTRACT

Studies with the crustacean hyperglycemic hormone (CHH) have been
carried out since 1944, when its effect on glycogen mobilization resulting in
hyperglycemia was established for the first time.

The objective of this work was to investigate CHH action on the
carbohydrate metabolism of intact estuarine crabs Chasmagnathus granulata
submitted to high protein (HP) or high carbohydrate (HC) diet, which were injected
with eyestalk extract from animals of both diets.

After eyestalk extract injection, we assessed in vivo the hemolymphatic
glucose, the hepatopancreatic and muscular free glucose and the
hepatopancreatic and muscular glycogen from animals fed on HP diet, injected
with eyestalk extract from HP animals (HP/HP), and from HC animals (HP/HC), as
well as animals fed on a HC diet injected with eyestalk extract from HP animals
(HC/HP) and from HC animals (HC/HC). Control animals were injected with Crab
Physiological Solution (CPS).

The results confirm the hyperglycemic action of eyestalk extracts
regardless the previous diet. However, a different response pattern was observed
according to the diet to which the animals were preciously submitted. Thus, the
results show that in animals submitted to HP diet, CHH increased the circulating
glucose levels from the glycogen storage in hepatopancreas and muscle. On the
other hand, in animals fed on a HC diet, although the CHH increased the
circulating glucose level no alterations on carbohydrate storage in the

hepatopancreas and muscle were observed.
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These results show that the effect of CHH on hepatopancreas and muscle
of Chasmagnathus granulata depends on the diet to which the animal was

previously submitted.

Key Words: crab, CHH, diet, carbohydrate, protein.
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1. Introducéo

Abramowitz e cols. (1944) descreveram, pela primeira vez, a existéncia de
um “fator diabetogénico” em crustaceos. Mais tarde, em 1989, Kegel e cols.
elucidaram a estrutura quimica do horménio hiperglicemiante de crustaceos
(CHH).

Estudos sobre a dindmica da biossintese deste horménio demonstram
que a duracdo do periodo que o pré-pr6-CHH leva para se transformar em CHH,
desde o 6rgao X, até ser estocado na glandula do seio € de 8-14 hs (Ollivaux e
Soiez, 2000) e seu mecanismo de acgao intracelular, parece ser mediado por
segundo mensageiro, possivelmente GMPc, AMPc e/ou Ca*? (Sedlemeier, 1987;
Keller e Sedimeier, 1988).

Segundo Kallen e cols. (1990), 40% das terminagdes axonais que chegam
a glandula do seio, sao preenchidos por granulos secretérios de CHH. O hormdnio
hiperglicemiante de crustaceos é um hormdnio pleiotrépico que desenvolve um
papel central no processo metabdlico, especialmente na regulagdo dos niveis de
glicemia e exibe uma agédo secretagoga sobre as enzimas digestivas (Keller e
SedIimeier, 1988; Ollivaux e Soiez, 2000).

Santos e Keller (1993c) demonstraram que ap6s 5 minutos de
administracado de extrato de pedunculo ocular, ja ocorre hiperglicemia na maioria
dos crustaceos, prolongando-se esse efeito até duas horas apds a injecédo do
extrato. Santos e Colares (1986) estudando o caranguejo Chasmagnathus

granulata verificaram um aumento progressivo da concentragdo de glicose
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hemolinfatica, até 60 minutos apds a injecao de extrato de pedunculo, apds esse
tempo, os niveis comecgaram a cair lentamente.

Varios estudos apontam a agdo do CHH sobre diferentes tecidos, como:
hemdcitos (Johnston e Davies, 1972; Santos e Stefanello, 1991), hepatopancreas
(Sedlemeier, 1987; Kummer e Keller, 1992), musculo e tegumento (Keller e
Andrew, 1973; Santos e cols., 1988), gbnadas e branquias (Morris e Airries,
1998). Ainda Kummer e Keller (1993) e Webster (1993) identificaram receptores
especificos para o CHH no coracdo, 6rgédo Y e epiderme de C. maenas e O.
limosus.

Johnston e cols. (1973), através de estudos citologicos em C. maenas
caracterizaram os hemacitos, como células circulantes na hemolinfa com alto teor
de glicogénio e verificaram a presenca de glicose-6-fosfatase nessas células.
Johnston e cols. (1972) comparando os carboidratos das células do
hepatopancreas e dos hemdcitos demonstraram que o conteudo de
polissacarideos, em especial de glicogénio, é 4 vezes maior nos hemacitos que
nos hepatopancredcitos.

Sedlemeier (1987), estudando o lagostim O. limosus identificou o
hepatopéncreas como tecido alvo do CHH. Kummer e Keller (1992) identificaram
um grande numero de receptores com alta afinidade para o CHH nas membranas
dos hepatopancredcitos de O. limosus e C. maenas.

Santos e Keller (1993a) estudando C. maenas, e Vinagre (1999) com C.
granulata, observaram que os niveis de CHH hemolinfatico diminuem conforme o
aumento da concentracao de glicose hemolinfatica, corroborando com a hipotese

de que a concentracao de glicose na hemolinfa controla a secre¢do de CHH.
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Glowik e cols. (1997), estudando as células neuronais do sistema 6rgao X-
glandula do seio do caranguejo Cancer borealis demonstraram que as mesmas
sdo sensiveis a D-glicose.

Estudos, in vitro, realizados no Laboratério de Metabolismo e
Endocrinologia Comparada da UFRGS (LaMEC), revelam que a administragcédo de
extrato de pedunculos ao meio de incubacdo, em animais com dieta HC, causou
aumento dos niveis de glicose no meio com hepatopancreas, tanto nos animais
apedunculados, como nos animais intactos; enquanto que aqueles alimentados
com dieta HP, injetados com extrato de pedunculos com a mesma concentragao
que os primeiros, ndo apresentaram hiperglicemia, levando a hipotese, de que a
administracdo prévia com a dieta HP, levaria a um aumento na resisténcia
periférica ao CHH. Isto porque, provavelmente, nessa dieta haveria menores
niveis circulantes de glicose, enquanto que na dieta HC ocorreria o oposto
(Vinagre, 1999). Este autor verificou, ainda, que a resposta metabdlica a acéo do
horménio € dependente tanto da dose de horménio, como da quantidade de
glicose circulante. Com base nos dados obtidos em seus experimentos, ele sugere
que, nos animais alimentados com uma dieta HC, a liberacdo de CHH estaria
inibida devida a alta concentragdo de glicose na hemolinfa o que levaria a um
maior acumulo de horménio nos pedunculos.

Esse trabalho tem como objetivo investigar a acdo do CHH sobre o
metabolismo de carboidratos de caranguejos Chasmagnathus granulata

submetidos as dietas rica em proteinas (HP) ou carboidratos (HC).
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2. Material e Métodos

2.1. Coleta e Manutencao dos Animais
Os animais utilizados foram caranguejos Chasmagnathus granulata Dana
1851 (CRUSTACEA; DECAPODA; GRAPSIDAE), machos, adultos e no periodo
intermuda (Drach & Tchernigovtzeff, 1967) coletados de um estuario ‘as margens
da Lagoa de Tramandai-RS/Brasil.
As coletas foram feitas entre os meses de junho e julho de 2003 e 2004. Os
animais foram capturados manualmente e transportados em caixas plasticas com

agua do proprio local até o laboratorio.

2.2. Procedimentos Experimentais

Os animais foram alimentados com carne bovina crua (HP) e arroz cozido
(HC). O alimento foi administrado ad libitum, diariamente, no periodo vespertino,
durante duas semanas. Os aquarios foram mantidos com salinidade igual a 20%o,

temperatura de 25°C, fotoperiodo natural e aeragcao constante.

2.2.1. Extracado e Administracao do Extrato de Pedunculos Oculares

Apds os animais terem sido crioanestesiados, os pedunculos de 5
animais HC e 5 HP foram removidos. Foram macerados com 2,0 mL de solugao
fisiolégica de caranguejo (SFC) gelada a 4°C, e osmolaridade de 770 mOsm.
Depois de macerados, os pedunculos foram centrifugados em centrifuga

refrigerada a 5000 x g, por 5 minutos. O sobrenadante foi injetado nos animais
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(100 uL/animal), na concentragdo de 0,5 mEq de pedunculo/animal, conforme
segue:
) Animais intactos alimentados com dieta HC foram injetados com
extrato de pedunculo de animais HC: Grupo HC/HC.
) Animais intactos alimentados com dieta HC foram injetados com
extrato de pedunculo de animais HP: Grupo HC/HP.
1) Animais intactos alimentados com dieta HP foram injetados com
extrato de pedunculo de animais HP: Grupo HP/HP.
IV)  Animais intactos alimentados com dieta HP foram injetados com
extrato de pedunculo de animais HC: Grupo HP/HC.
Ainda, foram utilizados animais intactos de cada dieta, injetados com
SFC como grupos controle: grupo HP, grupo HC. Sendo |, Il, Ill e IV denominados
grupos experimentais.
Em todos os grupos experimentais e controles foram utilizados de 3 a 5
animais.
O extrato de pedunculos e a SFC foram injetados entre o terceiro e o
quarto pereiépodo esquerdo de cada animal.
Apos 45 minutos da administracdo do extrato de pedunculo, os animais
foram crionastesiados para remocao da hemolinfa, tecido hepatopancreatico e

musculo das quelas.

2.2.2. Isolamento e Determinacéo do Glicogénio

O isolamento do glicogénio do hepatopancreas e do musculo da quelas

seguiu o método descrito por Van Handel (1965), e determinado como glicose
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apos a hidrolise acida, como descrito por Geary e cols. (1981), utilizando-se o
método enzimatico da glicose-oxidase (kit Glicose Enz-Color). A concentragao de

glicogénio em ambos os tecidos foi expressa em mg/g de tecido umido.

2.2.3. Determinacgao da Concentragcao da Glicose Livre
Os niveis de glicose na hemolinfa, e de glicose livre no hepatopancreas e

musculo foram determinados conforme método descrito por Carr e Neff (1984).

A concentragéo de glicose livre foi determinada pelo método enzimatico
da glicose—oxidase (kit Glicose Enz-Color), na fracdo superior obtida com a
centrifugagédo. Os resultados foram expressos em mg de glicose livre por g de

peso umido de tecido.

2.3- Tratamento Estatistico

Os resultados foram expressos como média (+) o desvio padrdao da
média (DP). Para comparagcdo dos dados experimentais obtidos nas curvas de
tratamento, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de uma via, com teste de
comparacgao de Student-Newman-Keuls (SNK). Para comparagdo do efeito da
dieta sobre o tratamento hormonal, foi usado ANOVA de duas vias, também com
teste de comparacao SNK. As diferencas entre as médias foram consideradas
significativas quando os valores de probabilidade eram iguais ou menores que
0,05 (p <0,05).

As analises estatisticas foram realizadas com programa Sigma Stat

versao 2.0 compativel com Windows.
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3. Resultados

3.1. Efeito in vivo do extrato de pedunculo sobre o metabolismo de

carboidratos em C. granulata alimentados com uma dieta HP ou HC

3.1.1. Concentracédo de Glicose na Hemolinfa

Nos animais submetidos a uma dieta HP, observou-se um aumento
significativo (p<0,05) da glicemia em relagao ao grupo controle, tanto no grupo que
recebeu injecdo de extrato de pedunculo de animais HP (HP/HP), como no que
recebeu injecdo de pedunculo de animais HC (HP/HC). Ndo foram constatadas
diferencgas significativas entre os dois grupos experimentais (Fig. 1 A).

O mesmo foi observado nos animais com dieta HC, ou seja, ocorreu um
aumento significativo (p<0,05) da glicemia em relagdo ao grupo controle, tanto no
grupo que recebeu injecdo de extrato de pedunculo de animais HP (HC/HP), como
no que recebeu injegdo de pedunculo de animais HC (HC/HC). N&o foram

constatadas diferencgas significativas entre os dois grupos experimentais (Fig. 1 B).

3.1.2. Concentragédo de Glicose Livre e de Glicogénio no Hepatopancreas
Nos animais submetidos a uma dieta HP, observou-se um aumento
significativo (p<0,05) na glicose livre em relagdo ao grupo controle, tanto no grupo
que recebeu injecdo de extrato de pedunculo de animais HP (HP/HP), como no
que recebeu injecdo de pedunculo de animais HC (HP/HC). Nao foram
constatadas diferencgas significativas entre os dois grupos experimentais (Fig. 2 A).
Nos animais submetidos a uma dieta HC, embora tenha ocorrido uma

pequena diminuicdo nos niveis de glicose livre dos grupos experimentais em
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relacdo ao controle, a mesma ndo € significativa. Nao foram constatadas
diferencas significativas entre os dois grupos experimentais (Fig. 2 B).

Quanto ao glicogénio, nos animais HP, somente o grupo HP/HC apresentou
uma diminuigao significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo controle. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos experimentais (Fig. 3 A).

Nos animais submetidos a uma dieta HC, nao foram observadas diferencas
significativas, nem dos grupos em relagcdo ao controle, nem entre os grupos

experimentais (Fig. 3 B).

3.1.3. Concentracéo de Glicose Livre e de Glicogénio no Musculo

Nos animais submetidos a uma dieta HP, observou-se um aumento
significativo na glicose livre (p<0,05) em relagdo ao grupo controle, tanto no grupo
que recebeu injecdo de extrato de pedunculo de animais HP (HP/HP), como no
que recebeu injegdo de pedunculo de animais HC (HP/HC). Foi constatada uma
diminuicao significativa (p<0,05) do grupo HP/HC em relagdo ao HP/HP (Fig. 4 A).

Nos animais submetidos a uma dieta HC, ndo foram observadas diferencas
significativas, nem dos grupos em relagdo ao controle, nem entre os grupos
experimentais (Fig. 4 B).

Através de anadlise estatistica (ANOVA TWO WAY) observou-se uma
diferenca significativa (p<0,05) nos valores de glicose livre quando se compara as
duas dietas havendo uma interagao entre as dietas e os grupos demonstrando que

a dieta altera os niveis de glicose livre em fungcédo do CHH injetado (Fig. 4 A e B).
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Quanto ao glicogénio, nos animais HP, ndo foram observadas diferengas
significativas, nem dos grupos em relagcdo ao controle, nem entre os grupos
experimentais (Fig. 5 A).

Nos animais submetidos a uma dieta HC, ndo houve diferenga significativa
do grupo controle em relagdo ao grupo que recebeu extrato de pedunculo HP
(HC/HP), no entanto, observa-se uma diminuigdo no glicogénio (p<0,05) em
relagcdo ao grupo controle no grupo que recebeu inje¢do de extrato de pedunculo
de animais HC (HC/HC). Foi constatado um aumento significativo (p<0,05) do

grupo HC/HP em relagao ao HC/HC (Fig. 5 B).

4. Discussao e Conclusdes

O efeito hiperglicémico da injecdo de extrato de pedunculos oculares foi
constatado nos caranguejos C. granulata alimentados com uma dieta HP, assim
como, na dieta HC.

Observou-se que os extratos de pedunculos oriundos de animais HP e HC
tém o mesmo efeito sobre a glicemia tanto em animais alimentados com uma dieta
HP, como em uma dieta HC, muito embora, os niveis de hiperglicemia sejam
significativamente maiores nos animais HC quando comparados aos HP. No
entanto, ao compararmos as duas dietas podemos constatar que os niveis basais
de glicose hemolinfatica sao significativamente maiores nos animais HC. Esses
dados foram similares aos encontrados por Kucharski e Da Silva (1991a) que,

investigando o efeito da composi¢cao da dieta sobre a regulacdo das reservas de



50

carboidratos no caranguejo C. granulata, verificaram um aumento significativo dos
valores de glicose na hemolinfa e nas reservas de glicogénio no hepatopancreas e
no musculo de animais alimentados com uma dieta HC quando comparados
aqueles com dieta HP.

Vinagre (1999) estudando o efeito da ablagdo bilateral dos pedunculos
oculares de C. granulata sobre o metabolismo de carboidratos até 144 horas de
adaptacao ao estresse hiposmatico, verificou que 48 horas apds a ablacdo dos
pedunculos, os valores da glicemia diminuiram 30% nos caranguejos HP, e 60%
nos HC. Santos e Colares (1986) avaliando o efeito da ablagdo dos pedunculos
em C. granulata, alimentados com dieta HP, ndo verificaram qualquer alteragao
nos niveis de glicose hemolinfatica até 96 horas apds a cirurgia. Entretanto,
Santos e cols. (1988) estudando o mesmo animal, com a mesma dieta,
verificaram uma diminuigdo de 60% dos niveis de glicose hemolinfatica 24 horas
apos a ablagao bilateral. Segundo os autores, a utilizagdo de técnicas distintas de
determinacao de glicose foi o motivo da obtengao de resultados tdo diferentes.

Vinagre (1999) observou que nos animais alimentados com uma dieta
HP, a administragdo do meio resultante da incubagao de 4 pedunculos oculares
nao alterou significativamente os valores de glicose hemolinfatica, sendo
necessario aumentar o numero de pedunculos no meio de incubagao para 8 ou 12
para ser observado o mesmo efeito hiperglicemiante apresentado pelos animais
HC. Com andlise baseada nesses resultados Vinagre (1999) sugere que a
administragcdo prévia de uma dieta HP levaria a um aumento na resisténcia
periférica a acdo do CHH. Com isso, a sintese e a liberagdo do horménio estaria

aumentada nos pedunculos de animais HP, o que explicaria a necessidade de
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incubar um maior numero de pedunculos oculares para a obtencdo de uma
hiperglicemia. Assim, pedunculos oriundos de animais HC, teriam muito mais
CHH do que aqueles originados de animais alimentados com dieta HP.

Trabalho de Sedlemeier (1987) com o lagostim O. limosus identificou o
hepatopancreas como tecido alvo do CHH. Os dados da literatura demonstram
que esse tecido atuaria como um sitio de liberacdo de glicose durante situagoes
desfavoraveis, como a restricdo alimentar, a anoxia e o estresse hiposmotico.
Ainda, estudos demonstram que o tecido hepatopancreatico do caranguejo C.
granulata apresenta uma elevada concentragao de glicogénio (Kucharski e Da

Sliva, 1991b; Nery e cols., 1993; Vinagre e Da Silva, 1992; Oliveira, 1998).

Podemos verificar no presente trabalho, que o aumento dos niveis de
glicose livre do hepatopancreas causado pelo extrato de pedunculos oriundos de
animais HP ou de animais HC foi constatado somente nos animais alimentados
com uma dieta HP. Ao analisarmos os valores de glicogénio neste tecido,
observou-se uma diminuigdo tanto no grupo que recebeu injegdo de extrato de
pedunculos oriundo de animais HP, como de HC, embora esta diminuicdo seja
significativa somente nos animais injetados com extrato de pedunculos HC
reforcando a hipbétese de que nestes peunculos ha uma maior quantidade e/ou
atividade do CHH, levando-nos a considerar que, em animais alimentados com
uma dieta HP, o aumento na glicose livre hepatopancreatica pode ser originado

da glicogendlise neste tecido provocada pelo CHH.

Quanto ao tecido muscular, no presente estudo, podemos verificar que os
niveis basais de glicogénio muscular dos animais HC séo 3,5 vezes maiores que

os HP e os de glicose livre ndo apresentam diferengas significativas entre as
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dietas, confirmando os resultados encontrados por Vinagre e Da Silva (1992), que
verificaram que os niveis de glicogénio muscular de animais alimentados com
dieta HC foram 65% maiores que aqueles encontrados nos animais HP, e por
Schein (1999) que n&o observou diferengas significativas da glicose livre no tecido
muscular entre os animais mantidos com a dieta HC e os mantidos com a dieta
HP.

Assim como no hepatopancreas, o extrato de pedunculos oculares produziu
um aumento da glicose livre muscular que foi observado somente nos animais
submetidos a uma dieta HP, sendo que naqueles animais que sofreram a injegao
de extrato de pedunculos HP, esses niveis foram 8,3 vezes maiores que o grupo
controle. Nos animais alimentados com uma dieta HC, ndo foi observado
nenhuma alteragcéo da glicose livre muscular. Foi observado que a diferenga no
modo de agdo dos extratos de pedunculos sobre os niveis de glicose livre do
musculo de animais alimentados com uma dieta HP ou com uma dieta HC
provavelmente deva-se ao tipo de dieta a qual os animais foram submetidos, e
nao somente ao efeito da injegdo do CHH dos pedunculos oculares provenientes
de animais alimentados com as diferentes dietas.

Nos animais alimentados com dieta HC e injetados com extrato de
pedunculos HC, embora n&do tenha ocorrido aumento da glicose livre muscular,
houve uma diminui¢ao significativa dos niveis de glicogénio.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que nos animais
alimentados com uma dieta HP, o0s niveis de glicose hemolinfatica,
hepatopancreatica e muscular aumentaram, confirmando o efeito hiperglicemiante

da injecdo de extrato de pedunculos, independentemente da dieta de origem do
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extrato. Ainda, os resultados demonstram que a hiperglicemia observada nos
animais alimentados com uma dieta HP deva-se, principalmente, as custas do
glicogénio hepatopancreatico.

Nos animais alimentados com uma dieta HC, o efeito hiperglicemiante do
extrato de pedunculos proveniente de animais HC e de animais HP, foi constatado
sobre a glicose hemolinfatica. No entanto, ndo foi observada diminuicdo dos
niveis de glicogénio no hepatopancreas desses animais, indicando que o aumento
da glicose circulante, provavelmente, deva-se a glicogendlise ocorrida em outro(s)
tecido(s) e/ou por outras vias metabdlicas que nao a glicogendlise.

Johnston e cols. (1972) estudando comparativamente os niveis de
carboidratos na hemolinfa e no hepatopancreas de C. maenas verificaram que 75-
80% dos carboidratos nos hemdcitos sao polissacarideos, principalmente,
glicogénio, enquanto que nos hepatopancredcitos essa porcentagem cai para 10-
20%. Johnston e cols. (1973) identificaram a presenga de glicose-6-fosfatase nos
hemacitos e, através de microscopia eletrénica, demonstraram grande conteudo
de glicogénio estocado. Estes trabalhos reforcam a hipotese de que o tecido de
reserva de glicogénio dos crustaceos seria, primordialmente, a hemolinfa e
secundariamente o hepatopancreas.

Partindo-se dos resultados obtidos por Johnston e cols. (1972, 1973) e de
Kucharski e Da Silva (1991a) os resultados obtidos neste trabalho, demonstrariam
que:

1. Em relagdo ao modo de agdo do CHH nos animais alimentados com
uma dieta HP-> como essa dieta fornece baixo aporte de carboidratos, tanto os

niveis de glicose circulante, como de glicose e glicogénio tecidual sdo baixos. O
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CHH agiria aumentando os niveis de glicose circulante a partir das reservas de
glicogénio dos hemdcitos, dos hepatopancredcitos e do musculo, nessa ordem
respectivamente.

2. Em relagdo ao modo de agcdo do CHH nos animais alimentados com
uma dieta HC—> como nessa dieta o aporte de carboidratos € mais elevado,
produzindo um aumento nos niveis de glicose circulante, glicose livre e glicogénio
muscular e hepatopancreatico sendo esse aumento, provavelmente, verificado
também nos hemacitos. Sendo assim, o CHH agiria nos hemacitos, estimulando a
conversao de glicogénio em glicose que seria, entédo liberada para a hemolinfa.
Como os niveis de glicogénio nessas células, provavelmente, sejam bem maiores
que os verificados na dieta HP, este seria suficiente para produzir a hiperglicemia
verificada nos animais submetidos a dieta HC, ocorrendo uma insignificante
mobilizagcdo das reservas de glicogénio hepatopancreatico.

Para comprovar essa hipotese serdo necessarios estudos posteriores
avaliando diretamente os niveis de carboidratos dos hemdcitos tanto de animais
HP, como HC, assim como a acdo do CHH sobre os mesmos.

Os resultados aqui encontrados confirmam a acao hiperglicemiante do
CHH de extrato de pedunculos oculares sobre o metabolismo de carboidratos do
caranguejo Chasmagnathus granulata e destacam a importancia da dieta na
atividade enzimatica, agcao hormonal e, consequentemente, na homeostasia

desse animal.
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Fig. 1: Concentracdo de glicose na hemolinfa de caranguejos Chasmagnathus
granulata alimentados com dieta rica em proteinas (HP) e carboidratos (HC) apds 45
min de injecdo com extrato de pedunculos:

A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedunculos de
animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedunculos de animais HC
(HP/HC);

B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedunculos de
animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedunculos de animais HP
(HC/HP).

Os dados estédo expressos como média + DP.
O numero de animais em cada grupo variou de 3 a 5.

*: Diferenca significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo controle.
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Fig. 2: Concentracdo de dglicose livre no hepatopéncreas de caranguejos
Chasmagnathus granulata alimentados com dieta rica em proteinas (HP) e
carboidratos (HC) ap6s 45 min de injecdo com extrato de pedunculos:
A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedunculos
de animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedunculos de animais
HC (HP/HC);
B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedunculos
de animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedunculos de animais
HP (HC/HP).
Os dados estédo expressos como média + DP.
O numero de animais em cada grupo variou de 3 a 5.

*: Diferenca significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo controle.
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Fig. 3. Concentracdo de glicogénio em Hepatopancreas de caranguejos
Chasmagnathus granulata alimentados com dieta rica em proteinas (HP) e carboidratos
(HC) apds 45 min de injecdo com extrato de pedunculos:

A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedunculos de
animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedunculos de animais HC
(HP/HC);

B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedunculos de

animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedunculos de animais HP
(HC/HP).

Os dados estao expressos como média + DP.
O numero de animais em cada grupo variou de 3 a 5.

*: Diferenca significativa (p< 0,05) em relagdo ao grupo controle.
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Fig. 4: Concentracdo de glicose livre no musculo de caranguejos Chasmagnathus
granulata alimentados com dieta rica em proteinas (HP) e carboidratos (HC) apos 45
min de injecdo com extrato de pedunculos:
A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedunculos de
animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedunculos de animais HC
(HP/HC);
B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedunculos de
animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedunculos de animais HP
(HC/HP).
Os dados estao expressos como média + DP.
O numero de animais em cada grupo variou de 3 a 5.

*: Diferenca significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo controle.
#: Diferenca significativa (p< 0,05) entre os grupos experimentais.
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Fig. 5: Concentragdo de glicogénio no musculo de caranguejos Chasmagnathus
granulata alimentados com dieta rica em proteinas (HP) e carboidratos (HC) apds 45
min de inje¢cdo com extrato de pedunculos:
A) Animais alimentados com dieta HP, injetados com extrato de pedunculos de
animais HP (HP/HP); injetados com extrato de pedunculos de animais HC
(HP/HC);
B) Animais alimentados com dieta HC, injetados com extrato de pedunculos de
animais HC (HC/HC); injetados com extrato de pedunculos de animais HP
(HC/HP).
Os dados estido expressos como média + DP.
O numero de animais em cada grupo variou de 3 a 5.
*: Diferenga significativa (p< 0,05) em relagédo ao grupo controle.
#: Diferenca significativa (p< 0,05) entre os grupos experimentais.
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Resultados Complementares

2.4. Efeito in vivo do extrato de pedunculo sobre a atividade da glicogénio-
fosforilase na forma total (GFT) e ativa (GFA) no hepatopancreas de

Chasmagnathus granulata alimentados com uma dieta HC

Uma das hipéteses mais defendidas pelos pesquisadores, quanto ao papel
do CHH, é a de que este exerce uma agao sobre as reservas de carboidratos
fazendo a conversao de glicogénio em glicose, através do aumento da atividade
da glicogénio-fosforilase (GF).

Sedlmeier, em 1982, através de estudos in vivo no lagostim O. limosus,
verificou que a atividade da glicogénio-sintase (GS) aumentava apos ablagao
bilateral dos pedunculos, sendo esse efeito revertido, apos injegdo de CHH. No
entanto, esse autor verificou que, embora os niveis de atividade da GS voltassem
ao normal, uma consideravel quantidade de glicogénio continuava a ser
sintetizada, mesmo em presenca de CHH. Esses resultados, aliados a diminui¢cao
da taxa de incorporagédo de glicose em glicogénio, em até 50%, em estudos do
hepatopancreas do mesmo animal, in vitro levaram esse autor a concluir que a
concentracdo de glicose no meio influenciaria a sintese de glicogénio, agindo
sobre a GF (Sedlemeier, 1987).

Oliveira (1998) comparando a atividade da glicogénio-fosforilase na forma
total (GFT) e na forma ativa (GFA), sobre o metabolismo de carboidratos do

hepatopancreas de C. granulata expostos a diferentes tempos de anoxia e
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recuperagao da anoxia, ndo observou diferenga significativa na atividade da GFT
entre os animais alimentados com dieta HC ou HP. No entanto, a atividade da
GFA comparada a GFT dos animais HC foi de 98%, enquanto que nos animais HP
foi de 66%. Este autor sugere que a concentracdo de glicogénio intracelular
controle sua mobilizacido, via interconversdao da forma b para a forma a da
glicogénio-fosforilase, através de um sistema de retroalimentagéo entre os niveis
de glicogénio tecidual e o sistema fosforilase.

Kummer e Keller (1993) identificaram um grande numero de receptores
com alta afinidade para o CHH nas membranas dos hepatopancredcitos de O.
limosus e C. maenas. Tendo em vista que, o CHH de crustaceos tem a mesma
resposta metabdlica sobre os niveis de glicose circulante, assim como o glucagon
de vertebrados, este também atuaria estimulando a GF. Ainda, como nos animais
alimentados com uma dieta HC, os niveis de glicogénio hepatopancreatico sao
maiores que nos animais HP, a acao da GF poderia ser melhor observada.

No presente trabalho, foram realizados experimentos para a verificacdo da
atividade da GF no hepatopéncreas de animais HC, injetados com extrato de
pedunculos HP (HC/HP) e HC (HC/HC).

Na figura 6 pode ser observado no grupo controle que ha uma diferenca de
35% entre os niveis de GFT e GFA. Nos grupos experimentais, essa diferenca
diminui para 7% no grupo HC/HC e se mantém, praticamente igual ao controle
(33%) no grupo HC/HP.

Nado ha diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos experimentais

nem em relagdo ao controle, nem entre os tratamentos para GFT.
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Ocorreu uma diminuigdo significativa do grupo HC/HC em relagédo ao
controle para GFA, mas nao ha diferenca significativa do grupo HC/HP em relagéo
ao controle. Observou-se um aumento significativo no grupo HC/HP em relagéo ao
HC/HC.

Vinagre (1999) observou que nos animais alimentados com uma dieta
HP, a administragcdo do meio resultante da incubagao de 4 pedunculos oculares
nao alterou significativamente os valores de glicose hemolinfatica, sendo
necessario aumentar o numero de pedunculos no meio de incubacgao para 8 ou 12
para ser observado o mesmo efeito hiperglicemiante apresentado pelos animais
HC. Baseado nesses resultados o autor sugere que a administracdo prévia de
uma dieta HP levaria a um aumento na resisténcia tecidual periférica a agao do
CHH. Com isso, a sintese e a liberagdo do horménio estaria aumentada, o que
explicaria a necessidade de incubar um maior numero de pedunculos oculares
para a obtencdo de uma hiperglicemia. Assim, o inverso provavelmente ocorra
com pedunculos oriundos de animais HC, que teriam muito mais CHH do que
aqueles originados de animais alimentados com dieta HP.

Ao contrario do observado em vertebrados na agéo do glucagon sobre a
GFA (Lenninger, 2000), apds a injecao de extrato de pedunculos oriundos de
animais HC, ou seja, com mais CHH ocorre uma diminui¢céo significativa da GFA
no hepatopancreas de animais submetidos a dieta HC, em relagdo ao grupo
controle, que néo € observada nos animais injetados com extrato de pedunculos
HP.

No presente trabalho, foi observado um valor 35% menor nos niveis da

GFA em relagdo aos niveis da GFT. Oliveira (1998) comparou a atividade da
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glicogénio-fosforilase na forma total (GFT) e na forma ativa (GFA), sobre o
metabolismo de carboidratos do hepatopancreas de C. granulata expostos a
diferentes tempos de anoxia e recuperagao da anoxia. Este autor observou que a
GFA comparada a GFT dos animais HC foi de 98%. Como ja mencionado
anteriormente, Sedlemeier (1982), estudando o lagostim O. limosus in vivo
identificou o hepatopancreas como tecido alvo do CHH. Esse mesmo autor,
estudando o hepatopancreas do mesmo animal in vitro, em 1987, concluiu que a
concentragdo de glicose no meio influenciaria a sintese de glicogénio, agindo
sobre a glicogénio—fosforilase (GF).

Como observado nas fig 3 e 4 tanto os niveis de glicose, como os de
glicogénio s&o elevados no hepatopancreas, pois 0 mesmo é caracterizado como
um tecido de reserva de carboidratos do C. granulata, principalmente no periodo
de inverno (Herreid e Full, 1988; Kucharski e Da Silva, 1991; Turcato, 1990;
Vinagre e Da Silva 1992), o que confirmaria a diferenca de 35% entre os niveis de
GFA em relagdo aos de GFT no grupo controle. Além disso, é sabido que a
atividade enzimatica no hepatopancreas de crustaceos € muito alta, devido a este
tecido ser um sitio de armazenamento e conversédo de substratos energéticos em
varias situagdes de estresse pelas quais o0s crustaceos passam. Por isso esse
tecido deve sofrer um congelamento imediato, logo apds sua retirada do animal,
para que nenhuma acéo enzimatica, seja da GF ou de outras enzimas possam
atuar, entretanto no trabalho de Oliveira (1998, 2001), segundo os materiais e
métodos, isso n&o foi observado.

Segundo Santos e Keller (1993) analisando o trabalho de Vinagre e Da

Silva (1992) uma rapida diminuicdo dos niveis do glicogénio hepatopancreatico
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em animais alimentados com uma dieta HC, durante jejum e aumentada glicemia,
indicariam um paradoxo, que poderia ser explicado se considerarmos a
possibilidade de que a glicogénio-fosforilase e a glicogénio-sintase possam ser
influenciadas pela concentragdo de glicogénio nos tecidos, similarmente ao que
ocorre em mamiferos (Munger e cols., 1993) e moluscos (Rossi, 1992; Hemminga
1985 b).

Assim, os resultados demonstram que a dieta, de alguma forma, interfere

na agao das enzimas, assim como na resposta a acdo do CHH.
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Fig. 6: Atividade da glicogénio-fosforilase na forma total (GFT) e ativa (GFA) em
hepatopéancreas de C. granulata submetidos a uma dieta HC:

HC/HC: animais injetados com extrato de pedunculo de animais HC;

HC/HP: animais injetados com extrato de pedunculos de animais HP.

Os resultados estdo expressos como media + DP.

Foram usadas duas amostras, de um pool de 5 animais, cada, para cada grupo
experimental.

O tecido foi coletado, apds 45 min de injecao do extrato de pedunculos com CHH.

*. diferenca significativa (p< 0,05) em relagao ao controle.
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3.2- Efeito in vitro do extrato de pedunculo sobre a captacdo de 2-Deoxi-D-
Glicose-1-**C no hepatopancreas de Chasmagnathus granulata alimentados

com umadieta HC

Varios autores, baseados nos resultados obtidos em experimentos que
avaliam a glicemia e/ou glicose livre de diferentes tecidos em varios crustaceos,
sugeriram que a hiperglicemia causada pelo CHH seria devida, em parte, pela
diminuicao da utilizagdo e/ou captagao de glicose pelos tecidos e ndo somente
pelo aumento da degradacdo de glicogénio (Santos e cols., 1988; Santos e
Stefanello, 1991; Scheer e Scheer, 1951).

No presente estudo observamos que, em relagdo a captacdo, pelo menos
no hepatopancreas de C. granulata alimentados com uma dieta HC, ocorreu
justamente o oposto. Observou-se um aumento significativo (p<0,05) da captagéo
de 2-Deoxi-D-Glicose-1-"*C no grupo alimentado com dieta HC que recebeu
injecdo de extrato de pedunculo de animais HC (HC/HC). Nao foi observada
diferenca significativa nem do grupo que recebeu extrato de pedunculos de
animais HP (HC/HP) em relagdo ao controle, nem entre os grupos experimentais
(Fig. 7).

Ainda podemos verificar que os resultados dos niveis de carboidratos in
vivo, demonstraram que a liberagdo de glicose livre é insignificante, bem como a
mobilizagdo de glicogénio no hepatopancreas de animais HC.

Ambos os extratos de pedunculos aumentaram a captacédo de 2-Deoxi-D-

Glicose-1-"*C. No entanto, o aumento de 30% no grupo HC/HC comparado ao de
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15% (n&o significativo) no grupo HC/HP deveu-se, provavelmente, a maior
quantidade de CHH presente no extrato de pedunculos de animais HC.

Aliando-se esses resultados com o equilibrio fino existente entre a GS e a
GF no processo de sintese e quebra de glicogénio, e os resultados obtidos por
Vinagre (1999) que propde uma maior concentragdo e/ou atividade do CHH nos
pedunculos de animais HC, podemos inferir que:

a. Por ter maior concentracdo e/ou atividade do CHH, o extrato de
pedunculos proveniente de animais HC promoveu aumento na captagcdo de
glicose, contrariamente ao esperado numa dieta HP;

b. O aumento na entrada de glicose nas células do hepatopéncreas (Fig. 7)
dos animais HC/HC, causaria uma diminuicdo na atividade da glicogénio-

fosforilase (fg. 6) e um possivel aumento da GS.
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FIG. 7: Efeito in vitro do extrato de pedunculo sobre a captacao de 2-Deoxi-D-
Glicose-1-"*C no hepatopancreas de Chasmagnathus granulata alimentados
com uma dieta HC injetado com extrato de pedunculos de animais HC
(HC/HC) e de animais HP (HC/HP).

Os dados estao expressos como média + DP.

O numero de animais usados para cada grupo foi de 4 ou 5.

*: Diferencga significativa (p< 0,05) em relagdo ao controle.
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Desde que foi constatada a existéncia de um “fator diabetogénico” até o
sequenciamento e elucidagdo da estrutura do CHH, muito pouco foi revelado,
sobre seu papel fisiologico. Em busca do aperfeicoamento na aquicultura e da
criacdo comercial de crustaceos, foram desenvolvidos estudos no sentido de
promover a clonagem do horménio para utilizagdo do mesmo em animais de
criatério, mas seu mecanismo de acdo, as rotas metabdlicas, e a pleiotropia de
suas fungdes s&o ainda um mistério aos pesquisadores (Chung e Webster, 2003;
Chung e cols., 1999; Chang e cols., 1998; Udomkit e cols., 2004).

Este trabalho ndo tem a pretensdo de elucidar todos os pontos do papel
fisioldgico do CHH, muito menos, no metabolismo de crustaceos, mas compde
uma parte no “quebra-cabegas” do estudo do metabolismo e endocrinologia
comparados.

Podemos comprovar o papel hiperglicemiante do extrato de pedunculos
contendo CHH. Bem como, a importadncia da dieta na agdo hormonal, € no
metabolismo das reservas de carboidratos em Chasmagnathus granulata.

Assim, nos animais submetidos a uma dieta HP, a origem da glicose vista
na hiperglicemia deste caranguejo viria das reservas de glicogénio teciduais,
constatadas pela diminuicdo desse polissacarideo no hepatopancreas e no
musculo. Ja na dieta HC, o aumento da glicemia observado seria devido, ou a
outra rota metabdlica que ndo a glicogendlise, ou a glicogendlise de outro(s)
tecido(s) que nao o hepatopancreas e o musculo, visto que os niveis de glicogénio

de ambos esses tecidos ndo sofreram alteragcdes nessa dieta (tabela 2).
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TABELA 2: Niveis de carboidratos na hemolinfa, hepatopancreas e musculo de C.
granulata submetidos as dietas HP e HC, injetados com extarto de pedunculos
provenientes de animais HP e HC. (*: valores com diferenga significativa (p<0,05) em relagao

ao grupo controle):

Controle Extr. de Ped. de Extr. de Ped. de
animais HP (CHH-HP) animais HC (CHH-HC)

Dieta HP Dieta HC Dieta HP Dieta HC Dieta HP Dieta HC
(HP/HP) (HC/HP) (HP/HC) (HC/HC)

Glicemia 10,77 22,13 28,27*  89,01*  3842*  84,68*
+32)  (£57) (*70)  (*112)  (£98) (+ 23)
Gl. Livre 8,96 7,53 11,05% 6,43 11,7 6,32
Hepatop.  (£1,1)  (£0,7)  (x16) (25  (£14) (£2)
Glicog. 0,26 0,31 0,2 0,28 0,135* 0,32

Hepatop.  (£0,04)  (£0,1)  (£0,06)  (£0,2)  (£0,05  (+0,1)

Gl. Livre 0,42 0,51 3,48* 0,675 0,81* 0,42
Musculo (£0,1) (£0,1) (£0,1) (£0,2) (£0,1) (+0,1)

Glicog. 0,09 0,32 0,077 0,296 0,114 0,173*
Masculo  (+0,01)  (£0,1)  (£0,02)  (+0,03)  (£0,03)  (+0,04)

Seguindo a segunda hipétese, temos suporte na literatura para sugerir o
papel dos hemécitos como tecido primordial na mobilizagdo de carboidratos, em
especial de glicogénio.

Para comprovar tal hipétese, uma nova linha de estudos deve ser
desenvolvida, no sentido de isolar, quantificar e analisar o papel dos hemdécitos na
mobilizacdo das reservas de carboidratos no caranguejo Chasmagnathus
granulata para, posteriormente, elucidar a agcdo do CHH e de outros hormbnios na

mobilizagcao das reservas de carboidratos dessas células.
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Os resultados obtidos a partir dos experimentos de captacao e da atividade
da GF demonstraramm o quanto € desconhecido o mecanismo de acado desse
horm&nio, pelo menos no que se refere a influéncia da composicado da dieta, pois
aparentemente contrariam o0s conceitos classicos estabelecidos pelos
pesquisadores, visto que as linhas de pesquisa baseiam-se na dieta de proteinas.

Estudos posteriores serao necessarios para identificar no hepatopancreas
a importancia do tempo de incubacao deste tecido oriundo tanto de animais HP,
como HC, injetados com extrato de pedunculos de animais HP e HC.

Os resultados aqui encontrados confirmam a acgao hiperglicemiante do
CHH de extrato de pedunculos oculares sobre o metabolismo de carboidratos do
caranguejo Chasmagnathus granulata e destacam a importancia da dieta na
atividade enzimatica, agcao hormonal e, consequentemente, na homeostasia

desse animal.
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ANEXO

Guide for Authors

COMPARATIVE BIOCHEMISTRY AND PHYSIOLOGY
Aims and scope of CBP

The journal publishes original articles emphasizing comparative and environmental aspects
of the physiology, biochemistry, molecular biology, pharmacology, toxicology and
endocrinology of animals. Adaptation and evolution as organizing principles are
encouraged. Studies on other organisms will be considered if approached in a comparative
context.

Part A. Molecular and Integrative Physiology deals with molecular, cellular, integrative,
and ecological physiology. Topics include bioenergetics, circulation, development,
excretion, ion regulation, endocrinology, neurobiology, nutrition, respiration, and thermal
biology. Studies on regulatory mechanisms at any level or organization such as signal
transduction and cellular interactions and control of behaviour are encouraged.

Part B. Biochemistry and Molecular Biology covers biochemical and molecular biological
aspects of metabolism, enzymology, regulation, nutrition, signal transduction, promoters,
gene structure and regulation, metabolite and cell constituents, macromolecular structures,
adaptational mechanisms and evolutionary principles.

Part C. Toxicology and Pharmacology is concerned with chemical and drug action at
different levels of organization, biotransformation of xenobiotics, mechanisms of toxicity,
including reactive oxygen species and carcinogenesis, endocrine disruptors, natural
products chemistry, and signal transduction. A molecular approach to these fields is
encouraged.

Naturally, a certain degree of overlap exists between the different sections, and the final
decision as to where a particular manuscript will be published after passing the rigorous
review process lies with the editorial office.

Submission and review of manuscripts

All manuscripts (one original plus three copies) must be submitted to the editors:

The Editors, CBP Editorial Office, University of British Columbia, 1153 -- 2111 Lower
Mall, Vancouver BC, Canada V6T 1Z4.

Authors should provide names and addresses (including phone and fax numbers and e-mail
address) of at least four researchers of recognized competence who may be considered as
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reviewers. Authors are requested to select an appropriate section and suggest an associate
editor of CBP.

Every manuscript is independently reviewed by at least two referees. Rapid turn-around
will be encouraged by use of fax and e-mail transmission. Based on these reports, a
decision regarding publication, revision or rejection is taken.

Review articles

Before writing their manuscripts, potential authors of review articles should contact one of
the Editors who, after consultations with the other editor and/or members of the Editorial
Board, will provide feedback on suitability of the topic. Reviews should be topical, and
serve as critical appraisals of areas of research. They should provide an up-to-date analysis
of concepts and point out future directions. For manuscript preparation, follow the
instructions below.

Online submission of papers

Authors are encouraged to submit their manuscripts to the CBP office electronically, by
using the EISubmit submission tool at http://www.elsubmit.com/submit/cbpsubmit. After
registration, authors will be asked to upload their article and associated artwork. The
submission tool will generate a PDF file to be used for the reviewing process.

Full instructions on how to use the online submission tool are available at the above web
address.

Colour: Colour figures are published at the author's expense. However, a limited number of
colour illustrations may be included, free of charge, at the discretion of the editors.

Revision of manuscripts: Revised manuscripts must be submitted within two months of the
authors' receipt of the referees' reports. Otherwise they will be considered as new
submissions.

Proofs: The corresponding author will receive proofs by e-mail or post. Proofs must be
checked immediately and returned to Elsevier. Corrections to the proofs should be
restricted to printer's errors only. Substantial alterations may be charged to the author.
Elsevier will do everything possible to get your article corrected and published as quickly
and accurately as possible. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections
are sent back to us in one communication. Subsequent corrections will not be possible, so
please ensure your first sending is complete.

Reprints: The corresponding author will receive twenty five offprints free of charge.
Additional offprints may be purchased using the order form accompanying the proofs.

Page charges: CBP has no page charges.

Preparation of manuscripts

Sections: Manuscripts should be subdivided into the following sections: Title page,
abstract, introduction, materials and methods, results, discussion, acknowledgements,
references, captions to figures, tables.

Format: All sections of the manuscript must be double-spaced with 2.5 cm (1 inch)
margins. Pages should be numbered consecutively. Avoid footnotes. Underline only words
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or letters that will be printed in italics. Mark the position of each figure and table in the
margin. The full Latin name of all species used in the study must be supplied.

Title page: The title should be short, concise and informative. Consult a recent issue of
CBP for author format. The author's name should be followed by his/her department,
institution, city, and country. Indicate the author to whom correspondence and proofs
should be addressed, and supply full postal address as well as phone and fax numbers, and
an e-mail address. Please provide a running title of not more than 45 characters. If
submitting a review article, write "REVIEW" at the top of the title page.

Abstract: The second page of the manuscript must contain only the abstract and the key
words. The abstract should be a single paragraph not exceeding 200 words. Non-standard
abbreviations and reference citations should be avoided.

Key words: Up to eight key words, which may or may not appear in the title, should be
listed in alphabetical order after the abstract. Only these key words, together with the title,
will be used to compile the subject index.

References:

1. All publications cited in the text should be presented in alphabetical order in a list
following the text of the manuscript.

2. In the text refer to the author's name and year of publication.

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors the
name of the first author should be used followed by “et al.”". In this list names of first
authors and all co-authors should be mentioned.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically.

5. The List of references should be arranged alphabetically on authors' names, and
chronologically per author. Names o f all authors must be included. Do not use et al.
Publications by the same author(s) in the same year should be listed as 2000a, 2000b, etc.
Follow the relevant examples below.

References to books, book chapters and journals should be as follows:

Axelsson, M., Farrell, A.P., 1993. Coronary blood flow in vivo in the coho salmon
(Oncorhynchus kisutch).

Am. J. Physiol. 264, R963 - 971.

Bond, C.E., 1979. Biology of Fishes. Saunders Publ., Philadelphia, PA.

Bowden, L.A., Rainger, G.E., Holland, J.W., Knight, J.. Secombes, C.J., Rowley, A.F.,
1997. Generation and characterization of monoclonal antibodies against rainbow trout,
(Oncorhynchus mykiss), leucocytes. Comp. Biochem. Physiol. 117C, 291 - 298.

Collie, N.L., Ferraris, R.P., 1995. Nutrient fluxes and regulation in fish intestine. In:
Hochachka, P.W., Mommsen, T.P. (Eds.), Biochemistry and Molecular Biology of Fishes,
vol. 4. Metabolic Chemistry. Elsevier, Amsterdam, pp. 221 - 239.

Tables: Tables should be prepared for direct camera copy or clearly typed as follows: (a)
Refer to current tables in the journal, for required spatial layout. If possible, a laser printer
with a Times Roman font should be used.

(b) Each table, including heading and legend should be typed on a separate sheet.
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(c) Insert heavy rules at the head and foot of each table, and fine rules below column
headings.

Italics: Genus and species names, and other words normally italicized, should be typed in
italics or underlined. Do not use italics in the references.

Illustrations: Photographs, charts and diagrams are to be referred to as "figs" and should
be ordered consecutively.

Computer Disks: CBP uses electronic files for speed and accuracy of production. Authors
will receive full instructions on disk types, formatting etc. with the letter of provisional
acceptance from the editorial office. If you are not submitting online, please observe the
following criteria:

1. Send only hard copies when first submitting your manuscript.

2. The electronic file should include all textural material (text, references, tables, figure
captions, etc.). Use separate illustration files, if available.

3. The file should use the wrap-around end-of-the-line feature, i.e., returns at the end of
paragraphs only. Place two returns after every element such as title headings, and
paragraphs.

4. Make sure the disk does not contain a virus.

5. Keep a back-up disk for reference and safety.

Authors in Japan please note: Upon request, Elsevier Science K.K. will provide authors
with a list of people who can check and improve the English of their paper (before
submission). Please contact our Tokyo Office: Elsevier Science K.K., 9-15 Higashi-Azabu
1-chrome, Minato-ku, Tokyo 106-0044, Japan. Tel.: +81-3-55615032; Fax: +81-3-
55615045; e-mail: info@elsevier.co.jp

Instructions regarding GenBank/DNA Sequence Linking:

DNA sequences and GenBank Accesion numbers: Many Elsevier journals cite "gene
accession numbers™ in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer to
genes or DNA sequences about which further information can be found in the database at
the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of
Medicine. Elsevier authors wishing to enable other scientists to use the accession numbers
cited in their papers via links to these sources, should type this information in the following
manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession
number in bold, underlined text. Letters in the accession number should always be
capitalised. (See Example 1 below). This combination of letters and format will enable
Elsevier's typesetters to recognize the relevant texts as accession numbers and add the
required link to GenBank's sequences.

Example 1: "GenBank accession nos. Al1631510, Al631511, Al632198, and BF223228), a
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a
T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".
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Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter
or number can result in a dead link.
In the final version of the printed article, the accession number text will not appear bold or
underlined (see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. A1631510, Al631511, A1632198, and BF223228, a
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a
T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to the
appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source
from the article.

Summary of requirements

1. Submit four (4) copies of the manuscript - one containing the original artwork, plus three
copies. Reduce volume by using two-sided print for the three copies. Suggest the
appropriate section of CBP and associate editor.

2. Double-space everything everywhere, leaving 1 inch (2.5 cm) margins.

3. Designate the corresponding author and provide telephone and fax numbers, and an e-
mail address.

4. Include a running title of less than 45 letters and spaces.

5. Provide an abstract of less than 200 words; append up to eight key words to the abstract
page.

6. Check the style in which references are cited; unpublished work will not be listed in this
section unless it is "in press"”.

7. If referencing manuscripts "in press”, enclose two copies each of these manuscripts if
considered critical to the refereeing process.

8. Provide names and addresses (including phone and fax numbers & e-mail addresses) of
at least four researchers of recognized competence who may be considered as referees.

Author enquiries

Visit the Author Gateway from Elsevier Science (http://authors.elsevier.com) for the
facility to track accepted articles and set up e-mail alerts to inform you of when an article's
status has changed. The Author Gateway also provides detailed artwork guidelines,
copyright information, frequently asked questions and more.

Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those relating
to proofs, are provided when an article is accepted for publication, by Elsevier.
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