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RESUMO

Este trabalho objetivou confirmar a ocorréncia de ritmicidade circadiana de
mudanga de cor fisioldgica, através da quantificagdo da distribuicido pigmentar em
melandéforos do caranguejo Chasmagnathus granulata, submetido a trés condi¢des
fotoperiddicas diferentes: (1) 12 horas de claro e 12 horas de escuro (CE12:12); (2)
escuro constante (EE) e (3) claro constante (CC). Os animais foram mantidos por 8
dias na condicdo CE12:12 e em seguida, por 7 dias nas condi¢gdes dos experimentos
ja citadas (1, 2 e 3). A coleta de dados (estagio de agregacido — dispersdo dos
melanoforos) foi feita durante 72 horas, a cada duas horas, nos 3 dias finais das
condigdes fotoperiddicas. Nas trés condigdes experimentais foram encontrados
ritmos de distribuicdo pigmentar ou mudanga de cor fisiologica. Os pigmentos
apresentaram-se mais dispersos nos melanéforos durante o dia subjetivo e mais
agregados durante a noite subjetiva nas condigbées CE12:12 e EE. A ritmicidade
detectada parece ser enddgena uma vez que se manteve sob condigdes
fotoperiddicas constantes (EE e CC). Durante a condicdo CC houve diferenca
significativa na média do valor de distribuicdo pigmentar e diferencas nos valores de
mesor, acrofase e amplitude em comparagdo com as outras condigdes (CE12:12 e
EE), demonstrando que sob luz constante o ritmo foi menos evidente e os pigmentos
mantiveram-se dispersos por mais e diferentes horarios do dia. Tais alteragbes
podem estar relacionadas a uma resposta priméaria dos melanéforos a luz. A
confirmacgao da ritmicidade de mudanga de cor fisiologica de C. granulata permitira a
realizacdo de outros experimentos para caracterizagdo do sistema de temporizag&o

circadiano destes animais.



1. INTRODUGAO

1.1 Ritmicidade
Muitas variaveis bioldgicas oscilam nos organismos conferindo-thes

adaptabilidade a fatores ambientais ciclicos, tais como, alternancia claro-escuro,
estacbes do ano, variagbes de temperatura, tempo entre refeicdes ou convivéncia
social. Se algum evento em sistemas biologicos recorrer sistematicamente em
intervalos regulares, ele € chamado de ritmo biolégico, sendo o intervalo de tempo
apos o0 qual o evento recorre, o periodo deste ritmo (ILLNEROVA, 1991). O inverso
do periodo é a frequéncia, que corresponde ao numero de ciclos em um
determinado intervalo de tempo e a diferenga entre os valores maximo e minimo
exibidos pelo parametro variavel é a amplitude do ritmo (AFECHE, 1988).

O ritmo biolégico mais comum €& o diario ou circadiano (“circa’,
aproximadamente; “diem”, dia), que corresponde a aproximadamente 24 horas e n&o
se constitui em respostas meramente passivas a alternancia claro-escuro, visto gue
a ritmicidade persiste num meio n&o periodico (geralmente escuro constante). Mas
existem outros ritmos: ultradiano, com frequéncia menor do que 20 horas e
infradiano, com freqiéncia maior do que 28 horas. A partir da classificagdo basica
encontramos subdivisées mais subjetivas e complexas de se caracterizar, como os
ritmos circamare, com ciclo de aproximadamente 12 horas e importantes para
animais estuarinos; o circalunar e o circanual, com ciclos de cerca de 29 dias e de
12 meses, respectivamente (MARQUES & MENNA-BARRETO, 2003).

As estruturas organicas capazes de gerar ritmos biolégicos endégencs
determinados geneticamente s&o denominadas relégios biologicos, osciladores ou
marcapassos. Gragas a estes, em um meio ndo periédico, com dia subjetivo (fase na
qual o sistema bioldégico comporta-se como se fosse a fase clara do ciclo noite/dia
ambiental) e noite subjetiva (condi¢cdo na qual o sistema biolégico comporta-se como
na fase escura do ciclo noite/dia ambiental) mantém-se um ritmo circadiano em livre-
curso, cujo periodo € de aproximadamente, mas ndo precisamente, 24 horas
(ILLNEROVA, 1991).

Na natureza, porém, os ritmos s&o ajustados ou sincronizados pelos cicios
externos chamados ‘“zeitgebers”, agentes sincronizadores ou simpiesmente
sincronizadores. Durante o arrastamento, a fase do ritmo biologico estabelece uma



relacdo estavel com uma fase determinada do sincronizador. Assim, o arrastamento
acontece gragas a deslocamentos de fase do ritmo biolégico causados pelos ciclos
ambientais. A variagdo destes pode gerar um atraso no ritmo ou um adiantamento
no mesmo, sendo este o principio das manipula¢gdes experimentais denominadas
curvas de resposta de fase (na forma abreviada, CRF). Tais curvas sé&o
representagdes graficas da dinamica do comportamento de um oscilador submetide
a um pulso de estimulagdo administrado em diferentes horas do dia, ou seja, sdo
representadas as relagGes entre a fase de exposigdo ao pulso, com o tamanho e
direcdo do deslocamento de fase provocado (ILLNEROVA, 1991; MARQUES &
MENNA-BARRETO, 2003).

A luz € um dos fatores que influi na caracteristica adaptativa dos ritmos
circadianos em plantas e animais, tanto que em todos os sistemas circadianos
parece ocorrer algum modelo de fotossistema, o qual permite ao animal detectar a
intensidade de luz externa para se sincronizar com o fendmeno temporal do
ambiente. Em crustdceos essa percepgdo € principalmente decorrente dos
omatideos situados no pedunculo ocular e do lobo 6ptico. Welsh (1939, 1941)
sugere que a localizagdo dos pigmentos protetores do cristalino dentro dos
omatideos varia de maneira circadiana, sendo na fase escura, 0 momento em que
0s pigmentos mais expdem os receptores luminosos e durante o dia, a fase em que
os pigmentos mais os protegem. Outra forma de percep¢ao de luz seria através das
melanopsinas, que sdo fotopigmentos que conferem sensibilidade a luz em células
ganglionares da retina e que também foram detectadas em cultura de células de
melandéforos do anfibio Xenopus /aevis. Quando estimuladas pela luz, as
melanopsinas causam dispersdo pigmentar nas células citadas (ISOLDI et al., 2005j.
Embora as melanopsinas ndo tenham ainda sido descritas em invertebrados, foi
descrito um homélogo no cefalocordado Branchiostoma belcheri (KIMURA et al.,
2005). Assim a presenca de fotopigmento extra-retinal similar em invertebrados n&o
deve ser descartada.

No lobo éptico dos crustaceos existem ainda variados tipos de células que
respondem as oscilagdes externas e intemas do animal e secretam horménios
peptidicos reguladores de atividades como desenvoivimento, reprodugéo,
locomogdo, mudanga de cor e osmolaridade sanguinea (WITHYACHUMNARNKUL
et al,, 1992b). A existéncia de um sistema multioscilador (dependente do ambiente e



dos fatores intrinsecos) participando na produgéo do ritmo circadiano foi proposta
tanto em vertebrados (WEVER, 1975; TAKAHASHI & MENAKER, 1982) quanto em
invertebrados (BLOCK, 1974, CHANDRASHEKARAN & ENGELMANN, 1973;
CHRISTENSEN & LEWIS, 1983).

1.2 Mudanga de cor
A coloragao corporea dos animais tem um importante papel na comunicagio

e no mimetismo (THURMAN, 1990). Os principais pigmentos envolvidos com esta
coloragdo incluem melaninas, omocromos, carotendides, purinas e pteridinas. Os
pigmentos localizam-se dentro de células ou em anexos epidérmicos como pélos,
penas ou cuticulas. As células que sintetizam ou armazenam os pigmentos s&o
denominadas células pigmentares ou cromatéforos e tém origem no tecido nervoso
embrionario (BAGNARA, 1966; BAGNARA & HADLEY, 1973; NERY et al., 1999).

O principal pigmento contido nos melanéforos de crustaceos € o omocromo;,
os eritroforos e xantéforos possuem os pigmentos carotendides e pteridinicos em
diferentes proporgdes (Ghidalia, 1985); e as purinas estdo presentes nos leucoforos
e iridoforos, armazenadas em granulos nos primeiros e organizadas em placas
achatadas e delgadas nestes ultimos (BAGNARA, 1966, FINGERMAN, 1970; NERY,
1999).

A mudanca de cor pode ser classificada em: 1 - lenta ou morfoldgica,

levando dias a semanas, pode ocorrer em todos os animais e & decorrente de
atteragbes na quantidade de pigmentos e/ou de células pigmentares; 2 - rapida ou
fisioldégica, processando-se de poucos minutos a algumas horas, ocorre em alguns
invertebrados e vertebrados ectotérmicos sendo determinada por variados fatores
ambientais (por exemplo, cor do fundo e temperatura) e envolvendo redistribuicao ou
migragdo dos pigmentos dentro das células pigmentares (RAO et al., 1985).

A mudanga de cor pode também ser classificada em: resposta primaria,
quando o estimulo fuminoso €& percebido por fotorreceptores extra-retinais
(BAGNARA, 1965; BINKLEY, 1988; ROLLAG, 1988); ou resposta secundaria, que
depende da fotorrecepgdo retinal e € a mais comum entre os animais. Neste
segundo caso, as informagdes recebidas s&o processadas pelo sistema nervoso, o
qual induz alteragdes nas células pigmentares com ou sem participagéo do sistema
enddcrino (FUJII & OSHIMA, 1986).



Como os cromatéforos de crustaceos ndo s&o inervados, acredita-se que a
mudanga de cor, nesses animais, seja exclusivamente regulada por peptideos.
Segundo Nery & Castrucci (1997), no complexo neuroendocrino érgdo X - glandula
do seio, encontrado no pedunculo ocular de crustaceos decapodes, foram
identificados apenas dois peptideos com ag¢@o sobre a mudancga de cor: 0 hormdnio
dispersador de pigmento (PDH) e o horménio concentrador de pigmento vermeiho
(RPCH).

O RPCH foi isolado pela primeira vez no pedunculo ocular de Pandalus
borealis induzindo agregac&o de pigmentos vermelhos em eritréforos (FERLUND &
JOSEFSSON, 1972). E um octapeptideo pertencente a uma familia de horménios de
artrépodes junto com os horménios adipocinéticos de insetos (GADE, 1990). Além
dos eritréforos, outros cromatéforos de algumas espécies sofrem a agdo do RPCH,
como por exemplo, os leucéforos em P. borealis (JOSEFSSON, 1975) e os
xantéforos em Crangon sp (SKORKOWSKI & BIEGNIEWSKA, 1981). Entretanto a
agregacdo pigmentar pelo RPCH n&o é generalizada para todos os tipos de
cromatréforos, especialmente os melanéforos (RAO & HACKETT, 1973;
FINGERMAN, 1973; GRANATO et al., 2004; TUMA et al. 1993), sugerindo que esse
fiormonio é especifico na indugdo da migragdo de pigmentos vermelhos. O PDH
possui varias isoformas nas diferentes espécies de crustaceos. Todas as isoformas
séo octadecapeptideos e exibem atividade de dispersdo pigmentar em todos tipos
de cromatdforos (FERNLUND, 1976; RAO et al., 1985).

Apesar da fungdo do PDH e do RPCH na migracdo pigmentar ter sido bem
descrita, alguns estudos sugerem que outros agonistas possam também auxiliar
nesta regulacdo. Uma forte evidéncia recai sobre: 1 - o peptideo cardioativo de
crustaceo (CCAP), um nonapeptideo ciclico originariamente identificado e isolado do
¢rgéo pericardico do caranguejo Carcinus maenas (STANGIER, et al., 1987). Nery &
Castrucci (1999) e Granato e col. (2004) verificaram a capacidade de CCAP induzir
dispersdo pigmentar nos eritréforos de camarbes de agua-doce Macrobrachium
potiuna e nos melanéforos do caranguejo C. granulata; 2 - o horménio melatoning,
encontrado nos pedunculos oculares e na hemolinfa de crustaceos decapodes
(AGAPITO et al., 1995, BALZER et al., 1997; TILDEN et al., 1997; VIVIEN-ROELS &
PEVET, 1986; WITHYACHUMNARNKUL et al, 1992a, 1992b e 1995), com pico

diurno de concentragdo na hemolinfa, diferentemente do pico noturno detectado no



plasma de vertebrados. Nery & Castrucci (1999) verificaram que apesar da
meiatonina ndo ter induzido agregacdo ou dispersdo pigmentar per se em eritréforos
do camaréao de agua-doce Macrobrachium potiuna, ela diminuiu significativamente a
resposta destas células ao hormdnio concentrador de pigmentos vermelhos (RPCH).

Geralmente as mudangas de cor em crustdceos envolvem ritmos de
alternancia entre dispersdo e agregacgéo de pigmentos. Estudos com espécies de
crustaceos em livre-curso demonstram que ha diferengas no grau de migragdo
pigmentar entre o dia subjetivo e a noite subjetiva, e também de acordo com a cor
do fundo, como por exemplo, nos camardes Crangon sp. e Palaemonetes sp. que
podem adaptar-se diferentemente a substratos de cores diversas (BROWN, 1935;
KOLLWE, 1927; ROBINSON & CHARLTON, 1973). Fatores como a temperatura e
as radiagdes solares, como por exemplo, a luz visivel e a radiagcdo ultravioleta
(UVR), também influenciam a mudanga de cor nos animais, incluindo os crustaceos
(RIBEIRO et al., 2002, THURMAN, 19S0).

O estado de distribuicdo dos pigmentos dentro dos cromatéforos pode ser
definido segundo a escala sugerida por Hogben e Slome (1931) (Fig. 01).

-

AGREGAQ.K\O PIGMENTAR

DISPERSAOD PIGMENTAR

Fig. 01 - Representagdo esquematica da variagdo no comprimento aparente da proje¢do celular
de cromatoforos de crustaceos durante a migragdo pigmentar: a - comprimento da projecao
celular ocupado por granulos. Os nameros representam o grau de migragao dos pigmentos a
partir da seguinte convengdo: estagio 1, maxima agregacdo pigmentar; estagio 5, maxima
dispersdo pigmentar; e estagios 2, 3 e 4, condigdes intermediarias. Retirado de
http://iwww.octopus.furg.br/pesquisa/Projetos/cor.htm.


http://www.octopus.furg.br/pesquisa/Projetos/cor.htm

1.3 Chasmagnathus granulata
E um caranguejo semi-terrestre de habito alimentar onivoro, que ocorre ao

longo da costa sul do Brasil, Uruguai e Argentina, nas regides do meso e do supra-
litoral (BOTTO & IRIGOYEN, 1979) e forma densas populacdes construtoras de
tocas sob as superficies barrentas dos ambientes de marisma (GRECO &
RODRIGUEZ, 1990). Por ser um animal estuarino, freqientemente é exposto a
variacbes de salinidade, apresentando boa capacidade de hiperregular, em baixas
salinidades, suas concentracfes osmatica e idnica hemolinfaticas (BROMBERG et
ai, 1995; LUQUET et ai, 1992). Esta é ainda uma espécie amplamente utilizada
como modelo experimental em outros tipos de estudos toxicoldgicos e fisioldgicos
(BIANCHINI & CASTILHO, 1999; MONSERRAT & BIANCHINI, 1995; SANTOS et ai,
1997) (Fig.02).

Fig.02: Foto de um C. granulata coletado em Rio Grande dia 24 de fevereiro de 2005.

Pereyra e col. (1996) reportaram que este crustdceo apresenta um ritmo
circadiano de atividade locomotora, com pico na noite subjetiva. C. granulata



tambem apresenta variagbes diarias no consumo de oxigénio de branquias e
hepatopancreas, tendo maior metabolismo no periodo noturno (MACIEL, 2003).

Granato e col. (2004) observaram que nesta espécie também ocorre um
ritmo circadiano endégeno de migracdo pigmentar com a dispersao dos pigmentos
nos cromatoforos ocorrendo na fase clara (dia subjetivo) e a agregagdo dos
mesmos, na fase escura (noite subjetiva) e que este ritmo & dependente do
pedunculo ocular, pois ndo se mantém em caranguejos apedunculados mantidos
sob condigbes ambientais constantes. C. granulata também apresenta disperséo
pigmentar quando exposto a UVR (RIBEIRO, 2004) mesmo quando se realiza a
ablacdo do pedunculo ocular dos animais, sendo, portanto, neste caso, uma
resposta independente do complexo 6rgéo X - glandula do seio. Aparentemente a
dispersdo pigmentar diminui os danos celulares provocados pela UVR, pois os
melanéforos com pigmentos agregados (animais apedunculados, ou antes, da
exposicdo a UVR) apresentaram maior atividade de enzimas antioxidantes e danos
no DNA do que os melanéforos com pigmentos dispersos (RIBEIRO, 2004).

Embora haja estudos mostrando que alguns crustaceos adaptam-se a
diferentes cores de fundo (CASTRUCCI & MENDES, 1975; SILVA et al., 2001), C.
granufata ndo parece apresentar mudanga de cor associada ao substrato (rapida e
secundaria), pois quando aclimatado a fundo branco ou preto n&o responde com
agregacao e dispersdo pigmentar, respectivamente (Prof. Dr. Luiz Eduardo M. Nery
— FURG - comunicagao pessoal).

A partir dessas informagbes foi elaborado o projeto intitulado “Ritmos
biolégicos de mudanga de cor fisiologica e atividade locomotora em caranguejos da
espécie Chasmagnathus granulata: possiveis polimorfismos e suas bases geneticas,
osciladores e sistemas de sinalizagao”. Este projeto objetiva compreender o relégio
biolégico da espécie C. granulata com énfase na caracterizagdo dos ritmos
circadianos e possiveis polimorfismos, localizagdo de osciladores e sistema de
sinalizagdo. Para tanto pretende-se (1) caracterizar a resposta dos ritmos de
mudanca de cor e atividade locomotora a partir de curvas de resposta de fase; {(2)
verificar o efeito de remogao do pedunculo ocular dos animais na expressao dos
possiveis polimorfismos ritmicos que venham a ser detectados na tentativa de
caracterizacdo de osciladores, (3) verificar o efeito da injecdo de melatonina na

expressdo dos possiveis polimorfismos ritmicos, na tentativa de elucidar o sistema



de sinalizacdo circadiano; (4) investigar as possiveis bases genéticas da expressao
dos poiimorfismos ritmicos citados.

No entanto como os exemplares de C. granulata foram retirados dé seu
ambiente natural e transportados da cidade de Rio Grande (RS) para Curitiba (PR)
(Fig.03), fez-se necessaria a repeticdo dos experimentos para caracterizagdQ do
ritmo sincronizado e em livre curso de mudanga de cor nestes animais, objetivo que
deu origem a este projeto de monografia.

Assim a confirmagcdo do ritmo de mudang¢a de cor fisiologica em C.
granulata, permitira a realizagdo do projeto citado acima para a caracterizagdo do
sistema de temporizagdo desta espécie. Tanto a ritmicidade bioldégica em geral,
como um ritmo de mudancga de cor devem poder melhorar a sobrevivéncia do animai
em seu ambiente, por adapta-lo as variaveis ambientais também ciclicas, tais como
fotoperiodo e temperatura. Aléem disso, a cor dos animais e suas alteragdes podem
minimizar os danos da radiagdo UV ao DNA (RIBEIRO et al., 2002, THURMAN,
1990), colaborar na termorregulacdo e na captura de presas ou na fuga de
predadores (BAGNARA & HADLEY, 1973).

Em resumo como ambos os processos estudados aqui s&o importantes na
sobrevivéncia dos animais em seu meio e como C. granulata € uma espécie chave
nos ecossistemas de marisma da costa sul da América Latina e amplamente
utiizado como modelo experimental, a realizagdo deste estudo mostra-se

efetivamente relevante.



Fig.03A: F!e?iéo de marisma na qual os animais foram coletados. 3A vista geral.

Fig.03B: Detalhe do sedimento e de C. granulata.



2. OBJETIVOS
O objetivo gerai deste trabalho foi de caracterizar o ritmo (sincronizado e em

livre curso) de mudanca de cor fisiologica na espécie C. granulata submetida a

diferentes regimes fotoperiodicos.

2.1. Objetivos Especificos
Caracterizar o ritmo de mudanga de cor em animais submetidos aos

seguintes regimes fotoperiddicos:
2.1.1 - 12 horas de luz / 12 horas de escuro (CE12:12);
2.1.2 — escuro constante (EE);
2.1.3 — luz constante (CC).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e aclimatagao
Exemplares de C. granulata foram coletados nos marismas da Lagoa dos

Patos, nos arredores da Cidade de Rio Grande/RS. Os animais foram
adequadamente transportados para o Laboratdrio de Cronobiologia do
Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Parana, onde ficaram
aclimatados em monoblocos de plastico brancos, por cerca de 60 dias totais, a uma
temperatura constante de 20°C, salinidade de 20 partes por mil, fotoperiodo fixo
(CE12:12) e aeragdo constante. A fim de evitar possiveis efeitos dos ciclos
reprodutores e de muda, utilizamos apenas machos adultos nos estagios C ou inicio
do D, do ciclo de intermuda (DRACH & TCHERNIGOVTZEFF, 1967). Os animais
foram alimentados com carne bovina moida ad /ibitum, 2 vezes por semana, em
diferentes horérios.

3.2 Registro do ritmo de mudanga de cor de C. granulata
Foram mantidos 2 grupos de 6 exemplares machos de C. granulata em

monoblocos plasticos de fundo branco (30x30x17cm), com aproximadamente 6 cm
de agua, permitindo que o animal ficasse levemente submerso.

Os animais foram mantidos em fotoperiodo CE12:12 durante 8 dias, quando
foram marcados individualmente (com reduzida pincelada de esmalte aplicada na
parte posterior do corpo) e a partir de entdo, ficaram por mais 7 dias nas condigbes
fotoperiodicas experimentais citadas a seguir: (1) CE12:12; (2) EE; (3) CC. Embora
0s caranguejos possam ter sido repetidos em mais de uma condi¢do experimenial
{por terem sido mantidos em monobloco comum no periodo entre os experimentos),
no intevalo das condi¢gdes experimentais eles foram submetidos por tempo suficiente
a fotoperiodo CE12:12, de forma que é totalmente improvavel que os resultados de
um experimento tenham interferido com o seguinte. Mesmo porque a mudanga de
cor fisioldégica observada é um processo reversivel e rapido demorando apenas de
segundos a horas.

Durante os ultimos 3 dias nas condi¢gdes 1, 2 ou 3, os animais foram
submetidos, a cada 2 horas, a avaliagdo de seu estagio de agregacao-dispersao
pigmentar, segundo o indice de Hogben e Slome (1931). A regi&o escolhida para

observagdo no corpo do animal foi o meropodito do terceiro par de maxilipides, visto
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que nesta regido o exoesqueleto € fino e translucido, facilitando a observacao
(GRANATO et al., 2004).

condi¢des 1, 2 e 3. Nas condi¢cdes 1 e 2 as coletas foram feitas seguindo o regime
da condi¢do. No entanto, na condigdo 3, os animais pareciam menos saudaveis para
o experimento, entdo durante o segundo dia de coleta foi preciso trocar a dgua em
que 0s mesmos estavam sendo mantidos. Durante a fase de registro os animais nao
foram alimentados.

A observacao dos maxilipedes dos animais foi feita em microscépio
estereoscopico e, durante a fase de escuro, teve o auxilio de uma lampada infra-
vermelha de 150W (modelo Infraphil Par 38E da Philips) que, no entanto, ficou
permanentemente acesa. A intensidade luminosa foi de 3,5 lux durante a fase
escura e de 150 lux durante a fase clara, segundo medidas efetuadas através de um

luximetro digital (Instrutherm LD200).

3.3 Analise estatistica
Os dados dos registros do indice de migracdo pigmentar foram anaiisades

pelo cosinor que determinou os valores de mesor, amplitude e acrofase dos ritmos
(NELSON et al.,, 1979). As comparagdes entre mesor, amplitude e acrofase foram
realizadas com base nos intervalos de 95% de confianga (p<0,05). Utilizou-se
também o programa Plot, que ilustra, por diferenca de cor, a condicdo de distribuicio
pigmentar em relagdo a hora do dia. As diferengas entre as médias foram
comparadas através de analise de variancia (ANOVA - “one-way’) e teste de
contraste (Tukey), sendo os resultados considerados significativos para p<0,05.

i2



4. RESULTADOS
Apos a aclimatacdo de exemplares de C. granulata (n = 12) em fotoperiodos

CE12:12, EE e CC obtiveram-se os valores referentes a distribuicdo dos pigmentos
nos melandforos, lembrando que a migracdo pigmentar representa a mudanca de
cor fisiologica dos animais. A partir dos valores de distribuicdo pigmentar foram
calculados médias e respectivos desvios-padrao para cada horéario de observacéo (a
cada 2 horas em um total de 72 horas), as quais estdo representadas nas
tabelas/figuras 01/04 (CE12:12), 02/05 (EE) e 03/06 (CC).

Tab.01: indice de distribuicdo dos pigmentos nos melané6foros de C. granulata mantidos em

CE12:12 (n = 12).

Hora-

\rio 07:00 09:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00 21:00 23:00 01:00 03:00 05:00

Dia \

24h 2,17 383 408 450 4,33 3,58 2,17 1,25 1,25 1,25 1,58 1,83
+1,11 +1,40 +1,31 +1,17 +1,37 1,24 +0,94 045 +0,45 0,45 0,79 0,83

48h 125 4,00 425 4,83 458 3,50 2,42 1,00 1,00 1,08 1,00 1,08
+0,62 +1,28 +1,22 0,39 1,16 *1,17 156 0,00 £0,00 0,29 0,00 0,29

72h 167 4,25 425 4,42 467 4,08 3,42 1,17 1,08 1,00 1,17 1,00
+0,98 +1,36 #1556 +1,24 +0,89 +151 =*144 0,39 0,29 0,00 0,39 0,00

Fig.04: Grafico representando a variacdo do grau de distribuicdo dos pigmentos nos
melan6foros de C. granulata mantidos em CE12:12 (n = 12). Os erros padrOes tanto nesta
figura quanto nas Fig. 05 e 06, foram omitidos para melhor visualizacdo das curvas.

Tempo (Hora)
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Tab.02: indice de distribuicdo dos pigmentos nos melandforos de C. granulata mantidos em EE

\ Horé-
\ rio
Dia \

24h

48h

72h

Fig.05: Gréfico

09:00

2,44
+1,81

1,30
+0,60

1,14
+0,55

11:00

3,23
+1,79

2,05
+1,46

2,29
+1,60

13:00

4,21
+1,36

3,04
+1,45

3,29
+1,70

15:00

4,35
+0,96

4,14
+1,04

4,04
+1,19

17:00

3,69
+1,48

331
+1,46

4,19
+1,36

19:00

2,49
+1,61

2,50
+1,71

3,82
+1,28

21:00 23:00

1,67 1,00
+0,95 0,00

2,05 1,60
+1.44 0,75

3,25 2,50
+1,49 151

melanéforos de C. granulata mantidos em EE (n = 12).

wigio Moy N

S &

Tempo (Hora)

01:00

1,00
+0,00

1,58
+0,77

1,67
+0,95

representando a variacdo do grau de distribuicdo

03:00

1,00
+0,00

1,44
+0,48

1,08
0,28

05:00 07:00

1,15 1,07
+0,38 0,28

1,54 1,52
+0,64 0,65

1,00 1,00
+0,00 0,00

dos pigmentos nos

Tab.03: indice de distribuicdo dos pigmentos nos melan6foros de C. granulata mantidos em

CC (n = 12).
\ Hora-

\rio 11:00

Dia \

24h 2,14
+0,94

48h 5,00
+0,00

72h 3,93
+1,68

13:00

2,51
+1,61

5,00
+0,00

3,86
+1,59

15:00

3,51
+1,23

5,00
+0,00

3,04
+1,73

17:00

4,76
+0,62

4,90
+0,29

2,29
+1,44

19:00

4,93
+0,29

4,49
+0,80

3,24
+1,22

21:00

5,00
+0,00

4,27
+0,87

3,96
+1,31

23:00 01:00 03:00 05:00

4,92 5,00
+0,29 0,00

427 4,40
+0,87 +0,98

456 4,56
0,90 +1,00

5,00
+0,00

4,44
+0,90

4,69
+0,65

5,00
+0,00

4,54
+0,67

5,00
+0,00

07:00 09:00

500 5,00
+0,00 0,00

480 4,73
+0,58 0,45

4,46 4,53
+0,90 1,16
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Fig.06: Grafico representando a variagdo do grau de distribuicdo dos pigmentos nos
melandéforos de C. granulata mantidos em CC (n = 12).

11:00 13:00 15:00 17:00 19:00 21:00 23:00 1:00 3:00 500 7:00 9:00

Tempo (Hora)

Durante as trés condi¢fes foticas do experimento ficou evidente a presenca
de ritmicidade circadiana na distribuicdo pigmentar (p<0,001) (Tab.04) (Fig.07). Nas
condi¢cbes CE12:12 e EE houve o predominio de dispersdo pigmentar durante a fase
de claro (subjetiva e efetiva) e de agregagcao pigmentar durante a fase de escuro
(subjetiva e efetiva). Contudo na condicdo CC, embora na distribuicdo de pigmentos
nos melandforos continue existindo ritmicidade circadiana, ha um predominio maior
do estagio de dispersdo pigmentar em comparacdo as outras duas condi¢des
(CE12:12 e EE).

Tab.04: Valores descritos pelos parametros do cosinor: amplitude, mesor e acrofase (horas)
para ritmicidade circadiana (24h)

Condicédo Fética (n) Amplitude Mesor Acrofase (h) P
CE12:12 (12) 1,792 2,609 13,2 < 0,001*
EE (12) 1,563 2,296 15,8 < 0,001*
CC (12) 1,033 4,33 2,8 < 0,001*

* demonstram significancia na ritmicidade circadiana
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Fig.07: Cromograma ou representacdo grafica dos periodos em que os pigmentos estdo em
diferentes estagios de distribuicdo nos cromatdforos. Cada linha representa um dia; o primeiro
trio de linhas representa a condicdo CE12:12; o segundo trio de linhas representa a condi¢cdo
EE; e o dltimo trio de linhas representa a condigcdo CC.

07:00 17:00 05:00

LU m Estagios 1e 2
m Estagio 3
m Estagios4e5

Os valores de amplitude e mesor mostraram-se semelhantes nas condicdes
CE12:12 e EE, embora ligeiramente menores nesta Ultima. O maior valor de
acrofase sob EE, por sua vez, sugere um pequeno atraso no ritmo de distribuicao
dos pigmentos nos cromatéforos (Tab.04). No caso dos animais submetidos a
condicdo CC, houve uma evidente reducao na amplitude (sugerindo uma diminuigao
na variacdo do ritmo), um acréscimo no mesor (informando que os cromatoforos
ficaram mais tempo com pigmentos dispersos, ou seja, que os exemplares de C.
granulata estariam escuros por mais tempo) e houve, também, uma inversdo da
acrofase em relagdo as outras condi¢cdes (CE12:12 e EE - sugerindo que os animais
deveriam estar mais escuros no que corresponde a fase de escuro subjetiva, ao
invés disso ocorrer durante a fase clara subjetiva como nas condi¢bes 1 e 2). Os

aspectos aqui citados serao discutidos a seguir.
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5. DISCUSSAO

A distribuicdo de pigmentos nos cromatéforos de Chasmagnathus granulata
exibiu ritmicidade circadiana, com predominio do padréao em que os pigmentos estéo
dispersos durante o dia subjetivo e agregados durante a noite subjetiva. Assim
esses animais apresentam um ritmo circadiano de mudang¢a de cor fisiologica.
Aparentemente a dispersé&o pigmentar diminui os danos celulares provocados pela
UVR, pois os melanéforos com pigmentos agregados apresentam maior atividade de
enzimas antioxidantes e danos no DNA do que os melanéforos com pigmentos
dispersos (RIBEIRO et al., 2002; 2004).

Muitos autores tém verificado que caranguejos do género Uca exibem um
ritmo de mudanca de cor fisiolégica (BARNWELL, 1963; BROWN, 1950; BROWN et
al., 1953; HINES, 1954; THURMAN, 1988). No entanto, além desse género, foi
descrita ritmicidade de mudanga de cor em outras espécies dentre os braquiuros,
tais como Callinectes sapidus (Fingerman, 1955), Carcinus maenas (Poweit,
1562a,b, 1966) e Cancer magister (Shibley, 1968). A ritmicidade de distribuicdo
pigmentar em C. granulata esteve presente sob todas as condi¢Bes experimentais,
podendo entdo ser reconhecida como uma resposta endoégena do animal (mantida
rnas condigbes fotoperiddicas constantes EE e CC). De maneira geral, nossos
resultados foram muito semelhantes aos ja obtidos por Granato e col. (2004).

Nos resultados obtidos sob as condigbes CE12:12 e EE, o ritmo de
distribuicdo pigmentar nos cromatéforos exibiu um mesor semelhante para as duas
condigdes, ou seja, segundo a escala de Hogben e Slome (1931), os animais
mantiveram um padréo intermediario de distribuicdo (agregacdo — dispersio) de
aproximadamente 2,5. As acrofases nestas duas condigbes também se mantiveram
semelhantes, sendo que o maior indice de distribuicdo pigmentar (estagio 5 —
maxima dispers&o) ocorreu, nas duas condi¢bes, no periodo da tarde (13h em
CE12:12 e 15h em EE). Conforme ja citado, sabendo que a dispersdo pigmentar
aumentaria a protegcdo do DNA contra a radiacdo UV (RIBEIRO et al., 2002, 2004) e
considerando-se que esses horarios de acrofase estdo no intervalo do dia em qus,
na natureza, haveria maior quantidade de radiagéo solar, esta caracteristica do ritmo
poderia ser uma adaptacg&o evolutiva auxiliar na sobrevivéncia da espécie.

Apesar de C. granulata ser uma espécie com o pico de atividade locomotora

noturno (PEREYRA et al, 1996) isto n&o significa que o animal n&o apresente
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atividade diurna, embora em menor grau, de modo que a dispersdo pigmentar diurna
coftinuaria sendo importante na prote¢do do DNA contra a radiagédo UV (RIBEIRO et
al., 2002, 2004).

A similaridade entre o ritmo bioldgico de mudanga de cor fisiolégica nas
condi¢cbes CE12:12 e EE € um resultado esperado. isto porque os ritmos endégenos
tendem a se manter nas condigdes ambientais constantes, com pequenas
alteragbes na amplitude e periodo (representada pelo atraso de 2 horas na acrofase
em EE) dos mesmos, uma vez que o agente sincronizador néo os esta arrastando. A
reducdo da amplitude do ritmo em livre curso, por exemplo, ja foi detectada na
atividade circadiana da enzima N-acetil-trasferase (a principal enzima na biossintese
de melanina) em pineal de galinha e no ritmo de mudang¢a de cor de Anolis
carolinensis (BINKLEY, 1988).

J& nos dados coletados durante a condigdo CC, houve um aumento do
mesor, uma diminuicdo da amplitude, uma inversdo da acrofase do ritmo e uma
diferenca significativa entre a média de distribuicdo pigmentar em compara¢do com
as outras condi¢gdes (CE12:12 e EE). O aumento do mesor indica que os animais
mantiveram os pigmentos dispersos por um periodo maior do que 0s animais nas
outras condigbes. A diminuigdo da amplitude e a irregularidade da curva sugerem
que mesmo com a presenga do ritmo, esse ritmo sofreu redugdo na sua evidéncia. A
inversdo do periodo em que houve 0 maior grau de dispersao do pigmento nos
cromatoforos de C. granulata pode ter sido resultado de os animais apresentarem
resposta primaria (direta) a luz (GRANATO et al., 2004), ou seja, quando esta &
detectada por fotorreceptores extra-retinais (BAGNARA, 1965; BINKLEY, 1988;
ROLLAG, 1988, NERY et al, 2004) ou, menos provavelmente, de terem sido
afetados devido a troca de agua dos monoblocos (ver Materiais e Métodos). Isoldi e
col. (2005), por exemplo, sugerem a presen¢a de melanopsinas em melanéforos
dérmicos de Xenopus laevis, os quais respondem diretamente a luz e Koyanagi e
col. (2005) sugerem a presenga de uma molécula homodloga de melanopsinas de
vertebrados em cefalocordados; assim talvez possam ocorrer melanopsinas também
em invertebrados.

Conforme os resultados demonstram, ha uma razoavel diferenga na
expressdo do ritmo de mudang¢a de cor fisiolégica de C. granulata entre as

condicbes CE12:12 e EE quando comparadas a condigdo CC. Inclusive, nesta
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condicdo, ha uma consideravel redugdo dos desvios-padrdo das médias de
distribuicdo pigmentar em comparagédo as duas primeiras condigdes. Por ser uma
condi¢cdo ambiental constante, CC poderia permitir a expresséo do ritmo em livre-
curso de modo semelhante ao que foi obtido em EE. Contudo devido a provavel
ocorréncia de uma resposta primaria a luz (GRANATO et a/, 2004) induzindo
dispersdo pigmentar, o ritmo sob CC apresentou-se razoavelmente diferente do
ritmo sob CE12:12 e EE. Ou seja, o estimulo luminoso seria preponderante a
variagéo ritmica diaria endégena na coloragdo dos animais. Isto parece novamente
adaptativo a sobrevivéncia de C. granulata no ambiente, se mais uma vez ressaltar a
importancia da disperséo pigmentar na protegdo do DNA contra a radiagdo UV
(RIBEIRO et al., 2002, 2004).

Alguns estudos tentaram verificar se essa ritmicidade circadiana de mudanga
de cor em cromato6foros de crustaceos seria intrinseca a esta célula ou dependents
de osciladores localizados em outros tecidos. O ritmo de mudanga de cor em
crustaceos apresenta grandes possibilidades de regulacdo hormonal, uma vez que
os cromatoéforos de crustaceos ndo sdo inervados e os hormdnios controlam a
mudanca de cor. Em algumas espécies, o ritmo citado foi mantido mesmo apos
ablagdo do pedunculo ocular onde estd o 6rgéo X — glandula do seio, importante
centro neuro-endocrino de crustaceos decapodes (KALMUS 1938a, b). Esse foi o
caso dos estudos realizados com Uca pugilator (FINGERMAN, 1966) e Lysmata
seticulata (CHASSARD-BOUCHAUD & COUTURIER, 1969). No entanto, em
trabalhos com Sphaeroma serratum (DAGUERRE DE HUREAX, 1967; PIGEAULT,
1958), Palaemon serratus (HUMBERT, 1965; PASTEUR, 1958) e em estudo prévio
com C. granulata (GRANATO et al., 2004) € sugerido que o ritmo de mudanga de
cor seja afetado pela retirada do pedunculo ocular.

De acordo com os dados de literatura citados (GRANATO et al., 2004), é
muito provavel que a ritmicidade circadiana de distribuicdo pigmentar em C.
granulata esteja relacionada a ritmicidade na sintese ou na liberagdo de
neurohorménios do complexo neuroendocrino 6rgéo X - glandula do seio. Neste
complexo ja foram identificados dois peptideos com agdo sobre a mudanga de cor
em crustaceos: o hormoénio dispersador de pigmento (PDH) e o horménio
concentrador de pigmento vermelho (RPCH) (NERY & CASTRUCCI, 1997). E

através dos processos de agregacdo e dispersdo pigmentar que se efetua a
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mudanga de cor fisiolégica caracterizada neste trabalho. Assim, como esses
peptideos sdo os principais reguladores desse tipo de mudanga de cor, seria
esperado que a auséncia dos mesmos no organismo, através da ablagdd do
pedunculp ocular, alterasse também a ritmicidade circadiana de mudanga de cor
fisiolégicé. No entanto n&o se pode descartar a possibilidade de mais um oscilador
estar atuando sobre o ritmo de mudanca de cor, 0 que estaria de acordo com a
hipotese atualmente mais aceita de um sistema multioscilador de controle circadiano
(MARQUES & MENNA-BARRETO, 2003).

Lembrando que alguns crustaceos adaptam-se a diferentes cores de fundo
(CASTRUCCI & MENDES, 1975; SILVA et al., 2001), € importante considerar que C.
granulata parece nao apresentar mudan¢ga de cor associada ao substrato
(secundaria), pois quando aclimatado a fundo branco ou preto, ndo responde com
agregacao e dispers&o pigmentar, respectivamente (Prof. Dr. Luiz Eduardo M. Nery
— FURG — comunicacgao pessoal).

A ritmicidade circadiana ndo é exclusivamente relacionada a mudanga de cor,
uma vez que existem varios outros ritmos biolégicos em animais (MARQUES &
MENNA-BARRETO, 2003) dentre eles os crustaceos e a espécie C. granulata
(MACIEL, 2003; PEREYRA et al, 1996). Além disso, é possivel a ocorréncia de
ritmicidade circamaré. Ritmos de atividade circamaré ja foram detectados, poér
exemplo, nos isdpodes: (1) Cirolana cookii com um periodo em livre-curso de 12,4
horas; sendo sugerido, inclusive, que mais de um relogio possa controlar sua
expressado (MEHTA e LEWIS, 2000); (2) Dimorphostylis asiatica, sendo neste caso ¢
ritmo em questdo sujeito aos ciclos ambientais de press&o hidrostatica (AKIYAMA
2004). Em nossas andlises preliminares ndo encontramos evidéncias de distribuigéo
pigmentar em ritmos de aproximadamente 12 horas (circamaré).

Considerando que C. granulata € um animal dentritivoro nos marismas da
regido, e como grande parte do fluxo energético que se move nos marismas flui
através da cadeia alimentar detritivora, a espécie apresenta um importante papel no
processo de aceleragdo de transferéncia enefgética neste ambiente (D’INCAQ et &/,,
1990). Assim, todas as informagdes relativas a biologia de C. granulata seriam
relevantes ao se considera-lo uma espécie-chave no ecossistema em questdo. Além
disso, C. granulata também é considerado um bom modelo para estudos sobre: (1) o

efeito da radiagdo UV no tegumento e na coloragdo de crustaceos, incluindo o teste
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da ocorréncia de melanopsinas em seus cromatoforos; (2) o controle endécrino da
mudang¢a de cor; (3) os genes-reldgio que interferem na expressdo da ritmicidade
biologica.

Este trabalho de conclus&o de curso garantiu informacdes sobre o manejo e
manutencdo de C. granulata que serdo importantes para o Laboratério de
Cronobiologia e para o Laboratério de Fisiologia da Célula Pigmentar do
Departamento de Fisiologia desta Universidade, uma vez que tais informacgdes
servirdo para a realizag&do de projeto ja citado (em conjunto a esses dois laboratérios
e & Fundagdo Universidade Federal do Rio Grande - FURG) sobre “Ritmos
bioldgicos de mudanga de cor fisiolégica e atividade locomotora em caranguejos da
espécie Chasmagnathus granulata: possiveis polimorfismos e suas bases genéticas,
osciladores e sistemas de sinalizag&o”. A repeti¢&o dos resultados obtidos na FURG
(Granato et al.,, 2004) evidenciando um ritmo de mudanc¢a de cor fisiolégica em C.
granulata serve a partir daqui, como base para a realizagéo de outros experimentos
propostos neste projeto mais geral, que objetiva compreender o relogio biolégico da
espeécie C. granulata com a caracterizacao de possiveis polimorfismos nos ritmos de
mudanca de cor, localizacdo de osciladores (por exemplo, investigando qual seria o
gfetivo papel do érgéo X — gléndula do seio) e sistemas de sinalizagdo circadiano

(por exemplo, teste do efeito da melatonina sobre o ritmo).
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