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RESUMO 

Nós estudamos o citoesqueleto dos axônios do tracto Protocerebal (TPC) do caranguejo 

Ucides cordatus para investigar aspectos normais e degenerados. Utilizando as técnicas de 

Western blotting, imuno-histoquímica e imunoeletromicroscopia, nós observamos 

marcação com o clone NN-18 que reconhece o NF-M. Nós classificamos os axônios em 4 

tipos (I à IV) de acordo com a área transversal. Por microscopia eletrônica de transmissão e 

análise morfométrica nós estudamos o microtúbulo (MT) e a área axonal nos axônios tipo I 

e II. Nossos resultados revelaram que o número de MTs aumentou com a área axonal, mas 

esta relação não é diretamente proporcional. A densidade de MT é maior nos axônios 

menores do que nos axônios médios.  No TPC degenerado, quando axônios normais e 

degenerados em 28 e 40 dias após a lesão foram comparados, o número de axônios 

degenerados aumentou significativamente, enquanto os axônios normais diminuíram 

significativamente. Os axônios tipos II e III começaram a degenerar antes dos axônios do 

tipo I, enquanto os axônios tipo IV pareceram não degenerar mesmo após 40 dias. 

Finalmente, nós observamos no TPC degenerado, a distribuição de NADPH-d por 

histoquímica e a imunoreatividade para ONS para caracterizar os hemócitos. 
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ABSTRACT 

We studied the cytoskeleton in Protocerebral tract (PCT) axons of the crab Ucides cordatus 

to investigate normal and degenerating aspects. Using Western blotting, 

immunohistochemistry and immunoelectron microscopy techniques we observed labeling 

with the NN18-clone which recognizes NF-M. We classified the axons into four types (I to 

IV) according to their cross-sectional area. By conventional electron microscopy and 

morphometric analyses we studied the microtubule (MT) and axon area variability in type I 

and II axons. Our results revealed that the number of MTs increases with the axon area, but 

this relationship is not directly proportional. MT density is greater in smaller axon than in 

medium axons. In the degenerating PCT, when normal and degenerating axons at 28 and 40 

days after injury were compared, the number of degenerating axons increased significantly, 

whereas normal axons decreased significantly. Types II and III started to degenerate before 

type I, while type IV axons did not seem to degenerate even after 40 days. Finally, we 

observed in the degenerating PCT, the distribution of NADPH-d by histochemistry and the 

immunoreactivity to NOS in order to characterize the hemocytes. 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1- ORGANIZAÇÃO GERAL DO CÉREBRO DOS CRUSTÁCEOS 

Nos crustáceos da ordem Decapoda, gânglio cerebral (ou cérebro) pode ser 

subdividido em partes que são denominadas em ordem rostro-caudal: protocérebro, 

deutocérebro e tritocérebro (Figura 1). O protocérebro pode ser subdividido em três 

regiões: a primeira, gânglios ópticos, é constituída pela lâmina (para onde a retina se 

projeta), medula externa e medula interna. Os axônios que conectam a lâmina ganglionar à 

medula externa e esta à medula interna, formam quiasmas denominados quiasma distal 

(externo) e proximal (interno), respectivamente (Figura 2). A segunda região é formada 

pelo protocérebro lateral que contém dois neurópilos: a medula terminal e o corpo 

hemielipsóide. A terceira região é denominada de protocérebro medial sendo constituída 

pelos neurópilos protocerebral medial anterior e protocerebral medial posterior, além da 

ponte protocerebral e do corpo central. As quatro regiões do protocérebro lateral, 

conhecidas como focos ópticos, recebem as projeções oriundas das medulas externa e 

interna (Atwood e Sandeman, 1982). 

No gânglio cerebral dos crustáceos existem muitos tractos (estruturas contendo 

axônios e células gliais, sem corpos celulares neuronais) que fazem conexão com áreas de 

neurópilos, além de um número de feixes de axônios que cruzam o cérebro formando 

comissuras. É neste contexto que podemos identificar os seguintes tractos e comissuras 

presentes no gânglio cerebral dos crustáceos, em especial, do caranguejo (Figura 1): 

 



   

• Tracto Óptico – faz conexão entre o último gânglio óptico, a medula interna e o 

protocérebro lateral. 

• Tracto Protocerebral (TPC) – axônios deste tracto conectam a medula terminal e o 

corpo hemielipsóide com o protocérebro medial anterior.  

• Tracto Globular Olfativo (TGO) – este tracto faz a conexão do corpo hemielipsóide 

e medula terminal com os lobos olfativo e acessório em ambos os lados do gânglio cerebral. 

Através do corpo central, o TGO faz conexão com os neurópilos do tracto globular olfativo 

que se encontram posteriormente ao gânglio cerebral. O TGO forma um subgrupo de 

axônios de pequeno calibre no TPC. 

• Comissura Deutocerebral: esta comissura liga o deutocérebro de um lado com o 

deutocérebro contralateral. Em alguns caranguejos não é identificada, estando presente nos 

lagostins e lagostas. 

• Conjuntivos Esofageais: são dois tractos que ligam o cérebro ao gânglio 

subesofageal e ao cordão ventral (Sandeman et al., 1992).      

 

 



   

                      

 

Figura 1- As regiões do cérebro e neurópilo que podem ser identificadas no sistema nervoso dos 

crustáceos decápodos. Os números em romano representam as subdivisões do protocérebro: I- gânglios 

ópticos, II- protocérebro lateral e III- protocérebro mediano; DC= deutocérebro; TC= tritocérebro. 

Abreviações - L: lâmina, ME: medula externa, MI: medula interna, MTe: medula terminal, CH: corpo 

hemielipsóide, NPMA: neurópilo protocerebral medial anterior, NPMP: neurópilo protocerebral 

medial posterior, PP: ponte protocerebral, CC: corpo central, LO: lobo olfativo, NLA: neurópilo 

lateral da antênula, NMA: neurópilo mediano da antênula, LA: lobo acessório, NAn: neurópilo da 

antena, NT: neurópilo tegumentário, TPC: tracto protocerebral, TGO: tracto globular olfativo, CD: 

comissura deutocerebral (Modificado de Sandeman et al., 1992). 



   

                                      

 

    

 

Figura 2- Visão esquemática da retina e dos gânglios ópticos do pedúnculo do lagostim. Abreviações - Re: 

retina, QE: quiasma externo, QI: quiasma interno, L: lâmina, MB: membrana basal, ME: medula externa, 

MI: medula interna. Modificado de Strausfeld e Nässel (1981). 

 



   

 

1.2- ORGANIZAÇÃO GERAL DO TPC NOS CRUSTÁCEOS 

 

1.2.1- GENERALIDADES 

 

A partir das informações gerais apresentadas sobre o cérebro dos crustáceos no item 

anterior, apresentaremos as informações do TPC, objeto de estudo desta tese. No TPC 

também denominado de nervo óptico ou tracto óptico (Mellon et al.,1976; Sandeman et 

al.,1992) encontramos axônios que conectam a medula terminal e o corpo hemielipsóide 

com o protocérebro medial anterior (Sandeman et al., 1992). O TPC varia de acordo com o 

modelo animal estudado. As variações estão relacionadas com os diferentes diâmetros dos 

axônios encontrados em diversas espécies, como os lagostins das espécies Orconectis 

australis packardi, Cambarus tenebrosus e Procambarus clarkii. Provavelmente no TPC 

das três espécies de lagostins existem axônios motores na porção proximal do pedúnculo 

óptico (representados por axônios de grande calibre) que promovem a conexão da base do 

pedúnculo óptico com o músculo oculomotor, localizado apenas na parte proximal do 

pedúnculo. Assim, a ausência de axônios de grande calibre na porção distal do pedúnculo 

nestes animais seria justificada pela ausência do músculo (Cooper et al., 2001). 

No TPC de diversos crustáceos tem sido identificado um grupo de axônios que 

constituem o TGO (Sandeman et al.,1992; Sandeman et al.,1993; Cooper et al., 2001). 

Segundo Cooper et al.(2001), através de estudos eletrofisiológicos e análises 

ultraestruturais, estes axônios seriam de pequeno calibre. Os referidos autores confirmaram 

que estes axônios conduzem informações olfativas ao corpo hemielipsóide. 

 



   

1.2.2- AXÔNIOS NO TRACTO PROTOCEREBRAL 

 

Os axônios no TPC possuem diversos diâmetros e não estão organizados em um 

padrão regular (Corrêa et al., 2005). Axônios de grande calibre são encontrados ao lado de 

axônios de pequeno e médio calibres. Segundo Allodi et al. (1999), não existe uma 

correlação evidente entre o diâmetro do axônio e a espessura do seu embainhamento pelas 

células da glia. No axoplasma das fibras do TPC são encontradas estruturas vesiculares, 

provavelmente relacionadas com o retículo endoplasmático, perfis mitocondriais, 

localizados especialmente na periferia, e microtúbulos (MTs) (Allodi e Taffarel, 1999). 

 

1.3- FILAMENTOS INTERMEDIÁRIOS  

 

Os filamentos intermediários fazem parte do citoesqueleto de células dos 

vertebrados e possuem um diâmetro de 10 nm. O citoesqueleto é formado principalmente 

por filamentos intermediários, microfilamentos e microtúbulos. A organização dos 

filamentos intermediários e sua associação com a membrana plasmática sugerem que a sua 

função principal seja estrutural, isto é, de suporte mecânico para a membrana plasmática 

onde esta faz contato com outras células ou com a matriz extracelular, desempenhando um 

papel de reforço celular ou organização das células em tecido (Liu et al., 2004; Petzold, 

2005). Assim como os MTs  e microfilamentos, os neurofilamentos (NFs) exibem um papel 

relacionado com a motilidade (Lariviere e Julien, 2004). 

Em relação aos vertebrados, os filamentos intermediários constituem uma 

superfamília de proteínas que têm em comum o domínio α-hélice, o qual forma a sua 

estrutura básica. Além disso, estes filamentos possuem em extremidades opostas o 



   

terminal-N (amino) e o terminal-C (carboxila). Funcionalmente, estes dois domínios 

exibem papéis distintos entre si: enquanto o primeiro está relacionado à formação de 

filamentos, o segundo regula o calibre do filamento (Geisler, 1998). 

A formação dos filamentos intermediários segue etapas para que eles atinjam um 

diâmetro final de 10 nm. Na primeira etapa, o monômero (constituído por um domínio 

central α-hélice, terminal-N e terminal-C) une-se a outro monômero formando um 

heterodímero paralelo. A segunda etapa para a constituição de filamentos intermediários é a 

união de dois heterodímeros, dispostos em sentidos opostos, ou seja, o terminal-N de um 

heterodímero está paralelo com o terminal-C de outro heterodímero, formando assim um 

tetrâmero antiparalelo. A união de tetrâmeros formará protofilamentos e os pares de 

protofilamentos dispostos lateralmente constituirá a protofibrila. Na última fase ocorre uma 

associação lateral de quatro protofibrilas que formam o filamento intermediário (Figura 3) 

(Petzold, 2005). 

 

 

Figura 3 – Formação do NF. Os domínios centrais das subunidades dos NFs são entrelaçados 

para formar dímeros. Os dímeros são dispostos de forma antiparalela para formar tetrâmeros que, por 

sua vez, formam protofilamentos e finalmente formam um NF de 10 nm. Retirado de Petzold (2005). 

 



   

De acordo com a similaridade entre os filamentos intermediários, eles podem ser 

divididos em classes ou tipos (tabela 02). A expressão de cada proteína de filamento 

intermediário é característica de determinado tecido ou célula. As classes de proteínas são 

amplamente divergentes na seqüência e variam em relação ao peso molecular.  

Tabela 02 – Classificação dos tipos de filamentos intermediários 

Tipo I   queratinas ácidas 

Tipo II  queratinas básicas 

Tipo III desmina, GFAP, vimentina, periferina 

Tipo IV  subunidades do neurofilamento (leve, médio e pesado), internexina e nestina 

Tipo V lamina (A, B e C) 

 

Os NFs são compostos de três subunidades, e essas subunidades são definidas de 

acordo com peso molecular: NF-L (leve), NF-M (médio) e NF-H (pesado), que são 60 kDa, 

100 kDa e 110 kDa, respectivamente. Essas subunidades apresentam peso molecular mais 

elevado na eletroforese com gel de poliacrilamida – SDS (PAGE): 68 kDa, 160 kDa e 205 

kDa, respectivamente, em virtude de uma carga negativa de aminoácido (ácido glutâmico) 

em suas seqüências e modificações após a tradução, tais como: fosforilação e glicosilação 

(Liu et al., 2004; Petzold, 2005).  

Em estudos utilizando crustáceos, não tem sido observada ultraestruturalmente a 

presença de NFs (Lasek et al., 1985; Fyrberg e Goldstein, 1990; Goldstein e Gunawardena, 

2000). Phillips et al. (1983) procuraram evidenciar proteínas do tecido nervoso do lagostim 

através do método de coloração de prata de Bodian (seletivo para NFs) e concluíram que o 

lagostim não continha polipeptídeos com afinidade para esta coloração, sugerindo que o 

sistema nervoso dos artrópodos não contém NFs ou filamentos intermediários. Desta forma, 

a existência de filamentos intermediários nos artrópodos não tem sido comprovada na 



   

literatura. Os artrópodos não possuem filamentos intermediários, mas para os demais 

invertebrados esta afirmativa não se aplica, pois alguns pesquisadores têm encontrado 

filamentos intermediários em outros filos de invertebrados (Adjaye et al.,1995; Johansen e 

Johansen, 1995; Geisler et al.,1998). Nos estudos feitos por Geisler et al. (1998) os autores 

relatam que o nematodo Ascaris suum e o molusco Helix pomatia possuem proteínas de 

filamento intermediário com um domínio central contendo aproximadamente 350 

aminoácidos, semelhante às laminas nucleares - que são filamentos intermediários do tipo 

V - encontradas nos vertebrados. Nos vertebrados este domínio possui aproximadamente 

310 aminoácidos. A posição evolutiva exata da modificação de um longo domínio das 

proteínas (350 aminoácidos) dos filamentos intermediários encontradas nos invertebrados 

para um curto domínio (310 aminoácidos) nos vertebrados não é conhecida. Acredita-se 

que esta diferença tenha ocorrido na divisão do filo de metazoários deuterostômicos 

(equinodermos, cordados e vários outros filos menores) antes da divisão dos cordatos, que 

inclui os vertebrados (Geisler et al.,1998). Embora Karabinos et al. (2001) tenham 

afirmado que os filamentos intermediários não estão presentes nos artrópodos, Kumar et al. 

(1996) utilizaram a antena de duas espécies de inseto, Antheraea polyphemus e Antheraea 

pernyi, para verificar a existência ou não de filamentos intermediários. Através de 

eletroforese com anticorpo monoclonal anti-GFAP observaram que duas proteínas com 

peso molecular de 40 kDa e 66 kDa foram reconhecidas no Antheraea pernyi. Os referidos 

autores realizaram microscopia eletrônica de transmissão analisando as antenas da 

Antheraea polyphemus e constataram a existência de finas conexões entre os MTs e entre 

os MTs e a membrana plasmática. Segundo estes autores, a identificação de proteínas nos 

dendritos localizados nas antenas destes animais não significa necessariamente que estas 

proteínas sejam filamentos, pois à microscopia eletrônica não foi observada nenhuma 



   

estrutura filamentosa de 10 nm de diâmetro, um dos aspectos que caracteriza o filamento 

intermediário. 

Weaver e Viancour (1991) identificaram no lagostim três estruturas semelhantes aos 

NFs: um polipeptídeo de alto peso molecular (>200 kDa), reconhecido somente pelo 

anticorpo monoclonal anti- NF-M de vertebrado (clone NN18), um polipeptídeo de 40 kDa, 

reconhecido por 3 anticorpos monoclonais, e um polipeptídeo de 66-84 kDa, reconhecido 

por 9 dos 263 anticorpos monoclonais anti-NF testados. Desta forma, não existe uma 

completa homologia antigênica entre as proteínas e os NFs dos mamíferos quando 

comparados com os de invertebrados. Entretanto, a persistência de epitopos homólogos 

pode indicar seqüências funcionais que são essenciais para a sobrevivência celular (Weaver 

e Viancour, 1991). 

Nos estudos de Johansen e Johansen (1995) utilizando duas espécies de anelídeos: 

Hirudo medicinalis e Haemopis marmorata, foi verificado que estes animais possuem 

filamentos intermediários. Estes filamentos quando comparados com as laminas nucleares e 

com os filamentos intermediários de vertebrados possuem uma similaridade com as laminas 

nucleares. Sendo assim, sugere-se um predecessor comum para as laminas e para os 

filamentos intermediários de invertebrados (Adjaye et al., 1995; Johansen e Johansen, 

1995; Geisler et al., 1998). 

1.4- MICROTÚBULOS AXONAIS  

Os MTs são polímeros do citoesqueleto constituídos de repetições de heterodímeros 

de α e β tubulinas essenciais para, entre outras funções, o transporte e a divisão celular nas 

células eucarióticas. A regulação do MT inclui a transcrição de diferentes isotipos de 

tubulina, a união de heterodímeros de α e β tubulinas, a modificação após a tradução da 

tubulina, bem como a interação com proteínas associadas ao MT (Nogales, 2000).  



   

A formação dos MTs ocorre pela união de heterodímeros de α e β tubulinas para 

constituir protofilamentos (pares dispostos linearmente de subunidades alternadas de α e β- 

tubulina) e estes se unem para formar o MT (Figura 4). Estas subunidades são encontradas 

em todas as células eucarióticas e sua seqüência é altamente conservada. Interações 

longitudinal e lateral entre as subunidades de tubulina são responsáveis pela manutenção da 

forma tubular do MT (Nogales, 2000). 

                       

Figura 4- Heterodímeros de tubulina se unem para constituir protofilamentos com 

subunidades de α e β tubulinas alternadas para formação do MT. Modificado de Lodish et al. (1995). 

 

Para a formação dos dímeros de tubulina é necessária a presença da chaperonina 

citosólica, denominada de CCT, é um heteroligômero formado por oito subunidades 

diferentes que estão agrupadas em um hexadecâmero de dois anéis. Estas subunidades 

agem não somente como uma unidade complexa de CCT, mas existem também nas células 

como subunidades individuais ou oligômeros menores (Llorca et al., 1999). Dessas oito 

subunidades diferentes, quatro delas (α,γ,ε,τ) estão envolvidas na formação de MTs in vitro 

(Roobol et al., 1999). Estes achados sugerem que as subunidades da CCT podem 



   

desempenhar um papel na regulação do MT, além de seu envolvimento direto na formação 

de tubulina.  

A tubulina requer co-fatores adicionais de chaperonina que se ligam 

seqüencialmente aos monômeros de α e β tubulinas, e estes são necessários para a formação 

do heterodímero de tubulina. Os produtos intermediários liberados da CCT são capturados 

e estabilizados por co-fatores B e E, para a α tubulina, e A e D, para β tubulina (Nogales, 

2000). Os complexos diméricos αE e βD interagem e são ligados pelo co-fator C, com a 

formação transitória de um complexo pentamérico. Finalmente, a hidrólise de GTP por β 

tubulina neste complexo age como um trilho para liberar os dímeros de tubulina (Figura 5). 

Desta forma, os co-fatores podem ser vistos como proteínas ativadas por GTPase para os 

dímeros de tubulina. Os co-fatores são importantes na regulação da relação α /β tubulina. A 

formação e função normais de MTs requerem a manutenção dos níveis de tubulina. Por 

exemplo, o excesso de β tubulina em leveduras é letal e até mesmo quantidades levemente 

acima do normal causam fenótipos graves. O complexo dimérico αE e βD podem ser 

formados a partir dos heterodímeros de tubulina e co-fatores E e D. Já os co-fatores A e B, 

embora não participem da formação de tubulina in vitro, fornecem uma reserva de tubulina 

(Nogales, 2000). 



   

 

            

Figura 5 – Ilustração da chaperonina e interações de co-fatores com  a α/β tubulina, necessárias 

para a formação de dímeros de tubulinas (Nogales, 2000). 

 

 

Em virtude de todos os protofilamentos no MT possuírem a mesma orientação, uma 

extremidade do MT é constituída pela α tubulina, enquanto a extremidade oposta, pela β 

tubulina. Além disso, o MT é uma estrutura polar, pois possui uma extremidade positiva e 

outra negativa (Tran et al., 1997). 

Os MTs são estruturas tubulares de 25 nm de espessura, com extensão variando até 

1000 μm dispostos de forma longitudinal nos axônios. Os MTs são compostos por 13 

protofilamentos, cada um com 5 nm de largura, e estão presentes nos axônios de 

vertebrados e invertebrados. Os protofilamentos podem variar em relação aos números, 



   

sendo possível, por exemplo, alguns MTs em neurônios de nematóides conter 11 ou 15 

protofilamentos (Karabinos et al., 2001).  

Os MTs são caracterizados pela presença de proteínas de associação, denominadas 

de MAPs. Originalmente obtidas do cérebro de mamíferos, foram identificadas pela co-

purificação com a tubulina durante um ou mais ciclos de polimerização/despolimerização 

nos experimentos in vitro e por sua habilidade de estimular a agregação de tubulina 

(Campbell et al., 1989). A organização do citoesqueleto depende da associação de 

proteínas, tais como as MAPs. As MAPs incluem MAP-1A, MAP-1B, MAP-1C, MAP 2 e 

MAP 4, além de componentes menores como a proteína tau e MAP-2C (Maccioni e 

Cambiazo, 1995). As MAPs são consideradas estabilizadores de MT e geralmente são 

filamentosas, e muito pouco é conhecido sobre sua estrutura terciária. A MAP 2, a MAP 4 e 

a proteína tau possuem o terminal C conservado, o domínio ligante ao MT. Além disso, as 

MAPs ligam-se aos MTs via domínio N-terminal. Além das conhecidas MAPs existe a 

proteína STOP, regulada pela calmodulina, gerando uma estabilidade do MT quando 

exposto à baixa temperatura ou  a drogas despolimerizantes. Esta proteína é responsável 

pela estabilização de MT nos neurônios para a formação de dendritos normais. Um tipo 

especial de MAP estrutural, encontrada em equinodermas e humanos, é a proteína EMAP. 

Ao contrário das tradicionais MAPs, como MAP 2, MAP 4 e tau, a ligação da EMAP à 

tubulina não é afetada pela clivagem da porção final do terminal C da tubulina pela enzima 

subtilisina. A EMAP liga-se tanto aos MTs quanto aos dímeros de tubulina (Hamill et al., 

1998). 

Em crustáceos, existe pelo menos uma diferença na estrutura dos MTs comparada 

aos vertebrados: os braços-laterais partindo dos MTs de vertebrados são constituídos 

principalmente por proteínas tau e proteínas associadas ao MT, as MAPs (Hirokawa, 1986), 



   

enquanto que nos crustáceos foi relatada a existência  da MAP 2. Os MTs estão presentes 

em todos os neurônios, especificamente, nos axônios e participam dos transportes axonal 

anterógrado e retrógrado, bem como, da conformação dos axônios (Nadelhaft, 1974; Liu et 

al., 2004). 

 

1.5- ÓXIDO NÍTRICO SINTASE  

 O óxido nítrico (ON) é uma molécula mensageira em inúmeros eventos biológicos 

nos vertebrados, incluindo defesa imunológica, relaxamento de músculo liso e 

neurotransmissão. A presença da ON sintase (ONS) nos tecidos de vertebrados e 

invertebrados aponta para um amplo papel do ON como uma molécula de sinalização 

(Johansson e Carlberg, 1995). 

 

1.5.1- SÍNTESE E AÇÃO GERAL DO ÓXIDO NÍTRICO 

 A via L-arginina/ON que gera ON nos tecidos de mamíferos é um processo 

enzimático complexo envolvendo um número grande de reações e alguns co-fatores/co-

enzimas (Kerwin e Heller, 1994; Knowles e Moncada, 1994; Kim et al., 2004). ON e 

quantidade equimolar de L-citrulina são sintetizados a partir da L-arginina pela enzima 

ONS, que pertence a família de isoenzimas derivadas de genes diferentes (Figura 6) 

(Johansson e Carlberg, 1995).                                                   

Devido às suas propriedades como molécula difusível, o ON é uma molécula 

mensageira que rapidamente alcança e age nas células vizinhas (Figura 6) (Muller, 1997). 

Nos mamíferos, dependendo das propriedades bioquímicas, dentre as várias classificações 

existentes, a ONS pode ser classificada em três isoformas diferentes: 1) induzível presente 

em macrófagos e hepatócitos; 2) derivada de epitélio e 3) neuronal. Enquanto a enzima 



   

ONS induzível em macrófagos e hepatócitos não é dependente de Ca2+ e calmodulina, as 

isoformas derivadas de epitélio e neurônio são dependentes (Bredt e Snyder, 1990). 

 

 

Figura 6 – Esquema da formação e ação do mensageiro ON (representado pelo círculo preto) no 

sistema nervoso. Ocorre elevação do cálcio citosólico por canais de cálcio voltagem-dependente 

(CCVD), canais receptores ou por liberação do cálcio de estoque intracelular ativa a enzima ONS. A 

ON sintase ativa converte L-arginina em ON e citrulina utilizando NADPH como co-fator. Devido a sua 

propriedade, o ON formado pode atravessar as membranas a partir de seu local de produção e pode 

agir, na forma difusa, nas células adjacentes.  Retirado de Muller (1997). 

 

A maioria das pesquisas de ON, em invertebrados, estuda o papel do ON como uma 

substância neuroativa. Uma das primeiras evidências do ON em invertebrados foi descrita 

nos estudos de Radomski et al. (1991) sobre a agregação de hemócitos no caranguejo 

Limulus polyphemus. Neste estudo os autores verificaram que a agregação dos hemócitos 

no caranguejo foi inibida pelo ON. Todavia, a maioria dos artigos, em invertebrados, 

enfatiza os estudos experimentais da expressão do ON nas células neuronais destes animais 



   

(Talavera et al., 1995; Johansson e Carlberg,1995; Müller, 1997; Aonuma et al., 2000; 

Aonuma e Newland, 2001) e poucas pesquisas estudam a atividade do ON correlacionando 

às funções dos hemócitos (Jiang et al., 2006; Yeh et al., 2006). 

De modo geral, duas técnicas histológicas usadas para localizar ONS em tecidos 

fixados de mamíferos são: reação histoquímica de NADPH-d e imuno-histoquímica usando 

anticorpo anti-ONS. A reação histoquímica de NADPH-d utiliza o NADPH para reduzir o 

sal tetrazólio em precipitado de formazana (Figura 6). Nos vertebrados esta técnica fornece 

um método convencional de localização da ONS dependente de Ca2+/calmodulina. Desta 

forma, em mamíferos, a técnica de NADPH diaforase permite a detecção de células e 

neurópilos que expressam a ONS (Johansson e Carlberg, 1995). 

A histoquímica de NADPH-d no tecido nervoso de invertebrados revelou a presença 

de ONS em corpos neuronais, fibras sensoriais e áreas de neurópilos em moluscos, 

anelídeos e artrópodos e (Elofsson et al.,1993; Meyer, 1994). A reação histoquímica da 

NADPH-d não marca qualquer estrutura no tecido nervoso de alguns invertebrados, tais 

como: celenterados, turbelarianos e nematodos (Elofsson et al.,1993). Contudo, parece que 

a NADPH-d está presente em outros invertebrados que possuem o gânglio cerebral 

centralizado e organizado em áreas de neurópilo. A marcação da NADPH-d parece restrita 

ao sistema olfatório em artrópodos e moluscos. Outras áreas de neurópilo com marcação 

positiva ao NADPH-d, incluem os lobos ópticos de insetos (Elphick et al.,1993) e 

fotorreceptores do molusco Helix aspersa (Cooke et al.,1994). Já os neurópilos ópticos dos 

insetos Apis e Drosophila não apresentaram marcação positiva para NADPH-d (Müller, 

1994). 

 



   

1.6- ASPECTOS MORFOLÓGICOS DA DEGENERAÇÃO AXONAL NOS 

INVERTEBRADOS 

 Nos vertebrados, fibras nervosas do coto distal geralmente degeneram em poucos 

dias após a lesão no processo conhecido como degeneração Walleriana (Waller, 1850). As 

mudanças iniciais, observadas ao microscópio eletrônico, das fibras nervosas em 

degeneração após a lesão são bem conhecidas (Martinez, 1999; Narciso et al., 2001), mas 

este evento de degeneração é pouco estudado em artrópodos (Blundon et al., 1990; Tanner 

et al., 1995). A característica mais importante da degeneração axonal de vertebrados é a 

desintegração granular precoce do axoplasma em virtude do aumento dos níveis do Ca2+ 

intracelular (Martinez e Ribeiro, 1998) e subseqüente ativação de proteases dependente de 

cálcio, denominadas de calpaínas. Os relatos descritos na literatura sobre as fibras nervosas 

degeneradas de crustáceos não focalizam a desintegração do citoesqueleto, mas a resposta 

das células da glia após lesão nervosa (Parnas et al., 1998). 

Vários estudos sobre a degeneração nervosa em invertebrados têm descrito as 

mudanças ultraestruturais que ocorrem nas fibras nervosas submetidas à injúria (Hess, 

1960; Rees e Usherwood, 1972; Nordlander e Singer, 1973; Clark, 1976; Cancalon, 1983; 

Meiri et al., 1983; Blundon et al., 1990; Masuda-Nakagawa et al., 1993; Sickles et 

al.,1994; Parnas et al., 1998; Jacobs e Lakes-Harlan, 1999). Entretanto, devido à grande 

diversidade de filo, não existe um consenso em relação aos eventos degenerativos pós-lesão 

em invertebrados. Algumas hipóteses são feitas a respeito do longo período de 

sobrevivência dos axônios lesados nos invertebrados. A primeira hipótese seria que os 

axônios têm a capacidade de sintetizar proteínas e, portanto, não dependeriam totalmente 

do corpo celular para sobrevivência. A segunda hipótese seria a transferência de proteínas 

das células da glia para os axônios. Após uma lesão, o axônio e a glia apresentam mudanças 



   

ultraestruturais o que facilitaria assim a transferência de proteínas da glia para os axônios. 

A última hipótese seria a fusão das células da glia com os brotos axonais. A glia “doaria” 

seu núcleo e a maquinaria necessária para síntese de proteínas (Parnas et al.,1998). 

Nos estudos ultraestruturais realizados por Nordlander e Singer (1973), a 

degeneração de fibras sensoriais dos lagostins Procambarus e Cambarus surgiu 24 horas 

após a axotomia. Segundo estes autores, o padrão de degeneração das fibras nervosas não 

foi uniforme, as fibras adjacentes freqüentemente mostraram diferentes estágios de 

degeneração, enquanto outras fibras mantiveram uma morfologia normal. Segundo os 

autores, estas variações geralmente poderiam estar relacionadas com o diâmetro da fibra, as 

fibras maiores degenerando mais lentamente. 

 O aparecimento das mudanças degenerativas varia de acordo com o animal a ser 

estudado. Nos vertebrados, os processos degenerativos da degeneração Walleriana - 

mudanças degenerativas que ocorrem no broto distal do nervo que sofre esmagamento - 

ocorrem 48 h após lesão do nervo (Martinez e Ribeiro, 1998; Martinez, 1999). Todavia, a 

realização da axotomia de neurônios centrais e periféricos em insetos produz pequenas 

mudanças morfológicas dentro de 10 – 20 dias. Estas mudanças morfológicas podem levar 

100 – 200 dias nos neurônios motores do lagostim (Bittner et al.,1974). Este longo período 

de sobrevida parece ser importante para orientar o broto proximal do axônio para uma 

regeneração efetiva (Nordlander e Singer, 1973; Meiri et al.,1983; Jacobs e Lakes-Harlan, 

1999). 

 Diferente dos neurônios motores, que possuem um tempo maior para o surgimento 

dos processos degenerativos, os cotos distais de axônios sensoriais do lagostim usualmente 

degeneram em 20 dias. Dos cotos proximais crescem novos processos axonais para 



   

restabelecer as conexões do Sistema Nervoso Central (SNC) com uma velocidade 

semelhante à que acontece nos axônios de vertebrados e insetos (Bittner et al.,1974). 

 A regeneração após dano em estruturas do SNC de invertebrados envolve diferentes 

fenômenos, dependendo se o corpo celular neuronal é destruído ou se somente os axônios 

são lesados. Se os corpos celulares são lesados, a regeneração deve ocorrer pelo brotamento 

de colaterais dos neurônios e pela glia remanescentes e/ou pela diferenciação de tecidos não 

neurais. Enquanto a regeneração dos corpos celulares neuronais parece não ocorrer no SNC 

de mamíferos, a regeneração tem sido observada em estágios larval e adulto de vertebrados 

inferiores. Estas observações sugerem que a habilidade para regenerar partes do corpo ou 

tecidos tem diminuído durante a evolução filogenética (Bittner et al.,1974). 

 A regeneração dos axônios sensoriais dos crustáceos parece seguir o padrão de 

degeneração dos processos axonais distais dos vertebrados: ocorre o crescimento de novos 

axônios a partir do coto proximal, e formação de novas conexões sinápticas. Contudo, os 

cotos distais de neurônios motores dos crustáceos freqüentemente permanecem morfológica 

e fisiologicamente intactos por 100 - 200 dias e a velocidade de crescimento dos cotos 

proximais é menor que a observada nos axônios sensoriais lesados. Além disso, axônios 

motores lesados provavelmente regeneram por fusão dos cotos proximais com os processos 

distais sobreviventes (Hoy et al.,1967; Bittner et al.,1974). Contudo, se os axônios motores 

distais já estão degenerados, novas junções sinápticas podem surgir (Bittner et al.,1974).
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2- OBJETIVOS DO TRABALHO 

 
2.1- Objetivo Geral 

Estudar aspectos morfológicos do TPC normal e eventos que ocorrem na 

degeneração. O interesse deste estudo está na aquisição de conhecimentos da biologia do 

SNC de crustáceos que podem servir como base para estudos. Em outras palavras, o estudo 

de um SNC estruturalmente mais simples, porém funcionalmente complexo como os de 

mamíferos, pode ser útil como modelo em neurobiologia. 

2.2- Objetivos Específicos 

1- Identificar proteínas de NF no citoesqueleto do TPC; 

2- Classificar os diversos axônios de acordo com a área; 

3- Promover degeneração do TPC através da extirpação dos 

pedúnculos ópticos e quantificar os axônios de diversos 

calibres preservados e degenerados; 

4- Quantificar os MTs, a densidade e a distância entre os 

MTs e a área axonal das fibras de duas áreas axonais 

distintas no TPC normal; 

5- Verificar a presença do óxido nítrico induzível nos 

eventos degenerativos do TPC. 
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3- MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1- MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL 

 
 O modelo animal experimental utilizado neste trabalho é o caranguejo comestível 

Ucides cordatus sp. (Linnaeus, 1763) (Figura 7). Este animal é comumente encontrado nos 

manguezais da costa leste do continente americano, desde a Flórida nos Estados Unidos até 

o Estado de Santa Catarina, no sul do Brasil (Coelho e Ramos, 1972). 

 

 

                                    

Figura 7- Foto do caranguejo adulto macho Ucides cordatus utilizado nos experimentos. A carapaça 

destes caranguejos adultos varia de 5- 8 cm de extensão no sentido látero-lateral.  



   

 

 Foram utilizados 68 caranguejos adultos (machos) da espécie Ucides cordatus (ver 

Apêndice 1), provenientes da Ilha do Governador, Rio de Janeiro, para análise morfológica 

e bioquímica do TPC. Esta estrutura nervosa foi escolhida por ter sido objeto de estudo em 

pesquisas anteriores neste laboratório, representar o sistema nervoso central destes animais 

e ser relativamente de fácil acesso para o estudo proposto. 

Para a padronização do tempo de 07, 28, 40 e 45 dias pós-extirpação dos 

pedúnculos ópticos para observação dos eventos degenerativos nos TPCs, nesta pesquisa 

foram considerados dois aspectos importantes:  

1) Identificação e observação de processos degenerativos iniciais no modelo animal 

estudado (o que ocorreu no período de 07 dias após extirpação cirúrgica); 

2) O tempo máximo de sobrevida dos animais.   

 

Os animais foram divididos em quatro grupos com tempos de sobrevida de 7, 28, 40 

e 45 dias, respectivamente. Os pedúnculos ópticos extirpados dos animais serviram como 

controle e foram submetidos à fixação por imersão e processamento para as técnicas 

utilizadas no presente trabalho. 

 

3.2- DISSECÇÃO 

 
 Os caranguejos foram crioanestesiados por 30 minutos retirando-se em seguida os 

pedúnculos ópticos para a dissecção com instrumentação cirúrgica apropriada. 

 Os pedúnculos ópticos foram extirpados da sua porção mais proximal, ligada ao 

cefalotórax destes animais, e colocados em solução fixadora (glutaraldeído a 2% em 



   

tampão fosfato 0,1M – pH 7,4 (TpPO4) para microscopia eletrônica de rotina e formaldeído 

a 4%, recém preparado de paraformaldeído, em TpPO4 0,1M – pH 7,4 para microscopia 

óptica) por 30 minutos antes da dissecção. A carapaça dos pedúnculos ópticos foi retirada e 

os TPCs utilizados como controle foram isolados. 

 Após a extirpação dos pedúnculos ópticos, os caranguejos foram mantidos em 

recipientes com água salobra e vegetais, à temperatura ambiente para, posteriormente, 

serem estudados os processos degenerativos do TPC nos tempos de 07, 28, 40 e 45 dias 

pós-extirpação cirúrgica. 

  

3.3- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DE ROTINA 

 
Os TPCs normais e degenerados (07, 28, 40 e 45 dias pós-extirpação dos 

pedúnculos ópticos) foram fixados com a solução supracitada, depois lavados duas vezes 

em TpPO4 por um período de 5 minutos cada lavagem e, posteriormente, lavados em 

tampão cacodilato (TpCaco) 0,1 M (pH 7,4) por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram 

pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1% mais ferrocianeto de potássio 0,8% e cloreto de 

cálcio 5 mM, em TpCaco 0,1 M (pH 7,4), por 1 hora protegidas da luz. 

 Após a impregnação com tetróxido de ósmio, as amostras foram lavadas em TpCaco 

0,1 M (pH 7,4), 3 vezes por 5 minutos cada. Posteriormente, as amostras foram colocadas 

em solução aquosa de acetato de uranila a 1% durante a noite. 

 O processamento prosseguiu com a lavagem das amostras em água destilada por 5 

minutos e desidratação em concentrações crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 80%, 

90%). As amostras foram imersas duas vezes em cada concentração de acetona por 7 



   

minutos. Logo após, completou-se a desidratação com duas passagens em acetona a 100%, 

com duração de 15 minutos cada uma. 

 A infiltração foi realizada com mistura de resina Polybed 812® e acetona 100% na 

proporção de 1:1 durante a noite. 

 No dia seguinte, as amostras foram infiltradas em resina Polybed 812® pura. O 

emblocamento foi feito colocando resina em moldes de borracha e orientando as amostras 

para obter cortes longitudinais ou transversais. Estes moldes de silicone com as amostras e 

resina foram colocados em estufa a 60 oC durante 48 h para a polimerização da resina. 

 Os blocos foram aparados e cortados no ultramicrótomo MT 600 – XL (RMC 

Incorporation). Os cortes semifinos (500 nm) foram obtidos com faca de diamante, colhidos 

em lâminas, corados com azul de toluidina e visualizados ao microscópio óptico. 

 Os cortes ultra-finos (60-70 nm) foram colhidos em grades de cobre, contrastados 

em acetato de uranila (solução aquosa a 5%) durante 30 minutos e posteriormente, em 

citrato de chumbo (Reynolds, 1963) durante 10 minutos. Desta forma, os espécimes 

puderam ser observados e fotografados ao microscópio eletrônico de transmissão (Zeiss 

900) operado em uma voltagem de 80kV. 

 

 

 

 

 

 



   

3.4- IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 
A técnica imuno-histoquímica foi utilizada para evidenciar a proteína de NF e a 

ONS. 

 A diluição e os anticorpos primários estão relacionados na tabela abaixo: 

 

Tabela 1 – Relação de anticorpos, diluição e fonte utilizados na imuno-histoquímica 

Anticorpo primário        Espécie       Diluição Fonte Anticorpo secundário        Diluição 

Anti-ON induzível             coelho         1:500 Sigma Alexa 546                              1:500 

Anti-NF-L/clone NR4       camundongo     1:200 Sigma CY3                               1:600 

Anti-NF-M/clone NN18    camundongo     1:40 Sigma CY3                               1:600 

Anti-NF-H/clone N52       camundongo      1:400 Sigma CY3                               1:600 

 

 Os pedúnculos ópticos foram extirpados para a dissecção dos TPCs e 

posteriormente mantidos em imersão em paraformaldeído 4% por 1 hora. Em seguida 

foram feitas as lavagens em PBS por 15 minutos; PBS e 10% sacarose por 30 minutos no 

agitador; PBS e 20% sacarose, durante a noite, na geladeira. No dia seguinte o material foi 

incluído em OCT para obtenção dos cortes congelados. 

 O protocolo adotado para a imuno-histoquímica foi: 

• Cortes obtidos no criostato (modelo Leica CM 1850) com espessura de 10 μm e 

colhidos em lâminas gelatinizadas; 

• Lavagem do material em tampão fosfato em solução salina (PBS)-Triton 0,3% - 

0,1 M (pH 7,4), 5 vezes, 5 minutos; 

• Bloqueio dos sítios inespecíficos com soro normal de cabra 10% em PBS – 

Triton 0,3% - 0,1 M (pH 7,4), 1 hora em câmara úmida; 



   

• Incubação em anticorpo primário – diluído em concentração recomendada, em 

solução de lavagem tampão fostato em solução salina e albumina de soro bovino 

(PBS/BSA) durante a noite, em câmara úmida na geladeira; 

• Lavagem – PBS 0,1 M (pH 7,4), 5 vezes, 5 minutos cada; 

• Incubação em anticorpo secundário, em solução de lavagem, 2 horas em câmara 

úmida, no escuro; 

• Lavagem – PBS 0,1 M (pH 7,4) 9 vezes, 5 minutos cada; 

• Montagem das lâminas com N – propilgalato; 

• Observação e documentação fotográfica em microscópio de fluorescência 

(Zeiss), com filtro para rodamina, utilizando filme colorido ou preto e branco com 

sensibilidade de 400 ASA ou aquisição das imagens por câmera digital. 

 

3.5- WESTERN BLOTTING 

3.5.1- Determinação de proteínas 

 Os TPCs isolados e dissecados foram mantidos em tubo de vidro contendo pequena 

quantidade de PBS (0,5 ml) e, para manter a integridade das proteínas, foram mantidos a -

20oC. Os TPCs foram homogeneizados em um tubo e uma alíquota foi usada para 

determinar a concentração de proteína de acordo com o método Folin-phenol descrito por 

Lowry et al.(1951), usando BSA como padrão.  

 

3.5.2- SDS-PAGE e Immunoblotting 

 As proteínas do TPC foram separadas e identificadas em gel de eletroforese 

poliacrilamida-dodecilsulfato de sódio 12,5%, utilizando um Mini PROTEAN 3 System 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif., USA) em 60 mA/gel. As proteínas foram 



   

transferidas em 350 mA para uma membrana de nitrocelulose Hybond (Amersham 

Pharmacia Biotech, Germany), usando o mesmo sistema Bio-Rad descrito anteriormente 

por aproximadamente 90 minutos. A membrana de nitrocelulose contendo as proteínas 

imobilizadas foi bloqueada com leite em pó desnatado (5%) e BSA (1%) em salina TRIS, 

contendo Tween (TBSt) 0,001% por 90 minutos. Após o bloqueio, a membrana foi lavada 

duas vezes em TBSt ,em movimento constante, por 3 minutos. Em seguida, a membrana foi 

incubada com anticorpo monoclonal anti-NF-M (NN18-clone, 1:200, Sigma), em 

movimento constante, por 2 horas, à temperatura ambiente. A membrana foi lavada 

novamente (5 vezes, 3 minutos cada) com TBSt. O anticorpo secundário utilizado foi anti-

camundongo HPR (1:2000), que foi incubado na membrana, por 90 minutos, à temperatura 

ambiente, e lavado como descrito anteriormente. O NF foi detectado utilizando o sistema 

de quimioluminescência ECL (Amersham, Buckinghamshire, UK) e um filme de 

diagnóstico (Amersham Pharmacia Biotech, UK). O peso molecular foi determinado 

utilizando um padrão de peso molecular da Sigma. 

 

3.6- ANÁLISE QUANTITATIVA DOS AXÔNIOS NORMAIS E DEGENERADOS 

PÓS-EXTIRPAÇÃO DOS PEDÚNCULOS ÓPTICOS 

 A quantificação foi realizada nos animais de 28 e 40 dias pós-extirpação cirúrgica 

dos pedúnculos ópticos. Foi utilizado microscópio eletrônico de transmissão para 

fotografar, de modo sistemático, 10 fotos de cada corte transversal dos tractos no aumento 

de 4.400 x. Um total de 80 fotos foi obtido, sendo 40 fotos para cada intervalo de tempo de 

lesão, utilizando 4 animais para cada grupo, ou seja, 40 fotos de animais do grupo de 28 

dias pós-lesão e 40 fotos de animais do grupo de 40 dias pós-lesão. Todas as fotos foram 

copiadas eletronicamente e a análise quantitativa foi realizada usando programa Image Pro 



   

Plus (Media Cybernetics). Um total de 3.221 fibras nervosas foram medidas e contadas. Os 

seguintes parâmetros foram comparados: número de fibras normais e degeneradas. A área 

transversal dos axônios também foi medida nas fibras nervosas normais e degeneradas e 

calculada a porcentagem das fibras normais e degeneradas de acordo com o tamanho das 

fibras, nos grupos de 28 e 40 dias pós-lesão. Os resultados destas quantificações foram 

analisados estatisticamente utilizando o teste de Mann-Whitney e o programa Prism (Graph 

Pad Inc.). Diferenças foram consideradas significativas para p<0,05. 

 

3.7- ANÁLISE MORFOMÉTRICA DOS MICROTÚBULOS DE AXÔNIOS DE 

DOIS TAMANHOS DISTINTOS NO TPC NORMAL 

 Após o processamento do material biológico para a microscopia eletrônica de 

transmissão conforme descrição no item 3.3 – Materiais e Métodos, a análise quantitativa 

foi realizada de acordo com o protocolo a seguir, em amostras de cinco caranguejos 

machos. De modo sistemático, 10 fotos de cada corte transversal foram obtidas em 

aumentos de 3.000x; 4.400x ou 5.000x, dependendo do tamanho do axônio. Um total de 50 

eletromicrografias foi obtido de cada animal. Todas as fotos foram copiadas 

eletronicamente e a análise quantitativa foi realizada usando programa Image Pro Plus 

(Media Cybernetics). 

 Os axônios do TPC foram classificados em 4 tipos, de acordo com a área axonal, a 

saber: tipo I - ≤ 2,00 μm2; tipo II – 2,01- 50,00 μm2; tipo III – 50,01- 200,00 μm2; tipo IV ≥ 

200,01 μm2. Estudamos, por meio de análise quantitativa, os axônios tipos I e II, pois não 

foi possível a completa visualização ao microscópio eletrônico de transmissão dos axônios 

dos tipos III e IV, mesmo em menores aumentos. 



   

Os seguintes parâmetros foram analisados: a área axonal, o número de MTs, a 

densidade dos MTs e a distância entre os MTs. Em virtude das dimensões pequenas dos 

braços laterais que partem dos MTs e da dificuldade na observação do comprimento real e 

continuidade dos braços laterais, não foi possível a inclusão deste parâmetro na análise. As 

análises comparativas foram realizadas utilizando o teste Mann-Whitney, as correlações 

foram feitas com o coeficiente de Spearman e o programa Prism (Graph Pad Inc.) para a 

aplicação dos testes. Diferenças foram consideradas significativas para p<0,05. 

 

3.8- IMUNOELETROMICROSCOPIA 

Durante a dissecção dos caranguejos, os TPCs foram fixados com paraformaldeído 

a 4% mais glutaraldeído a 0,1% em TpCaco 0,1 M (pH 7,4) associado a ácido pícrico 0,2%. 

O material permaneceu durante a noite na mesma solução fixadora. No dia seguinte as 

amostras foram lavadas em TpCaco 0,1 M (pH 7,4), 3 vezes por 5 minutos cada. 

Posteriormente, as amostras foram desidratadas em banho de etanol com duração de 30 

minutos para as concentrações de 30% e 50%, por 1h para concentração de 70% e 3 

lavagens de 40 minutos cada, para concentração de 90%.  

Após desidratação, as amostras foram infiltradas em resina LR White e etanol 90% 

na proporção de 1:2 durante a noite, em temperatura de 4oC. 

No dia seguinte, as amostras foram infiltradas em resina LR White e etanol 90% por 

1 hora na proporção de 1:1 e 2:1. Após a infiltração, os espécimes foram colocados em 

resina pura LR White durante a noite, em temperatura de 4oC. 

No dia seguinte as amostras foram colocadas em resina pura LR White, 2 vezes, por 

1 hora cada. Os espécimes foram incluídos e processados para imunoeletromicroscopia 

utilizando o anticorpo anti-neurofilamento médio - clone NN18. 



   

O protocolo utilizado foi: 

• Lavagem do material em PBS 0,1 M/ BSA 1% por 10 minutos; 

• Bloqueio dos sítios inespecíficos com PBS 0,1 M/BSA 1% com cloreto de 

amônio 50 nM por 10 minutos; 

• Incubação em anticorpo primário + PBS 0,1 M/BSA 1% durante a noite em 

câmara úmida na geladeira; 

• Lavagem em PBS 0,1 M/BSA 1%, 2 vezes, 10 minutos; 

• Incubação em anticorpo secundário com ouro coloidal [IgG + IgM de cabra anti-

camundongo (10 nm) para ME, Pelco, Ted Pella, BBI] – diluição 1:100 + PBS 0,1 M/BSA 

1% por 2 horas em câmara úmida à temperatura ambiente; 

• Lavagem em PBS 0,1 M/BSA 1%, 15 minutos; 

• Lavagem em água destilada, 2 vezes, 15 minutos; 

• Contrastação em acetato de uranila 1%, 20 minutos à temperatura ambiente; 

• Lavagem em água destilada, 2 vezes. 

 

 

  

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS



   

 

4.1- IDENTIFICAÇÃO DE PROTEÍNA DE NEUROFILAMENTO MÉDIO NO TPC 

NORMAL 

 Os resultados apresentados neste item estão no artigo intitulado “Identification of a 

neurofilament-like protein in the protocerebral tract of the crab Ucides cordatus”, 

publicado na revista Cell Tissue and Research (2004) 318: 609-615, que se encontra após 

este item. Os números das figuras aqui mencionados referem-se aos do artigo publicado. 

 Os NFs não são observados em crustáceos utilizando microscopia eletrônica de 

transmissão de rotina, e filamentos intermediários não são descritos em crustáceos e outros 

artrópodos utilizando imuno-histoquímica. Em estudo utilizando o anticorpo clone NN18, 

houve marcação nos braços laterais dos MTs de lagostins. Para verificar se existem 

proteínas de NF similares aos de mamíferos no TPC do caranguejo Ucides cordatus, 

utilizamos a técnica de imuno-histoquímica, microscopia eletrônica de transmissão, 

Western blotting e imunoeletromicroscopia. 

Utilizamos na imuno-histoquímica, anticorpos monoclonais contra as subunidades 

diferentes de NF: NF-H, NF-M e NF-L. A marcação foi observada utilizando o clone 

NN18, que reconheceu a subunidade NF-M (Figura 2). 

Para confirmar os resultados obtidos na imuno-histoquímica, realizamos o Western 

blotting utilizando os anticorpos monoclonais, e a presença da subunidade de NF-M foi 

confirmada. O anticorpo monoclonal, clone NN 18, reconheceu uma proteína de peso 

molecular ≈ 160 kDa, similar a proteína de NF-M de mamíferos, mas as subunidades NF-L 

e NF-H não foram observadas (Figura 4). 

A microscopia eletrônica de transmissão foi utilizada para observar a ultraestrutura 

dos componentes do citoesqueleto dos axônios. Na microscopia eletrônica de transmissão 



   

foram observados braços laterais partindo dos microtúbulos nos axônios de pequenos, 

médios e grandes calibres, nos cortes transversais. Os braços laterais exibem um padrão 

mais regular de organização e em alguns locais, os braços laterais ligam MTs (Figura 3).  

A imunoeletromicroscopia foi utilizada para observar a distribuição de polipetídeos 

de NF-M símile nos elementos do citoesqueleto do TPC. Utilizando o anticorpo primário, 

clone NN18, nas reações de imunoeletromicroscopia, observou-se partículas de ouro 

próximas aos MTs e associadas aos braços laterais (Figura 5). 

 

  

    

 

 



   

 



   



   

 



   

 

 



   

 

 



   

 

 



   

 

 



   

 

4.2-ANÁLISE QUANTITATIVA DA ÁREA AXONAL E MICROTÚBULOS NO 

TPC NORMAL  

Os resultados apresentados neste item estão no artigo intitulado “Electron 

microscopy and morphometric analyses of microtubules in two differently sized types of 

axons in the protocerebral tract of a crustacean”, aceito na revista Microscopy Research 

and Technique in press que se encontra após este item. Os números das figuras aqui 

mencionados referem-se aos do artigo. 

 Nos invertebrados os estudos da morfologia e funções associadas a morfometria não 

são tão explorados como ocorre nos vertebrados. Nos vertebrados, entre muitas outras 

funções, os MTs participam dos transportes axonal anterógrado e retrógrado, e os NFs 

como elementos que determinam o calibre axonal. Como descrito anteriormente nos 

resultados, não existem relatos na literatura sobre a presença de filamentos intermediários à 

microscopia eletrônica em artrópodos, embora seja descrito a presença de proteínas de NF 

nos braços laterais de MTs no axoplasma de certas espécies, tal como do caranguejo Ucides 

cordatus. 

 Sendo assim não se sabe quais os elementos do citoesqueleto de invertebrados estão 

envolvidos na determinação do calibre axonal. Utilizando a microscopia eletrônica e a 

morfometria, as seguintes variáveis foram estudadas nos axônios do TPC: área axonal, 

número de MTs, densidade e distância dos MTs. Em virtude das pequenas dimensões dos 

braços laterais a partir dos MTs, somente em alguns casos foi possível medir a real 

extensão destas estruturas (ponto real onde começam e terminam) e sua continuidade. Para 

evitar erros na interpretação do que realmente são os braços laterais, somente a distância 

entre os MTs foi considerada.  



   

 Nossos resultados revelaram diferenças na distância entre os MTs, número e 

densidade dos MTs e axônios de diferentes áreas. O número de MTs aumentou de acordo 

com a área axonal, mas não foi diretamente proporcional (Figura 2). A densidade dos MTs 

foi maior nos axônios de menor área quando comparado aos axônios de área média, similar 

aos resultados encontrados na morfometria dos MTs dos vertebrados (Figura 3). 

No TPC normal foram analisadas as seguintes variáveis: a área axonal, o número e 

a densidade dos MTs e a distância entre eles. Estas análises foram realizadas nos axônios 

do tipo I e II, no TPC normal. Quanto ao número de MTs, foi observado um maior número 

de MTs nos axônios do tipo II que nos axônios do tipo I, que pode ser o resultado da 

presença de mais MTs nos axônios de maior calibre do que os de menor calibre. 

 Quanto a densidade dos MTs nos tipos de axônios, foi encontrada uma relação 

inversamente proporcional da densidade dos MTs com a área axonal, ou seja, quanto menor 

a área axonal, maior a densidade de MTs. 

  Quanto à relação entre a área axonal e a distância entre os MTs, foi observada uma 

relação direta entre estes dois parâmetros (Figura 4). Desta forma, nos axônios de menor 

área, a distância entre os MTs foi significativamente menor comparada com axônios de 

maior calibre (a média e o desvio padrão, respectivamente, do tipo I foi 0,05 ±0,06 e o tipo 

II foi 0,09±0,021). 



   



   



   

 



   

 



   

 



   

 



   

4.3- ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DAS FIBRAS NERVOSAS NORMAIS E 

DEGENERADAS DO TPC  

 

Os resultados apresentados neste item estão no artigo intitulado “Ultrastructural 

study of normal and degenerating nerve fibers in the protocerebral tract of the crab Ucides 

cordatus”, publicado na revista Brain, Behavior and Evolution (2005) 66: 145-157, que se 

encontra após este item. Os números das figuras aqui mencionados referem-se aos do artigo 

publicado. 

 

4.3.1- MICROSCOPIA ÓPTICA DO TPC NORMAL E DEGENERADO  

  

 Nos cortes transversais do TPC normal pode-se notar o tecido conjuntivo que o 

reveste, a presença de fibras nervosas de diversos diâmetros com um contorno irregular dos 

seus axônios. Nestes cortes observa-se ainda que os axônios estão dispostos em fascículos, 

dentre eles, observa-se um grupo de fibras nervosas de maior diâmetro localizado mais 

internamente que representaria o TGO nestes animais. Axônios de pequenas dimensões 

podem estar próximos de axônios de grande calibre, no entanto, além do grupo de axônios 

grandes localizados no centro do TPC, notam-se grupos de axônios de calibres maiores 

separados de outros grupos com dimensões variadas (Figura 3 A).  

Em cortes transversais do TPC degenerado (28, 40 e 45 dias pós-lesão) pode-se 

observar que, dependendo do tempo de lesão, persistem inúmeros feixes intactos de fibras 

nervosas com diversos calibres. No TPC 28 dias pós-lesão ainda se observa a preservação 

da sua citoarquitetura (Figura 3 B). Quarenta dias pós-lesão ao lado de axônios preservados 

e células granulares que aparecem na periferia, observa-se que a maioria dos axônios está 

degenerada e que inúmeras células granulares invadem o TPC (Figura 3 C). Já 45 dias após 



   

a lesão, somente axônios de grande calibre ainda estão preservados, áreas de espessamento 

das células da glia são evidentes e observa-se intensa gliose (Figura 3 D). 

 

4.3.2- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DO TPC NORMAL  

 

 A ultraestrutura do TPC revela aspectos interessantes quanto à organização deste 

segmento nervoso. Nos cortes transversais, os núcleos das células da glia e seus 

prolongamentos do tipo claro e escuro envolvem os axônios. Os núcleos das células da glia 

têm uma forma alongada e grumos de heterocromatina dispostos próximos à membrana 

nuclear (Figuras 2 A e C).Verifica-se que, nos axônios de grande calibre, o prolongamento 

mais interno – aquele intimamente em contato com o axolema – é sempre do tipo claro. No 

entanto, nota-se que em axônios de pequeno calibre, o envoltório glial mais próximo do 

axolema pode ser do tipo escuro. Nestes axônios de pequeno calibre, um delgado 

prolongamento é emitido para efetuar um embainhamento individualizado sem formar 

lâminas concêntricas ao redor dos axônios. Os prolongamentos elétron-densos possuem 

grânulos e juntamente com os prolongamentos elétron-lucentes envolvem os axônios de 

médio e grande calibre de maneira não compacta (Figuras 2 A, B e C). 

 Nos cortes transversais é notória a existência de axônios que possuem diferentes 

diâmetros e contornos irregulares. A microscopia eletrônica evidencia que axônios de 

pequeno calibre podem estar ao lado de axônios de dimensões maiores. No axoplasma 

observam-se MTs evidentes nos axônios de diversos diâmetros, braços laterais que partem 

dos MTs, vesículas de tamanhos variáveis e perfis mitocondriais (Figuras 2 A, B e C). 

Muitas vezes os perfis mitocondriais estão localizados na periferia do axoplasma. 

Observam-se alguns axônios com elementos do citoesqueleto arranjados de forma regular 



   

ao lado de outros axônios, cujo citoesqueleto se organiza de forma mais irregular. Estes 

últimos apresentam um aspecto flocado. Aparentemente axônios de pequeno calibre 

apresentam uma densidade maior de MTs quando comparados com os de grande calibre. 

Na eletromicrografia de corte longitudinal observa-se a presença de grânulos, 

vesículas e MTs nos prolongamentos claros (elétron-lucentes) e escuros (elétron-densos) 

das células da glia do TPC normal (Figura 2 D). De modo geral, os axônios não possuem 

um diâmetro regular em toda a sua extensão, por vezes ocorrendo um aumento do diâmetro 

de um mesmo axônio. As membranas do axolema e dos prolongamentos claros ou escuros 

da glia são facilmente identificadas, e ao longo do axoplasma observam-se MTs com braços 

laterais evidentes e grânulos difusos no citoplasma. Na porção onde o axônio sofre um 

aumento em seu diâmetro notam-se mais vesículas e em menor densidade, MTs. 

  

4.3.3- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DO TPC 

DEGENERADO APÓS 07 DIAS DA EXTIRPAÇÃO DOS PEDÚNCULOS 

ÓPTICOS  

 Sete dias após a lesão, a citoarquitetura do TPC ainda estava preservada. De forma 

geral, os axônios mantiveram uma aparência normal com preservação também aparente do 

citoesqueleto. Algumas regiões de espessamento dos prolongamentos das células da glia 

foram observadas (Figuras 4 A e B). 

 

 

 



   

4.3.4- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DO TPC 

DEGENERADO APÓS 28 DIAS DA EXTIRPAÇÃO DOS PEDÚNCULOS 

ÓPTICOS  

 

 Nos cortes transversais observamos que os prolongamentos do tipo claro da célula 

da glia possuem poucos constituintes, tais como vesículas e MTs, que são vistos no TPC 

normal. Os axônios de menor diâmetro aparentemente têm preservação do seu 

citoesqueleto, pois ainda notam-se MTs no axoplasma. Este processo de aparente 

preservação axonal não ocorre nas fibras de maior diâmetro: algumas apresentam 

degeneração do seu citoesqueleto representado pela diminuição na quantidade dos MTs 

(Figura 5 A). 

Nos cortes longitudinais do TPC após 28 dias da extirpação dos pedúnculos ópticos, 

podemos notar que em alguns axônios nota-se diminuição da quantidade dos MTs 

sugerindo degradação do seu citoesqueleto. Nestes axônios em degeneração existem 

acúmulos de estruturas com aspecto elipsóide bem como a perda da continuidade dos MTs. 

Notam-se células com grânulos de diferentes elétron-densidades e formas, além de perfis 

vesiculares no citoplasma destas células que estão localizadas na periferia do TPC (Figuras 

5 B e C). Ao lado dos axônios observamos os prolongamentos do tipo claro e escuro da 

glia.  

 

 

 



   

4.3.5- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DO TPC 

DEGENERADO APÓS 40 DIAS DA EXTIRPAÇÃO DOS PEDÚNCULOS 

ÓPTICOS  

 

 Mesmo 40 dias após a extirpação dos pedúnculos ópticos pode-se notar que alguns 

axônios ainda não manifestam os primeiros sinais de degeneração nervosa. Todavia, o 

aspecto geral é de fibras nervosas predominantemente degeneradas. A análise 

ultraestrutural, na escala temporal, revelou que a maioria das fibras nervosas apresentou 

características de degeneração, exceto as fibras de maior calibre. Algumas regiões do TPC 

apresentaram perfis axonais com diferente elétron-densidade e, em algumas fibras, o 

citoplasma estava totalmente substituído por material escuro, o que não foi possível 

identificar qualquer elemento do citoesqueleto ou outra organela (Figura 6 A). Alguns 

axônios de diâmetro médio apresentaram um aspecto vazio em seus axoplasmas não sendo 

possível a visualização de MTs (Figura 6 B). 

Nos cortes transversais verifica-se que a degeneração não ocorre de forma regular 

para todos os axônios do TPC. Enquanto em algumas regiões do TPC alguns axônios 

apresentam uma aparente preservação do seu citoesqueleto, outros apresentam condensação 

do citoesqueleto não sendo possível observar seus elementos (Figura 6 B). Em outras 

regiões, notamos que axônios apresentam elétron-densidade diferente entre si, sugerindo 

processo de degeneração em estágios diferentes (Figura 6 A). Nos prolongamentos escuros 

de células da glia existem áreas que apresentam elétron-densidade diferente (Figura 6 E). O 

núcleo das células da glia pode sofrer cariólise e o contorno citoplasmático pode estar 

irregular, sugerindo um processo de fagocitose de axônios por este tipo celular. 



   

Nos cortes longitudinais observamos que os prolongamentos mais elétron-densos 

das células da glia podem também apresentar seus MTs preservados. Nota-se a estrutura 

intacta de alguns axônios, contendo MTs e braços laterais ao longo do axoplasma 

preservados. O aspecto do axoplasma de alguns axônios é flocado (Figura 6 C). 

 

4.3.6- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO DO TPC 

DEGENERADO APÓS 45 DIAS DA EXTIRPAÇÃO DOS PEDÚNCULOS 

ÓPTICOS  

 

 Após 45 dias de lesão, a citoarquitetura do TPC estava completamente 

desorganizada. Quase todos os axônios de pequeno e médio calibres mostraram sinais de 

degeneração. Perfis axonais com contornos irregulares, completa desintegração do 

citoesqueleto e retração tecidual foram observados. Também foram observadas muitas 

células granulares e células da glia (Figuras 7 A e B). 

 

4.3.7- ANÁLISES QUANTITATIVA E ESTATÍSTICA DE AXÔNIOS NORMAIS E 

DEGENERADOS, 28 e 40 DIAS PÓS- EXTIRPAÇÃO  

 De acordo com a área axonal, as fibras nervosas do TPC foram classificadas em 4 

tipos, a saber: tipo I (≤ 2 µm2); tipo II (2,01-50 µm2); tipo III (50,01-200 µm2) e tipo IV (≥ 

200,01 µm2). 

A análise quantitativa foi feita aos 28 e 40 dias de sobrevivência após o período de 

extirpação cirúrgica dos pedúnculos ópticos, pois nos períodos de 07 e 45 dias de 

sobrevivência após a lesão do TPC, a degeneração nervosa estava muito inicial ou muito 

severa, respectivamente. Ao comparar os axônios normais e degenerados nos tempos de 



   

sobrevivência de 28 dias e 40 dias pós-extirpação dos pedúnculos ópticos, observou-se que 

o número de axônios degenerados aumentou significativamente aos 40 dias pós-lesão, 

enquanto o número de axônios normais, neste período, diminuiu significativamente (Figura 

8). 

Na análise percentual dos axônios degenerados e normais, aos 28 e 40 dias de 

sobrevivência após a lesão do TPC, foi evidente que os axônios dos tipos II e III 

começaram a degenerar antes dos axônios do tipo I. Já nos axônios do tipo IV não foi 

observada aparente degeneração, mesmo após 40 dias de lesão do TPC (Figura 9). 

  

 



   

 



   

 

 



   

 

 



   

 

 



   

 

 

 



   

 

 



   

 

 



   

 

 



   

 



   

 

 



   

 

 



   

 

 



   

 

 

 



   

 

4.4- IMUNO-HISTOQUÍMICA UTILIZANDO ANTICORPO CONTRA ON 

INDUZÍVEL NO TPC NORMAL E DEGENERADO (07 e 30 DIAS PÓS-

EXTIRPAÇÃO DOS PEDÚNCULOS ÓPTICOS) 

 

Conforme descrito no capítulo Materiais e Métodos, foram realizadas as técnicas de 

imuno-histoquímica utilizando o anticorpo anti-ONSi e histoquímica de NADPH-d, nos 

TPCs normal e degenerado. A escolha da imuno-histoquímica ocorreu em virtude da 

possibilidade de verificação da ONSi, específica em células com funções macrofágicas, no 

SNC do caranguejo Ucides cordatus. Para confirmação indireta da presença da ON sintase 

foi realizada a histoquímica de NADPH-d, pois esta técnica utiliza o NADPH para reduzir 

o tetrazólio em formazana. A marcação da NADPH-d observada no TPC sugere que o ON 

esteja envolvido, possivelmente, no processo de degeneração nervosa. 

 Nos TPCs normais nenhuma marcação foi observada. Nossos resultados mostraram 

marcação positiva somente nos TPCs degenerados, isto é, nos animais que sobreviveram no 

período de 07 e  30 dias após a extirpação dos pedúnculos ópticos.  

A figura 8 mostra a marcação das reações e o controle negativo para o anticorpo 

anti-ONi no TPC degenerado com 07 dias pós-lesão. Nota-se marcação em células com 

aspecto circular, provavelmente, hemócitos. Nas figuras 8 B e C as células estão localizadas 

na periferia do TPC. Na figura 8 D observa-se a localização das células marcadas ao longo 

do TPC. 

Na figura 9 observam-se as micrografias das reações e o controle negativo para o 

anticorpo anti-ONSi no TPC degenerado com 30 dias pós-lesão. Nota-se diferente padrão 

de marcação, isto é, algumas células apresentam marcação na periferia (Figura 9 B) e outras 



   

células com marcação no citoplasma (Figura 9 C). Aparentemente houve marcação mais 

intensa nas células do TPC com 7 dias pós-lesão do que no TPC 30 com dias pós-lesão. A 

histoquímica da NADPH-d foi realizada nos TPCs de 07 e 30 dias após lesão traumática 

confirmando a presença da ON sintase (Figuras 10 B e D) e os seus respectivos controles 

negativos  estão nas Figuras 10 A e C. 
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Figura 8 – Micrografias do TPC degenerado, 07 dias após extirpação cirúrgica. Imuno-histoquímica 

com o anticorpo anti-ONi. (A) Controle negativo. Marcação positiva do anticorpo anti-ONi, 

evidenciando células (seta) com marcação celular predominantemente periférica (B) e em outras células 

(seta) marcação homogênea. (D) Marcação no TPC degenerado evidenciando células (seta) localizadas 

na periferia do TPC. Barra: 20μm 
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 Figura 9 – Micrografias do TPC degenerado, 30 dias após a extirpação cirúrgica. Imuno-histoquímica 

utilizando o anticorpo anti-ONi. (A) Controle negativo. (B) Marcação positiva evidenciando células no 

TPC entre as fibras nervosas. (C) Marcação tênue das células no TPC. Barra: 20μm. 
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Figura 10- Reação Histoquímica de NADPH-d. (A e C) Controle negativo, 7 e 30 dias pós extirpação 

cirúrgica do TPC, respectivamente. (B e D) Marcação de células (seta), 7 e 30 dias pós extirpação 

cirúrgica do TPC, respectivamente. Notar que na figura B muitas células encontram-se na periferia do 

TPC. Barra: 20 µm. 
 



   

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 



   

 

 

5- DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho, descrevemos a ultraestrutura, analisamos a morfometria das fibras 

nervosas normais e degeneradas, identificamos a proteína de NF-M no citoesqueleto dos 

axônios do TPC do caranguejo Ucides cordatus. Para a discussão dos resultados optamos 

por colocar os assuntos em tópicos de modo a facilitar o entendimento do leitor. 

 

5.1- IDENTIFICAÇÃO DA PROTEÍNA DE NF-M NO TPC 

A presença de MTs e braços laterais nos axônios do TPC do caranguejo Ucides 

cordatus  é bem evidente utilizando as técnicas de microscopia eletrônica convencional e 

imuno-histoquímica, tanto em cortes longitudinais quanto transversais (Allodi et al., 1999; 

Corrêa et al., 2005). Contudo, em crustáceos, estruturas em forma de filamentos com 

aspecto típico de filamento intermediário de modo organizado como estrutura filamentosa 

não foram observadas por imuno-histoquímica ou microscopia eletrônica (Bartinik et al., 

1985; Burton e Hinkley, 1974; Hirokawa, 1986; Viancour et al., 1987). Nós realizamos a 

técnica de Western blotting para a identificação da proteína de NF-M no TPC do 

caranguejo Ucides cordatus. Utilizamos três anticorpos contra proteínas de NF (NF-L, NF-

M, NF-H), porém somente o anticorpo monoclonal anti-NF-M marcou as fibras do TPC. O 

clone NN18 é específico para um epitopo no terminal carboxil da subunidade de NF-M de 

mamíferos (Shaw et al., 1984; Weaver e Viancour, 1992). Como o terminal carboxil é 

essencial para o controle do calibre do filamento (Julien, 1999), é possível que a presença 

da subunidade NF-M esteja desempenhando o papel de controlar o calibre axonal nos 

crustáceos. Por outro lado, a falta de NF-L é a provável razão pela qual não é observado, 



   

nos crustáceos, NF organizado como estrutura filamentosa, pois se sabe, por estudos 

anteriores, que a presença da subunidade NF-L é necessária para a formação de estrutura 

filamentosa (Lee e Cleveland, 1996; Julien, 1999). 

Considerando que em crustáceos não existem NFs estruturados de modo 

filamentoso a seguinte pergunta deve ser feita: como os crustáceos decápodos podem 

compensar a falta de NF no crescimento radial dos axônios? 

De acordo com Julien (1999), o NF-M desempenha um importante papel no 

crescimento radial de fibras mielínicas de grande calibre nos vertebrados. Em camundongos 

mutantes que não expressam o NF-M, ocorre uma diminuição nos níveis de NF-L e do 

axoplasma, resultando em atrofia axonal. Em crustáceos sugere-se que feixes 

microtubulares estáveis especializados são essenciais para realizar a função dos filamentos 

intermediários (Mongensen e Tucker, 1987; 1988; Weaver e Viancour, 1992; Karabinos et 

al., 2001). 

Nosso estudo está de acordo com os dados encontrados na literatura: a identificação 

de proteína de NF. Contudo, diferente dos resultados encontrados por Weaver e Viancour 

(1991, 1992), encontramos uma proteína de NF idêntica ao peso molecular encontrado na 

subunidade NF-M em mamíferos. Nos trabalhos dos referidos autores foi encontrada uma 

proteína por meio da utilização do anticorpo clone NN18, porém o peso molecular foi 

muito maior do que o encontrado nos mamíferos (>600 kDa). No nosso trabalho, pela 

técnica de Western blotting, foi possível identificarmos duas bandas de peso molecular ≈ 

160 KDa, que é o peso molecular esperado em mamíferos. Este resultado permite-nos 

sugerir a existência, em crustáceos decápodas de, pelo menos, duas isoformas diferentes de 

NF-M. Torna-se difícil explicar o conflito entre os nossos resultados e os obtidos por 

Weaver e Viancour (1991,1992). Enquanto os resultados destes autores revelaram uma 



   

nova proteína de citoesqueleto, nossos resultados indicaram uma proteína de peso 

molecular muito similar ao NF-M dos mamíferos. Duas hipóteses foram aventadas: uma é a 

possível oligomerização deste tipo de polipeptídeo de NF, e até mesmo uma associação 

desses polipeptídeos com outros polipeptídeos que estejam presentes no material 

homogeneizado; outra é que, pelo menos, no caranguejo Ucides cordatus, a subunidade 

NF-M está preservada. Ambas as hipóteses precisam de confirmação. 

 

5.2- ANÁLISE QUANTITATIVA DOS MICROTÚBULOS DE AXÔNIOS DE DOIS 

TAMANHOS DISTINTOS NO TPC NORMAL 

 

 Existem poucos relatos na literatura sobre a quantificação de estruturas subcelulares 

em crustáceos. O interesse deste estudo é saber a real constituição das estruturas nervosas, 

em condição normal, que podem servir como base para outros estudos, tais como: auxiliar o 

entendimento e a caracterização do tecido nervoso dos crustáceos em condições ambientais 

alteradas, por exemplo, contaminação por metais e/ou reagentes químicos ou irradiação de 

raios ultravioletas em seus habitats naturais, que começa a surgir em certas latitudes. Além 

disso, os resultados podem ser utilizados como aquisição de conhecimentos para melhor 

compreensão na neurobiologia. 

 Nossos resultados revelaram que a relação entre a densidade dos MTs e a área 

axonal é inversamente proporcional, isto é, a densidade dos MTs é maior nos axônios de 

menor área que os axônios de maior área. Embora as áreas dos axônios do tipo III e IV não 

tenham sido analisadas, a mesma relação apresentada entre os axônios do tipo I e II, pode 

ser aplicada aos axônios do tipo III e IV, quando observados ao microscópio eletrônico. 

Estes resultados são similares aos observados nas fibras nervosas dos vertebrados 



   

(Malbouisson et al., 1985; Vergara et al., 1986). Assim, até o momento, em todas as 

espécies estudadas não existem resultados conflitantes, e é razoável sugerir que as relações 

citadas acima podem servir como regra geral. Uma possível exceção à regra é a análise feita 

por Nadelhaft (1974) nos axônios do 3º gânglio abdominal do lagostim. Embora os 

resultados sejam semelhantes aos encontrados por nós, o autor relatou que axônios com 

áreas similares podem apresentar diferentes densidades de MTs. O autor atribuiu este 

resultado às diferenças funcionais de grupos de axônios presentes no 3º gânglio abdominal, 

pois existem axônios motores, sensoriais e interneurônios. 

 MTs são encontrados no axoplasma de todos os invertebrados. Eles são necessários 

para o crescimento axonal sob condições fisiológicas normais, são parte do citoesqueleto 

envolvido com o suporte axonal e transporte intra-axonal e estão direta ou indiretamente 

associados com a membrana plasmática do axônio (Wais-Steider et al., 1987). Ao contrário 

dos MTs, os NFs não são encontrados no axoplasma de todos os invertebrados e o papel 

dos NFs nos invertebrados ainda não está totalmente elucidado. Nos vertebrados, os NFs 

são os principais componentes do axoplasma, e o seu número é diretamente proporcional ao 

calibre do axônio e também é necessário para determinar o calibre do axônio (Hoffman et 

al., 1984). 

De acordo com Perrot et al. (2007) os NFs são essenciais para a obtenção de 

calibres axonais normais. Em ratos transgênicos sem a expressão de NF-H, a média do 

diâmetro axonal no SNC e SNP foi de aproximadamente 50% menor do que nos animais do 

grupo controle. A ausência de NFs axonais resultou em fibras com calibres de diâmetros 

diferentes. Além disso, a redução do calibre axonal não foi uniforme em todos os axônios, 

porque axônios de menores calibres apresentaram uma redução limitada de seus diâmetros. 

Estes resultados mostram que embora os NFs exibam papel fundamental no crescimento 



   

radial do axônio, eles não atuam isoladamente para determinar o calibre dos axônios. Sem 

NFs, numerosos mecanismos compensatórios poderiam contribuir para o crescimento radial 

do axônio, por exemplo, a densidade aumentada de MTs axonais pode influenciar o calibre 

axonal nos ratos transgênicos. Além disso, a densidade de MTs observada em corte 

transversal, obtida de regiões do nodo de Ranvier e região internodal, foi significativamente 

maior, reforçando a idéia de que outros fatores além do acúmulo de NFs estão envolvidos 

na determinação do calibre axonal nas regiões do nodo e internodo nas fibras normais dos 

ratos (Perrot et al., 2007).  

 Muitos estudos têm revelado, em crustáceos, a presença de proteínas de NFs 

similares às subunidades de NFs de mamíferos, mas em nenhum dos estudos as proteínas 

formaram uma estrutura filamentosa, definida como filamento intermediário (Weaver e 

Viancour, 1991; 1992; Corrêa et al., 2004; Corrêa et al., 2005). Conforme descrito 

anteriormente, Weaver e Viancour (1992) identificaram uma proteína, no lagostim, 

denominada de P600 com uma combinação de características que incluem: alto peso 

molecular, co-purificação com MTs e epitopo reconhecido pelo anticorpo monoclonal 

específico para a subunidade NF-M. Assim, muitos anticorpos que são específicos para 

locais determinados de proteínas do NF-M e NF-H têm reação cruzada com MAPs ou tau 

(Bloom et al.,1984; Lee et al.,1988); além disso, no lagostim, Viancour (1987) sugeriu que 

a forma e o tamanho dos axônios são determinados somente por MTs ou MAPs. Uma 

questão interessante surge a partir destes resultados: o que determina o calibre dos axônios 

nos crustáceos decápodos? Nós podemos sugerir que as proteínas de NFs presentes nos 

axoplasmas dos invertebrados próximos aos MTs (Jaffe et al., 2001; Corrêa et al., 2004) 

poderiam ser responsáveis pela distância entre os MTs. Esta hipótese pode ser corroborada 



   

pelos estudos de Rao et al.(1998) que sugeriram que a proteína do NF-M fosforilada 

fornece a distância entre os MTs adjacentes. 

 Supondo que a proteína de NF tenha evoluido ao longo do tempo com o surgimento 

de um sistema nervoso avançado (Pleasure et al., 1989) no complexo Metazoa, então a 

função mais primitiva do NF pode ser a manutenção do volume e regulação do diâmetro 

axonal. Desta forma, as proteínas de NFs estariam presentes ao longo da evolução, exibindo 

um papel de manutenção das distâncias dos MTs preservada entre as espécies. Visto que 

nos vertebrados os NFs determinam e mantém o calibre axonal e porque nos artrópodos não 

são observados NFs estruturados como filamentos intermediários no axoplasma, podemos 

sugerir que estas proteínas de NFs encontradas no axoplasma dos artrópodos possam 

funcionar como reguladoras do calibre axonal. Contudo, estudos das possíveis diferenças 

moleculares entre axônios de diferentes tamanhos e/ou funções sobre a estrutura subcelular, 

determinando o calibre axonal e a distância entre os MTs nos invertebrados, podem 

fornecer mais informações sobre esta questão. 

 Observações ao microscópio confocal, utilizando dupla marcação com anticorpos 

anti-NF e anti-MTs podem trazer novas informações sobre a arquitetura do citoesqueleto 

dos invertebrados. Técnicas tais como criofratura e deep-etch revelariam a ultraestrutura e 

as relações entre os elementos do citoesqueleto. O registro individual de células (Sztaker e 

Tomsic, 2004) seria útil para correlacionar a função com o diâmetro axonal. Mais 

informações poderiam ser obtidas utilizando microscópio de força atômica para observar 

NFs e MTs isolados e as interações físicas entre estes elementos do axoplasma (Wagner et 

al., 2004). 

 

 



   

 

5.3- QUANTIFICAÇÃO DAS MUDANÇAS ULTRAESTRUTURAIS DOS 

AXÔNIOS NO TPC APÓS EXTIRPAÇÃO CIRÚRGICA 

A análise qualitativa do TPC normal revelou que os axônios apresentam o 

citoesqueleto bem preservado. Comparado a outros relatos da literatura sobre a análise 

ultraestrutural das fibras nervosas de invertebrados, nossos resultados apresentaram uma 

boa preservação dos MTs e dos braços laterais (Hess, 1960; Günther, 1973; Tanner et al., 

1995; Parnas et al., 1998; Xu e Terakawa, 1999). 

A análise quantitativa do TPC do caranguejo Ucides cordatus mostrou que o 

número de fibras nervosas em degeneração aumentou significativamente de 28 para 40 dias 

após extirpação cirúrgica dos pedúnculos ópticos, enquanto o número de fibras nervosas 

normais diminuiu. É interessante notar que os axônios começam a degenerar com um 

retardo temporal, porém, uma vez iniciado o processo, as fibras nervosas degeneram quase 

que completamente 45 dias após a lesão. 

A quantificação das fibras nervosas degeneradas de acordo com a área axonal 

mostrou que fibras médias foram as primeiras a degenerar, enquanto muitos axônios 

menores sobreviveram por um tempo maior, e axônios maiores sobreviveram por pelo 

menos 45 dias. Nossos resultados são diferentes dos obtidos por Jacobs e Lakes-Harlan 

(1999) que estudaram a parte distal dos axônios sensoriais do nervo timpânico seccionado 

da Schistocerca gregaria. Estes axônios sensoriais sofreram completa degeneração de 3-5 

dias após a lesão. Todavia, nossos resultados foram similares ao analisar a parte distal dos 

axônios de maior calibre presentes no nervo que sofreu injúria, pois estes axônios ainda 

mantiveram aparente preservação após a lesão. É possível que, como os axônios descritos 



   

por Jacobs e Lakes-Harlan (1999), estes axônios que foram preservados no Ucides cordatus 

pertençam ao tracto motor. De acordo com Jacobs e Lakes-Harlan (1999) estes axônios 

pertencem ao tracto motor. De modo similar Nordlander e Singer (1973) relataram que os 

axônios motores do lagostim possuem a habilidade de sobreviver por longo período de 

tempo após lesão nervosa. Por outro lado, Nordlander e Singer (1973) e Govind et 

al.(1992) estudando axônios sensoriais do lagostim sugeriram que as fibras de maior 

diâmetro sofrem degeneração mais lenta que as fibras de menor diâmetro. Meiri et al. 

(1983) também observaram degeneração nervosa mais lenta nas fibras gigantes da barata 

Periplaneta americana. Sendo assim, parece que a degeneração nervosa mais lenta nas 

fibras de pequeno e médio calibre quando comparada à preservação das fibras nervosas de 

maior calibre no TPC do caranguejo Ucides cordatus, está de acordo com os dados 

encontrados na literatura. Todavia, a origem e função das fibras nervosas de grande calibre 

permanecem desconhecidas no Ucides cordatus. No lagostim Procambarus erythrops os 

axônios de grande calibre com mitocôndrias são considerados neurônios motores que 

inervam a musculatura dos pedúnculos ópticos (Mellon, 1977). Já no TPC do caranguejo 

Ucides cordatus, as fibras nervosas de maior diâmetro podem pertencer ao tracto eferente 

(centrífugo), isto é, os corpos celulares destes axônios permaneceriam preservados mesmo 

quando o tracto é lesionado. Já nos axônios de menor diâmetro, podemos considerar que, 

pelo menos alguns deles podem pertencer ao TGO que é descrito em algumas espécies de 

caranguejos e lagostins como um tracto que também apresenta trajeto centrífugo no TPC.  

 



   

 

5.4- ÓXIDO NÍTRICO INDUZÍVEL NO TPC DEGENERADO 

 

5.4.1- CÉLULAS DA HEMOLINFA NO TPC 

 

Há poucos relatos na literatura sobre as células da hemolinfa, os hemócitos dos 

invertebrados e suas características morfológicas. Toney (1958) relatou que diferentes 

autores identificaram a existência de células da hemolinfa em invertebrados, tais como: 

Cuénot (1891) que caracterizou uma classe de célula granular nos moluscos e Drew (1910), 

George e Ferguson (1950), e Dundee (1953) que reportaram a existência de pelo menos três 

tipos de células da hemolinfa em algumas espécies de moluscos. Toney (1958) ainda 

relatou que a classificação dos tipos de hemócitos em crustáceos é confusa, citando vários 

autores. Lochhead e Lochhead (1941) encontraram um tipo de célula da hemolinfa e um 

tipo de célula fagocítica na Artemia e em Branchipus, enquanto que Halliburton (1885) 

identificou dois tipos de hemócitos em crustáceos e George e Nichols (1948) relataram a 

existência de duas classes de células da hemolinfa em algumas espécies de caranguejos e 

lagostins com grânulos de elétron-densidades diferentes. Com base nestes trabalhos, Toney 

(1958) classificou quatro tipos de células: linfóides, monócitos e duas formas de 

granulócitos (uma contendo grandes grânulos e outra pequenos grânulos) encontradas em 

caranguejos, lagostins e lagostas. Wood e Visentin (1967) descreveram na hemolinfa do 

lagostim Orconectes virilis, três tipos de células: pequenos e grandes granulócitos e células 

hialinas (contendo poucos ou nenhum grânulo). Estes autores sugerem que as células 

hialinas e os pequenos granulócitos desempenham a função de fagocitose, o que justificaria 

a presença de partículas lisosomais. As diferenças encontradas pelos autores supracitados, 



   

em relação aos tipos de células, podem ser verdadeiras ou representar mudanças funcionais 

das células. Neste caso, as células hialinas seriam o primeiro estágio do desenvolvimento 

dos hemócitos, o qual seria seguido por um estágio intermediário representado pelos 

pequenos granulócitos, até alcançar o desenvolvimento completo representado pelas células 

com grânulos. 

Em nossos resultados, observamos à microscopia óptica a presença de células com 

grânulos na periferia e no interior do TPC. Grande quantidade destas células foi observada 

somente nos animais que sobreviveram 28 e 40 dias após a extirpação cirúrgica dos 

pedúnculos ópticos. Estas células com grânulos, possivelmente hemócitos, chegariam ao 

TPC através do sistema circulatório, pois os caranguejos possuem um sistema de circulação 

aberta, sendo possível que haja invasão de células (de áreas adjacentes) no TPC 

favorecendo o desenvolvimento de um tipo de célula fagocítica como mecanismo de 

defesa.  Na microscopia eletrônica observamos que estas células apresentam grânulos de 

elétron-densidades e tamanhos diferentes em seu citoplasma e por serem encontradas nos 

TPCs em degeneração podem estar ou devem estar associadas à fagocitose. Investigações 

utilizando técnicas bioquímicas, citoquímicas e outras são ainda necessárias para esclarecer 

melhor o desenvolvimento e função destas células encontradas na degeneração nervosa 

destes invertebrados.  

 

5.4.2- SISTEMA IMUNOLÓGICO NOS INVERTEBRADOS 

Os invertebrados que não possuem sistema imunológico adaptativo desenvolvem 

outro sistema de defesa, o sistema imunológico inato, com a ação de antígenos nas 

superfícies celulares de patógenos. Em artrópodos, tais como insetos, caranguejos e 

lagostins, existem moléculas que participam da defesa imunológica. Estas moléculas 



   

incluem fenoloxidases, lectinas, inibidores de proteases, peptídeos antimicrobiais 

encontrados no plasma da hemolinfa e nos hemócitos. Essas moléculas compõem o sistema 

imunológico inato, cuja ação ocorre contra patógenos como bactérias, fungos e vírus. Este 

sistema de defesa é essencial para a sobrevivência de todos os organismos multicelulares 

(Salzet, 2001).     

Os invertebrados que não possuem imunoglobulinas desenvolvem modalidades para 

detectar e responder aos antígenos com superfície microbiana. Sabe-se que vários 

componentes da parede celular microbial podem desencadear uma variedade de respostas 

que depende da espécie e tipo celular (Cooper et al., 2002). 

Na tabela 2 estão relacionados os principais mecanismos de defesa imunológica de 

invertebrados, sendo estes sistemas similares aos encontrados nos mamíferos (Aderem e 

Ulevitch, 2000). 

Tabela 3 – Principais sistemas de defesa de invertebrados 

Coagulação da hemolinfa 

Sistema de ativação pró-fenoloxidase 

Sistema mediado pela lectina 

Sistema lectina-aglutinina 

Sistema antiviral, antifúngico, antibactericida pela proteína ligante ao peptidoglicano 

Sistema fagocítico 

 

 

Quando os patógenos são identificados, ocorre a fagocitose por células semelhantes 

aos macrófagos e neutrófilos (Greenberg e Grinstein, 2002). De acordo com Iwanaga e Lee 

(2005), o sistema imunológico do caranguejo ferradura (Tachypleus tridentatus) é um 

exemplo de invertebrado que possui um sistema de defesa altamente eficiente, pois o 



   

plasma neste animal contém muitas moléculas solúveis de defesa, tais como as 

hemocianinas, lectinas, α2 macroglobulinas, além de muitas células granulares (amebócitos) 

que sofrem uma rápida degranulação em contato com os patógenos (Iwanaga et al., 1998).  

Os hemócitos contêm uma variedade de moléculas de defesa localizada nos 

grânulos pequenos e grandes. Os grânulos pequenos contém pelo menos seis peptídeos 

antimicrobianos e algumas proteínas de peso molecular menor que 30 kDa. Esses peptídeos 

incluem taquicitinas, taquiplesinas, taquistatinas e defensinas, sendo estas altamente ativas 

contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e fungos. Já os grânulos grandes 

armazenam proteínas com peso molecular variando de 8 – 120 kDa. Esses componentes do 

sistema imunológico incluem fatores de coagulação, coagulógeno, inibidores de protease, 

lectinas e proteínas antimicrobianas (Iwanaga, 2002). Quando comparado ao sangue de 

mamíferos, o plasma do caranguejo Tachypleus tridentatus contém relativamente poucos 

tipos de proteínas (no plasma humano existem mais de 300 proteínas diferentes), sendo os 

tipos de proteínas predominantes a hemocianina (transportador de O2), proteínas reativa C e 

α2 macroglobulinas (Iwanaga e Lee, 2005). 

O fenômeno de coagulação da hemolinfa foi identificado no caranguejo Limulus 

poliphemus, por Bang em 1956. Quando bactérias Gram-positivas invadem a hemolinfa, 

hemócitos detectam moléculas de lipopolissacarídeos em suas superfícies, e então liberam, 

via exocitose, as substâncias presentes nos grânulos pequenos e grandes (Iwanaga e Lee, 

2005). 

Os crustáceos não possuem um sistema imunológico específico, mas possuem uma 

defesa imunológica com células fagocíticas, principalmente os hemócitos, capazes de 

reconhecer e eliminar materiais estranhos ao organismo (Shivers, 1977; Gargioni e 

Barracco, 1998). Nos invertebrados existe somente a forma de ON dependente de 



   

Ca2+/CaM, isto é, ON neuronal e endotelial, não sendo observada a forma independente de 

Ca2+ que representa o ONi (Kim et al., 2004; Jiang et al., 2006). 

A presença de ONi após lesão traumática no TPC do caranguejo Ucides cordatus 

sugere que os hemócitos expressam ONi e, conseqüentemente, estão envolvidos em 

respostas fagocíticas. Weiske e Wiesner (1999) descreveram que os hemócitos de insetos 

expressam ONS quando ocorre infecção bacteriana. De acordo com Kim et al. (2004) a 

NOS está presente no órgão Y e brânquias de caranguejos da espécie Gecarcinus lateralis. 

Estes autores sugerem que a presença da ONS no tecido conjuntivo e epitélio do órgão Y e 

brânquias está relacionada ao sistema imunológico destes animais. De acordo com 

Galloway e Depledge (2001) os hemócitos de invertebrados desempenham papel 

importante no processo de defesa imunológica através da síntese do ON. Similar aos 

resultados encontrados por Weiske e Wiesner (1999); Kim et al. (2004) e Galloway e 

Depledge (2001), sugerimos nos nossos resultados que os hemócitos do caranguejo Ucides 

cordatus também expressam ON, confirmando a participação desta molécula nos processos 

neurodegenerativos.  

Embora não tenha sido possível estudar especificamente estas células granulares por 

meio de experimentos bioquímicos, pelos achados ultraestruturais associados aos da imuno-

histoquímica, utilizando o anticorpo anti-ONi, sugerimos que estas células granulares sejam 

hemócitos recrutados e migrados para o local da lesão traumática. Sendo assim, os 

hemócitos, juntamente com as células da glia, podem desempenhar um papel de fagocitose 

no processo de degeneração nervosa do TPC. 

 

 

 



   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CONCLUSÕES



   

 
 

6- CONCLUSÕES 
 

 Por meio dos estudos realizados no presente trabalho concluímos que: 

1) As fibras nervosas do TPC, no caranguejo Ucides cordatus possuem a proteína de 

NF de mesmo peso molecular daquela encontrada nos vertebrados, a subunidade de NF-M 

que pode estar conservada nesta espécie de caranguejo.  

2)  As proteínas de NFs próximas aos MTs, presentes no axoplasma do caranguejo 

Ucides cordatus, podem ser responsáveis pela distância entre os MTs. 

3)  Os axônios do TPC, no caranguejo Ucides cordatus são classificados de acordo com 

a sua área axonal, em 4 tipos distintos: tipo I (≤ 2,00 μm2); tipo II (2,01-50,00 μm2); tipo III 

(50,01-200,00 μm2); tipo IV (≥200,01 μm2). 

4) A relação entre a densidade de MTs versus a área axonal é inversamente 

proporcional, ou seja, a densidade dos MTs é maior em axônios de menor área axonal (tipo 

I) comparada aos de maior área axonal (tipo II). 

5) Nos axônios tipo I a distância entre MTs é significativamente menor que nos 

axônios maiores (tipo II).Quantitativamente existem mais MTs nos axônios tipos II do que 

nos axônios tipo I. 

6) Qualitativamente os prolongamentos de células da glia elétron-densos e elétron-

lucentes envolvem os axônios do TPC de acordo com o calibre axonal. Os axônios de 

menor diâmetro (tipo I) são envolvidos somente por um prolongamento elétron-denso e os 

axônios de maior calibre (tipos II, III e IV) envolvidos por prolongamentos elétron-lucentes 

e elétron-densos alternadamente. Nestes axônios o prolongamento da célula da glia em 

contato com o axolema é o prolongamento elétron-lucente. 



   

7) Os axônios dos crustáceos não mostram, ao microscópio eletrônico, todos os 

elementos do citoesqueleto que podem ser observados nos vertebrados. No citoesqueleto 

em invertebrados observam-se MTs e a partir deles, braços laterais. Estes braços laterais 

podem apresentar proteínas características de neurofilamentos dos vertebrados, porém não 

formam filamentos estáveis. 

8) Na análise quantitativa, após lesão traumática, o número de fibras nervosas do TPC 

do caranguejo Ucides cordatus degeneram de acordo com o tempo de sobrevida e, 

inversamente, as fibras preservadas diminuem. 

9) O início da degeneração dos axônios do TPC à ultraestrutura é evidenciado 

principalmente pela degradação dos microtúbulos. Os axônios apresentam diminuição do 

número dos microtúbulos até o seu desaparecimento.  

10) À microscopia óptica, a imuno-histoquímica contra ON induzível mostra reação 

positiva nas fibras nervosas do TPC submetido à degeneração. 

11) O TPC é um bom modelo para se estudar aspectos normais e degenerativos do 

sistema nervoso em invertebrados, por ser uma projeção do SNC de fácil acesso. 
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APÊNDICE 1 

 

 Com base na classificação para crustáceos, obtemos a seguinte chave taxonômica 

para o Ucides cordatus sp. (Linnaeus 1763): 

 Filo Artropoda 

 Sub-Filo Crustácea 

 Classe Malacostraca 

 Superordem Eucarida 

 Ordem Decapoda 

 Infra-Ordem Brachyura 

 Super Família Ocypodoidea 

 Família Ocypodidae 

 Gênero Ucides 

 Espécie Ucides cordatus sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

APÊNDICE 2 
 

TRABALHO REALIZADO, EM COLABORAÇÃO, DURANTE A TESE DE 
DOUTORADO DE SIMONE FLORIM DA SILVA 
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