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Resumo  

Para estudar os mecanismos celulares que levam à mudança de cor cromomotora 

em crustáceos investigamos os cromatóforos ovarianos vermelhos do camarão de água 

doce Macrobrachium olfersi. A natureza do receptor do hormônio agregador de pigmento 

vermelho (RPCH) localizado na membrana plasmática é desconhecida. Muitos eventos 

das cascatas de sinalização induzidas por Ca2+ e GMPc, assim como os tipos de motores 

moleculares por elas ativados, são ainda obscuros. Avaliamos, farmacologicamente, pela 

perfusão in vitro dos cromatossomos com pigmentos inicialmente dispersos, possíveis 

funções do receptor acoplado à proteína G (GPCR), de receptores de glutamato não-

NMDA (rGlu), da óxido nítrico sintase (NOS), da proteína cinase G (PKG), da cinase 

(MLCK) e da fosfatase (MLCP) da cadeia leve da miosina, da protéina cinase Rho 

(ROCK) e da miosina II não-muscular no mecanismo que induz a translocação 

pigmentar. Também investigamos a presença de microfilamentos de actina, 

microtúbulos, miosinas, cinesina e dineína, por microscopia de fluorescência. A inibição 

do GPCR com GDP-β-S (10 µM) não tem efeito significativo, mas com AntPG (5 µM) a 

agregação induzida por RPCH é inibida em ≈50%, e tem velocidade máxima de 13,3 ± 

2,1 µm/min (= RPCH-controle, 16,7 ± 1,6 µm/min, P=0,85), seguida de dispersão 

espontânea. A inibição de rGlu com CNQX (50 µM) causa sutil hiperdispersão e inibe 

≈25% da agregação induzida por RPCH, com velocidade máxima de 16 ± 1,5 µm/min 

(= RPCH-controle, P=0,95). A estimulação de rGlu com AMPA (30 µM) causa forte 

hiperdispersão (≈115%) e não afeta a agregação em relação ao RPCH-controle 

(velocidade máxima de 16,3 ± 1,8 µm/min, P=0,86). Com a inibição da NOS por L-

NAME (5 mM), a agregação induzida por RPCH dura 14 min e chega aos 43,5 ± 10% 

de dispersão, com velocidade máxima de 11,1 ± 1,3 µm/min (= RPCH-controle, 

P=0,38). Com a PKG inibida por rp-sGMPc-trietilamina (3 µM), a agregação induzida 

por RPCH chega aos 36,2 ± 5,6% de dispersão em 12 min, com velocidade máxima de 

16,9 ± 1,8 µm/min (= RPCH-controle, P=0,626), seguida de dispersão espontânea. A 

inibição da MLCP com cantaridina (10 µM) acelera a fase rápida da agregação induzida 

pelo RPCH (25,1 ± 2,6 µm/min, P= 0,017) e inibe sutilmente sua fase final (9,2 ± 5,1% 

após 30 min). A inibição da MLCK com ML-7 (10 µM) não afeta significativamente a 

agregação induzida pelo RPCH, que atinge 8,7 ± 3,14% de dispersão com velocidade 

máxima de 14,1 ± 1,6 µm/min (= RPCH-controle, P= 0,277). As inibições da ROCK 

com Y-27632 a 3 µM e H-1152 a 50 nM afetam a agregação pigmentar induzida por 
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RPCH em 15,4 ± 4,8% e 32,8 ± 14,3%, e as velocidades máximas são similares ao 

RPCH-controle, de 18 ± 3,5 µm/min (P=0,86) e 13,9 ± 2,3 µm/min (P=0,9), 

respectivamente. Com H-1152 ocorre dispersão espontânea; e com ambos os compostos 

a dispersão durante a lavagem do RPCH é acelerada. A inibição da miosina II não-

muscular com blebistatina reduz a resposta ao RPCH, havendo agregação até os 47 ± 

6,2% em 16 min, com velocidade máxima de 9,1 ± 1,5 µm/min, (= RPCH-controle, P= 

0,007), seguida de dispersão espontânea; a dispersão com a lavagem do RPCH ocorre 

normalmente. Por microscopia de fluorescência foram identificados microtúbulos, 

presentes nas extensões celulares com o pigmento agregado; microfilamentos de actina, 

aparentemente formandos trilhos aos grânulos pigmentares; miosina II não-muscular, em 

associação ao citoesqueleto; miosina esquelética e muscular, cinesina e dineína, em 

associação aos grânulos pigmentares. Evidenciamos que o receptor do RPCH pode ser 

do tipo GPCR. Os receptores pGlu não parecem ter papel na transdução de sinal deste 

neuropeptídeo. A NOS, a PKG, a MLCP e a ROCK têm papéis importante na agregação 

pigmentar, mas a MLCK aparentemente não. Sugerimos que o RPCH se acopla a um 

receptor associado à proteína G0 na membrana plasmática, e concomitantemente à 

elevação da concentração intracelular de Ca2+, desencadeia a ativação da NOS, que 

produz NO, estimulando da GC-S a liberar GMPc. Este segundo mensageiro ativa a 

PKG, que fosforila um sítio de ativação da miosina. O movimento da miosina é 

impulsionado por ciclos de fosforilação/defosforilação em um sítio regulatório de suas 

cadeias leves, catalizados pela MLCP e pela ROCK. Um dos tipos de miosina ativada 

pela PKG pode ser a miosina II não-muscular, que parece efetuar principalmente a fase 

lenta da agregação pigmentar. Outras miosinas e a dineína possivelmente também 

participam da agregação, enquanto que a cinesina parece ter papel na dispersão 

pigmentar.  
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Abstract 

To study the cellular mechanisms that lead to cromomotor color changes in crustaceans, 

we investigated the red ovarian chromatophores of the freshwater shrimp Macrobrachium 

olfersi. The nature of the receptor for red pigment concentrating hormone (RPCH) in the 

plasma membrane is unknown. Many events of the induced Ca2+ and GMPc signaling 

cascades, as well types of molecular motors activated are still obscure. We evaluated, 

using pharmacological perfusions in vitro of chromatossomes with initially dispersed 

pigments, putative functions of a G protein coupled receptor (GPCR), non-NMDA 

glutamate receptors (rGlu), nitric oxide sintase (NOS), protein kinase G (PKG), myosin 

light chain kinase (MLCK) and phosphatase (MLCP), Rho protein kinase (ROCK) and 

non-muscular myosin II in the mechanism that induces pigment translocation. We also 

investigated by fluorescence microscopy the presence of myosins, kinesin, dinein, actin 

microfilaments and microtubules. GPCR inhibition with 10 µM GDP-β-S has no 

significant effect, but 5 µM PGAnt  inhibits ≈50% of RPCH-triggered aggregation, that 

has maximum velocity of 13,3 ± 2,1 µm/min (= RPCH-control, 16,7 ± 1,6 µm/min, 

P=0,85), followed by spontaneous dispersion. rGlu inhibition with 50 µM CNQX causes 

subtle hyperdispersion and inhibits ≈25% RPCH induced aggregation, with a maximum 

velocity of 16 ± 1,5 µm/min (= RPCH-control, P=0,95). rGlu stimulation with 30 µM 

AMPA causes strong pigment hyperdispersion (≈115%) but does not affect aggregation 

compared to RPCH-control (16,3 ± 1,8 µm/min maximum velocity, P=0,86). NOS 

inhibition with 5 mM L-NAME affects RPCH-triggered aggregation, that lasts 14 min 

and reaches 43,5 ± 10% dispersion, with maximum velocity of 11,1 ± 1,3 µm/min (= 

RPCH-control, P=0,38). PKG inhibition with 3 µM rp-cGMPs-thrietylamine affects 

RPCH-triggered aggregation, that lasts 2 min and reaches 36,2 ± 5,6% dispersion with 

maximum velocity of 16,9 ± 1,8 µm/min (= RPCH-control, P=0,626), followed by 

spontaneous dispersion. MLCP inhibition with 10 µM cantharidin accelerates the RPCH-

triggered aggregation fast phase (25,1 ± 2,6 µm/min, P= 0,017) and subtly inhibits final 

aggregation (9,2 ± 5,1% after 30 min). MLCK inhibition with 10 µM ML-7 does not 

significantly affect RPCH-induced aggregation, that reaches 8,7 ± 3,14% dispersion with 

a maximum velocity of 4,1 ± 1,6 µm/min (= RPCH-control, P= 0,277). ROCK 

inhibition with 3µM Y-27632 or 50 nM H-1152 decreases RPCH-triggered pigment 

aggregation by 15,4 ± 4,8% and 32,8 ± 14,3%; maximum velocities are similar to RPCH-

control, 18 ± 3,5 µm/min (P=0,86) and 13,9 ± 2,3 µm/min (P=0,9), respectively. H-
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1152 induces spontaneous dispersion; dispersion during RPCH washout is accelerated by 

both Y-27632 and H-1152. Non-muscular myosin II inhibited with blebbistatin reduces 

the response to RPCH, aggregation reaching 47 ± 6,2% in 16 min, with a maximum 

velocity of 9,1 ± 1,5 µm/min (= RPCH-control, P= 0,007), followed by spontaneous 

dispersion; RPCH washout leads to normal dispersion. Microtubules are present in the 

cellular extensions in chromatophores with aggregated pigments; actin microfilaments, 

apparently form trails to associate with pigment granules; non-muscular myosin II is 

associated with the cytoskeleton; skeletal and muscular myosin, kinesin and dinein, 

associated with the granules, were revealed by fluorescence microscopy. We showed that 

the RPCH receptor may be a GPCR. A pGlu receptor does not seem to be present and 

play a role in signal transduction. NOS, PKG, MLCP and ROCK play important roles in 

pigment aggregation, although MLCK apparently does not. We suggest that RPCH binds 

to a G0 protein coupled receptor in the plasma membrane, and together with cytosolic 

[Ca2+] increase, triggers NOS activation, producing NO, that stimulates GC-S to release 

cGMP. This second messenger activates PKG, that phosphorylates an activation site on 

myosin, whose movements are driven by a phosphorylation/dephosphorylation cycle at 

a regulatory site on the myosin light chain, catalyzed by MLCP and ROCK. One of the 

PKG activated myosins may be non-muscular myosin II, which seems to effect mainly 

the slow phase of pigment aggregation. Other myosins and dinein possibly also 

participate in pigment aggregation, while kynesin seems to play a role in pigment 

dispersion.  
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1. Introdução 

 

1.1. Adaptação cromática 

Padrões de coloração animal são tradicionalmente apreciados como modelo para 

estudos empíricos e para a geração e teste de teorias centrais na biologia evolutiva (Cott, 

1940; Ford, 1945; Darwin, 1859; Poulton, 1890; Majerus, 1998). A coloração animal 

instiga a curiosidade científica não apenas devido ao apelo estético, mas por constituir 

um aspecto fascinante da diversidade biológica que influencia componentes de 

desempenho e aptidão dos indivíduos (Forsman, 2008). A coloração tem papel 

proeminente na sinalização para escolha de parceiro (Andersson, 1994), na sinalização 

de alerta usada para deter ataques de potenciais predadores (Ruxton et al., 2004) e na 

camuflagem, mecanismo crucial de defesa para considerável parcela do reino animal 

(Southerland et al., 2008).  

O arsenal de estratégias de camuflagem por mudança de cor varia desde o 

escurecimento/clareamento para imitação de substrato até respostas mais chamativas 

como aposematismo, mimetismo, disrupção (Stevens & Merilaita, 2009a), entre outras. 

Alguns animais apresentam resposta predador-específica, utilizando-se conjuntamente de 

padrões de coloração e comportamento (Stuart-Fox & Moussalli, 2009). O octopus 

Thaumoctopus mimicus mimetiza um repertório impressionante de animais venenosos 

(Norman et al. 2001). A lula Sepia officinalis distingue entre seus predadores aqueles que a 

reconhecem visualmente, e os confundem com aparências específicas (Langridge et al., 

2007). Camaleões desapercebem-se imitando o substrato também de maneira distinta 

diante de cada predador (Stuart-Fox & Moussalli, 2008). Alguns isópodes marinhos 

adotam colorações disruptivas (Merilaita, 1998; Hanlon & Messenger, 1988), que 

conferem aparência de falsas bordas, escondendo o verdadeiro formato do corpo (Stevens 
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& Marilaita, 2009b). Mais de 300 espécies de aranhas, pertencentes a 13 famílias, 

mimetizam formigas (Cushing 1997; Nelson & Jackson 2007a; Théry & Casas, 2009). 

Nos animais ectotérmicos, a cor influencia na regulação da temperatura corpórea 

(Forsman, 2008). Em peixes, répteis, anfíbios e crustáceos, a temperatura é um dos 

estímulos que afetam a liberação de hormônios que controlam a distribuição pigmentar 

(Fernandez & Bagnara, 1991; Castrucci et al., 1997; Visconti et al., 1999; Hoglund et al. 

2002). O escurecimento e o branqueamento resultantes acarretam em absorção e reflexão 

de calor, respectivamente (Stuart-Fox et al., 2009). A temperatura determina a 

disponibilidade energética para locomoção, afetando as capacidades de forrageamento, 

de fuga de predadores e a competição interespecífica por parceiros sexuais (Huey & 

Kingsolver, 1989).  

Outra função da pigmentação é a proteção contra a radiação ultravioleta (UV), 

essencial à sobrevivência de alguns organismos cujo DNA é altamente suscetível à 

degradação e que enfrentam períodos de elevada exposição à luz solar, como o krill 

antártico. Dependente também da proteção por camuflagem nas colunas de água 

translúcidas, o crustáceo alterna rapidamente entre a transparência e uma aparência 

escura que protege contra a luz UV, balanceando entre ambas as necessidades 

(Auerswald et al., 2008).  

Como ilustrado por esses exemplos, há interações complexas entre as funções da 

mudança cromática, e apesar dos esforços, entender tais interações é um importante 

desafio a biólogos evolucionistas (Stuart-Fox & Moussalli 2008). Por ser uma 

característica altamente relevante à evolução, os padrões de coloração são modelos de 

estudo de seleção, microevolução e ecologia (Forsman, 2008).  

A habilidade de mudar de cor é um atributo da existência de células pigmentares 

especializadas, genericamente conhecidas como cromatóforos, que podem ser mono ou 
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policromáticos, contendo pigmentos de cor vermelha, amarela, laranja, azul, marrom, 

preta ou branca (Rao, 1985). Há dois principais tipos de mudança cromática: (i) a 

cromogênica ou morfológica, baseada na alteração do número e tipo de cromatóforos em 

períodos variáveis de dias a meses, envolvendo síntese de pigmentos e possivelmente 

ativação de genes e (ii) a cromomotora ou fisiológica, resultante da translocação 

bidirecional de grânulos de pigmento no citoplasma dos cromatóforos, exceto em 

moluscos cefalópodes (Nery & Castrucci, 1997);  é muito mais rápida, podendo levar de 

segundos a horas (Thurman, 1988; Stuart-Fox & Moussali, 2009). 

Mudanças de cor cromomotora e cromogênica estão interligadas, e sua relação é 

explanada pela Lei de Babak: quando o pigmento permanece disperso ou agregado por 

um extenso período (dias, meses) devido à estabilidade prolongada das condições de 

luminosidade e substrato, a concentração de pigmentos e/ou o número de cromatóforos 

aumenta ou diminui (Auerswald et al., 2008). 

A mudança de cor cromomotora ocorre em uma ampla variedade de invertebrados 

e vertebrados ectotérmicos incluindo crustáceos (Thurman, 1988), insetos (Hinton & 

Jarman, 1972; Filshie et al., 1975), cefalópodes (Norman, 2000; Hanlon, 2007), anfíbios 

(King et al., 1994; Garcia & Sih, 2003), répteis (Cooper & Greenberg, 1992) e peixes 

(Kodric-Brown, 1998). Geralmente é uma resposta imediata a um estímulo ambiental, 

como coloração do substrato, intensidade luminosa, ou mudança no contexto social. 

Pode ser controlada pelo sistema neuromuscular (cefalópodes; Messenger, 2001) ou pelo 

neuroendócrino na maioria dos outros taxons (Nery & Castrucci, 1997; Stuart-Fox & 

Moussali, 2009).  

Um dos modelos para estudo de mudanças de cor é o grupo dos crustáceos, e 

principalmente os Decapoda têm sido extensivamente investigados (Auerswald et al., 

2008). Dentro dos decápodes, as relações da coloração com o comportamento e a 
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estrutura social têm sido bastante investigadas em caranguejos, nos quais são altamente 

complexas. As mudanças de cor são dirigidas por ritmo endógeno sincronizado com 

regimes tidais (Rao, 1985; Thurman, 1988; Granato et al., 2004) e estão relacionadas à 

atração sexual, status social, camuflagem, sinalização para confundir pássaros e regulação 

térmica (Thurman, 1990). São ainda moduladas por motivação e estresse, interações 

agonísticas intraespecíficas, propriedades da dieta e do substrato, por idade e por genética 

populacional (Hemmi et al., 2006; Detto et al., 2006). 

Para o estudo dos mecanismos fisiológicos intracelulares em cromatóforos que 

levam à mudança de cor cromomotora, no entanto, os camarões representam um modelo 

mais adequado, já que em muitos caranguejos a amplitude deste processo não é tão 

notável (Fingerman & Rosenberg, 1988). O presente trabalho destina-se à investigação 

com enfoque comparativo desses mecanismos no camarão de água doce Macrobrachium 

olfersi, cujo comportamento e demais relações funcionais da adaptação cromática são 

obscuros.  

O gênero Macrobrachium (Crustacea: Decapoda: Caridea: Palemonidae) constitui 

um dos mais diversos, abundantes (cerca de 260 espécies) e distribuídos gêneros de 

crustáceos (Murphy & Austin, 2005), espalhado globalmente por regiões tropicais e 

subtropicais (Pereira et al., 2002). A maior diversidade de espécies ocorre na região Indo-

pacífica, embora as Américas do Sul e Central também acomodem um número 

substancial. Habitam uma ampla variedade de ambientes, de riachos em diversas 

altitudes a estuários e lagoas costeiras (Murphy & Austin, 2005).  

 

1.2. A mudança de cor cromomotora em camarões palemonídeos 

Como nos demais crustáceos, os cromatóforos em Macrobrachium são 

assimétricos, constituídos por um corpo celular ou pericário que contém o núcleo e a 
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principal massa de grânulos de pigmento, e de uma ou duas extensões celulares, 

ramificadas em um padrão reticulado de finos dendritos através dos quais os pigmentos 

migram (Robison & Charlton, 1973; McNamara, 1981; McNamara & Taylor, 1987). 

Ultra-estruturalmente, são compostos por microfilamentos de actina (MFs), feixes de 

microtúbulos (MTs), retículo endoplasmático liso (REL) bem desenvolvido e 

mitocôndrias semi-esféricas (McNamara & Ribeiro, 1999; McNamara & Taylor, 1987). 

Os cromatóforos representam a menor unidade funcional do sistema de efetuadores 

pigmentares, e em M. olfersi são monocromáticos, tipicamente ligados em grupos de 10 a 

12, formando os cromatossomos (Fig. 1) (McNamara, 1981; McNamara & Ribeiro, 

1999).  

          

 

Estes efetuadores multicelulares localizam-se principalmente na epiderme do 

integumento do crustáceo, embora um número considerável se disponha sobre órgãos 

como o ovário, e os sistemas nervoso central e somato-gástrico (Fingerman, 1985). No 

ovário, os cromatossomos localizam-se no tecido da cápsula fibrosa que o reveste, 

adjacentes a fibroblastos.   

Os cromatóforos ovarianos de M. olfersi apresentam dois tipos de grânulos 

pigmentares vermelhos, um irregular, limitado por membrana, que possui material 

elétron denso e diâmetro de <450 nm, visível ao microscópio de luz; e outro menor, 

Figura 1. 
Cromatossomo vermelho, multicelular, 
do ovário do camarão, Macrobrachium 
olfersi. Escala = 50 µm. 

McNamara JC & Ribeiro MR 
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esférico, sem membrana, constituído de material elétron lucente, com diâmetro de <140 

nm e invisível ao microscópio de luz (McNamara & Ribeiro, 1999).  

Hormônios peptídicos neurosecretados e antagônicos, as cromatoforotropinas, 

produzidas e liberadas na hemolinfa pelo complexo órgão-X/glândula do seio localizado 

nos pedúnculos ópticos e por outros órgãos neuro-hemais do sistema nervoso central 

regulam a translocação centrípeta e centrífuga dos grânulos de pigmento em decápodes 

(Rao, 1985). A regulação se dá em resposta à percepção da taxa de albedo, ou diferença 

entre a iluminação que incide dorsalmente aos pedúnculos ópticos e a luz refletida do 

substrato, que atinge ventralmente o mesmo órgão sensorial (Rao, 1985). Os 

neuropeptídeos são frequentemente específicos para cada tipo pigmentar, embora 

genericamente denominados de cromatoforotropinas agregadoras (PCHs) ou dispersoras 

(PDHs) de pigmento (Josefsson, 1983; Rao & Fingerman, 1983; Fingerman, 1985).  

Os PDHs existem em várias formas análogas em crustáceos e insetos (Rao & 

Riehm, 1989), e são os principais neurohormônios envolvidos na adaptação cromática 

em caraguejos e isópodes. No caranguejo Uca rapax, o α e o β-PDH causam dispersão 

pigmentar dose-dependente. Em Ligia exotica, apenas o α-PDH induz dispersão dose-

dependente, enquanto o β-PDH causa uma resposta parcial dose-independente. Em 

Macrobrachium acanthurus, o α-PDH causa dispersão parcial dose-dependente, mas o β-

PDH não apresenta efeito (Tuma et al., 1993). O α e o β-PDH induzem dispersão 

pigmentar dose-dependente em M. potiuna (Britto et al., 1990). Em M. olfersi, o α-PDH 

desencadeia dispersão pigmentar parcial (50%) seguida de agregação pigmentar (Ribeiro, 

1998). Já o PCH causa agregação apenas em camarões, induzindo resposta completa em 

cromatóforos de M. acanthurus (Tuma et al., 1993).  

Nos camarões carídeos, as cromatoforotropinas são chamadas de hormônio 

agregador de pigmento vermelho (RPCH) e hormônio dispersor de pigmento vermelho 
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(RPDH). O RPCH também induz a agregação de outros pigmentos escuros em 

cromatóforos de carídeos (Fernlund & Josefsson, 1968, 1972; Josefsson, 1983). 

 

1.3. Neuropeptídeos da família AKH/RPCH e seus receptores 

O RPCH, um pequeno e altamente conservado octapeptídeo, isolado e 

caracterizado a partir dos pedúnculos ópticos de Pandalus borealis (Panbo-RPCH, 

Fernlund & Josefsson, 1968), foi o primeiro neuropeptídeo a ser sequenciado de um 

invertebrado (Fernlund & Josefsson, 1972). Depois disso, foi encontrado em muitos 

outros decápodes (Rao, 2001; Marco et al., 2002): Cancer magister, Carcinus maenas, 

Orconectes limosus (Gaus et al., 1990), Penaeus japonicus (Yang et al., 1999), Callinectes 

sapidus (Klein et al., 1995), Liocarcinus puber, Nephrops norvegica, Pacifastacus leniusculus, 

Procambarus clarkii, Palaemon squilla, Palaemonetes pugio, Homarus americanus, Cardiosoma 

carnifex (Gaus et al., 1990; Rodriguez-Sosa et al., 1994).  

Após a descoberta de vários hormônios adipocinéticos (AKHs) estruturalmente 

relacionados em insetos, Panbo-RPCH foi agrupado à família AKH/RPCH (Gade et al., 

1997; Zralá, 2010). Seus membros têm uma estrutura primária característica: 

comprimento da cadeia de 8–10 aminoácidos; N-terminal bloqueado por piroglutamato 

(pGlu); C-terminal bloqueado por um carboxamido; aminoácidos aromáticos em 

posições 4 (geralmente Phe) e 8 (sempre Trp); um resíduo Gly sempre na posição 9; os 

peptídeos são em sua maioria desprovidos de cargas  (Gade & Marco, 2009). A 

sequência primária do RPCH é pGlu-Leu-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp amida (Fernlund & 

Josefsson, 1968). Estudos de atividade/estrutura demonstram que apenas um dipeptídeo 

formado por um resíduo Trp adicionado ao resíduo de outro aminoácido pode 

desencadear a agregação pigmentar (Josefson, 1983).  



  Milograna, SR 

8 
 

O complexo órgão-X/glândula do seio nos pedúnculos ópticos de crustáceos, 

fonte de Panbo-RPCH, assim como as células neurosecretoras da glândula 

neuroendócrina corpora cardíaca, conectada com o cérebro do inseto, onde os AKHs são 

sintetizados, são de forma simplificada análogos ao sistema hipotálamo-hipófise de 

vertebrados (Scharrer & Scharrer, 1944). Embora o Panbo-RPCH tenha primariamente 

atividade cromatoforotrópica em crustáceos (Fernlund & Josefsson, 1972) e os AKHs 

tenham papel crucial no metabolismo energético em insetos, estes neuropeptídeos têm 

efeito neuromodulador em ambos os grupos de artrópodes (Zralá et al., 2010). 

 O RPCH em alguns crustáceos (i.e. Dappu-RPCH, cladóceros) assemelha-se 

estruturalmente mais aos AKHs do que ao Panbo-RPCH (Christie et al., 2008), e em 

isópodes e no lagostim Procambarus clarkii é envolvido em funções outras que a migração 

pigmentar (Rao & Riehm, 1988; Tuma et al., 1993). 

O Panbo-RPCH foi encontrado também em algumas espécies de insetos 

heterópteros (Zralá et al., 2010) e aumenta os níveis de glucose e trealose na hemolinfa 

em P. scaber, quando experimentalmente administrado. Com base nesses dados, Socha e 

colaboradores (2004) sugerem que o papel dos membros da família AKH/RPCH é 

determinado por características dos receptores das espécies, e não pela estrutura e origem 

do hormônio. 

O receptor do RPCH na membrana celular de cromatóforos nunca foi diretamente 

estudado e é de classe ainda desconhecida (Ribeiro & McNamara, 2009). A injeção de 

dopamina in vivo causa dispersão pigmentar em cromatóforos pretos e agregação em 

cromatóforos vermelhos no caranguejo Gecarcinus lateralis; ambos os efeitos são 

bloqueados por haloperidol, antagonista da dopamina (Martinez et al., 1985). Os autores 

sugerem que haja um sistema mediado por receptor de dopamina no organismo do 

caranguejo.  
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Experimentos com toxina do cólera e toxina pertussis sugerem que receptores 

AKH são acoplados à proteína Gs (proteínas ligantes de GTP heterotriméricas 

estimulatórias). O GDP-β-S inibe a ativação de fosforilases por AKH I, II e III, 

corroborando essa sugestão (Van der Horst et al., 1999).  

A proteína G heterotrimérica e seus cognatos receptores de membrana (GPCRs) 

constituem a maior família de proteínas sinalizadoras transmembrânicas (Ugur et al., 

2005). Apesar da diversidade estrutural, a fase inicial da sinalização iniciada pela maioria 

dos GPCRs é notavelmente uniforme: o receptor ativo cataliza a troca de GDP por GTP 

na proteína G, a partir do que Gα-GTP e Gβγ separam-se, habilitando-se a ativar ou 

inibir vários efetuadores, que variam de enzimas produtoras de segundos mensageiros 

solúveis a canais iônicos na membrana plasmática (Natochin et al., 2001; Kobilka, 2007). 

Os GPCRs respondem a diversos estímulos externos (luz, odorantes) e do organismo 

(hormônios, neurotransmissores, Ca2+ extracelular, atividade enzimática) (Gurevich & 

Gurevich, 2007). A utilização de GDP-β-S, um análogo não hidrolisável do GDP, 

competitivamente inibe a proteína G, a 2 µM, em neurônios da medula espinhal de rato 

in vitro (Natochin et al., 2001), e a 200 mM, em células HEK293 de Drosophila (Smart et 

al., 2008). O peptídeo Antagonista da proteína G, a 20 µM, inibe receptores colinérgicos 

muscarínicos isolados in vitro a partir de cárebro bovino (Mukai et al., 1992). 

 

1.4. A dependência de íons para a indução da agregação pigmentar e receptores 

ionotrópicos 

Em camarões carídeos, o RPCH requer cálcio extracelular para induzir e 

sustentar a agregação pigmentar (Fingerman, 1969; Robison & Charlton, 1973; Lambert 

& Fingerman, 1979; McNamara & Taylor, 1987; Britto et al., 1990; McNamara & 

Ribeiro, 1999). Em adição ao papel inequívovo do Ca2+ para que ocorra a agregação 
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pigmentar, outros mecanismos podem estar envolvidos na ação das cromatoforotropinas 

em crustáceos (Fingerman & Connel, 1968; Freeman et al., 1968) e vertebrados (Kinosita, 

1953; Lerner & Takahashi, 1956; Van de Verdonk, 1962; Novales, 1967). O hormônio 

estimulador de melanócitos é dependente de Na+ em Rana pipiens (Novales, 1962) e de 

Na+, K+, Li+ ou colina em Squalus acanthias (Novales & Novales, 1966). Milograna et al., 

(2010) sugerem que a dependência de íons como Na+ e K+ para a movimentação 

pigmentar em tão variados taxons pode derivar de pequenas e localizadas mudanças no 

potencial de membrana dessas células não-excitáveis. Estas mudança na potencial de 

membrana poderiam estar relacionadas à participação dos íons na transdução de sinal 

das cromatoforotropinas. Milograna et al., (2010) evidenciam a possível participação de 

canais de K+ durante a transdução de sinal do RPCH.  

Receptores ionotrópicos de glutamato são proteínas integrais de membrana 

compostas por quatro grandes subunidades que formam um canal iônico central. As 

subunidades dos receptores de glutamato conhecidos, como AMPA kainato, NMDA, e 

δ, possuem sequências bastante similares, sugerindo grande proximidade estrutural 

(Traynelis et al., 2010). 

O CNQX, a 10–3 M, inibe a atividade de receptores de glutamato não-NMDA, em 

terminais sensoriais em Procambarus clarkii (Catter & Ray, 1998). A 200 mM, inibe 

neurônios estomatogátricos de lagosta em cultura (Cleland & Selverston, 1998; Feinstein 

et al., 1998). O AMPA, a 50 nM, estimula receptores de glutamato não-NMDA em 

cultura de células do inseto Spodoptera frugiperda (Kawamamoto et al., 1994). 
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1.5. Os segundos mensageiros da agregação pigmentar 

As cromatoforotropinas produzem a translocação pigmentar por induzirem uma 

série de eventos intracelulares que ainda não são bem conhecidos. Entretanto, a cinética 

da agregação pigmentar (McNamara & Ribeiro, 1999) e o papel dos segundos 

mensageiros Ca2+ e guanosina 3´,5´monofosfato cíclico (GMPc) citoplasmático (Lambert 

& Fingerman, 1977, 1978; Nery et al., 1997; McNamara & Ribeiro, 1999, 2000; Ribeiro 

& McNamara, 2007; 2009) no mesmo mecanismo estão bem estabelecidos.  

Em cromatóforos ovarianos de M. olfersi, o acoplamento do RPCH a seu receptor 

causa a elevação da concentração intracelular de GMPc (Ribeiro & McNamara, 2009) e 

de Ca2+ (McNamara & Ribeiro, 2000; Ribeiro & McNamara, 2007; Milograna et al., 

2010). O Ca2+ provém duplamente de fontes intra e extracelulares, a partir de uma 

seqüência de eventos finamente regulada (Ribeiro & McNamara, 2007; Milograna et al., 

2010). Inicialmente ocorre liberação de Ca2+ a partir do REL (Ribeiro & McNamara, 

2007; Milograna et al., 2010), seguida de indução da despolarização da membrana, pelo 

fechamento de canais de K+, que gera influxo de Ca2+ do meio extracelular por canais de 

Ca2+ operados por voltagem (Figura 2) (Milograna et al., 2010).  

O ionóforo de Ca2+ e o db-cGMP induzem agregação pigmentar completa e 

reversível com cinética idêntica à do RPCH (McNamara & Ribeiro, 2000; Ribeiro & 

McNamara, 2009). A agregação pigmentar em cromatóforos de carídeos também parece 

estar associada com um decréscimo na concentração de cAMP (Fingerman, 1969; Nery 

et al., 1997).  

Entretanto, GMPc induz a dispersão pigmentar dose-dependente em 

cromatóforos pretos, brancos e vermelhos in vitro de caranguejos (Uca pugilator) (Ribeiro 

& McNamara, 2009). Além disso, a distribuição de grânulos pigmentares não-

estimulados em cromatóforos pretos in vitro de caranguejos braquiúros é exatamente 
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oposta àquela correspondente em cromatóforos de camarões palemonídeos: em 

braquiúros, estes pigmentos naturalmente agregam (Lambert & Fingerman, 1976; 

Kulkarni & Fingerman, 1986), mas em palemonídeos dispersam (Fingerman et al., 1975; 

Lambert & Fingerman, 1979; McNamara & Taylor, 1987; Tuma et al., 1993). Assim, 

nestes dois taxons de crustáceos, os motores moleculares opostos que efetuam a 

translocação de grânulos pigmentares (Boyle & McNamara, 2006) estão aparentemente 

acopladas à mesma via de sinalização (Ribeiro & McNamara, 2009). 

 

 

Fig 2. Modelo esquemático proposto para a elevação da [Ca2+]i durante a transdução de sinal 
desencadeada pelo acoplamento do RPCH ao seu receptor na membrana plasmática e a 
agregação pigmentar resultante. (A) Estado de repouso, pigmento disperso, RPCH não 
acoplado ao receptor. (B) O receptor se liga a um hipotético receptor 7 passos na membrana, 
dando início à transdução de sinal (ativação de proteína G, liberação de Ca2+ do SER por 
canais de rianodina, fechamento dos canais de K+, despolarização da membrana, influxo de 
Ca2+ extracelular), que leva à agregação dos pigmentos, transportados pelo sistema 
miosina/actina (modificado de Milograna et al., 2010).  
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1.6. Cascatas de sinalização induzidas por Ca2+/GMPc 

Não está exatamente claro como o GMPc e o Ca2+ ativam o mecanismo de 

agregação pigmentar. O Ca2+ livre no citosol pode atuar sobre várias proteínas alvo como 

a proteína cinase C (PKC) e a proteína cinase dependente de Ca2+/calmodulina 

(Ca2+/CaM) cuja ativação leva a diversas respostas celulares (Michel et al., 2007; Kheifets 

& Mochly-Rosen, 2007). A agregação pigmentar induzida por PCH em eritróforos de M. 

potiuna é dependente do complexo Ca2+/CaM (Nery et al., 1997). O envolvimento da 

PKC na translocação pigmentar e também da Ca2+/CaM na agregação do pigmento 

vermelho em cromatóforos ovarianos de M. olfersi foi mostrado por Bell (2004). A PKA 

ativada leva à dispersão pigmentar (Bell et al., 2005) como também o faz o AMPc 

exógeno (Nery & Castrucci, 1998). O aumento da concentração intracelular de AMPc 

pela ativação da adenilato ciclase, induzida pela toxina do cólera, inibe parcialmente e 

reduz a velocidade da agregação pigmentar, efeito possivelmente relacionado à ativação 

da PKA (Bell, 2008). 

A Ca2+/calmodulina regula ou induz a atividade enzimática da óxido nítrico 

sintase (NOS), uma  heme-proteína da “família dos citocromos”. Estas geram óxido 

nítrico (NO) a partir da L-arginina, em uma reação que requer oxigênio, NADPH, 

flavinas e biopterinas (Moncada et al., 1991; Murad, 1994).  

São conhecidas três isoformas de NOS, duas constitutivas, a endotelial e a 

neuronal, e uma induzível (Bredt & Snyder, 1990; Lyons et al., 1992; Nishida et al., 

1992). O NO induz a dispersão pigmentar em melanóforos de teleósteos Hayashi and 

Fujii (2001) e pode ter um papel na agregação pigmentar em melanóforos de Xenopus 

laevis Nilsson et al. (2000). O NO parece afetar proteínas citoesqueléticas, reduzindo o 

conteúdo intracelular de filamentos de actina F em granulócitos e prolongando a 

agregação homotípica (Forslund et al., 2000). A NOS em melanóforos de Xenopus laevis 
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pode ser inibida por incubação com 1 mM de L-NAME (Nilsson et al., 2000). O L-

NAME, a 100 µM, inibe a NOS em coração de lagosta (Casares et al., 2006). 

O GMPc envolvido na cascata de sinalização do RPCH é aparentemente 

produzido por guanilato ciclase citosólica (GC-S), ativada por NO (Ribeiro & 

McNamara, 2009). A cascata do GMPc é Ca2+ dependente, possivelmente no nível de 

ativação da guanilato ciclase (Ribeiro & McNamara, 2009). Parece haver no mínimo um 

ponto de cross-talk regulatório entre as cascatas de ambos os segundos mensageiros nestas 

células, e o Ca2+ citosólico deve modular diversos passos do final desta cascata (Ribeiro 

& McNamara, 2009).  

O GMPc pode regular proteína cinase G (PKG), canais iônicos e fosfodiesterases 

(Wong & Garbers, 1992; Lincoln & Cornwell, 1993; Schmidt et al., 1993). Em 

crustáceos, componentes da via NO/cGMP têm sido identificados em diversos sistemas 

que envolvem a percepção sensorial como redes neurais que controlam a olfação 

(Johansson et al., 1996; Scholz et al., 1998; Johansson & Mellon, 1998), a visão (Lee et al., 

2000), comportamentos  motores rítmicos (Scholz et al., 1996, 2001), comportamento de 

escape (Aonuma et al., 2000) e neurosecreção (Lee et al., 2000).   

Assim, hipotetisa-se que uma das vias de sinalização induzidas pelo Ca2+ em 

resposta ao RPCH seja: o Ca2+ ocupa seus sítios de ligação com a calmodulina (CaM), 

formando o complexo Ca2+/CaM, que ativa a cinase da calmodulina (CaMK); a CaMK 

estimula a NOS a sintetizar NO, que ativa a GC-S; esta produz e libera GMPc no citosol, 

levando à ativação da PKG. Esta via ocorre na regulação do ritmo circadiano em 

mamíferos em resposta à luz (Golombeck et al., 2004). 

O estado de distribuição pigmentar resultante em um dado momento pode refletir 

o grau de ativação de reguladores específicos do final da cascata de sinalização como 

proteínas cinases G, C, e A e a cinase dependente de Ca2+/CaM, a fosforilação dos 
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motores moleculares como miosina e cinesina (Boyle & McNamara, 2006, 2008) e seus 

reguladores específicos dependentes de cinase (Ribeiro & McNamara, 2009).  

Rp-sGMPc-trietilamina é um inibidor específico da ativação por GMPc da PKG, 

permeável à membrana plasmática (Sanches et al., 2003; Leffler et al., 2005; Su et al., 

2005), utilizado à concentração de 5 µM para inibir a PKG em miócitos de rato (Su et al., 

2008). 

 

1.7. O citoesqueleto e os motores moleculares 

Os componentes dinâmicos do citoesqueleto são os microtúbulos e os 

microfilamentos de actina. A tubulina está presente em células em um “pool” 

citoplasmático de dímeros de α/β tubulina (Inoue & Salmon, 1995). Estudos de 

ultraestrutura mostram que cromatóforos ovarianos de M. olfersi contêm tanto 

microtúbulos quanto microfilamentos (Ribeiro & McNamara, 2001).  

As três classes de motores moleculares – cinesinas, dineínas e miosinas – estão 

envolvidas em uma variedade de movimentos biológicos como mitose, transporte 

axoplásmico e secreção. Estruturalmente, os motores consistem de duas partes 

funcionais: um domínio motor que se acopla reversivelmente ao citoesqueleto e converte 

energia química em movimento; e a cauda, que interage com o cargo, diretamente ou por 

cadeias leves acessórias (Karcher et al., 2002). 

Cinesinas são motores moleculares envolvidos no tranporte de organelas, 

proteínas complexa e mRNA, no movimento de cromossomos e fuso mitótico durante a 

mitose e a meiose, dependente de ATP e de microtúbulos (Hirokawa 1998; Vale, 2003). 

Consistem de duas cadeias pesadas (KHCs) e um terminal formado por duas cadeias 

leves. As KHCs possuem um domínio motor, que se liga a microtúbulos, um domínio 

em α-hélice envolvido na dimerização e um domínio cauda C-terminal. A cinesina 
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convencional (I) é altamente expressa em melanócitos de mamíferos, e participa do 

transporte de melanossomos (Hara et al., 2000; Vancoillie et al., 2000). Em melanóforos 

de Xenopus laevis, a dispersão requer a cinesina II (Rogers & Gelfand, 1998; Gross et al., 

2002). 

O movimento retrógrado em direção ao pólo negativo é realizado pela dineína, 

que se associa ao cargo por um complexo formado por multisubunidades chamada 

dinactina, a qual pode exercer diversas atividades regulatórias. (Hirokawa 1998; Vale, 

2003; Karki & Holzbaur, 1999; Barral & Seabra, 2004). A dineína citoplasmática 

participa no movimento de melanossomos em humanos e anfíbios (Byers et al., 2000; 

Vancoillie et al., 2000). A ATPase associada a microtúbulo é um membro da superfamília 

de proteínas da dineína e é composta de duas cadeias pesadas e múltiplas cadeias 

intermediárias, cadeias leves intermediárias e cadeias leves (Vale, 2003). O número e a 

diversidade de subunidades sugerem a existência de múltiplas aloformas funcionalmente 

diversas da dineína (Reilein et al., 2003; Barral & Seabra, 2004). 

As miosinas constituem uma grande superfamília de pelo menos 20 classes de 

proteínas motoras dependentes de actina (Thompson & Langford, 2002; Richards & 

Cavalier-Smith, 2005). A participação da miosina-actina no transporte granular foi 

demonstrada em melanóforos de ratos (Wu et al., 1997; Wu et al., 1998), peixes 

(Rodionov et al., 1998; Rodionov et al., 2003), e anfíbios (Rogers & Gelfand, 1998; 

Rogers et al., 1999), e no qual também participam a cinesina e dineína (Tuma & Gelfand, 

1999). Muitas classes de miosina como I, V, VI, VII e X participam no transporte 

intracelular de diversas organelas membranosas durante a endocitose, a exocitose e a 

fagocitose (Krendel & Mooseker, 2005).  

A miosina II não-muscular é uma proteína hexamérica composta por duas 

cadeias pesadas diméricas (NMHCs), um par de cadeias leves regulatórias (MLCs) e um 
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par de cadeias leves essenciais (Conti & Adelstein, 2008). Esta miosina só recentemente 

foi reconhecida como motor do transporte de vesículas, além das funções na clivagem, 

formação de fuso, atividade contrátil de lamelipódio, forças tracionadoras na migração e 

motilidade cellular (Svitkina et al., 1997; Saitoh et al., 2001; Lo et al., 2004). Além disso, 

uma miosina II não-muscular recentemente identificada em células epiteliais pigmentares 

tem sido encontrada em colocalização com vesículas intracelulares e pode ter função de 

transporte (Linz-McGillem & Alliegro, 2003).  

O conhecimento acerca do mecanismo de translocação pigmentar em 

cromatóforos de invertebrados é escasso (McNamara & Ribeiro, 1999). McNamara & 

Ribeiro (1999) sugerem que a fase lenta da agregação pigmentar pode resultar de uma 

interação actina-miosina; sugerem ainda que a miosina sustenta o estado de agregação, 

regulada por proteínas Ca2+-dependentes. A inibição da miosina em cromatóforos 

ovarianos vermelhos de M. olfersi com pigmentos dispersos causa hiper-dispersão 

pigmentar, sugerindo que a miosina permanece ativa no estado disperso (Boyle & 

McNamara, 2006). Segundo Boyle & McNamara (2006), o motor molecular agregador 

de pigmento poderia ser a miosina II ou a miosina XII, e o dispersor, a cinesina. 

A beblistatina é um inibidor específico da atividade ATPásica da miosina II não-

muscular, permeável à membrana plasmática, utilizado em ouriços-do-mar (Stack et al., 

2006), ratos (Matson et al.,2006), fibroblastos amebóides (Isawaki & Wang, 2008), 

endocitose de células dendríticas (Holt et al., 2007) e migração de células endoteliais 

(Kolega, 2006); sem nenhuma reatividade apreciável com outros membros da 

superfamília da miosina (Dou et al., 2007; Farman et al., 2008). 
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1.8. Proteínas cinases e fosfatases reguladoras da miosina 

A cadeia leve da miosina (MLC) é uma subunidade que regula a atividade 

contrátil em células não-musculares. A fosforilação da serina 19 (Ser 19) da MLC é 

requerida para a formação do complexo actina-miosina, dando início à atividade 

ATPásica que muda a conformação das cabeças dos dímeros de miosina e leva ao 

deslizamento da molécula de miosina ao longo do filamento de actina (Fajmut & 

Brumen, 2007). A MLC pode ser fosforilada no resíduo Ser 19 pela cinase da cadeia leve 

da miosina (MLCK) ou pela cinase da proteína Rho (ROCK) (Kamm & Stull, 2001; 

Amano et al., 1996). Ambas as cinases têm funções complementares na regulação da 

adesão em leucócitos (Smith et al., 2003; Liu et al., 2002; Chilcoat et al., 2008).  

A defosforilação da MLC é realizada pela fosfatase da cadeia leve de miosina 

(MLCP), levando ao desacoplamento das cabeças de miosina dos filamentos de actina, 

ou apenas mantendo os sítios ligantes das pontes cruzadas defosforilados (Rembold & 

Murphy, 1990). A ROCK aumenta a fosforilação da MLC por fosforilação do resíduo 

Ser 19 (Amano et al., 1996) e por inibir a atividade da MLCP (Feng et al., 1999; Chilcoat 

et al., 2008). 

Os processos relacionados à ativação/inativação da MLCK parecem depender 

da decodificação de sinal induzido por Ca2+ e pela PKA neste nível da cascata de 

sinalização (Howe, 2004; Mbikou et al., 2006), assim como a  MLCP pode ser regulada 

pela PKG (Bonnevier & Arner, 2004).  

A cantaridina inibe a MLCP na musculatura lisa dos vasos deferentes de porco da 

Guiné (Khattab et al., 2007). O ML-7 é um inibidor orgânico e permeável à membrana 

plasmática da MLCK freqüentemente utilizados em diversos estudos funcionais (Saitoh 

et al., 1987).  
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A ROCK foi o primeiro efetuador de Rho GTPases descoberto, que são 

reguladoras pivô de muitos aspectos do comportamento celular, como motilidade celular, 

proliferação e apoptose e têm um papel central em muitas respostas motoras que 

envolvem o citoesqueleto de actina e a rede de microtúbulos (Riento & Ridley, 2003). 

O estudo farmacológico de diversos inibidores estabelece que o Y-27632 e o H-

1152 inibem especificamente a ROCK a IC50 de 0,012 µM e 0,162 µM, e inibem outras 

proteínas cinases a partir das concentrações de 6 µM e >200 µM, respectivamente. O H-

1152 é o mais específico entre todos os inibidores de ROCK (Tamura et al., 2005). 

 

Neste trabalho, baseado nos estudos da cascata de sinalização que induz a 

agregação pigmentar, evidências em melanóforos de outros grupos (Nery & Castrucci, 

1997; Provencio et al., 1998; Hermans, 2003) e homologia estrutural com o AKH, 

investigamos se o receptor do RPCH é do tipo sete passos transmenbrânico associado à 

proteína G. Devido à dependência iônica para que ocorra a translocação pigmentar e a 

evidências de participação de canais de Ca2+ e K+ da membrana plasmática na 

transdução de sinal do RPCH (Milograna et al., 2010), avaliamos também a participação 

de receptores ionotrópicos não-NMDA.  

Intentamos elucidar um pouco mais sobre os diversos eventos no citoplasma de 

cromatóforos que promovem a movimentação pigmentar. Questões macroevolutivas, 

ecológicas e comportamentais fogem ao escopo deste estudo. O entendimento destes 

mecanismos celulares, quando inseridos em um contexto amplo e de longo prazo, é 

fundamental para a compreensão da evolução dos cromatóforos e dos mecanismos de 

mudança de cor em animais, aspectos relevantes à evolução dos crustáceos. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Identificar o tipo de receptor do RPCH e proteínas intracelulares regulatórias da 

translocação pigmentar, como enzimas, cinases, fosfatases e motores moleculares 

ativadas/desativadas durante as cascatas de sinalização do Ca2+ e do GMPc.  

 

2.2 Objetivos específicos 

1. Investigar o tipo de receptor do RPCH, inibindo o receptor de membrana do 

tipo sete passos transmembrânico associado à proteína G com GDP-β-S e Antagonista 

da proteína G; inibindo com CNQX e estimulando com AMPA o receptores de 

glutamato não-NMDA; 

2. Avaliar se a óxido nítrico sintase (NOS) é ativada consequentemente à ação do 

RPCH, por inibição com L-NAME; 

3. Investigar o papel da proteína cinase G (PKG) na agregação pigmentar, 

inibindo-a com Rp-sGMPc-trietilamina; 

4. Avaliar o papel da cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) na fosforilação da 

cadeia leve da miosina (MLC) durante a translocação pigmentar, inibindo-a com ML-7; 

5. Avaliar o papel da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) na 

defosforilação da MLC durante a translocação pigmentar, pela inibição com cantaridina; 

6. Investigar o papel da cinase da proteína Rho na fosforilação da MLC durante a 

translocação pigmentar, pela inibição com Y-27632 e com H-1152; 

7. Investigar se a miosina II não-muscular é um motor molecular da agregação, 

inibindo sua atividade com blebistatina; 
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8. Localizar e estudar a disposição dos microfilamentos de actina, dos 

microtúbulos, das miosinas em geral, da miosina II não-muscular, da cinesina e da 

dineína, por imunohistoquímica e microscopia de fluorescência. 
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3. Material e Métodos 
 
3.1. Coleta e manutenção dos camarões 

Com o apoio logístico do Centro de Biologia Marinha da USP em São Sebastião-

SP, a cada dois meses foram coletadas aproximadamente 30 fêmeas do camarão 

Macrobrachium olfersi, com comprimento rostro-télson próximo a 5 cm. Devidamente 

licenciadas pelo IBAMA (Autorização 18559-1), as coletas foram realizadas na 

vegetação marginal do rio Paúba (23º47.842’S; 45º32.574’O) com o auxílio de uma 

peneira de aço de malha de 3 mm. Os camarões foram acondicionados em galões de 30 

litros contendo água doce aerada e capim, retirados de seu ambiente natural.  

Depois de transportados ao Laboratório de Fisiologia de Crustáceos do 

Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciências e Letras de Ribeirão 

Preto-SP, USP, foram mantidos em tanques contendo 60 litros de água continuamente 

aerada, trazida do local de coleta, e refúgios na forma de tijolos furados, sendo 

alimentados em dias alternados com legumes e verduras, e/ou carnes cruas. 

 

3.2. Preparação do ovário contendo os cromatossomos 

Antes de cada experimento, alguns camarões foram mantidos por no mínimo 2 h 

em um recipiente de plástico preto, para induzir a dispersão dos pigmentos vermelhos 

nos cromatossomos ovarianos. Um camarão, preferencialmente ao estágio C (entre-

mudas) do ciclo de muda (Peebles, 1977), foi escolhido pela dimensão de seu ovário, e 

pelo número e estado de distribuição pigmentar dos cromatossomos em sua superfície. 

As dissecções foram feitas sob estereomicroscópio, em uma salina fisiológica específica 

para M. olfersi (ver 3.3), com o auxílio de tesoura de iridectomia e pinça de relojoeiro fina. 

Os camarões foram transeccionados entre o cefalotórax e o abdômen, e as metades 



  Milograna, SR 

23 
 

anteriores dos ovários, seccionadas transversalmente, foram transferidas para uma 

câmara de perfusão contendo a mesma salina.  

 

3.3. Solução fisiológica utilizada na perfusão 

Para manter o volume celular dos cromatóforos, a salina fisiológica padrão 

(SFP) utilizada foi preparada com uma osmolalidade de aproximadamente 360 

mOsm/kg H2O medida em microsmômetro a pressão de vapor (Wescor modelo 5500), 

com base na osmolalidade da hemolinfa de M. olfersi (cerca de 364 ± 1,9 mOsm/kg H2O; 

McNamara & Ribeiro, 1999). 

Para a preparação da SFP, utilizaram-se os principais cátions da hemolinfa na 

forma de cloretos, com concentrações iônicas baseadas em Prosser (1973), McNamara et 

al. (1990) e Ribeiro & McNamara (2007): em mM, Na+ 180, K+ 5, Ca2+ 5,5 e Mg2+ 1. A 

salina foi tamponada com bicarbonato de sódio (2,5 mM) e HEPES (5 mM), e o pH 

ajustado para 7,4, adicionando-se ainda glicose a 2 mM como substrato exógeno, uma 

vez que os experimentos foram realizados in vitro.  

Foi utilizada também uma salina fisiológica sem cálcio (SSC) contendo 2 mM 

EDTA (ácido etilenodiaminotetraacético; Sigma, St Louis, MO, USA) em substituição 

ao Ca2+, sendo este presente apenas em concentração residual aproximada de 9x10-11 M.  

 

3.4. O sistema de perfusão e a quantificação da translocação pigmentar 

Os ovários foram fixados com microagulhas de prata em uma câmara de perfusão 

composta de um bloco acrílico com uma pequena cavidade cilíndrica central, de 154 µl 

de volume, 7 mm de diâmetro por 7 mm de profundidade, com o fundo recoberto por 

uma camada de resina Sylgard.  
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O sistema de perfusão utilizado foi composto por esta câmara, que recebeu duas 

agulhas #30-20 diametralmente opostas, ligadas por cânulas de polietileno a uma válvula 

multidirecional e a duas seringas de vidro, onde foram aplicadas as soluções perfusoras.  

A câmara foi fechada com uma lamínula vedada com graxa de silicone, e 

perfundida com um fluxo de aproximadamente 0,7 ml de salina/min determinado pela 

gravidade e pela pressão da coluna líquida nas seringas (20 cm). O deslocamento dos 

grânulos de pigmento foi observado a cada 2 minutos em um estéreo-microscópio Wild 

M10 acoplado a uma câmara de vídeo SONY DXC 151A CCD, por luz transmitida e 

incidente, a um aumento de 200 vezes, utilizando-se uma escala ocular calibrada (3,52 

µm/intervalo).  

Foi utilizado apenas um cromatossomo com diâmetro entre 170 e 250 µm por 

preparação.  

 

3.5. Experimentos Fisiológicos 

Para induzir a agregação pigmentar, utilizou-se o hormônio agregador de 

pigmento vermelho (RPCH) a 5 nM (Peninsula Laboratories, CA, USA). Previamente a 

cada série experimental, preparou-se uma solução estoque de RPCH; GDP-β-S 

(guanosina 5’-0-(2-tiodifosfato) sal trilítio); Antagonista da proteína G (pGlu-Gln-D-Trp-

Phe-D-Trp-D-Trp-Met-NH2), CNQX (6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3 diona); AMPA 

[(±)-α-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-ácido propiônico hidrato]; L-NAME (Nω-

Nitro-L-arginina metil ester hidrocloridrato); Rp-sGMPc-trietilamina; Cantaridina (3´,7´-

dimetilhexahidro-4,7-epoxiisobenzofurano-1,3-diona); ML-7 [1-(5-iodonaftaleno-1-

sulfonil)homopiperazina HCl]; H-1152P [–(S)-(+)-Metil-1-[(4-metil-5-

isoquinolinil)sulfonil] homopiperazine.2HCl]; Y-27632 dicloridrato monohidratado e 

Blebistatina (1-fenil-1,2,3,4-tetrahidro-4-hidroxipirolo[2.3-b]-7-metilquinolin-4-ona), 
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diluídos em água destilada ou DMSO (Tabela 1). Antes da perfusão, alíquotas destas 

soluções estoque foram dissolvidas em 20 ml de salina fisiológica padrão (SFP). 

 

 

Tabela 1. Concentração final, diluente, efeito principal e origem dos reagentes 
utilizados nos protocolos experimentais. 

Reagente Concentração 
final (M) 

Diluente Efeito Principal Origem 

RPCH 5 x 10-9 Água 
destilada 

Agregador do pigmento 
vermelho 

Península 
Lab., USA 

GDP-β-S  
 

10-5 Água 
destilada 

Inibidor de receptor 
associado à proteína G 

Sigma-
Aldrich, USA 

Antagonista da 
proteína G 
 
CNQX  
 
 
AMPA  
 
L-NAME 
 
Rp-sGMPc-
trietilamina 
Cantaridina 

5 x 10-6 
 
 
5 x 10-5 
 
 
3 x 10-5 
 
5 x 10-3 
 
3 x 10-6 
 
10-5 

DMSO 
 
 
DMSO 
 
 
DMSO 
 
Água 
destilada 
Água 
destilada 
DMSO 

Inibidor da ativação de 
Gα1 ou Gα0 em receptor 
muscarínico colinérgico 
Antagonista de receptor 
de glutamato não-
NMDA 
Agonista de receptor de 
glutamato não-NMDA 
Inibidor da NOS 
 
Inibidor específico de 
PKG 
Inibidor da MLCP 

Sigma-
Aldrich, USA 
 
Sigma-
Aldrich, USA 
 
Sigma-
Aldrich, USA 
Sigma-
Aldrich, USA  
Sigma-
Aldrich, USA 
Sigma-
Aldrich, USA 

ML-7  
 

10-5  DMSO Inibidor da MLCK  Sigma-
Aldrich, USA 

H-1152 
 
 
Y-27632  
 
Blebistatina 
 

5 x 10-8 
 
 
3 x 10-6 
 
10-5 

 

Água 
destilada 
 
Água 
destilada 
DMSO 
 

Inibidor altamente 
específico da ROCK 
 
Inibidor específico da 
ROCK 
Inibidor específico da 
miosina II não-
muscular 

Alexis 
Biochemical, 
USA 
Sigma-
Aldrich, USA 
Sigma-
Aldrich, USA 
 

 

3.5.1. Experimento controle a 5 nM- caracterização da preparação 

Os experimentos RPCH-controle consistiram da perfusão dos cromatóforos na 

seqüência: (i) SFP, 10 min, para estabilizar a preparação; (ii) SFP + RPCH, 30 min; (iii) 

SFP, 30 min para averiguar a reversibilidade da agregação pigmentar. (N=12). 
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3.5.2. GDP-β-S a 10-5 M - inibição de GPCR 

Este composto é altamente instável e por isto foram preparados e imediatamente 

congelados em metanol e gelo seco, sendo armazenados a -80ºC. Seguiu-se o protocolo: 

(i) SFP, 10 min; (ii) SFP + GDP-β-S, 20 min; (iii) SFP + GDP-β-S + RPCH, 30 min; (iv) 

SFP + GDP-β-S, 30 min. (N=7). 

 

3.5.3. Antagonista da proteína G (AntPG) a 5 x 10-6 M - inibição de GPCR  

Seguiu-se o protocolo: (i) SFP + DMSO (0,5%), 10 min; (ii) SFP + AntPG, 30 

min; (iii) SFP + AntPG + RPCH, 30 min; (iv) SFP + AntPG, 30 min. (N=7). 

 

3.5.4. CNQX a 5 x 10-5  M - inibição de receptor de glutamato não-NMDA 

O seguinte protocolo experimental e a preparação prévia da solução com o 

CNQX foram realizados no escuro devido à fotossensibilidade do reagente: (i) SFP + 

DMSO (0,5%), 10 min; (ii) SFP + CNQX, 30 min; (iii) SFP + CNQX + RPCH, 30 min; 

(iv) SFP + CNQX, 30 min. (N=7). 

 

3.5.5. AMPA a 3 x 10-5 M – ativação de receptor de glutamato não-NMDA 

Seguiu-se o protocolo: (i) SFP + DMSO (0,5%), 10 min; (ii) SFP + AMPA, 30 

min; (iii) SFP + AMPA + RPCH, 30 min; (iv) SFP + AMPA, 30 min. (N=8). 

 

3.5.6. L-NAME a 5 x 10-3 M - inibição da NOS 

Seguiu-se o protocolo: (i) SFP, 10 min; (ii) SFP + L-NAME, 30 min; (iii) SFP + 

L-NAME + RPCH, 30 min; (iv) SFP + L-NAME, 30 min. (N=7). 
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3.5.7. Rp-sGMPc-trietilamina (sGMPc) a 3 µM - inibição específica da PKG 

A preparação da solução com o rp-sGMPc-trietilamina e os experimentos foram 

realizados no escuro devido à fotossensibilidade deste composto: (i) SFP, 10 min; (ii) 

SFP + sGMPc, 30 min; (iii) SFP + sGMPc + RPCH, 30 min; (iv) SFP + sGMPc, 30 

min. (N=10). 

 

3.5.8. Cantaridina a 10 µM - inibição da MLCP 

Devido à fotossensibilidade da cantaridina, a preparação da solução e o seguinte 

protocolo experimental foram realizados no escuro: (i) SFP + DMSO (0,5%), 10 min; (ii) 

SFP + cantaridina, 30 min; (iii) SFP + cantaridina + RPCH, 30 min; (iv) SFP + 

cantaridina, 30 min. (N=7). 

 

3.5.9. ML-7 a 10 µM – inibição da MLCK 

Realizou-se a perfusão de: (i) SFP + DMSO (0,5%), 10 min; (ii) SFP + ML-7 (30 

min); (iii) SFP + ML-7 + RPCH 30 min; (iv) SFP + ML-7 (30 min). (N=9). 

 

3.5.10. H-1152 a 5 x 10-8 - Inibição altamente específico da ROCK 

Devido à fotossensibilidade do H-1152, a preparação da solução e o seguinte 

protocolo experimental foram realizados no escuro: (i) SFP, 10 min; (ii) SFP + H-1152, 

30 min; (iii) SFP + H-1152 + RPCH, 30 min; (iv) SFP + H-1152, 30 min. (N=7). 

 

3.5.11. Y-27632 a 3 x 10-6 – inibição da ROCK 

Seguiu-se o protocolo: (i) SFP, 10 min; (ii) SFP + Y-27632, 30 min; (iii) SFP + Y-

27632 + RPCH, 30 min; (iv) SFP + Y-27632, 30 min. (N=8). 
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3.5.12. Blebistatina a 10 µM – inibição específica da miosina II não-muscular 

Seguiu-se o protocolo: (i) SFP + DMSO (0,5%), 10 min; (ii) SFP + blebistatina, 

20 min; (iii) SFP + blebistatina + RPCH, 30 min; (iv) SFP + blebistatina, 30 min, (v) 

SSC + blebistatina, 30 min. (N=9).  

 

3.6. Análise quantitativa dos experimentos fisiológicos 

Os diâmetros dos cromatossomos foram medidos da ponta de uma extensão 

celular à ponta de outra diametralmente oposta, utilizando-se uma escala ocular 

calibrada (1 intervalo = 3,52 µm). Essas medidas foram convertidas em micrômetros e 

transformadas em porcentagem de dispersão (%) e em velocidade de translocação 

pigmentar (em µm/min) em função do tempo, a partir das fórmulas: 

 

1. Grau de dispersão pigmentar (%) = diâmetro medido – diâmetro mínimo x 100 

    

           diâmetro máximo – diâmetro mínimo 

 

 

 

2. Velocidade de translocação pigmentar (µm/min) = diâmetro medido(t+1) – diâmetro medido(t) 

 

             2 min (intervalo de observação) X2 

              (correção por movimento bidirecional) 

  

onde ´t´ é igual a um momento específico da perfusão e ´t+1´ é a próxima medida após 

´t´ (2 min). Os valores do grau de dispersão e da velocidade de translocação foram 

obtidos a partir da mesma série de dados em cada experimento. 

Após tabulação, os valores das médias (X) e erros padrão da média (EPM), 

referentes ao grau de dispersão pigmentar e às velocidades de translocação para o 

conjunto de replicatas, a cada intervalo de medida, foram obtidos utilizando-se a planilha 

do aplicativo estatístico Statgraphics para Windows 5.0 Plus. Estes valores foram 
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plotados graficamente em função do tempo, utilizando-se o aplicativo Slide Write 5.01 

Plus para Windows. 

 

3.7. Análises estatísticas 

Para se a avaliar os efeitos dos inibidores testados sobre a velocidade de 

translocação, foram empregadas análises estatísticas paramétricas. Utilizou-se uma 

Análise de Variância de um único fator (o tratamento = controle, tratados com GDP-β-S, 

AntPG, CNQX, AMPA, L-NAME, Rp-sGMPc-trietilamina, Cantaridina, ML-7, H-

1152, Y-27632 e Blebistatina), seguida do teste Student-Newman-Keuls (SNK) para 

identificar as médias diferentes. Efeitos e diferenças foram considerados significativos em 

nível de P=0,05. Para tal utilizou-se o aplicativo para Windows SigmaStat 2.03 (SPSS 

Inc., Chicago, IL). Os valores em porcentagem de dispersão pigmentar resultantes dos 

efeitos do RPCH e/ou reagentes, e também de sua lavagem do perfusato não foram 

comparados estatisticamente, mas são apresentados descritivamente. Os dados constam 

como média ± EPM (N).  

 

3.8. Preparação imunocitoquímica para microscopia de fluorescência 

 

3.8.1 Dissecção, fixação e permeabilização dos ovários 

Ovários em qualquer estágio do ciclo de mudas foram dissecados em SFP como 

descrito na seção 3.2, porém não foram seccionados transversalmente. Os ovários 

inteiros foram transferidos a uma Solução bifosfato de sódio (PBS) contendo 

paraformaldeído (PF; Sigma-Aldrich, USA) a 4% e Triton-X (Sigma-Aldrich, USA) a 

0,3%, por 15 minutos, à temperatura ambiente. A solução de PBS é composta por: em 
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mM, 100 NaH2PO4 e 100 Na2HPO4, com pH 7,4. A fixação/permeabilização foi testada 

em SFP, mas observou-se melhor preservação e fixação das estruturas em PBS.  

O parafolmadeído é um fixador de tecidos, que os enrigece sem danificar a 

composição intracelular. A fixação é essencial para a posterior separação entre a cápsula 

ovariana e o ovário, e para a retificação do tecido na montagem da lâmina. O Triton-X é 

um permeabilizador, que abre poros na membrana plasmática permitindo a penetração 

das moléculas de anticorpos e a marcação de seus antígenos.  

 

5.8.2. Bloqueio dos sítios inespecíficos  

Os ovários foram transferidos a uma solução de PBS e glicina a 100 mM, para 

lavagem e remoção do paraformaldeído. A glicina tem a função de neutralizar as 

moléculas de paraformaldeído impregnadas nos tecidos, viabilizando a interação de 

outros compostos. Os ovários foram lavados por 3 vezes, cada uma por 5 minutos, à 

temperatura ambiente e incubados por 1 hora, à temperatura ambiente com PBS-

bloqueio contendo 0,1% Triton-X, 2% Soro de albumina bovino (BSA), 5% Soro de 

Cabra (Sigma-Aldrich, USA). Os bloqueadores foram centrifugados a 12.000 rpm por 1 

minuto previamente à preparação da solução. Este bloqueio tem função de ocupar os 

sítios moleculares, reduzindo sua afinidade pelas moléculas de anticorpos, e restringindo 

a ligação destes apenas a seus epitopos específicos, pelos quais têm elevada afinidade.  

 

5.8.3 Marcação com anticorpos primários 

Os ovários foram transferidos a microtubos tipo Eppendorf contendo PBS-

bloqueio à qual foram adicionados os anticorpos primários (Tabela 2) previamente 

centrifugados a 12.000 rpm por 1 min. Os microtubos foram armazenados por 48 horas a 
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4ºC. Os anticorpos primários reconhecem e associam-se a seus epitopos específicos nas 

proteínas de interesse. 

 

Tabela 2. Concentração final, efeito principal, produção e origem dos anticorpos 
primários utilizados nos protocolos experimentais.  
 

Anticorpo Concentração 
final (M) 

Produzido 
 Em 

Origem 

Anti-β-tubulina monoclonal 
Anti-miosina esquelética e 
muscular lisa policlonal 
*Anti-miosina II não-muscular 
policlonal 
 
Anti-cinesina monoclonal 
(Clone IBII) 
Anti-dineína monoclonal 
(cadeia pesada) 

1:100 
1:50 
 
1:100 
 
 
1:100 
 
1:100 

Camundongo 
Coelho 
 
Pintainho 
 
 
Fluido ascítico 
de rato 
Rato 

Sigma-Aldrich, USA 
Sigma-Aldrich, USA 
 
Cedido por Prof. Dr. 
Roy Larson 
 
Sigma-Aldrich, USA 
 
Sigma-Aldrich, USA 

* Os anticorpos policlonais anti-miosina II não-muscular usados foram produzidos e purificados por 

afinidade contra a fração S4 de cérebro de pintainhos, sem apresentar reação cruzada com a miosina V; por 

Hellen Cristina Ferreira Ishikawa. 

 

5.8.4. Marcação com anticorpos secundários conjugados a fluoróforos 

Os ovários foram lavados em PBS para a remoção de compostos em excesso, por 

3 vezes, cada uma por 5 minutos, à temperatura ambiente. 

Após a lavagem, foram incubados com solução de PBS e anticorpos secundários 

conjugados a fluoróforos Alexa-488 (Tabela 3) por 3 horas à temperatura ambiente. O 

Alexa-488 tem máxima absorção em 495 nm e máxima emissão em 519 nm (verde). Os 

anticorpos secundários reconhecem e ligam-se aos anticorpos primários, e os fluoróforos 

tornam-se visíveis no Microscópio de Fluorescência quando excitados pela luz 

fluorescente, evidenciando nos cromatóforos as proteínas marcadas pelos anticorpos. 

Nesta etapa e em todas as subseqüentes, a preparação foi coberta com papel alumínio ou 

mantida em recipiente escuro, para evitar que a luz excitasse os fluoróforos e reduzisse 

sua intensidade na visualização ao microscópio. 
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Tabela 3. Concentração final, produção, origem e anticorpos primários reconhecidos 
pelos anticorpos secundários (gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Roy Larson) 
utilizados nos protocolos experimentais. 

 

Anticorpo/ 
fluoróforo 
 

Concentra-
ção final 
(M) 

Especificação* Origem  Anticorpo  
 primário 

GAR 
Alexa -
488 
 

1:400 1Cabra  
anti-coelho IgG 
(H+L)  
 

 Invitrogen, USA Anti-miosina esque- 
lética e muscular lisa 
Anti-miosina II  
não-muscular  
 

GAM 
Alexa - 
488 

1:400 2Cabra  
anti-
camundongo 
IgG (H+L) 

 Invitrogen, USA Anti-β-tubulina 
Anti-cinesina  
Anti-dineína  

*são preparados a partir de anticorpos purificados por afinidade que reagem com cadeias pesadas IgG e todas as 

classes de imunoglobulinas de 1coelho ou 2camundondo, e produzidos em cabra. 

 

Os ovários foram lavados 3 vezes em PBS, cada uma por 5 minutos, à 

temperatura ambiente. 

 

5.8.5. Pós-fixação facultativa 

Em caso de os tecidos estarem insuficientemente rígidos, dificultando a delicada 

remoção da cápsula e a estabilização para montagem da lâmina, os ovários foram 

refixados em solução de PBS e PF a 4%, por 15 minutos à temperatura ambiente. Depois 

foram novamente lavados 3 vezes em PBS, cada uma por 5 min, à temperatura ambiente. 

 

5.8.6. Montagem das lâminas 

As cápsulas ovarianas foram cuidadosamente removidas, em imersão a PBS, 

com auxílio das mesmas tesouras e pinças utilizadas para dissecção (ver 3.2). As cápsulas 

foram lateralmente seccionadas e as porções superiores estendidas e separadas do 

restante do ovário como películas. Estas foram transferidas ao centro das lâminas com 
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uma gota de Vectashield Mounting Medium, estendidas para a planificação dos 

cromatóforos, e recobertas por lamínulas. As lamínulas foram vedadas com esmalte 

cosmético.  As lâminas foram estocadas na geladeira, no escuro. 

 

5.8.7. Marcação dos microfilamentos de actina 

A marcação dos microfilamentos de actina foi realizada diferencialmente, por 

não envolver anticorpos. Para o reconhecimento de microfilamentos de actina, foi 

utilizado o composto Faloidina-FITC (faloidina associada a fluoresceína isotiocianato; 

Sigma-Aldrich, USA). A faloidina é uma toxina do cogumelo Amanita phalloides, que se 

acopla a polímeros de actina F, estabilizando-os (Wehland et al., 1977). A fluorescência 

do FITC tem máxima excitação em 495 nm e máxima emissão em 520 nm.  

Os ovários foram dissecados, fixados e permeabilizados (ver seção 5.8.1.); 

lavados 3 vezes em PBS, cada uma por 5 minutos; incubados em solução de PBS e 

faloidina-FITC (300 nM) por 3 horas à temperatura ambiente; novamente lavados; 

facultativamente pós-fixados (ver seção 5.8.5.) e montados em lâmina (ver seção 5.8.6.). 

 

5.8.9. Observação por microscopia Confocal 

As imagems foram adquiridas nos Microscópios Confocais Leica TCS SP5 e SP2 

do Departamento de Biologia Celular e Molecular da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FMRP-USP), em colaboração com a Profa. Dra. Munira Muhammad 

Abdel Baqui.  
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4. Resultados  
 

Alguns reagentes foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração 

máxima de 0,5% (McNamara & Ribeiro, 2000), que não afeta células. O DMSO em SFP 

foi perfundido nos primeiros 10 minutos de estabilização da preparação antes da 

perfusão com compostos no mesmo diluídos, para a certificação de que não afeta o 

estado de distribuição pigmentar dos cromatossomos.  

 

4.1. RPCH-controle 
 

O RPCH induz agregação pigmentar máxima em 28 min. Aproximadamente 50% 

da agregação pigmentar ocorre nos primeiros 2-4 min. A dispersão observada após a 

retirada do RPCH atinge 89,4% (N=12) em 30 min de perfusão com SFP (Fig. 3A). 

O perfil da velocidade de agregação pigmentar é formado por duas fases bem 

definidas: (i) a fase rápida, correspondente a um pico de 2 min (Fig. 3B: minuto 12) com 

elevada velocidade, que caracteriza a velocidade máxima de translocação e (ii) a fase 

lenta, composta por um plateau de velocidade intermediária, que dura 10 min (Fig. 3B: 

minutos 14-24) e um período de reduzida e decrescente velocidade, até cessar-se o 

movimento.  

A média da velocidade após 2 minutos de perfusão de RPCH (minuto 12), em que 

se pode observar o maior pico de velocidade de agregação (Fig. 3B), é de 15,3 ± 2,2 

µm/min. No entanto, em alguns animais a velocidade máxima de agregação não ocorre 

neste mesmo minuto, sendo o pico retardado. Por isso, a média da velocidade máxima 

de agregação de todas as amostras é de 16,7 ± 1,6 µm/min, e será este o valor usado para 

comparação com os grupos experimentais nas análises estatísticas. No plateau, a 

velocidade média de agregação é de 2,9 µm/min.  
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A velocidade de dispersão atinge um pico após 6 minutos de lavagem do RPCH 

(minuto 46) de 7,0 ± 2,5 µm/min, e a partir deste momento decai lentamente até cessar. 

A média da velocidade de dispersão é de 2,7 µm/min (Fig. 3B).  

 
Figura 3. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos do camarão M. 
olfersi durante perfusão com e sem RPCH a 5 nM. Note em A, que ocorre agregação 
completa da massa pigmentar após 28 min de perfusão. Em B, a fase rápida de 
agregação é composta por um pico (minuto 12) e um plateau que compreende o período 
entre os minutos 14 e 24. Durante a dispersão, a velocidade aumenta, atinge um pico 
(minuto 46) e depois decresce até cessar. Os dados são M ±±±± EPM, N=12. 
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4.2. Receptores associados à proteína G (GDP-β-S e Antagonista da proteína G) 

Perfusões com GDP-β-S, inibidor de receptores associados à Proteína G, a 10 

µM, e AntPG, inibidor de receptores associados à proteína Gαi/Gα0, a 5 µM, não causam 

efeito por si. Com a adição do RPCH na perfusão com GDP-β-S a agregação quase se 

completa (90%) após 30 minutos (9,9% ± 3,6%; Fig. 4A), mas na perfusão com AntPG é 

fortemente inibida (Fig. 5A). Na última, a agregação dura apenas 12 min, chegando a 47 

± 8,5% de dispersão pigmentar, e é seguida de dispersão espontânea, atingindo 60 ± 

10,8% ao final da perfusão com RPCH. Após 30 min de lavagem do RPCH, a dispersão 

atinge 75,2 ± 6,1% na perfusão com GDP-β-S e 92,3 ± 4,8% com AntPG. 

Dois minutos após perfusão de GDP-β-S e AntPG com RPCH observa-se um 

pico das médias de velocidade de 16,5 ± 1,7 µm/min (Fig. 4B) e 13,3 ± 2,1 µm/min (Fig. 

5B), respectivamente. As velocidades máximas médias são de 18,5 ± 0,8 µm/min (= 

RPCH-controle, 16,7 ± 1,6 µm/min, P=0,90) e 13,3 ± 2,1 µm/min (= RPCH-controle, 

16,7 ± 1,6 µm/min, P=0,85). A média das velocidades do plateau, que dura 10 min no 

experimento com GDP-β-S, é 4,2 µm/min, mas com AntPG esta fase desaparece. A 

dispersão espontânea com RPCH +AntPG atinge uma velocidade máxima média de 2,1 

± 1 µm/min. Com GDP-β-S e AntPG a dispersão durante a lavagem do RPCH tem 

velocidades máximas de 6,8 ± 1,9 µm/min e 2,5 ± 1,2 µm/min, que posteriormente 

decrescem até cessar. As velocidades médias da dispersão pigmentar são de 2 µm/min e 

0,9 µm/min, respectivamente. 

A forte inibição por AntPG da agregação pigmentar induzida pelo RPCH e a 

dispersão espontânea indicam que receptores associados à proteína G estão envolvidos, 

ao menos parcialmente, na transdução de sinal do RPCH, e possivelmente sejam seu 

próprio receptor agonista. 
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β

β

 

Figura 4. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH a 5 nM e GDP-β-S, inibidor de receptor associado à 

proteína G, a 10 µM. O efeito do composto na agregação é muito sutil (A). Dados são 
X + EPM, N=7. 

 



  Milograna, SR 

38 
 

 

Figura 5. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH a 5 nM e Antagonista da proteína G a 5 µM. A 
agregação desencadeada pelo RPCH é fortemente inibida e ocorre dispersão 
espontânea (A), porém a velocidade da fase rápida não é afetada. Dados são X + EPM, 
N=7. 
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4.3. Receptores de glutamato não-NMDA (CNQX e AMPA) 

O CNQX, um potente antagonista de receptores de glutamato não-NMDA, foi 

testado a 100 µM (N=2, dados não mostrados), e apresentou em média a mesma resposta 

de 50 µM, concentração eleita para o experimento. A perfusão com CNQX por si causa 

hiperdispersão, que chega a 107,4% ± 3 após 30 min. CNQX inibe parcialmente a 

agregação induzida por RPCH, e os cromatossomos ficam 25 ± 7% dispersos ao final de 

30 min. Ao lavar o RPCH do perfusato por 30 min, a dispersão pigmentar atinge 82,2 ± 

13% (Fig. 6A).  

O perfil de velocidade de agregação desencadeada por RPCH + CNQX não 

difere do RPCH-controle. O pico das médias de velocidade é 16 ± 1,5 µm/min, 

coincidente com a velocidade máxima média (= RPCH-controle, 16,7 ± 1,6 µm/min, 

P=0,95). O plateau dura 10 min e tem velocidade média de 3,5 µm/min. A dispersão 

apresenta uma velocidade máxima de 4,9 ± 2,2 µm/min e velocidade média de 1,8 

µm/min (Fig. 6B). 
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Figura 6. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH (5 nM) e CNQX, antagonista do receptor de 
glutamato não-NMDA, a 50 µM. CNQX causa ligeira hiperdispersão e inibe cerca de 
25% da agregação induzida pelo RPCH (A), porém sem afetar a velocidade da fase 
rápida (B). Dados são X + EPM, N=7. 
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O AMPA, agonista do receptor de glutamato não-NMDA, a 30 µM, causa por si 

forte hiperdispersão, levando a 114,2 ± 3,6%. Com a adição do RPCH, a agregação 

pigmentar quase se completa em 30 min, levando a 4,5 ± 2,3% de dispersão. Após 30 

min de lavagem do RPCH, a dispersão atinge 95 ± 4,6% (Fig. 7A).  

O perfil de velocidade também se mostra similar ao RPCH-controle, com pico de 

velocidade de 15,9 ± 1,5 µm/min, velocidade máxima média de 16,3 ± 1,8 µm/min, e 

estatisticamente semelhante à do RPCH-controle (16,7 ± 1,6 µm/min, P=0,86). O 

plateau dura 10 min e tem média de 4,3 µm/min. A velocidade máxima de dispersão é 

6,4 ± 1,7 µm/min (minuto 78) e a média é 2,3 µm/min (Fig. 7B). 

A inibição parcial da agregação pelo inibidor do receptor de glutamato não-

NMDA, em conflito com a indução de forte hiperdispersão pelo estimulador de mesmo 

não esclarecem o papel deste receptor na translocação pigmentar e sugerem que este não 

está diretamente envolvido na transdução de sinal desencadeada pelo RPCH.  
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Figura 7. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH (5 nM) e AMPA, agonista do receptor de glutamato 
não-NMDA, a 30 µM. Observe em A que o AMPA causa por si notável 
hiperdispersão, e não afeta a agregação pigmentar induzida pelo RPCH. Dados são X 
+ EPM, N=8. 
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4.4. Óxido nítrico sintase (L-NAME) 

O L-NAME, inibidor da NOS, primeiramente testado a 1 (N=2) e 3 mM (N=2; 

dados não mostrados), desempenhou maior efeito a 5 mM. O composto não causa efeito 

por si, mas inibe fortemente a agregação induzida pelo RPCH interrompendo o 

movimento pigmentar após 14 min de perfusão com RPCH. Após 30 min de perfusão os 

cromatossomos apresentam 43,5 ± 10%. Após 30 min de lavagem, a dispersão atinge 

90,3 ± 6,5% (Fig. 8A).  

O pico de velocidade é de 8,5 ± 1,5 µm/min, a velocidade máxima média é de 

11,1 ± 1,3 µm/min, (= RPCH-controle, 16,7 ± 1,6 µm/min, P=0,38), e o plateau, de 2,9 

µm/min em média, que dura 10 min. A velocidade máxima de dispersão é 3,5 ± 1 

µm/min (minuto 80) e a média é 1,2 µm/min (Fig 8B). 

O efeito de forte inibição indica que a NOS tem um papel importantíssimo na 

cascata do RPCH, provavelmente sendo um elemento central de ativação de proteínas da 

cascata do GMPc. 



  Milograna, SR 

44 
 

 

Figura 8. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH (5 nM) e L-NAME, inibidor da NOS, a 5 mM. A 
agregação pigmentar desencadeada por RPCH é fortemente inibida. O efeito do L-
NAME é completamente reversível. Dados são X + EPM, N=7. 
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4.5. Proteína cinase G (Rp-sGMPc-trietilamina) 

A perfusão de rp-sGMPc-trietilamina, inibidor da PKG, a 3 µM, por si causa uma 

sutil dispersão de 99,4 ± 0,6 para 103,6 ± 3,6 % em 30 minutos (Fig. 9A). A adição do 

RPCH causa agregação pigmentar apenas incompleta (67%), atingindo-se os 36,2 ± 5,6% 

de dispersão, que dura 12 min. A partir do minuto 52, ocorre uma leve dispersão 

espontânea, na presença do RPCH, que atinge 41,2 ± 9,2% ao final dos 30 minutos de 

perfusão com RPCH. Com a lavagem do RPCH, curiosamente os pigmentos levam 6 

min até iniciar a sua dispersão, que ao final de 30 min da perfusão de SFP atinge 70%. 

A média do pico de velocidade observado no minuto 42 (Fig 9B) é de 14,4 ± 2,5 

µm/min. A média das velocidades máximas de agregação é de 16,9 ± 1,8 µm/min, 

estatisticamente semelhante ao RPCH-controle (P=0,94). O plateau dura apenas 4 min, 

com média de 5,9 µm/min. A velocidade de dispersão não apresenta um pico 

característico, atingindo máxima velocidade de 2,7 ± 1 µm/min, com média de 0,9 

µm/min.   

Aparentemente, a PKG é ativada durante a cascata de sinalização do GMPc 

desencadeada pelo RPCH e tem um papel muito importante na fosforilação de proteínas 

durante a agregação pigmentar, já que a inibição dessa cinase interrompe o mecanismo 

logo após a fase inicial rápida. 
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Figura 9. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH (5 nM) e Rp-sGMPc-trietilamina, inibidor altamente 
específico da PKG, a 3 µM. Note que a fase lenta da agregação induzida por RPCH é 
fortemente inibida e que após sua lavagem, a dispersão atinge aproximadamente 70% 
(A). Dados são X + EPM, N=10.  
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4.6. Fosfatase (MLCP) e cinase (MLCK) da cadeia leve da miosina (Cantaridina e 

ML-7) 

Cantaridina, inibidora da MLCP, a 10 µM, por si leva à hiperdispersão 

pigmentar (106,7%). Com a adição do RPCH, a agregação quase se completa (95%) após 

24 minutos (4,4% ± 2,6). Entretanto, nos últimos 6 minutos de perfusão há uma leve 

dispersão espontânea (9,2 ± 5,1%). Com a lavagem do RPCH, a dispersão atinge os 85,1 

± 11,1% ao final da perfusão (Fig. 10A). 

Dois minutos após perfusão com RPCH (min 42) observa-se um pico das 

médias de velocidade de 22,7 ± 2,2 µm/min. A velocidade máxima média é de 25,1 ± 

2,6 µm/min, maior que a do RPCH-controle (16,7 ± 1,6 µm/min, P=0,015). O plateau, 

que dura 8 min, tem média de 6,1 µm/min. A dispersão apresenta uma fase inicial 

rápida, com velocidade máxima de 8,2 ± 1,4 µm/min, que posteriormente decresce até 

cessar. A velocidade média é de 2,4 µm/min (Fig. 10B). 
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Figura 10. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH (5 nM) e Cantaridina, inibidor da MLCP, a 10 µM. 
Note em A que a Cantaridina por si induz ligeira hiperdispersão, acelera a agregação 
induzida por RPCH, que se completa em 24 min e é subsequenciada por uma ligeira 
dispersão espontânea. A velocidade máxima de agregação (B) é maior que no RPCH-
controle (Figura 3 B), e a dispersão após a lavagem também é rápida. Dados são X + 
EPM, N=7. 
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O ML-7, inibidor da MLCK, foi empregado a 10 µM (N=9) e a 20 µM (N=4; 

dados não mostrados).  A concentração de 10 µM foi escolhida para caracterizar o efeito 

da inibição da cinase da cadeia leve da miosina, devido a sua utilização mais freqüente 

na literatura (ver Discussão, seção 5.2).  

ML-7 a 10 µM não apresenta efeito por si. A adição do RPCH causa agregação 

pigmentar incompleta em 30 min de perfusão (8,7 ± 3,14% de dispersão). Com a retirada 

do RPCH da perfusão, a dispersão pigmentar atinge os 75,8 ± 10,3% em 30 minutos 

(Fig. 11A). 

Dois minutos após a perfusão com RPCH (min 42), observa-se um pico de 

velocidade de 14,1 ± 0,7 µm/min, que neste caso é coincidente com a velocidade 

máxima média, e estatisticamente semelhante à do RPCH-controle (16,7 ± 1,6 µm/min, 

P=0,277). O plateau dura apenas 4 min, com média de 2,8 µm/min. A velocidade de 

dispersão é lenta e decrecente durante a lavagem do RPCH, apresentando média de 1 

µm/min (Fig. 11B). 

A MLCP parece regular a função da miosina durante a agregação pigmentar já 

que, quando mantida no seu estado fosforilado, a MLC acelera a fase rápida da 

translocação pigmentar. Quanto a MLCK, entretanto, não se pôde identificar um papel 

significativo, já que a velocidade de agregação não é afetada, e ocorre apenas uma 

pequena inibição ao final do mecanismo de agregação. 
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Figura 11. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH (5 nM) e ML-7, inibidor da MLCK, a 10 µM. A 
inibição da agregação induzida pelo RPCH pelo ML-7 é muito sutil (A). Dados são X 
+ EPM, de N=9. 
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4.7. Cinase da proteína Rho (Y-27632 e H-1152) 

Para a escolha da concentração mais adequada dos reagentes para estes 

experimentos, foram realizados ensaios prévios com 1 (N=3)e 2 µM (N=1) de Y-27632 e 

com 25 nM (N=3) de H-11522 (dados não mostrados). Perfusões com Y-27632 a 3 µM e 

H-1152 a 50 nM, inibidores da ROCK, não causam efeito por si. Ambos inibem 

parcialmente a agregação desencadeada pelo RPCH, mas o efeito do H-1152 é mais 

drástico. Com Y-27632 +RPCH, após 30 minutos os cromatossomos atingem 15,4 ± 

4,8% (Fig. 12A), e com H-1152 +RPCH chegam ao grau mínimo de 32,8 ± 14,3% após 

24 min (Fig. 13A), seguindo-se discreta dispersão espontânea para 34,4 ± 14,8% até o 

final da perfusão com RPCH. O efeito desses compostos é altamente reversível, e atinge-

se 101,1 ± 3,4% e 97,8 ± 7,3, respectivamente, após 30 min de perfusão sem RPCH. 

Dois minutos após perfusão de Y-27632 e H-1152 com RPCH observa-se um 

pico das médias de velocidade de 16,7 ± 3,9 µm/min (Fig. 12B) e 13,9 ± 2,3 µm/min 

(Fig. 13B), respectivamente. As velocidades máximas médias são de 18 ± 3,5 µm/min (= 

RPCH-controle, 16,7 ± 1,6 µm/min, P=0,86) e 13,9 ± 2,3 µm/min (= RPCH-controle, 

16,7 ± 1,6 µm/min, P=0,9). O plateau de velocidade dura 8 min e tem média de 3,6 

µm/min com ambos os compostos. Com Y-27632 e H-1152 a dispersão durante a 

lavagem do RPCH tem velocidades máximas de 8,1 ± 2,8 µm/min (min 74) e 3,4 ± 1,8 

µm/min (min 78) e médias de 2,2 µm/min e 1,4 µm/min, respectivamente. 

Os compostos inibiram parcialmente a agregação, e parecem ter facilitado a 

dispersão, inidicando que a cinase da proteína Rho tem um papel na fosforilação da 

cadeia leve da miosina presente nos cromatóforos, sendo um importante elemento 

estimulatório do movimento de agregação pigmentar.  
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Figura 12. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH (5 nM) e Y-27632, inibidor da ROCK, a 3 µM. A 
agregação induzida pelo RPCH é inibida em cerca de 15% (A), na fase lenta. A 
dispersão durante a lavagem do RPCH ocorre rapidamente. Dados são X + EPM, 
N=8. 
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Figura 13. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH (5 nM) e H-1152, inibidor altamente específico de 
ROCK, a 50 nM. Observe em A que a agregação desencadeada pelo RPCH é inibida 
em cerca de 40%, e que ao final da perfusão há uma leve tendência à dispersão 
espontânea. A inibição se dá principalmente na fase lenta, já que a velocidade máxima 
(B) é semelhante à do RPCH-controle (Figura 3 B). A dispersão durante a lavagem do 
RPCH ocorre rapidamente. Dados são X + EPM, N=7. 
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4.8. Miosina-II não-muscular (Blebistatina) 

A blebistatina a 10 µM não causa efeito por si. A adição do RPCH induz apenas 

52% de agregação pigmentar, que dura 16 minutos (47 ± 6,2%), seguida de leve dispersão 

pigmentar espontânea. Ao final dos 30 min de perfusão com RPCH obteve-se 50,8 ± 

6,8% de dispersão. A lavagem do RPCH com SFP leva a 79,5 ± 6,7% em 30 min. Com a 

retirada do Ca2+ da perfusão, a dispersão chega a 95,1 ± 1,7% após 30 min adicionais de 

lavagem (Figura 14A).  

Dois minutos após a perfusão com RPCH (min 32), observa-se um pico de 

velocidade de 7,9 ± 1,8 µm/min. A velocidade máxima média é de 9,1 ± 1,5 µm/min, 

estatisticamente semelhante à do RPCH-controle (16,7 ± 1,6 µm/min, P=0,055). Nota-se 

um plateau que dura apenas 4 min, com média de 2,9 µm/min (Figura 14B). 

A velocidade de dispersão não apresenta fase rápida, mantendo-se reduzida e 

oscilante, com média de 0,7 µm/min durante a perfusão com SFP. A média de 

velocidade do período de lavagem sem Ca2+ é de 0,25 µm/min. 

Foram realizados dois ensaios com 50 e 100 µM (dados não mostrados) para 

checar possíveis aumentos dose-resposta de efeito, mas não houve diferença 

considerável.  

A miosina II não-muscular parece ser uma das classes de motor molecular 

ativadas durante a agregação pigmentar em cromatóforos de M. olfersi. 
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Figura 14. Decurso temporal do grau de dispersão (%) (A) e da velocidade de 
translocação (µµµµm/min) (B) pigmentar em cromatossomos ovarianos de M. olfersi em 
resposta a perfusões com RPCH (5 nM) e Blebistatina, inibidor da miosina II não-
muscular, a 10 µM. A agregação desencadeada pelo RPCH é fortemente inibida (A) 
desde a fase rápida (B) e ocorre dispersão espontânea durante a perfusão do RPCH. A 
blebistatina não inibe a dispersão pigmentar. Dados são X ± EPM. N=9. 
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4.9. Microscopia de imunofluorescência de citoesqueleto e motores moleculares 
 

4.9.1. Autofluorescência 

Os pigmentos vermelhos contidos em grânulos nos cromatossomos ovarianos de 

M.olfersi são intensamente autofluorescentes. Em micrografia obtida a partir de lâmina 

contendo tecido não marcado por anticorpos ou fluoróforos (Fig. 15), observa-se o 

pigmento vermelho, que absorve luz no comprimento de onda entre 400 e 600 nm, com 

pico de absorbância em 500 nm, e a emite com pico em 568,2 nm (Boyle, 2005), na 

região citoplasmática dos cromatóforos. A autofluorescência não é evidenciada por todo 

o cromatossomo, já que a imagem mostrada (Fig. 15) representa apenas um plano 

seccionado, e não capta toda a área pigmentada (Fig 15C).   
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Figura 15. Micrografia obtida a partir de cromatossomos fixados no estado disperso, sem 
marcação com anticorpos. (A) Autofluorescência dos pigmentos (Vermelho), (B) campo claro 
– cromatossomos com pigmentos dispersos, (C) Autofluorescência dos pigmentos (Vermelho), 
com a subtração do fundo. As imagens foram adquiridas no microscópio confocal TCS SP2. 
Escala= 85 µM. 
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4.9.2. Controle 

As preparações sem o anticorpo primário, tanto com o anticorpo secundário 

GAM Alexa-488 quanto com o GAR Alexa-488, não evidenciaram marcação de 

nenhuma área em destaque, mas apenas um sinal verde sutil, igualmente distribuído pelo 

tecido (dados não mostrados).  

 

4.9.3. Os microfilamentos de actina 

Os microfilamentos de actina são abundantes nos fibroblastos constituintes da 

cápsula ovariana que reveste e sustenta os cromatossomos (Fig. 16). Os microfilamentos 

sobrepõem-se aos cromatossomos, e devido à sua elevada concentração, mesmo onde a 

actina aparece colocalizada com os mesmos (Fig. 16D), não se pode precisar se está 

presente intracelularmente. Entretanto, os microfilamentos acompanham perfeitamente 

algumas das extensões celulares preenchidas por pigmentos (Fig. 16E, a e b), 

aparentemente formando trilhos por onde os mesmos são transportados. O 

aperfeiçoamento da metodologia de marcação com a Faloidina-FITC, talvez após 

digestão parcial da cápsula ovariana, ou ainda em cultura celular, técnicas até hoje não 

desenvolvidas neste modelo experimental, é requerido para que se obtenha a visualização 

comprobatória da actina em cromatóforos por microscopia de fluorescência, bem como 

para a melhor compreensão de sua disposição intracelular e funcionalidade. 
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Figura 16. Micrografias evidenciando a 
abundância de microfilamentos de 
actina nos fibroblastos da cápsula 
ovariana, que recobrem cromatossomos 
dispersos. (A) Faloidina-FITC (verde), 
(B) campo claro, (C) autofluorescência 
dos pigmentos (Vermelho), (D) 
superimposição das imagens, com 
subtração do fundo. Escala= 55µM. (E) 
Detalhe aumentado da superimposição 
das imagens, em fundo escuro. Note em 
a e b, que os microfilamentos de actina 
envolvem as extensões celulares 
pigmentadas. Escala= 9,5 µM. As 
imagens foram adquiridas no 
microscópio confocal TCS SP5. 
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4.9.4 Os microtúbulos  

O citoesqueleto dos cromatóforos é rico em microtúbulos. Estes permanecem 

polimerizados ao longo das extensões celulares quando os grânulos pigmentares estão 

agregados, evidenciados em verde (Fig. 17A e D). As extensões celulares não são visíveis 

em campo claro (Fig 17B), já que estão desprovidas de pigmento. Os microtúbulos vão 

das extensões celulares ao centro do cromatossomos, justapostos aos pigmentos (Fig. 17 

A e C). 
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Figura 17. Micrografia de cromatossomos fixados no estado agregado evidenciando os 
microtúbulos nas extensões celulares e também em meio aos pigmentos. A) Anticorpo 
monoclonal anti-β-tubulina (Verde), (B) campo claro – cromatossomos com pigmentos 
agregados, (C) autofluorescência dos pigmentos (Vermelho), (D) superimposição das imagens. 
As imagens foram adquiridas no microscópio confocal TCS SP5. Escala=26 µM. 
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4.9.5. Motores moleculares 

A miosina esquelética e muscular é abundante nos cromatossomos (Fig. 18). 

Diferentemente dos microtúbulos, sua área de ocupação se restringe à região preenchida 

por pigmento, indicando que está diretamente associada aos grânulos pigmentares.  

A miosina II não-muscular localiza-se em toda a área dos cromatossomos 

(Figuras 19 e 20), ou seja, além dos locais preenchidos por pigmentos, o que fortemente 

evidencia sua associação ao citoesqueleto, e não aos grânulos pigmentares. 

A cinesina (Figs. 21, 22, 23 e 24) e a dineína (Figs. 25 e 26) também foram 

identificadas. Como a miosina esquelética e muscular, acompanham as regiões 

preenchidas por grânulos, aparentemente estando associadas aos mesmos, o que sugere 

serem motores moleculares da translocação pigmentar.  
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Figura 18. Micrografia de cromatossomos fixados no estado agregado mostrando miosina, de 
classe não identificada, fortemente evidenciada em colocalização com o pigmento. (A) Anticorpo 
policlonal anti-miosina esquelética e muscular (Verde), (B) campo claro – cromatossomo 
agregado, (C) autofluorescência dos pigmentos (Vermelho), (D) superimposição de A e B, com 
subtração do fundo.) Sobreposição de cortes (série Z) adquirida em microscópio confocal TCS 
SP5. Escala= 8 µM. 
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Figura 19. Micrografia de cromatossomos fixados no estado semi-disperso, mostrando a miosina 
II não-muscular aparentemente associada ao citoesqueleto. (A) Anticorpo policlonal anti-
miosina II não muscular (Verde), (B) campo claro – cromatossomo semi-disperso, (C) 
autofluorescência dos pigmentos (Vermelho), (D) superimposição de A e B, com subtração do 
fundo. Sobreposição de cortes (série Z) adquirida em microscópio confocal TCS SP5. Escala= 17 
µM. 
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Figura 20. Micrografia de cromatossomos fixados no estado disperso, mostrando a miosina II 
não-muscular ocupando toda a área do citoesqueleto. (A) Anticorpo policlonal anti-miosina II 
não muscular (Verde), (B) campo claro – cromatossomo disperso, (C) superimposição de A e B, 
com subtração do fundo. Sobreposição de cortes (série Z) adquirida em microscópio confocal 
TCS SP5. Escala= 17 µM. Escala= 40 µM. 
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Figura 21. Micrografia de cromatossomos fixados no estado disperso, evidenciando a cinesina 
(A) Anticorpo monoclonal anti-cinesina (Verde), (B) campo claro – cromatossomo disperso, (C) 
superimposição de A e B, com subtração do fundo. Sobreposição de cortes (série Z) adquirida em 
microscópio confocal TCS SP2. Escala= 48 µM. 
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Figura 22. Micrografia de cromatossomos fixados no estado disperso, evidenciando a cinesina. 
(A) Anticorpo monoclonal anti-cinesina (Verde), (B) campo claro – cromatossomo disperso, (C) 
superimposição de A e B, com subtração do fundo. Sobreposição de cortes (série Z) adquirida em 
microscópio confocal TCS SP2. Escala= 55 µM. 
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Figura 23. Micrografia de uma extensão pimentar com grânulos pimentares em colocalização à 
cinesina. (A) Anticorpo monoclonal anti-cinesina (Verde), (B) campo claro – grânulos 
pigmentares, (C) superimposição de A e B, com subtração do fundo. Sobreposição de cortes 
(série Z) adquirida em microscópio confocal TCS SP2. Escala= 9,5 µM. 
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Figura 24. Micrografia de uma extensões celulares repletas de grânulos pimentares em 
colocalização à cinesina. (A) Anticorpo monoclonal anti-cinesina (Verde), (B) campo claro – 
extensões dos cromatossomos, (C) superimposição de A e B, com subtração do fundo. 
Sobreposição de cortes (série Z) adquirida em microscópio confocal TCS SP2. Escala=15 µM. 
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Figura 25. Micrografia de cromatossomos fixados no estado disperso, mostrando a dineína. (A) 
Anticorpo monoclonal anti-dineína (Verde), (B) campo claro – cromatossomo disperso, (C) 
superimposição de A e B, com subtração do fundo. Sobreposição de cortes (série Z) adquirida em 
microscópio confocal TCS SP2. Escala= 31µM. 
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Figura 26. Micrografia de extensões de cromatóforos com grânulos pimentares colocalizados à 
dineína. (A) Anticorpo monoclonal anti-dineína (Verde), (B) campo claro – extensões dos 
cromatossomos, (C) superimposição de A e B, com subtração do fundo. Sobreposição de cortes 
(série Z) adquirida em microscópio confocal TCS SP2. Escala=11,6 µM. 
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5. Discussão 
 

Neste trabalho, evidenciamos empiricamente que o receptor do RPCH talvez 

seja do tipo associado à proteína G. Confirmamos que a NOS possui um papel 

importante na cascata de sinalização do GMPc, e que a PKG é ativada por esta cascata, 

constituindo um elemento fundamental na fosforilação da miosina. Investigamos parte 

dos mecanismos regulatórios da miosina durante a translocação pigmentar, 

demonstrando a participação da MLCP e da ROCK. Comprovamos a intrigante 

participação da miosina II não-muscular no transporte pigmentar, apesar desta miosina 

desprovida de sítios transportadores de cargo não ser convencionalmente conhecida por 

esta função e aparecer em associação com o citoesqueleto. Mostramos pela primeira vez, 

por microscopia de fluorescência, a disposição dos microtúbulos nas extensões dos 

cromatóforos, e vestígios de microfilamentos de actina circundando o pigmento. 

Evidenciamos ainda que há cinesina, miosina e a controversa dineína em associação aos 

grânulos pigmentares.  

 

5.1. O Receptor do RPCH  

A inibição de 50% pelo AntPG da agregação pigmentar induzido por RPCH, e a 

subseqüente dispersão espontânea sugere que o receptor do RPCH é do tipo sete passos 

transmembrânicos associado à proteína G.  

O AntPG é um potente inibidor do receptor muscarínico (M2), ativado por 

acetilcolina, que promove hidrólise de GTP por meio de proteínas Gi e Go. O AntPG 

compete com o receptor pela interação com as proteínas G por se ligar a pelo menos uma 

parte do domínio de ligação do receptor na proteína G, sem entretanto promover a 

hidrólise do GTP. O peptídeo parece interagir com proteínas Gi, G0 e Gs com a mesma 
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potência, apontando que seu sítio de ligação pode incluir as subunidades γβ, comuns a 

todas as proteínas G (Mukai et al., 1992). 

Entretanto, o GDP-β-S, um análogo não hidrolisável do GDP que 

competitivamente inibe a proteína G, não causou efeito significativo na agregação 

pigmentar induzida por RPCH.  

De acordo com o modelo aceito de ativação da proteína G, esta é ativa quando 

seu sítio GTPásico é ocupado por GTP, e inativa quando o mesmo é ocupado por GDP. 

A fina regulação da quantidade de proteína G em cada fase do ciclo ativação-desativação 

determinaria o nível de ativação da mesma e a conseqüente intensidade do sinal 

transduzido ao interior celular (Gilman, 1987; Hamm, 1998). Porém, muitos 

experimentos na literatura mostram que proteínas Gs ou Gi podem ser ativadas mesmo 

na presença de GDP (Iyengar & Birnbaumer, 1979; Schneyer et al., 1984; Harding & 

Harris, 1986; Quist et al., 1992; Piacentini et al., 1996; Seifert et al., 1998, Hatley et al., 

2003; Lutz et al., 2002), atentando para necessidade de revisão do paradigma de sua 

forma de ativação. Ugur e colaboradores (2005) revelam que o GTP e o GDP 

comportam-se quase identicamente em todos os aspectos, e que ao menos um deles é 

fundamental para a atividade do receptor. 

Pode ser que, nos cromatóforos, a ligação do GDP funcione como ativador 

completo ou parcial da proteína G, e por isto o GDP-β-S não exerceu efeito inibitório. 

Pode ser ainda, que a concentração utilizada tenha sido insuficiente para inibir a 

atividade da proteína G nessas células, ou que, por ser um composto altamente instável 

(dados técnicos da Sigma-Aldrich), as precauções tomadas durante sua preparação (ver 

seção 3.5.2) não tenham sido suficientes para preservar suas propriedades inibitórias. 

Essas são possíveis razões para explicar a observada discrepância entre os efeitos do 

AntPG e do GDP-β-S.   
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Entretanto, a inibição por AntPG não aboliu a agregação pigmentar. A 

parcialidade do efeito poderia, novamente, ser atributo da concentração utilizada, 

insuficiente para bloquear todos os sítios de ligação das proteínas G com receptores na 

membrana plasmática. Outra explicação possível seria o tempo necessário para a 

permeabilização e atividade do composto após o estímulo de ativação do receptor pelo 

RPCH. Alguns segundos requeridos para o início do efeito inibitório seria o suficiente 

para permitir parte do mecanismo rápido de agregação.  

De acordo com Nery & Castrucci (1997), cromatóforos de teleósteos 

possivelmente possuem um dos tipos ou ambos os receptores α e β- adrenérgico, já que 

catecolaminas desencadeiam a agregação pigmentar, exceto em iridóforos (Maeno & Iga, 

1992). 

A melanopsina, receptor fotossensível que medeia a migração de melanossomos 

em Xenopus leavis é do tipo acoplado a proteína G (Provencio et al., 1998; Hermans, 

2003), e pode acoplar-se a mais de uma classe de proteína G sob certas circunstâncias 

(Melyan et al., 2005). Segundo Nery & Castrucci (1997) e Nilsson (2000), o substrato de 

fosforilação requerido para a dispersão pigmentar em melanóforos de anfíbios e répteis 

pode ser catalizado tanto pela PKA como pela PKC e propõe-se que a ativação do 

receptor acoplado à protein Gi, que inibe a adenilato ciclase, leva à inativação da PKA.  

Em Macrobrachium olfersi, acredita-se que a proteína G envolvida não seja do tipo 

estimulatória da adenilil ciclase (Gs), já que o AMPc não é um importante nucleotídeo 

cíclico envolvido na agregação pigmentar como o GMPc e o Ca2+. A toxina do cólera, 

ativadora da proteína Gs, inibe parcialmente a agregação pigmentar em M. olfersi (Bell, 

2008). Segundo Ribeiro & McNamara (1997), o dbAMPc causa uma agregação lenta e 

parcial em cromatóforos com o pigmento disperso, sugerido como resultado de uma 

interação não-específica do AMPc como final da cascata do Ca2+; por exemplo, a PKA, 
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ativada pelo AMPc poderia fosforilar a mesma proteína substrato que a PKC ou a cinase 

Ca2+/calmodulina. O AMPc não causa a dispersão pigmentar em cromatóforos com o 

pigmento agregado pelo RPCH (Ribeiro, 1998), o que sugere que a ativação de uma 

proteína G inibitória (Gi) tampouco seja importante na ação do RPCH. Entretanto, o 

AMPc desencadeia a dispersão pigmentar em muitos crustáceos como Paleomonetes 

(Fingerman et al., 1968; Fingerman, 1969), Macrobrachium potiuna (Nery et al., 1997) e 

braquiúros (Lambert & Crowe, 1976; Quackenbush, 1981), deixando em aberto a 

possibilidade de que a proteína Gi seja o ligante do receptor do PCH em muitos 

crustáceos.  

Em células chromaffin, a proteína G0 controla a secreção granular por modificação 

da rede de actina cortical por meio de uma seqüência de eventos que eventualmente 

envolve a proteína Rho (Gasman et al., 1997). Esta proteína parece ser um componente 

integral da via de sinalização que leva à distribuição do citoesqueleto necessária à 

secreção (Gasman et al., 1998). É possível que o receptor do RPCH seja acoplado à 

proteína G0 em cromatóforos de M. olfersi, embora muita investigação seja necessária 

para alguma conclusão.  

A transdução de sinal induzida pelo hormônio AKH da família AKH/RPCH 

também procede da ativação de receptor acoplado à proteína G, dependente da presença 

de cátions divalentes como o Ca2+ no meio extracelular (Ziegler et al., 1995). A 

sinalização desenrola-se de forma altamente relacionada, envolvendo AMPc, Ca2+, 

inositol fosfatos (InsPn), com sinalização em crosstalk. A co-existência de diversos 

hormônios com elevada similaridade estrutural e funcional é intrigante. Tem-se sugerido 

que a multiplicidade de neuropeptídeos observados em invertebrados possibilita que 

sistemas nervosos simples realizem complexas sinalizações químicas e ampliem sua 
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capacidade de processar informações (Geraerts & Smit, 1991; Geraerts et al. 1992;  

Nässel, 1996; Van der Horst et al., 1999). 

È possível que outros tipos de receptor estejam envolvidos nos mecanismos de 

sinalização que controlam a translocação pigmentar em M. olfersi. A inibição de 

receptores de glutamato não-NMDA pelo CNQX afeta a agregação pigmentar em 25%, 

indicando que estes receptores poderiam participar da ação do mecanismo de agregação 

ou que haja um efeito inespecífico deste composto. A estimulação dos mesmos pelo 

AMPA induz significativa dispersão pigmentar e não afeta a agregação. Esse resultado 

inspira uma interpretação diferente, de que o receptor de glutamato não-NMDA estaria 

envolvido com o mecanismo de dispersão pigmentar. Assim, o envolvimento deste tipo 

de receptor permanece obscuro, e o estudo mais aprofundado do papel deste e de outros 

tipos de receptores na translocação pigmentar é necessário para a compreensão do 

mecanismo de transdução de sinal.  

 
 
5.2. A cascata de sinalização do GMPc 

A inibição da óxido nítrico sintase pelo L-NAME reduz a agregação pigmentar 

induzida pelo RPCH em 40%, confirmando a participação desta enzima na cascata que 

leva à produção de GMPc. Este segundo mensageiro, fundamental para a agregação 

pigmentar em cromatóforos ovarianos M. olfersi é nessas células catalisado por um 

receptor guanilil-ciclase citosólico (GC-S) (Ribeiro & McNamara, 2009). Isso foi 

demonstrado a partir da estimulação com nitroprussiato de sódio (SNP) e 3-

morfolinosidnonimina (SIN-1), que induzem por si 40% de agregação pigmentar com a 

cinética tipicamente induzida pelo RPCH (Ribeiro & McNamara, 2009). Também foi 

evidenciada pela inibição com zinco protoporfirina IX (ZnPPIX) e 6-anilino-5,8-

quinolinediona (LY83583), que inibem a agregação induzida pelo RPCH em 30% e 
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afetam a velocidade na fase rápida de translocação (Ribeiro & McNamara, 2009). Não 

há produção de GMPc por receptor guanilil ciclase na membrana, como demonstrado 

pela estimulação sem efeito da guanilil ciclase de membrana com enterotoxina de 

Escherichia coli (Sta) (Ribeiro & McNamara, 2009). 

A GC-S é ativada pelo NO, gerado pela NOS que pode ser tanto induzida ou 

constitutivamente regulada pela Ca2+/CaM (Ignarro, 1990; Lowenstein and Snyder, 

1992), um dos possíveis pontos de cross talk em que a informação flui entre as cascatas de 

Ca2+ e GMPc, regulando a atividade da GC-S (Ribeiro & McNamara, 2009).  

O NO induz dispersão pigmentar em cromatóforos pretos do caranguejo 

Chasmagnathus granulata, assim como em resposta à radiação UV (Gouveia et al., 2004). 

A dispersão pigmentar induzida por UVA em melanóforos de C. granulata é 

aparentemente dependente apenas da ativação da NOS. O L-NAME também reduz a 

dispersão induzida por UVB nesta espécie (Gouveia et al., 2004). Seu efeito é similar em 

porco da Guiné, inibindo a melanogênese induzida por UVB (Horikoshi et al., 2000), 

além de reduzir o conteúdo de melanina na pele, essencial para a hiperpigmentação. A 

NOS parece estar associada à indução da dispersão pigmentar por sinalização UV em 

alguns crustáceos (Vargas et al., 2008), o que poderia ser uma resposta importante de 

proteção contra seus efeitos danosos (Gouveia et al., 2004). 

 O NO induz agregação em melanóforos de anfíbios, o que parece envolver a 

PKC e a cinase regulada por sinal extracelular 1 (ERK1), entre outras (Nilsson et al., 

2000, 2001) e dispersão em melanóforos de peixes (Hayashi & Fujii, 2001). O L-NAME, 

assim como o ODQ, um inibidor da GC-S, reduz a agregação pigmentar em melanóforos 

de Xenopus laevis (Nilsson et al., 2000).  O NO também parece afetar diretamente diversas 

proteínas do citoesqueleto nesses anfíbios (Nilsson et al., 2000; Clancy et al., 1993, 1995; 

Forslund et al., 2000).  
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Esses resultados sugerem que o NO seja um agonista cromatoforotrópico em 

diversos animais (Vargas et al., 2008) fortemente evidenciando que as mesmas vias de 

sinalização ativam motores moleculares em diferentes taxons, de vertebrados e 

invertebrados (Ribeiro & McNamara, 2009).  

A inibição da PKG pelo rp-sGMPc-trietilamina impede que a agregação 

pigmentar induzida pelo RPCH se complete. Aparentemente, o início do movimento de 

agregação ocorre normalmente, já que a velocidade da fase rápida não é alterada; no 

entanto a agregação é bruscamente bloqueada a partir de 12 minutos. Isso leva a crer que 

a PKG pode estar envolvida na fosforilação de proteínas importantes que culminam na 

movimentação dos grânulos pigmentares pela miosina, e por isso sua inativação 

interrompe a translocação, e leva à dispersão espontânea na presença do hormônio. A 

observação clara de que a fase rápida ocorre normalmente e que a fase lenta é 

completamente bloqueada constitui em evidência adicional de que motores moleculares 

diferentes estejam envolvidos nas duas fases do mecanismo de agregação, como 

hipotetisado por Boyle & McNamara (2006).  

Na literatura há poucos estudos sobre a participação da PKG em mecanismos de 

translocação pigmentar. Bell et al., (2005), usando os inibidores inespecíficos H8 e H9, 

com maior afinidade pela PKA do que pela PKG, não obteve inibição significativa. 

Nilsson et al. (2000) propõe a participação da PKG durante a agregação pigmentar em 

Xenopus laevis pela desativação da PKC, que induz dispersão. Entretanto, a tentativa de 

inibição direta da PKG com KT5283 neste anfíbio não afetou a translocação. 

O papel dos canais de K+ na transdução de sinal do RPCH foi evidenciado por 

Milograna et al. (2010). Um dos papéis da PKG poderia ser a regulação desses canais, 

como ocorre em oócitos de Xenopus (Sakuta et al., 1993; 1994), células pancreáticas β 



  Milograna, SR 

79 
 

(Ropero et al., 1999), músculo vascular liso (Kubo et al., 2004) e miócitos cardíacos (Han 

et al. 2001; 2002; Chai & Lin, 2008). 

 

5.3. A regulação da miosina durante a translocação pigmentar 

A manutenção da cadeia leve da miosina no seu estado fosforilado, pela inibição 

da MLCP com a cantaridina, parece alterar a atividade bioquímica da miosina. Mantida 

no estado fosforilado, a cadeia leve parece acelerar o deslizamento das cadeias pesadas 

da miosina pelos filamentos de actina, já que há um aumento significativo da velocidade 

de agregação. No entanto, a translocação induzida pelo RPCH não se completa, 

indicando alguma disfunção fisiológica gerada pela inibição de um elemento regulatório 

importante. É intrigante que as cadeias permanentemente fosforiladas causem tamanha 

aceleração do pico de agregação, já que tem sido sugerido que a miosina seja um 

importante motor molecular dos grânulos na fase lenta (McNamara & Ribeiro, 1999; 

Boyle & McNamara, 2006) e que a inibição da PKG, suposta reguladora direta da 

MLCP, só afeta a fase lenta.  

O efeito gerado pela inibição da MLCK não está claro. Sua inativação pelo ML-7 

não afetou a velocidade da translocação pigmentar, mas causou um ligeiro efeito de 

inibição da fase final do mecanismo. Aparentemente, esta cinase não tem uma função 

significativa neste sistema.  

As concentrações de ML-7 utilizadas para inibir a MLCK em diferentes 

sistemas variam em torno de 10 µM ou menos: 4,6 µM para IC50 em células pulmonares 

de ratos (Wang et al., 2007); 5 µM em miócitos do íleo de roedores (Kim et al., 2007); 100 

nM em células endoteliais renais (Wu et al.,2009); 8 µM em epitélio intestinal de 

mamífero (Yang et al., 2007). Esses dados sugerem que a concentração de 10 µM 

utilizada seria suficiente para causar a inibição da MLCK em cromatóforos.  
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A MLCK não está envolvida na modulação da atividade da miosina em todos 

os tipo celulares. Por exemplo, não tem papel na mobilidade de vesículas sinápticas no 

Sistema Nervoso Central (Tukuoka & Goda, 2006). A cinase Rho, um importante 

efetuador tardio da ativação da RhoA em músculo liso, é um dos reguladores críticos da 

MLCP, que influencia diretamente no estado de fosforilação da MLC (Uehata et al., 

1997; Wettschureck & Offermanns, 2002). 

A inibição da ROCK pelo Y-27632 e, principalmente, mais especificamente pelo 

H-1152, impede a agregação pigmentar completa, embora sem afetar a velocidade de 

agregação da fase rápida como na inibição da MLCP, hipotético regulador oposto do 

mesmo sítio na miosina. Esses inibidores também parecem acelerar a dispersão 

pigmentar. Esses resultados apóiam a idéia de que a fosforilação da MLC pela ROCK 

impulsiona a agregação pigmentar e corroboram que a miosina seja o motor molecular 

principalmente em sua fase lenta (McNamara & Ribeiro, 1999; Boyle & McNamara, 

2006).  

Embora o Y-27632 tenha sido comumente utilizado em estudos das funções de 

ROCK, tem sido mostrado que ele também inibe outras proteínas cinases (Shao et al., 

2008), incluindo a proteína cinase relacionada à proteína cinase C (PRK-2), na mesma 

concentração (Davies et al., 2000). O efeito reduzido em relação ao efeito do H-1152 

pode ser devido à sua menor especificidade.  

O envolvimento das proteínas cinases e fosfatases da MLC na translocação 

pigmentar não foram até hoje muito investigados. Foi demonstrado por Barsoum & 

King-Smith (2007) que a inibição da ROCK por H-1152 inibe parcialmente a agregação 

de melanossomos mediada por AMPc em epitélio pigmentar retinular (RPE) de peixe. 
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5.4. Os motores moleculares e a translocação dos grânulos de pigmento pelo 

citoesqueleto  

 

5.4.1. A miosina 

A participação da miosina de forma geral na fase lenta da agregação em M. olfersi 

já havia sido demonstrada pela inibição da miosina ATPase com butanedione monoxime 

(McNamara & Ribeiro, 1999). A inibição da miosina II não-muscular com blebistatina 

aqui afetou fortemente o mecanismo de agregação pigmentar, evidenciando que esta 

classe específica de miosina está presente e funcionalmente envolvida na translocação 

pigmentar. Seu bloqueio funcional reduziu de forma geral a velocidade de agregação, 

embora o pico da fase rápida não seja diferente do RPCH-controle, e impediu 

aproximadamente 50% da agregação. A possibilidade da presença da miosina II nos 

cromatóforos já havia sido sugerida Boyle & McNamara (2006) que evidenciaram por 

Western Blot uma banda de peso molecular próximo aos pesos da miosina II ou XII nos 

cromatóforos ovarianos de M. olfersi. Porém, em ensaios in vitro, anticorpos anti-miosina 

II não-muscular não afetam a agregação induzida por RPCH nestas células, embora 

anticorpos anti-miosina esquelética e muscular afetem (Boyle, 2005).  

A concomitância de efeitos na agregação pigmentar das inibições da miosina II 

não-muscular e da PKG sugere que esta proteína cinase tenha função de ativar a 

miosina. Esses resultados também mostram que esta miosina não é o único motor 

molecular envolvido a agregação, já que a inibição foi de 50%. Outros motores 

moleculares podem estar envolvidos na fase rápida do movimento, já que o período final 

da agregação é o mais afetado; ou mesmo associados a um tipo de grânulo pigmentar 

diferente.  
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A inibição da miosina II não-muscular por blebistatina também leva à inibição 

parcial da agregação de melanossomos em epitélio pigmentar retinular (RPE) de peixes 

(Barsoum & King-Smith, 2007). 

A miosina II não-muscular também foi claramente evidenciada aqui por 

microscopia de fluorencência, aparentemente em associação com o citoesqueleto, 

localizada em áreas que vão além das preenchidas por pigmentos nas marcações. Boyle 

(2005), não obteve sucesso na marcação desta classe de miosina com o mesmo anticorpo 

primário, embora com o uso de FITC em vez de Alexa-488 e alguns detalhes de 

preparação diferentes, o que pode ser a causa da discrepância entre os resultados.   

A miosina II não-muscular foi considerada por muito tempo como não 

processual, ou seja, incapaz de ligar-se a cargos, por não possuir sítios tradicionais de 

ligação de cargos na cauda (Rosenfeld et al., 2003). Em cromatóforos epidérmicos e do 

cordão nervoso dos camarões de poças-de-maré Palaemon affinis e P. northropi, e em 

cromatóforos ovarianos vermelhos de M. olfersi, os grânulos de pigmentos são ligados a 

uma rede extensa de REL em cisternas que impedem seu transporte independente 

(McNamara, 1980; McNamara & Sesso, 1982), assim como ocorre em peixes (Taylor, 

1992). Formam uma estrutura única que exibe propriedades elásticas, a massa pigmentar 

(McNamara & Ribeiro, 1999). Boyle & McNamara (2008) propuseram que a massa 

pigmentar comporta-se como uma mola intracelular, movimentada alternadamente por 

miosina e a cinesina, que armazena uma força passiva liberada durante a fase rápida da 

translocação pigmentar. Considerando-se essas características, é possível sugerir que 

movimento pigmentar ocorra por contratilidade. A miosina II não-muscular é bem 

conhecida por contrair a actina em diversas células (Maupin et al., 1994; Sandquist et al., 

2006; Licht et al., 2010). 
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Entretanto, o papel da miosina II não-muscular como transportadora de vesículas 

foi descrito recentemente, embora seu mecanismo de transporte ainda não tenha sido 

plenamente elucidado. Alguns tipos possuem um incomum domínio na cauda que 

expande seu arsenal de atividades, primeiramente demonstrado no transporte de oócitos 

de molusco (De Pina et al., 2007). As miosinas II não-musculares são encontradas em 

associação a membranas em outros estudos (Costa et al., 1999; Miller & Sheetz, 2000; De 

Giorgis et al., 2002; Fath, 2005; Li et al., 1994; De pina et al., 2007), e de forma estável a 

vesículas isoladas de cérebro de galinha (Miller & Sheetz, 2000). No entanto, é curioso 

que a miosina II não-muscular aqui marcada aparentemente esteja associada ao 

citoesqueleto e não aos grânulos.  

Um modelo foi sugerido no qual a miosina II não-muscular possui na cauda uma 

porção homóloga a receptores nos cargos, que se tornam sítios de ligação com os 

mesmos (De Pina et al., 2007). Sugerem que (a) a miosina II forme dímeros, cuja cauda 

interage diretamente com a superfície das membranas e as cabeças acopladas aos 

filamentos produzam múltiplos passos seqüenciais, em que o segundo motor/domínio 

cabeça acopla-se antes que o primeiro motor seja liberado (Fig. 27A); ou que (b) uma  

 

 

 

 

Figura 27. Dois modelos que ilustram a interação do domínio cauda da miosina II não-
muscular com a superfície de vesículas, e o domínio motor que se liga ao filamento de actina. 
(A) A miosina forma dímeros. (B) Cada molécula de miosina liga-se independentemente (De 
Pina et al., 2007). 
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única molécula de miosina II realize múltiplos passos antes de ser liberada do filamento 

(Fig. 27B) (De Pina et al., 2007).  

A miosina inespecificamente marcada com anticorpo anti-miosina muscular e 

esquelética foi evidenciada nas áreas coincidentes com as ocupadas por grânulos de 

pigmento. Esse achado corrobora o de Boyle & McNamara (2009), que demonstraram 

associoação estável da miosina marcada pelo mesmo anticorpo a grânulos de pigmento 

vermelho de cromatóforos de M. olfersi. Como já dito, a localização difere da marcação 

específica para miosina II não-muscular, sugerindo o envolvimento de mais de uma 

classe de miosina na agregação pigmentar.  

 

5.4.2. Os microfilamentos de actina  

A presença de microfilamentos de actina dentro de cromatóforos foi demonstrada 

por Ribeiro & McNamara (2001) por microscopia eletrônica. A visualização por 

microscopia de fluorescência, útil para maior compreensão de sua disposição e 

localização em relação aos grânulos pigmentares, foi ensaiada em estudos anteriores 

nesta linha de pesquisa (Boyle, 2005; Bell, 2008). A identificação da actina dentro dos 

cromatóforos tem sido difícil já que o tecido da cápsula fibrosa do ovário possui este 

componente do citoesqueleto em abundância, sobrepondo-se às marcações no interior 

celular. Aqui, é possível visualizar em alguns trechos de nossas marcações que 

microfilamentos de actina acompanham feixes de pigmento, evidenciando-se como 

trilhos de transporte dos mesmos. 

A participação do sistema miosina-actina na translocação pigmentar já é bem 

estabelecida. Além da participação da miosina anteriormente descrita, a citocalasina B, 

que impede a polimerização da actina, inibe a agregação pigmentar induzida por RPCH 

em camarões carídeos (Robison & Charlton, 1973; Fingerman et al., 1975; Lambert & 
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Fingerman, 1978; Tuma et al., 1995; McNamara & Ribeiro, 1999) e a agregação 

espontânea em caranguejos braquiúros (Lambert & Crowe, 1973; 1976). Porém, a 

estabilização dos filamentos de actina pela Faloidina não interfere na agregação 

pigmentar induzida por RPCH (Bell, 2008). 

 

5.4.3. Os microtúbulos 

A presença de microtúbulos nos cromatóforos de crustáceos já foi demonstrada 

antes. McNamara (1980) mostrou por microscopia eletrônica a presença de microtúbulos 

em cromatossomos de Palaemon affinis dispersos, em orientação paralela ao longo do eixo 

longitudinal. Boyle (2005) realizou marcação de cromatossomos agregados com o 

mesmo anticorpo anti-β-tubulina usado neste trabalho, mas associado a FITC, e sugeriu 

ter evidenciado tubulina despolimerizada em cromatossomos com o pigmento agregado. 

Aqui, pela primeira vez, demonstra-se claramente por microscopia de fluorescência a 

disposição dos microtúbulos em feixes que vão do centro à periferia do cromatossomo, 

inclusive com o pigmento agregado, e portanto que este componente constitui o 

citoesqueleto celular independentemente da posição do pigmento.  

Entretanto, o papel funcional dos microtúbulos na translocação pigmentar é 

bastante controverso. A colchicina, que despolimeriza os microtúbulos, não inibe a 

agregação induzida por RPCH ou pelo A23187 em M. olfersi, mas causa uma agregação 

parcial dos cromatossomos no estado disperso (McNamara & Ribeiro, 1999). Este 

composto inibe a agregação pigmentar em cromatóforos de Palaemonetes vulgaris apenas 

em elevadas concentrações (25 mM) (Robinson & Charlton, 1973; McNamara, 1980). 

Este efeito, entretanto, é atribuído a interações inespecíficas, já que, na mesma 

concentração, a lumicolchicina, um derivado da colchicina que não interage com 

microtúbulos, também inibe a agregação espontânea em cromatóforos vermelhos de Uca 
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pugilator (Fingerman et al., 1975; Lambert & Fingerman, 1976) e afeta a agregação 

induzida por RPCH em M. potiuna (Tuma et al., 1995). A estabilização dos microtúbulos 

por Taxol induz por si agregação pigmentar parcial, e diminui a velocidade da agregação 

induzida por RPCH em M. olfersi (Bell, 2008). 

 

5.4.4. A cinesina e a dineína 

O papel dos motores moleculares associados a microtúbulos também não foi de 

todo esclarecido. A cinesina e a dineína foram aqui evidenciadas por microscopia de 

fluorescência em associação com os grânulos de pigmento.  

A cinesina em associação estável aos grânulos de pigmento, obtida por 

homogeneizado de cromatossomos ovarianos de M. olfersi, foi mostrada por Boyle & 

McNamara (2006) e sugerida como motor molecular da dispersão. A dineína, entretanto, 

só aparece em associação aos grânulos 6-7 dias após a preparação e armazenamento a 

4˚C, o que é explicado por Boyle (2005) como decorrente de uma separação de 

pigmentos, similar ao que ocorre em cromatografia, após o que o sinal fluorescente da 

dineína seria detectado em colocalização com o componente amarelo do pigmento. 

A análise por Western Blot realizada por Ribeiro & McNamara (2000) gerou 

resultados não conclusivos sobre a presença da dineína em cromatossomos de M. olfersi: a 

partir da utilização de um anticorpo específico monoclonal anti-cadeia intermediária da 

dineína, foi revelada uma banda única e bem definida, com peso molecular de 150 kDa, 

maior que o peso descrito de 74 kDa para esta cadeia (Hirokawa, 1998, Rogers et al., 

1999). A autora sugere que a banda encontrada em elevada definição, mas com maior 

peso molecular, possa indicar a presença de uma aloforma da dineína. Os dados 

fisiológicos também são obscuros, já que o EHNA, inibidor específico da dineína 

ATPase induz agregação pigmentar de 30% por si, e também inibe em cerca de 20% a 
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agregação pigmentar induzida por RPCH em M. olfersi, afetando significativamente sua 

fase rápida (Ribeiro, 2002); mas o metavanadato de sódio, um inibidor inespecífico da 

dineína ATPase, não afeta a agregação induzida por RPCH (McNamara & Ribeiro, 

1999), como ocorre em peixes (Beckerle & Porter, 1982; Oshima et al., 1990; Rodionov & 

Borisy, 1997).  

 

5.4.5. Interações complexas entre motores moleculares e o citoesqueleto 

A idéia da participação de diversos motores moleculares na translocação 

pigmentar é antiga e sustentada por muitas evidências: (i) em crustáceos, pigmentos em 

cromatóforos monocromáticos que constituem cromatossomos policromáticos migram 

simultaneamente em direções opostas (McNamara, 1981); (ii) em cromatossomos 

ovarianos de M.olfersi, a presença de dois tipos de grânulos pigmentares diferentes, 

nitidamente separados quando no estado agregado, porém sem barreira física (Ribeiro, 

1998) e (iii) a velocidade bifásica de transporte, exibindo componentes rápidos e lentos 

(McNamara & Ribeiro, 1999). 

Associações funcionais entre proteínas motoras baseadas em microtúbulos e 

actina e grânulos pigmentares têm sido descritas em cromatóforos de uma grande 

variedade de espécies animais, incluindo peixes e anfíbios (Gross et al., 2002; Rodionov et 

al., 1998). Segundo Tuma & Gelfand (1998), está claro agora que os microtúbulos 

cooperam com os filamentos de actina no transporte de melanossomos, pelo menos em 

muitos tipos celulares.  

A descoberta de interações complexas entre diferentes motores moleculares, e de 

relações não convencionais destes com o citoesqueleto, tem sido cada vez mais comum. 

A miosina IIA tem papel de acoplar os sistemas de actina e de microtúbulos do 

citoesqueleto e promove a dinâmina de microtúbulos (Even-Ram et al., 2007). A cauda 
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da miosina V tem um sítio de interação com a cadeia pesada da cinesina, bastante 

conservado, presente em Drosophila e mamíferos (Huang et al., 1999). Diferentes 

subunidades dos motores moleculares podem acoplar-se a diferentes receptores em 

cargos ou a proteínas acessórias (Karcher et al., 2002). 

A moesina e outras proteínas são conhecidas por ligar a membrana plasmática 

ao citoesqueleto de actina no citoesqueleto cortical (Stevens et al., 2006). As proteínas 

ancoradores de cinase A (AKAPs) associam enzimas como a PKA aos grânulos de 

pigmento, criando pontos focais que direcionam e amplificam a transdução de sinal do 

AMPc (Wong & Scott, 2004; McConachie et al., 2006; Smith et al., 2006). Semenova e 

colaboradores (2009) sugerem que, na dispersão pigmentar em Xenopus laevis, a moesina 

ancora a PKA na superfície dos grânulos pigmentares, direcionando sua ligação à 

cinesina II e à miosina V e também liga os grânulos pigmentares aos microfilamentos de 

actina (Fig 28).  

 

             
 

Neste anfíbio, a agregação pigmentar ocorre ao longo de microtúbulos. A cinética 

no transporte pigmentar é finamente regulada por mudanças na concentração intracelular 

de cAMP (King & Schroer, 2000; Kincaid & King, 2006). Durante a agregação 

Figura 28: Hipótese sobre a complexa 
interação entre cinesina II, miosina V e 
actina com os gânulos de pigmentos 
durante a dispersão pigmentar em Xenopus 
por meio de proteínas acessórias. A 
moesina tem um papel duplo de ancorar a 
PKA à unidade motora (cinesina II + 
miosina V) e de ligar os grânulos de 
pigmento à actina, facilitando seu 
transporte (Semenova et al., 2009) 
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pigmentar, a queda nos níveis de AMPc ativa a dineína (Ali et al., 2008). Durante a 

dispersão, o rápido aumento de AMPc resulta na ativação da cinesina II e da miosina V e 

na desativação da dineína, e depois decresce gradualmente levando à redução da 

atividade da cinesina II sem afetar a atividade da miosina V, resultando no predomínio 

do movimento baseado em actina no final da dispersão (Kincaid & King, 2006). Este 

processo requer a mudança entre trilhos de citoesqueleto. A miosina V navega em 

intersecções de actina e difunde-se em busca de microtúbulos, através de uma interação 

eletrostática entre a cabeça de miosina V e a tubulina E-hook negativamente carregada. 

Na actina, a cinesina também aumenta o alcance da miosina V (Ali et al., 2008). Ali e 

colaboradores (2008) propuseram que ambos os motores agem reciprocamente como 

correntes para o outro quando ligados ao mesmo cargo, impedindo sua dissociação do 

citoesqueleto quando uma trilha de microtúbulos ou microfilamentos termina e 

aumentando a processividade do transporte. Devido à superfície menor em densidade de 

cargas da actina, cujo diâmetro é de 7 nm, enquanto que os microtúbulos têm 25 nm, 

uma única cinesina não é capaz de se difundir pelos microfilamentos. Múltiplas cinesinas 

podem capturar eficazmente um filamento de actina a partir de uma interação 

dependente da força iônica. É razoável que ambos a miosina V e a cinesina se acoplem 

ao mesmo cargo in vivo (Ali et al., 2008). 

A razão pela qual um único cargo requeira dois tipos de transporte não está clara. 

Uma hipótese atrativa é a de que microtúbulos são usados para transporte de longa 

distância, enquanto que os trilhos de actina são mais importantes à distribuição local, em 

locais não acessíveis aos microtúbulos (Langford, 1995). Outros estudos sugerem que 

ambos os sistemas trabalham simultaneamente, engajados como em um “cabo-de-

guerra” onde cada classe de motor tenta mover ao longo de seu respectivo polímero. O 
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resultado desta competição é a modulação recíproca entre as duas vias de transporte (Fig. 

29; Gross et al., 2008).  

 

 

Figura 29. Modelo de transporte de melanossomos por motores moleculares de 
microfilamentos de actina (MFs) e microtúbulos (MTs) em Xenopus. Uma organela pode ser 
movida ao longo de microtúbulos pela cinesina II (A e D) ou dineína (B e E), ou ao longo de 
filamentos de actina pela miosina V (C e F). Os motores de microtúbulos sempre vencem no 
“cabo-de-guerra” com a miosina V. Gross et al., 2008. 

 

A partir destes recentes estudos (Evem-Ram et al., 2007; Ali et al., 2008; Gross et 

al., 2008; Semenova et al., 2009) sabe-se que interações extremamente complexas 

ocorrem na translocação pigmentar em sistemas de vertebrados, envolvendo diversas 

proteínas acessórias, modulações recíprocas entre motores moleculares, e a participação 

de motores tradicionalmente associados aos microtúbulos, como a cinesina, em 

transporte ao longo dos microfilamentos de actina. 

Em posse dessa noção, sabe-se que muita investigação será necessária para que 

entendamos o mecanismo de translocação pigmentar em crustáceos. O presente trabalho 

MFs 

MTs 



  Milograna, SR 

91 
 

identifica a miosina II não-muscular como um dos motores da agregação pigmentar em 

cromatóforos de M.olfersi, que poderia ocorrer por contratilidade da actina e 

movimentação da massa pigmentar como um todo, ou transporte por acoplamento direto 

aos grânulos pigmentares. Evidencia que outra classe de miosina pode estar envolvida na 

translocação, já a miosina II não-muscular parece estar associada ao citoesqueleto, mas a 

marcação inespecífica de miosinas evidencia uma associação aos grânulos. E mostra a 

presença de dineína, até então não claramente evidenciada, também em associação aos 

grânulos, assim como a cinesina.  

A partir desses achados, sugere-se que na agregação pigmentar: (i) a dineína, 

atuaria principalmente na fase rápida de agregação ao longo dos microtúbulos, e após o 

primeiro momento a miosina II não-muscular buscaria e se associaria aos grânulos, 

tracionando-os ao longo dos microfilamentos de actina; ou (ii) a miosina II não-muscular 

realizaria a contração repentina da actina imediatamente após o acoplamento do RPCH 

na membrana, produzindo o efeito mola, e a fase lenta da agregação continuaria, por 

associação entre a dineína e outra classe de miosina. A hipótese (i) é suportada pelo fato 

de que a translocação rápida está frequentemente relacionada com o deslizamento sobre 

microtúbulos em diversos grupos, e a quantidade de actina intracelular é inversamente 

proporcional à velocidade do movimento (Aspengren, 2009). A cinesina aparentemente é 

o motor molecular da dispersão pigmentar. 
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6. Conclusão 

Quando o camarão M. olfersi encontra-se em ambiente iluminado, com substrato 

claro, o RPCH é liberado em sua hemolinfa e se acopla a um receptor do tipo sete passos 

na membrana plasmática, que ativa uma proteína G heterotrimérica possivelmente do 

tipo G0. Sua atividade transduz um sinal que inclui a ativação da NOS, produtora de 

NO, ativador da GC-S, catalizando a síntese de GMPc. O aumento da concentração 

intracelular de GMPc ocorre concomitantemente ao aumento da de Ca2+, e as cascatas 

de ambos, culminam na ativação de proteína(s) cinase(s), entre as quais a PKG tem um 

papel muito importante. A PKG ativa um ou mais tipos de miosina, inclusive a miosina 

II não-muscular. O movimento da miosina parece ser regulado pela proteína ROCK, que 

fosforila as suas cadeias leves, impulsionando a agregação, e pela MLCP, que 

desfosforila as mesmas cadeias. A atividade da(s) miosina(s), possivelmente em 

associação à da dineína, causa a agregação pigmentar completa (Fig. 30). O mecanismo 

de dispersão pigmentar é mais obscuro, mas possivelmente envolve a redução da 

atividade da PKG, efetuando a desativação da miosina/dineína e a ativação da cinesina. 
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Fig 30. Modelo esquemático proposto para a indução da agregação em cromatóforos 
ovarianos de M. olfersi. (1) O acoplamento do RPCH a um receptor do tipo sete passos 
transmembrânico associado à proteína G causa a (2) ativação de uma proteína G, levando à 
(3) liberação de Ca2+ do REL e (4) ao influxo pelos canais de Ca2+ da membrana plasmática. (5) 
A ativação da Ca2+/calmodulina leva à (6) atividade da óxido nítrico sintase, que libera NO. 
O NO induz a (7) ativação da guanilato ciclase citosólica, que produz e libera GMPc. O 
GMPc ativa a (8) proteína cinase G, a qual desencadeia o movimento da miosina, 
possivelmente pela (9) regulação da fosfatase da cadeia leve da miosina. A MLCP defosforila 
esta cadeia, que é (10) fosforilada pela cinase da proteína Rho. O ciclo de 
fosforilação/defosforilação (11) impulsiona a miosina. (12) A dineína também é 
possivelmente (12) ativada em conseqüência desta cascata de sinalização, contribuindo para a 
translocação centrípeta dos grânulos pigmentares.  
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7. Perspectivas futuras 

A linha de pesquisa que estuda os mecanismos de translocação pigmentar nos 

camarões de água doce tem ampliado cada vez mais suas possibilidades. Muita 

investigação em cada etapa do mecanismo, do receptor aos motores moleculares, pode 

ser feita para aclarear nossa compreensão acerca do próprio e também, em uma 

perspectiva mais ampla, a respeito da evolução da capacidade de adaptação cromática.  

Nos estudos dos receptores, agora iniciado devido ao avanço da farmacologia na 

produção de drogas mais específicas, ainda há muito a ser feito, e a biologia molecular é 

uma ferramenta promissora a este propósito. A técnica do “Whole-cell Patch Clamp” 

pode ser muito útil para desvendar detalhadamente a participação de canais iônicos na 

transdução de sinal estimulada pelo RPCH.  

Há muito para pesquisar sobre os pontos de crosstalk entre as cascatas de 

sinalização do Ca2+ e do GMPc, e sobre as cinases por elas ativadas. 

Com o desenvolvimento da técnica de imunocitoquímica nesse modelo, muito 

motores moleculares específicos podem ser melhor investigados, como por exemplo a 

miosina V, envolvida na movimentação pigmentar em tantos grupos de animais. As 

proteínas acessórias de motores e citoesqueleto como as AKAPs e moesina representam 

um campo completamente inexplorado e fundamental para o detalhamento funcional 

desses motores.  
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