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RESUMO

A serotonina esta presente no Sistema Nervoso Central (SNC), ganglios perifé-
ricos, e 6rgdos neuroenddcrinos de crustaceos, participando de muitos processos fisi-
olégicos. Receptores serotoninérgicos com perfil farmacolégico similar ao dos recep-
tores 5-HT; e 5-HT, de vertebrados ja foram identificados em crustaceos, assim como
os efeitos de varios agonistas e antagonistas destes receptores.

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a localizacdo dos receptores
serotoninérgicos nos tecidos-alvo periféricos do caranguejo Neohelice granulata pela
técnica de binding, utilizando serotonina triciada (5-HT-H®), identificar o perfil
fisiologico e farmacologico dos receptores pela técnica de binding, utilizando
metiotepina, antagonista dos receptores serotoninérgicos 5-HT; e ciproeptadina,
antagonista dos receptores serotoninérgicos 5-HT, e verificar o efeito dos
antagonistas sobre o metabolismo de carboidratos e a postura de caranguejos N.
granulata. Os experimentos in vivo e in vitro, foram realizados com grupos de animais
alimentados com dieta rica em proteinas (RP), rica em carboidratos (RC) e animais do

campo.

O presente trabalho mostra que fatores nutricionais relacionados as dietas ofe-
recidas aos caranguejos interagem com a serotonina, controlando a homeostase da
glicose. Resultados obtidos com a administracdo dos antagonistas metiotepina e ci-
proeptadina sugerem que 0s receptores serotoninérgicos envolvidos no controle do
metabolismo de carboidratos possam ter um mecanismo de ac¢ao similar aos recepto-
res 5-HT, de mamiferos.

A administracdo de serotonina e ciproeptadina nos animais promoveu uma for-

te flexdo de membros e abdome. No entanto, a administracdo de metiotepina promo-
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veu um relaxamento da musculatura, sugerindo a existéncia de receptores com perfil
farmacoldgico similar aos receptores 5-HT; de mamiferos no sistema nervoso periféri-
co.

N&o foram encontradas terminacfes nervosas proximas ou se inserindo nas
lamelas branquiais, e também n&o se observou qualquer neurbnio imunorreativo a
serotonina em ambas as branquias, sugerindo que a serotonina seja liberada de or-
gaos neuroenddcrinos para a hemolinfa do N. granulata, e tenha sua acdo como neu-
ro-hormonio nas branquias.

Foram localizados receptores serotoninérgicos no caranguejo N.granulata
através da ligacdo especifica de serotonina triciada (5-HT-H®) nas branquias
posteriores, maior ligacdo entre todos, branquias anteriores, coracdo, hepatopancreas
e musculo mandibular.

Experimentos in vivo mostraram no musculo, hepatopancreas e coragdo, que a
administracdo de 5-HT juntamente com 5-HT-H?* promove reducéo da ligacdo em seus
receptores em animais do campo, demonstrando a especificidade da ligacdo. Nos
animais em dieta RC ou RP a ligacdo nao foi alterada, sugerindo um possivel efeito
da dieta sobre a ligacdo de 5-HT-H®. Resultados da administracdo dos antagonistas
no musculo, em conjunto com os obtidos na reacdo postural, reforcam a hip6tese da
presenca de receptores com perfil farmacol6gico similar aos 5HT; de mamiferos neste
tecido. No hepatopancreas e coracdo, a administracdo dos antagonistas sugerem a
presenca de receptores com perfil farmacologico distinto dos receptores 5-HT; e 5-
HT,. Em ambas as branquias, observou-se que a ligacdo de 5-HT-H? é alterada em
funcdo do tempo de injecdo e apresentam alta ligacdo de 5-HT-H® Nos animais da
dieta RP a administracdo de 5-HT reduziu a ligacdo de 5-HT-H® em ambas as

branquias, confirmando a especificidade da ligacdo e a dopamina reduziu a ligacao de
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5-HT-H? nas branquias anteriores. Com a administracdo dos antagonistas, sugere-se
a existéncia de receptores serotoninérgicos nas branquias com perfil farmacologico
similar aos receptores 5-HT; de mamiferos. Nos animais alimentados com dieta RC e
do campo, ndo foram observadas alteracdes na ligacéo de 5-HT-H* com o uso de 5-
HT, dopamina e antagonistas em ambas as branquias, mostrando novamente que a
dieta pode estar interferindo na ligagdo de 5-HT-H>.

Em estudos in vitro realizados em ambas as branquias, as curvas de competi-
cdo entre 5-HT-H® e serotonina em caranguejos alimentados com ambas as dietas,
mostram que a serotonina inibe a ligacéo de 5-HT-H* de forma dose-dependente, de-
monstrando a especificidade da ligacdo. A metiotepina e ciproeptadina ndo inibiram a
ligacdo de 5-HT-H® de forma dose-dependente, mas observa-se uma diminuicdo de
aproximadamente 50% na ligacdo em ambas as branquias de animais alimentados
com dieta RP, evidenciando a existéncia de receptores do tipo 5-HT; e 5-HT, nestes
tecidos.

O presente trabalho propbe a existéncia de receptores serotoninérgicos nas
branquias posteriores e anteriores, coracdo, hepatopancreas e musculo mandibular
do caranguejo N. granulata e que a dieta oferecida aos animais interfere na ligacédo da
serotonina em seus receptores nestes tecidos-alvo periféricos. Existem provavelmen-
te trés tipos de receptores serotoninérgicos nos tecidos-alvo periféricos do caranguejo
N. granulata: um receptor 5-HT1neo cOM perfil similar ao receptor 5-HT; de mamifero;
um receptor 5-HToneo cOm perfil similar ao receptor 5-HT, e provavelmente, um tercei-

ro, 0 5-HT-Hzneo cOm perfil farmacologico indeterminado.

PALAVRAS-CHAVE: Serotonina, metiotepina, ciproeptadina, receptores

serotoninérgicos, crustaceos, Neohelice granulata.
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1. INTRODUCAO

As monoaminas compreendem um grupo de moléculas muito importantes
nos animais. Este grupo de moléculas pode ser subdividido em dois subgrupos: as
catecolaminas, que contém um anel catecol, e as indoleaminas, caracterizadas
pela presenca de um anel inddlico em sua estrutura quimica (Ceresér e Vianna,
2004; Kapczinski et al., 2004; Rang e cols., 2008). A indoleamina serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT) (Figura 1), foi descoberta no final de 1940 e na década se-
guinte, havia indicacdes da sua existéncia no sistema nervoso central dos animais
e da sua funcdo como neurotransmissor (Peroutka, 1984). Além das terminacdes
nervosas, a serotonina é encontrada em corpos de neurdnios, em células entero-
cromafins do estdmago e plaguetas (Pytliak et al., 2011).

Nos vertebrados, a serotonina € um dos neurotransmissores de maior distri-
buicdo pelo organismo, sendo sintetizada principalmente, nos nucleos da rafe, no
tronco encefélico, leucocitos, e nas células cromafinicas do sistema nervoso entéri-
co (Silva, 2002; Lam e Heisler, 2007). Apresenta uma gama variada de fun¢des no
Sistema Nervoso Central (SNC), controlando: o comportamento emocional, o ciclo
sono — vigilia, o apetite, a termorregulacdo, a pressdo sanguinea, a percepc¢ao do-
lorosa e a liberacdo de sinalizadores neuroendocrinos (Silva, 2002). Segundo Wa-
tanabe et al. (2010), 98% da serotonina corporal € sintetizada e estocada no siste-
ma nervoso periférico, podendo agir como neurotransmissor em terminagdes axo-
nais e também como neuro-horménio. Perifericamente, a serotonina promove va-
soconstricdo, a motilidade intestinal, hemostasia primaria, reparo hepatico e contro-

la as células T do sistema imune (Watanabe et al., 2010). Segundo estes autores,



esses dois sistemas serotoninérgicos, central e periférico, sintetizam serotonina
independentemente e apresentam func¢des distintas.

A funcéo destes sistemas serotoninérgicos ira depender de trés processos
prinicpais: 1) sintese e degradacdo da serotonina; 2) recaptacao da serotonina da
fenda sinaptica por transportadores de serotonina (SERT) e 3) da densidade e da
sensibilidade de seus receptores (Popova, 2008).

A sintese da serotonina ocorre em dois passos, como pode ser observado
na Figura 1 (Kapczinski et al., 2004). Primeiramente, o triptofano, um aminoacido
essencial, com disponibilizacdo no organismo completamente dependente da dieta,
€ hidroxilado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela acdo da enzima citosélica triptop-
fano hidroxilase. Esta primeira etapa, limitante da sintese de 5-HT, foi encontrada
no cérebro apenas nos neurdbnios serotoninérgicos. A seguir, o 5-HTP é descarbo-
xilado por uma enzima sinaptossomal 5-HTP descarboxilase gerando a 5-
hidroxitriptamina (serotonina) (Kapczinski et al., 2004; Silva, 2002; Pytliak et al.,

2011).
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Figura 1- Sintese de serotonina a partir do triptofano. Adaptada de Kapczinski et al.
(2004).



Em mamiferos foram descritas duas isoformas da enzima triptopfano hidroxi-
lase, TPH1 e TPH2. A TPH1 é encontrada na glandula pineal, timo, baco e células
enterocromafins do trato gastrointestinal, enquanto a TPH2 é encontrada somente
em neurdnios, como os dos nucleos da rafe. Em camundongos sem TPH1, os ni-
veis de serotonina na circulacdo e trato gastrintestinal sdo baixos ou inexistentes,
enguanto mantém os niveis normais no cérebro, reforcando a independéncia entre
o0 sistema serotoninérgico central e periférico (Watanabe et al., 2010).

A serotonina foi identificada em cnidarios, indicando que ela é um dos mais
antigos neurotransmissores na escala filogenética (Silva, 2002). A presenca de se-
rotonina em crustaceos foi confirmada com o uso de técnicas imunocitoquimicas,
eletroforese e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Fingerman e Naga-
bhushanam, 1992; Fingerman et al., 1994). Ela esta presente no sistema nervoso
central, incluindo o pedunculo ocular, nos ganglios periféricos, como o ganglio es-
tomatogastrico e também em 6rgdos neuroenddcrinos, como o 6rgao pericardico,
em varias espécies de crustaceos (Fingerman et al., 1994; Fingerman, 1997).

No sistema nervoso dos crustaceos, a serotonina pode agir como neuro-
transmissor, neuromodulador ou neuro-horménio. Perifericamente age principal-
mente como neuro-horménio (Fingerman et al.,1994). Evidéncias sugerem que ela
estimula a mudanca de cor, a reproducdo, a osmorregulacéo, a atividade cardiaca,
a contragdo muscular, a atividade nervosa, a quimio e mecanorecepgéo, 0 compor-
tamento e o metabolismo de carboidratos (Fingerman et al., 1994; Tiu et al., 2005;
Meeratana et al., 2006; Sathyanandam et al., 2008).

Conforme ja descrito, a serotonina possui muitos efeitos no sistema nervoso

central e periférico de vertebrados. Esta variedade de efeitos esta relacionada a



existéncia de muitos tipos de receptores serotoninérgicos nestes animais. Em ma-

miferos, 14 tipos de receptores 5-HT ja foram identificados e subdivididos em 7

familias (5-HTy, 5-HT,, 5-HT-H*, 5-HT,, 5-HTs, 5-HTe, 5-HT-) (Silva, 2002; Ongvar-

rasopone et al., 2006). Somente os receptores da familia 5-HT-H* sdo do tipo iono-

tropicos, nas demais familias, os receptores sao do tipo metabotrépicos associados

a proteinas G (GPCRs) (Tierney, 2001; Silva, 2002; Ceresér e Vianna, 2004).

As subpopulacdes das familias de receptores de 5-HT, o mecanismo de a-

cao e seus principais agonistas e antagonistas estdo resumidos na Tabela 1 (Silva,

(2002); Ceresér e Vianna, (2004); Fuchs e cols., (2004); Brunton e cols., (2006);

Katzung, (2006); Rang e cols., (2008)).

Tabela 1: Classificacao dos receptores de serotonina em mamiferos.

Familia 5-HT Mecanismo de acéo Agonista Antagonista
5-HT1a Inibicdo da 8- OH-DPAT WAY 100635
adenilatociclase BUSPIRONA, GEPIRONA, IPSA-
PIRONA e IPSAPERONA (agonista
parcial) LSD
5-HT1g (5-HT1pe) Inibicdo da ZOLMITRIPTANA METIOTEPINA
adenilatociclase NARATRIPTANA
RIZATRIPTANA
SUMATRIPTANO
FROVATRIPTANO
CP931295
5-HT1p Inibic&o da SUMATRIPTANO
adenilatociclase ZOLMITRIPTANA
NARATRIPTANA e
RIZATRIPTANA
FROVATRIPTANO
5-HT1e Inibicdo da
adenilatociclase  smemmememeemeeeeee e
5-HT1r (5-HT1ge) Inibicdo da
adenilatociclase  smemeemmmemmemeeeeee e
5-HT1p Inibicdo da 5-HIDROXIINDALPINA RENZAPRIDA
adenilatociclase
5-HT2a (receptor D) Ativacdo da a-Metil 5-HT RITANSERINA
fosfolipase C DOI METILSERGIDA (nao seletivo)
LSD CIPROEPTADINA
LSD25 CETANSERINA
CLOZAPINA
RISPERIDONA
TRAZODONA
5-HT2s Ativacdo da a-Metil 5-HT CIPROEPTADINA
fosfolipase C DOI SB204741
5-HTac Ativagdo da a-Metil 5-HT METILSERGIDA (néo seletivo)
fosfolipase C DOI CIPROEPTADINA
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LSD
LSD25

CETANSERINA
CLOZAPINA
RISPERIDONA
MESULERGINA
TRAZODONA
MESULERGINA

5-HT-H° (receptor

lonotrépicos

2 ME (2 metil 5-HT)

ONDANSETRONA

M) E um canal p Na+K+ CLOROFENILBIGUANIDA TROPISETONA
Receptor Cysloopfamily GRAMISETONA
GRANISETRON
DOLASSETRONA
GRANISSETRONA
5-HT,4 GPCR 1AC - tAMPc TEGASERODE (agonista parcial) GR 113808
Ativagdo da RENZAPRIDA SG 207266
fosfolipase C CISAPRIDA
5-METOXITRIPTAMINA
METOCLOPRAIMIDA
5-HTsa GPCR 5CT
LAMPC
5-HTsg s6 em ratos Desconhecida
5-HTs GPCR
1AC - 1AMPc e
5-HT? GPCR 5-CT OZOPINA
TAC - tAMPc LSD CLOZAPINA

AC, adenililciclase; AMPc, adenosina monofosfato ciclico; GPCR, receptores aco-
plados a proteina G; 8-OH-DPAT- 8-hidréxi- (2,N,N-dipropilamino) -tetralina; DOI,
1- (2,5-dimetoxi-4-iodofenil) isopropilamina; LSD, dietilamida do acido D-lisérgico;
SB204741= N - (1-metil-5-indolil) - N’- (3-metil-5-isotiazolil) uréia; WAY 100635 =
N- tert-Butil 3-4- (2-metoxifenil) piperazin-1-il-2-fenilpropanamida; CP931295 = 5-
Hidroxi-3 (4-1,2,5,6-tetraidropiridil)-4-azaindol; 5-CT, 5-Carboxamidotryptamine.

Os subtipos dos receptores de 5-HT foram descobertos em 1957 quando
Gaddum e Picarelli investigaram duas ac6es fisiol6gicas da serotonina que foram
bloqueadas por diferentes antagonistas. A evidéncia da existéncia de mais de um
tipo de receptor foi confirmada posteriormente com a técnica de binding usando
tracadores radioativos (Tierney, 2001; Silva, 2002). Peroutka e Snyder (1979) esta-
beleceram a existéncia de dois distintos receptores, o 5-HT; e 5-HT,. O primeiro
clone do receptor de 5-HT (5-HT,) foi descrito por Kobilka et al., em 1987 (Tierney,
2001; Silva, 2002).

Os receptores da familia 5-HT; consistem em cinco subtipos de receptores

(5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1e € 5-HT3F), com homologia estrutural humana de



40-63% (Pytliak et al., 2011). Em mamiferos, receptores de serotonina da familia 5-
HT, acoplados a proteina Gi, iniciam sua cascata de sinalizacéo através da inibicdo
da adenililciclase (AC) e consequente diminuicdo dos niveis de AMPc intra-celular.
Com a diminuicdo dos niveis de AMPc a proteina cinase A (PKA), dependente de
AMPc, ndo é ativada (Aires e cols., 2008; Pytliak et al., 2011).

O receptor 5-HT14 tém a maior distribuicdo de todos os receptores de 5-HT,
presente no cértex cerebral, hipocampo, septum, amigdala, nucleo da rafe e pe-
guena quantidade nos nucleos da base e talamo. Também esta presente em todo
trato gastrintestinal e plexo mioentérico. No cérebro, os receptores 5-HT14 agem
como autoreceptores e receptores pés-sinapticos, e estdo envolvidos na inibicao
da descarga dos neurénios, na regulacdo da producédo do horménio adrenocortico-
trofico (ACTH), regulacdo do comportamento, fome e ansiedade (Pytliak et al.,
2011).

Os receptores 5-HT;g estdo presentes no SNC, onde induzem a inibicéo pré-
sinaptica e efeitos comportamentais. Estao presentes em muitas partes do cérebro,
e a maior concentracdo encontra-se nos nucleos da base, estriado, onde agem
como autoreceptores, inibem a liberacao de serotonina e no coértex frontal, inibem a
liberacdo de dopamina em terminais receptores. No sistema vascular, promovem a
vasoconstricdo pulmonar (Pytliak et al., 2011).

Os receptores 5-HT;p agem como autoreceptores no nucleo dorsal da rafe,
mas também foram encontrados no coracdo onde modulam a liberacdo de seroto-
nina. No SNC, estdo envolvidos na locomocéo e ansiedade. Eles também induzem

a vasoconstricao cerebral (Pytliak et al., 2011).



A funcédo dos receptores 5-HT;g ainda € desconhecida, mas sugere-se que
estdo envolvidos na regulacdo da memoria, devido a abundancia de receptores
encontrada no cortex frontal, hipocampo e bulbo olfatério (Pytliak et al., 2011).

Receptores 5-HT;r foram encontrados no Utero e artéria coronaria, sugerindo
um possivel papel na constricdo vascular. Embora a distribuicdo no cérebro pareca
limitada, ha semelhancgas de distribuicdo com os receptores 5-HTpg (Pytliak et al.,
2011).

A classe dos receptores 5-HT, € composta por trés subtipos: 5-HT2a, 5-HT2s
e 5-HT,c, mostrando homologia estrutural de 46-50% (Pytliak et al., 2011).
Tradicionalmente, receptores de mamiferos do tipo 5-HT, estdo acoplados a
proteina Gg que ativa a enzima fosfolipase C (PLC). A PLC ativada, hidroliza a
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), produzindo desta forma inositol trifosfato (IP3)
e diacilglicerol (DAG). IP3 age nas reservas de calcio intra-celular, liberando e
aumentando o Ca*" intra-celular e juntos, Ca®>* e DAG ligam-se nos sitios C2 e C1
da proteina cinase C (PKC), respectivamente, ligando assim a PKC na membrana
plasmatica onde ¢é ativada pela associacdo com fosfotidil serina (Clark et al., 2004).

A PKC esta envolvida no controle de funcdes de outras proteinas através da
fosforilacdo de grupos hidroxila de serina e treonina em residuos de aminoacidos
destas proteinas. A PKC é ativada por sinais (como aumento na concentracdo de
DAG ou fons Ca?"), e desempenha papéis importantes na cascata de transducéo
de diversos sinais. A familia PKC é dividida em trés subfamilias, baseada na ne-
cessidade do segundo mensageiro: classica, nova e atipica. A classica, com as
isoformas a, BI, Bll, e y, requer Ca®*, DAG e fosfolipidio para ativacdo, a nova, com
as isoformas 8, €, n, e 0, requer DAG, mas ndo requer Ca®* para ativacéo. Estas

duas subfamilias sdo ativadas através da mesma via de transducao de sinal, a fos-



folipase C. A isoforma atipica, que inclui as isoformas de proteinas cinases M e 1 /
A, ndo requer nem DAG ou ions Ca®* para ativacdo (Mellor et al., 1998).

O subtipo 5-HT,a € expresso em muitos tecidos centrais e periféricos, e me-
dia a resposta da contracdo de musculo liso, aumentam a agregacéao plaquetéaria e
aumentam a permeabilidade capilar. No SNC, os receptores 5-HT,a estdo presen-
tes principalmente nos nucleos da base, crust e claustrum. Quando ativados, os
receptores levam a estimulacdo de secrecdo de ACTH, corticosterona, ocitocina,
renina e prolactina. A inibicdo do receptor influencia o comportamento (Pytliak et
al., 2011).

A ativacdo do receptor 5-HT,g promove a contracdo do musculo liso do fun-
do do estdbmago. No SNC foi detectado no cerebelo, hipotalamo, septo lateral e
parte medial da amigdala. Devido a falta de ligantes seletivos para o subtipo 5-
HT.c, suas acdes permanecem pouco conhecidas (Pytliak et al , 2011).

Em midcitos isolados, foi verificado que a serotonina e agonistas de recepto-
res 5-HT,a2c aumentam a captacdo de glicose por aumento no recrutamento de
transportadores de glicose ha membrana plasmatica (Lam e Heisler, 2007).

O bloqueio dos receptores, com 0 uso de antagonistas da serotonina, consti-
tui a principal abordagem farmacoldgica para a limitacdo dos efeitos da serotonina
(Katzung, 2006).

A metiotepina, {(2-[10,11-dihidro-8-(metiltio)b,f tepina-10-41] 4-
metilpiperazina maleato}, € um antagonista de receptores 5-HT; agindo em recep-
tores pré e pos sinapticos em ratos e coelhos. Nestes animais, a metiotepina causa
aumento compensatoério na sintese de serotonina por causar elevacdes nos niveis
de triptofanio e 5-hidroindoleaminas no sistema nervoso central (Jacoby et al.,

1975).



A ciproeptadina, 4-(5H- dibenzo [a,d] ciclohepteno -5- ilideno) -1 - metilpipe-
ridina hidroclorada ou periactin™, é considerada um antagonista 5-HT, classsico
bloqueando os receptores 5-HT,a 5-HT,z € 5-HT,c em mamiferos (Frassetto et al.,
2006; Mercer et al., 1991). Também exerce acdes sobre receptores histaminicos
(H1) e muscarinicos (M), sendo farmacologicamente utilizada como agente anti-
histaminico e orexigeno (Katzung, 2006). Elevacdes nos niveis de glicogénio no
diafragma e da atividade locomotora foram verificados em ratos tratados com sibu-
tramina, inibidor da recaptacéo de serotonina e dopamina. Este efeito foi revertido
pela administracdo de ciproeptadina (Frassetto et al., 2006).

Estudos filogenéticos sugerem que, assim como outras familias de protei-
nas, 0s receptores serotoninérgicos emergiram a partir da duplicacdo de genes
seguida por mutacdes, ha cerca de 700 milhGes de anos. Estes eventos antecede-
ram o surgimento dos vertebrados, que teria ocorrido ha a aproximadamente 650
milhdes de anos (Tierney, 2001).

Em invertebrados, foram identificados receptores serotoninérgicos em inse-
tos, moluscos, nematdides e crustaceos (Tierney, 2001; Clark et al., 2004; Tiu et
al., 2005; Ongvarrasopone et al., 2006; Spitzer et al., 2008).0s receptores seroto-
ninérgicos de invertebrados sdo homadlogos aos de vertebrados, porém, devido ao
longo tempo, novas mutacdes e alteracdes génicas podem ter ocorrido originando
novos tipos de receptores independentemente em invertebrados e vertebrados (Ti-
erney, 2001).

O molusco marinho Aplysia californica tem sido utilizado como espécie mo-
delo para o estudo dos mecanismos celulares e moleculares do aprendizado e da
memaoria, nos quais a serotonina desempenha um papel fundamental. O tratamento

dos neurénios sensoriais de Aplysia com ciproeptadina revelou que a ciproeptadina



blogueia a facilitagcdo sinaptica induzida por serotonina, mas néo bloqueia a sensi-
bilidade somatica induzida por serotonina, sugerindo a existéncia de mais de um
tipo de receptores 5-HT em seus neurdnios sensoriais (Mercer et al., 1991).

Posteriormente foram clonados 5 genes dos receptores de 5-HT em molus-
cos, dois em Lymnaea stagnalis e trés em Aplysia californica (Tabela 2) (Tierney,
2001).

Tabela 2 — Tipos de receptores serotoninérgicos nos moluscos Lymnaea stagnalis
e Aplysia californica. Adaptado de Tierney (2001).

Molusco/ Receptor Homologia a mamiferos Mecanismo de Ac¢édo
Lymnaea stagnalis 53% - 5-HTa acoplado a proteina G;
5-HTym 36% - 5-HT, inibe a adenilato ciclase
Lymnaea stagnalis Ativa a Fosfolipase C
5-HT o1 ym similar ao 5-HT, TP
31% - 5-HT; Expresso no sistema reprodutivo
Aplysia californica 27% .5-HT g Ativa a Fosfolipase C
Ap5-HTg; 23% _5-HTa TP

Expresso no sistema nervoso

Aplysia californica = —-ememeeeee- Ativa a Fosfolipase C
Ap5'HT|32 T IP
Aplysia californica 52% - 5-HT, proteina G;
5-HTapm 47% - 5-HT5 inibe a adenilato ciclase
41% - 5-HT, acumula AMPc

Em estudos realizados em moluscos (Lymnaea stagnalis e Aplysia californi-
ca) e nematodides (Caenorhabditis elegans) a metiotepina foi o antagonista mais
potente utilizado para bloquear os efeitos da serotonina em receptores com homo-
logia a familia 5-HT; de mamiferos (Tierney, 2001).

Em estudo realizado na Aplysia por Dumitriu et al., (2006), a metiotepina foi

altamente efetiva na inibicdo de receptores 5-HT acoplados a AC. Enquanto o es-
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piperone, que bloqueia receptores 5-HT acoplados a PLC em mamiferos, nao blo-
queou os receptores 5-HT acoplados a AC neste molusco.
Conforme mostrado na Tabela 3, trés genes de receptores de 5-HT foram

clonados dos nematoides Caenorhabditis elegans e Ascaris suum (Tierney, 2001).

Tabela 3 — Tipos de receptores dos nematoides Caenorhabditis elegans e Ascaris
suum. Adaptado de Tierney (2001).

Nematdides/ Receptor = Homologia a mamiferos Mecanismo de Ac¢édo
inibiu a adenilato ciclase
Caenorhabditis elegans receptor 5-HT, | nos niveis de AMPc
5-HT-1ce Inibe a forskolin

Caenorhabditis elegans

5-HT-2ace € 5-HT-25ce similar ao 5-HT, 1 os niveis de Ca**
(gene com dois splice
variante)
Ascaris suum familia 5-HT,? e
5-HT asc

O receptor 5-HT do inseto Drosophila melanogaster, 5-HT-dro, foi o primeiro
receptor 5-HT de invertebrado a ser sequenciado (Tabela 4) (Tierney, 2001). A
comparagdo entre as sequéncias dos receptores 5-HTyz € 5-HT, de artrépodes
demonstrou que h& um alto grau de conservacdo nas estruturas-chave dentro dos
receptores, sugerindo que os mecanismos de sinalizacao dos receptores dos inver-

tebrados devem ser similares aos dos vertebrados (Spitzer et al., 2008).
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Tabela 4 — Tipos de receptores serotoninérgicos de Drosophila melanogaster. A-
daptado de Tierney (2001).

Receptor Homologia a mamiferos Mecanismo de Acédo / Funcdes

modula o ritmo circadiano
5-HT-dro 49% - 5-HT, tadenilato ciclase tAMPc

modula o ritmo circadiano
5-HT-drol 57% - 5-HT, tadenilato ciclase tAMPc

papel no controle motor
5-HT-dro2A e ladenilato ciclase
1 fosfolipase C 1 IP;

papel no controle motor
5-HT-dro2B 41% - 5-HTa ladenilato ciclase,
1fosfolipase C 1 1P3

Em estudos realizados em insetos (Drosophila melanogaster) e nematoéides
(Caenorhabditis elegans) a ciproeptadina blogueou os efeitos da serotonina em
receptores com homologia a familia 5-HT, de mamiferos (Tierney, 2001).

Em crustaceos dois receptores 5-HT foram identificados e clonados na la-
gosta Panulirus interruptus: 5-HT,qpan € 5-HTogpan (Clark et al., 2004; Sosa et al.,
2004) e no lagostim Procambarus clarkii : 5-HT,qpro € 5-HT2gpr0, (Tabela 5) (Tierney,
2001; Spitzer et al., 2008).

Receptores com perfil farmacoldgico similar ao dos receptores 5-HT; de ver-
tebrados, denominados 5-HT;-like, foram identificados nos camardes Penaeus mo-
nodon (Ongvarrasopone et al., 2006) e Metapenaeus ensis (Tiu et al., 2005), e no
lagostim Procambarus clarkii (Lee et al., 2000; Calderén-Rosete et al., 2006). Re-
ceptores com perfil farmacol6gico semelhante aos receptores 5-HT, de vertebrados
ja foram descritos nos lagostins P.clarkii (Lee et al., 2000; Lee et al., 2001; Tierney

e Mangiamele, 2001) e Macrobrachium rosenbergii (Meerata et al., 2006).
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Tabela 5 — Tipos de receptores dos crustaceos Panulirus interruptus e Procamba-

rus clarkii. Adaptado de Tierney (2001).

Crustaceo / Receptor  Homologia a mamiferos Mecanismo de Acéo
Panulirus interruptus 5-HT. Inibe a adenilato ciclase via Gi | AMPc
5-HT gpan inibe a forskolin

Ativa a proteina cinase C (PKC)

Panulirus interruptus 5-HT,g 11P;3
5'HT28Pan
N&o altera AMPc

Inibe a adenilato ciclase via Gi | AMPc

Procambarus clarkii
5'HTlolPro 5-HT s inibe a forskolin

Ativa a proteina cinase C (PKC)
Procambarus clarkii
5-HT 2pr0 5-HT 5 1 1P;

Nao altera AMPc

No estudo detalhado para a determinacdo do perfil farmacolégico dos recep-
tores 5-HT da lagosta P. Interruptus (Pan) e do lagostim P. Clarkii (Pro), Spitzer et
al. (2008) avaliaram os efeitos de varios agonistas e antagonistas destes recepto-
res sobre os niveis de AMPc e IP; intracelulares. Comparando as duas espécies,
constataram que a poténcia dos agonistas era sempre cerca de 5 vezes menor na
lagosta. O perfil farmacolégico dos antagonistas sobre os receptores também pare-
ce ser bem conservado, sendo verificado que cinanserina, butaclamol, ritanserina e
metiotepina bloqueiam o receptor 5-HT2g, mas nédo os receptores 5-HT1q.

A serotonina é um potente regulador da neurogénese adulta em crustaceos
decépodes, tal como em vertebrados. Estudos realizados por Zhang et al. (2011)
no lagostin P. clarkii, demonstraram que a metiotepina suprime a neurogénese a-
gindo em receptores 5-HT,g. Neste estudo, a metiotepina foi 0 antagonista escolhi-

do devido a estudos anteriores realizados neste lagostin por Spitzer et al. (2008)
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onde a metiotepina apresentou a maior eficacia entre 29 antagonistas testados em
receptores 5-HT,g, € nenhuma atividade em receptores 5-HTa,

A serotonina possui um papel importante no controle da postura em crusta-
ceos, pois a sua administracdo causa marcante alteracdo postural, caracterizada
por uma forte flexdo dos membros e abdome (Fingerman e Nagabhushanam, 1992;
Tierney e Mangiamele, 2001). Esta postura, conhecida como 5-HT-posture, j& foi
observada no caranguejo Neohelice granulata e no lagostim Parastacus defossus

apos a administracdo de serotonina (2,6 x 10° moles/caranguejo (Vinagre et al.,

2004).

Figura 2- Postura do lagostim Parastacus defossus 30 minutos apds a administra-
cdo de solucdo fisiolégica para crustaceos (A) ou serotonina (B) 2,6 x 10° mo-
les/lagostim. Adaptado de Vinagre et al., (2004).

A comparacao entre os efeitos da serotonina e de quatro agonistas de re-
ceptores serotoninérgicos sobre a postura corporal e a agressividade no lagostim
Procambarus clarkii, demonstrou que o mCPP (1-3-cloro-fenil-piperazina-
dihidroclorado), agonista de receptores 5HT, de vertebrados, foi o agonista que
apresentou efeito mais parecido ao da serotonina em relacdo a postura dos ani-
mais (Tierney e Mangiamale, 2001). Estes autores sugerem que as alteracdes pos-

turais observadas apés a administracdo de serotonina em crustaceos podem ser
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utilizadas como um ensaio biologico para estudos comportamentais nestes ani-
mais.

No lagostim Orconectes rusticus, a existéncia de um sistema de recompensa
comportamental foi demonstrada através da administracdo de cocaina e D-
anfetamina (Huber, 2005). Segundo estes autores, apesar das grandes diferencas
neuroanatdomicas entre vertebrados e invertebrados, existem muitas semelhancas
neuroquimicas, o que reforca a importancia da investigacédo dos efeitos das mona-
minas nestes animais.

O Hormoénio Hiperglicemiante de Crustaceos (CHH) é considerado o princi-
pal hormoénio controlador do metabolismo de carboidratos em crustaceos. Este
horménio é produzido principalmente no 6rgdo X e armazenado na glandula do
Seio, localizados nos pedunculos oculares destes animais. Este horménio também
pode ser sintetizado em outros locais tais como o érgao pericardico (PO), o intesti-
no e o sistema nervoso ventral, porém o CHH intestinal é considerado uma forma
variante do CHH do pedunculo ocular e parece ndo estar envolvido no controle do
metabolismo de carboidratos (Fanjul-Moles, 2006). O procedimento de apeduncu-
lacdo, ou remocao bilateral dos pedunculos oculares, € bastante utilizado em fa-
zendas de aquacultura e em protocolos experimentais que visam estimular a re-
producdo dos crustaceos. Este procedimento também pode causar hipoglicemia
devido a remocéo da principal fonte de CHH (Sathyanandam et al., 2008). Estudos
no caranguejo Neohelice granulata demonstram reducao nos valores de glicose na
hemolinfa ap6s a remocéo dos pedunculos oculares (Santos et al., 1988; Vinagre,
1999).

A administracdo de serotonina causou hiperglicemia em todas as espécies

de crustaceos ja testados, sugerindo que além do CHH, a serotonina também pode
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regular os valores de glicose hemolinfatica (Bauchau e Mengeot, 1966; Fingerman
e Nagabhushanam, 1992; Lee et al., 2000; Lorenzon et al., 2004; Komali et al.,
2005; Reddy e Pushpalatha, 2007; Sathyanandam et al., 2008). Estudos compa-
rando os efeitos da administracdo de serotonina em animais intactos e apeduncu-
lados demonstram que a serotonina sempre causa hiperglicemia em animais intac-
tos, porém este efeito foi obtido somente em alguns animais apedunculados (Lee et
al., 2000; Zanotelli et al., 2002; Komali et al., 2005; Reddy e Pushpalatha, 2007;
Sathyanandam et al., 2008). Estes resultados, associados a fun¢cdo neuromodula-
dora da serotonina, sugerem que ela atue no peddnculo ocular dos crustaceos,
estimulando a secrecédo de CHH (Lee et al., 2000; Komali et al., 2005; Reddy e Pu-
shpalatha, 2007; Sathyanandam et al., 2008).

No caranguejo Neohelice granulata a administragdo de serotonina causou
efeito hiperglicemiante dose-dependente tanto em animais intactos como apedun-
culados, alimentados com a dieta rica em proteinas (RP) ou com a dieta rica em
carboidratos (RC) (Figura 3). Estes resultados sugerem que a serotonina pode e-
xercer efeitos sobre a glicemia aumentando a secrecéo de CHH ou apresentar efei-

tos diretos sobre tecidos-alvo periféricos (Zanotelli et al., 2002).
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Figura 3- Concentracdo de glicose na hemolinfa de caranguejos Chasmagnathus
granulata, intactos (controle) e apedunculados, alimentados com dieta RP (A) e RC
(B), 60 e 120 minutos ap6s a administracdo de salina, serotonina (2,6 x 10°
moles/caranguejo) ou dopamina (5,3 x 107 moles/caranguejo). Os valores
representam as meédias e as barras verticais, os erros padrbes. * diferenca
significante para p< 0,05. Adaptado de (Zanotelli et al., 2002).

O efeito hiperglicémico da serotonina em N. granulata foi confirmado por
Santos et al. (2001) em animais intactos. Estes autores constataram que este efeito
também poderia ser observado ap6s a administracdo de fluoxetina, inibidor da re-
captacdo de serotonina em terminais sinapticos.

Trabalho realizado por Lorenzon et al. (2004) demonstrou que a ciproeptadi-
na foi mais efetiva que o antagonista cetanserina quando utilizada no Astacus Lep-

todactylus, bloqueando receptores de serotonina do tipo 5-HT, —like, inibindo a a-

céo hiperglicemiante da serotonina observada neste crustaceo.
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Evidéncias indicam que a serotonina e a dopamina também estariam envol-
vidas no controle da osmorregulacdo em crustaceos (Morris, 2001; Halperin et al.,
2004). O caranguejo N. granulata € um interessante modelo biolégico para estudar
as adaptacoes fisiologicas induzidas por estresse osmatico, porque ele habita um
ambiente estuarino (Da Silva e Kucharski, 1992; Oliveira e Da Silva, 2001; Bianchi-
ni et al., 2008). Em seu habitat, este caranguejo é exposto a um grande numero de
desafios ambientais tais como mudancas na temperatura, pressao parcial de oxi-
génio ambiental, disponibilidade e composicdo de alimentos, e a salinidade de a-
cordo com cada estacédo do ano (Kucharski e Da Silva,1991).

As branquias anteriores dos caranguejos eurialinos realizam a funcdo da
troca gasosa, enquanto que as branquias posteriores estdo relacionadas a ajustes
necessarios para osmorregulacdo, entre outras funcées como a homeostase do
calcio, excrecdo de amodnia e regulacdo do pH extracelular (Gilles, 1982; Siebers et
al., 1982; Genovese et al., 2000; Luquet et al., 2002; Freire et al., 2008). Ambas as
branquias anteriores e posteriores estdo em contato direto com agua dentro das
camaras branquiais, onde a salinidade varia de acordo com o0 meio ambiente.

As branquias de crustaceos sdo constituidas por uma superficie amplificada
com interface com permeabilidade diferencial utilizada para a troca de ions e de
gases entre 0s meios interno e externo. Uma fina cuticula recobre toda a superficie
da bréanquia, revestindo o epitélio de camada Unica, posicionada sobre uma lamina
basal. Além de células ndo epiteliais, como os fibroblastos, neurdnios, células en-
doteliais, células glandulares e “nefrécitos”, cinco tipos diferentes de células podem
ser distinguidas no epitélio branquial: células finas, espessas (também chamadas
iondcitos ou osmorregulatérias em caranguejos), atenuadas, pilares e de borda

(Freire et al., 2008).
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Em certas espécies hiperosmorregulatorias, as células finas aparecem nas
branquias posteriores perto das células espessas. As células finas parecem consti-
tuir o epitélio respiratério e também podem participar de outros processos fisioldgi-
cos como a excrecdo de amonia. Células espessas, contendo grande numero de
mitocondrias, com membrana na forma de folhetos ou microvilosidades, apresen-
tam caracteristicas de células transportadoras de ions, chamadas também de iono-
citos ou células osmorregulatérias, localizadas nas branquias posteriores de varias
espécies de crustaceos. Nas branquias de caranguejos osmoconformadores, 0 epi-
télio € formado predominantemente por células finas e células pilares. Nas bran-
quias posteriores de caranguejos hiperosmorregulatorios, € formado por células
espessas e células pilares (Freire et al., 2008).

Além do papel da troca gasosa, as branquias sédo essenciais na homeostase
ibnica e osmotica. Em crustaceos que habitam regides com agua do mar diluida ou
agua doce, a absorcdo de NaCl transbranquial constitui um elemento do processo
hiperosmorregulatério enquanto a excrecdo de dgua compreende o outro. O mode-
lo de transporte de absorcao de NaCl transbranquial esta representado na Figura 4

(Freire et al., 2008).
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Figura 4 — Mecanismo de transporte para a absor¢cdo de NacCl transbranquial atra-
vés das branquias de caranguejos hiperosmorregulatérios. Adaptada de (Freire et
al., 2008). Processo acoplado de absor¢ido de NaCl via co-transporte apical de Na*
/ K"/ 2CI'. O Na" é bombeado através da membrana basolateral pela Na*/K*- AT-
Pase. Canais de K* basolateral garantem um potencial elétrico negativo nas célu-
las, suportando a saida de CI através de canais de CI basolateral. Canais apicais
de K* hiperpolarizam a célula, deixando seu interior mais negativo, favorecendo o
co-transporte com fons K*, e fornecendo a natureza eletrogénica total do transpor-
te. A voltagem positiva do lado externo transbranquial pode servir como uma forca
motriz para a absorcdo paracelular de Na* para garantir a absor¢éo equimolar de
NaCl. Além disso, uma fracdo aparentemente variavel no processo de absorcao de
NaCl ocorre via trocadores apicais de anions e cations. Os substratos celulares
para estas trocas sao fornecidos via hidratacdo de CO, catalisada pela anidrase
carbonica.

A regulacéo da absorcéo de NacCl transbranquial por fatores hormonais e
nao-hormonais (auto-regulacéo) tem recebido uma atencéo crescente ao longo da
Gltima década. A autoregulacdo pela osmolalidade hemolinfatica ocorre tanto em
crustaceos hiperosmorreguladores fortes como fracos. Enquanto nos hiperosmor-
reguladores fortes, como o E. sinensis, os efeitos das variacdes osmoéticas suge-
rem regulacio na atividade da bomba de H* tipo V (vacuolar), V(H")-ATPases, api-
cais e canais de Na*. No N. granulata, um hiperosmorregulador fraco, a atividade
da Na'/K*-ATPase é que parece ser modificada. No E. sinensis, um fator do pe-

dinculo estimula a absorcdo de NaCl via AMPc celular e PKA, ativando V(H")-
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ATPases apicais e abrindo canais de Na* (Freire et al., 2008). No P. Marmoratus,
um hiperosmorregulador fraco, o0 CHH estimula a atividade da Na'/K*-ATPase e
absorcdo de Na*. A dopamina estimula a absorcéo de NaCl em ambos hiperosmor-
reguladores aumentando também a atividade da Na'/K*-ATPase (Freire et al.,
2008).

A absorcéao ativa de NaCl em camaras branquiais de caranguejos com respi-
racdo aérea é regulada por horménios. Em G. natalis, a absor¢do de Na+ e ativi-
dade da Na'/K*-ATPase s&o estimuladas pela serotonina, no entanto, este estimu-
lo ndo é mediado por AMPc. Em contraste, no anomuro B. latro, a absorcdo de
Na+ e Cl- séo inibidas pela dopamina, mediado pelo AMPc e resulta na diminuicdo
da atividade da Na'/K*-ATPase (Morris 2001; Freire et al., 2008).

Em branquias de peixes teledsteos, a serotonina age de forma paracrina so-
bre a musculatura lisa vascular e células pilares, que também contém filamentos
contrateis. Estudos revelam que a serotonina aumenta a resisténcia branquial,
combinada com aumento na perfusdo da via artério-venosa e seio central entre as
branquias, através de receptores 5-HT,, enquanto a inibicdo dos receptores 5-HT;
ndo reduz a vasoconstricdo induzida pela serotonina nos vasos sanguineos das
branquias (Sundin et al., 1998; Pelster et al., 2012).

Conforme exposto, fica evidente que a serotonina possui fungdes importan-
tes em varios processos fisiologicos de crustaceos, porém ha caréncia de informa-
cOes sobre o0s receptores serotoninérgicos e mecanismos celulares desencadea-

dos pela ligacdo da serotonina aos seus receptores.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho, tendo em vista a importancia biologica da
serotonina, foi investigar a localizacdo e o perfil fisiologico e farmacolégico dos

receptores serotoninérgicos nos tecidos-alvo periféricos do caranguejo N.granulata.
Para isto, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1) Verificar o efeito da serotonina e dos antagonistas de receptores 5-HT;
(metiotepina) e 5-HT, (ciproeptadina) sobre o metabolismo de carboidratos, carac-
teristicas histologicas e postura de caranguejos N. granulata, alimentados com

dieta rica em carboidratos (RC) ou rica em proteinas (RP);

2) lIdentificar a localizacdo dos receptores de 5-HT nos tecidos-alvo
periféricos do caranguejo pela técnica de binding, utilizando serotonina triciada (5-

HT-H?);

3) Identificar o perfil fisiolégico dos receptores de serotonina nos tecidos-
alvo periféricos do caranguejo pela técnica de binding, utilizando antagonistas de

receptores serotoninérgicos 5-HT; e 5-HTy;

4) Identificar a presenca de termina¢des nervosas e de serotonina em bran-

guias anteriores e posteriores.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e manutencédo dos animais

Caranguejos Neohelice granulata DANA, 1851 (Crustacea, Brachyura,
Varunidae) machos e em periodo de intermuda, foram capturados durante a
primavera e o verdo (2011 e 2012), na margem leste da Lagoa de Tramandai, no
municipio de Imbé/RS, na area do Centro de Estudos Costeiros Limnolégicos e
Marinhos (CECLIMAR) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O
ambiente do local € tipicamente estuarino, influenciado tanto pelas aguas do
oceano Atlantico como pelo sistema lagunar de Tramandai (Wurdig, 1984).

Apoés a captura, realizada manualmente, os animais eram acondicionados
em caixas plasticas, contendo agua do proprio local, e transportados até o
Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) localizado no
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), UFRGS, em Porto Alegre/RS.

No LaMEC, os animais eram submetidos ao choque hiposmético com agua
destilada por 24 horas, para limpeza do conteddo estomacal e eliminacdo de
possiveis parasitas (Kucharski, 1990). Apdés este periodo, os animais eram
transferidos e mantidos em um tanque contendo agua com salinidade de 20%o,
temperatura de 25°C, fotoperiodo natural e aeracdo constante. Os caranguejos

eram alimentados, ad libitum, com carne bovina crua, duas vezes por semana.

3.2. Procedimentos experimentais
Para a realizacdo dos experimentos, os animais selecionados do tanque
eram transferidos para aquarios, com as mesmas condi¢cdes descritas

anteriormente, e alimentados ad libitum com carne bovina crua (dieta rica em
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proteinas - RP) ou arroz cozido (dieta rica em carboidratos — RC) diariamente,
durante um periodo de aclimatacao de 15 dias. Apds este periodo, iniciavam-se 0s

procedimentos especificos para cada experimento.

3.3. Estudos “in vivo”

3.3.1. Efeitos da injecdo de serotonina e dos antagonistas metiotepina e
ciproeptadina sobre o metabolismo de carboidratos e a postura

Para este estudo foram utilizados animais em dieta rica em carboidratos
(RC) ou rica em proteinas (RP) em cada experimento. No dia do experimento, 0s
animais eram separados em gaiolas individuais, previamente numeradas, e neste
momento era coletada a primeira amostra de hemolinfa, na articulacdo das quelas,
utilizando-se seringas descartaveis de 1mL (tipo insulinica) contendo anti-
coagulante oxalato de potassio 10%. As amostras eram transferidas para tubos
plasticos tipo Eppendorf (capacidade para 1,5mL, fundo cbnico) e congeladas até o
dia da dosagem da glicemia. Apds este procedimento, 0s animais permaneciam
por aproximadamente 3 horas no aquario para diminuicdo do estresse causado
pela manipulacéo.

ApOs este periodo, os animais foram divididos em quatro grupos:

1- Controle: receberam 100uL de solucao fisioldgica para crustaceos (SFC),
e apos 30 minutos, receberam novamente 100uL de SFC.

2- Serotonina: receberam 100uL de SFC e apos 30 minutos, 100uL de
serotonina (5-hydroxytryptamine creatine sulfate complex — Sigma) 5,69 x 1072

moles/ caranguejo;
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3- Metiotepina: receberam 100uL do antagonista metiotepina (Methiothepin
mesylate salt — Sigma) 2,21 x 10 moles/ caranguejo, e apés 30 minutos, 100pL de
serotonina (5,69 x 10 moles/ caranguejo);

4- Ciproeptadina: receberam 100uL do antagonista ciproeptadina
(Cyproheptadine hydrochloride — Sigma) 10 moles/ caranguejo e apés 30 min,
100pL de serotonina (5,69 x 10 moles/ caranguejo).

A serotonina e os antagonistas foram diluidos em SFC (NaCl 300mM, KCI
10mM, MgCl, 10mM,CaCl, 25mM e H3zBO3; 8,8mM) adaptada a partir da solucao
descrita por Loret e cols. (1989), reduzindo o NaCl para 300mM, tornando a
solugcdo isosmotica (750mOsm/L) em relagdo a hemolinfa do N. granulata,
preparada com o pH 7,8 e ajustada com tampéao Tris (0,1M) — HCI (6N), pH8,0 e
NaOH 1N.

Apos 60 ou 120 minutos da administracdo das injecfes de serotonina, 0s
animais foram fotografados para obtencao do registro das alteracdes posturais e da
atividade, seguida da coleta da segunda amostra de hemolinfa conforme descrito
anteriormente.

Posteriormente, era realizada a crioanestesia e sacrificio do animal para
retirada das amostras de brénquias anteriores e posteriores, hepatopancreas e
musculo mandibular. As amostras eram utilizadas para a determinacdo da
concentracdo de glicogénio e para as analises histologicas. As amostras para
glicogénio eram transferidas para tubos plasticos tipo Eppendorf (capacidade para
2,0mL, fundo redondo) e congeladas até o dia da dosagem do glicogénio. As
amostras para as analises histologicas foram processadas pela técnica de

hematoxilina-eosina. Amostras de musculo e de hepatopancreas foram submetidas
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a técnica de PAS (Periodic Acid Schiff Reaction) para a identificagdo de depdsitos

de carboidratos.

3.3.2. Curva de tempo para ligacdo de serotonina triciada (5-HT-H®) em
tecidos-alvo periféricos

Com o objetivo de verificar a possivel ligacdo nos receptores
serotoninérgicos nos tecidos-alvo do caranguejo N. granulata foi utilizada a técnica
de binding com serotonina triciada (5-HT-H%). Para a curva de tempo de ligac&o,
foram utilizados os tempos de 15, 30 e 60 minutos.

Os animais foram separados em gaiolas individuais, previamente
numeradas, e cada um recebeu a injecdo de 5-HT-H* ([*H]5-HT(5-hydroxy[G-3H]
tryptamine creatinine sulfate 10-20Ci/mmol) na concentracdo de 200.000dpm,
diluida em 100uL de SFC, na articulacdo das quelas.

Apés 15, 30 ou 60 minutos, eram retiradas as amostras de hemolinfa,
transferidas para tubos plasticos tipo Eppendorf e colocadas no gelo para
conservacdo. Em seguida, os animais eram crioanestesiados para sacrificio e
retirada dos seguintes tecidos: coracdo, musculo mandibular, hepatopancreas,
branquias anteriores e posteriores.

As amostras de tecidos eram lavadas com SFC, secadas em papel filtro e
colocadas em Eppendorfs (capacidade para 2,0mL) contendo previamente 500 uL
de SFC. Os Eppendorfs eram pesados antes e apds colocar as amostras. As
amostras eram mantidas sob refrigeracgéo.

A homogeneizacao dos tecidos era realizada no macerador OMNI-MIXER, e
logo apos, uma aliquota de 250uL do homogeneizado era transferida para viais de

vidro previamente preenchidos com 4,5mL de coquetel de cintilacdo (Tolueno-
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Triton 2:1, PPOO0,4%, POPOP 0,01%) para realizar a contagem da radioatividade.
Nas amostras de hepatopancreas foram adicionados 100uL de agua destilada para
desturvar as amostras. A hemolinfa ndo passava pelo processo de
homogeneizacéo e era transferida uma aliquota de 100uL diretamente para o vial.
As amostras eram mantidas sob refrigeracdo overnight e a radioatividade
era medida no dia seguinte, através de um contador beta (LKB Wallac), que
detecta a radiacdo emitida pelos radiois6topos através de software que quantifica o

valor da concentracéo obtida em funcéo do sinal em contas por minuto (cpm).

3.3.3. Ligacdo especifica de 5-HT-H® nos tecidos-alvo periféricos

Para este experimento foi utilizada a técnica de binding com 5-HT-H?,
serotonina (5-HT) e dopamina com o objetivo de determinar a ligacdo especifica da
serotonina em receptores nos tecidos-alvo do caranguejo.

Os farmacos foram dissolvidos em uma solucéo fisiolégica de crustaceo
acrescida de 5-HT-H® (SFCT) na concentracdo de 2.000.000 dpm/mL. Foram
utilizados animais em dieta RC ou RP, os quais foram subdivididos em trés grupos:

1- SFCT: receberam 100pL de 5-HT-H* (200.000dpm);

2- Serotonina: receberam 100pL de 5-HT (5,69x10° moles/caranguejo) e 5-
HT-H* (200.000dpm);

3- Dopamina: receberam100puL de dopamina (3,4 Dihydroxyphenyethylamine
hydrochloride - Sigma) 5,3x10® moles/caranguejo e 5-HT-H? (200.000dpm):;

Os animais receberam as injecdes das solu¢des na articulacédo das quelas, e
apos 30 minutos, foram retiradas as amostras de hemolinfa e em seguida, os
animais foram crioanestesiados e retirados os tecidos descritos anteriormente, as-

sim como a homogeneizacao e a quantificacéo da radioatividade.
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3.3.4. Efeito dos antagonistas metiotepina e ciproeptadina sobre a ligacédo de
5-HT-H®

A técnica de binding foi realizada para verificar a inibicdo da ligacdo da
serotonina em receptores nos tecidos-alvo periféricos do caranguejo com 5-HT-H?,
juntamente com 0s antagonistas metiotepina e ciproeptadina. Foram utilizados
animais de ambas as dietas, os quais foram subdivididos em trés grupos:

1- SFCT: receberam 100uL de SFC e ap6és 30 min, 5-HT-H?
(200.000dpm/100pL de SFC);

2-  Metiotepina: receberam  100uL de metiotepina  (2,21x107
moles/caranguejo) e apés 30 min, 5-HT-H* (200.000dpm/100pL de SFC);

3-  Ciproeptadina: receberam 100uL de ciproeptadina  (x107
moles/caranguejo) e apés 30 min, 5-HT-H* (200.000dpm/100pL de SFC);

Os animais receberam as injecdes das solu¢des na articulacdo das quelas, e
apos 30 minutos, foram retiradas as amostras de hemolinfa e em seguida, os
animais foram crioanestesiados e retirados os tecidos descritos anteriormente, as-

sim como a homogeneizacao e a quantificacéo da radioatividade.

3.3.5. Ligacdo especifica de 5-HT-H® nos tecidos-alvo periféricos do
caranguejo sem aclimatacao e dieta

Caranguejos machos e em periodo de intermuda, foram capturados no
periodo da manha, no dia 23/11/2012, na margem leste da Lagoa de Tramandai,
no municipio de Imbé/RS. A temperatura da agua da lagoa era de 25°C, salinidade
de 12%0 e pH de 7,43. ApGs a captura, realizada manualmente, os animais foram
colocados em caixas plasticas, contendo agua do préprio local, e transportados até

o LaMEC. Ao chegarem, no final da manh&, os animais foram mantidos nas
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mesmas caixas, contendo a agua da lagoa e aeracao constante, em uma sala com
temperatura de 25°C e fotoperiodo natural. Os caranguejos nao foram alimentados.
Na manha seguinte, foi realizado o experimento.

Foi realizada a técnica de binding com 5-HT-H? e serotonina, com o objetivo
de verificar a ligacdo em receptores serotoninérgicos nos tecidos-alvo do
caranguejo N. granulata sem o periodo de aclimatagcédo e tratamento com a dieta.
Foram utilizados dois grupos de animais:

1- SFCT: receberam 100pL de 5-HT-H*(200.000dpm);

2- Serotonina: receberam 100pL de 5-HT (5,69x10 moles/caranguejo) e 5-
HT-H?* (200.000dpm);

Os animais receberam as injecdes das solu¢des na articulacdo das quelas, e
apos 30 minutos, foram retiradas as amostras de hemolinfa e em seguida, os
animais foram crioanestesiados e retirados os tecidos descritos anteriormente.

A homogeneizacao dos tecidos era realizada no macerador OMNI-MIXER, e
logo apos, era pipetado uma aliquota de 100ul das amostras homogeneizadas e de
hemolinfa, em viais de vidro previamente preenchidos com 2,5mL de coquetel de
cintilagdo para realizar a contagem da radioatividade. Foram adicionados 50ul de
agua destilada em todos os viais para desturvar as amostras. A quantificacdo da

radioatividade foi medida conforme descrito anteriormente.

3.4. Estudos “in vitro”

3.4.1. Curva de tempo para serotonina e antagonistas nas branquias

anteriores e posteriores
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Estudo realizado com o objetivo de determinar o tempo adequado para a
ligacdo de 5-HT-H? no sistema in vitro. Utilizamos para cada experimento animais
em dieta RC ou RP.

No dia do experimento, 0os animais eram crioanestesiados para retirada dos
pares de branquias anteriores e posteriores, e cada par era colocado em tubo
plastico tipo Eppendorf (2,0mL, fundo redondo), contendo 1,0mL de SFC ou com
0,9mL de SFC acrescido de 0,1mL de metiotepina ou ciproeptadina. Logo apos, 0s
tubos eram aerados com uma mistura de 0,:CO, (95:5 v/v) por 20 segundos, pre-
incubados em banho metabdlico (Dubnoff) sob agitacdo constante, a 25°C durante
15 minutos.

ApoOs este procedimento, as branquias eram retiradas dos tubos, secadas
em papel filtro e colocadas em frascos de plastico identificados contendo meio de
incubacédo de acordo com cada tratamento.

Foi preparado para o meio de incubagcdo, uma solucdo fisiolégica de
crustaceo (SFCT) acrescida de 5-HT-H® na concentracdo de 2,5uCi, dissolvida em
10mL de SFC.

Foram utilizados quatro tratamentos em trés tempos diferentes: 5, 15 e 30
minutos:

- SFCT: 1,0 mL de SFC na pré-incubacédo e 1,0 mL de SFCT na incubacdo.

- Serotonina: 1,0 mL de SFC na pré-incubacéo e 0,9mL SFTC + 0,1mL de 5-
HT (10*M) na incubac&o

- Ciproeptadina: 0,9mL de SFC acrescido de 0,1mL de ciproeptadina (10™*M)
na pré-incubacdo e 0,9mL de SFTC + 0,1mL de ciproeptadina (10“*M) na

incubacéo.
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- Metiotepina: 0,9mL de SFC acrescido de 0,1mL de metiotepina (10*M) na
pré-incubacéo e 0,9mL de SFTC + 0,1mL de metiotepina (10*M) na incubacé&o.

Os tubos pléasticos contendo as branquias eram aerados por 30 segundos e
incubados em banho metabdlico (Dubnoff) sob agitacdo constante, a 25°C durante
5, 15 ou 30 minutos. Apds, os tubos eram retirados do banho e colocados no gelo.

As amostras eram retiradas cuidadosamente dos frascos, lavadas com SFC,
secadas em papel filtro e pesadas. Posteriormente, as amostras eram transferidas
para viais de plastico, previamente preenchidos com 2,5mL de coquetel de
cintilagdo, eram refrigeradas overnight, e a contagem da radioatividade era
realizada no dia seguinte. A quantificacdo da radioatividade foi medida conforme

descrito anteriormente.

3.4.2. Curva de dose de serotonina nas branquias anteriores e posteriores

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar a curva de dose da
serotonina. Foram utilizados animais em dieta RC ou RP para cada experimento.

No dia do experimento, 0s animais eram crioanestesiados para retirada dos
pares de branquias anteriores e posteriores; 0s quais eram pré-incubados com
1,0mL de SFC conforme descrito anteriormente. Apds a pré-incubacdo, as
branquias eram colocadas em frascos identificados contendo meio de incubacéao
de acordo com cada tratamento. Como meio de incubagéo, foi preparada SFCT.

Foram utilizados na incubacdo oito tratamentos, com quatro pares de
branquias em cada, para ambas as branquias:

- SFCT: 1,0 mL de SFCT.

- Doses de serotonina: 09mL SFTC + 0,ImL de serotonina nas

concentracdes de 10°M, 10'M, 10®M, 10°M, 10°M, 10*M e 102M.
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Os tubos plasticos contendo as branquias eram incubados durante 30
minutos e logo apos refrigerados.

As amostras e a quantificacdo da radiacdo foram processadas conforme
descrito anteriormente. Os resultados foram transformados em porcentagem em

relacdo ao grupo SFCT e, analisados pelo teste de correlacéo de Pearson.

3.4.3. Curvas de dose de metiotepina e de ciproeptadina nas branquias
anteriores e posteriores

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar as curvas de doses
dos antagonistas metiotepina e ciproeptadina. Foram utilizados animais em dieta
RC ou RP para cada experimento.

Os procedimentos para a crioanestesia, retirada dos tecidos e pré-incubacéo
foram os mesmos descritos para a curva de dose da serotonina.

Apbs estes procedimentos, os pares de branquias eram retirados dos tubos,
e colocados em frascos identificados contendo meio de incubacéo de acordo com
cada tratamento. Foi preparado SFCT para o meio de incubacao.

Foram utilizados nove tratamentos na incubacdo: SFCT, doses de
ciproeptadina e doses de metiotepina, com trés pares de branquias em cada, para
ambas as branquias. Tratamentos:

- SFCT: 1,0 mL SFCT.

- Doses de ciproeptadina: 0,9mL de SFTC + 0,1mL de ciproeptadina nas
concentracdes de 10“M, 10°M, 10°M e 107M.

- Doses de metiotepina: 0,9mL de SFTC + 0,1mL de metiotepina nas

concentracdes de 10“M, 10°M, 10°M e 107'M.
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Os tubos plasticos contendo as branquias eram incubados durante 30
minutos e logo apos refrigerados.
As amostras e a quantificacdo da radioatividade foram processadas

conforme descrito anteriormente.

3.5 Andlises bioquimicas

3.5.1. Determinacéo da glicemia

A concentracdo de glicose das amostras de hemolinfa foi determinada pela
técnica da glicose- oxidase, utilizando um kit de determinacdo espectrofotométrica
de glicose liquiform (Labtest) no comprimento de onda de 505nm (espectrofotdme-
tro - PG Instruments - T60 U). Os resultados foram expressos em mg de glicose/dL

de hemolinfa.

3.5.2. Determinagéo do glicogénio

A extracdo de glicogénio nas amostras de tecidos foi realizada pelo método
de van Handel (1965). Apés hidrolise acida conforme técnica de Geary et al (1981),
a concentracdo de glicogénio foi determinada pela concentragéo de glicose libera-
da, utilizando a metodologia descrita acima. Os resultados foram expressos em mg

de glicose/g de tecido.

3.5.3. Determinacéao da radioatividade das amostras
Nos estudos in vivo a quantificacdo da radioatividade emitida pelos tecidos
foi expressa pela relacao do tecido pela hemolinfa (T/H) (dpm/g de tecido/100uL de

hemolinfa).
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Nos estudos in vitro a quantificacdo da radioatividade emitida pelos tecidos

foi expressa em dpm/g de tecido.

3.6 Andlises histoldgicas

3.6.1. Coloracdo com Hematoxilina e Eosina (H.E.)

Para o estudo histolégico dos tecidos periféricos do caranguejo, amostras do
hepatopancreas, musculo mandibular e branquias anteriores e posteriores foram
retiradas dos animais e imediatamente fixadas em Bouin por 24 horas.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série alcodlica
crescente (70, 80, 90, 96 e 100%) durante 1 minuto cada, diafanizadas em xilol,
impregnadas e incluidas em parafina.

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo (Leica — RM 2125). Os
cortes finos com espessura de 7um foram distendidos sobre laminas histolégicas,
desparafinados em xilol, hidratados em série alcodlica decrescente (100, 96, 90, 80
e 70%), durante 1 minuto cada, seguido de enxague em agua destilada.

As laminas foram coradas com hematoxilina por 10 minutos, lavadas em &-
gua corrente por 10 minutos, coradas com eosina por 2 minutos e novamente lava-
das em agua corrente até que a agua estivesse limpa.

Para finalizar o processo, as laminas foram desidratadas 3 vezes em alcool
100%, e diafanizadas por 3 vezes em xilol. As laminas foram montadas com bal-
samo do Canada e laminulas. A observacao foi realizada em microscopio 6ptico
(NIKON Eclipse E600). Apos a observagao, alguns cortes foram selecionados e
fotografados com o auxilio de uma camara digital (SONY DSC-W1) acoplada ao

microscopio.
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3.6.2. Colorac&o com Acido Periodico de Schiff (PAS);

Para a determinacao histolégica do glicogénio presente no hepatopancreas,
musculo mandibular e branquias anteriores e posteriores, amostras destes tecidos
foram retiradas dos animais e imediatamente fixadas em Bouin por 24 horas.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série alcodlica
crescente, diafanizadas em xilol, impregnadas e incluidas em parafina.

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo (Leica — RM 2125). Os
cortes finos com espessura de 7um foram distendidos sobre laminas histoldgicas,
desparafinados em xilol, hidratados em série alcodlica decrescente (100, 96, 90, 80
e 70%), durante 1 minuto cada, seguido de enxague em agua destilada.

As laminas foram imersas em solucao aquosa de acido periédico a 0,5% por
5 minutos e lavadas em agua destilada por 1 minuto. As laminas foram coradas
com reagente de Schiff por 15 a 20 minutos, lavadas em agua corrente por 20 mi-
nutos, coradas com hematoxilina por 5 minutos e novamente lavadas em agua cor-
rente por 10 minutos.

Para finalizar o processo, as laminas foram desidratadas 3 vezes em alcool
100%, e diafanizadas por 3 vezes em xilol. As laminas foram montadas com bal-
samo do Canada e laminulas. A observacédo foi realizada em microscopio 6ptico
(NIKON Eclipse E600). ApOs a observacado, alguns cortes foram selecionados e
fotografados com o auxilio de uma camara digital (SONY DSC-W1) acoplada ao

microscopio.

3.6.3. Observacao do sistema nervoso com coloracéao azul de metileno
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Para este experimento, selecionamos dois caranguejos que receberam
injecdo de 200uL de azul de metileno (0,2% diluido em SFC) na articulacdo das
quelas, utilizando seringas descartaveis de 1mL (tipo insulinica).

Apo6s 15 minutos, os caranguejos foram crioanestesiados por 30 minutos e
entdo mortos. A carapaca do caranguejo foi retirada para observacao da coloracao
dos tecidos em geral e do sistema nervoso, e em seguida, a solucdo de azul de
metileno mais concentrada (0,5% diluido em SFC) foi gotejada cuidadosamente
sobre os tecidos do animal. Os animais foram mantidos sob refrigeracéo por 2h em
geladeira.

ApoOs este periodo, o excesso do corante foi lavado com solucdo de
molibdato de ambnia 10% (2g/20mL), seguida da retirada das branquias anteriores
e posteriores. Os tecidos foram imersos na solucdo de molibdato de amonia por 2h
sob refrigeracao.

As amostras foram retiradas da solucdo e fixadas em paraformaldeido
tamponado (pH 7,4) permanecendo overnight a 4°C. As amostras foram
transferidas para recipientes contendo sacarose tamponada (15%) e apés 24h em
geladeira, a sacarose 15% foi substituida por sacarose 30%, onde as amostras
permaneceram até o dia do preparo para os cortes em criostato.

Os cortes histologicos foram obtidos em criostato (LEICA, CM 1850), na
temperatura de -19°C, com espessura de 50um, e coletados de modo seriado so-
bre laminas histologicas. ApOs a secagem, as laminas foram desidratadas 2 vezes
em alcool 100%, 2 vezes em alcool 96% e diafanizadas por 2 vezes em xilol, 30
segundos cada. Para finalizar o processo, as laminas foram desidratadas 3 vezes
em alcool 100%, e diafanizadas por 3 vezes em xilol. As laminas foram montadas

com balsamo do Canada e laminulas. A observagéo foi realizada em microscopio
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optico (NIKON Eclipse E600). Apds a observacéao, alguns cortes foram seleciona-
dos e fotografados com o auxilio de uma camara digital (SONY DSC-W1) acoplada

ao microscopio.

3.6.4. Imunoistoquimica

Para a técnica de imunoistoquimica, amostras de branquias anteriores e
posteriores de caranguejos N. granulata e amostras de tronco encefalico e medula
espinal de ratos Wistar (usadas como controle positivo da técnica) foram retiradas
dos animais e fixadas em uma solucdo de zinco fixadora por 36h a temperatura
ambiente (Csizmadia, et al, 2009). Apés a fixacdo, os tecidos foram desidratados
em série alcodlica crescente (90, 96 e 100%), durante 1 minuto cada, diafanizados
em xilol, impregnados e incluidos em parafina para posterior seccdo horizontal em
micrétomo (Leica — RM 2125) com espessura de 7um .

Os cortes foram distendidos sobre laminas histolégicas, desparafinados em
xilol, hidratados em série alcoodlica decrescente (100, 96 e 90%) durante 1 minuto,
seguido de enxague em agua destilada finalizando em tampéao fosfato salino, pH
7,4 (PBS). Em seguida, os cortes foram submetidos ao procedimento de imunois-
toquimica para a detec¢do do neurotransmissor serotonina.

Inicialmente, os cortes receberam um pré-tratamento para bloqueio da ativi-
dade da peroxidase endogena e sitios inespecificos de unido dos anticorpos, antes
da incubacao com o anticorpo primario. Os cortes permaneceram incubados por 30
minutos em uma solucdo de metanol 10% preparada em solucdo de peroxido de
hidrogénio 3% (H,0, 3%:10mL metanol) a temperatura ambiente. Apos duas lava-

gens com tampéao fosfato salino acrescido de Triton 0,2% (PBS-T), os cortes foram
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pré-incubados por 30 minutos com soro normal de cabra 3% (Millipore), diluido em
PBS-T, para bloquear os sitios de ligacdo inespecificos.

Em seguida, iniciou-se a incubag¢do com o anticorpo primario anti-serotonina
(Millipore) desenvolvido em coelho, e diluido em PBS-T na concentracdo de 1:500,
ficando sob refrigeracdo em geladeira overnight. Os cortes foram lavados duas ve-
zes em PBS-T por 15 minutos. Posteriormente, os cortes foram incubados por 1
hora em temperatura ambiente com um anticorpo secundario IgG anti-coelho de-
senvolvido em cabra (Sigma) na concentracdo de 1:50 em PBS-T. Os cortes foram
lavados por mais duas vezes em PBS-T e entdo incubados com o complexo PAP
(peroxidase antiperoxidase) (Sigma) 1:500 por 90 minutos. O complexo PAP reage
imunologicamente com o anticorpo secundario, que por sua vez, reconhece o anti-
corpo primario. O PAP combina-se com o peréxido de hidrogénio (H20,), resultan-
do em um complexo HRP-H,O, que pode oxidar diferentes cromogenos. A oxida-
cdo desses cromoégenos resulta em um precipitado corado. Os cortes foram nova-
mente lavados duas vezes em PBS-T por 15 minutos.

Apbs este periodo, foi realizada a revelacdo da reagcdo imunoistoquimica, in-
cubando-se os cortes em uma solugdo contendo o cromdgeno diaminobenzidina
(DAB) (Sigma) 0,06% em PBS por 10 minutos, mexendo constantemente. Em se-
guida, foi preparada uma solugéo de H,O, 10% diluido em &gua, sendo aplicada a
solucéo de DAB na proporcéo de 1uL H,O, 10% para 1000 pL da solugdo DAB. Os
cortes ficaram incubando por mais 10 minutos até o aparecimento de um precipita-
do de cor parda.

Depois da revelacéo, os cortes foram lavados em PBS por 5 vezes, 1 minuto

cada lavagem, e lavados 1 vez em agua destilada.
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Para finalizar o processo as laminas foram desidratadas em série alcodlica
crescente (95 e 100%) duas vezes, diafanizadas em xilol por 2 vezes. As laminas
foram montadas com balsamo do Canada e laminulas. A observacéo foi realizada
em microscopio optico (NIKON Eclipse E600). Apds a observacédo, alguns cortes
foram selecionados e fotografados com o auxilio de uma camara digital (SONY

DSC-W1) acoplada ao microscoépio.

3.7. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia () erro padrdo da média (
EPM). Foram utilizados teste t para amostras independentes e analise de variancia
(ANOVA) de uma, duas ou trés vias, conforme o objetivo do experimento, seguida
do pos-teste de Bonferroni, realizados com o programa Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) (versdo 13.0) compativel com Windows 2007. Antes de
realizar o teste de ANOVA foi verificada a normalidade (teste de Kolgorof-Smirnof)
e a homogeneidade (teste de Levene) dos dados. Na auséncia da homogeneidade,
os dados foram transformados matematicamente antes da realizacdo do teste de
ANOVA. Os dados foram considerados significativos quando P<0,05. As curvas de
competicdo de serotonina, metiotepina e cirpoeptadina dos experimentos in vitro

foram analisadas pelo teste de correlagdo de Pearson.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudos “in vivo”

4.1.1. Efeitos da injecdo de serotonina e dos antagonistas metiotepina e

ciproeptadina sobre o metabolismo de carboidratos e a postura

Os efeitos da injecdo de serotonina e dos antagonistas dos receptores 5-HT;
e 5-HT,, sobre os valores glicémicos medidos na hemolinfa de caranguejos
alimentados com dieta RC ou RP, podem ser vistos na Figura 5. Houve diferenca
significativa entre as dietas (p<0,05) e entre os tempos em ambas as dietas.

Nos animais da dieta RP (Figura 5A) observou-se um aumento de 1,7 vezes
(p<0,05) nos valores glicémicos no grupo 5-HT aos 60 minutos, e de 6,9 e 4,8
vezes aos 60 e 120 minutos, respectivamente, no grupo metiotepina em relagéo ao
tempo zero. O grupo metiotepina teve aos 60 minutos, seu valor glicémico
significativamente (p<0,05) elevado em relacdo a todos 0s outros grupos. A cipro-
eptadina ndo causou alteracdes significativas nos valores glicémicos.

Nos animais da dieta RC (Figura 5B) observou-se um aumento significativo
(p<0,05) nos valores glicémicos de 2,9 vezes aos 60 minutos e 4,9 vezes aos 120
minutos, no grupo 5-HT, 4 vezes aos 60 minutos e 4,5 vezes aos 120 minutos, no
grupo metiotepina e 2,2 vezes aos 60 minutos e 3,1 vezes aos 120 minutos, no

grupo ciproeptadina em relacdo ao tempo zero.
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Figura 5- Efeitos da injecdo de serotonina, ciproeptadina e metiotepina sobre a
glicemia, em caranguejos alimentados com dieta rica em proteinas (A) ou rica em
carboidratos (B), no tempo zero e apdés 60 ou 120 minutos. A) Controle
(n=38/19/14) 5-HT (n=42/20/19) ciproeptadina (n=31/15/12) metiotepina (n=16/7/8).
B) Controle (n=33/18/15) 5-HT (n=36/18/18) ciproeptadina (n=27/13/13)
metiotepina (n=15/7/7). As colunas e as barras representam, respectivamente, as
médias + EPM. * diferenca significativa em relagdo ao tempo zero.

A concentracdo de glicogénio das amostras de tecidos foi determinada pela

concentracdo de glicose liberada, e os resultados da concentracdo de glicogénio
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nas branquias anteriores e posteriores de ambas as dietas estdo representadas
nas Figuras 6 e 7.

Nas branquias anteriores dos animais alimentados com dieta RP (Figura
6A), houve uma diminuicao significativa de 32% (p<0,05) nos valores de glicogénio
aos 60 minutos, no grupo metiotepina, em relacdo ao grupo controle. Nas bran-
quias anteriores dos animais alimentados com dieta RC (Figura 6B), ndo ocorreram

alteracdes significativas (p>0,05) em relacdo ao grupo controle.
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Figura 6- Efeitos da injecdo de serotonina, ciproeptadina e metiotepina sobre a
concentracdo de glicogénio em branquias anteriores de caranguejos alimentados
com dieta rica em proteinas (A) ou rica em carboidratos (B), apds o tempo de 60 ou
120 minutos. A) Controle (n=4/4) 5-HT (n=6/7) ciproeptadina (n=6/6) metiotepina
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(n=6/6). B) Controle (n=4/4) 5-HT (n=6/7) ciproeptadina (n=6/6) metiotepina
(n=6/6). As colunas e as barras representam, respectivamente, as médias + EPM. *
diferenca significativa em relacao ao grupo controle.

Nas branquias posteriores dos animais alimentados com dieta RP (Figura

7A) e dieta RC (Figura 7B), ndo ocorreram alteracdes significativas (p>0,05) em

relacdo ao grupo controle.
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Figura 7- Efeitos da injecdo de serotonina, ciproeptadina e metiotepina sobre a
concentracéo de glicogénio em branquias posteriores de caranguejos alimentados
com dieta rica em proteinas (A) ou rica em carboidratos (B), apds o tempo de 60 ou
120 minutos. a) Controle (n=4-4) 5-HT (n=6-7) ciproeptadina (n=6-5) metiotepina
(n=6-6). b) Controle (n=4-4) 5-HT (n=6-7) ciproeptadina (n=6-6) metiotepina (n=6-
6). As colunas e as barras representam, respectivamente, as médias + EPM.
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A concentracdo de glicogénio no musculo mandibular esta representada na
Figura 8. Nao ocorreram alteracdes significativas (p>0,05), nos tempos de 60 e 120

minutos, em relacdo ao grupo controle, nos animais alimentados com ambas as

dietas.
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Figura 8- Efeitos da injecdo de serotonina, ciproeptadina e metiotepina sobre a
concentragdo de glicogénio no musculo mandibular de caranguejos alimentados
com dieta rica em proteinas (A) ou rica em carboidratos (B), apés o tempo de 60 ou
120 minutos. a) Controle (n=18-16) 5-HT (n=20-18) ciproeptadina (n=15-11) metio-
tepina (n=7-9). b) Controle (n=17-14) 5-HT (n=18-15) ciproeptadina (n=12-13) me-
tiotepina (n=8-8). As colunas e as barras representam, respectivamente, as médias
+ EPM.
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A Figura 9 representa os valores da concentracdo de glicogénio no
hepatopancreas dos animais alimentados com dieta RP (Figura 9A) e RC (Figura
9B). Igualmente ao musculo, no hepatopancreas ndo ocorreram alteracfes
significativas (p>0,05) nos tempos de 60 e 120 minutos, em relacdo ao grupo

controle, nos animais alimentados com ambas as dietas.
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Figura 9- Efeitos da injecdo de serotonina, ciproeptadina e metiotepina sobre a
concentracdo de glicogénio no hepatopancreas de caranguejos alimentados com
dieta rica em proteinas (A) ou rica em carboidratos (B), apés o tempo de 60 ou 120
minutos. a) Controle (n=19-16) 5-HT (n=20-18) ciproeptadina (n=14-12) metiotepi-
na (n=7-9). b) Controle (n= 18-15) 5-HT (n=17-15) ciproeptadina (h=13-12) metio-
tepina (n=8-8). As colunas e as barras representam, respectivamente, as médias +
EPM.
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A postura dos animais apos injecdo de 5-HT e do antagonista metiotepina
esta representada na Figura 10. Nos animais tratados com solucao salina (Figura
10A) néo foi observada mudanca postural, permanecendo igual antes e depois da
injecdo, diferentemente dos animais tratados com 5-HT (Figura 10B), que
apresentam uma flexdo de membros e abdome e dos tratados com metiotepina
(Figura 10C), antagonista de receptores 5-HT;, promovendo um relaxamento da
musculatura. Nos animais tratados com metiotepina seguida de 5-HT (Figura 10D)
observa-se uma postura intermedidria entre os tratados com 5-HT e metiotepina. A

ciproeptadina ndo causou altera¢des posturais.

Figura 10- Efeitos da injecdo de serotonina e do antagonista metiotepina sobre a
postura no caranguejo N. granulata. A) animal controle tratado com solucao salina;
B) animal tratado com serotonina mostrando flexdo de membros e abdome; C) a-
nimal tratado com metiotepina mostrando relaxamento da musculatura; D) animal
tratado com metiotepina seguida de serotonina mostrando uma postura intermedia-
ria.
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4.1.2 Curva de tempo para ligacdo de serotonina triciada (5-HT-H®) em

tecidos-alvo periféricos

Na Figura 11 estéo representadas as curvas de tempo para ligacdo de 5-HT-
H® nas branquias anteriores, branquias posteriores, coracdo, hepatopancreas e
musculo mandibular do caranguejo N. granulata alimentados com ambas as
dietas. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas em todos os tecidos e
entre 0s tempos nas branquias anteriores e posteriores.

Nos animais alimentados com dieta RP (Figura 11A) observou-se uma
diminuicdo da ligacdo de 5-HT-H® de 34% aos 30 minutos e de 67% aos 60
minutos, nas branquias anteriores. Nas branquias posteriores a reducéao foi de 37%
aos 30 minutos e de 61% aos 60 minutos, com relacdo ao tempo 15 minutos. Nos
animais alimentados com dieta RC (Figura 11B), observou-se aos 60 minutos, uma
diminuicdo na ligacdo de 5-HT-H? de 62% e 47%, respectivamente, nas branquias

anteriores e posteriores, com relacao ao tempo de 15 minutos.
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Figura 11 - Ligacdo de serotonina triciada (5-HT-H?) (dpm/g de tecido/100pL de
hemolinfa) nos tecidos-alvo periféricos: musculo mandibular (MC), coragédo (CR),
hepatopancreas (HP), branquias anteriores (BA) e branquias posteriores (BP), de
caranguejos alimentados com dieta rica em proteinas (A) ou rica em carboidratos
(B) nos tempos de 15 (n=5), 30 (n=5) e 60 (n=6) minutos. As linhas e as barras re-
presentam, respectivamente, as médias + EPM. * diferenca significativa em relagéo
ao tempo 15 minutos.

48



Através da andlise destes resultados, pode-se observar também que
coracgao, branquias anteriores e posteriores sédo os tecidos com maior ligacdo para

5-HT-H°.

4.1.3. Ligacéo especifica de 5-HT-H® nos tecidos-alvo periféricos

Os resultados da ligacédo especifica de 5-HT-H® nas branquias anteriores,
branquias posteriores, coracdo, hepatopancreas e musculo mandibular do
caranguejo, estdo demonstrados na Figura 12.

Houve diferenca significativa entre as dietas em todos os tecidos e entre os
tratamentos com serotonina e dopamina nas branquias anteriores, branquias
posteriores, hepatopancreas e musculo mandibular.

Nos animais alimentados com dieta RP (Figura 12A), houve uma diminui¢ao
(p<0,05) da ligacdo de 5-HT-H® de 41% nas branquias posteriores, no grupo
serotonina em relacdo ao grupo SFCT. Nas branquias anteriores, houve uma
diminuicdo significativa da ligacdo de 5-HT-H® de 64% e 33%, respectivamente,
nos grupos tratados com serotonina e dopamina em relagdo ao grupo SFCT. No
hepatopancreas, houve um aumento significativo de 42% na ligagéo de 5-HT-H* no
grupo dopamina em relagédo ao grupo controle. No masculo mandibular, houve uma
diminuicdo significativa de 57% da ligacdo de 5-HT-H® no grupo serotonina em
relacdo ao grupo dopamina.

N&o ocorreram alteracdes significativas (p>0,05) entre os tratamentos

nos tecidos dos animais alimentados com dieta RC (Figura 12B).
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Figura 12 - Ligacdo especifica de 5-HT-H*® (dpm/g de tecido/100uL de hemolinfa)
nos grupos SFCT (200.000 dpm/100uL SFC) (n=5), serotonia (5,69x10° mo-
les/caranguejo + 200.000 dpm/100uL SFC) (n=5) e dopamina (5,3x10° + 200.000
dpm/100uL SFC) (n=5) nos tecidos-alvo periféricos: musculo mandibular (MC), co-
racdo (CR), branquias posteriores (BP), branquias anteriores (BA) e hepatopan-
creas (HP) de caranguejos alimentados com dieta rica em proteinas (A) ou rica em
carboidratos (B). As colunas e as barras representam, respectivamente, as meédias
+ EPM. * diferenca significativa em relacdo ao grupo SFCT. ** diferenca significati-
va em relacdo ao grupo dopamina.
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4.1.4. Efeito dos antagonistas metiotepina e ciproeptadina sobre a ligacéo de

5-HT-H?

Na Figura 13 estdo representados os efeitos dos antagonistas sobre a liga-
cdo de 5-HT-H® no musculo mandibular, coracdo, hepatopancreas e nas branquias
anteriores e posteriores do caranguejo, alimentados com ambas as dietas. Houve
diferenca significativa entre as dietas e entre os tratamentos com metiotepina e
ciproeptadina em branquias anteriores e posteriores, hepatopancreas e musculo
mandibular.

Na Figura 13A, que representa graficamente os tecidos dos animais
alimentados com dieta RP, observou-se um aumento da ligacao (p<0,05) de 5-HT-
H3, de 82% e 130%, respectivamente, nas branquias anteriores e posteriores, no
gupo metiotepina em relacdo ao grupo SFCT. Observou-se também, uma
diminuicdo da ligacdo (p<0,05) no grupo ciproeptadina de 55% e 46%,
respectivamente, nas branquias posteriores e hepatopancreas em relagdo ao grupo
metiotepina.

Nos animais alimentados com dieta RC, representados na Figura 13B,
observou-se no muasculo mandibular, uma diminuicdo significativa de 40% da

ligacdo de 5-HT-H® no grupo metiotepina em relacdo ao grupo SFCT.
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Figura 13 — Efeitos do uso de antagonistas sobre a ligacdo de 5-HT-H* (dpm/g de
tecido/100pL de hemolinfa) nos tecidos-alvo periféricos: masculo mandibular (MC),
coracao (CR), hepatopancreas (HP), branquias anteriores (BA) e branquias poste-
riores (BP), de caranguejos alimentados com dieta rica em proteinas (A) ou rica me
carboidratos (B), com os grupos SFCT (200.000 dpm/100uL SFC) (n=4), metiotepi-
na (2,21x102 moles/caranguejo + 200.000 dpm/100uL SFC) (n=8) e ciproeptadina
(x10” moles/caranguejo + 200.000 dpm/100pL SFC) (n=8). As colunas e as barras
representam, respectivamente, as medias + EPM. * diferenca significativa em rela-
¢céo ao grupo SFCT ** diferenca significativa em relagcdo ao grupo metiotepina.

4.15. Ligacdo especifica de 5-HT-H® nos tecidos-alvo periféricos do

caranguejo sem aclimatacao e dieta
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Na Figura 14 esta representada a ligacdo de 5-HT-H?> nos tecidos periféricos
do caranguejo N. granulata, sem periodo de aclimatacéo e dieta. Houve diferenca
significativa entre os grupos no musculo mandibular, coracdo e hepatopancreas.
Observou-se uma diminuicdo (p<0,05) de 58% da ligacdo de 5-HT-H® no musculo
mandibular, 41% no hepatopancreas e 22% no coragcdo nNo grupo serotonina em

relacdo ao grupo SFCT.
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Figura 14- Ligacdo de serotonina triciada (5-HT-H®) (dpm/g de tecido/100uL de
hemolinfa) nos tecidos-alvo periféricos: masculo mandibular (MC), coracdo (CR),
branquias posteriores (BP), branquias anteriores (BA) e hepatopancreas (HP), de
caranguejos sem aclimatacéo e dieta, nos grupos SFCT (200.000 dpm/100uL SFC)
(n=7) e serotonina (5,69x10° moles/caranguejo + 200.000 dpm/100pL SFC) (n=7).
As colunas e as barras representam, respectivamente, as médias + EPM. * diferen-
¢a significativa em relagéo ao grupo SFCT.

4.2 Estudos “in vitro”

4.2.1. Curva de tempo para 5-HT fria e antagonistas nas branquias anteriores

e posteriores
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A Figura 15 representa a curva de tempo de ligacdo de 5-HT-H® nas
branquias anteriores de animais alimentados com dieta RP (Figura 15A) ou RC
(Figura 15B), utilizando serotonina e os antagonistas metiotepina e ciproeptadina.
O teste de ANOVA de duas vias dos dados (dpm/g de tecido) identificou diferenca
significativa (p<0,05) entre as dietas e entre 0os grupos controle, serotonina e
ciproeptadina. Observa-se com o uso de serotonina e do antagonista ciproeptadina
uma diminuicéo na ligacdo de 5-HT-H® em relagéo ao grupo controle nos animais
alimentados com dieta RP e RC, mas ndo ocorreram alteragdes significativas da
ligagdo ao longo dos tempos 5, 15 e 30 minutos em nenhum dos tratamentos

utilizados em ambas as dietas.
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Figura 15 — Curva de tempo de ligacdo de 5-HT-H* (dpm/g de tecido), em bran-
quias anteriores de caranguejos alimentados com dieta rica em proteinas (A) e rica
em carboidratos (B) ap0s o tratamento com serotonina, metiotepina ou ciproeptadi-
na. Tempos: 5 (n=14/14), 15 (n=20/20) e 30 (n=12/12) minutos. Grupos SFCT
(200.000dpm/100ULSFC), serotonina (10“*M em SFCT), metiotepina (10™“*M em
SFCT) e ciproeptadina (10*M em SFCT). As linhas e as barras representam, res-
pectivamente, as médias + EPM.

Os resultados da curva de tempo nas branquias posteriores estao
representados na Figura 16. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as dietas,
entre os grupos SFCT, serotonina e ciproeptadina e entre os tempos em ambas as

dietas.
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Nos animais alimentados com dieta RP (Figura 16A), observa-se que 0 uso
de serotonina e do antagonista ciproeptadina diminuiu a ligacdo de 5-HT-H® em
relacdo ao grupo SFCT e houve alteracdo significativa da ligagdo no tempo 30
minutos em relacdo ao 5 minutos, no grupo serotonina.

Nos animais alimentados com dieta RC (Figura 16B), igualmente a dieta RP,
observa-se que o uso de serotonina e do antagonista ciproeptadina diminuiu a
ligacdo de 5-HT-H® em relacdo ao grupo SFCT. Ocorreram alteracdes significativas
da ligacdo de 5-HT-H* no tempo 30 minutos em relacdo ao 5 minutos, No grupo
SFCT, e do tempo 30 minutos com relacdo aos tempos 15 e 5 minutos, no grupo

serotonina.
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Figura 16 — Curva de tempo de ligacdo de 5-HT-H® (dpm/g de tecido), em
branquias posteriores de caranguejos alimentados com dieta rica em proteinas (A)
e rica em carboidratos (B) ap6s o tratamento com serotonina, metiotepina ou
ciproeptadina. Tempos: 5 (n=14/14), 15 (n=20/20) e 30 (n=12/12) minutos. Grupos
SFCT (200.000dpm/100pL SFC), serotonina (10“M e SFCT), metiotepina (10™“*M e
SFCT), e ciproeptadina (10®M e SFCT). As linhas e as barras representam,
respectivamente, as médias + EPM.* diferenga significativa em relacdo ao tempo 5

minutos.
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4.2.2. Ligacdo especifica de 5-HT-H* nas branquias anteriores e posteriores

As curvas de competicdo entre 5-HT-H? e serotonina nas branquias anterio-
res de caranguejos alimentados com dieta RP ou RC, podem ser observadas na
Figura 17. Os resultados obtidos em dpm/g de tecido foram analisados por ANOVA
em duas vias e foram identificadas diferencas significativas entre as dietas e entre
os tratamentos. Na figura, os resultados estdo expressos em % de ligacdo em rela-
cd0 ao grupo incubado apenas com 5-HT-H? (SFTC). As curvas foram analisadas
pelo teste de correlacdo de Pearson e as correlacdes foram consideradas significa-
tivas (p<0,01). Observa-se que a administracdo de serotonina em doses crescentes
reduz a porcentagem de ligacéo de 5-HT-H®. Esta reducdo atinge 65% nos animais

alimentados com dieta RP e 45% nos animais da dieta RC.
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Figura 17 — Curva de competicdo entre 5-HT-H* (SFTC) e serotonina em branquias
anteriores de animais alimentados com dieta rica em proteinas (RP) ou rica em
carboidratos (RC). Grupos: SFTC (n=7), doses de serotonina: 10**M (n=4), 10*'M
(n=4), 10™°M (n=4), 10°M (n=4), 10®M (n=4) 10'M (n=7) e 10°M (n=4). **
Correlacéo significativa pelo teste de Pearson, p<0,01. Dados expressos como %
de ligacdo em relagcéo ao grupo SFTC.
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A curva de competicdo entre 5-HT-H® e serotonina nas branquias
posteriores de caranguejos alimentados com dieta RP ou RC, podem ser
observadas na Figura 18. Os resultados obtidos em dpm/g de tecido foram
analisados por ANOVA de duas vias que identificou diferenca significativa entre as
dietas. Na Figura 18, os resultados estdo expressos em % de ligacdo em relacao
ao grupo incubado apenas com 5-HT-H?® (SFTC). As curvas foram analizadas pelo
teste de correlacdo de Pearson e as correlacdes foram consideradas significativas
(p<0,01). Observa-se que a administracdo de serotonina em doses crescentes
reduz a porcentagem de ligacdo de 5-HT-H3. Esta reducdo atinge 69,07% nos

animais alimentados com dieta RP e 43,26% nos animais da dieta RC.
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Figura 18— Curva de competicdo entre 5-HT-H® (SFTC) e serotonina em branquias
posteriores de animais alimentados com dieta rica em proteinas (RP) ou rica em
carboidratos (RC). Dieta RP: SFTC (n=7), doses de serotonina: 10*?M (n=4), 10°
M (n=4), 10"°M (n=4), 10°M (n=4), 10°M (n=4) 10'M (n=7) e 10°M (n=4). Dieta
RC: SFTC (n=7), doses de serotonina: 10?M (n=4), 10™*M (n=4), 10*°M (n=4), 10
M (n=4), 10®M (n=4) 10'M (n=7) e 10°®M (n=4). ** Correlacéo significativa pelo
teste de Pearson, p<0,01. Dados expressos como % de ligacdo em relacdo ao
grupo SFTC.
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4.2.3 Efeito da metiotepina sobre a ligac&o 5-HT-H® nas branquias anteriores e

posteriores

Os resultados mostrados nas Figuras 19 e 20 representam as curvas de
competicdo entre o antagonista metiotepina e a 5-HT-H*, em branquias anteriores
e posteriores de animais alimentados com ambas as dietas. Os resultados obtidos
em dpm/g de tecido foram analisados por ANOVA de uma via e ndo ocorreram
alteracdes significativas. Nas figuras, os resultados estdo expressos em % de
ligacdo em relacdo ao grupo incubado apenas com 5-HT-H® (SFTC). As

correlagdes ndo foram significativas pelo teste de Pearson.
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Figura 19 - Curva de competicdo de metiotepina em branquias anteriores de
animais alimentados com dieta rica carboidratos (RC) ou rica em proteinas (RP).
SFCT (n=7), Metiotepina 10”'M (n=7), 10°M (n=2), 10°M (n=3), 10*M (n=3). Dados
expressos como % de ligagao em relagao ao grupo SFTC.
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Figura 20 - Curva de competicdo de metiotepina em branquias posteriores de
animais alimentados com dieta rica carboidratos (RC) ou rica em proteinas (RP).
Dieta RP: SFCT (n=6), Metiotepina 10’'M (n=7), 10°M (n=3), 10°M (n=2), 10™*M
(n=3). Dieta RC: SFCT (n=7), Metiotepina 10’M (n=7), 10°M (n=3), 10°M (n=3),
10™M (n=3). Dados expressos como % de ligacdo em relacdo ao grupo SFTC.

424 Efeito da ciproeptadina sobre a ligacdo 5-HT-H® nas branquias

anteriores e posteriores

Os resultados mostrados nas Figuras 21 e 22 representam as curvas de
competicdo do antagonista ciproeptadina, administrado em branquias anteriores e
posteriores, de animais alimentados com ambas as dietas. Os resultados obtidos
em dpm/g de tecido de cada dieta foram analisados por ANOVA de uma via e ndo
ocorreram alteracOes significativas. Nas Figuras 21 e 22, os resultados estdo
expressos em % de ligacdo em relagdo ao grupo incubado apenas com 5-HT-H?

(SFTC). As correlacdes nao foram significativas pelo teste de Pearson.
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Figura 21 - Curvas de competicdo de ciproeptadina em branquias anteriores de
animais alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) ou rica em proteinas
(RP). Dieta RP: SFCT (n=7), Ciproeptadinal0’M (n=3), 10°M (n=3), 10°M (n=3),
10™M (n=7). Dieta RC: SFCT (n=7), Ciproeptadinal0’M (n=3), 10°M (n=3), 10°M
(n=3), 10*M (n=6). Dados expressos como % de ligacdo em relacdo ao grupo
SFTC.
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Figura 22 - Curvas de competicdo de ciproeptadina em branquias posteriores de
animais alimentados com dieta rica em carboidratos (RC) ou rica em proteinas
(RP). Dieta RP: SFCT (n=3), Ciproeptadinal0’’M (n=3), 10°M (n=3), 10°M (n=3),
10“M (n=3). Dieta RC: SFCT (n=3), Ciproeptadinal0’M (n=3), 10°M (n=2), 10°M
(n=3), 10”M (n=3). Dados expressos como % de ligacdo em relacdo ao grupo
SFTC.
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4.2.5 Comparacao entre os efeitos da serotonina e dos antagonistas sobre a

ligacdo 5-HT-H® nas branquias anteriores e posteriores

Os resultados mostrados na Figura 23 representam as curvas de
competicdo de serotonina e dos antagonistas metiotepina e ciproeptadina em

branquias anteriores para fins de comparacao.
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Figura 23 - Curvas de competicdo de serotonina, metiotepina e ciproeptadina em
branquias anteriores de animais alimentados com dieta rica em proteinas (A) ou
rica em carboidratos (B).
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Os resultados mostrados na Figura 24 representam as curvas de
competicdo de serotonina e dos antagonistas metiotepina e ciproeptadina em

branquias posteriores para fins de comparacéo.
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Figura 24 - Curvas de competicdo de serotonina, metiotepina e ciproeptadina em
branquias posteriores de animais alimentados com dieta rica em proteinas (A) ou
rica em carboidratos (B).
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5. Andlises histoldgicas

5.1. Coloragcdo com hematoxilina e eosina (H.E.) e &cido periédico de Schiff

(PAS);

Fotomicrografias dos cortes histolégicos do hepatopancreas do caranguejo
N. granulata corados através da técnica de H.E. podem ser vistos na Figura 25. As
andlises realizadas em microscopio Optico mostram que o hepatopancreas é
constituido por varios tubulos revestidos por epitélio pseudoestratificado formado
por diversos tipos celulares e apoiado em um tecido conjuntivo intersticial. O
epitélio € composto por uma camada simples de células, com varios tipos
celulares, distribuidas na camada simples ou pseudoestratificada, variando de
acordo com a regidao do tubulo. Na regido distal do tdabulo foram encontradas
células embrionarias. Nas regides média e proximal foram encontrados trés tipos
celulares: secretoria, absortiva e fibrilar. Esse padréo histologico € o mesmo

descrito previamente para outros crustaceos (Yang et al., 2007; Franceschini-

Vicentini et al., 2009).
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Figura 25 - Fotomicrografias de cortes histologicos do hepatopancreas em colora-
¢ado H.E.. A) Viséo geral do hepatopancreas constituido por varios tabulos com epi-
télio (ep) apoiado em tecido conjuntivo intersticial (t). B) Detalhe de um tdbulo em
corte transversal mostrando uma camada simples de células ou pseudoestratifica-
da (p). C) Regiao distal do tubulo mostrando células embrionarias (E). D) Detalhe
do epitélio do tubulo mostrando uma célula secretoria (B), absortiva (R) e fibrilar
(F). Aumentos de 100x (A), 250x (B), 400x (C) e 1000x (D).

A Figura 26 representa fotomicrografias de cortes histoldgicos do
hepatopancreas corados através da técnica de PAS. N&o foi observada reacao
PAS positiva no epitélio das amostras de hepatopancreas. Porém, no intersticio,

aparecem reacdes PAS positivas.
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Figura 26 - Fotomicrografias de cortes histolégicos do hepatopancreas em
coloragcdo PAS. A) Tubulo em corte longitudinal mostrando tecido conjuntivo
intersticial (t) e epitélio (ep) formado por camada simples de células ou
pseudoestratificada, destacando a regido distal do tubulo constituido por células
embrionarias (E). B) Detalhe do tdbulo em corte transversal mostrando epitélio
pseudoestratificado (p). C) Detalhe do epitélio do tabulo mostrando uma célula
secretoria (B), absortiva (R) e fibrilar (F). Aumentos de 250x (A), 400x (B) e 1000x

(©).

Os cortes histologicos do musculo mandibular do caranguejo N. granulata
estdo representados por fotomicrografias na Figura 27, através da técnica de
coloracdo H.E. (Figuras 27A e 27B) e coloracdo PAS (Figura 27C). O musculo
mostrou-se composto por feixes longos, fibras musculares cilindricas, inseridas em
um delicado tecido conjuntivo queratinizado, distribuido entre as fibras. As fibras
sdo orientadas em direcdes longitudinal e transversal, com organizacdo dos
sarcbmeros tipica dos vertebrados, apresentando citoplasma estriado aciddfilo e
nacleo periférico. Esse padrdo histolégico € o mesmo descrito previamente para
outros invertebrados (Royuela et al., 2000). Uma reacéo fraca ao PAS foi detectada

nas fibras musculares.
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Figura 27 - Fotomicrografias de cortes histolégicos do musculo mandibular em
coloracdo H.E. (A e B) e PAS (C). A) Fibras musculares cilindricas em corte
transversal. B) Fibras musculares em corte longitudinal, mostrando estriacdes
transversais (et) com citoplasma acidéfilo e nudcleo (n) periférico. C) Fibras
musculares em corte longitudinal, detalhando vesicula (v) positiva ao PAS.
Aumentos de 100x (C) e 400x (A e B).

A Figura 28 representa fotomicrografias dos cortes histolégicos das
branquias anteriores do caranguejo N. granulata coradas com a técnica de H.E.. As
analises realizadas em microscépio éptico mostram que as branquias anteriores
sdo constituidas por projecbes lobuladas de dobras simples, que aumentam a
superficie entre ar ou agua e a hemolinfa. A parede interior das lamelas apresenta
uma cuticula fina que recobre o epitélio que separa o limen da circulacdo das
camaras branquiais. Existem numerosos seios e vasos hemolinfaticos com muitos
hemdécitos, preenchendo o espaco e parede interior das lamelas. O epitélio das

lamelas é composto por uma camada simples de células fina, e com células

pilares, iondcitos e estriacdes perpendicular a cuticula, distribuidas na regido
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proximal da lamela, de acordo com o padrédo j& descrtito no N. granulata por

Genovese et al., 2000 e Halperin et al., 2000.
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Figura 28 - Fotomicrografias de cortes histolégicos das branquias anteriores do
caranguejo N. granulata em coloragéo H.E.. A) Visao geral da estrutura das bran-
quias anteriores constituida por varias lamelas (Lam) de dobra simples. B) Detalhe
das lamelas em corte longitudinal mostrando o seio hemolinfatico (Seio hem) com
muitos hemacitos (H), no interior das lamelas e o [imen (Lum) entre as lamelas. C)
Lamelas em corte longitudinal mostrando as camaras branquiais (cb) e estriacdes
(e), detalhando células do tipo iondcitos (1) e células pilar (P). Aumentos de 40x (A),
100x (B) e 200x (C).

As fotomicrografias dos cortes histolégicos das branquias posteriores
coradas com a técnica de H.E., estdo representados na Figura 29. As branquias
posteriores apresentam histologia semelhante as branquias anteriores. Possuem
numerosos seios e vasos hemolinfaticos com muitos hemdacitos, preenchendo o
espaco e parede interior das lamelas. O epitélio das lamelas é composto por uma
parede interna, onde se encontram o0s nucleos das células respiratérias,

distribuidas por toda camara branquial (Genovese et al., 2000; Halperin et al.,

2000).
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Figura 29 - Fotomicrografias de cortes histolégicos das branquias posteriores em
coloracdo H.E.. A) Detalhe das lamelas em corte longitudinal mostrando o Iimen
(Lum) entre as lamelas. B) Detalhe do seio hemolinfatico (Seio hem) e hemdécitos
(H), no interior das lamelas, mostrando também as numerosas camaras branquiais
(cb). C) Camara branquial (cb) detalhando a parede interna (PI) e nucleo (n) do
epitélio respiratorio. Aumentos de 100x (A), 200x (B) e 400x (C).

5.3. Observacao do sistema nervoso com coloragéo azul de metileno

Esta representado na Figura 30, fotomicrografia do corte histolégico das
branquias anteriores coradas com a técnica azul de metileno, de acordo com o
padrdo descrito no sistema nervoso de insetos (Ephestia kuehniella e Tenebrio
molitor), vertebrados (cérebro murino) e invertebrados (Lumbricos terrestris)
(Breidbach, 1987; Miuller, 1989). Conforme observado, ndo foram encontradas
terminacdes nervosas proximas ou se inserindo nas lamelas branquiais, nos cortes
analisados em microscopio Optico, tanto em branquias anteriores como posteriores

do caranguejo N. granulata.
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Figura 30 - Fotomicrografia de corte histoldégico da branquia anterior do caranguejo
N. granulata, em coloracdo azul de metileno. A) Detalhe das lamelas (Lam) em
corte longitudinal mostrando o limen (Lum) entre as lamelas. Aumento de 100x

(A).

5.4. Imunoistoquimica

Na Figura 31, observam-se fotomicrografias de cortes histolégicos das
branquias anteriores do caranguejo N. granulata coradas com a técnica H.E.
(Figura 31A), e submetidos ao procedimento de imunoistoquimica para serotonina
(Figura 31B). Também sao apresentados cortes de medula espinal de rato Wistar,
que foram utilizados como controle positivo da técnica de imunoistoquimica (Figura
31C). As imagens das branquias posteriores ndo foram anexadas no trabalho, pois
obtiveram o mesmo resultado das branquias anteriores. Pode-se observar nos
cortes da medula espinal, a existéncia de numerosos neurénios imunorreativos a

serotonina, o que pode ser visto através do aparecimento de um precipitado da cor
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parda, indicando a presenca de serotonina no tecido. J4, nas branquais anteriores

e posteriores, ndo se observou qualquer imunorreatividade ao neurotransmissor.
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Figura 31 - Fotomicrografias de cortes histolégicos das branquias anteriores em
coloracdo H.E. (A) e ap6s o procedimento de imunoistoquimica para a serotonina
(B). Fotomicrografia de corte histolégico de medula espinal de rato submetido ao
procedimento de imunoistoquimica para a serotonina (C). A) Detalhe das lamelas
(Lam) em corte longitudinal mostrando o [imen (Lum) entre as lamelas. B) Detalhe
do seio hemolinfatico (Seio hem) no interior das lamelas. C) Detalhe da medula
espinal de rato mostrando neurénios imunorreativos a serotonina (NS). Aumentos
de 100x (A e C) e 200x (B).
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5. DISCUSSAO

5.1 Estudos “in vivo”

Resultados de estudos sobre o metabolismo energético em crustaceos tem
demonstrado que fatores hormonais, ambientais e nutricionais controlam a home-
ostase da glicose (Kucharski e Da Silva,1991b; Fanjul-Moles, 2006; Antunes et al.,
2010). O presente trabalho mostra que fatores nutricionais relacionados as dietas
oferecidas aos caranguejos interagem com a serotonina, controlando a homeosta-
se da glicose.

Nos animais alimentados com dieta rica em carboidratos (RC), os niveis de
glicose na hemolinfa aumentam significativamente quando comparados aqueles
dos animais alimentados com dieta rica em proteinas (RP) o que esta de acordo
com trabalhos anteriores (Kucharski e Da Silva,1991b; Vinagre e Da Silva, 1992,
Zanotelli et al., 2002).

A dieta administrada aos animais altera os niveis de glicogénio no musculo e
hepatopancreas (Figuras 8 (A e B) e 9 (A e B)). Em ambos os tecidos, os valores
de glicogénio presentes sdo mais elevados nos animais alimentados com dieta RC
guando comparados com os animais da dieta RP. Estes resultados estdo de acor-
do com os resultados de Kucharski e Da Silva (1991b) e Oliveira et al., (2001). Nas
branquias anteriores e posteriores, a dieta oferecida aos animais ndo alterou os
niveis de glicogénio presente nestes tecidos (Figuras 6 (A e B) e 7 (A e B)), o que
ja havia sido descrito por Vinagre e Da Silva (1992), onde os valores de glicogénio
diminuiram progressivamente ao longo do jejum, chegando a valores nulos ap6s

dois meses.
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A andlise histolégica do hepatopancreas e do musculo pela ténica H. E. re-
velou caracteristicas morfolédgicas tipicas de crustaceos (Correa et al., 2002; Yang
et al., 2007; Franceschini-Vicentini et al., 2009), semelhantes em animais alimenta-
dos com as dietas RC e RP. Apesar da concentracdo de glicogénio nestes tecidos
ser afetada pela composicdo da dieta, ndo foram identificadas diferencas entre la-
minas submetidas a coloracdo de PAS, método usado para identificar a presenca
de polissacarideos (glicogénio, glicoproteina, proteoglicanos) em tecidos, entre
amostras de ambas dietas. Também nao foram identificadas diferencas entre ani-
mais controle e tratados com serotonina e antagonistas. No musculo, reacdes PAS
positiva foram identificadas tanto nas fibras musculares como no tecido intersticial.
No entanto, no hepatopancreas, grandes vesiculas com reacdo PAS positiva foram
identificadas apenas no espaco intersticial. O espaco intersticial pode estar preen-
chido por hemacitos, os quais possuem alta concentracdo de glicogénio e reacao
PAS positiva (Johnston et al., 1971;1973; Correa et al., 2002). No hepatopancreas
do caranguejo Carcinus maenas, Stentiford et al., (2005) descreveram a presenca
de células ricas em reservas de inclusdo no espaco intersticial.

A analise histolégica com coloracdo H. E. nas branquias (Figura 28) revelou
caracteristicas morfolégicas semelhante as descritas por outros autores (Genovese
et al., 2000; Halperin et al., 2000). As imagens das branquias em H. E., serviram
como base para analise das imagens obtidas com as técnicas de imunoistoquimica
e coloracdo com azul de metileno.

Conforme observado nos resultados da técnica de coloragéo azul de metile-
no (Figura 30), ndo foram encontradas terminagdes nervosas proximas ou se inse-
rindo nas lamelas branquiais, e também n&o se observou qualquer neurénio imu-

norreativo a serotonina tanto nas branquais anteriores como posteriores (Figura
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31). Estes resultados sugerem que a serotonina seja liberada através de 6rgaos do
sistema neuroenddcrino para a hemolinfa do N. granulata, e tenha acdo como neu-
ro-hormonio sobre as branquias, conforme descrito em trabalhos realizados anteri-
ormente em crustaceos (Fingerman et al.,1994; Tiu et al., 2005; Meeratana et al.,
2006; Sathyanandam et al., 2008).

Os resultados apresentados neste trabalho sobre os efeitos da injecédo de 5-
HT sobre os valores glicémicos presentes na hemolinfa do caranguejo N. granulata
(Figura 5 (A e B)) estdo de acordo com trabalhos anteriores confirmando sua acéo
hiperglicemiante (Bauchau e Mengeot, 1966; Sedimeier, 1985; Santos et al., 1987;
Fingerman e Nagabhushanam, 1992; Lee et al., 2000; Santos et al., 2001; Zanotelli
et al., 2002; Komali et al., 2005; Reddy e Pushpalatha, 2007; Sathyanandam et al.,
2008), sugerindo que além do horménio hiperglicemiante de crustaceos (CHH) a
serotonina também possa regular os valores de glicose hemolinfatica agindo dire-
tamente sobre os tecidos, ou através de sua acdo neuromoduladora sobre o pe-
danculo ocular estimulando a secrecao do CHH.

A administracdo de metiotepina, antagonista de receptores 5-HT; de mami-
feros, apresentou o0 mesmo efeito hiperglicemiante observado com a administracéo
de serotonina em animais alimentados com ambas as dietas. No entanto, a cipro-
eptadina, antagonista de receptores 5-HT,, bloqueou a acdo hiperglicemiante da
serotonina nos animais alimentados com dieta RP, que apresentaram normoglice-
mia, mas o mesmo efeito ndo foi observado nos animais da dieta RC. Estes resul-
tados sugerem que 0s receptores serotoninérgicos envolvidos no controle do me-
tabolismo de carboidratos possam ter um mecanismo de acéo similar aos recepto-
res 5-HT, de mamiferos. Este efeito da ciproeptadina ja foi observado no camarao

Squilla mantis e no lagostim Astacus leptodactylus alimentados com peixe e cama-
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rédo ou carne bovina e figado (dietas RP), respectivamente, antagonizando o efeito
hiperglicemiante da serotonina (Lorenzon et al., 2004). No lagostim P. clarkii, inje-
cado de DOI (1- (2,5-dimetbxi-4-iodofenil) isopropilamina), agonista 5HT,a, causou
hiperglicemia enquanto o antagnosita de 5HT,a cetanserina bloqueou a hiperglice-
mia induzida por serotonina (Lee et al., 2000).

A administracdo de serotonina, metiotepina e ciproeptadina néo alteraram os
valores de glicogénio no musculo e no hepatopancreas 60 e 120 minutos apés a
sua administracdo. A administracdo de metiotepina diminuiu os valores de glicogé-
nio nas branquias anteriores dos animais alimentados com dieta RP, mas o mesmo
nao foi observado nos animais da dieta RC e nas branquias posteriores de ambas
as dietas. Desta forma, a elevacédo da glicemia nos animais RP poderia ser em par-
te explicada pela reducao do glicogénio nos animais que foram tratados com metio-
tepina.

Baseados nestes resultados, a acao hiperglicemiante da serotonina nao pa-
rece ser devida a deplecdo dos niveis de glicogénio presente nos tecidos analisa-
dos dos animais RC, sugerindo que o aumento dos niveis de glicose observados
ocorra devido a utilizacdo de outra via metabdlica, como a gliconeogénese. A gli-
coneogénese também poderia estar envolvida na hiperglicemia dos animais RP.

Em camundongos, Watanabe et al., (2010) também verificaram hiperglice-
mia apos injecdo de serotonina. Este aumento na glicemia foi acompanhado de
elevacdo na concentracdo de glicogénio e na atividade da enzima PEPCK no figa-
do. O aumento na atividade da PEPCK também foi verificado por Laporta et al.,
(2013) em ratas gestantes alimentadas com triptofanio ou hidroxitriptofanio. Estes
precursores também causaram aumento na concentracdo de serotonina no plas-

ma, no figado e na glandula mamaria.

76



No N. granulata, a capacidade gliconeogénica e a atividade da PEPCK fo-
ram demonstradas no hepatopancreas, branquias anteriores e posteriores e mis-
culo (Oliveira e Da Silva, 1997; Chitto, 2000; Vinagre e Da Silva, 2002). Oliveira e
Da Silva (1997), evidenciaram pela primeira vez, a presenca da via gliconeogénica
e a atividade da PEPCK no hepatopancreas do N. granulata. Neste trabalho, a
comparacao da capacidade de sintese de glicose a partir de alanina-C** com aque-
la a partir do lactato-C'*, demonstrou que o substrato preferencial para a sintese de
glicose pelo hepatopancreas é a alanina, e em animais alimentados, a capacidade
intrinseca do hepatopancreas em sintetizar glicose € alta e independe do tipo de
dieta administrada (RC ou RP). Sugerem que a manutencao de uma alta atividade
gliconeogénica permite ao N. granulata responder a variagdes extremas de fatores
ambientais, tais como a salinidade, temperatura, ciclo das marés e a escassez de
alimentos, através da producado de glicose, principal substrato energético em crus-
taceos.

Os resultados apresentados neste trabalho sobre a postura dos animais (Fi-
gura 10) apés injecdo de 5-HT (5,69 x 102 moles/ caranguejo) estdo de acordo
com trabalhos anteriores realizados em crustdceos e no N. granulata, mostrando
gue a administracédo de serotonina promove uma forte flexdo de membros e abdo-
me (Fingerman e Nagabhushanam, 1992; Vinagre, 1999; Tierney e Mangiamele,
2001; Vinagre et al., 2004).

A administracéo do antagonista metiotepina (2,21 x 10 moles/ caranguejo)
promoveu um relaxamento da musculatura, acdo oposta a observada com o uso da
serotonina em animais alimentados com a dieta RC e com a dieta RP. Quando
administrado metiotepina seguida da serotonina, pode-se observar que o antago-

nista bloqueou parcialmente a acdo da serotonina, pois observou-se uma postura

77



intermediaria nos animais, sugerindo a existéncia de receptores com perfil farmaco-
l6gico similar aos receptores 5-HT; de mamiferos no sistema nervoso periférico. No
lagostim P. clarkii, 0 mapeamento imunocitoquimico com a utilizacdo de anticorpo
anti-5-HT1crns revelou a presenca destes receptores por todo o sistema nervoso e
no musculo flexor abdominal, sugerindo que a participacdo destes receptores no
controle postural (Spitzer et al., 2005).

A ciproeptadina (10 moles/ caranguejo) nao alterou a reacdo postural no N.
granulata. Quando a serotonina foi administrada apés a ciproeptadina foi observa-
da a mesma reacdo postural observada apos a injecdo de serotonina. Resultado
similar foi descrito por Aggio et al., (1996) nesta mesma espécie de caranguejo.
Estes autores verificaram que a ciproeptadina reduz a reacdo de escape 30 minu-
tos e 24h apds a injecdo. Porém, a sensibilizacdo de longo prazo induzida por sero-
tonina nao foi antagonizada pela ciproeptadina, estes autores sugeriram a existén-
cia de dois tipos de receptores serotoninérgicos no N. granulata.

Em crustaceos, ja foram identificados e clonados receptores com perfil far-
macoldgico similar aos receptores de 5-HT da familia 5-HT; (denominados 5-HT;-
like) e 5-HT, (denominados 5-HT,-like) em espécies de lagosta, lagostin e camarao
(Lee et al., 2000; Tierney, 2001; Tierney e Mangiamele, 2001; Lee et al., 2001,
Clark et al., 2004; Sosa et al., 2004; Tiu et al., 2005; Ongvarrasopone et al., 2006;
Calderdn-Rosete et al., 2006; Meeratana et al., 2006; Spitzer et al., 2008).

No presente trabalho, a localizacdo dos receptores serotoninérgicos nos
tecidos-alvo periféricos do caranguejo N.granulata foi realizada através da ligacéo
especifica de serotonina triciada (5-HT-H® nos tecidos, apds determinacdo da

curva de tempo para administracdo adequada da mesma. Para identificacdo do
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perfil farrmacologico dos receptores, utilizamos antagonistas de receptores
serotoninérgicos de mamiferos 5-HT; (metiotepina) e 5-HT, (ciproeptadina).

Os resultados obtidos através destes experimentos (Figuras 11 (A e B), 12
(A e B) e 13 (A e B)) serdo discutidos separadamente, por tecido estudado, para
faciliar o entendimento.

No musculo mandibular, observou-se que a ligacdo de 5-HT-H® ndo é
alterada em funcdo do tempo de injecdo, e apresenta baixa ligacdo quando
comparado com o0s demais tecidos estudados em ambas as dietas. A
administracdo de 5-HT juntamente com 5-HT-H*® promove reducdo da ligagdo em
seus receptores em animais do campo demonstrando a especificidade da ligacao.
Nos animais em dieta RC ou RP, a 5-HT néo alterou a ligagdo de 5-HT-H® em
relacdo ao grupo controle, sugerindo um possivel efeito da dieta sobre a ligacéo de
5-HT-H3. Com a administracéo dos antagonistas neste tecido, verificou-se que a
metiotepina diminuiu a ligagéo de 5-HT-H? nos animais alimentados com dieta RC,
mas o mesmo nao foi observado nos animais da dieta RP. A ciproeptadina néo
alterou a ligacao. Estes resultados em conjunto com os obtidos na reagéo postural
reforcam a hipGtese da presenca de receptores com perfil farmacol6gico similar
aos 5HT; de mamiferos no musculo.

No hepatopancreas, verificou-se que a ligagéo de 5-HT-H?*, assim como no
musculo mandibular, ndo é alterada em funcdo do tempo de injecdo, e também
apresenta baixa ligacdo quando comparado com os demais tecidos estudados em
ambas as dietas. A dopamina promoveu aumento da ligagdo nos animais
alimentados com dieta RP em relagcdo ao grupo serotonina, mas a 5-HT néo alterou
a ligacdo de 5-HT-H® em relacdo ao grupo controle. Nos animais RC n&o foram

encontradas diferencas na ligacdo de 5-HT-H?* entre os tratamentos, sugerindo um
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possivel efeito da dieta sobre a ligacdo de 5-HT-H®. A administracdo de 5-HT
juntamente com 5-HT-H® promove reducéo da ligacdo em seus receptores em
animais do campo demonstrando a especificidade da ligacdo. Como este resultado
nao foi obtido nos animais tratados com as dietas RC e RP reforca a hipotese de
gue fatores metabdlicos associados as dietas possam interferir na ligacdo de 5-HT-
H® aos receptores. A administracdo de ciproeptadina neste tecido promove
diminuicéo da ligacéo de 5-HT-H® em relacdo ao grupo metiotepina nos animais da
dieta RP, mas o mesmo ndo foi observado nos animais da dieta RC. Estes
resultados sugerem a presenca de receptores com perfil farmacologico distinto dos
receptores 5-HT; e 5-HT».

No coracdo, observou-se que a ligacdo de 5-HT-H® ndo é alterada em
funcdo do tempo de injecdo, e que apresenta ligacdo intermediaria quando
comparado com os demais tecidos estudados em ambas as dietas. Verificou-se
que igualmente ao musculo e hepatopancreas, a administracdo de 5-HT
juntamente com 5-HT-H*® promoveu reducéo da ligacdo em seus receptores em
animais do campo demonstrando a especificidade da ligacdo, no entanto, a
administragao de 5-HT aos animais tratados com as dietas RC e RP néo alterou a
ligacdo de 5-HT-H?® neste tecido, sugerindo novamente um possivel efeito da dieta
sobre a ligacdo de 5-HT-H>. Os antagonistas n&o bloquearam a acéo da serotonina
neste tecido em animais alimentados com ambas as dietas. Estes resultados
sugerem a presenca de receptores com perfil farmacologico distinto dos receptores
5-HT; e 5-HT..

Em ambas as branquias, os resultados mostraram que o tempo de injecéo
altera a ligacdo de 5-HT-H® nestes tecidos, ocorrendo reducéo aos 30 e 60 minutos

nos animais da dieta RP e aos 60 minutos nos animais da dieta RC. Estes tecidos
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apresentam alta ligacdo de 5-HT-H® quando comparados com os demais tecidos
estudados em ambas as dietas, sendo que as branquias posteriores apresentam a
maior ligacao de todos. Em estudo similar no N. granulata, as branquias anteriores
e posteriores também foram os tecidos com maior ligagédo de Insulina-1'* (Ku-
charski et al., 1997). No caranguejo chinés Eriocher sinensis, as branquias posteri-
ores também apresentaram maior ligacdo ao SCH233903-(H°%), antagonista de re-
ceptores dopaminérgicos D1, que as branquias anteriores (Mo et al., 2002).

Nos animais alimentados com dieta RP, a administracdo de 5-HT reduziu a
ligacdo de 5-HT-H® nas branquias anteriores e nas branquias posteriores, confir-
mando a especificidade da ligacdo. Nestes animais, a administracdo de dopamina
também reduziu a ligacdo de 5-HT-H® nas branquias anteriores. Receptores dopa-
minérgicos D;-like e D,-like nas branquias posteriores de N. granulata foram pro-
postos por Halperin et al., (2004). Em crustaceos, a dopamina € sintetizada no 6r-
gao pericardico e secretada na hemolinfa. Em caranguejos aquaticos, a dopamina
atua sobre as branquias estimulando a captacdo de ions pela via AMPc- PKA -
Na'/K*- ATPase enquanto no caranguejo terrrestre Birgus latro, a mesma via de
sinalizacdo leva a inibicdo da Na'/K*- ATPase (Morris, 2001). Considerando o habi-
to semi-terrestre de N. granulata ndo € de surpreender que o0 mecanismo de acéo
da dopamina seja uma combinacdo de ambos mecanismos de sinalizacdo. A sina-
lizacdo da dopamina envolve a participacdo dos receptores D;-like e D,-like. Os
receptores D;-like produzem AMPc como segundo-mensageiro, PKA como efetor
secundario e a Na'/K*- ATPase como proteina-alvo e fosfatases como modulado-
res negativos (Halperin et al., 2004). O fato da dopamina ter reduzido a ligacéo de
5-HT-H? sugere que esta monoamina também possui afinidade pelos receptores de

serotonina ou que a dopamina possa agir como neuromoduladora e desta forma,
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influenciar a ligacdo da serotonina aos seus receptores causando uma down-
regulation: a ativacdo da PKA pela dopamina via receptores D; poderia levar a um
aumento nos niveis de calcio citoplasmatico, alterar o potencial de membrana, in-
fluenciando de forma negativa a ligagéo de 5-HT-H* aos seus receptores.

A metiotepina promoveu aumento da ligagéo de 5-HT-H* em ambas as bran-
quias, enquanto a ciproeptadina ndo interferiu na ligagdo. Em mamiferos, a metio-
tepina é considerada antagonista de todos receptores da familia 5-HT;. O receptor
5-HT;g pode agir como um auto-receptor, inibindo a secrecdo de serotonina (New-
man-Tancredi et al., 2003; Plytliak et al., 2011). Se os receptores 5-HT nas bran-
quias de N. granulata possuem perfil farmacoldgico similar aos receptores 5-HTig
de mamiferos, a inibicdo na secrecdo da serotonina endégena favoreceria a liga-
cdo de 5-HT-H? explicando este aumento na ligacdo devido a administracéo de me-
tiotepina.

Em crustaceos, os mecanismos de recaptacdo de serotonina parecem ter
um papel no controle de modificagcbes comportamentais, pois alguns efeitos da
administracdo de serotonina podem ser blogueados pela fluoxetina (Huber, 2005;
Vasques-Acevedo et al., 2009). A administracdo de fluoxetina, inibidor da recapta-
cdo de serotonina, no caranguejo C. maenas causou efeito distinto da injecdo de
serotonina sobre o comportamento locomotor. Segundo estes autores, a fluoxetina,
ao aumentar os niveis de serotonina enddégena, poderia ativar receptores serotoni-
nérgicos distintos do que a injecdo de serotonina (serotonina exogena) e, desta
forma, apresentar efeitos diferentes (Mesquita et al., 2011).

Nos animais alimentados com dieta RC e do campo, ndo foram observadas

alteracées na ligacdo de 5-HT-H® com o uso de 5-HT, dopamina e antagonistas em
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ambas as branquias, mostrando novamente que a dieta pode estar interferindo na

ligacdo de 5-HT-H>.

5.2 Estudos “in vitro”

As curvas de tempo deste trabalho demonstram que os tempos escolhidos
ndo interferem na ligacdo de 5-HT-H® nas branquias anteriores enquanto nas
posteriores observa-se aumento da ligacdo aos 30 minutos, justificando a escolha
deste tempo para os demais experimentos.

Tanto nas branquias anteriores como nas posteriores, as curvas de competi-
cdo entre 5-HT-H® e serotonina em caranguejos alimentados com dieta RP ou RC
mostram que a serotonina inibe a ligacdo de 5-HT-H?® de forma dose-dependente,
demonstrando a especificidade da ligacdo. Estes resultados mostram pela primeira
vez a existéncia de receptores de serotonina nas branquias do caranguejo N. gra-
nulata. Este efeito é mais pronunciado nos animais RP, sugerindo novamente o
efeito da dieta sobre a ligacdo de 5-HT-H>.

Apesar da metiotepina nao ter inibido a ligacéo de 5-HT-H® de forma dose-
dependente, observa-se uma diminuicdo de aproximadamente 61% na ligacdo nas
branquias anteriores e 46% nas branquias posteriores de animais alimentados com
dieta RP. Esta diminuicdo na ligacdo de 5-HT-H?® ndo foi observada nos animais
alimentados com a dieta RC. Em conjunto, estes resultados sugerem que a
metiotepina atue como um antagonista em ambas as branquias e que o seu efeito
é influenciado pela dieta. Desta forma, fica proposta a existéncia de receptores do
tipo 5-HTj.

A ciproeptadina reduziu a ligacédo 5-HT-H® em aproximadamente 50% nas

branquias anteriores e de cerca de 40% nas branquias posteriores de animais
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alimentados com a dieta RP. Estes efeitos ndo foram dose-dependentes e néao
foram observados em animais alimentados com a dieta RC. Em conjunto, estes
resultados sugerem que a ciproeptadina atue como um antagonista em ambas as
branquias e que o seu efeito é influenciado pela dieta. Desta forma, fica
evidenciada a existéncia de receptores do tipo 5-HT,.

Embora a sequéncia de proteinas e segundo-mensageiros associados aos
receptores de 5-HT sejam relativamente bem conservados em todas as espécies,
seus perfis farmacolégicos podem variar significativamente entre vertebrados e
invertebrados, e mesmo entre diferentes espécies de um mesmo grupo, como 0S
crustaceos decapodes (Tierney, 2001; Spitzer et al., 2008). Estudos sugerem que
crustaceos expressam diferentes tipos de receptores de 5-HT e que a expresséo
ou sinalizacdo destes receptores podem mudar em resposta a estimulos social e
ambiental. Isto ndo € surpreendente uma vez que nao seria de se esperar uma se-
lecdo a favor ou contra os aminoacidos envolvidos na ligacédo de ligantes sintéticos

(Spitzer et al., 2008).
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6. CONCLUSAO

1. O presente trabalho propbe a existéncia de receptores serotoninérgicos
nos seguintes tecidos-alvo periféricos do caranguejo N. granulata: branquias poste-
riores e anteriores, coracdo, hepatopancreas e musculo mandibular.

2. Fatores nutricionais relacionados as dietas oferecidas aos caranguejos in-
teragem com a serotonina, controlando a homeostase da glicose.

3. A dieta oferecida aos animais interfere na ligacdo da serotonina em seus
receptores nos tecidos-alvo periféricos do caranguejo N. granulata.

4. Existem provavelmente trés tipos de receptores serotoninérgicos nos teci-
dos-alvo periféricos do caranguejo N. granulata: um receptor 5-HTineo CcOm perfil
similar ao receptor 5-HT; de mamifero; um receptor 5-HT2neo cOM perfil similar ao
receptor 5-HT> e provavelmente, um terceiro, 0 5-HT-H>ye, com perfil farmacoldgico

indeterminado.
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7. PERSPECTIVAS

A realizacao deste trabalho deu inicio a muitas descobertas sobre a seroto-
nina e seus efeitos sobre os tecidos alvo-periféricos do caranguejo N. granulata,
bem como a comprovacédo da existéncia de receptores nos tecidos estudados e

seus perfis farmacolégicos.

No entanto, muitas informacfes sobre este neuro-horménio ainda precisam

ser investigadas. Para isto, pretende-se:

1. Dosar os niveis de serotonina na hemolinfa do caranguejo N. granulata.

2. Testar o efeito da serotonina sobre a gliconeogénene, glicogénese e oxi-
dacéo da glicose in vitro.

3. Isolar e caracterizar a estrutua quimica dos receptores serotoninérgicos
do caranguejo N. granulata.

4. Clonar os receptores serotoninérgicos 5-HT1neo, 5-HT2neo € 5-HT-H3\eo €

transfectar em células HEK (Human Embryonic Kidney 293).
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