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RESUMO

Este trabalho objetivou caracterizar a morfologia e analisar a histoquimica do
hepatopancreas e ovarios e relacionar com o0s indices gonadossomatico e
hepatossomatico de Panulirus echinatus durante o desenvolvimento reprodutivo. Para
tanto, foram coletadas 165 fémeas, entre os meses de margo de 2011 a fevereiro de 2012
nas Praias de Carneiros e Tamandaré no municipio de Tamandareé, litoral Sul do Estado
de Pernambuco. Os animais foram transportados em caixas de isopor com gelo até o
Laboratorio de Histologia do DMFA/UFRPE. Onde foram pesadas, medidas e retirados
0 hepatopancreas, e as gonadas para anélise histoldgica. As gbnadas e o hepatopancreas
foram fixados em formaldeido a 10% neutro em agua do mar para inclusdo em parafina
e glutaraldeido a 4% para inclusdo em historresina. Apods a inclusdo em parafina o
material foi cortado em micr6tomo manual ajustado para 5um. Os cortes foram corados
pela técnica da Hematoxilina/Eosina e pelo Tricrdmico de Gomori. O material incluido
em historresina foi cortado em micrétomo apropriado ajustado para 3um. Os cortes
foram corados pela Hematoxilina /floxina, Ponceau de xilidina, PAS+Hematoxilina,
Alcian Blue pH 2.5 e pH 0,5 e Sudan Black. Apos as coloracdes os cortes histologicos
foram observados em microscépio de luz e fotografados. Foram determinados os
indices gonadossomaticos e hepatossomaticos utilizando o teste de analise de variancia
a um critério (one-way ANOVA), sendo utilizado o post-hoc de Tukey. Como
resultados produziu-se dois trabalhos: (1) Relacdo dos indices gonadossomaticos e
hepatossométicos de Panulirus echinatus durante o desenvolvimento reprodutivo e (2)
Analise Histoguimica dos ovarios e hepatopancreas de Panulirus echinatus durante o
periodo de maturacdo. Apés analise dos resultados conclui-se que: A espécie estudada,
apresenta uma desova parcelada durante o ano inteiro, com pico reprodutivo no verao.
Palavras - Chave: Hepatopancreas, ovarios, Panulirus echinatus, desenvolvimento

reprodutivo.



ABSTRACT

This study aimed to characterize the morphology and immunohistochemistry to
examine the ovaries and hepatopancreas and relate to the gonadosomatic and
hepatosomatic index of Panulirus echinatus during reproductive development. For this,
165 females were collected between the months of March 2011 through February 2012
in Beaches and Sheep in the city of Tamandaré Tamandaré, South coast of the state of
Pernambuco. The animals were transported in coolers with ice to the Laboratory of
Histology DMFA/UFRPE. Where were weighed, measured and removed the
hepatopancreas and gonads for histological analysis. The gonads and hepatopancreas
were fixed in 10% neutral formalin in seawater for paraffin and a 4% glutaraldehyde for
inclusion in historesin. After paraffin embedded material was cut into manual
microtome set to 5 u m. The sections were stained with hematoxylin/eosin and by
Masson's trichrome. The material included in historesin was cut into appropriate
microtome set to 3 p m. The sections were stained with hematoxylin/phloxine, of
Ponceau xylidine, PAS + hematoxylin, Alcian Blue pH 2.5 and pH 0.5 and Sudan
Black. After staining the sections were observed under light microscope and
photographed. Were determined gonadossomaticos hepatossomaticos and indexes using
the analysis of variance with a criterion (one-way ANOVA), being used for post - hoc
Tukey. The results produced two papers: (1) Ratio of gonadossomaticos indexes and
hepatossométicos of Panulirus echinatus at during reproductive development and (2)
Histochemistry Analysis of ovaries and hepatopancreas of Panulirus echinatus during
the maturation period. After analyzing the results it is concluded that: The species
studied, presents a fractional spawning throughout the year, with reproductive peak in
summer.

Keywords: Hepatopancreas, ovaries, Panulirus echinatus, reproductive development.
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1. INTRODUCAO

A costa brasileira abriga um mosaico de ecossistemas de alta relevancia
ambiental. Ao longo do litoral brasileiro podem ser encontrados manguezais, restingas,
dunas, praias, ilhas, costdes rochosos, baias, brejos, falésias, estuarios, recifes de corais
e outros ambientes importantes do ponto de vista ecologico, todos apresentando
diferentes espécies animais e vegetais. Isso se deve, basicamente, as diferencas
climaticas e geoldgicas da costa brasileira. Além do mais, é na zona costeira que se
localizam as maiores presencas residuais de Mata Atlantica

De 2010 a 2011, houve um aumento de mais de 300 toneladas nas vendas da
lagosta viva. Com isso, a receita obtida na modalidade saltou de US$ 1.606.567 (2010)
para US$ 7.490.206 (2011). Esses resultados fazem parte do trabalho do Projeto

Lagosta Viva, desenvolvido pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA).

Os crustaceos representam um dos grupos de invertebrados mais populares,
mesmo entre pessoas externas a area biolégica, uma vez que incluem alguns dos itens
alimentares mais apreciados por gastrbnomos, como lagostas, 0s caranguejos e 0s
camarGes. HA mais de 67.000 espécies descritas de crustaceos da fauna atual, e
provavelmente um namero 5 ou 10 vezes maior de espécies estdo ainda para serem
descobertas e catalogadas. Os crustdceos mais pesados sdo provavelmente as lagostas

americanas (Homarus americanos) (BRUSCA & BRUSCA, 2007).

A classe Malacostraca pertencente ao filo crustacea compreende mais da metade
das 45.000 espécies de crustaceos (MARGULIS, 2001). Entre os malacostracos
encontra-se a ordem Decapoda representada aproximadamente por 10.000 espécies.
Fazendo parte desta ordem, as lagostas sdo organismos benténicos habitantes de todos

0s oceanos. Podem ser reconhecidas através de seu tegumento, pereidpodos e por seu
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abddmen, que possui uma musculatura forte, que permite sua flexao e seu deslocamento

(PHILLPS et al.,1980).

Taxonomicamente foram descritas cerca de 163 espécies de lagostas, agrupadas
em quatro familias: Nephropidae, Synaxidae, Scyllaridae e Palinuridae, o0 género
Panulirus, pertencente a familia Palinuridae, compreende 19 espécies, sendo 3 delas
encontradas na plataforma continental brasileira: Panulirus argus, Panulirus laevicauda
e Panulirus echinatus. Estas espécies sdo encontradas em aguas tropicais do Atlantico,
com registros desde Cuba até o Rio de Janeiro e no nordeste brasileiro é encontrada em

abundéncia (FONTELES-FILHO, 1979).

Ecologicamente os palinurideos formam elos dominantes na cadeia alimentar de
uma grande variedade de habitat bentdnicos, devido ao seu tamanho e abundancia. Pelo
seu comportamento predatorio seletivo estas lagostas sdo consideradas responsaveis por
efeitos na composicdo de espécies e frequéncias de distribuicdo de varios invertebrados
bentdnicos como equinodermas, moluscos, pequenos crustdceos e anelideos
(HEYDORN, 1969; HERRNKIND et al., 1975; EDGAR, 1980; TEGNER & LEVIN,
1983). Ao mesmo tempo os palinurideos servem como presas de grandes peixes e
moluscos (COBB & WANG, 1985; HERRNKIND & BUTLER, 1986; EGGLESSTON

etal., 1992).

Giraldes (2007), ao estudar os recifes costeiros do litoral do Nordeste do Brasil,
fez um levantamento faunistico e apresentou um total de 71 diferentes espécies de
decapodos para area estudada. Durante os censos visuais, foram observados em toda
bancada recifal um total de 6.280 individuos de 37 diferentes espécies, com uma média
de 5,4 (+ou — 0,9) espécies por ponto. As espécies mais abundantes e frequentes foram

Cinetorhynchus rigens, seguido por Mithraculus forceps e Panulirus echinatus.
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A busca do conhecimento da biologia reprodutiva de Panulirus echinatus
Smith,1869 foi decorrente de sua exploracéo nos recifes costeiros do Nordeste do Brasil

e, em particular, em Tamandaré-Pernambuco (BARRETO, 2008).

No Brasil, trés espécies de lagostas sdo colhidas: Panulirus argus, P. laevicauda
e P. echinatus. Duas destas (P. argus e P. laevicauda) tém regulamentacéo da pesca,tais
como o tamanho minimo de captura e os prazos de captura, apenas P. echinatus ndo tem
gestdo juridica, devido a falta de informagéo bioldgica reprodutiva da espécie (GOES &

LINS-OLIVEIRA, 2009).

E urgente a producdo de trabalhos cientificos que venham colaborar na

determinacdo do periodo reprodutivo da espécie estudada, para que se possa solicitar

dos 6rgdos competentes o seu defeso.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aparelho reprodutor feminino

Nos decapodas, o aparelho reprodutor das fémeas é constituido por um par de
ovarios associados aos ovidutos que se abrem nos gondporos localizados na base do
terceiro par de pereiopodos (KROLL et al., 1992). Os carideos retém seus ovos Nnos
pledpodos, localizados abaixo do abdémen onde serdo mantidos por longo periodo de
incubacdo até a sua eclosdo (CHOY, 1986). Desta forma, fémeas maduras de
Macrobrachium rosenbergii apresentam uma cadmara de ovos formada pela primeira,
segunda e terceira pleuras abdominais. Camarfes do género Macrobrachium
apresentam cerdas reprodutivas, no torax e nos pledpodos, funcionalmente distintas e
denominadas cerdas de ovoposicdo e ovigeras, respectivamente. As cerdas de
ovoposicao sdo permanentes e sdo encontradas nos Ultimos pares de pereiépodos. Essas

cerdas apresentam a funcdo de guiar e fixar os ovos em direcdo a cAmara ovigera nos
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pledpodos, durante a desova. Estas cerdas sao encontradas nos pledpodos ap6s a muda
de pré-desova e, assim retém os ovos durante o desenvolvimento embrionério das larvas
(NAGAMINE & KNIGHT, 1980).

Segundo Izquierdo et al. (1987), o ciclo bioldgico das lagostas espinhosas
compreende cinco fases: embrionéria, larval, pos-larval, juvenil e adulto. Os individuos,
quando se encontram préximos da sua primeira maturacdo migram para as regides mais
profundas e de temperaturas mais baixas, na borda do talude continental. Onde
completam a sua maturagdo gonadal, se acasalam, desovam, incubam 0s ovos e as
larvas (filosomas) eclodem. As filosomas sdo planctonicas e, inicialmente, sdo
encontradas nas camadas superficiais oceénicas, nos estdgios mais avancados se
concentram em regifes mais profundas. Apds uma drastica metamorfose, atinge o
estagio pods-larval (puerulus) que migra em direcdo a costa. Em &guas costeiras, 0s
puerulus permanecem algum tempo em areas protegidas por vegetacdo marinha, quando
entdo adquirem a coloracdo tipica da espécie e assumem o habito bentdnico,
transformando-se em jovens iniciais. Os jovens habitam as formacdes rochosas

préximas da costa.

Durante a cOpula dos lagostins e das lagostas, os machos viram as fémeas para
que o ventre fique para cima e prende os quelipedes dela com os seus. Os primeiros dois
pares de pledpodos sdo entdo rebaixados e mantidos nessa posicdo. Nas bases dos
ultimos dois pares de pernas sdo frequentemente observados como “manchas de piche”

nas fémeas das lagostas-espinhosas (Panulirus) (RUPPERT & BARNES, 2005).

No que se refere a morfologia do aparelho reprodutor, varios autores fizeram
descricdes das gbnadas dos Reptantia. Segundo Mclaughlin (1983), as gbnadas sé&o
pares e se localizam no cefalotorax, dorsal ou lateralmente ao intestino e

frequentemente estdo rodeadas pelos cecos do intestino médio ou os lobos da glandula



18

digestiva (hepatopancreas). Os ovarios dos decapodos passam por mudangas em
tamanho e coloracdo desde o seu desenvolvimento inicial até a maturidade, e por
sucessivos ciclos de vitelogénese e oviposicdo (AIKEN & WADDY, 1980). Os

peneideos liberam seus ovos diretamente na agua (ISMAEL & NEW, 2000).

O aparelho reprodutivo da fémea de P. echinatus localiza-se na regido dorsal e
mediana do cefalotdrax, consistindo de um par de ovarios, em forma de H, unidos por
uma comissura, com dois lobos anteriores e posteriores; os lobos posteriores diferem
um pouco em comprimento, sendo o esquerdo geralmente maior. Os ovarios iniciam
abaixo do pedinculo ocular e ladeiam o estdmago. Avancam abaixo do coracdo e
seguem contornando o intestino, alcan¢ando o segundo segmento abdominal. Um curto
ducto delgado e transparente, o oviduto, desemboca no gondporo, que é uma abertura
genital situada na base da coxa do quinto par de pereidpodos. Os ovarios de P.echinatus
alcancaram, no maximo, até o segundo segmento abdominal e ao longo do seu
desenvolvimento alteram sua coloracdo, tamanho, volume na cavidade toracica e peso
caracterizando cinco estadios macroscépicos (BARRETO et al., 2008).

Huiling et al. (2009), ao estudar Panulirus homarus descrevem que 0s OVarios
tem forma de H e se posicionam dorsalmente ao aparelho digestivo, com coloragéo
variando gradativamente de branco leite, laranja claro e laranja para rosa salméo e que o
processo de ovogénese foi dividida em 4 fases: fase de multiplicacdo (oogonio); fase
pré-vitelogénese; fase de vitelogénese e estadio de maturacao.

Analisando cortes histoldgicos de ovarios de Panulirus echinatus, Barreto et al.
(2008), encontraram cinco estagios de maturagdo: imaturo (I), em desenvolvimento (11),
pré-maturacdo (I11), maturo (IV) e pos-desova (V). Os ovarios de Panulirus echinatus,
estdo revestidos por tecido epitelial simples plano, com tecido conjuntivo abaixo do

epitélio. No parénquima encontram-se foliculos ovarianos onde estdo as celulas
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germinativas em diferentes estadgios de maturacdo ovogonias, ovocitos I, ovocitos Il e
ovécitos maduros (SOARES, 2010).

Nakamura (1990) descreveu o desenvolvimento dos ovdcitos de P. japonicus em
trés fases: fase de ndo vitelogénese, cujo citoplasma é basofilo; fase de vitelogénese
primaria, quando o citoplasma torna-se eosinofilo e vitelogénese secundaria, onde
ocorre grande quantidade de granulos de vitelo eosinofilos.

O desenvolvimento das gbnadas de uma espécie pode ser avaliado pela
determinacdo do indice gonadossomatico e hepatossomatico. O hepatopancreas é o
maior centro de reservas em decdpodos e essas reservas podem ser transferidas para as

gonadas durante o seu desenvolvimento (CASTIGLIONI, 2006).

2.2. Hepatopéancreas

O hepatopancreas recebe diferentes denominacGes como figado, pancreas,
glandula do intestino médio, glandula gastrica, glandula digestiva, cecos anteriores,
diverticulo digestivo, Orgao digestivo, glandula intestinal média e hepatopancreas
(GIBSON & BARKER, 1979). Este 6rgao, na maioria dos crustaceos, esta associado ao
intestino médio e apresenta diferentes niveis de complexidade dentre as espécies
estudadas. Dentre os decapodas, o hepatopancreas é particularmente bem desenvolvido
e forma uma rede complexa de ductos e tabulos em fundo cego que ocupa a maior parte
da cavidade cefalotorécica (GIBSON & BARKER, 1979).

Esta glandula consiste de duas metades que se dispdem uma de cada lado da
linha horizontal média do corpo animal. Cada metade apresenta trés lobos que séo
conectados separadamente ao estdmago e intestino médio por um ducto primario, que se
divide em ductos secundarios em cada lobulo. Os ductos secundarios se ramificam
amplamente em ddctulos, sendo que cada um termina em um complexo de tubulos em

fundo cego (FACTOR, 1981; FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2006).
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O hepatopancreas é¢ morfologicamente similar na maioria dos decdpodas
(GIBSON & BARKER, 1979), Entretanto o hepatopancreas do Astacus astacus nao é
um oOrgdo compacto como nos demais decdpodas. Este 6rgdo estd dividido em duas
metades, que ndo se conectam (VOGT et al., 1989). Os tubulos digestivos estdo imersos
e suportados em tecido conjuntivo constituido por fibras coldgenas bem definidas, que
apresentam uma variedade de estruturas caracteristicas, incluindo sinusoides
hemolinfaticos, células circulantes da hemolinfa e fibroblastos (FACTOR & NAAR,
1985; 1990; FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2006).

Em crustaceos as concentrac@es de lipidios sdo bastante elevadas, apesar de ndo
existir um tecido adiposo diferenciado, os principais locais de armazenamento de
lipidios sdo 0 musculo e o hepatopancreas (O’CONNOR & GILBERT 1968; CHANG
& O’CONNOR 1983; HERREID & FULL 1988; KUCHARSKI & DA SILVA 1991).
Herreid & Full (1988) verificaram que os niveis de lipidios no hepatopancreas de
braquidros excediam em dez vezes os niveis de glicogénio. Os principais tecidos de
reserva de glicogénio em crustaceos sdo o musculo, o hepatopancreas, as branquias e 0s
hemdcitos, porém o local de armazenamento deste polissacarideo varia conforme a
espécie (PARVATHY 1971; JOHNSTON & DAVIES; 1972; HERREID & FULL
1988).

O glicogénio armazenado é utilizado nos processos de muda, hipoxia e/ou
anoxia, osmorregulacdo, crescimento, diferentes estagios de reproducdo e durante
periodos de jejum (CHANG & O’CONNOR, 1983; KUCHARSKI & DA SILVA, 1991;
KUCHARSKI & DA SILVA, 1991; ROSA & NUNES, 2003a; OLIVEIRA et al., 2001;
2004).

Diversos estudos tém demonstrado que durante periodos de grande demanda

energética, como a muda e a gametogénese, ocorre uma marcante mobilizacdo de
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lipidios, principalmente aqueles presentes no hepatopancreas. No caranguejo
Chasmagnathus granulata, foi evidenciada uma variacdo sazonal dos niveis de lipidios
musculares, sendo estes mais elevados no verdo, porém os niveis de lipidios totais no
hepatopancreas somente diminuem no periodo reprodutivo (KUCHARSKI & DA
SILVA, 1991).

O hepatopancreas é uma glandula pertencente ao intestino médio que apresenta a
funcdo de metabolizar produtos de reserva energética (GARCIA et al., 2002). Essa
reserva é utilizada durante a maturagdo ovariana (MILLAMENA & PASCUAL, 1990;
CAVALLI et al., 2001). Desta forma o conhecimento das células hepatopancreaticas €
importante para o entendimento do processo reprodutivo em camardes. Existem cinco
tipos celulares que comp&em o epitélio secretor do tubulo hepatopancreatico, as quais se
distribuem ao longo do comprimento destes tabulos, conforme foi descrito para os
demais decdpodas (AL-MOHANNA et al., 1985; AL-MOHANNA & NOTT, 1989;
JOHNSTON et al., 1998; SOUZA & PETRIELLA, 2000; CORREA et al., 2002), e
para Macrobrachium amazonicum (FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2006).
Segundo Gunamalai et al. (2006), a sintese de estradiol e progesterona em crustaceos
pode ocorrer nas células foliculares ovarianas, sendo os hormonios liberados na
hemolinfa visando alcancar o hepatopéancreas, e entdo estimular a sintese de vitelo e o
metabolismo de lipidios. As caracteristicas morfoldgicas dos ovécitos e a correlacdo
entre os indices gonadossomaticos e hepatossomaticos ao longo do ciclo reprodutivo de
Macrobrachium amazonicum indicam a presenca de vitelogénese enddgena e exdgena
(RIBEIRO, 2006).

Algumas modificagbes bioguimicas observadas na dinamica e nos niveis de
lipidios totais durante o ciclo reprodutivo, principalmente, no tecido das gbénadas e

hepatopancreas foram analisadas em algumas espécies de crustaceos braquilros
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(PILLAY & NAIR, 1973) e em camardes (READ & CAULTON, 1980; CASTILLE &
LAWRENCE, 1989; ROSA & NUNES, 2003a) sendo este ultimo identificado como o
maior centro de reservas organicas e inorganicas em crustaceos decapodos (GIBSON &
BARKER, 1979). Gibson & Barker (1979), verificaram ainda, um aumento do indice
gonadossomatico e uma diminuicdo no indice hepatossomético ao longo do ano. Rosa &
Nunes (2003a) analisando duas espécies de camarfes e uma espécie de lagosta,
concluiram que as reservas organicas do hepatopéancreas seriam mobilizadas para o
desenvolvimento do ovario.

O indice gonadossomaético tem sido utilizado para determinar a sazonalidade dos
ciclos reprodutivos das espécies (GRANT & TYLER, 1983) e padronizar o peso das
gbnadas para avaliar seus estagios de desenvolvimento. O indice hepatossomatico vem
sendo aplicado para verificar a relacdo de transferéncias das reservas do hepatopancreas
para a gbnada durante o periodo de maturacdo. Esses indices, em investigacGes da
biologia reprodutiva, constituem uma importante ferramenta na interpretacdo de
mudancas bioldgicas durante o ciclo reprodutivo e vem sendo aplicados em pesquisas
bioquimicas do metabolismo intermediério.

Rosa & Nunes (2003b) estudando Aristeus antennatus (RISSO, 1816),
Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846) e Nephrops norvegicus (Linnaeus, 1758), da
costa de Portugal, verificaram um aumento marcante dos niveis de lipidios totais e de
colesterol no tecido das gbénadas, estando este aumento correlacionado com o grau de
maturacdo dos ovarios. Neste mesmo estudo, 0s autores constataram através da
determinacdo do indice hepatossoméatico e gonadossomatico, que o0 aumento do
conteddo de lipidios totais e de colesterol nos ovarios ndo estava correlacionado a uma

diminuicdo da reserva de gordura no tecido hepatossomatico, sugerindo assim a dieta
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como fonte de lipidios e o tecido muscular como fonte de colesterol para o
desenvolvimento ovariano.

O mdasculo parece ser a principal fonte de proteinas nos crustaceos e, em
decapodos os niveis de aminoacidos livres nos tecidos atingem valores dez vezes
superiores que aqueles encontrados em vertebrados. Diversos trabalhos sugerem que
estes aminoacidos estariam envolvidos nos processos de osmorregulacdo, estando
principalmente ligados ao controle do volume celular (GILLES, 1982; CHANG &
O’CONNOR, 1983). Alguns estudos mostram uma variacdo no conteudo de proteinas
durante o desenvolvimento ovariano de crustaceos, podendo resultar de um aumento na
biossintese de varias proteinas incluindo, hormdnios, enzimas e lipoproteinas
envolvidas com a maturagdo das gonadas (YEHEZKEL et al., 2000; ROSA & NUNES,

2003a).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

e Caracterizar a morfologia, a histoquimica e a relagdo com os indices
gonadossomaticos e hepatossomaticos do hepatopancreas e ovarios de
Panulirus echinatus durante o desenvolvimento reprodutivo.

3.2. Objetivos Especificos

e Analisar por meio de microscopia de luz os diferentes estagios de maturacdo

ovocitaria em Panulirus echinatus;

e Caracterizar por meio de microscopia de luz a organizagdo do hepatopancreas

em fémeas de Panulirus echinatus;
e Fazer analise histoquimica dos ovarios e hepatopancreas de Panulirus echinatus;

e Correlacionar as caracteristicas morfologicas e histoquimicas com os indices

gonadossomaticos e hepatossomaticos de Panulirus echinatus;

e Verificar a influéncia do hepatopancreas na vitelogénese de Panulirus echinatus.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricdo da Area de Coleta

A Praia de Tamandaré fica distante 120 km a sul da cidade do Recife, entre as
latitudes 008° 45' 26,3"S, e longitudes 034° 06' 00,5"0. Tendo como limites ao norte
com o municipio de Rio Formoso, ao sul com o municipio de S&o José da Coroa

Grande, e a leste com Oceano Atlantico.

4.2. Coleta do Material

As amostras biologicas foram coletadas mensalmente, por um periodo de 12
meses entre 0s meses de marco de 2011 a fevereiro de 2012, nas Praias de Carneiros em

Tamandaré no municipio de Tamandaré, litoral Sul do Estado de Pernambuco.

4.3. Animais

Foram coletadas 165 fémeas de P. echinatus capturadas utilizando-se redes de
espera colocadas na area recifal e transportados em caixas de isopor com gelo até o
Laboratorio de Histologia do DMFA/UFRPE. No laboratdrio os animais foram pesados
em uma balanca eletronica (BEL SSR600/ precisdo de 0,001g) e mensurados com um
paquimetro digital (precisdo de 0,01 mm) quanto ao comprimento do animal. O

hepatopancreas, e as gonadas foram retirados para analise histoldgica.

4.4. Analises microscopicas

Para a realizacdo da analise histologica pela microscopia de luz, as gbnadas e 0s
hepatopancreas foram retirados através de uma abertura na regido dorso-mediana do
cefalotérax, pesados para verificagdo dos Indices Gonodossomaticos e
Hepatossomaéticos; fixados em formaldeido a 10% neutro em &gua do mar (do local da
coleta) para inclusdo em parafina e glutaraldeido a 4% para inclusdo em historesina e
processados pelos procedimentos de rotina nos Laboratorios de Histologia do
DMFA/UFRPE e Laboratério de Microscopia do CENAPESQ/UFRPE. Apos a inclusao
em parafina o material foi cortado em micrétomo manual ajustado para 5um. Os cortes
foram corados pela técnica da Hematoxilina/Eosina e pelo Tricrdmico de Gomori
(TOLOSA, 2003). O material incluido em historresina foi cortado em microtomo
semiautomatico ajustado para 3um. Os cortes foram corados pela Hematoxilina/floxina,

Ponceau de xilidina, PAS+Hematoxilina, Alcian Blue pH 2.5 e pH 0,5 e Sudan Black
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(TOLOSA et al., 2003; CERRI & SASSO-CERRI, 2003). Apds as coloragdes, 0s cortes
histoldgicos foram observados e fotografados em Microscopio Trinocular Nikon Eclipse
50i acoplado ao sistema de video e captura VT 480.

Os indices gonadossomatico e hepatossomatico foram determinados segundo
Grant & Tyler (1983), Vazzoler (1996) e Castiglioni (2006), pelas seguintes equacdes,
IG = (PG/PA) X 100 e IH = (PH/PA) X 100, onde PG é o peso da gbénada, PA € o peso
do animal e PH é o peso do hepatopancreas. Para o0s resultados dos indices
gonadossomaticos e hepatossomaticos foi aplicada analise de centralidade e dispersédo
(média £ desvio) utilizando o teste de analise de variancia a um critério (one-way
ANOVA), sendo utilizado o post-hoc de Tukey, quando observado uma diferenca entre
as médias amostrais. O nivel de significancia adotado foi de 5% e as analises estatisticas
foram realizadas no programa GraphPad Software, Inc. ("GraphPad") Instat versdo
2003.
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo comparar 0s aspectos macroscopicos, microscopicos e
relacionar com os indices gonadossomaticos e hepatossomaticos nos diferentes estagios
de maturagdo e vitelogénese de P. echinatus do litoral sul de Pernambuco. Apds serem
capturados, os animais foram eutanasiados por hipoxia, 0s ovarios e hepatopancreas
foram coletados e pesados individualmente, fixados em formaldeido a 10% em &gua do
mar para inclusdo em parafina e em glutaraldeido & 4% para inclusdo em historesina.
Apos as inclusdes, os blocos foram cortados em micrétomos apropriados e ajustados
para Sum e 3um, respectivamente, e corados em Hematoxilina/Eosina, Tricromico de
Gomori e Hematoxilina/Floxina. A analise macroscopica dos ovarios em seus diferentes
estdgios maturacionais, mostrou que os mesmos apresentam forma da letra H e
coloracdes variando de creme, amarelo e laranja. Nos meses de maio, junho, julho e
agosto predominaram ovarios com as cores creme e amarela, com um percentual menor
de fémeas ovadas e ovocitos em maturacdo. No entanto, nos meses de setembro,
outubro, novembro, dezembro, janeiro e fevereiro a cor predominante dos ovarios foi
laranja, com um percentual elevado de fémeas ovadas, presenca de massa
espermatoforica e ovécitos em maturacdo. O hepatopancreas apresentou-se como um
orgdo macico, friavel, de coloracdo entre amarela, mostarda, marrom e tabaco.
Revestido por tecido conjuntivo com parénquima formado por tabulos constituidos por
epitélio pseudo-estratificado. As fémeas ovadas com massa espermatoforicas, ovarios
de cor alaranjada e ovécitos maduros, apresentaram indices gonadossomaticos maiores
que os indices hepatossoméaticos em relacdo as fémeas ndo ovadas, com ovarios de
coloracdo creme e amarela. Concluimos que: a espécie estudada, apresenta uma desova
parcelada durante o ano inteiro, com pico reprodutivo no veréo.

Termos para indexacdo: ciclo reprodutivo, hepatopéancreas, lagosta.
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Summary

This study aimed to compare the macroscopic, microscopic aspects and relate to
gonadossomaticos and hepatossomaticos indices at different stages of maturation and
vitellogenesis of P. echinatus southern coast of Pernambuco. After being caught, the
animals were euthanized by heat shock, the ovaries and hepatopancreas were collected
and individually weighed, fixed in 10% formaldehyde in seawater and glutaraldehyde at
4 % for inclusion in paraffin and historesin, respectively. After the additions the blocks
were cut into appropriate microtomes and adjusted to 5 um and 3um, respectively, and
stained with hematoxylin/eosin, Masson's trichrome and hematoxylin/Phloxine, The
macroscopic examination of the ovaries at different stages maturational, it was found
that showed the same shapes letter H and colorations ranging from cream, yellow and
orange. In the months of May, June, July and August predominated ovaries with cream
and yellow colors with a lower percentage of gravid females and maturing oocytes.
However, in the months of September, October, November, December, January and
February the predominant color of the ovaries was orange, with a high percentage of
gravid females, presence of espermatoforic mass and maturing oocytes. The
hepatopancreas was presented as massive body a, friable, color between yellow,
mustard, brown and tobacco. Coated tissue formed by tubules with parenchyma
composed of pseudostratified epithelium. In gravid females with espermatoféricas mass,
ovaries of orange color and mature oocytes showed higher rates gonadossomatics that
rates compared with females not ovate ovaries coloring cream and yellow. Conclude
that the species studied, presents a fractional spawning throughout the year, with
reproductive peak in summer.

Index terms: reproductive cycle, hepatopancreas, lobster.
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Introducéo

A familia Palinuridae é formada por lagostas que habitam mares de aguas
tropicais e temperadas e compreende 49 espécies (PHILLIPS et al., 1980). Cerca de 30
espeécies desta familia tém valor comercial (WILLIAMS, 1988).

Segundo Melo (1999) e Fao (1991), Panulirus echinatus habita
preferencialmente as cavidades dos recifes de corais e substratos rochosos, que vao
desde as regiGes mais costeiras até 35m, porém, preferencialmente, menos que 25m de
profundidade e exige uma pesca mais direcionada para a sua captura.

Com uma producdo média anual de 4.800 toneladas e uma receita média de US$
48,2 milhdes, a lagosta representa, ainda hoje, um dos mais importantes recursos
pesqueiros do nordeste, levando o pais a se destacar como sétimo produtor mundial
desse crustaceo. As duas principais espécies, que perfazem 95% da producdo de
lagostas da regido, sdo a lagosta vermelha (Panulirus argus), com 75%, e a lagosta
verde (Panulirus laevicauda), com 20%, ficando o restante representado pela lagosta-
pintada (Panulirus echinatus) e por espécies da familia Scyllaridae (Scyllarus spp.)
(IBAMA, 2005).

Na IN n.° 206/08 ficou estabelecido o periodo de defeso das lagostas das
espécies P. argus (lagosta vermelha) e P. laevicauda (lagosta cabo verde) proibindo,
nas aguas sob-jurisdicdo brasileira, o0 exercicio da pesca, anualmente, no periodo de 01
de dezembro a 31 de maio. Ndo ha gestdo juridica da pesca de P. echinatus devido a
falta de informacao bioldgica (SILVA et al., 2001; GOES & LINS-OLIVEIRA, 2009).

A reproducdo das lagostas ocorre por acasalamento emparelhado do macho com
a fémea, numa posicao frontal, com a deposi¢do da massa espermatofera sobre o esterno
da fémea. Os Gvulos fecundados ficam aderidos a parte ventral do abdémen da fémea,

através dos pledpodos, caracteristica responsavel pela alta taxa de fertilizacéo e que, em
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parte, explica a grande capacidade de resisténcia das populagdes de lagostas a predacao
e & pesca. As pds-larvas planctdnicas, com cerca de 1 ano de idade, sdo levadas para a
zona costeira por correntes marinhas, onde assumem um habitat bentonico e se
desenvolvem até atingir o estagio juvenil. Num processo de recrutamento desde as areas
costeiras até as areas de pesca propriamente ditas, mais afastadas da costa e mais
profundas, onde se tornam adultos e desenvolvem capacidade reprodutiva
(LOURENCGCO, 2006).

Segundo Berry & Heydorn (1970), Radha & Subramoniam (1985) e Martin et
al. (1987), que estudaram as lagostas da familia Palinuridae, os espermatozoides s&o
transferidos atraves do espermatéforo, que € uma massa complexa consistindo de duas
componentes: um tubo espermatoférico envolto em uma matriz acelular adesiva basal e
uma matriz gelatinosa protetora. Estes autores concluiram que os espermat6foros séo
especializados para o transporte, manutencao e lancamento de espermatozoides e que as
variacfes nas estruturas espermatoféricas refletem diferencas no mecanismo de
fertilizagdo dentro dos crustéceos.

Nas lagostas da familia Palinuridae, durante o acasalamento, o macho transfere
o0 espermatdforo sobre a superficie ventral das fémeas, préximo a abertura do oviduto,
portanto a fecundacédo é externa (BARRETO & KATSURAGAWA, 2008).

Huiling et al. (2009), observando Panulirus homarus mostrou que 0s Ovarios
tem forma de H e que se posicionam dorsalmente ao aparelho digestivo, com coloragéo
variando gradativamente de branco leite, laranja claro e laranja para rosa salméo e que o
processo de ovogénese é dividido em 4 fases: fase de multiplicacdo (oogonio); fase pre-
vitelogénese; fase de vitelogénese e estadio de maturacéo.

Nakamura (1990) descreveu o desenvolvimento dos ovécitos de P. japonicus em

trés fases e em seis estadios: fase de ndo vitelogénese, cujo citoplasma é basofilo; fase
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de vitelogénese primaria, quando o citoplasma torna-se eosinofilo e vitelogénese
secundaria, onde ocorre grande quantidade de granulos de vitelo eosinofilos.

O desenvolvimento das gbnadas de uma espécie pode ser avaliado pela
determinacdo do indice gonadossomatico e hepatossomatico. O hepatopancreas é o
maior centro de reservas em decdpodos e, essas reservas podem ser transferidas para as
gbnadas durante o seu desenvolvimento (CASTIGLIONI, 2006). O hepatopéncreas é
uma glandula pertencente ao intestino médio que apresenta a funcdo de metabolizar
produtos de reserva energética (GARCIA et al., 2002). Essa reserva € utilizada durante a
maturacdo ovariana (MILLAMENA & PASCUAL, 1990; CAVALLI et al., 2001).
Desta forma o conhecimento das células hepatopancreéticas € importante para o
entendimento do processo reprodutivo em crustaceos.

Segundo Gunamalai et al. (2006) a sintese de estradiol e progesterona em
crustaceos pode ocorrer nas células foliculares ovarianas, sendo os horménios liberados
na hemolinfa visando alcancar o hepatopancreas, e entdo estimular a sintese de vitelo e
0 metabolismo de lipidios.

As caracteristicas morfoldgicas dos ovdcitos e a correlagcdo entre os indices
gonadossomaticos e hepatossomaticos ao longo do ciclo reprodutivo de Macrobrachium
amazonicum indicam a presenca de vitelogénese enddgena e exdgena (RIBEIRO, 2006).

O hepatopancreas é morfologicamente similar na maioria dos decapodes
(GIBSON & BARKER, 1979), apesar do numero de lobos poderem variar nas
diferentes espécies (ICELY & NOTT, 1992).

O hepatopancreas € um orgdo macico, friavel, de coloracdo amarelo-
acastanhada, e esta revestido por uma capsula de tecido conjuntivo. Este 6rgdo ocupa
grande parte da cavidade cefalotorécica e esta organizado em lobos direito e esquerdo.

Cada lobo é constituido por uma série de tabulos secretores ou lobulos
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hepatopancreaticos que se iniciam em fundo cego, cujo 36lumens correm em dire¢do a
abertura do hepatopancreas no estdbmago, denominada tabulo principal (RIBEIRO,
2006).

Este trabalho objetivou Comparar 0s aspectos macroscopicos e microscopicos
do hepatopéncreas e gbonadas e relacionar com os indices gonadossomaticos e
hepatossomaticos nos diferentes estagios de maturacdo e vitelogénese de P. echinatus

do litoral sul de Pernambuco.

Material e Métodos

Foram coletados 165 animais por um periodo de 12 meses entre marco de 2011
a fevereiro de 2012, na praia dos Carneiros e Tamandaré no municipio de Tamandareé -
PE, Litoral Sul do Estado de Pernambuco. Os animais coletados foram identificados,
fotografados, refrigerados e transportados para o laboratério de Histologia do
DMFA/UFRPE. Onde foram medidos, pesados e tiveram suas g6nadas e
hepatopancreas retirados através de uma abertura feita na regido dorso-mediana do
cefalotérax. As gbnadas e o hepatopancreas foram pesados individualmente para
verificacio dos Indices Gonadossomaticos e Hepatossomaticos; fixados em formaldeido
a 10% neutro em agua do mar (do local da coleta) para inclusdo em parafina e em
glutaraldeido a 4% para inclusdo em historesina.

Apos as inclusdes os blocos foram cortados em micrétomos apropriados e
ajustados para 5um e 3um, respectivamente. Os cortes foram corados em
Hematoxilina/Eosina, Hematoxilina/Floxina, PAS+Hematoxilina, PAS+Alcian Blue pH
2.5 e Alcian blue pH 0,5 e Sudan Black. (TOLOSA et al., 2003; CERRI & SASSO-

CERRI, 2003). Apos as coloragfes os cortes histoldgicos foram observados em
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microscopio de luz comum e fotografados em Microscédpio Bioldgico Trinocular Nikon
Eclipse 50i com videomicroscopia VT 480.

Os indices gonadossomético e hepatossdmatico foram determinados segundo
Grant & Tyler (1983), Vazzoler (1996) e Castiglioni (2006), pelas seguintes equacdes,
IG = (PG/PA) X 100 e IH = (PH/PA) X 100, onde PG é o peso da gbénada, PA € 0 peso
do animal e PH é o peso do hepatopancreas. Para os resultados dos indices
gonadossomaticos e hepatossomaticos foi aplicada anélise de centralidade e disperséo
(média *+ desvio) utilizando o teste de andlise de varidncia a um critério (one-way
ANOVA), sendo utilizado o post-hoc de Tuckey, quando observado uma diferenca entre
as médias amostrais. O nivel de significancia adotado foi de 5% e as analises estatisticas
foram realizadas no programa GraphPad Software, Inc. ("GraphPad") Instat versédo

20083.

Resultados e Discussoes

Ao analisar os aspectos macroscopicos dos ovarios em seus diferentes estagios
maturacionais, verificou-se que os mesmos apresentaram formas da letra H e colorac6es
variando de creme, amarelo e laranja. Resultados estes ja verificados por Barreto et al.
(2008) ao estudar Panulirus echinatus no litoral sul de PE e Huiling et al. (2009)
estudando P. homarus (figura 1A).

Ao analisar macroscopicamente as fémeas colhidas nos meses de maio, junho
Julho e agosto, observou-se um percentual menor de fémeas ovadas com Ovulos
fecundados aderidos ao abddémen através dos pledpodos. Os ovérios apresentaram as
cores creme e amarela, nos meses de junho e julho predominou a cor creme (figura 1B).
Quando observados ao microscopico, 0s ovarios apresentaram um percentual menor de
ovocitos em maturacdo. No entanto, nos meses de setembro, outubro, novembro,

dezembro, janeiro e fevereiro a cor predominante dos ovarios foi laranja, apresentando
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um percentual elevado de fémeas ovadas, com presenca de massa espermatoforica na
regido ventral do cefalotérax (figura 1B2 e 1B3). A andlise microscopica registrou um
percentual elevado de ovdcitos em maturagdo. Estes resultados estdo em acordo com os
resultados descritos por Lourencgo (2006).

Neste trabalho, foi verificado quatro estddios maturacionais: Desenvolvimento,
pré-maturacdo, maturacdo e poés-desova (figura 2). Estes resultados confirmam os
resultados encontrados por Soares (2010) e Barreto et al. (2008) quando estudaram
ovarios de P. echinatus e caracterizaram cinco estadios maturacionais: imaturo,
desenvolvimento, pré-maturacdo, maturacdo e pos-desova. O estadio imaturo ocorre
raramente na area recifal, local que foram coletados os animais desta pesquisa.

Quanto aos comprimentos totais dos animais, ndo verificamos diferencas
significativas entre os tamanhos dos animais pesquisados (grafico 1).

Ribeiro (2006), ao estudar os aspectos estruturais do hepatopancreas, de
Macrobrachium amazonicum afirma que é um 6rgdao macico friavel de coloracdo
amarelo-acastanhada, constituidos por uma série de tubulos revestidos por um epitélio
pseudo-estratificado. Em P. echinatus, encontramos semelhanga nesta organizacao
estrutural, sendo que a coloracdo do hepatopancreas variou entre amarela, mostarda,
marrom e tabaco. Predominando as cores mostardas e marrons dependendo do periodo
de coleta. Microscopicamente evidenciou-se um revestimento capsular de tecido
conjuntivo emitindo septos para o interior do 6rgao, onde se encontrou um parénquima
formado por tubulos constituidos por epitélio pseudo-estratificado que se apdia na
membrana basal com varios tipos celulares: as células cilindricas com borda em escova
no apice, nucleo grande e arredondado e citoplasma com intensa basofilia quando

comparado a dos demais tipos celulares e celulas com formato globular com ndcleo
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basal achatado, apresentando véarios vacuolos citoplasmaticos indicando o
armazenamento de substancias (figura 3).

Castiglioni (2006), afirma que o desenvolvimento das génadas de uma espécie
pode ser avaliado pela determinacdo do indice gonadossomatico e hepatossomatico e
que o hepatopancreas € o maior centro de reservas em decdpodos e, essas reservas
podem ser transferidas para as génadas durante o seu desenvolvimento. Apds analise
estatistica Barreto et al. (2008), concluiram que a Relacdo Gonadossomaética pode ser
utilizada como indicadora dos estddios maturacionais. Ao relacionarmos os caracteres
macroscopicos, microscopicos com os indices gonadossomaticos e hepatossomaticos,
observamos que as fémeas ovadas com massa espermatoféricas ou com vestigios de
massa espermatoforicas apresentaram ovéarios de cor alaranjada e predominaram os
ovécitos maduros. E que seus indices gonadossomaticos foram maiores que os indices
hepatossomaticos em relagdo as fémeas ndo ovadas com ovarios de coloracdo creme e

amarela. (grafico 2).

Conclusao:

Baseados em nossos resultados concluimos que:

A Panulirus echinatus apresenta uma desova parcelada durante o ano inteiro. No
entanto, no periodo da primavera entre setembro a novembro e do verdo entre dezembro
a margo ocorre um pico reprodutivo. Haja vista, que no outono entre marco e maio e no
inverno entre junho a agosto os animais encontram-se armazenando reservas energéticas

para reproducéo.
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Figura 1: Foto macroscopica do ovario. A) Ovario em maturacao de P. echinatus. B)
Fémeas de P. echinatus em diferentes estagios de maturacdo de desenvolvimento: 1-
ndo ovada e sem massa espermatofera; 2- ovada e com resquicios de massa
espermatdfera; 3- ndo ovada e com massa espermatofera integra.
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Figura 2: Fotomicrografia de ovario de P. echinatus. A) Ovério em desenvolvimento.
Cabeca de seta: ovogonias; seta: ovoécito 1. 280x. HE. B) Ovério em pré-maturagéo,
mostrando ovocito Il (seta) e estroma conjuntivo (*). 560x. HE. C) Ovario em maturacao
com ovocito maduro (*). 140x. Tricrdmico de Gomori. D) Ovario em maturacdo com
ovécito maduro (*). 140x. HF. E) Ovéario em maturacdo. Seta: ovdcito Il. (*) citoplasma do
ovoécito maduro. 280x. HF. F) Ovéario em pds-desova. Circulo: ninho de ovogo6nias; seta:
ovacito I; seta cheia: ovacito Il; cabeca de seta: ovécito maduro. 140x. HE.
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Gréafico 1: Comprimento total do animal e comprimento zoologico entre 0s meses
marco de 2011 e fevereiro de 2012, na praia de Tamandaré-PE.

g
.\.\\'

N oWy W W
NN
& & L& S & @




46

Figura 3. Fotomicrografias do hepatopancreas de P. echinatus corados por HF. A)
Fotomicrografia panordmica mostrando os tdbulos hepatopancredticos. 40x. B)
Fotomicrografia do epitélio pseudoestratificado (colchete) do tubulo hepatopancreéatico e
luz com residuo de secrec¢des (*). 140x. C) Fotomicrografia do epitélio pseudoestratificado
(seta) com tecido hemolinfatico adjacente (cabeca de seta). 280x. D) Fotomicrografia do
epitélio pseudoestratificado do tGbulo hepatopancreético evidenciando a lamina basal
(seta), onde repousam células basais, células cilindricas com citoplasma basofilo (cabeca
de seta), vacuolos citoplasmaticos e borda em escova (seta cheia). 560x.
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Tabela 1: Médias e desvio padrdo dos indices Gonodossomatico e Hepatossomaticos de
P. echinatus no periodo de marcos de 2011 a fevereiro de 2012, oriundos da
praia dos carneiros em Tamandaré-PE.

MESES INDICE ANIII\\I/[I)AIS MEDIAS EES&%\% MESES INDICE ANINI\/C;AIS MEDIAS FI’DAEDSIX,I&CC))
mar/11 IGS 20 0,817015 0,22205753 mar/11 IHS 20 3,556019 0,46350814
abr/11 IGS 10 0,9860586 0,05561837 abr/11 IHS 10 3,708897 0,64886789
mai/11 IGS 4 2,6607498 0,25373873 mai/ll IHS 4 3,083394 0,58045483
jun/11 IGS 15 0,4996964 0,22198732 jun/11l IHS 15 4,554579 0,61308411
jul/11 IGS 6 0,7741236 0,32063164 jul/11 IHS 6 4,233021 0,71697446
ago/11 IGS 5 2,1360442 1,7542607 ago/l1l IHS 5 4,360036 0,65638302
set/11 IGS 15 3,3279021 1,52048739  set/11 IHS 15 3,846222 0,50667037
out/11 IGS 23 2,9388855 1,2606857  out/11 IHS 23 3,970738 0,48663857
nov/11 IGS 20 1,9842575 1,90263632 nov/11 IHS 20 3,810501 0,45261084
dez/11 IGS 16 1,1262075 1,25884364 dez/11 IHS 16 4,700057 0,56298879
jan/12 IGS 19 2,3143498 1,34132277 jan/12 IHS 19 4,324226 0,45216697
fev/12 IGS 12 3,591388 1,59962285 fev/12 IHS 12 3,888907 0,34763317
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Graéfico 2: Médias dos Indices Gonodossomatico e Hepatossomaticos de P. echinatus no
periodo de margos de 2011 a fevereiro de 2012, oriundos da praia dos carneiros
em Tamandaré-PE.
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Resumo - Este trabalho teve como objetivo identificar os componentes armazenados no
vitelo em P. echinatus durante o periodo de maturacdo, através de métodos
histoquimicos. Apds serem capturados os animais foram eutanasiados por choque
térmico, ovérios e hepatopancreas foram coletados e pesados individualmente, fixados
em formaldeido a 10% em agua do mar para inclusdo em parafina e em glutaraldeido a
4% para inclusdo em historesina. Apds as inclusdes os blocos foram cortados em
microtomos apropriados e ajustados para 5um e 3um respectivamente e corados em
Hematoxilina/Eosina, Hematoxilina/Floxina, Ponceau de xilidina, PAS+Hematoxilina,
Controle PAS, Alcian Blue pH 2.5 e pH 0,5 e Sudan Black. A anélise histolégica
revelou trés fases ovocitarias: nao vitelogénica, cujo citoplasma é basofilo; fase de
vitelogénese priméria, quando o citoplasma torna-se eosindfilo e vitelogénese
secundaria, onde ocorre grande quantidade de granulos de vitelo eosindfilos. Na analise
histoquimica verificou-se ainda que nos ovdcitos maduros o citoplasma é fortemente
PAS positivo e  presenca de goticulas de lipidios positivas ao Sudan. No
hepatopancreas, observou-se a lamina basal dos tibulos hepatopancreaticos positiva ao
PAS e acumulo de glicogénio no apice das células colunares. Estes resultados indicam a
presenca de Mucopolissacarideos neutros e lipidios armazenados nos ovocitos durante o
periodo reprodutivo da espécie estudada.

Termos para indexacdo: ciclo reprodutivo, vitelogénese, lagosta.
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Summary - This study aimed to identify the components stored in the calf in P.
echinatus during maturation through immunohistochemical methods. After being
caught, the animals were euthanized by heat shock, ovaries and hepatopancreas were
collected and individually weighed, fixed in 10% formaldehyde in seawater for paraffin
and glutaraldehyde at 4 % for inclusion in historesin. After the additions the blocks
were cut into appropriate microtomes and adjusted to 5 um or 3um respectively and
stained with hematoxylin/eosin, hematoxylin/Phloxine, of Ponceau xylidine, PAS +
hematoxylin, PAS Control, Alcian Blue pH 2.5 and pH 0, 5 and Sudan Black.
Histological analysis revealed three phases ovocitarias: no vitellogenic, whose
cytoplasm is basophil; primary vitellogenesis phase when the cytoplasm becomes
eosinophilic and secondary vitellogenesis, where a large amount of yolk granules of
eosinophils occurs. It was also found that the mature oocyte cytoplasm is strongly PAS-
positive droplets and the presence of lipids positive for Sudan. In hepatopancreas,
observed the basal lamina of the tubules hepatopancreaticos positive PAS and glycogen
accumulation in the apex of the columnar cells. These results indicate the presence of
mucopolysaccharides and neutral lipids stored in oocytes during the reproductive period
of the species studied.

Index terms: reproductive cycle, vitellogenesis, lobster.
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Introducéo

A familia Palinuridae é formada por lagostas que habitam mares de aguas
tropicais e temperadas e compreende 49 espécies (PHILLIPS et al., 1980). Cerca de 30
espeécies desta familia tém valor comercial (WILLIAMS, 1988).

Segundo Melo (1999) e Fao (1991), Panulirus echinatus habita
preferencialmente as cavidades dos recifes de corais e substratos rochosos, que vao
desde as regiGes mais costeiras até 35m, porém preferencialmente menos que 25m de
profundidade e exige uma pesca mais direcionada para a sua captura.

O aparelho reprodutivo da fémea de P. echinatus localiza-se na regido dorsal e
mediana do cefalotorax, consistindo de um par de ovarios, em forma de H, unidos por
uma comissura, com dois lobos anteriores e posteriores; 0s lobos posteriores diferem
um pouco em comprimento, sendo o esquerdo geralmente maior. Os ovarios iniciam
abaixo do pedunculo ocular e ladeiam o estdmago. Avancam abaixo do coracdo e
seguem contornando o intestino, alcancando o segundo segmento abdominal. Um curto
ducto delgado e transparente, o oviduto, desemboca no gondporo, que € uma abertura
genital situada na base da coxa do quinto par de pereiépodos. Os ovarios de P.echinatus
alcancaram, no maximo, até o segundo segmento abdominal e ao longo do seu
desenvolvimento alteram sua coloracdo, tamanho, volume na cavidade toracica e peso
caracterizando cinco estadios macroscépicos (BARRETO et al., 2008).

A reproducdo das lagostas ocorre por acasalamento emparelhado do macho com
a fémea, numa posicao frontal, com a deposi¢cdo da massa espermatofera sobre o esterno
da fémea. Os Gvulos fecundados ficam aderidos a parte ventral do abdémen da fémea,
através dos pledpodos, caracteristica responsavel pela alta taxa de fertilizacdo e que, em
parte, explica a grande capacidade de resisténcia das populagdes de lagostas a predacéo

e a pesca. As pos-larvas planctonicas, com cerca de 1 ano de idade, sdo levadas para a



53

zona costeira por correntes marinhas, onde assumem um habitat bentonico e se
desenvolvem até atingir o estagio juvenil. Num processo de recrutamento, desde as
areas costeiras em direcdo as areas de pesca propriamente ditas, mais afastadas da costa
e mais profundas, onde se tornam adultos e desenvolvem capacidade reprodutiva
(LOURENCGCO, 2006).

Segundo Berry & Heydorn (1970), Radha & Subramoniam (1985) e Martin et
al. (1987) que estudaram as lagostas da familia Palinuridae, os espermatozoides sao
transferidos através do espermatoforo, que € uma massa complexa consistindo de trés
componentes: um tubo espermatoférico envolto em uma matriz acelular adesiva basal e
uma matriz gelatinosa protetora. Estes autores concluiram que os espermat6foros sdo
especializados para o transporte, manutencao e lancamento de espermatozoides e que as
variacfes nas estruturas espermatoféricas refletem diferencas no mecanismo de
fertilizagdo dentro dos crustéceos.

Huiling et al. (2009), observando Panulirus homarus mostrou que 0s ovarios
tem forma de H e que se posicionam dorsalmente ao aparelho digestivo, com coloragéo
variando gradativamente de branco leite, laranja claro e laranja para rosa salméo e que o
processo de ovogénese é dividido em 4 fases: fase de multiplicacdo (ovogbnia); fase
pré-vitelogénese; fase de vitelogénese e estadio de maturacao.

Charniaux-Cotton & Payen (1988), descreveu a vitelogénese primaria e
secundaria a partir do desenvolvimento do reticulo endoplasmatico rugoso e acumulo de
glicoproteinas endégenas em seu interior.

De acordo com a revisdo de Harrison (1990) para crustaceos decapodes, a
vitelogénese inclui ainda, a producdo da substancia precursora do vitelo (vitelogenina),
a principal lipoproteina do vitelo (lipovitelina), e acimulo tanto de substancias

organicas como inorganicas constituintes do vitelo. O mesmo autor identificou nesse
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processo dois estagios: primario e secundario. Estes correspondendo as fontes enddgena
(intraooplasmica) e exdgena (extraovariana), respectivamente da proteina do vitelo
(SANTANA, 2005).

Santana (2005) estudando ovério de Camardo (Farfantepenaeus subtilis)
descreveu os seguintes estagios das células da linhagem germinativa: oogonias, o6citos
em pré-vitelogénese inicial, ovdcitos em pré-vitelogénese final, ovdcitos vitelogénicos e
ovécitos maduros. E concluiu que estes tipos celulares apresentaram caracteristicas
proprias nos diferentes estadgios de maturacdo. E que as analises histoquimicas
evidenciaram mudanc¢as nos componentes citoplasmaticos a medida que as células
amadurecem.

Nakamura (1990) descreveu o desenvolvimento dos ovocitos de P. japonicus em
trés fases e em seis estadios: fase de ndo vitelogénese, cujo citoplasma é basofilo; fase
de vitelogénese primaria, quando o citoplasma torna-se eosinofilo e vitelogénese
secundaria, onde ocorre grande quantidade de granulos de vitelo eosinofilos.

O desenvolvimento das gbnadas de uma espécie pode ser avaliado pela
determinacdo do indice gonadossomatico e hepatossomatico. O hepatopancreas é o
maior centro de reservas em decdpodos e, essas reservas podem ser transferidas para as
gbnadas durante o seu desenvolvimento (CASTIGLIONI, 2006). O hepatopancreas é
uma glandula pertencente ao intestino médio que apresenta a funcdo de metabolizar
produtos de reserva energética (GARCIA et al., 2002). Essa reserva € utilizada durante a
maturacdo ovariana (MILLAMENA & PASCUAL, 1990; CAVALLI et al., 2001).
Desta forma o conhecimento das celulas hepatopancreaticas é importante para o
entendimento do processo reprodutivo em crustaceos.

Segundo Gunamalai et al. (2006), a sintese de estradiol e progesterona em

crustaceos pode ocorrer nas células foliculares ovarianas, sendo os horménios liberados



55

na hemolinfa visando alcancar o hepatopéncreas, e entdo estimular a sintese de vitelo e
0 metabolismo de lipidios.

As caracteristicas morfoldgicas dos ovoécitos e a correlagdo entre os indices
gonadossomaticos e hepatossomaticos ao longo do ciclo reprodutivo de Macrobrachium
amazonicum indicam a presenca de vitelogénese enddgena e exdgena (RIBEIRO,
2006).

O hepatopancreas é morfologicamente similar na maioria dos decdpodes
(GIBSON & BARKER, 1979), apesar do numero de lobos poderem variar nas
diferentes espécies (ICELY & NOTT, 1992).

O hepatopancreas ¢ um 6rgdo macico, friavel, de coloracdo amarelo-
acastanhada, e esta revestido por uma capsula de tecido conjuntivo. Este érgdo ocupa
grande parte da cavidade cefalotoréacica e esta organizado em lobos direito e esquerdo.
Cada lobo é constituido por uma série de tubulos secretores ou I6bulos
hepatopancreaticos que se iniciam em fundo cego, cujo 55lumens correm em dire¢do a
abertura do hepatopéncreas no estdmago,denominada tabulo principal (RIBEIRO,
2006).

Na IN n.° 206/08 ficou estabelecido o periodo de defeso das lagostas das
espécies P. argus (lagosta vermelha) e P. laevicauda (lagosta cabo verde) proibindo,
nas aguas sob jurisdicdo brasileira, o exercicio da pesca, anualmente, no periodo de 01
de dezembro a 31 de maio. Ndo ha gestdo juridica da pesca de Panulirus echinatus
devido a falta de informacdo biologica (SILVA et al., 2001; GOES & LINS-
OLIVEIRA, 2009). Este trabralho teve como objetivo identificar os componentes
armazenados no vitelo em P. echinatus do litoral sul de Pernambuco através de metodos

histoquimicos.
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Material e Métodos

Foram coletados 165 fémeas entre os meses de margo de 2011 a fevereiro de
2012, na praia dos carneiros e Tamandareé no municipio de Tamandaré -PE, Litoral Sul
do Estado de Pernambuco. Os animais coletados foram armazenados em isopor com
gelo e transportados para os Laboratorios de Histologia do DMFA/UFRPE.Onde foram
identificados, medidos, pesados e retirados suas gonadas e hepatopéncreas atraves de
uma abertura feita na regido dorso-mediana do cefalotérax. As gbnadas e
hepatopancreas foram pesados individualmente para verificagdo dos Indices
Gonadossomaticos e Hepatossomaticos; fixados em formaldeido a 10% neutro em agua
do mar (do local da coleta) para inclusdo em parafina e em glutaraldeido a 4% para
inclusdo em historresina.

Ap6s as inclusdes os blocos foram cortados em micrétomos apropriados e
ajustados para 5um e 3um, respectivamente. Os cortes foram corados em
Hematoxilina/Eosina, Hematoxilina/Floxina, Ponceau de xilidina, PAS+Hematoxilina,
Alcian Blue pH 2.5 e pH 0,5 e Sudan Black (Tolosa et al., 2003; Cerri & Sasso-Cerri,
2003). Apds as coloracBes os cortes histoldgicos foram observados em microscopio de
luz comum e fotografados em Microscopio Bioldgico Trinocular Nikon Eclipse 50i com
videomicroscopia VT 480.

Os indices gonadossomatico e hepatossomatico foram determinados segundo
Grant & Tyler (1983), Vazzoler (1996) e Castiglioni (2006), pelas seguintes equacdes,
IG = (PG/PA) X 100 e IH = (PH/PA) X 100, onde PG é o peso da gbnada, PA é o peso
do animal e PH é o peso do hepatopancreas. Para os resultados dos indices
gonadossomaticos e hepatossomaticos foi aplicada analise de centralidade e dispersédo
(média + desvio) utilizando o teste de analise de varidncia a um critério (one-way

ANOVA), sendo utilizado o post-hoc de Tukey, quando observado uma diferenca entre
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as médias amostrais. O nivel de significancia adotado foi de 5% e as analises estatisticas
foram realizadas no programa GraphPad Software, Inc. ("GraphPad") Instat versédo

20083.

Resultados e Discussoes

A andlise histoldgica revelou trés fases ovocitarias: ndo vitelogénese, cujo
citoplasma é basofilo; fase de vitelogénese primaria, quando o citoplasma torna-se
eosindfilo e vitelogénese secundéria, onde ocorre grande quantidade de granulos de
vitelo eosindfilos (figuras 1A; 1B; 1C; 1D). Estando de acordo com os resultados
encontrados por Nakamura (1990) ao descrever o desenvolvimento dos ovocitos de P.
japonicus.

Analisando ovécitos em maturagdo cortados em parafina, quando submetidos ao
Periodic Acid-Schiff (PAS), o citoplasma apresentou-se fortemente PAS positivo
(figura 2A), j& nos cortes em historresina, apenas parte dos grénulos de vitelo
apresentaram reacdo positiva ao PAS, indicativo da presenca de polissacarideos neutros
associados a proteinas. Figura (2B). Nos cortes por historresina corados pelo Alcian
Blue pH 2,5, os granulos de vitelo dos ovécitos maduros, ndo apresentaram reacao
positiva para polissacarideos &cidos carboxilados (figura 2C). Quando submetidos estes
ovécitos ao corante de Alcian blue pH 0,5, ouve ligeira reacdo em alguns granulos de
vitelo, indicando a presenca de polissacarideos sulfatados também associados a
proteinas (figura 2D). Os granulos de vitelo dos ovocitos apresentaram forte coloracéo
alaranjada quando corados pelo Ponceau de xilidina indicativo da presenca de proteinas
inespecificas, provavelmente vitelogenina conforme, Harrison (1990) (figura 2E). Cerri,
& Sasso-Cerri (2003) obtiveram bons resultados utilizando Sudan Black com inclusdo

em historresina e Harrison (1990) ao estudar crustaceo decapoda descreveu que o vitelo
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apresentava como principal proteina a lipovitelina. Neste trabalho, adaptou-se esta
técnica e observamos os granulos de vitelo na periferia dos ovocitos em maturagéo.
Indicativo de liproproteinas armazenada para reproducéo (figura 2F).

No hepatopéncreas, observou-se a ldmina basal do epitéelio pseudoestratificado
dos tabulos hepatopancreaticos positiva ao PAS; acumulo de glicogénio no apice das
células colunares e borda em escova também positiva ao PAS caracteristicas da
presenca de microvilosidades das células absortivas deste 6rgao (figura 3).

Gunamalai et al. (2006), afirmam que a sintese de estradiol e progesterona em
crustaceos pode ocorrer nas células foliculares ovarianas, sendo os horménios liberados
na hemolinfa visando alcancar o hepatopancreas, e entdo estimular a sintese de vitelo e
0 metabolismo de lipidios. e Ribeiro (2006) estudando Macrobrachium amazonicum,
cita a correlacdo dos indices ganadossomaticos e hepatossomaticos na vitelogénese
exogena. Castiglioni (2006) estudando a Biologia reprodutiva do lagostim (Parastacus
varicosus) da Bacia do Rio Gravatai — Rio Grande do Sul, verificou um aumento do
indice gonadossomatico e uma diminuicdo do indice hepatossomatico, no periodo de
passagem da primavera para o0 verdo indicando uma maior atividade reprodutiva no
verdo e uma possivel transferéncia das reservas do hepatopancreas para a gbnada nesse
periodo e Barreto et.al. (2008) afirmam que a relacdo gonadossomatica pode ser
utilizada como indicadora dos estadios de maturacao,

Baseados nas médias dos indices gonadossomaticos e hepatossomaticos
encontrados neste trabalho (tabela 01) verificou-se que em P.echinatus, os animais com
gbnadas em desenvolvimento, pré-maturacdo e em desova apresentaram 0S menores
indices gonadossomaticos e 0s que estavam com as génadas em maturacdo 0s maiores
indices. Houve diferenca estatistica? Em relagdo aos indices hepatossomaticos, ocorreu

0 inverso, 0s animais com gdnadas em maturacdo apresentaram os menores indices,
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enquanto os animais em desenvolvimento, pré-maturacdo e pos-desova, apresentaram 0s
maiores indices. (grafico 1) Apesar de se tratar de espécies diferentes e de terem habitat
diferentes, os resultados indicam existir uma correlagdo entre os ovérios e
hepatopancreas no processo de vitelogénese exdgena. Ja que a vitelogénese enddgena é

de responsabilidade das células foliculares.

Conclusodes

Conclui-se que:

A presenca de polissacarideos neutros associados a proteinas e liproproteinas
encontrados nos ovocitos maduros de P.echinatus indicam reserva energética para o
periodo reprodutivo.

A presenca de borda em escova PAS positiva em células do epitélio pseudo
estratificado dos tubulos hepatopancreaticos indicam uma caracteristica absortiva deste
6rgdo no processo de vitelogénese.

Os resultados indices gonadossomaticos e hepatossomaticos indicam uma
possiveltransferéncia de vitelo do hepatopancreas para os ovécitos no periodo de

reproducdo da espécie estudada.
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Figura 1. A) Foto macroscépica de ovario maduro de P. echinatus. B) Fotomicrografia de
ovécitos em fase ndo vitelogénica. 140x. HE. C) Fotomicrografia de ovdcitos em fase de
vitelogénese priméaria. 280x. HE. D) Fotomicrografia de ovocitos em fase de vitelogénese
secundéria. 560x. HF.



Figura 2. Fotomicrografias de ovdcitos de P. echinatus em maturacdo. A) Corte em
parafina corado pelo PAS+Hematoxilina. 560x. B) Corte em historesina evidenciando
grénulos de vitelo corado pelo PAS (seta). 1400x. C) Corte em historesina corado pelo
Alcian Blue pH 2,5. Seta: células foliculares; cabeca de seta: citoplasma. 1400x. D) Corte
em historesina evidenciando gréanulos de vitelo levemente corado pelo Alciam Blue pH 0.5
(seta). 1400x. E) Corte em historesina corado pelo Ponceau de Xilidina evidenciando o
contetido proteico dos granulos de vitelo (seta). 1400x. F) Corte em historesina corado pelo
Sudan Black evidenciando o contetdo lipidico em granulos de vitelo periféricos (seta),
com nucleo do ovdcito central (cabeca de seta). 560x.



Figura 3: Fotomicrografias do hepatopéancreas de P. echinatus. A) Fotomicrografia
panoramica do tubulo hepatopancreatico. 40x. HF. B) Fotomicrografia do epitélio
pseudoestratificado do tlbulo hepatopancreatico. (*) luz do tdbulo, seta dupla: epitélio.
140x. HF. C) Fotomicrografia do epitélio do tdbulo hepatopancreatico. Seta: borda em
escova; cabeca de seta: lamina basal. 560x. HF. D) Fotomicrografia do epitélio
pseudoestratificado do tubulo hepatopancreatico. seta: lamina basal; seta cheia: borda em
escova; cabeca de seta: célula cilindrica com citoplasma baséfilo; (*) vactolo no &pice
celular. 560x. PAS.
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Tabela 01. Analise comparativa entre os indices gonadossomaticos e indices
hepatossométicos de Panulirus echinatus nos periodos de maturagdo
gonadal.

INDICE ~ ESTADIO DE MATURACAO  N°ANIMAIS MEDIAs ~ DESVIO

PADRAQO
IGS DESENVOLVIMENTO 08 0,5646 +0,1726
IHS DESENVOLVIMENTO 08 4,022 +0,7765
IGS PRE-MATURACAO 16 0,5411 +0,2053
IHS PRE-MATURACAO 16 3,960 +0,7995
IGS MATURACAO 104 2,866 +1,962
IHS MATURACAO 104 3,708 +0,7563
IGS POS-DESOVA 45 0,5694 +0,4077
IHS POS-DESOVA 45 4,147 +0,7733

Gréafico 01. Andlise comparativa entre 0s indices gonadossomaticos e indices
hepatossomaticos de Panulirus echinatus nos periodos de maturacao

gonadal.
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