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RESUMO
Este trabalho objetivou caracterizar histologicamente o ciclo de vitelogénese da lagosta
pintada Panulirus echinatus do litoral sul de Pernambuco, nos diferentes estagios de
maturacdo. Foram coletados 173 animais fémeas por um periodo de 12 meses entre os
meses de dezembro de 2007 a novembro de 2008, uma média de 15 animais por més, na
Praia de Tamandaré, Litoral Sul do Estado de Pernambuco. A coleta foi realizada
utilizando-se rede de espera e as amostras foram obtidas de forma aleatéria. Apds serem
capturados os animais foram ortonasiados por choque térmico, ovarios e hepatopancreas
foram coletados e pesados individualmente, fixados em formaldeido a 10% em dgua do
local da captura para inclusdo em parafina e em glutaraldeido a 4% tamponado para
inclusdo em historresina . Os blocos foram cortados e corados pela Hematoxilina/Eosina,
Tricrobmico de Gomori, Hematoxilina/Floxina, PAS+Hematoxilina, Controle PAS,
PAS+Alcian Blue pH 2.5 e Sudan Black. As andlises histoldgicas revelaram quatro estagios
de maturacdo: Desenvolvimento (estdgio II); Pré-maturacdo (estdgio III); Maturagdo
(estagio IV) e Pos-desova (estdgio V) e trés fases ovocitdrias: ndo vitelogénica, fase de
vitelogénese primdria, e vitelogénese secunddria . Nos ovdcitos maduros o citoplasma
apresentou-se PAS positivo e presenca de goticulas de lipidios positivas ao Sudan. Os
indices gonodossomadticos e hepatossomaticos demonstraram uma correlagdo inversa nos
diferentes estdgios de maturacdo gonadal indicando uma possibilidade de transferéncia de

vitelo do hepatopancreas para os ovarios durante o periodo reprodutivo.

Termos para indexacao: ciclo reprodutivo, hepatopancreas, ovdrios, vitelogénese e

Panulirus echinatus
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ABSTRACT
This study aimed to characterize histologically the cycle of vitellogenesis of painted lobster
Panulirus echinatus from Southern Coast of Pernambuco, in different stages of maturation.
173 females animals were collected from for a period of 12 months between the months of
December 2007 to November 2008, an average of 15 animals per month, Tamandaré
Beach, South Coast of Pernambuco State. Data collection was performed using gillnets and
the samples were taken at random. After being captured the animals were euthanized by
heat shock, ovaries and hepatopancreas were collected and individually weighed, fixed in
10% formaldehyde in water from the site of capture for paraffin and the 4% buffered
glutaraldehyde for inclusion in historesine. The blocks were cuted and stained with
hematoxylin-eosin, Gomori's trichrome, hematoxylin / phloxine, PAS + hematoxylin,
Control, PAS, PAS + Alcian Blue pH 2.5 and Sudan Black. Histological analysis revealed
four maturation stages: development (stage II) Pre-maturity (stage III), maturation (stage
IV) and post-spawning (stage V) and three-stage oocytes, no vitellogenic, vitellogenic
primary phase, and secondary vitellogenesis. In mature oocytes the cytoplasm is PAS
positive and presence of lipid droplets positive for Sudan. Gonadossomatic and
hepatossomatic indexes showed an inverse correlation in the different stages of maturation
indicating a possibility of transfer of yolk from hepatopancreas to the ovaries during the

reproductive period.

Index Terms: reproductive cycle, hepatopancreas, ovary, vitellogenesis and Panulirus

echinatus
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INTRODUCAO

O filo crusticea se diferencia dos outros artrépodes, por apresentar dois pares de
antenas na cabecga. A classe malacostraca compreende mais da metade das 45.000 espécies
de crusticeos (MARGULIS, 2001). Entre os malacostracos encontra-se a ordem decdpoda
representada aproximadamente por 10.000 espécies. Fazendo parte desta ordem, as lagostas
sdo organismos bentonicos habitantes de todos os oceanos. Podem ser reconhecidas através
de seu tegumento, pereiépodos e por seu abdomen, que possui uma musculatura forte, que
permite sua flexdo e seu deslocamento. Muitas espécies constituem recursos pesqueiros
economicamente importantes (PHILLPS er al.,1980).

Lagosta € o nome vulgar dado a crusticeos decdpodes pertencentes a classe
Malacrostraca e as infra-ordens Astacidea e Palinura. O grupo Astacidae retne lagostas e
lagostins com os primeiros trés pares de pernas modificados em garras, sendo o primeiro
par bastante desenvolvido. Os organismos agrupados dentro dessa infra-ordem apresenta
habitos marinho e dulcicola e sdo comumente encontrados em regides temperadas. Ja a
infra-ordem palinura agrupa representantes exclusivamente marinhos, predominantes em
mares tropicais e subtropicais (RUPERT &BARNES, 1996; MARTIN & DAVIS, 2001).

Taxonomicamente foram descritas cerca de 163 espécies de lagostas, agrupadas em
quatro familias: Nephropidae, Synaxidae, Scyllaridae e Palinuridae, a lagosta pintada
(Panulirus echinatus, SMITH, 1869) ¢ uma espécie do género Panulirus, pertencente a
familia Palinuridae. Segundo Gray (1992), esta familia esta dividida em nove géneros, com
cerca de cinqiienta espécies.

Elas s@o popularmente conhecidas como lagostas espinhosas (“spiny lobsters™) pelo

fato de possuirem muitos espinhos no cefalotérax e nos segmentos basais do segundo par
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de antenas, ou lagostas de rocha (“rock lobsters”) por viverem em substratos rochosos,
sendo encontradas em oceanos tropicais, subtropicais e em regides temperadas desde as
dguas mais profundas até os habitats litoraneos de dguas rasas e quentes. Portanto, estas
lagostas possuem mecanismos de adaptacdo para ambientes com intensa luminosidade,
dguas turbulentas e baixo teor de oxigénio (PHILLIPS et al., 1980). O género Panulirus,
contém 19 espécies, sendo 3 delas encontradas na plataforma continental brasileira:
Panulirus argus, Panulirus laevicauda e Panulirus echinatus.

As trés espécies de lagostas espinhosas (Panulirus argus, P. echinatus e
P.laevicauda) que ocorrem na costa nordeste do Brasil, constituem a principal fonte de
renda dos municipios pesqueiros daquela regido, sendo que P. argus (lagosta vermelha) e
P. laevicauda (lagosta verde) sdo as duas principais espécies capturadas, participando em
75% e 20% das capturas, respectivamente (G()ES & CARVALHO, 2005)

A espécie (Panulirus echinatus) é encontrada em dguas tropicais do Atlantico, com
registros desde Cuba até o Rio de Janeiro (CHACE JR. & DUMONT, 1949). No nordeste
brasileiro é encontrada em abundancia (FONTELES-FILHO, 1979).

De acordo com Paiva e Fonteles—Filho (1968), a existéncia de formagdes rochosas e
coralinas na plataforma continental do nordeste do Brasil, aliada as condicdes
hidrobioldgicas estdveis resultantes das altas temperaturas e salinidades, devido ao baixo
volume de desagiie fluvial, compdem um ambiente favordvel ao abrigo, alimentacio e
desenvolvimento das lagostas. Por outro lado, a presenca de bancos de algas calcéreas,
representadas pelos géneros Lytothaminium e halimeda, se constituem em um elemento
vital no processo de ecdise, pois formam grandes concentra¢des de carbonato de cdlcio,

garantindo também um excelente desenvolvimento de suas populacdes (CRUZ, 1988).
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Ecologicamente os palinurideos formam elos dominantes na cadeia alimentar de
uma grande variedade de habitats bentdnicos, devido ao seu tamanho e abundancia. Pelo
seu comportamento predatorio seletivo estas lagostas sdo consideradas responsdveis por
efeitos na composicdo de espécies e freqiiéncias de distribuicdo de vdrios invertebrados
bentdnicos como equinodermas, moluscos, pequenos crusticeos 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 et al, 1992). P.
echinatus pode ser corretamente classificada como sendo uma espécie onivora e
generalista, uma vez que se alimenta de uma grande diversidade de organismos em
diferentes niveis troficos. Esta espécie apresenta um comportamento oportunista,
alimentando-se principalmente de presas disponiveis no substrato (GOES & LINS-
OLIVEIRA, 2009).

Além de sua importancia ecolégica como um dos principais forrageadores do
ambiente marinho, principalmente do ecossistema recifal, as lagostas também possuem
importante apelo econdmico e, por conseqiiéncia, social (FONTELES FILHO, 1994; LINS
OLIVEIRA, 2006).

O Brasil destaca-se como terceiro maior produtor mundial de lagostas espinhosas,
ficando atrds apenas da Austrdlia e de Cuba (KANCIRUK, 1980; FONTELES FILHO,
2005).

A pesca de lagosta ja foi o principal recurso pesqueiro da Regido Nordeste e o
primeiro produto de exportacdo nacional, em valor, tendo gerado cerca de 750 milhdes de
dolares de 1955 a 1991 (20,3 milhdes de ddlares/ano, em média) (FONTELES FILHO,

1994). Dados mais recente mostram que lagostas foram o segundo produto pesqueiro
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exportado pelo Brasil, em valores, no periodo entre 2001e 2003, perdendo apenas para o
produto camardes congelados. Somente no ano de 2003 a exportacdo de lagostas gerou
cerca de 65,5 milhGes de ddlares (OLIVEIRA & FILHO, 2005).

No Brasil, trés espécies de lagostas (Palinuridae) sao colhidas: Panulirus argus), P.
laevicauda e P.echinatus. Dois destes (P. argus e P. laevicauda) tém regulamentacdo 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 informacdo bioldgica reprodutiva da espécie
(GOES & LINS- OLIVEIRA, 2009)

Segundo Izquierdo et al. (1987), o ciclo bioldgico das lagostas espinhosas
compreende cinco fases: embriondria, larval, pés-larval, juvenil e adulto. Os individuos ,
quando se encontram proximos da sua primeira maturagdo migram para as regides mais
profundas e de temperaturas mais baixas, na borda do talude continental. Ai, completam a
sua maturacdo gonadal, se acasalam, desovam, incubam os ovos e finalmente suas larvas
eclodem. As larvas (filosoma) sdo planctonicas sendo inicialmente encontradas nas
camadas superficiais oceanicas, concentrando-se em regides mais profundas nos estagios
mais avangados. Apds uma dristica metamorfose, atinge o estdgio pds-larval (puerulus) que
migra em dire¢do a costa. Em dguas costeiras, os puerulus permanecem algum tempo em
areas protegidas por vegetacdo marinha, quando entdo adquirem a coloracdo tipica da
espécie e assumem o hdbito bentdnico, transformando-se em jovens iniciais. Os jovens
habitam as formagdes rochosas proximas da costa.

No que se refere a morfologia do aparelho reprodutor, vdrios autores fizeram
descrigdes das gonadas dos Reptantia. Segundo Mclaughlin (1983), as gdnadas sdo pares e
se localizam no cefalotérax, dorsal ou lateralmente ao intestino e freqiientemente estio

rodeadas pelos cecos do intestino médio ou os lobos da glandula digestiva
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(hepatopancreas). Os ovarios dos decdpodos passam por mudangas em tamanho e colora¢io
desde o seu desenvolvimento inicial até a maturidade, e por sucessivos ciclos de
vitelogé€nese e oviposi¢ido (AIKEN & WADDY, 1980).

Huiling et al. (2009) observando Panulirus homarus mostrou que os Ovarios tem
forma de H e que se posicionam dorsalmente ao aparelho digestivo, com coloracdo
variando gradativamente de branco leite, laranja claro e laranja para rosa salmdo e que o
processo de ovogénese € dividido em 4 fases: fase de multiplicacdo (0ogbnio); fase pré-
vitelogénese; fase de vitelogé€nese e estddio de maturagdo.

O desenvolvimento das goOnadas de uma espécie pode ser avaliado pela
determinacdo do indice gonadossomadtico e hepatossomatico. O hepatopancreas € o maior
centro de reservas em decdpodos e, essas reservas podem ser transferidas para as gonadas
durante o seu desenvolvimento (SILVA-CASTIGLIONI, 2006).

O hepatopancreas € uma glandula pertencente ao intestino medio 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 hepatopancredticas é importante para
o entendimento do processo reprodutivo em camaroes.

Nos decdpodas em geral, os tibulos do hepatopancreas apresentam cinco tipos
celulares que compdem o epitélio secretor, as quais se distribuem ao longo do comprimento
destes tibulos, conforme foi descrito por (AL-MOHANNA et al., 1985; ALMOHANNA &
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 hormdnios liberados na hemolinfa
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visando alcancar o hepatopancreas, e entdo estimular a sintese de vitelo e o0 metabolismo de
lipidios.

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

Barreto et al. (2008), analisando as relagdes gonadossomadticas nos estddios de
maturacdo de Panulirus echinatus, verificou que a variabilidade foi minima no estadio II
,quintuplicando no estddio III, alcangcando o méximo valor no estddio IV (maturo) e
regredindo significativamente no estddio V. Foi observado que seus valores aumentaram

com o desenvolvimento até alcancar valor maximo no estddio I'V.
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REVISAO DE LITERATURA

Aparelho reprodutor feminino

Nos decédpodas, o aparelho reprodutor das fémeas € constituido por um par de
ovérios associados aos ovidutos que se abrem nos gondporos localizados na base do
terceiro par de pereidpodos (KROLL et al., 1992). Algumas fémeas apresentam estruturas
especializadas para receber o esperma, como a espermateca em decdpodas (KROLL et al.,
1992). A espermateca pode ser caracterizada como invaginacdo do exoesqueleto,
modificagdo do oviduto ou ainda, simplesmente um canal para armazenar ou receber o
espermatéforo (ADIYOD & SUBRAMONIAM, 1983). Em [Inachus falangeus a
espermateca € conectada ao oviduto e estd ligada ao ovério e a camada externa do corpo
(DIESEL, 1990). Os carideos retém seus ovos nos pledpodos, localizados abaixo do
abdomem onde serdao mantidos por longo periodo de incubacdo até a sua eclosdo (CHOY,
1986). Desta forma, fémeas maduras de Macrobrachium rosenbergii apresentam uma
camara de ovos formada pela primeira, segunda e terceira pleuras abdominais. Camardes do
género Macrobrachium apresentam cerdas reprodutivas, no térax e nos pledpodos,
funcionalmente distintas e denominadas cerdas de ovoposi¢ao e ovigeras, respectivamente.
As cerdas de ovoposicdo sdo permanentes e sdo encontradas nos ultimos pares de
pereiépodos. Essas cerdas apresentam a funcido de guiar e fixar os ovos em direcdo a
camara ovigera nos pledpodos, durante a desova. Estas cerdas sdo encontradas nos
pleépodos apds a muda de pré-desova e, assim retém os ovos durante o desenvolvimento

embriondario das larvas (NAGAMINE & KNIGHT, 1980).
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Os peneideos liberam seus ovos diretamente na dgua (ISMAEL & NEW, 2000).
Huiling,L. et al. (2009), observando Panulirus homarus mostrou que os ovarios tem forma
de H e que se posicionam dorsalmente ao aparelho digestivo, com colora¢do variando
gradativamente de branco leite, laranja claro e laranja para rosa salmao e que o processo de
ovogénese foi dividida em 4 fases (8 sub-estdgios): fase de multiplicacdo (oogbnio); fase
pré-vitelogénese; fase de vitelogénese e estadio de maturacdo.

O aparelho reprodutivo da fémea de P. echinatus localiza-se na regido dorsal e
mediana do cefalotérax, consistindo de um par de ovérios, em forma de H, unidos por uma
comissura, com dois lobos cranial e caudal; os lobos posteriores diferem um pouco em
comprimento, sendo o esquerdo geralmente maior. Os ovdrios iniciam abaixo do pedunculo
ocular e ladeiam o estdbmago. Avancam abaixo do coragdo e seguem contornando o
intestino, alcancando 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 pereiépodos. Os ovdrios de P.echinatus alcangaram, no
maximo, até o segundo segmento abdominal e ao longo do seu desenvolvimento alteram
sua coloragdo, tamanho, volume na cavidade tordcica e peso caracterizando cinco estadios
macroscépicos (BARRETO ez al., 2008).

Analisando cortes histologicos de ovérios de Panulirus echinatus, Barreto et al.
(2008) encontrou cinco estdgios de maturagcdo: imaturo (I), em desenvolvimento (II), pré-
maturagdo (III), maturo (IV) e poés-desova (V). Os ovarios de Panulirus echinatus, estao
revestidos por tecido epitelial simples plano, com tecido conjuntivo abaixo do epitélio. No
parénquima encontram-se foliculos ovarianos onde localizam-se células germinativas em
diferentes estdgios de maturagdo ovogonias, ovocitos I, ovécitos Il e ovdcitos maduros

(SOARES, 2004).
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Nakamura (1990), descreveu o desenvolvimento dos ovdcitos de P. japonicus em
trés fases e em seis estadios: fase de ndo vitelogénese, cujo citoplasma é basofilo; fase de
vitelogénese primdria, quando o citoplasma torna-se eosindfilo e vitelogénese secundaria,
onde ocorre grande quantidade de granulos de vitelo eosindfilos. O desenvolvimento das
gbnadas de uma espécie pode ser avaliado pela determinacao do indice gonadossomdtico 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 (SILVA-

CASTIGLIONI, 2006).

Hepatopancreas

O hepatopancreas recebe diferentes denominagdes como figado, pancreas,glandula
do intestino médio, glandula gastrica, glandula digestiva, cecos anteriores, diverticulo
digestivo, orgdo digestivo, glandula intestinal média e hepatopancreas (GIBSON &
BARKER, 1979). Este 6rgio, na maioria dos crusticeos, estd associado ao intestino médio
e apresenta diferentes niveis de complexidade dentre as espécies estudadas. Dentre os
decdpodas, o hepatopancreas € particularmente bem desenvolvido e forma uma rede
complexa de ductos e tibulos em fundo cego que ocupa a maior parte da cavidade
cefalotordcica (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 sdo conectados separadamente ao estdmago e intestino médio por
um ducto primdrio, que se divide em ductos secunddrios em cada lébulo. Os ductos
secunddrios se ramificam amplamente em ductulos, sendo que cada um termina em um
complexo de tibulos em fundo cego (FACTOR, 1981; FRANCESCHINI-VICENTINI et

7z

al., 2006). O hepatopancreas ¢ morfologicamente similar na maioria dos decdpodas
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(GIBSON & BARKER, 1979), apesar do nimero de lobos poder variar nas diferentes
espécies (ICELY & NOTT, 1992). As espécies Penaeus ssp (VOGT, 1985; LOVETT &
FELDER, 1989) e Caridina laevis (PILLAI, 1960) apresentam apenas um lobo em cada
metade do hepatopancreas. Entretanto o hepatopancreas do Astacus astacus nao € um 6rgao
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-se sinuséides hemolinfaticos, células
circulantes da hemolinfa e fibroblastos (FACTOR & NAAR, 1985; 1990;
FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2006).

O hepatopancreas € uma glandula pertencente ao intestino medio 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 hepatopancredticas é importante para
o entendimento do processo reprodutivo em camardes. Existem cinco tipos celulares que
compdem o epitélio secretor do tibulo hepatopancredtico, as quais se distribuem ao longo
do comprimento destes tibulos, 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 crusticeos pode ocorrer nas células
foliculares ovarianas, sendo os hormonios liberados na hemolinfa visando alcancgar o
hepatopancreas, e entdo estimular a sintese de vitelo e o metabolismo de lipidios.As

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

Algumas modifica¢des bioquimicas observadas na dindmica e nos niveis de lipidios
totais durante o ciclo reprodutivo principalmente, no tecido das gonadas e hepatossomatico
foram analisadas em algumas espécies de crustdceos braquitdros (PILLAY & NAIR, 1973)
e em camardes (READ & CAULTON, 1980; CASTILLE & LAWRENCE, 1989; ROSA &
NUNES, 2003a). Gibson & Barker (1979) verificaram em decapoda, um aumento do indice
gonadossomdtico € uma diminui¢ido no indice hepatossomdtico ao longo do ano. Rosa &
Nunes (2003a) analisaram em duas espécies de camardes e uma espécie de lagosta que as
reservas organicas do hepatopancreas seriam mobilizadas para o desenvolvimento do
ovdrio.

O indice gonadossomadtico tem sido utilizado para determinar a sazonalidade dos
ciclos reprodutivos das espécies (GRANT & TYLER, 1983) e padronizar o peso das
génadas para avaliar seus estdgios de desenvolvimento. O indice hepatossomdtico vem
sendo aplicado para verificar a relacdo de transferéncias das reservas do hepatopancreas
para a génada durante o periodo de maturagdo, pois segundo Gibson & Barker (1979) o
hepatopancreas € identificado como o maior centro de reservas organicas e inorganicas em
crustdceos decdpodos. Esses indices, em investigagdes 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
intermedidrio.

Em crustdceos as concentragdes de lipidios sdo bastante elevadas, apesar de ndo
existir um tecido adiposo diferenciado, os principais locais de armazenamento de lipidios

sdo o miusculo e o hepatopancreas (O’CONNOR & GILBERT 1968, CHANG &
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O’CONNOR 1983, HERREID & FULL 1988, KUCHARSKI & DA SILVA 1991).
HERREID & FULL (1988), verificaram que os niveis de lipidios no hepatopancreas de
braquitros excediam em dez vezes os niveis de glicogénio. Diversos estudos tém
demonstrado que durante periodos de grande demanda energética, como a muda e a
gametogénese, ocorre uma marcante mobilizagdo de 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).

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 gonadas, estando este aumento correlacionado com o grau de maturacdo dos
ovérios. Neste mesmo estudo, os autores constataram, através da determinacdo do indice
hepatossomético e gonadossomético, que o aumento do conteido de lipidios totais e de
colesterol nos ovdrios nio estava correlacionado a uma diminuicio da reserva de gordura
no tecido hepatossomatico, sugerindo assim a dieta como fonte de lipidios e o tecido
muscular como fonte de colesterol para o desenvolvimento ovariano.

O musculo parece ser a principal fonte de proteinas nos crustaceos e, em decapodos
os niveis de aminodcidos livres nos tecidos atingem valores dez vezes superiores que
aqueles encontrados em vertebrados. Diversos trabalhos sugerem que estes aminodcidos
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 conteido de proteinas durante o desenvolvimento
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ovariano de crustiaceos, podendo resultar de um aumento na biossintese de varias proteinas
incluindo, hormdnios, enzimas e lipoproteinas envolvidas com a maturagdo das gonadas
(ROSA & NUNES 2003a, YEHEZKEL et al. 2000).

Os principais tecidos de reserva de glicogénio em crusticeos sdo o musculo, o
hepatopancreas, as branquias e os hemocitos, porém o local de armazenamento deste
polissacarideo varia conforme a espécie (JOHNSTON & DAVIES, 1972, HERREID &
FULL 1988, PARVATHY 1971). O glicogénio armazenado € utilizado nos processos de
muda, hipdxia e/ou anoxia, osmorregulacio, crescimento, diferentes estagios de reproducao
e durante periodos de jejum (CHANG & O’CONNOR 1983, KUCHARSKI & DA SILVA
1991, ROSA & NUNES 2003a , OLIVEIRA et al. 2001 2004). A auséncia de um deposito
central de glicogénio parece ser, segundo Hochachka & Somero (1984), uma adaptacio de
varias classes de animais a mudancas nos fatores ambientais. Nery & Santos (1993)
sugerem que esta independéncia em relagdo aos depdsitos centrais de glicose seria muito
importante em animais de circulacio aberta, ja que seu fluxo sangiiineo € lento e se da sob

baixa pressdo, o que conduziria a uma distribui¢do menos efetiva da glicose para os tecidos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar histologicamente o ciclo de vitelogénese da lagosta espinhosa

Panulirus echinatus do litoral sul de Pernambuco.

Objetivos especificos

- Caracterizar histologicamente o ciclo reprodutivo da lagosta espinhosa

(Panulirus echinatus) do litoral do estado de Pernambuco;

- Identificar os componentes do vitelo armazenado no ovdario de Panulirus

echinatus, através de métodos histoquimicos;

- Caracterizar morfologica e histoquimicamente o hepatopancreas de Panulirus

echinatus;

- Verificar a relacdo do hepatopancreas na vitelogénese de Panulirus echinatus

através da relacdo gonadossomadtico e hepatossomatico.
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Resumo-Este trabalho objetivou verificar a influéncia do hepatopancreas sobre 0s ovarios
da lagosta espinhosa (Panulirus echinatus) do litoral sul de PE nos diferentes estdgios de
maturacdo. Apds serem capturados os animais foram ortonasiados por choque térmico,
ovarios e hepatopincreas foram coletados e pesados individualmente para obtengdo dos
indices gonadossomdtico e hepatossomatico, fixados em formaldeido a 10% em dgua do
mar e glutaraldeido a 4% em seguida foram incluidos em parafina e em historesina,
cortados e corados. A andlise histologica revelou quatro estdgios de maturagdo:
Desenvolvimento (estdgio II), caracterizado pela presenca de ovogdnias e grande
quantidade de ovdcitos primdrios; Pré-maturacdo (estdgio III), caracterizado pela
predominancia de ovdcitos II; Maturagdo (estdgio IV), caracterizado pela predominancia de
ovdcitos maduros e Pds-desova (estiagio V) caracterizado pela presenca de células em todas
as etapas de desenvolvimento com raros ovocitos maduros e espacos vazios. Os indices
gonodossomaticos e hepatossométicos demonstraram uma correlag@o inversa nos diferentes
estdgios de maturacdo gonadal indicando uma possibilidade de transferéncia de vitelo do
hepatopancreas para os ovdrios durante o periodo reprodutivo.

Termos para indexacdo: ciclo reprodutivo, hepatopancreas, ovdérios, vitelogénese
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Abstract: This study aimed to assess the influence of the hepatopancreas on the ovaries of
the spiny lobster (Panulirus echinatus) southern coast of PE at different stages of
maturation. After being captured animals were ortonasiados thermal shock, ovaries and
hepatopancreas were collected and weighed individually to obtain the gonadosomatic and
hepatosomatic indices, fixed in 10% formaldehyde and glutaraldehyde to 4% in water from
the site of capture were then included in historesin paraffin and sectioned and stained. The
analysis revealed four maturation stages: development (stage II), characterized by the
presence of whose CRL and large quantities of primary oocytes, pre-maturity (stage III),
characterized by the predominance of oocyte II; maturation (stage IV), characterized by
predominance of mature oocytes and post-spawning (stage V) characterized by the
presence of cells in all stages of development with few mature oocytes and empty spaces.
Indexes gonodossomadticos and hepato showed an inverse correlation in the different stages
of maturation indicating a possible transfer of calf hepatopancreas to the ovaries during the
reproductive period.

Index Terms: reproductive cycle, hepatopancreas, ovary, vitellogenesis

Introducao
As trés espécies de lagostas espinhosas (Panulirus argus, P. echinatus e P.
laevicauda) que ocorrem na costa nordeste do Brasil, constituem a principal fonte de renda
dos municipios pesqueiros daquela regido, sendo que P. argus (lagosta vermelha) e P.
laevicauda (lagosta verde) sdo as duas principais espécies capturadas, participando em 75%
e 20% das capturas, respectivamente (Gées & Carvalho, 2005).
Segundo Goées & Lins-Oliveira (2009), as espécies (P.argus e P. laevicauda) t€m

regulamentacdo da pesca, tais como o tamanho minimo de captura e os prazos de captura, a



36

espécie P. echinatus nao tem gestdo juridica, devido a falta de informagdo bioldgica
reprodutiva.

Apesar da importancia como um dos principais recursos pesqueiros da regido
Nordeste do Brasil, pouco se sabe sobre a biologia reprodutiva das lagostas espinhosas
(Silva & Landim, 2006).

O aparelho reprodutivo da fémea de P. echinatus localiza-se na regido dorsal e
mediana do cefalotérax, consistindo de um par de ovérios, 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 ovdrios iniciam abaixo do
pedinculo ocular e ladeiam o estdmago. Avancam abaixo do coracdo e seguem
contornando o intestino, alcancando o segundo segmento abdominal (Silva & Landim,
2006; Barreto et.al., 2008).

Silva & Landim, (2006) descreve quatro etapas distintas no processo de
desenvolvimento dos ovdrios de lagostas espinhosas: Imaturos (estdgio I); Prematuracdo
(estagio II); Maduro (estagio III) e Desova/Reabsor¢do (estdgio IV) e Barreto et.al., (2008)
Analisando cortes histolégicos de ovérios de P. echinatus, encontrou cinco estigios de
maturagdo: imaturo (I), em desenvolvimento (II), pré-maturagdo (III), maturo (IV) e pos-
desova (V).

O hepatopancreas € uma glandula pertencente ao intestino medio que apresenta a
funcdo de metabolizar produtos de reserva energética (Garcia et al.,2002). Essa reserva é
utilizada durante a maturacdo ovariana (Millamena & Pascual, 1990; Cavalli et al., 2001).
Desta forma o conhecimento das células hepatopancredticas é importante para o

entendimento do processo reprodutivo em camardes.
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Nos decdpodas em geral, os tibulos do hepatopancreas apresentam cinco tipos
celulares que compdem o epitélio secretor, as quais se distribuem ao longo do comprimento
destes tubulos, conforme foi descrito por (Souza & Petriella, 2000; Correa et al.,2002), e
para Macrobrachium amazonicum (Franceschini-Vicentini et al., 2006).

O desenvolvimento das gonadas de uma espécie pode ser avaliado pela
determinacdo do indice gonadossomadtico e hepatossomatico. O hepatopancreas € o maior
centro de reservas em decdpodos e, essas reservas podem ser transferidas para as gonadas
durante o seu desenvolvimento (Silva-Castiglioni, 2006).

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

As caracteristicas morfoldgicas dos ovdcitos e a correlagdo entre os indices
gonadossomadticos e hepatossomaticos ao longo do ciclo reprodutivo de Macrobrachium
amazonicum indicam a presenca de vitelogénese endégena e exdgena (Ribeiro, 2006).

O presente trabalho teve como objetivo determinar a relacio gonadossomdtica e
hepatossomdtica em lagosta espinhosa (Panulirus echinatus) do litoral sul de PE nos

diferentes estdgios de maturagao.

Material e métodos
Foram coletados 173 animais fémeas por um periodo de 12 meses entre os meses de
dezembro de 2007 a novembro de 2008, uma média de 15 animais por més, na Praia de
Tamandaré, Litoral Sul do Estado de Pernambuco. A coleta foi realizada utilizando-se rede

de espera e as amostras foram obtidas de forma aleatéria. Depois de coletados, os
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N

individuos foram submetidos a congelagdo em caixa de isopor e transportados para o
Laboratério de Histologia do DMFA/UFRPE. Onde foram identificados, medidos, pesados
e retirados suas génadas e hepatopancreas através de uma abertura feita na regidao dorso-
mediana do cefalotérax. As gonadas e hepatopancreas foram pesados para verificacdo dos
Indices Gonodossomiticos e Hepatossomaticos; fixados em formaldeido a 10% neutro em

dgua do mar (do local da coleta) e glutaraldeido a 4% em tampao fosfato.

Para a realizacdo da andlise histolégica pela microscopia de luz, as gonadas e os
hepatopancreas, foram processados pelos procedimentos de rotina para inclusdo pela
parafina e historresina. Apds a inclusdo em parafina o material foi cortado em micrétomo
manual ajustado para Sum. Os cortes foram corados pela técnica da Hematoxilina/Eosina-
Floxina e pelo Tricromico de Gomori (Tolosa, 2003). O material incluido em historresina
foi cortado em micrétomo apropriado utilizando-se navalhas de vidro previamente
preparadas, ajustado para 3um. Os cortes foram corados pela Hematoxilina /floxina (Cerri
& Sasso-Cerri, 2003). Apés as coloragdes os cortes histoldgicos foram observados em
microscopio de luz e fotografados em Microscopio Trinocular Nikon Eclipse 501 acoplado

ao sistema de video e captura VT 480.

Os indices gonadossomadtico e hepatossomdtico foram determinados segundo Grant &
Tyler (1983), Vazzoler (1996) e Silva-Castiglioni (2006), pelas seguintes equacdes, 1G =
(PG/PA) X 100 e IH = (PH/PA) X 100, onde PG € o peso da gonada, PA é o peso do
animal e PH € o peso do hepatopéncreas. Para os resultados dos indices gonadossomaticos
e hepatossomaticos foi aplicada andlise de centralidade e dispersdo (média + desvio)
utilizando o teste de andlise de variincia a um critério (one-way ANOVA), sendo utilizado

o post-hoc de Tuckey, quando observado uma diferenca entre as médias amostrais. O nivel
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de significancia adotado foi de 5% e as andlises estatisticas foram realizadas no programa
GraphPad Software, Inc. ("GraphPad") Instat versao 2003.
Resultados e Discussoes

As andlises microscOpicas das gonadas feminina de P. echinatus coradas pela
Hematoxilina/eosina e tricromico de Gomori e Hematoxilina/floxina, permitiram visualizar
que as gbdnadas sdo revestidas externamente por um tecido epitelial simples pavimentoso
sobre uma camada acidodfila de tecido conjuntivo, a qual envia septos para o interior do
orgdo, formando um estroma, onde se estabelece o parénquima com os foliculos e suas
células germitativas: ovogonias (células pequenas com nucleos esféricos, intensamente
basoéfilo, ocupando a maior parte do citoplasma), ovocito I (células com citoplasma baséfilo
e nucleo com um ou mais nucléolos), ovdcito II (células com citoplasma acidéfilo e nucleo
esférico levemente corado e com nucléolo bem evidente) e ovdcito maduro (células com
citoplasma acidofilo e nicleo geralmente imperceptivel ou parcialmente cobertos por
granulos de vitelo). Estas mesmas caracteristicas foram evidenciadas por Barreto et al.
(2008) em P. echinatus e Ribeiro (2006) em Macrobrachium amazonicum.

Das 173 fémeas analisadas 08 se encontravam em desenvolvimento (estigio II),
caracterizado pela presenca de ovogonias e grande quantidade de ovdcitos primadrios; 16
fémeas em pré-maturacdo (estdgio III), caracterizado pela predominancia de ovécitos II; 45
fémeas em pods-desova (estdgio V) caracterizado pela presenca de células em todas as
etapas de desenvolvimento com raros ovocitos maduros e espacos vazios € 104 animais
fémeas em maturacdo (estagio I'V), caracterizado pela predominancia de ovocitos maduros.
Este resultado diferencia dos resultados encontrados por Barreto, et.al., (2008) apenas por
nao haver o (estdgio I). Portanto, todas as outras caracteristicas foram confirmadas (figuras

01, 02, 03, 04 ¢ 05).
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Em relacio ao hepatopancreas, Ribeiro (2006), estudando Macrobrachium
amazonicum em microscopia de luz e eletronica, descreve um epitélio pseudoestratificado
com cinco tipos celulares. O hepatopancreas de P.echinatus € um 6rgdo macigo, fridvel, de
coloracdo amarelo-acastanhada, e estd revestido por uma céapsula de tecido conjuntivo. No
parénquima encontram-se uma série de tibulos revestidos por epitélio pseudo-estratificado
que se apdia na membrana basal respectiva. Evidenciam-se neste epitélio varios tipos
celulares: as células cilindricas com borda em escova no d&pice, nicleo grande e
arredondado e citoplasma com intensa basofilia quando comparado a dos demais tipos
celulares e células com formato globular com ntcleo basal achatado, apresentando vérios
vacuolos no citoplasma caracteristicas de células especializadas provavelmente para a
absor¢do e armazenamento. (figura 06).

Silva-Castiglioni (2006), estudando a Biologia reprodutiva do lagostim (Parastacus
varicosus) da Bacia do Rio Gravatai — Rio Grande do Sul, verificou um aumento do indice
gonadossomdtico e uma diminui¢do do indice hepatossomdtico, no periodo de passagem
da primavera para o verdo indicando uma maior atividade reprodutiva no verdo e uma
possivel transferéncia das reservas do hepatopancreas para a gonada nesse periodo.
Analisando as médias dos indices gonadossomdticos dos ovdrios das lagostas espinhosas
(Panulirus echinatus) verificou-se uma variacdo crescente, do inverno para o verdo, nos
valores das médias nesse periodo. Os meses de setembro, outubro, novembro, dezembro,
janeiro e fevereiro, apresentaram em média o maior indice gonadossomatico e os meses de
margo, abril, maio, junho, julho e agosto as menores médias (tabela 01). Considerando as
diferencas de habitat os resultados encontrados neste trabalho confirmam os estudos feitos

por Silva-Castiglioni (2006).
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JA& os indices hepatossomdticos, variaram inversamente aos indices
gonadossomadticos no mesmo periodo. Os meses de abril, maio, junho e julho apresentaram
os maiores indices hepatossomdticos enquanto os meses de novembro, dezembro, janeiro e
fevereiro apresentaram os menores indices hepatossomadticos (tabela 01).

Barreto et al. (2008), afirma que a relacdo gonadossomatica pode ser utilizada como
indicadora dos estddios de maturagdo, este método foi verificado neste trabalho quando foi
feita a andlise comparativa entre os indices gonadossomaticos e indices hepatossomdticos,
levando em consideracdo os periodos de maturacdo gonadal, onde se verificou uma
variacdo entre os periodos de maturagdo. Os animais com gonadas em desenvolvimento,
pré-maturacdo e em desova apresentaram os menores indices gonadossomdticos e os que
estavam com as gonadas em maturacdo os maiores indices. Em relagdo aos indices
hepatossomaéticos, ocorreu o inverso, os animais com gonadas em matura¢o apresentaram
os menores indices, enquanto os animais em desenvolvimento, pré-maturacdo e pds-desova,
apresentaram os maiores indices (tabela 02).

A relacdo gonadossomadtica e hepatossomadtica propostas por Ribeiro (2006), e
Silva-Castiglioni (2006), sao confirmadas neste trabalho quando se verificou um aumento
do indice gonadossomadtico e uma diminui¢do do indice hepatossomdtico nas fémeas em
maturagdo. Indicando assim a possibilidade de transferéncia de vitelo do hepatopancreas
para os ovarios durante a vitelogénese.

Conclusao
Com base nos resultados analisados conclui-se que:

As observacdes microscopicas sdo extremamente importantes. Haja vista, ratificar ou
retificar caracteristicas visiveis macroscopicamente como cor das gonadas, massa ovigeras,

massas espermatoforas raspadas e tamanho do animal.
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A espécie P.echinatus no periodo chuvoso diminui suas atividades reprodutivas enquanto
no periodo seco ocorre um aumento.

Sugere a ocorréncia de transferéncia de vitelo do hepatopancreas para as gonadas no
periodo de reproducdo de P. echinatus.

Que estes resultados venham colaborar para que se crie legislacdo especifica de protecio a

esta espécie estudada.
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TABELA 01. Andlise das médias e desvio padrdo dos indices gonadossométicos e hepatossométicos de Panulirus echinatus nos meses
de dezembro de 2007 & novembro de 2008.

MESES INDICE N° ANIMAIS MEDIAS DESVIO PADRAO
DEZ/07 IGS 12 3,047 42,511
DEZ/07 IHS 12 3,336 +0,3467
JAN/OS IGS 20 1,846 +1,8426
JAN/OS IHS 20 3,603 +0,7049
FEV/08 IGS 20 4280 42512
FEV/08 IHS 20 2,789 +0,5695
MAR/08 IGS 20 1,104 +1,047
MAR/08 IHS 20 3,713 +0,6544
ABR/08 IGS 1 0,548 +0,1874
ABR/08 IHS 1 3,57 +0,771
MAL/08 IGS 20 09362 +1,130
MAL/08 IHS 20 4316 +0,5563
JUN/O8 IGS 20 0,5064* +0,1673%
JUN/O8 IHS 20 4,589% +0,6816*
JUL/O8 IGS 08 0,6635 +0,4156
JUL/OS IHS 08 4,465 +0,8525
AGO/08 IGS 10 2227 +1,206
AGO/08 IHS 10 4302 +0,6351
SET/08 IGS 10 3,276 +1311
SET/08 IHS 10 4350 +0,5120
OUT/08 IGS 20 2472 +1,575
OUT/08 IHS 20 3,960 +0,4455
NOV/08 IGS 19 2,362 +1,795
NOV/08 IHS 19 3,730 +0,5222

TABELA 02. Andlise comparativa entre os indices gonadossomadticos e indices hepatossomaticos de Panulirus echinatus nos
periodos de maturag@o gonadal.

INDICE  ESTADIO DE MATURACAO N° ANIMAIS MEDIAS DESVIO PADRAO

1GS DESENVOLVIMENTO 08 0,5646 +0,1726
IHS DESENVOLVIMENTO 08 4,022 +0,7765
1GS PRE-MATURACAO 16 0,5411 +0,2053
IHS PRE-MATURACAO 16 3,960 +0,7995
1GS MATURACAO 104 2,866 +1,962

IHS MATURACAO 104 3,708 +0,7563
1GS POS-DESOVA 45 0,5694 +0,4077

IHS POS-DESOVA 45 4,147 +0,7733




Figura 1. Ovério em estagio II.HE. 140x. Cabega de seta: ovogodnias; seta larga: ovécito |I; seta fina: ovécito Il. Figura 2.
Ovério em estagio llIl.LHE. 560x. Seta fina: citopalsma do ovécito II; seta larga: nucléolo. Figura 3. Ovario em estagio IV.
Historesina col. Hematoxilina/floxina. 140x. Seta larga: ndcleo do ovécito maduro; seta fina: células foliculares. Figura 4.
Ovério em estagio V. HE. 140x. Cabeca de seta: ovogdnias; seta maior: ovécito maduro; seta menor: ovécito |; seta larga:
ovécito Il. Figura 5. Ovario estagio IV. Col. Tricrdomico de Gomori. 280x. Cabega de seta: ovécito maduro; seta maior:
septo conjuntivo; seta menor: revestimento externo; seta larga: ovécito Il. Figura 6. Epitélio pseudo-estratificado do
hepatopancreas.Historesina. Col. Hematoxilina/ floxina. 560x. cabega de seta: borda em escova; seta larga: célula basal
com vacuolo; seta menor: célula cilindrica com citoplasma baséfilo; seta maior: luz com secregdes.
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Resumo - Este trabralho teve como objetivo identificar os componentes armazenados no
vitelo em P. echinatus do litoral sul de Pernambuco através de métodos histoquimicos.
Apés serem capturados os animais foram ortonasiados por choque térmico, ovérios e
hepatopancreas foram coletados e pesados individualmente, fixados em formaldeido a 10%
em dgua do mar para inclusdo em parafina e em glutaraldeido a 4% para inclusao em
historesina. Apds as inclusdes os blocos foram cortados em micr6tomos apropriados e
ajustados para Sum e 3um respectivamente e corados em Hematoxilina/Eosina,
Hematoxilina/Floxina, PAS+Hematoxilina, Controle PAS, PAS+Alcian Blue pH 2.5 e
Sudan Bleck. A andlise histologica revelou trés fases ovocitdrias: ndo vitelogénica, cujo
citoplasma € basofilo; fase de vitelogénese primdria, quando o citoplasma torna-se
eosinodfilo e vitelogénese secunddria, onde ocorre grande quantidade de granulos de vitelo

eosindfilos. Verificou-se ainda que nos ovécitos maduros o citoplasma é fortemente PAS
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positivo e presenca de goticulas de lipidios positivas ao Sudan. No hepatopancreas,
observou-se a lamina basal dos tibulos hepatopancredticos positiva ao PAS e acimulo de
glicogénio no dpice das células colunares. Estes resultados indicam a presenca de
Mucopolissacarideos neutros e lipidios armazenados nos ovdcitos durante o periodo
reprodutivo da espécie estudada.

Termos para indexagdo: ciclo reprodutivo, vitelogénese, lagosta.

Abstract - This trabralho aimed to identify the components stored in the calf in P. echinatus
southern coast of Pernambuco by histochemical methods. After being captured animals
were ortonasiados thermal 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 with
a microtome appropriate ande adjusted to Sum and 3um respectively and stained with
hematoxylin/eosin, PAS+hematoxylin, control PAS, PAS+Alcian blue ph 2,5 and Sudan
Black. The analysis revealed three stages of oocyte: vitellogenesis not, the cytoplasm is
basophilic; primary stage of vitellogenesis, when the cytoplasm becomes eosinophils and
secondary vitellogenesis, where great amount of yolk granules of eosinophils. It was also
found that in the mature oocyte cytoplasm is strongly PAS positive and presence of lipid
droplets positive for Sudan. In the hepatopancreas, there was the basal lamina of the
hepatopancreatic tubules positive for PAS and glycogen accumulation in the apex of the
cells colunares.Estes results indicate the presence of neutral mucopolysaccharides and
lipids stored in the oocytes during the reproductive period of the species studied.

Index Terms: reproductive cycle, vitellogenesis, lobster
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Introducao

Taxonomicamente foram descritas cerca de 163 espécies de lagostas, agrupadas em
quatro familias: Nephropidae, Synaxidae, Scyllaridae e Palinuridae, a lagosta pintada
(Panulirus echinatus, SMITH, 1869) ¢ uma espécie do género Panulirus, pertencente a
familia Palinuridae. Segundo Gray (1992), esta familia esta dividida em nove géneros, com
cerca de cinqiienta espécies.

Segundo Goées & Lins-Oliveira (2009) as espécies (P.argus e P. laevicauda) t€m
regulamentacdo da pesca, tais como o tamanho minimo de captura e os prazos de captura, a
espécie P. echinatus nao tem gestdo juridica, devido a falta de informagdo bioldgica
reprodutiva.

Apesar da importancia como um dos principais recursos pesqueiros da regido
Nordeste do Brasil, pouco se sabe sobre a biologia reprodutiva das lagostas espinhosas
(Silva & Landim, 2006).

Huiling et al. (2009), observando Panulirus homarus mostrou que os ovarios tem
forma de H e que se posicionam dorsalmente ao aparelho digestivo, com coloragdo
variando gradativamente de branco leite, laranja claro e laranja para rosa salmio e que o
processo de ovogénese € dividido em 4 fases: fase de multiplicacdo (oogdnio); fase pré-
vitelogénese; fase de vitelogénese e estddio de maturagdo.

O aparelho reprodutivo da fémea de P. echinatus localiza-se na regido dorsal e
mediana do cefalotdrax, consistindo de um par de ovérios, 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 ovdrios iniciam abaixo do

pedinculo ocular e ladeiam o estdmago. Avancam abaixo do coracdo e seguem
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contornando o intestino, alcancando o segundo segmento abdominal (Silva & Landim,
2006; Barreto et al., 2008).

Nakamura (1990) descreveu o desenvolvimento dos ovdcitos de P. japonicus em
trés fases e em seis estddios: fase de ndo vitelogé€nese, cujo citoplasma é basofilo; fase de
vitelogénese primadria, quando o citoplasma torna-se eosinodfilo e vitelogénese secunddria,
onde ocorre grande quantidade de granulos de vitelo eosindfilos.

O desenvolvimento das goOnadas de uma espécie pode ser avaliado pela
determinacdo do indice gonadossomadtico e hepatossomatico. O hepatopancreas € o maior
centro de reservas em decdpodos e, essas reservas podem ser transferidas para as gonadas
durante o seu desenvolvimento (Silva-Castiglioni, 2006).

O hepatopancreas € uma glandula pertencente ao intestino medio que apresenta a
funcdo de metabolizar produtos de reserva energética (Garcia et al., 2002). Essa reserva é
utilizada durante a maturacdo ovariana (Millamena & Pascual, 1990; Cavalli et al., 2001).
Desta forma o conhecimento das células hepatopancredticas € importante para o
entendimento do processo reprodutivo em crustaceos.

Nos decdpodas em geral, os tibulos do hepatopancreas apresentam cinco tipos
celulares que compdem o epitélio secretor, as quais se distribuem ao longo do comprimento
destes tubulos, conforme foi descrito por (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 hormdnios liberados na hemolinfa
visando alcancar o hepatopancreas, e entdo estimular a sintese de vitelo e o0 metabolismo de

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

Este trabralho teve como objetivo identificar os componentes armazenados no vitelo

em P. echinatus do litoral sul de Pernambuco através de métodos histoquimicos.

Material e métodos

Foram coletados 173 animais, fémeas por um periodo de 12 meses entre os meses de
dezembro de 2007 a novembro de 2008, uma média de 15 animais por més, na Praia de
Tamandaré, Litoral Sul do Estado de Pernambuco. A coleta foi realizada utilizando-se rede
de espera e as amostras foram obtidas de forma aleatoria. Depois de coletados, os
individuos foram submetidos a congelagdo em caixa de isopor e transportados para o
Laboratério de Histologia do DMFA/UFRPE. Onde foram identificados, medidos, pesados
e retirados suas gonadas e hepatopancreas através de uma abertura feita na regidao dorso-
mediana do cefalotérax. As gdnadas e hepatopancreas foram pesados individualmente para
verificacdo dos Indices Gonadossomdticos e Hepatossomdticos; fixados em formaldeido a
10% neutro em &4gua do mar (do local da coleta) para inclusdo em parafina e em

glutaraldeido a 4% em tampao fosfato para inclus@o em historresina.
Ap6s as inclusdes os blocos foram cortados em micrétomos apropriados e ajustados
para Sum e 3um, respectivamente. Os cortes foram corados em Hematoxilina/Eosina,
Hematoxilina/Floxina, PAS+Hematoxilina, Controle PAS, PAS+Alcian Blue pH 2.5 e

Sudan Black. (Tolosa, et al., 2003); (Cerri & Sasso-Cerri, 2003). Apds as coloragdes os

cortes histolégicos foram observados em microscépio de luz e fotografados em
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Microscépio Biolégico Trinocular Nikon Eclipse 50i acoplado ao sistema de video e
captura VT 480.

Os indices gonadossomadtico e hepatossdmdtico 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 € o peso da gonada, PA é o peso do
animal e PH € o peso do hepatopéncreas. Para os resultados dos indices gonadossomaticos
e hepatossomaticos foi aplicada andlise de centralidade e dispersdo (média + desvio)
utilizando o teste de andlise de variincia 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 andlises estatisticas foram realizadas no programa
GraphPad Software, Inc. ("GraphPad") Instat versdao 2003.

Resultados e Discussoes

A andlise histologica revelou trés fases ovocitdrias: nao vitelogénese, cujo citoplasma
¢ basdfilo; fase de vitelogénese primdria, quando o citoplasma torna-se eosinéfilo e
vitelogénese secunddria, onde ocorre grande quantidade de granulos de vitelo eosinéfilos,
(figuras 01, 02 e 03). Estando de acordo com os resultados encontrados por Nakamura
(1990) ao descrever o desenvolvimento dos ovdcitos de P. japonicus.

Verificou-se ainda que nos ovdcitos maduros quando submetidos ao Periodic Acid-
Schiff (PAS) o citoplasma apresentou-se fortemente PAS positivo, indicando a presencga de
mucopolissacarideos neutros. Haja vista, estes mesmos resultados terem sidos encontrados
com o controle PAS pela amilase salivar e ter sido ndo reagente ao PAS+Alcian Blue pH
2.5 (figura 04).

Cerri, & Sasso-Cerri (2003), obteve bons resultados utilizando Sudan Black com

inclusdo em historresina, Neste trabalho adaptou-se esta técnica e se obteve resultados
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positivos ao se evidenciar goticulas de lipidios na regido periférica dos citoplasmas dos
ovdcitos maduros que reagiram positivamente ao Sudan (figura 05).

No hepatopancreas, observou-se a lamina basal do epitélio pseudoestratificado dos
tibulos hepatopancredticos positiva ao PAS; o actimulo de glicogénio no dpice das células
colunares e borda em escova também positiva ao PAS caracteristicas da presenga de
microvilosidades das células abortivas deste 6rgdo (figura 06).

Gunamalai et al. (2006), afirma que a sintese de estradiol e progesterona em
crustdceos pode ocorrer nas células foliculares ovarianas, sendo os hormonios liberados na
hemolinfa visando alcancar o hepatopancreas, e entdo estimular a sintese de vitelo e o
metabolismo de lipidios. e (Ribeiro, 2006) estudando Macrobrachium amazonicum, fala da
correlagdo dos indices ganadossomdticos e hepatossomdticos na vitelogénese exdgena.
Castiglioni (2006) estudando a Biologia reprodutiva do lagostim (Parastacus varicosus) da
Bacia do Rio Gravatai — Rio Grande do Sul, verificou um aumento do indice
gonadossomadtico e uma diminui¢do do indice hepatossomatico,no periodo de passagem da
primavera para o verdo indicando uma maior atividade reprodutiva no verdo e uma
possivel transferéncia das reservas do hepatopancreas para a gonada nesse periodo e
Barreto et.al. (2008) afirma que a relacdo gonadossomdtica pode ser utilizada como
indicadora dos estadios de maturacao,

Baseados nas médias dos indices gonadossométicos e hepatossomédticos encontrados
neste trabalho (tabela 01) verificou-se que em P.echinatus, os animais com gonadas em
desenvolvimento, pré-maturacio e em desova apresentaram os menores indices
gonadossomaticos e os que estavam com as gonadas em maturagdo os maiores indices. Em
relacdo aos indices hepatossomadticos, ocorreu o inverso, os animais com gonadas em

maturagdo apresentaram os menores indices, enquanto os animais em desenvolvimento,
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pré-maturacdo e pds-desova, apresentaram os maiores indices. Apesar de se tratar de
espécies diferentes e de terem habitat diferentes, os resultados indicam existir uma
correlag@o entre os ovarios e hepatopancreas no processo de vitelogénese exdgena. J4 que a

vitelogénese enddgena € de responsabilidade das células foliculares.

Conclusoes
Conclui-se que:
® A presenc¢a de mucopolissacarideos e lipidios encontrados nos ovocitos maduros de

P.echinatus indicam reserva energética para o periodo reprodutivo.

e A presencga de borda em escova PAS positiva em células do epitélio
pseudoestratificado dos tibulos hepatopancredticos indica uma caracteristica

absortiva deste 00rgao no processo de vitelogénese.

e QOcorreu uma transferéncia de vitelo do Hepatopancreas para os ovdcitos no periodo

de reproducao da espécie Panulirus echinatus.
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TABELA 01. Anilise comparativa entre os indices gonadossomaticos e indices hepatossomaticos de Panulirus echinatus nos periodos

de maturac@o gonadal.

INDICE ESTADIO DE MATURACAO N° ANIMAIS MEDIAS DESVIO PADRAO
IGS DESENVOLVIMENTO 08 0,5646 £0,1726
HS DESENVOLVIMENTO 08 4,022 +0,7765
IGS PRE-MATURACAO 16 0,5411 40,2053
IHS PRE-MATURACAO 16 3,960 40,7995
IGS MATURACAO 104 2,866 +1,962
THS MATURACAO 104 3,708 +0,7563
IGS POS-DESOVA 45 0,5694 +0,4077
HS POS-DESOVA 45 4,147 +0,7733




Figura 1. Fotomicrografia de ovario ndo vitelogénico. HE. 280x. Seta fina: citoplasma do ovécito néo vitelogénico; seta
larga: ninho de ovogodnias. Figura 2. Fotomicrografia de ovario em vitelogénese primaria. HE. 560x. seta fina: citoplasma
do ovécito em vitelogénese primaria; seta larga: estroma. Figura 3. Fotomicrografia de ovario em Vitelogénese
secundaria. HF. 560x. Seta fina: nicleo da célula folicular; seta larga: citoplasma em vitelogénese secundaria. Figura 4.
Fotomicrografia de ovario em maturagdo. PAS. 560x. seta fina: citoplasma de célula nao vitelogenica; seta larga:
citoplasma do ovdcito em vitelogénese secundaria. Figura 5. Fotomicrografia de ovario maduro. Sudan Black. 560x. Seta
fina: goticulas de lipideos; seta pontilhada: nlcleo do ovécito em vitelogénese secundaria. Figura 6. Fotomicrografia de
hepatopancreas. PAS. 560x. Seta maior: glicogénio; seta menor: borda em escova; cabega de seta: citoplasma de célula
colunar; seta pontilhada: lamina basal do epitélio pseudoestratificado do tubulo hepatopancreatico.



