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RESUMO

A carcinicultura de 4agua doce tem sido reconhecida como uma forma para a
producdo de crusticeos com baixo impacto ambiental. O camardo Macrobrachium
amazonicum apresenta grande potencial para a aqiiicultura. Nos ultimos anos, varios
trabalhos sobre a biologia dessa espécie tém sido realizados com o intuito de
desenvolver um pacote tecnoldgico sustentavel para o cultivo de Macrobrachium
amazonicum. Esse trabalho teve como objetivo descrever a estrutura microscopica do
sistema reprodutor masculino (testiculos, ductos deferentes e glandulas androgénicas) e
do hepatopancreas dos diferentes morfotipos de Macrobrachium amazonicum. Para
tanto 40 machos adultos foram divididos em quatro grupos morfotipicos, sendo
denominados de TC (Translucent Claw), CC (Cinnamon Claw), GC1 (Green Claw 1) e
GC2 (Green Claw 2). Os animais foram pesados e foram realizadas medi¢des do
comprimento corpdreo total e do comprimento do segundo quelipodo direito. Apos, os
animais foram mortos e tiveram seus testiculos, ductos deferentes, glandulas
androgénicas e hepatopancreas retirados e submetidos & rotina histologica de
historesina. Foi observada a diferenciacdo de trés morfotipos, segundo as analises
realizadas, sendo eles, TC (Translucent Claw), CC (Cinnamon Claw) ¢ GC(Green
Claw). Entretanto estudos enfatizando o comportamento reprodutivo, assim como, a
histoquimica e a ultraestrutura do sistema reprodutivo ¢ do hepatopancreas, durante a
diferenciacdo morfotipica devem ser realizados para que se possa conhecer a dindmica

morfotipica dos machos adultos de Macrobrachium amazonicum.

Palavras-chave: Macrobrachium amazonicum, morfotipos, sistema reprodutor
masculino, hepatopancreas, morfologia.
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STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF THE MALE REPRODUCTIVE
SYSTEM AND THE HEPATOPANCREAS OF THE DIFFERENTS
MORPHOTYPES OF Macrobrachium amazonicum

ABSTRACT

The culture of the freshwater prawns has been recognized as a way to produce
crustaceans with a low enviromental impact. Macrobrachium amazonicum is the South
American prawn with the greatest potencial for aquaculture. Since 2001 a
multidisciplinary and multi-institutional research program has been developed
technology for Macrobrachium amazonicum culture in Brazil. Thus, this study
attemped to characterize the light microscope structures of the reproductive system
(testes, vas deferens and androgenic gland) and the hepatopancreas of the differents
morphotypes of the Macrobrachium amazonium. Specimens were collected and
classified in four morphotypical groups: TC, CC, GC1 and GC2. The specimens were
weight, and the total length and the cheliped length were measured. Then the testes, vas
deferens, androgenic gland and hepatopancreas were fixed for histological routine of
historesin. Three distinct morphological morphotypes were identified, TC (Translucent
Claw), CC (Cinnamon Claw) and GC (Green Claw) morphotypes. Therefore more
studies concerning to the reproductive behavior and the histochemical and
ultrastrucutral studies need to be accomplished to elucitade the morphotypic

differentiation of the male adults of Macrobrachium amazonicum.

Key-words: Macrobrachium amazonicum, morphotypes, male reproductive system,
hepatopancreas, morphology.
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INTRODUCAO

A carcinicultura de agua doce tem sido reconhecida como uma forma para a
produgio de crustaceos com baixo impacto ambiental (NEW et al., 2000), sendo um dos
setores que mais cresce no mundo (VALENTI, 2002). Os dados da FAO (2002) indicam
que o volume de Macrobrachium rosenbergii cultivado aumentou de 21.000 para
118.500 toneladas no periodo de 1990 a 2000. A produgdo de Macrobrachium
nipponense alcangou 100.000 toneladas na China em 2000 (MIAO e GE, 2002). Estes
dados indicam que o setor cresceu mais de 1000% na ultima década do milénio. Em
2001, a produg¢do mundial de camardes de dgua doce ultrapassou 300.000 toneladas,
movimentando mais de US$ 1 bilhdo (VALENTI, 2002). J& em 2002, somente a
produc@o mundial de Macrobrachium rosenbergii foi estimada em 195.000 toneladas e
movimentou aproximadamente US$ 617 milhdes (FAO, 2004).

Embora a produgdo mundial de camardes de 4gua doce seja menor em relagéo a de
marinhos, apresenta varias vantagens tais como maior resisténcia a doengas, maturacdo
e larvicultura mais simples, independéncia da é4gua salgada, sistema de producdo
compativel com pequenas propriedades € menor impacto ambiental (NEW, 1995;
VALENTI, 1996; NEW, 2000), favorecendo o cultivo sustentavel em empresas que
utilizam mio de obra familiar (VALENTI, 1998; NEW et al., 2000). Até o presente,
Macrobrachium rosenbergii é a inica espécie cultivada no Brasil em escala comercial.
O cultivo ¢ realizado em pequenas propriedades, distribuidas em 16 estados brasileiros,
tendo o Espirito Santo como o principal produtor, detendo 1/3 de toda a produgdo
(MORAES-RIODADES, 2004). Atualmente, essa produgdo encontra-se estabilizada em
400 toneladas anuais (VALENTI, 2004).

A carcinicultura de agua doce corre risco no Brasil por apresentar-se embasada em
uma unica espécie exotica, pois o aparecimento de qualquer intercorréncia pode gerar o
colapso da atividade produtiva. Além disso, Macrobrachium rosenbergii é uma espécie
de origem asiatica e ndo ha estudos referentes ao impacto de sua liberagdio em
ambientes naturais brasileiros. O escape de espécies exoticas cultivadas tem sido
responsavel por varios problemas ambientais, tais como a competi¢do e/ou predacdo em
relacdo as espécies nativas, alteragdes de habitats e disseminacdo de patogenos
(BRIDGER e GARBER, 2002; MYRICK, 2002). O grande desenvolvimento da

produ¢do de Macrobrachium nipponense na China mostra a importancia e a viabilidade
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do uso das espécies nativas para o cultivo. No Brasil, ocorrem naturalmente trés
espécies de camardes de agua doce com grande potencial para cultivo: Macrobrachium
acanthurus, Macrobrachium amazonicum e Macrobrachium carcinus (VALENTI,
1993). Embora alguns aspectos da biologia dessas espécies ja tenham sido estudados,
faltam pesquisas direcionadas para o desenvolvimento de tecnologia de produgéo.

Entre os camardes nativos, Macrobrachium amazonicum merece destaque. Esta
espécie € conhecida como camarfo regional no estado do Para (MORAES-RIODADES
et al., 1999), camardo canela e camardo sossego (VALENTI, 1985) e, atualmente, vem
sendo chamado de camardo-da-Amazénia (MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004).
Apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo desde a Venezuela até o estado do
Parana, habitando as bacias do Amazonas, do Orenoco, do Sdo Francisco, do Parana,
dos rios do Nordeste e do Centro-Oeste (HOLTHUIS, 1952; BIALETZKI et al., 1997).
Supde-se que tenha sido introduzido em algumas dessas regides, mas esta totalmente
adaptado (GURGEL e MATOS, 1984; MAGALHAES, 1999).

O Macrobrachium amazonicum apresenta grande potencial para aqiiicultura. E um
camardo pequeno, que pode alcancar até 16 cm e 30 g (VALENTI et al., 2003), e sua
carne apresenta textura mais firme e sabor mais acentuado em relacdo a carne de
Macrobrachium rosenbergii e, por isso, ¢ mais bem aceita nos mercados consumidores
(MORAES-RIODADES et al., 1999). E amplamente consumido pelas populagdes de
baixa, média e alta renda na regido amazonica (MORAES-RIODADES e VALENTI,
2001) e populagdo rural da regido Nordeste (GURGEL e MATOS, 1984). O
Macrobrachium amazonicum ocorre em quase todo o territorio nacional e seu cultivo
ndo oferece riscos a natureza por escape de viveiros de aqiiicultura, como observado nas
producdes de espécies exoticas, apresentando-se como espécie com grande potencial
para a Aqiicultura. Esta espécie vem sendo largamente utilizado em pesca artesanal na
regido Nordeste (GURGEL e MATOS, 1984) e, nos estados do Para e Amapa
(ODINETZ-COLLART, 1987; ODINETZ-COLLART e MOREIRA, 1993) como fonte
de alimento e renda. Desta forma, fazem-se necessarios estudos que gerem informagoes
para subsidiar técnicas de producio, seja através dos sistemas de cultivo comercial, ou
através de exploragdo racional dos estoques naturais, evitando-se os riscos do seu
esgotamento. No entanto, testes de larvicultura e engorda desta espécie foram realizados
no estado do Para em 1996, mas ndo tiveram continuidade devido a falta de tecnologia

adequada (MORAES-RIODADES et al., 1999).
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Com o intuito de ampliar a produ¢@o da espécie Macrobrachium amazonicum,
muitos estudos vem sendo realizado, principalmente em relagdo a ecologia e biologia
pesqueira de populagdes naturais (ODINETZ-COLLART, 1987; 1991a; 1991b;
ODINETZ-COLLART ¢ MOREIRA, 1993; ODINETZ-COLLART ¢ MAGALHAES,
1994). Também foram investigados outros aspectos, tais como a fecundidade (LOBAO
et al., 1986; SCAICO, 1992; RIBEIRO, 2003; Da SILVA et al., 2004), o
desenvolvimento gonadal (BRAGAGNOLI e GROTTA, 1995; RIBEIRO, 2003; PAPA
et al., 2004; RIBEIRO, 2006), o desenvolvimento larval (GUEST, 1979; ROMERO,
1982; BARRETO e SOARES, 1982; MAGALHAES, 1985; LOBAO et al., 1987,
ROJAS et al., 1990; CUTOLO e VALENTI, 2005), e a alimentacdo ¢ manuten¢do dos
animais tanto em laboratério (ALVES, 1986; ROVERSO et al., 1990; LOBAO et al.,
1994; RIBEIRO, 2003; PAPA, 2003; CUTOLO e VALENTI, 2005), como em tanques
de cultivo (COELHO et al., 1982; MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004).

Nos ultimos anos, outros fatores vém sendo investigados sobre a biologia do
camardo Macrobrachium amazonicum, como por exemplo: testes de laboratorio sobre
técnicas de estocagem, alimentacdo, manutengdo e crescimento de pds-larvas
(BARRETO E SOARES, 1982; LOBAO et al., 1987; 1994; 1996; ROJAS et al., 1990;
ROVERSO et al., 1990; CUTOLO e VALENTI, 2005) e adultos (ALVES, 1986;
RIBEIRO, 2003; PAPA, 2003). Desta forma, a avaliagdo do potencial das espécies de
crustaceos para a produgdo, assim como, os aprimoramentos de técnicas que melhorem
seu cultivo estdo embasados na ampliagdo dos conhecimentos sobre ecologia e biologia
das espécies. Estes dados referem-se a estudos envolvendo o crescimento ¢ a
reproducdo dos animais. Assim, em 2000 foi implantado um programa multi-
institucional e multidisciplinar iniciado sob a lideranca do Centro de Aqiicultura da
UNESP — CAUNESP, no qual esse estudo estd inserido neste programa multi-
institucional que visa desenvolver um pacote tecnologico de produgdo sustentavel para

o cultivo de Macrobrachium amazonicum (VALENTI et al., 2003).

OBJETIVO

Descrever a estrutura microscopica do sistema reprodutor masculino (testiculos,
ductos deferentes e glandulas androgénicas) e do hepatopancreas nos diferentes

morfotipos do camardo-da-Amazonia, Macrobrachium amazonicum, uma vez que essa
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espécie apresenta grande importancia econdomica nas regides Norte e Nordeste, além de
modelo para estudos sobre possiveis impactos ambientais em seu ambiente natural,

sendo que esta espécie é considerada um marcador bioldgico para o meio ambiente.

LITERATURA

Morfologia do Sistema Reprodutor Masculino

O conhecimento morfofisioldgico e comportamental das gdnadas de espécies do
género Macrobrachium faz-se necessario para embasar estudos com relacdo as suas
caracteristicas reprodutivas. Porém a maioria dos trabalhos concernente a reprodugéo ¢é
realizada em fémeas, existindo restricdo na literatura especializada no que se refere a
morfologia do aparelho reprodutor masculino neste género. Acresce-se a este fato a
caréncia de estudos relacionando-se a estrutura do aparelho reprodutor masculino e os
diferentes morfotipos existentes (SAGI et al., 1988).

Com relagdo aos morfotipos de camardes de dgua doce, pode-se evidenciar a
diferenciacdo entre machos que compdem os individuos sexualmente maduros de uma
populacdo. Quando existe o polimorfismo dentre os machos maduros de uma
populacdo, os diferentes morfotipos podem adotar estratégias de copula alternativas
(SAGI et al.,, 1988). Este mecanismo de diferentes estratégias de acasalamento foi
descrito para individuos machos, sexualmente maduros, da espécie Macrobrachium
rosenbergii, onde os machos pequenos (SM) podem se transformar em machos
dominantes com quelipodo azul (BC), apds a passagem pela fase intermediaria de
machos com quelipodo de cor alaranjada (OC) (RA’ANAN e SAGI, 1985).

Para a espécie de camarfo de agua doce Macrobrachium amazonicum foram
descritos quatro morfotipos de machos que compdem a populacdo adulta, sendo
denominados de Transluscent Claw (TC), Ciannamon Claw (CC), Green Claw 1 (GC1)
e Green Claw 2 (GC2). A diferenciacdo desses morfotipos machos estd definida com
base na cor, espinagdo do quelipodo e caracteristicas do crescimento das diferentes
partes do corpo (cefalotorax, abddmen e quelipodo - isquio, mero, carpo, propodo e
dactilo) (MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004). Entretanto, estudos realizados na

mesma espécie, baseados nos indices gonadossomatico e hepatossomatico,
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evidenciaram apenas trés morfotipos, sendo denominados de Quela Transparente (QT),
Quela Canela (QC) e Quela Verde Intensa (QVI) (PAPA et al., 2004).

Existem alguns trabalhos referentes a morfologia do aparelho reprodutor
masculino em camardes de dgua doce. Anatomicamente, os Orgdos do sistema
reprodutor masculino dos Malacostracas estio localizados no cefalotérax do animal. Em
decapodas, o sistema reprodutor masculino consiste de um par de testiculos e ductos
genitais. Cada ducto genital estd formado pelo ducto deferente, que apresenta diferentes
regides (KROL et al., 1992). Quando a espermatogénese estd completa, as células
sexuais sdo transportadas para os ductos deferentes, que as levam para o meio externo
(HINSCH e WALKER, 1974).

Microscopicamente os testiculos Macrobrachium acanthurus sdo providos de
tubulos seminiferos enovelados, e estdo revestidos por uma capsula de tecido
conjuntivo. Nos tubulos seminiferos evidenciam-se as células da linhagem germinativa,
apresentando atividade espermatogénica apenas em algumas regides, permanecendo o
restante do epitélio composto por “espermatogdnias em repouso”. A ampla luz tubular
aparece sempre repleta de espermatides em fases avangadas da espermiogénese e/ou
espermatozoides (CARVALHO, 1980).

SAGI et al. (1988) descreveram histologicamente o aparelho reprodutor
masculino, dos diferentes morfotipos — SM (Small Male), WOC (Week Orange Claw),
OC (Orange Claw), SOC (Strong Orange Claw), ¢ BC (Blue Claw), da espécie exdtica
Macrobrachium rosenbergii. Microscopicamente o0s testiculos destes animais
apresentam lobos contendo cilindros compactados e unidos por tecido conjuntivo,
existindo diferenca neste compartimento entre os diferentes morfotipos. Os testiculos
dos morfotipos SM e OC estdo envolvidos por epitélio pavimentoso. Parte desse epitélio
apresenta-se estratificado e inclui células de varios tamanhos, formando a zona
espermatogénica. Esta zona apresenta células germinativas tanto de atividade
espermatogénica quanto de maturagdo de espermatozoides, que se situam no lumen de
cada cilindro. A transi¢do para o morfotipo SOC esta marcada por atividade
espermatogénica dos testiculos, caracterizada por espessa zona espermatogénica na
parede lobular. Os cilindros testiculares contém espermatdcitos com aparéncia uniforme
no tamanho, na forma e nas caracteristicas histologicas. Cada cilindro apresenta
espermatdcitos no mesmo grau de desenvolvimento, porém esse grau pode variar entre

os cilindros, provavelmente, correspondendo em um estagio espermatogénico. Nos
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espécimes do morfotipo BC, os testiculos contém quase que exclusivamente
espermatozoides maduros, sendo que ndo ha atividade espermatogénica.

Na espécie Macrobrachium lanchestri os testiculos apresentam-se recoberto por
uma capsula de tecido conjuntivo denso. Este 6rgio estd constituido por numerosos
lobulos ramificados, que variam de tamanho e estdo separados entre si por uma delgada
membrana limitante. Cada 16bulo testicular apresenta células germinativas em
diferentes estagios de desenvolvimento, dispostas ao acaso. Nesta espécie ndo ha
grandes variagdes nos testiculos em relagdo ao tamanho dos camardes, sendo que todos
os animais apresentam atividade espermatogénica (RAO et al., 1987).

Em Macrobrachium borellii, os testiculos encontram-se limitados por uma fina
camada de epitélio pavimentoso, composto por células de nicleo achatado. Abaixo
deste epitélio encontra-se a zona germinativa, onde estdo localizadas as células da
linhagem espermatogénica, dispostas aleatoriamente no interior do 6rgdo. A zona
germinativa estd localizada em posig@o periférica dentro dos testiculos. Esta zona esta
formada pelas células germinativas imaturas, as espermatogénias primdrias e
secundarias, e pelas células germinativas maduras, os espermatozoides os quais
encontram-se na luz dos tubulos seminiferos (VERDI e DELGADO, 1998).

Com relagdo a morfologia dos ductos deferentes, embora varios trabalhos
tenham sido realizados em decapodas (HINSCH e¢ WALKER, 1974, MALEK e
BAWAB, 1974a; 1974b; BIZOT-ESPIARD, 1980; GUITART et al., 1985; KOODA-
CISCO e TALBOLT, 1986; HINSCH ¢ MCKNIGHT, 1988; SUBRAMONIAN, 1995;
ARAKI e MATSUURA, 1997; GONZALES e CERISOLA, 1997; QIU et al., 1997,
YILONG e QIKUN, 1997; ZIQIANG e YUNIJIN, 1997; SAINTE-MARIE e SAINTE-
MARIE, 1999; BENHALIMA ¢ MORIAYSU, 2000, MANJON-CABEZA ¢ RASO,
2000; SUDHA-DEVI e ADIYODI, 2001; DIAZ et al., 2002; LEITE, 2002; WANG et
al., 2002; DING et al., 2005; GARCIA e SILVA, 2006; MA et al., 2006), existem
poucos trabalhos realizados, referentes ao género Macrobrachium (VERDI e
DELGADO, 1998; YILONG e QIKUN, 1997; KIM et al., 2002).

Os ductos deferentes possuem em seu interior as células espermaticas, sendo
responsavel por encaminhar os espermatozdides dos testiculos para os gondporos
(KROL et al., 1992; DIAZ et al., 2002; GARCIA e SILVA, 2006). Ao passar pelo
comprimento do ducto deferente, os espermatozoides sdo encapsulados e formam os
espermatdforos (HINSCH e MCKNIGHT, 1988; SAINTE-MARIE e SAINTE-MARIE,

1999). A morfologia dos espermatoforos tem sido estudada devido a sua grande
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importancia filogenética e, também, devido ao desenvolvimento tecnoldgico para a
inseminagao artificial em crustdceos (SUBRAMONIAM, 1993; DIAZ et al., 2002).

Microscopicamente, a parede dos ductos estdo formadas por um epitélio
glandular (VERDI e DELGADO, 1998; DIAZ et al., 2002; MORIYASU et al., 2002;
WANG et al., 2002; GARCIA e SILVA, 2006). Esse epitélio esta revestido por um
tecido conjuntivo (DIAZ et al., 2002; YILONG e QIKUN, 1997). Entretanto, em
algumas espécies, esse epitélio esta revestido por células musculares (VERDI e
DELGADO, 1998). Em outras espécies de crustaceos, existe uma camada muscular,
que pode estar localizada entre o epitélio e o tecido conjuntivo ou, ainda, apds o tecido
conjuntivo (YILONG e QIKUN, 1997; ADIYODI ¢ ANILKUMAR, 2002; GARCIA e
SILVA, 2006). O epitélio dos ductos deferentes apresentam varias fungdes tais como, o
transporte ¢ manutengdo de um ambiente propicio para os gametas, ¢ a produgio de uma
capa protetora, formando o espermatdforo (DIAZ et al., 2002; GARCIA e SILVA,
2006).

Os ductos deferentes podem ser diferenciado em varias regides, dependendo da
espécie estudada (McLAUGHLIN, 1983). Para a espécie Litopenaeus setiferus, foram
diferenciadas quatro regides denominadas de I, II, IIl e IV, sendo que a regido IV
também ¢ denominada de ampola terminal (KING, 1948). Ja para a espécie Penaeus
kerathurus, os ductos deferentes foram divididos em trés regides funcionalmente
distintas, sendo elas média (ascendente e descendente), distal e ampola terminal
(MALEK e BAWAB, 1974a). Em estudos realizados nas espécies Macrobrachium
nipponense (QIU et al., 1997), Metapenaeus ensis (WANG et al., 2002),
Aristacomorpha foliacea (TUNESI, 1987) e Aristeus foliacea (ORSI-RELINI e
TUNESI, 1987) os ductos deferentes estdo constituidos por trés regides distintas, sendo
denominadas de regides anterior, media e posterior ou ampola. Para a espécie Diogenes
pugilator, foram descritas mais de oito regides distintas dos ductos deferentes
(MANJON-CABEZA ¢ RASO, 2000).

Nas espécies de crustaceos Goniopsis cruentata (GARCIA e SILVA, 2006) e
Cancer borealis (MORIYASU et al., 2002) os ductos deferentes apresentam-se dividido
em duas regides distintas. Para a espécie Goniopsis cruentata, os ductos deferentes
apresentam a primeira regido, proximal, constituida por epitélio pavimentoso, e epitélios
cilindricos nas regides média e distal. Na segunda regido o epitélio glandular é ctbico
simples e torna-se cilindrico ao se aproximar do gonoporo. Nesta espécie o

espermatdforo estd totalmente maduro proximo ao gondporo (GARCIA e SILVA,
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2000). Ja para a espécie Cancer borealis, a regido proximal dos ductos deferentes sdo
responsavel pela formagao e estocagem dos espermatdforos totalmente formados e pela
formagdo do fluido seminal. A regido distal ¢ responsavel pela formacdo do “plug”
espermatico. Ainda nessa ultima espécie, foram realizados estudos relacionando as
diferentes fases fisioldgicas dos animais com o desenvolvimento dos ductos deferentes.
Desta forma, foram descritas trés diferentes fases fisiologicas, denominadas de I, I e
III. A fase I representa os animais imaturos, onde os ductos deferentes ndo apresentam
espermatdforo. A fase Il representa os animais jovens, onde os espermatoforos estio
localizados nos ductos deferentes. Ja a fase III representa os animais adultos, que
apresentam ductos deferentes bem desenvolvido, com producdo de todos os
componentes para a formagdo do “plug” espermatico (MORIYASU et al., 2002).

Outros estudos realizados na espécie Macrobrachium nipponense evidenciaram
os ductos deferentes divididos em quatro regides, sendo elas regides proximal,
enovelada, distal e dilatagdo distal. O epitélio secretor de todo os ductos deferentes
apresenta-se cilindrico simples, porém difere de altura dependendo da regido em que se
encontra. O limen dos ductos deferentes contém espermatoforos em varios estagios de
desenvolvimento, sendo que os totalmente maduros encontram-se na regido de dilatacdo
distal (YILONG e QIKUN, 1997). Entretanto, estudos realizados na espécie
Macrobrachium borellii ndo evidenciaram diferentes regides nos ductos deferentes,
sendo constituido por um tubulo largo circular, formado externamente por uma grossa
capa muscular e internamente por epitélio colunar do tipo glandular. No lumen desses
ductos encontram-se os espermatozdides imersos em uma matriz de aspecto gelatinoso,
com caracteristicas basofila. Rodeando essa estrutura se diferencia outra matriz, com o
mesmo aspecto gelatinoso, porém eosindfila (VERDI e DELGADO, 1998).

Na regido proximal dos ductos deferentes, as células epiteliais secretam uma
matriz que é responsavel pelo empacotamento ¢ direcionamento dos espermatozoides,
dando inicio a formacdo do espermatdforo (GONZALEZ ¢ CERISOLA, 1997; QIU et
al.,, 1997; DIAZ et al., 2002; WANG et al., 2002). Estudos realizados em Pleoticus
muelleri indicaram que o epitélio dessas regides € cubico simples e apresenta células
que possuem nucleo grande e proemiente, e citoplasma com estruturas fibrosas (DIAZ
et al,, 2002). Ja para a espécie Metapenaeus ensis, essa regido apresenta epitélio
cilindrico simples (WANG et al., 2002). Essas células sdo responsaveis pela secregio da
primeira camada do espermatoforo (GONZALEZ e CERISOLA, 1997; QIU et al,
1997; DIAZ et al, 2002; WANG et al., 2002). Para a espécie Enophometopus
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occidentalis, a primeira por¢do dos ductos deferentes estd de formato espiral, com
epitélio cilindrico simples. As células desse epitélio apresentam nucleo multilobado ou
células multinucleares (HALEY, 1984).

A regido média dos ductos deferentes ainda ¢ responsavel pela formagao do
espermatoforo. O epitélio secretor dessa regido ¢é cilindrico simples. As células
apresentam nucleo alongado e o citoplasma apical com regido de borda em escova (RO
etal., 1990; KROL et al., 1992; DIAZ et al., 2002; WANG et al., 2002).

Ja a regido distal, também denominada de ampola terminal e ducto ejaculatdrio,
¢ o local onde ocorre a deposi¢do e a organizagdo dos componentes do espermatdforo,
assim como a finalizagdo da maturacdo. Nessa regido o epitélio ¢ cilindrico simples,
responsavel pela secrecdo de muco e substincias adesivas para facilitar a adesdo do
espermatdforo nas fémeas (DIAZ et al., 2002; WANG et al., 2002). As células epiteliais
apresentam nucleo basal e citoplasma apical com borda em escova. A estrutura do
espermatdforo é altamente variavel dentre os decapodas. Desta forma, ¢ compreensivel
que a estrutura morfologica dos ductos deferentes também seja varidvel (DIAZ et al.,

2002).

Morfologia das Glindulas Androgénicas

De acordo com a literatura especializada, a presenca de um tecido glandular
aderido aos ductos deferentes foi observada pela primeira vez em Cambarus montanus
por FAXON (1884). Esse tecido também foi observado em Callinectes sapidus por
CRONIN (1947). O envolvimento desse tecido glandular na regulagdo da diferenciagio
masculina e da espermatogénese foi estabelecido no anfipoda Orchestia gammarellus,
sendo esse tecido denominado de glandula androgénica (CHARNIAUX-COTTON,
1954). LEGRAND (1955) confirmou o efeito androgénico da glandula no is6podo
Armadillidium vulgare. Sabe-se que o controle da espermatogénese em crusticeos
difere dos vertebrados, uma vez que as fun¢des endodcrinas € gaméticas estdo claramente
separadas em dois orgdos distintos, sendo estes, as glandulas androgénicas e os
testiculos, respectivamente (GINSBURGER-VOGEL ¢ CHANIAUX-COTTON, 1982;
CHARNIAUX-COTTON e PAYEN, 1988). Desta forma, recentes estudos tém indicado
que as glandulas androgénicas tém um papel fundamental no desenvolvimento e

manuten¢do de caracteristicas masculinas em varios crusticeos malacostracas
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(CHANIAUX-COTTON e PAYEN, 1985; 1988; SAGI, 1988; OKUNO et al., 1997;
1999; KHALAILA et al., 2002; HASEGAWA et al., 2002).

Na maioria das espécies de malacostracas, as glandulas androgénicas estdo
localizadas, na porg¢éo terminal dos ductos deferentes (FOWLER ¢ LEONARD, 1999,
YE et al., 2003; MURAKAMI et al., 2004). Porém, em Armadillidium vulgare esta
glandula estd aderida na porgéo final da regido cefalica dos testiculos (HASEGAWA et
al., 2002). Estudos histoldgicos de microscopia de luz evidenciaram que as glandulas
androgénicas estdo envoltas por tecido conjuntivo (VEITH e MALECHA, 1983; JOSHI
e KHANNA, 1987; NINAGAWA et al., 1994; FOWLER e LEONARD, 1999; AWARI
e DUBE, 1999; HASEGAWA et al., 2002). Desse tecido partem projecdes que se
fundem ao tecido conjuntivo que recobre os ductos deferentes, aderindo as glandulas
androgénicas ao mesmo (JOSHI ¢ KHANNA, 1987, NINAGAWA et al., 1994;
FOWLER e LEONARD, 1999).

Ainda, estudos evidenciaram que o arranjo celular das glandulas androgénicas
pode ser bem variado, dependendo do grupo de animais estudado. Foram descritos
corddes celulares sinuosos, corddo simples de células alinhadas, corddes de células
anastomosadas, células organizadas em l6bulos, e amontoados de células
(CHARNIAUX-COTTON e PAYEN, 1985). O arranjo celular das glandulas
androgénicas do camardo de agua doce Macrobrachium rosenbergii é constituido por
corddes celulares alinhados ou ainda formando um grupo celular piramidal (VEITH e
MALECHA, 1983). Ja para a espécie Ocypode quadrata, o arranjo celular dessas
glandulas estd constituido por corddes celulares enovelados ou anastomosados
(CHARNIAUX-COTTON e PAYEN, 1985). Ainda, as glandulas androgénicas de
Armadillidium vulgare estdo formadas por uma massa celular enovelada (HASEGAWA
et al, 2002). Entretanto, em Cherax desdructor foram evidenciadas variagdes
estruturais nas glandulas androgénicas. O arranjo celular dessa glandula, nesta espécie,
pode estar constituido por um corddo celular simples ou por corddes celulares multiplos.
Essas diferengas do arranjo celular podem ocorrer devido a diferenga da idade ou da
maturidade sexual dos espécimes estudados (FOWLER ¢ LEONARD, 1999).

Estudos histoldgicos das glandulas androgénicas em crustaceos decapodas
evidenciaram células epiteliais associadas a uma camada muscular. As células
apresentaram-se ovais, com nucleo grande variando de arredondado a oval, e citoplasma
bastante vacuolizado. Ainda foram evidenciadas junc¢des celulares entre essas células

epiteliais (FOWLER e LEONARD, 1999). Em alguns oniscdides, foi encontrado um
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polimorfismo celular e nuclear, sendo que o didmetro do nicleo numa mesma glandula
pode variar de 6 a 35nm (LEGRAND e JUCHAULT, 1972).

Estudos realizados nas glandulas androgénicas da espécie Macrobrachium
rosenbergii evidenciaram trés grupos celulares, sendo diferenciados através do didmetro
celular. As células androgénicas apresentaram citoplasma escasso ¢ denso, e nucleo
intensamente basofilico. A histoquimica das células androgénicas mostrou resultados
positivos para o teste de azul de mercurio-bromofenol tanto para o citoplasma quanto
para o nucleo, confirmando a natureza protéica do horménio (AWARI e DUBE, 1999).
Entretanto, considerando ainda a espécie Macrobrachium rosenbergii, estudos recentes
demonstraram a presen¢a de dois tipos celulares, os quais sdo denominados de células
do tipo I e tipo II. As células do tipo I sdo relativamente menores, com citoplasma
corado intensamente por hematoxilina. Ja as células do tipo II sdo relativamente
maiores, com citoplasma pouco corado pela hematoxilina (OKUMURA e HARA,
2004).

Ainda foram identificados dois tipos celulares nas glandulas androgénicas de
Scylla serrata, sendo denominados de células tipo A e tipo B. As células do tipo A
apresentaram nucleo arredondado com pouca heterocromatina e citoplasma corado
fracamente. Ja as células do tipo B apresentaram nucleo achatado rico em
heterocromatina e citoplasma ou corado fortemente ou ndo evidenciado. As células do
tipo B sdo formadas quando as células do tipo A iniciam sua atividade secretora (YE et
al., 2003).

Estudos ultraestruturais das células das glandulas androgénicas de
Armadillidium vulgare evidenciaram o citoplasma celular contendo grande niimero de
organelas como reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, e também notaram a
presenca de estruturas organizadas entre as células. Essas estruturas conectam o espago
intercelular através de canaliculos intercelulares para exportar o hormoénio das glandulas
androgénicas. A membrana plasmatica das células das glandulas androgénicas préximo
a esses canaliculos intercelulares apresenta especializagcdes formando jungdes celulares.
Os granulos secretores, supostamente contendo peptideos do hormoénio das glandulas
androgénicas, estdo distribuidos proximos aos canaliculos intercelulares. Alguns desses
granulos fundem-se com a membrana plasmatica das células androgénicas, sugerindo os
granulos secretores, contendo horménio das glandulas androgénicas que sdo

transferidos para o espaco extracelular através dos canaliculos intercelular,

23



particularmente desenvolvido para exportar hormdnios peptidicos (NEGISHI et al.,
2001).

A ultraestrutura das células das glandulas androgénicas do camaro de dgua doce
Macrobrachium nipponense revelou que durante a época ndo reprodutiva, as células
androgénicas apresentaram citoplasma vacuolizado e nucleo picnotico. Células
androgénicas presentes em animais que tiveram ablacdo unilateral do pedinculo ocular
apresentaram reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido. J& as células
androgénicas presentes em animais com ablagdo bilateral apresentaram maior
desenvolvimento do reticulo endoplasmatico rugoso e do complexo de Golgi. Essas
ultimas caracteristicas também foram observadas em animais normais em época
reprodutiva. As gonadas desse camardo em época reprodutiva estavam em processo
espermatogénico ativo. A ablacdo do pedunculo ocular estimulou o progresso da
espermatogénese, particularmente nos animais com ablagdo Dbilateralmente. A
performance reprodutiva induzida pela ablacdo bilateral do pedunculo ocular € tdo
efetiva quanto em animais normais em época reprodutiva. Desta forma, as mudangas
ocorridas nas células das glandulas androgénicas sugerem que a abla¢do do pedunculo
ocular parece induzir precocemente o desenvolvimento gonadal masculino (KIM et al.,
2002).

O desenvolvimento das glandulas androgénicas na espécie Scylla serrata pode
ser dividido em quatro estagios (YE et al., 2003). O estagio I estd caracterizado por
apresentar glandula pequena com células glandulares localizadas em pequenos
amontoados. No estagio II a glandula estd formada por um corddo celular distinto. O
estagio III esta caracterizado pelo aumento do volume glandular e por apresentar células
com hiperplasia. Ja o estagio IV esta caracterizado pelo inicio da degeneragdo celular.
Em Porcellio scaber, as células androgénicas em degenera¢do apresentaram nucleos
picndticos e um grande agregado de granulos elétron-densos. Essa destruicdo das
células cessa a atividade secretora das glandulas androgénicas (RADU ¢ CRACIUM,
1976). A destrui¢do do excesso de material secretor no lisossomo, sendo este fendmeno
de crinofagia, foi observada nas células das glandulas androgénicas de Armadillidium
vulgare (CHAIGNEAU e JUCHAULT, 1979).

MURAKAMI et al. (2004) observaram em Procambarus clarkii dois tipos de
tecidos glandulares aderidos a regido subterminal da porg@o ejaculatdria dos ductos
deferente. Um desses tecidos estava localizado dentro da cavidade corpdrea, enquanto o

outro estava localizado dentro da coxa. As caracteristicas celulares do primeiro tecido
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assemelham-se as glandulas androgénicas dos demais malacostracas. J4 as células do
tecido localizado no interior da coxa apresentaram-se menores ¢ mais basofilas devido
ao menor volume e a maior densidade do seu citoplasma e nucleo. Ainda nessas células
do tecido localizado no interior da coxa foram evidenciadas fibras coradas em negro,
semelhante a fibras nervosas de ganglios, apos uma coloragdo especifica. A fun¢do
dessas células foi sugerida como estando associada ao desenvolvimento das

caracteristicas sexuais secundarias.

O papel das glindulas androgénicas na determinacdo sexual

CHARNIAUX-COTTON (1954) foi o primeiro pesquisador a sugerir o papel
regulador das glandulas androgénicas, mostrando que a ablac@o bilateral das glandulas
androgénicas em Orchestia gammarella bloqueou a diferenciagdo das caracteristicas
masculinas primarias e secundarias e a diminui¢do da espermatogénese. Apds esse
achado, o papel das glandulas androgénicas na determinacdo sexual tem sido
investigado em varias espécies de crustaceos malacostracas. Em fémeas do isdépodo
Armadillidium vulgare, a implantacdo ou a injecdo de extratos das glandulas
androgénicas, nos primeiros estagios de diferenciag¢do sexual, resultou na diferenciacdo
de testiculos e no aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias masculinas
(LEGRAND, 1955; KATAKURA E HASEGAWA, 1983; SUZUKI ¢ YAMASAKI,
1997; 1998). Similarmente, a implantagdo das glandulas androgénicas em fémeas do
decapoda de agua doce Macrobrachium rosenbergii nos estagios iniciais de
desenvolvimento, provocou a diferenciagdo de espécies geneticamente fémeas em
espécimes fenotipicamente machos (NAGAMINE et al., 1980b). A implantacdo das
glandulas androgénicas em fémeas de Procambarus clarkii induziu o desenvolvimento
de apéndices abdominais masculinos (NAGAMINE e KNIGHT, 1987; TAKETOMI et
al., 1990; TAKETOMI e NISHIKAWA, 1996). FOWLER ¢ LEONARD (1999)
evidenciaram que a inje¢@o de extratos de glandulas androgénicas em fémeas juvenis do
lagostim de agua doce Cherax destructor provocou o desenvolvimento da abertura
genital masculina. Fémeas do lagostim Cherax quadricarinatus, que tiveram a
implantagdo das glandulas androgénicas exibiram o desenvolvimento de propodos,
semelhantes aos masculinos, ¢ também exibiram a inibi¢do do desenvolvimento das

caracteristicas sexuais secundarias femininas (KHALAILA et al., 2002).
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Estudos na maturagdo de machos de Macrobrachium rosenbergii
andrectomizados no inicio dos estdgios de desenvolvimento, exibiram um alto grau de
feminilizagdo, incluindo o inicio da oogénese e¢ o desenvolvimento de oviductos e
gondporos femininos (NAGAMINE et al., 1980a). A reimplantacdo das glandulas
androgénicas em camardes andrectomizados reverteu o efeito andrectdomico. A
implantagdo das glandulas androgénicas em fémeas deu inicio ao processo de
masculinizagdo, manifestado pelo desenvolvimento do apéndice sexual masculino, do
complexo do gondporo masculino, dos quelipodos maduros masculinos e do inicio de
espermatogénese nos ovarios (NAGAMINE et al., 1980a; 1980b). Machos
andrectomizados em estagios avancados de desenvolvimento se tornaram parcialmente
feminilizados ou ndo feminilizados (NAGAMINE et al., 1980a).

Ainda, estudando a espécie Macrobrachium rosenbergii, machos imaturos
submetidos a andrectomizacdo bilateral ndo desenvolveram a quela azul (uma
caracteristica sexual secundéria) e nem genitalia normal. Evidencia-se ainda uma grande
variedade de anormalidades gonadais, incluindo a redugdo do tamanho testicular, o
desenvolvimento de orgdos metade ovario e metade testiculo, sendo denominados de
“ovotesticulos” e de ovarios lobulados anormalmente, assim como, a producdo de ovos.
Também se pode observar que o crescimento somatico de machos andrectomizados é
similar ao crescimento de fémeas normais. Esses resultados mostram que uma completa
reversdo sexual funcional pode ocorrer apds a andrectomizag¢do € que ocorreu um alto
grau de feminilizag¢do utilizando-se os machos imaturos. Também pode ser observado
que as glandulas androgénicas tem efeito direto e indireto no crescimento somatico em
Crustacea, em adi¢do ao seu efeito na determinagdo sexual e crescimento do tecido
reprodutivo (SAGI et al., 1995).

A reversdo sexual em fémeas de Macrobrachium rosenbergii foi realizada
através da implantagcdo das glandulas androgénicas de machos adultos (MALECHA et
al., 1992). Observaram-se anormalidades e infertilidade do sistema reprodutivo em
fémeas implantadas que apresentavam comprimento de carapaga de 8.0 a 10.3 mm.
Porém uma completa reversdo da funcdo sexual e uma completa reversdo das
caracteristicas sexuais secundarias sdo observadas em fémeas com comprimento de
carapaga de 6.5 a 7.5 mm (aproximadamente 30 dias apos a metamorfose da pos-larva).
A implantagdo de glandulas androgénicas hipertrofiada em fémeas imaturas da espécie

Cherax quadricaricatus provocou a masculinizagdo das caracteristicas sexuais
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secunddrias, porém o processo de vitelogénese somente foi suprimido, ndo sendo
eliminado totalmente (KHALAILA et al., 2001).

O efeito da andrectomizagdo bilateral na diferenciagdo morfotipica também foi
realizado na espécie Macrobrachium rosenbergii. Observa-se que os machos do
morfotipo SM ablados transformam-se no proximo morfotipo, o OC. Porém a
transformag@o subseqiiente para o morfotipo dominante BC ndo foi observada. A
andrectomizagdo de machos OC ndo evita a transformacdo para o morfotipo BC. A
andrectomizagdo de machos tanto do morfotipo SM quanto OC provocou o
desaparecimento da papila genital, e a atrofia dos ductos espermaticos e dos testiculos
desses morfotipos. Também se observou que a taxa de crescimento de machos com
morfotipo SM e OC andrectomizados ¢ significativamente menor que em machos ndo
operados e em machos operados, mas que ndo tiveram suas glandulas retiradas (SAGI et

al., 1990).

Existéncia de hormonio sexual em Crustacea

A primeira evidéncia da existéncia de hormonios sexuais em invertebrados foi
obtida para Orchestia gammarela (CHARNIAUX-COTTON, 1952). O autor
evidenciou que o controle enddcrino do ovario ocorreu, através do desenvolvimento de
oostegites. Esses oostegites sdo caracterizados por um crescimento lamelar pequeno na
face interna da coxa dos 3, 4 ¢ 5 pereopodos, responsavel pela formacdo da bolsa
reprodutiva (CHARNIAUX-COTTON, 1953). Os oostegites sdo considerados
caracteristicas sexuais secundarias, as quais desapareceram em fémeas que tiveram seus
ovarios retirados e reapareceram com a reimplantacdo ovariana. Ja a existéncia de
hormonio masculino, responsavel pela diferenciagio testicular, com produgdo hormonal
fora das gonadas, foi demonstrada na mesma espécie, seguindo a implantagdo de
ovarios em machos normais e castrados (CHARNIAUX-COTTON, 1953). A fonte
provedora desse hormoénio foi identificada como uma glandula, localizada aderia a cada
um dos ductos deferentes, sendo denominada de glandulas androgénicas (JUCHAULT
et al,, 1984; KATAKURA, 1984; HASEGAWA et al., 1993, SAGI et al., 1997;
OKUNO et al., 2002). As glandulas androgénicas foram identificadas em uma grande
variedade de espécies de crustaceos (SAGI e KHALAILA, 2001). Ainda, tem sido
demonstrado o papel das glandulas androgénicas na diferenciagdo masculina ¢ na

inibicdo da diferenciagdo feminina (SUN et al., 2000; SAGI ¢ KHALAILA, 2001;
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OKUNO et al., 2001). Desta forma, a diferenciagdo sexual pode ser manipulada através
da remocgdo das glandulas androgénicas, sem danificar as gonadas (SAGI e AFLALO,
2005).

O primeiro resultado experimental sobre o controle da diferenciacdo do aparato
genital masculino foi obtido em Orchestia gammarella. As glandulas androgénicas sio
0s Unicos o6rgdos ou tecidos no macho que, quando implantados em uma fémea jovem
provoca a masculiniza¢cdo dos ovarios e dos ductos deferentes, simultaneamente as
caracteristicas sexuais secundarias (CHARNIAUX-COTTON, 1954). O hormodnio das
glandulas androgénicas € essencial para a espermatogénese sendo também importante
no comportamento dos machos (NEGISHI e HASEGAWA, 1992: SAGI et al., 1997:
OKUNO et al., 2002). Apds completa remocdo das glandulas androgénicas, a
espermatogénese diminui e depois cessa, e alguns odcitos comegam a se diferenciar
(CHARNIAUX-COTTON, 1964). Os ovarios transplantados em machos intactos ou
castrados s@o transformados em testiculos. Porém o ovario permanece normal quando
transplantado em um macho desprovido de glandulas androgénicas. Desta forma as
glandulas androgénicas sdo fontes exclusivas de hormonios responsaveis pela
diferenciacdo do aparato genital masculino, sendo que os testiculos ndo secretam
hormdnio androgénico (CHARNIAUX-COTTON e PAYEN, 1985).

A masculiniza¢do de fémeas de Orchestia gammarella através da implantag¢do
de glandulas androgénicas foi objeto de varios estudos. Foi descrito que, por volta de
duas a trés semanas ap6s a implantagdo de uma ou duas glandulas androgénicas, a zona
germinativa dos ovarios forma células germinativas que realizam espermatogénese,
semelhante a um testiculo normal. As células foliculares secundarias sdo transformadas
em células de estoque e seus nucleos tornam-se poliploide. A primeira espermiogénese
¢ efetiva somente quando a transformacdo estd totalizada. Os espermatozoides sdo
férteis. Em fémeas em maturacdo, a primeira agdo da implantacdo das glandulas
androgénicas ¢ a inibi¢do do inicio da vitelogénese secundaria. Rudimentos dos ductos
espermaticos se desenvolvem através da multiplicagdo celular (CHARNIAUX-
COTTON, 1960; 1970, 1972). Em fémeas jovens esses ductos crescem até o ultimo
esternito e a papila genital aparece, porém esses ductos ndo sio funcionais devido a
abertura da papila nfo ser continua com o ductos (ZERBIB, 1964). A existéncia de
machos perfeitos (XX) torna-se possivel com a implantagdo das glandulas androgénicas
em fémeas antes da diferenciacdo sexual externa. Se a implantagdo ocorrer antes da 4°

muda pés-embridnica, as fémeas sdo transformadas em “neomachos” funcionais. Cabe
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ressaltar que esses “neomachos” apresentam suas glandulas androgénicas funcionais. O
aparecimento de oostegites em fémeas implantadas durante a 3* ou 4 intermuda prova
que os ovarios secretam hormoénios antes de serem transformados em testiculos
(GINSBURGER-VOGEL, 1972; 1975).

Apds a implantagdo das glandulas androgénicas em varios decapodes, a
espermatogénese foi obtida também em f€meas jovens do camardo de agua doce
Macrobrachium rosenbergii. Na implantagdo, os ovarios dessas fémeas somente
apresentavam oogonias. No final do experimento, a espermatogénese foi observada nas
regides anterior e posterior dos ovarios. A oogénese continuou ocorrendo na regifo
central do orgdo. Os ductos deferentes estavam formados completamente. Esses ductos
estavam conectados com as gbénadas e aos gonoporos masculino, que continha
espermatozoides maduros (NAGAMINE et al., 1980b). Desta forma pode-se afirmar
que o hormoénio androgénico induz a diferenciagdo do trato genital masculino
(NAGAMINE et al., 1980b; HASEGAWA et al., 2002).

MANOR et al. (2004) observaram que a implantago das glandulas androgénicas
em fémeas de Cherax quadricarinatus inibiu a vitelogénese promovendo o crescimento
do animal. Com isso, atribuiu-se a implantacdo das glandulas androgénicas como um
fator de crescimento direto, semelhante aos efeitos encontrados para os androgenos em
vertebrados. Esse crescimento, em combinacdo com um efeito indireto, através da
inversdo do investimento energético da reprodugdo e vitelogénese, promoveu o
crescimento corpdreo.

Na maioria das espécies de crustaceos, o hormdnio androgénico parece atuar
através da difusdo ao longo do trato genital. O desenvolvimento de rudimentos
androgénicos depende diretamente da constitui¢@o genética do macho em estudo. O fato
de que em fémeas a circulagdo do horménio androgénico induz uma nova e funcional
glandula androgénica ¢ de dificil explicagdo. Esses resultados demonstram que a
genética das fémeas possui genes que codificam o desenvolvimento das glandulas
androgénicas, ¢ que o horménio androgénico exdgeno poderia ativar esses genes
(CHARNIAUX-COTTON e PAYEN, 1985).

HASEGAWA et al. (2002) estudaram a localizagdo do horménio das glandulas
androgénicas no sistema reprodutor masculino de algumas espécies de isdpodos
terrestres, com auxilio de reagdes de imunohistoquimica. Os autores evidenciaram a

existéncia do hormonio androgénico somente nas glandulas androgénicas, ndo sendo
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evidenciado nos testiculos e nem nos ductos deferentes em espécies das familias

Armadillidiidae, Porcellionidae, Scyphacidae e Oniscidea.

Regulacio da Diferenciacdo Sexual do Aparato Genital

As glandulas androgénicas sdo consideradas como responsaveis pela
diferenciacdo da goénia em espermatogonia e pelo processo da espermatogénese. No
jovem macho de Orchestia gammarella, a espermatogénese se inicia quando as
glandulas androgénicas ndo estdo ainda totalmente separadas dos ductos espermaticos e
o dimorfismo sexual externo ainda néo ¢ visivel. Com isso 0 hormonio das glandulas
androgénicas alcanga a gonia por difusio ao longo do trato genital. Por outro lado, em
decapodas, os testiculos jovens nio mostram atividade espermatogénica por varias
intermudas. O inicio da atividade espermatogénica ocorre provavelmente através da
circulagio do hormonio das glandulas androgénicas (HGA). Em adigdo, a
individualizagdo das glandulas androgénicas em lagostins e siris europeus, através da
indug¢do da primeira espermatogénese, provocou o inicio da atividade glandular dos
ductos espermaticos e o desenvolvimento dos gonoporos (CHARNIAUX-COTTON e
PAYEN, 1985). A implantacdo de glandulas androgénicas suplementar em machos
jovens de Carcinus maenas demonstrou muito bem o papel da circulagdo do HGA no
aparato genital, que desde o inicio, evidenciou um desenvolvimento acelerado (PAYEN,
1973; 1974). No camarfo de agua doce Macrobrachium rosenbergii, o inicio da
espermatogénese ocorreu depois da diferenciagio dos ductos deferentes e a
individualizagdo das glandulas androgénicas (CHARNIUX-COTTON e PAYEN, 1985).

O término da atividade espermatogénica pode ser alcangado na presenca
continua de HGA. Desta forma a espermatogénese em machos andrectomizados de
algumas espécies de crustaceos, pode ocorrer da mesma maneira que em Orchestia
gammarella (CHARNIUX-COTTON e PAYEN, 1985), Cambarus bartonii bartonii
(PUCKETT, 1964), e Macrobrachium rosenbergii (NAGAMINE et al., 1980a). Em
testiculos isolados a atividade espermatogénica cessa. Quando os testiculos estdo
associados com as glandulas androgénicas, a zona germinal produz espermatogonias e
ocorre a espermatogénese (BERREUR-BONNENFANT, 1967). Porém em certas
espécies, a presenca continua do HGA ¢ necessaria para que exista a atividade

espermatogénica e também para a diferencia¢do da zona germinal. Na auséncia do HGA
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ou na presenca de baixos niveis de hormonio, a zona germinal produz oogénia dando
inicio a oogénese. Em algumas espécies, a atividade espermatogénica apenas ¢ iniciada
na presen¢a do HGA, porém parece ser capaz de se manter na auséncia deste hormonio
(CHARNIAUX-COTTON e PAYEN, 1985). Os testiculos de Carcinus maenas quando
sdo transplantados em fémeas, apresentam espermatogénese normal, assim como no siri
europeu (AMATO e PAYEN, 1976; PAYEN e AMATO, 1978).

A intensidade da atividade espermatogénica é geralmente regulada pelo nivel de
HGA. Durante a época reprodutiva, as glandulas androgénicas estdo bem desenvolvidas
e a espermatogénese ¢ intensa. Durante o repouso genital, as glandulas androgénicas
estdo pequenas assim como os testiculos, que também ficam reduzidos. A existéncia
dessa correlacdo foi observada em Orchestia gammarella (MEUSY, 1965), Lysmnata
seti caudata (TOUIR, 1973), Orconectes narii (CARPENTES e De ROOS, 1970;
PAYEN, 1973), Astacus leptodactylus (CARPENTES e De ROOS, 1970; PAYEN,
1973), e Scylla serrata (YE et al., 2003).

O crescimento e a atividade das glandulas androgénicas sdo controladas por um
horménio moderador, sendo sua produgdo situada no pedinculo ocular (CHARNIAUX-
COTTON e PAYEN, 1985). Em crustaceos decapodas, o complexo Orgio X e glandula
do seio, localizados no pedunculo ocular, produzem o neurotransmissor que ¢
responsavel pela regulagdo de varios processos fisiologicos (KELLER, 1992; SAGI et
al., 1997; WILDER et al., 1994). O efeito desse hormo6nio na reprodugdo masculina é
menos conhecido em relag@o a feminina (KHALAILA et al., 2002). KHALAILA et al.
(2002) estudando Cherax quadricarinatus evidenciaram que a ablagdo do pedunculo
ocular de machos maduros resultou na hipertrofia das glandulas androgénicas. A
hipertrofia das glandulas androgénicas combinada com a hiperatividade e o aumento da
sintese de RNA ap6s a ablagdo do pedinculo ocular também foi observado para os
decapodas Paratelphusa hydrodromous (ADIYODI, 1984), Pandalus platyceros
(BROCKENBROUGH-FOULKS e HOFFMAN, 1974), no camardo protandriaco
(HOFFMAN, 1968), e Parapenaeopsis hardwickii (KULKARNI et al., 1984). O
aumento da sintese protéica em machos devido a ablacdo do pedunculo ocular,
provavelmente proporcione o aumento da expressdo de polipeptidios especificos, os
quais representam fatores androgénicos (MARTIN e JUCHALT, 1999; OKUNO et al.,
1999, SAGI e KHALAILA, 2001; KHALAILA et al., 2002).

A ablagdo do pedunculo ocular também causa mudangas nas dindmicas do

sistema reprodutor de machos maduros. Apos a ablagdo existe um aumento gradual e
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significante no peso dos ductos espermaticos devido ao acumulo de espermatoforos no
interior dos ductos espermaticos, prontos para serem e¢jaculados. Esse acumulo de
espermatoforos € um indicador de aumento do potencial do processo de espermiacio,
através da remog¢do do pedunculo ocular. Foi evidenciado ainda que o numero de
lobulos espermatogénicos contendo espermatdcitos primarios era bem menores em
machos que tiveram a ablagdo de seus pedunculos oculares. Esse fato indica que a
ablacdo do pedunculo ocular eleva o indice de meiose e diminui o indice de mitose nas
células testiculares. Em adi¢do, a diminui¢do tardia dos testiculos pdde explicar o
porqué dos ductos espermaticos tornarem-se cheios de espermatdforos, os quais
provavelmente causem uma resposta de feedback, com a inibi¢do da divisdo mitdtica
das espermatogoOnias em espermatocitos primarios. Todo esse processo dindmico nos
testiculos, que esta sendo induzido diretamente pela ablagdo do pedunculo ocular ou
através da atividade das glandulas androgénicas, ainda ndo esta totalmente elucidado
(KHALAILA et al., 2002).

Experimentos in vitro t€m mostrado o efeito inibitorio do fator das glandulas do
seio no eixo endocrino de decapodas, assim como dos eixos formados pelo 6rgio Y-
pedunculo ocular (SEFIANI et al., 1996), e pelo 6rgdo mandibular-pedunculo ocular
(LUI e LAUFER, 1996; WAINWRIGHT et al., 1996), e ainda, do efeito inibitorio do
extrato da glandula do seio na sintese de polipeptidios nas glandulas androgénicas
(KHALAILA et al., 2002). O efeito inibitorio do extrato das glandulas do seio foi
evidenciado nas glandulas androgénicas, com conseqiiente inibi¢do da secre¢do destas
glandulas. Esses efeitos ndo foram detectados nos testiculos, porém existem mudancas
significativas nesse orgdo apods a ablagdo do pedunculo ocular in vivo. Assim, o efeito
do eixo enddcrino, mediado pelas glandulas androgénicas e pelos fatores do pedunculo
ocular, no sistema reprodutivo masculino, provavelmente apresenta como conseqiiéncia
a hipertrofia e a hiperatividade das glandulas androgénicas apos a ablacdo do pedinculo
ocular (KHALAILA et al., 2002). Os fatores inibitorios das glandulas do seio sobre a
sintese de ecdisone, no 6rgdo Y e de metilfarnesoato no 6rgdo mandibular, foram
identificados e caracterizados por varios autores (LANDAU et al.,, 1989; LUI e
LAUFER, 1996; SEFIANI et al., 1996; TANG et al., 1999; WAINWRIGHT et al.,
1996). Sabe-se que as secregdes, tanto do 6rgdo Y como as do 6rgdo mandibular, atuem
no sistema reprodutivo masculino em decapodes (JO et al., 1999; SUBRAMONIAM,
2000; TANG et al., 1999). Assim, os fatores neuroenddcrinos do pedinculo ocular

controlam o sistema reprodutivo masculino em decapodes através de um eixo endocrino
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formado pelas glandulas do seio, pelas glandulas androgénicas e pelos testiculos. O
efeito inibitorio dos 6rgdos do pedunculo ocular no sistema reprodutivo masculino foi
documentado para varias espécies, porém o modo de acdo do fator responsavel por essa
inibi¢do ndo ¢ conhecido (KHALAILA et al., 2002).

KHALAILA et al. (2002) estudando Cherax quadricarinatus sugeriram que o
fator neuroenddcrino do pedunculo ocular controla o sistema reprodutivo de crustaceos
decédpodas via um eixo endocrino formado pelas glandulas do seio, glandulas
androgénicas e testiculos. Embora os autores enfatizem que os efeitos das glandulas
androgénicas na atividade testicular em crustidceos decapodas tenham sido amplamente
estudados, os fatores inibitérios das glandulas androgénicas produzidos pela glandula do
seio e 0 HGA ainda precisam ser caracterizados.

OKUMURA ¢ HARA (2004) estudaram a correlagdo da estrutura celular das
glandulas androgénicas na atividade espermatogénica e na diferenciagdo morfotipica de
Macrobrachium rosenbergii. Os autores enfatizaram que a diferenciagdo morfotipica ¢
controlada pela acdo do horménio androgénico, sendo este provavelmente de origem
protéica. A atividade espermatogénica apresentou correlagdo com o ciclo de mudas nos
machos de morfotipos SM e OC. A espermatogdénia aumenta em nimero no estagio de
pré-muda tardia, tornando-se espermatodcitos no estagio de pos-muda, sendo que estes
ultimos se diferenciam em espermatozodides na intermuda e nos estagios inicias de pré-
muda. A ultraestrutura das células androgénicas foi comparado entre os estagios de
mudas, mas ndo foram evidenciadas mudangas distintas, em relagdo a espermatogénese.
Por outro lado, entre os 3 morfotipos existentes, as glandulas androgénicas apresentou-
se maior nos machos do morfotipo BC, sendo que suas células apresentaram citoplasma
com reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido. Desta forma, os autores
concluiram que durante a espermatogénese, que esta relacionada com o ciclo de muda, o
hormdénio androgénico apresenta-se em niveis constantes ¢ tem importantes papéis na
manutencdo ¢ na regulacdo da espermatogénese. Também evidenciaram que durante a
diferenciacdo morfotipica, as glandulas androgénicas estdo mais ativa nos machos de
morfotipo BC e que esta apresenta papel na regulagdo da atividade do periodo

reprodutivo.
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Hepatopancreas

Em crustaceos, o hepatopancreas desempenha funcdo importante na assimilagio
de nutrientes e, provavelmente, represente a provisdo de reserva de energia utilizada
para o crescimento e metabolismo dos animais (DHALL ¢ MORIATY, 1984). Estudos
realizados em machos adultos da espécie de camardo de agua doce Macrobrachium
rosenbergii, indicaram que o peso do hepatopancreas estd diretamente correlacionado
com o estagio morfotipico de desenvolvimento e o gasto de energia, direcionado para o
crescimento ¢ a atividade sexual (KURIS et al., 1987; SAGI ¢ RA’ANAN, 1988S;
SURESHKUMAR e KURUP, 1999).

O hepatopancreas recebe diferentes denominag¢des como figado, pancreas,
glandula do intestino médio, glandula gastrica, glandula digestiva, cecos anteriores,
diverticulo digestivo, 6rgdo digestivo, glandula intestinal média e hepatopancreas
(GIBSON e BARKER, 1979). Este 6rgdo, na maioria dos crustaceos, esta associado ao
intestino médio e apresenta diferentes niveis de complexidade dentre as espécies
estudadas. Dentre os decapodas, o hepatopancreas € particularmente bem desenvolvido
e forma uma rede complexa de ductos e tubulos em fundo cego que ocupa a maior parte
da cavidade cefalotoracica (GIBSON e BARKER, 1979; FRANCESCHINI-
VICENTINI et al., 2007).

Esta glandula consiste de duas metades que se dispdem uma de cada lado da
linha média do animal. Cada metade apresenta trés lobos que sfo conectados
separadamente ao estomago ¢ intestino médio por um ducto primario que se divide em
ductos secundarios em cada lobulo. Os ductos secundarios se ramificam amplamente
em ductulos, sendo que cada um termina em um complexo de tabulos em fundo cego
(FACTOR, 1981; FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2007). O hepatopancreas ¢
morfologicamente similar na maioria dos decapodas (GIBSON e BARKER, 1979),
apesar do nimero de lobos pode variar nas diferentes espécies (ICELY e NOTT, 1992).
Penaeus ssp (VOGT, 1985; LOVETT e FELDER, 1989) e Caridina laevis (PILLAI,
1960) apresentam apenas um lobo em cada metade do hepatopancreas. Entretanto o
hepatopancreas do Astacus astacus ndo ¢ um O6rgdo compacto como nos demais
decéapodas. Este 6rgdo esta dividido em duas metades, que ndo se conectam (VOGT et
al., 1989).

Os tubulos digestivos estdo imersos e suportados por um tecido conjuntivo

constituido de fibras colagenas bem definidas, que apresentam uma variedade de
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estruturas caracteristicas que incluem sinusoides hemolinfaticos, células circulantes da
hemolinfa e fibroblastos (FACTOR e NAAR, 1985; 1990). Células contrateis contendo
feixes de miofilamentos ocupam o espaco entre a membrana basal e a [dmina propria do
tabulo hepatopancreatico. Essas células apresentam processos que se dispdem circular e
longitudinalmente ao tibulo formando uma malha de tecido contractil ao redor da

lamina basal do mesmo (FACTOR e NAAR, 1985; ICELY ¢ NOTT, 1992).

Os tubulos hepatopancreaticos em fundo cego podem estar divididos em regides
distal, média e proximal relativas ao trato digestorio principal (VOGT et al., 1989).
Internamente esses tubulos estdo revestidos por um epitélio colunar simples (FACTOR
e NAAR, 1985; ICELY e NOTT, 1992; BRUNET et al., 1994; CORREA Ir et al.,
2002). Quatro tipos celulares t€ém sido identificados no epitélio de revestimento dos
tubulos do hepatopancreas em decapodas. Os tipos celulares sdo classificados em E
(embrionaria), R (reabsortiva), F (fibrilar) e B (vesicular), de acordo com o esquema

proposto por JACOBS (1928) e HIRSCH e JACOBS (1928).

A localizagdo destes tipos celulares varia ao longo do comprimento do tubulo
hepatopancreatico (ICELY e NOTT, 1992; CORREA Jr et al., 2002). As células E estdo
restritas a regido distal em fundo cego. Ja as células R ocorrem ao longo de todo o
comprimento do tubo. As células F ocorrem principalmente na regido distal, enquanto
as células B localizam-se na regido proximal do tubulo hepatopancreatico. Apenas as
células R revestem os ductulos e os ductos secundarios do hepatopancreas (ICELY e
NOTT, 1992). Em alguns decapodas foi identificado um quinto tipo celular denominado
de células M (basal) (AL-MOHANNA et al., 1985b). Este tipo celular esta disperso em
todo o comprimento do tibulo e apdia-se na membrana basal do epitélio, porém nao

mantém contato com o limen do hepatopancreas (ICELY e NOTT, 1992).

As células E sfo indiferenciadas e apresentam nucleo grande que ocupa a maior
parte do volume citoplasmatico (AL-MOHANNA et al., 1985b; ICELY ¢ NOTT, 1992).
O citoplasma apresenta pouco reticulo endoplasmatico rugoso e liso, mitocondrias,
vesiculas limitadas por membranas e muito complexo de Golgi. Esse tipo celular ¢é
responsavel pela renovagdo celular do epitélio dos tibulos hepatopancreaticos (ICELY
e NOTT, 1992). Durante os estagios de pés-muda, o nucleo celular € proeminente e néo
apresenta sinais de divisio mitética. Porém no estdgio de intermuda estas células
apresentam alta atividade mitdtica apds a alimentacdo (AL-MOHANNA et al., 1985a).

Durante estagios iniciais da pré-muda, as células E apresentam mitose, sendo esta a
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principal caracteristica dessas células nesse periodo. A atividade mitdtica diminui
progressivamente e cessa antes da ecdise (AL-MOHANNA e NOTT, 1989). A divisdo
continua da célula E parece estar relacionada com a extrusao da célula B do epitélio de
revestimento do tibulo hepatopancreatico e, desta forma, provavelmente poderia prover
células adicionais uma vez que os tibulos crescem em comprimento a cada muda (AL-

MOHANNA e NOTT, 1989).

As células F apresentam nucleo localizado préximo a regido basal da célula. O
citoplasma apresenta reticulo endoplasmdtico rugoso extenso com numerosos
ribossomos tanto aderidos a membrana quanto dispersos no citoplasma, € numerosas
mitocondrias distribuidas por toda a célula. Os complexos de Golgi sdo comuns e
geralmente apresentam cisternas dilatadas (ICELY e NOTT, 1992; VOGT, 1992). A
parte luminal dessas células apresenta microvilos que estdo lineados por uma camada
entérica. Estas células sdo especializadas em sintetizar e secretar enzimas digestivas
durante algumas fases do ciclo alimentar (ICELY e NOTT, 1992). Apds a ingestdo de
alimento estas células apresentam numerosos granulos de zimogénio. Esses granulos
estdo localizados na regido apical do citoplasma e sdo aparentemente sintetizados pelo
reticulo endoplasmatico rugoso e empacotados pelo complexo de Golgi. Desta forma, as
células F sintetizam e secretam zimogénio para a digestdo extracelular.
Subseqiientemente, estas células captam material para a digestio intracelular e se

diferenciam em células B (AL-MOHANNA et al., 1985a).

As células F apresentam ainda um grande vactiolo supranuclear, podendo formar
um reservatorio de atividade digestiva latente antes da alimentagdo (AL-MOHANNA et
al., 1985a). Quando se inicia o estidgio de intermuda, a freqiiéncia das células F ¢
marcadamente reduzida, particularmente nas regides média ¢ proximal dos tubulos
hepatopancreaticos. Isso ocorre devido a diferenciagio das células F em B. A freqiiéncia
das células F permanece reduzida ao longo do periodo de intermuda e presumivelmente
continuardo a se diferenciar em células B. Além disso, no inicio do estagio de pré-muda
essas células apresentam freqiiéncia minima dentre as células epiteliais e estdo restritas
a regido imediatamente proximal & zona de divisdo celular (AL-MOHANNA e NOTT,
1989).

As células B sdo diferenciadas a partir das células F e estdo envolvidas com a
digestdo intracelular (AL-MOHANNA e NOTT, 1986). Sdo os maiores tipos celulares

do hepatopancreas ¢ apresentam um grande vactiolo envolto por uma fina camada de
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citoplasma. O ntcleo estd restrito a regido basal da célula. O citoplasma apresenta
reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias e complexo de Golgi (ICELY e NOTT,
1992). Logo apds a alimentag?o, a por¢do apical da membrana das células B desenvolve
invaginagdes as quais se estendem como canais para dentro das células, produzindo as
vesiculas pinociticas. Proximo a este complexo pinocitotico esta localizado um sistema
de vacuolos subapicais que apresenta material granular. Esses vacuolos coalescem com
os corpos digestivos, sendo que estes ocupam quase todo o volume celular. Com o
progresso da pinocitose a camada entérica sobre os microvilos torna-se menos
conspicua e o citoplasma ¢é reduzido a uma fina camada marginal na célula. O nucleo
estd comprimido e localizado basal ou lateralmente, junto com o reticulo
endoplasmatico rugoso e poucas mitocondrias. Com o avango do processo de digestio
intracelular, pequenas regides translicidas aparecem na matriz dos corpos digestivos.
Essas regides aumentam em volume e sio completamente substituidas por um material
condensado nas inclusdes digestivas. Essas inclusdes formam grandes vactiolos
contendo material amorfo envolto por corpos circulares e estruturas membranosas. As
regides translucentes fundem-se para formar grandes vacuolos digestivos. No final do
processo de digestdo intracelular as células B estdo caracterizadas por uma extensa
vacuolizacdo. H4 uma tendéncia dos vactiolos aumentarem progressivamente de
tamanho ¢ moverem-se basalmente. Eventualmente ha um unico vactiolo grande

contendo esferas densas (AL-MOHANNA e NOTT, 1986).

Apds a digestdo celular, as células B iniciam a fase de extrus@o. Nessa fase as
microvilosidades sdo reduzidas em numero e o citoplasma apical estd muito reduzido.
Um unico vacutolo ¢ formado ocupando grande parte do volume celular. O citoplasma
marginal contém, basalmente, poucas mitocondrias envoltas por reticulo

endoplasmatico rugoso e nucleo achatado (AI-MOHANNA e NOTT, 1986).

As células R sdo as mais abundantes nos tibulos hepatopancreaticos dos
decapodas. O nucleo dessas células localiza-se na regido basal, tendendo a ser pequeno
e conter menos cromatina que os nucleos dos demais tipos celulares. O citoplasma
apresenta reticulo endoplasmatico liso associado as invaginagdes da membrana basal
celular, mas também pode ocorrer no citoplasma apical em um estagio especifico do
ciclo digestivo. Apresenta ainda pouco reticulo endoplasmatico rugoso, ribossomos
livres, e numerosas mitocondrias localizadas principalmente na regido apical do

citoplasma. O complexo de Golgi esta ativo na regido medial da célula e apresenta-se
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associado ao reticulo endoplasmatico liso na regido basal da célula. Esse complexo
apresenta cisternas achatadas e produzem vesiculas elétron-densa, as quais coalescem
em corpos multivesiculares e sdo acumuladas em vactolos supranucleares (ICELY e

NOTT, 1992).

As células R absorvem nutrientes soluveis do limen do intestino e estocam
lipidios e glicogénio (AL-MOHANNA e NOTT, 1989). Desta forma, as células R
constituem o principal local de estocagem de lipidios e glicogénio (ICELY e NOTT,
1992). Essencialmente, a func¢do das células R é absorver metabdlitos difusiveis do
limen, e ainda metabdlitos difusiveis e pequenas particulas da hemolinfa. Esses
metabolitos e particulas sdo estocados como lipidio e glicogénio no citoplasma (AL-

MOHANNA e NOTT, 1987).

As células M s3o conhecidas pela acumulagdo continua de material organico
denso, o qual ocupa todo o volume celular. Os precursores da sintese desse material
organico sdo, provavelmente, derivados da hemolinfa, ou das células B e R vizinhas,
uma vez que ndo ha associagdo direta das células M com o [imen celular. Desta forma
ndo ha evidéncias de atividade pinocitica na membrana celular e o transporte deve
ocorrer por difusio (AL-MOHANNA et al, 1985b). Essas células, ainda, ndo
apresentam borda em microvilos (AL-MOHANNA ¢ NOTT, 1987).

As células M também sdo responsaveis pelo material de origem protéica
estocado no hepatopancreas (AL-MOHANNA et al., 1985b). Essas células sofrem
mudangas na freqiiéncia e na estrutura, durante o ciclo de muda do animal (AL-
MOHANNA e NOTT, 1987). Cada célula acumula material de origem protéica dentro
de um vactolo macigo, durante o periodo de intermuda, sendo esse material utilizado
durante o periodo de pré e pos-muda (AL-MOHANNA e NOTT, 1989). Esse corpo
denso acumulado ndo € derivado de um sistema de digestdo intracelular, uma vez que
ndo ha evidéncias de material membranoso ou particulado remanescente de um processo

digestivo (AL-MOHANNA et al., 1985b).

As células M tendem a ser arredondadas, permanecendo em contato com a
lamina basal e, ocasionalmente, podem produzir extensdes citoplasmaticas com
ramificagdes entre as células vizinhas. As células localizadas imediatamente proximal
exibem caracteristicas de células em estagios inicias de atividade celular. Nessas células

jovens, o nucleo estad rodeado por uma fina camada de citoplasma que apresenta reticulo
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endoplasmatico reduzido e complexo de Golgi com pequenas cisternas, contendo
material elétron-denso, e apenas alguns ribossomos, mitocondrias e particulas

semelhantes a glicogénio (AL-MOHANNA et al., 1985b).

As células localizadas na regido medial-distal dos tabulos hepatopancreaticos
apresentam complexo de Golgi proeminente e bem desenvolvido, com numerosas
vesiculas. Essas vesiculas aparentemente representam estagios para a formagdo de
granulos grandes e densos, com acumulo progressivo e formagdo de um aspecto
diferenciado das células nesse estagio de desenvolvimento. Os granulos densos também
parecem emergir envoltos de membrana, com inclusdes semidensas, contendo material
granular. Esses granulos parecem estar em estagio intermedidrio para a formacdo de
grandes e imaturos corpos densos. O reticulo endoplasmatico rugoso torna-se mais
conspicuo que nos estagios inicias de atividade das células M. Ribossomos livres estio
presentes no citoplasma, ocorrendo sozinhos ou como polirribossomos, juntamente com
mitocondrias. O complexo de Golgi produz vesiculas, que estdo aderidas diretamente
aos corpos elétron-densos imaturos. Esses aspectos parecem ser um processo continuo
de amalgamacio de todas as inclusdes para formar um uUnico corpo denso no
citoplasma, durante a migra¢do da célula M através dos tibulos hepatopancreaticos.
Com o aumento do tamanho do corpo denso, o citoplasma estd reduzido a uma fina
camada e o nucleo vai tornando-se comprimido em um lado da célula. Ao mesmo
tempo, longas lamelas de reticulo endoplasmatico rugoso desenvolvem-se e tornam-se

mais conspicuos (AL-MOHANNA et al., 1985b).

Células M com um tnico e maturo corpo denso sdo sempre encontradas na
regido apical do tibulo hepatopancreatico. Esses corpos densos estio envoltos por
membrana ¢ contém matriz homogénea com alta elétron-densidade. O citoplasma
circundante contém reticulo endoplasmatico rugoso e um uUnico e proeminente
complexo de Golgi, juntamente com poucas mitocondrias e particulas semelhantes a
glicogénio. O complexo de Golgi apresenta cisternas achatadas que contém material de

baixa elétron-densidade (AL-MOHANNA et al., 1985b).
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MATERIAL E METODOS

Para a presente investigacdo realizou-se arrasto com rede de malha de 6 mm,
para a captura dos 40 machos adultos de camardo-da-Amazdnia Macrobrachium
amazonicum (Fig. 1), apresentando a mesma idade. Estes animais constituiam a segunda
geracdo de animais provenientes do Pard que se encontravam nos viveiros do Setor de
Carcinicultura do Centro de Agqiiicultura da UNESP — CAUNESP, Jaboticabal, SP,
Brasil. Os animais foram selecionados, em grupos de 10 espécimes de acordo com cada
um dos quatros morfotipos: Transluscent Claw (TC), Cinnamon Claw (CC), Green
Claw 1 (GC1) e Green Claw 2 (GC2), descritos por MORAES-RIODADES e
VALENTI (2004).

Avaliacio Biométrica e dos Comprimentos do Corpo e do Quelipodo

Os animais foram mortos por choque térmico e realizaram-se as pesagens totais
do corpo dos animais coletados, com auxilio de balanga analitica, com precisdo de
0,0001mg (Mettler Toledo AB204, Suiga). Posteriormente, foram medidos, com auxilio
de paquimetro digital com precisdo de 0,05 mm, o comprimento total (distincia entre a
margem distal do rostro até a extremidade distal do telson) e o comprimento do segundo
quelipodo direito (distidncia entre a margem proximal do isquio até extremidade distal

do prépodo) dos animais (MORAES-RIODADES e VALENTI, 2004).

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 espécimes
(machos) por morfotipos. A partir dos resultados, realizou-se Andlise de Variancia
(GLM) e teste de Tukey a 5% (p<0,05). Para a conformidade dos resultados utilizou-se
o programa SAS (1995).
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Avaliacio morfolégica dos oOrgios reprodutores masculinos nos diferentes

morfotipos

Apds as pesagens ¢ medigdes, os animais tiveram os testiculos, ductos
deferentes, glandulas androgénicas e hepatopancreas coletados, sendo fixados por 24h
em solucdo de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965). Apés foram realizados banhos em
tampdo fosfato a 10%, durante sete dias e procedeu-se a rotina de inclusdo em
Historesina (Leica Microsystems Nussloch, Alemanha). Em seguida, realizou-se a
microtomia do material para obtencdo de secgdes de 2um, que posteriormente foram
corados com Hematoxilina/Eosina e Tricrdmio de Masson para andlise das
caracteristicas estruturais dos orgdos nos diferentes morfotipos. A analise e a
fotodocumentagdo foi realizada em fotomicroscopio Olympus B Max-50 (Olympus,
Japdo) no Laboratorio de Morfologia de Organismos Aquaticos, associado ao Centro de
Agqiiicultura da Unesp, CAUNESP, da Faculdade de Ciéncias da Universidade Estadual
Paulista, UNESP, Bauru, SP.
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RESULTADOS

O sistema reprodutor masculino de Macrobrachium amazonicum esta composto
basicamente por testiculos, ductos deferentes e glandulas androgénicas (Figs. 2a e 2b).
Os testiculos s@o pares, unidos nas regides cranial e caudal (Fig. 2a), e est@o localizados
na regido dorsal da carapaga. Os ductos deferentes, também s2o estruturas pares e
tubuliformes divididos em trés regides: proximal, média e distal (Fig. 2a). Os ductos
deferentes sdo responsaveis pela comunicacdo de cada testiculo, com o meio externo.
Essa comunicag@o ocorre através de uma papila que esta localizada na base do quinto
apéndice toracico do animal. As glandulas androgénicas sdo pares, e se localizam na
regido distal dos ductos deferentes, denominadas de ampola terminal (Fig. 2b).

Quanto a diferenciacdo morfotipica de machos da espécie Macrobrachium
amazonicum (Fig. 1), os machos TC sdo os menores dentre os morfotipos existentes,
apresentando a menor média para o peso corporeo (p<0,05) (Tabela 1). Os animais
desse morfotipo apresentam o menor tamanho de quelipodo, sendo este transparente. Os
machos do morfotipo CC apresentam peso corporeos maior que o morfotipo anterior,
com quelipodo também maior, de coloracdo canela (p<0,05) (Tabela 1). Os animais do
morfotipo GC1 apresentam peso corporeo ¢ comprimento de quelipodos esverdeados
maiores que os morfotipos anteriores (p<0,05) (Tabela 1). O maior peso corpdreo e o
comprimento de quelipodo verde intenso foi encontrado para os animais do morfotipo
GC2 (p<0,05) (Tabela 1). Com relagdo ao comprimento do corpo, nota-se que 0s
quatros morfotipos se dividem em dois grupos significativamente diferentes, sendo o
primeiro grupo formado pelos morfotipos TC e CC, e o segundo formado pelos

morfotipos GC1 e GC2 (p<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1: Valores médios + DP das medidas morfométricas de machos de Macrobrachium amazonicum *

Morfotipos Peso do Corpo Comprimento do Corpo Comprimento da Quela

(2) (cm) (cm)
TC 3,12+0,28a 7,53 +0,47a 3,22 +0,22a
cc 5,55+0,59b 7,79 +0,33a 4,47 % 0,33b
GCl1 7,10 £ 0,42¢ 9,79 +0,25b 7,90 + 0,38c
GC2 8,47 +0,33d 10,08 + 0,28b 9,51+0,19d

* TC = Quela translicida; CC = Quela canela; GC1 = Quela esverdeada; GC2 = Quela verde intenso.
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Estrutura testicular durante a diferenciacio morfotipica

Os testiculos dos diferentes morfotipos de Macrobrachium amazonicum sao
orgdos macicos, envoltos por tecido conjuntivo frouxo (Fig. 3). Desse tecido conjuntivo
partem septos delicados para o interior do 6rgdo que subdividem o parénquima
testicular em regides arredondadas (Fig. 4). Essas regides estdo preenchidas por um
conjunto de células espermatogénicas e células de sustentagdo (Fig. 5). As regides
delimitadas pelos septos finos de tecido conjuntivo apresentam duas zonas distintas, ou
seja, uma contendo espermatogdnias, espermatdcitos I e II, e células de sustentacdo,
conhecida por zona espermatogénica (Figs. 3 e 5) e a outra, contendo espermatides em
diferentes fases de diferenciagdo e espermatozoides, rodeadas por células de
sustenta¢do, denominada de zona espermiogénica (Figs. 3 e 5).

Na zona espermatogénica, as espermatogénias s3o responsaveis pela divisio mitotica e,
conseqiientemente, pela formacdo das demais células da linhagem espermatogénica. As
espermatogénias apresentam nucleo grande, de formato elipsdide, com um ou mais nucléolos
proeminentes. O citoplasma ¢ escasso e pouco evidente (Fig. 5). Os espermatocitos I e II
encontram-se em diferentes fases da divisdo celular. Os espermatocitos I apresentam nucleo
redondo com cromatina em diferentes fases de condensagdo (Fig. 5). Ja os espermatocitos I sdo
de dificil visualizagdo nessa regido devido a rapida divisdo meiotica. As células de sustentacio,
entremeadas as células germinativas, apresentam nucleo grande, de formato irregular, com
nucléolos evidentes, sendo facil sua identificagdo entre as células espermatogénicas (Figs. 3 € 5).

Na zona espermiogénica encontram-se espermatides em diferentes fases de
diferenciacdo, e espermatozdides (Figs. 3 ¢ 5). As espermatides em fases iniciais de
diferenciacdo apresentam nucleo arredondado e citoplasma pouco evidente (Fig. 5). Ja
as células em fase final de diferencia¢do apresentam nicleo com formato tendendo a
“meia lua” com cromatina condensada (Fig. 5). O citoplasma nessas espermatides ¢
mais escasso ¢ de dificil visualizag¢ao (Fig. 5). Os espermatozoéides apresentam formato
de “guarda-chuva”, com nucleo altamente condensado em formato de “V” e citoplasma
reduzido (Fig. 5). Essas células apresentam ainda uma regido em formato de espicula,
conhecida como acrossoma (Figs. 5 e 24). As células de sustentagdo que circundam a
zona espermiogénica estdo alinhadas em forma de corddo celular, lembrando um
epitélio pavimentoso simples (Figs. 3 e 5). Esse corddo celular esta situado entre o
grupo de células formado por espermatides e espermatozdides, ¢ o tecido conjuntivo

que delimita a regido testicular. As células de sustentagdo apresentam nucleo alongado,
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de formato regular com nucléolos evidentes, e citoplasma apresentando fraca eosinofilia
(Fig. 5).

Com relacdo a estrutura testicular nos diferentes morfotipos foram observadas
diferencas na distribuicdo das células nas regides testiculares. O morfotipo TC de
Macrobrachium amazonicum apresenta duas zonas distintas em suas regides
testiculares. A zona espermatogénica esta voltada para o eixo longitudinal central do
testiculo e contém células em maturagdo e de sustentagdo anteriormente citadas (Fig. 6).
A zona espermiogénica estd voltada para a periferia do testiculo e contém as células
mais maduras da linhagem espermatogénica, ou seja, espermatides e espermatozdides,
rodeadas por células de sustentagdo (Fig. 6). Nesse morfotipo observa-se que cada uma
dessas zonas ocupa aproximadamente metade de cada regido testicular (Fig. 6). Desta
forma o testiculo do TC contém células em maturacdo ¢ maduras em propor¢des
aproximadamente iguais (Fig. 6).

Ja o morfotipo CC de Macrobrachium amazonicum apresenta as regides
testiculares ocupadas totalmente pela zona espermatogénica (Fig. 7), apesar de serem
observadas escassas e diminutas zonas espermiogénica (Fig. 7). Os morfotipos GClI
(Fig. 8) e GC2 (Fig. 9) de Macrobrachium amazonicum apresentam o mesmo padrio
testicular. Nesses animais as regides testiculares também estdo formadas pela zona
espermatogénica e pela zona espermiogénica (Figs. 8 e 9). Entretanto, a zona
espermiogénica ocupa a maior parte das regides testiculares, restando uma pequena
concentra¢do de zonas espermiogénicas voltadas para o eixo longitudinal central do
testiculo (Figs. 8 e 9). Assim, o testiculo dos morfotipos GC1 ¢ GC2 contém mais
células em fases finais de maturacdo e maduras do que células em inicio de maturago

(Figs. 8 ¢9).

Estrutura dos ductos deferentes durante a diferenciacio morfotipica

Os ductos deferentes de Macrobrachium amazonicum podem ser divididos
macroscopicamente em trés regides distintas, sendo denominadas de regides proximal,
média e distal (Fig. 2a). A regido proximal esta localizada préximo aos testiculos (Fig.
10) e encontra-se em formato de espiral (Fig 2a). A regido média é continuacdo da
regido proximal, porém apresenta-se como um ducto retilineo e circular em secg¢éo

transversal (Fig 2a). Ja a regido distal é formada por uma dilatacio na porcao final dos
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ductos deferentes, denominada ampola terminal, onde as glandulas androgénicas

encontram-se aderidas (Fig. 2b).

Regido Proximal

A regido proximal dos ductos deferentes, nos diferentes morfotipos de
Macrobrachium amazonicum, ndo apresenta diferencas em sua estrutura histologica
(Figs. 11, 12, 13 e 14). Microscopicamente, a regido proximal dos ductos deferentes de
Macrobrachium amazonicum encontra-se revestida externamente por uma fina camada
de tecido muscular (Figs. 12 e 13) cujas fibras apresentam orientagdo longitudinal e
nucleo alongado com nucléolos ndo evidentes (Figs. 16 e 17). Internamente, os ductos
deferentes apresentam-se revestidos por epitélio cubico tendendo a cilindrico simples
(Figs. 15, 16 e 17). As células que compdem esse epitélio apresentam nucleo
arredondado e basal, com nucléolos evidentes (Figs. 15, 16 e 17). O citoplasma dessas
células apresenta eosinofilia intensa e vactolos secretores (Figs. 15 e 16).

No lamen dos ductos deferentes proximais, observa-se espermatides em fase
final de diferenciacdo e espermatozoides (Figs. 15 e 16), reunidos por uma secre¢io
basofila de aparéncia fluida (Figs. 15 e 17). O conjunto formado pelas células
germinativas ¢ a secre¢do basoéfila esta envolto por secrecdo eosindfila, de aparéncia

gelatinosa (Figs. 15, 16 ¢ 17).

Regido Média

A regidio média dos ductos deferentes, nos diferentes morfotipos de
Macrobrachium amazonicum, ndo apresenta diferencas em sua estrutura histologica
(Figs. 18, 19, 20 e 21). Microscopicamente a regido média dos ductos deferentes
apresenta ainda o revestimento externo de tecido muscular, com fibras de orientacdo
longitudinal, nticleo alongado e nucléolos ndo evidentes (Figs. 18 e 20). Internamente,
os ductos deferentes encontram-se revestidos também por um epitélio ctibico tendendo a
cilindrico simples (Figs. 18, 22 e 23). As células que compdem esse epitélio apresentam
nucleo basal, com formato arredondado e com nucléolos evidentes (Figs. 22 e 23). O
citoplasma € eosindfilo, porém néo apresenta grandes vactiolos como os das células do

epitélio da regido proximal dos ductos deferentes (Figs. 22 e 23).
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O lumen da regido medial dos ductos deferentes estd composto por espermatides
e espermatozdides (Fig. 24) reunidos por uma secre¢do basdfila, semelhantes ao
encontrado na regido proximal (Figs. 19, 21, 23 e 24). Ainda, recobrindo o conjunto
formado pelas células germinativas e secrecdo basofila, encontra-se a secrecdo
eosinofila (Figs. 18, 20, 21, 22 ¢ 23). Porém na regido medial dos ductos deferentes a
secregdo eosinofila emite projecdes para o interior do conjunto de células germinativas

(Figs. 18 e 21).

Regido Distal

A regido distal dos ductos deferentes, nos diferentes morfotipos de
Macrobrachium amazonicum, ndo apresenta diferencas em sua estrutura histologica
(Figs. 25, 26, 27 e 28). Microscopicamente a regido distal dos ductos deferentes
apresenta-se dilatada e ¢ denominada de ampola terminal (Fig. 2b). A ampola terminal é
constituida por uma espessa camada muscular (Figs. 25, 26, 27 e 28) revestida por
tecido conjuntivo frouxo. Nesse tecido muscular encontra-se aderida as glandulas
androgénicas (Fig. 31). A camada muscular apresenta fibras longitudinais internas e
externas (Figs. 29, 30 e 31) e fibras circulares médias (Figs. 29 e 30) e ductos
hemolinfaticos (Fig. 29).

A ampola terminal estd revestida por epitélio cubico simples (Figs. 27, 28 e 30)
apoiado na fina camada de tecido conjuntivo. As células que compdem esse epitélio
apresentam nucleo central e arredondado com nucléolos evidentes (Fig. 30). O

citoplasma dessas células ¢ eosindfilo e nfo apresenta vesiculas de secregdo (Fig. 30).

Estrutura das glindulas androgénicas durante a diferenciacio morfotipica

As glandulas androgénicas estdo aderidas a camada muscular da ampola
terminal dos ductos deferentes (Figs. 31 e 32). Este 6rgdo é formado por corddes
celulares enovelados (Figs. 32 e 33) e vasos hemolinfaticos distribuidos no tecido
conjuntivo frouxo que envolve a glandula (Figs. 33, 37 e 39). Os corddes celulares estio
formados por dois tipos de células denominados tipo I e tipo II (Fig. 32). As células do
tipo I sdo relativamente menores (Figs. 32 e 34), e apresentam nucleo arredondado,

fortemente basofilo, com nucléolos evidentes, e citoplasma eosinéfilo (Fig. 34). As
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células do tipo II sdo relativamente maiores (Figs. 32 e 35), e apresentam nucleo
relativamente maior e menos basodfilo que o do tipo I, com formato arredondado e varios
nucléolos (Fig. 35). O citoplasma desse tipo celular apresenta menos eosinofilia que o
do tipo I (Fig. 35).

Durante o processo de diferenciagdo morfotipica, as glandulas androgénicas de
Macrobrachium amazonicum apresenta os dois tipos celulares nos morfotipos TC, CC,
GC1 e GC2 (Figs. 36, 37, 38, e 39). O tamanho dessas glandulas ¢ variavel entre os
morfotipos. No morfotipo TC, observa-se as menores glandulas androgénicas (Fig. 36).
A partir do morfotipo CC (Fig. 37) nota-se um aumento gradual do tamanho glandular.
Os maiores tamanhos glandulares foram observados nos morfotipos GC1 (Fig. 38) e
GC2 (Fig. 39). Nesses morfotipos as glandulas androgénicas apresentam-se
aparentemente do mesmo tamanho. Outra caracteristica observada nas glandulas
androgénicas é o arranjo celular dentre os diferentes morfotipos: em TC e CC as
glandulas tém aspecto uniforme, aderida ao longo da ampola terminal (Figs. 36 e 37);
em GCI1 e GC2 as glandulas estdo aderidas a ampola terminal, porém com projecdes de
corddes celulares (Figs. 38 e 39). Com relacdo aos tipos celulares nota-se que no
morfotipo TC as glandulas androgénicas estdo constituidas principalmente por células
do tipo I sendo ocasionalmente observadas células do tipo II (Fig. 36). Nos demais

morfotipos nota-se maior freqii€ncia das células do tipo II (Figs. 37, 38 ¢ 39).

Estrutura do hepatopancreas durante a diferenciacio morfotipica

O hepatopancreas ocupa grande parte da cavidade cefalotoracica e esta
organizado em dois lobos, os quais sdo formados por uma série de tibulos secretores ou
lobulos hepatopancreaticos (Figs. 40, 41, 42 e 43) que se iniciam em fundo cego, cujos
limens correm em diregdo a abertura do hepatopancreas no estomago. Cada tibulo
secretor esta revestido por um epitélio pseudoestratificado que se apdia na membrana
basal respectiva (Figs. 40, 41, 42 e 43). Dois tibulos secretores adjacentes apresentam
entre si um discreto tecido conjuntivo frouxo com células mioepiteliais, que delimitam o

espago hemolinfatico, por onde corre hemolinfa (Fig. 40, 42 e 43).

O epitélio de revestimento dos tibulos hepatopancreaticos consiste de cinco

tipos celulares, sendo eles, célula E (indiferenciada) (Fig. 44), célula F (fibrilar) (Figs.
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48 e 49), célula R (reabsortiva) (Figs. 45 e 46), célula B (vesicular) (Figs. 46 ¢ 47) e
células M (basal) (Fig. 48).

As células E s3o cubodides e apresentam nucleo arredondado com varios
nucléolos e citoplasma basdfilo (Fig. 44). Por se tratar de uma célula indiferenciada ela
¢ responsavel pela divisdo mitotica para renovagdo do epitélio tubular (Fig. 44). As
células F sdo cilindricas ou em formato triangular com apice arredondado (Figs. 48 ¢
49). Esta célula apresenta regido conspicua de borda em escova com nucleo grande e
arredondado, e citoplasma com intensa basofilia quando comparado aos demais tipos
celulares (Figs. 48 e 49). As células R sdo cilindricas e apresentam uma conspicua
borda em escova (Figs. 45 e 46). Essas células apresentam nucleo arredondado
predominantemente basal e citoplasma com vacuolos subapicais caracteristicos (Figs.
45 e 46).

As células B apresentam formato globular com nticleo basal achatado (Figs. 46 ¢
47). Seu citoplasma apresenta vactiolos apicais pinociticos € um grande vacuolo
subapical. O vacuolo subapical ocupa a maior parte do citoplasma (Figs. 46 e 47). As
células M apresentam formato triangular de apice arredondado (Fig. 48). O nucleo basal
apresenta varios nucléolos e o citoplasma apresenta intensa basofilia (Fig. 48). Essa
célula apresenta sua base apoiada na membrana basal e seu apice ndo alcanga o [imen
do tabulo hepatopancreatico (Fig. 48).

Com relagdo a diferenciagdo morfotipica, o hepatopancreas de Macrobrachium
amazonicum apresenta diferencas na estrutura morfoldgica. Microscopicamente o
hepatopancreas dos diferentes morfotipos apresenta os cinco tipos celulares descritos
anteriormente. Entretanto existe diferenca na vacuolizagdo das células do
hepatopéncreas dos morfotipos TC, CC, GC1 e GC2. O hepatopancreas do morfotipo
CC (Fig. 41) apresenta células mais vacuolizadas que o do morfotipo TC (Fig. 40).
Ainda as células hepatopancreaticas do morfotipo CC (Fig. 41) apresentam vactolos
maiores que as células dos morfotipos GC1 (Fig. 42) e GC2 (Fig. 43). Esses ultimos
morfotipos apresentam caracteristicas celulares semelhantes entre si e maior intensidade
de vacuolizagdo quando comparados as células hepatopancreaticas do morfotipo CC

(Fig. 41).
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GC2 GC1 CC TC

Figura 1: Comparagdo dos morfotipos adultos de Macrobrachium amazonicum: TC
(Quelipo Transparente), CC (Quelipodo Canela), GC1 (Quelipodo esverdeado), GC2
(Quelipodo Verde Intenso) (MORAES-RIODADES, 2002).

Figura 2: Em a: esquema do sistema reprodutor masculino de Macrobrachium
amazonicum evidenciando os testiculos (T), os ductos deferentes com suas regides
proximal (P), medial (M) e distal (D). Em b: esquema da regido distal dos ductos
deferentes de Macrobrachium amazonicum evidenciando a ampola terminal (AT) com a
glandula androgénica (cabega de seta) aderida.
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Figura 3. Fotomicrografia dos testiculos do morfotipo TC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando as regides testiculares, envolvidas por tecido conjuntivo
frouxo (TC). Nota-se acumulo de células de sustentagdo (cabega de seta) situadas nas
bordas das regides testiculares no limite entre as zonas espermatogénica (EP) e
espermiogénica (EM). Evidencia-se espermatides nas diferentes fases de diferenciagio
(setas). H/E (100X).

Figura 4. Fotomicrografia dos testiculos do morfotipo TC de Macrobrachium

amazonicum, evidenciando a formagdo das regides testiculares arrendondadas (*).
(20X).
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Figura 5. Fotomicrografia dos testiculos do morfotipo TC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando as regides testiculares contendo espermatogonias (cabeca de
seta), espermatdcitos (C), células de sustentagdo (seta), e as espermatides e
espermatozoides (*). H/E (200X).
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Figura 6: Fotomicrografia dos testiculos do morfotipo TC de Macrobrachium

amazonicum, evidenciando a zona espermatogénica (EP) e a zona espermiogénica
(EM). H/E (50X).

Figura 7: Fotomicrografia dos testiculos do morfotipo CC de Macrobrachium

amazonicum, evidenciando a zona espermatogénica (EP) e a zona espermiogénica
(EM). H/E (50X).

Figura 8: Fotomicrografia dos testiculos do morfotipo GC1 de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando a zona espermatogénica (EP) e a zona espermiogénica
(EM). H/E (50X).

Figura 9: Fotomicrografia dos testiculos do morfotipo GC2 de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando a zona espermiogénica (EP) e a zona espermiogénica (EM).
H/E (50X).
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Figura 10: Fotomicrografia da regido proximal dos ductos deferentes (seta), emergindo
diretamente do testiculo Macrobrachium amazonicum. (20X).

Figura 11: Fotomicrografia da regido proximal dos ductos deferentes do morfotipo TC
de Macrobrachium amazonicum, evidenciando epitélio (seta) e massa de células em
espermiogénese (estrela). H/E (50X).

Figura 12: Fotomicrografia da regido proximal dos ductos deferentes do morfotipo CC
de Macrobrachium amazonicum, evidenciando a camada muscular (cabega de seta),
epitélio (seta) e massa de células em espermiogénese (estrela). H/E (50X).

Figura 13: Fotomicrografia da regido proximal dos ductos deferentes do morfotipo GC1
de Macrobrachium amazonicum, evidenciando a camada muscular (cabega de seta),
epitélio (seta) e massa de células em espermiogénese (estrela). H/E (100X).

Figura 14: Fotomicrografia da regido proximal dos ductos deferentes do morfotipo GC2

de Macrobrachium amazonicum, evidenciando epitélio (seta) e massa de células em
espermiogénese (estrela). H/E (100X).
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Figura 15: Fotomicrografia da regido proximal dos ductos deferentes do morfotipo GC
de Macrobrachium amazonicum, evidenciando epitélio com células de nucleo
arredondado (seta) e citoplasma eosinofilo com vacuolos secretores (estrela). No
interior dos ductos deferentes observam-se espermatdcitos (cabeca de seta) e
espermatozoides (Z) envoltos por secrecdo basofila (asterisco). Nota-se secrecdo
eosindfila (SE). H/E (200X).

Figura 16: Fotomicrografia da regido proximal dos ductos deferentes do morfotipo GC
de Macrobrachium amazonicum, evidenciando fina camada muscular com células de
nucleo alongado (cabega de seta), epitélio com células de nucleo arredondado (seta) e
citoplasma eosin6filo. No interior dos ductos deferentes observam-se espermatdcitos
(cabega de seta) e espermatozdides. Nota-se secregdo eosinofila (SE). H/E (200X).

Figura 17: Fotomicrografia da regido proximal dos ductos deferentes do morfotipo GC
de Macrobrachium amazonicum, evidenciando fina camada muscular com células de
nucleo alongado (cabega de seta), epitélio com células de nucleo arredondado (setas) e
citoplasma eosindfilo. Nota-se secrecdo basoéfila (asterisco) e secregdo eosinodfila (SE).
H/E (500X).
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Figura 18: Fotomicrografia da regido medial dos ductos deferentes do morfotipo TC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando fina camada muscular com células de
nucleo alongado (cabega de seta), epitélio com células de nucleo arredondado (seta) e
citoplasma eosindfilo. Nota-se secre¢do eosinofila (SE), com projecdes (estrela). H/E
(200X).

Figura 19: Fotomicrografia da regido medial dos ductos deferentes do morfotipo CC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando epitélio com células de ntcleo arredondado
(seta) e citoplasma eosinofilo. Nota-se secrecdo basofila (asterisco). H/E (200X).

Figura 20: Fotomicrografia da regido medial dos ductos deferentes do morfotipo GC1
de Macrobrachium amazonicum, evidenciando fina camada muscular com células de
nucleo alongado (cabeca de seta), epitélio com células de nicleo arredondado (seta) e
citoplasma eosinéfilo. Nota-se secre¢do eosindfila (SE). H/E (200X).

Figura 21: Fotomicrografia da regido medial dos ductos deferentes do morfotipo GC2
de Macrobrachium amazonicum, evidenciando epitélio com células de nucleo
arredondado (seta) e citoplasma eosindfilo. Nota-se secre¢do eosindfila (SE) com
projecdes (estrela) e secrecéo basdfila (asterisco). H/E (200X)
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Figura 22: Fotomicrografia da regido medial dos ductos deferentes de do morfotipo CC
Macrobrachium amazonicum, evidenciando fina camada muscular com células de
nucleo alongado (cabeca de seta), epitélio com células de nicleo arredondado (seta) e
citoplasma eosinéfilo. Nota-se secre¢do eosindfila (SE). H/E (500X).

Figura 23: Fotomicrografia da regido medial dos ductos deferentes de do morfotipo CC
Macrobrachium amazonicum, evidenciando fina camada muscular com células de
nucleo alongado (cabega de seta), epitélio com células de nucleo arredondado (seta) e
citoplasma eosinofilo. Nota-se secrecdo eosinofila (SE) e secrecdo basoéfila (asterisco).
H/E (500X).

Figura 24: Fotomicrografia da regido medial dos ductos deferentes do morfotipo CC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando espermatozoides com acrossoma (a) e
nucleo (n), espermatides (cabegas de setas) em diferentes fases da espermiogénese
envoltos pela secregdo basofila (asterisco). H/E (500X).
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Figura 25: Fotomicrografia da regido distal dos ductos deferentes do morfotipo TC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando glandula androgénica (estrela), camada
muscular (colchete) e epitélio (seta). H/E (100X).

Figura 26: Fotomicrografia da regifo distal dos ductos deferentes do morfotipo CC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando glandula androgénica (estrela), camada
muscular (colchete) e epitélio (seta). H/E (100X).

Figura 27: Fotomicrografia da regido distal dos ductos deferentes do morfotipo GC1 de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando glandula androgénica (estrela), camada
muscular (colchete) e epitélio (seta). H/E (100X).

Figura 28: Fotomicrografia da regido distal dos ductos deferentes do morfotipo GC2 de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando glandula androgénica (estrela), camada
muscular (colchete) e epitélio (seta). H/E (100X).
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Figura 29: Fotomicrografia da regido distal dos ductos deferentes do morfotipo GC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando epitélio com células de ntcleo arredondado
(seta) e citoplasma eosindfilo. Nota-se a camada muscular com fibras longitudinais
(estrelas) e fibras circulares (C), e vaso hemolinfatico (V). H/E (200X).

Figura 30: Fotomicrografia da regido distal dos ductos deferentes do morfotipo GC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando epitélio com células de ntcleo arredondado
(seta) e citoplasma eosinofilo. Nota-se a camada muscular com fibras longitudinais
(estrela) e fibras circulares (C). H/E (500X).

Figura 31: Fotomicrografia da regido distal dos ductos deferentes do morfotipo GC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando a glandula androgénica (GA) aderida a
camada muscular com fibras longitudinais (estrela). H/E (500X).
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Figura 32: Fotomicrografia das glandulas androgénicas do morfotipo GC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando células do tipo I (I) e do tipo II (II) aderidas
a camada muscular (M) da ampola terminal. H/E (100X).

Figura 33: Fotomicrografia das glandulas androgénicas do morfotipo GC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando as células em formato de corddo enovelado
(cabeca de seta) e vaso hemolinfatico (H). H/E (200X).

Figura 34: Fotomicrografia das glandulas androgénicas do morfotipo GC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando células do tipo I (I) apresentando nucleos
(cabecas de setas) com basofilia intensa e varios nucléolos evidentes. H/E (500X).

Figura 35: Fotomicrografia das glandulas androgénicas do morfotipo GC de
Macrobrachium amazonicum, evidenciando células do tipo II (II) apresentando nicleos
basofilos (cabegas de setas) e varios nucléolos evidentes. H/E (500X).
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Figura 36: Fotomicrografia das glandulas androgénicas (GA) do morfotipo TC de
Macrobrachium amazonicum aderida & camada muscular (M). H/E (50X).

Figura 37: Fotomicrografia das glandulas androgénicas (GA) do morfotipo CC de
Macrobrachium amazonicum aderida a camada muscular (M). Nota-se vaso
hemolinfatico (seta). H/E (50X).

Figura 38: Fotomicrografia das glandulas androgénicas (GA) do morfotipo GC1 de
Macrobrachium amazonicum aderida & camada muscular (M). H/E (50X).

Figura 39: Fotomicrografia das glandulas androgénicas (GA) do morfotipo GC2 de
Macrobrachium amazonicum aderida a camada muscular (M). Nota-se vaso
hemolinfatico (seta). H/E (50X).
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Figura 40: Fotomicrografia do hepatopancreas do morfotipo TC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando espagco hemolinfatico (estrela) entre tubulos secretores
formado por epitélio pseudo-estratificado (colchete). H/E (100X).

Figura 41: Fotomicrografia do hepatopancreas do morfotipo CC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando espagco hemolinfatico (estrela) entre tubulos secretores
formado por epitélio pseudo-estratificado (colchete). H/E (100X).

Figura 42: Fotomicrografia do hepatopéancreas do morfotipo GC1 de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando espago hemolinfatico (estrela) entre tibulos secretores
formado por epitélio pseudo-estratificado (colchete). H/E (100X).

Figura 43: Fotomicrografia do hepatopancreas do morfotipo GC2 de Macrobrachium

amazonicum, evidenciando espago hemolinfatico (estrela) entre tibulos secretores
formado por epitélio pseudo-estratificado (colchete). H/E (100X).
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Figura 44: Fotomicrografia do hepatopancreas do morfotipo GC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando célula E (E). Nota-se divisdo mitdtica (cabeca de seta). H/E
(500X).

Figura 45: Fotomicrografia do hepatopancreas do morfotipo GC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando célula R com vacuolos caracteristicos (estrelas). Nota-se
espaco hemolinfatico (H). H/E (500X).

Figura 46: Fotomicrografia do hepatopancreas do morfotipo GC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando célula R, com nucleo basal (cabegca de seta) e citoplasma
com vacuolos caracteristicos e célula B, com vacuolo tnico (asterisco). Nota-se luz (L)
do tabulo hepatopancreatico. H/E (500X).
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Figura 47: Fotomicrografia do hepatopancreas do morfotipo GC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando célula B, com vactolo unico (B) no citoplasma e nucleo
achatado. Nota-se espaco hemolinfatico(H). H/E (500X).

Figura 48: Fotomicrografia do hepatopancreas do morfotipo GC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando célula F (F), com nticleo central e citoplasma basoéfilo e
célula M (cabeca de seta). Nota-se que a regido basal da célula M encontra-se voltada
para o espago hemolinfatico (estrela) e seu dpice ndo alcanga a luz (L) do tubulo
hepatopancreatico. H/E (500X).

Figura 49: Fotomicrografia do hepatopancreas do morfotipo GC de Macrobrachium
amazonicum, evidenciando célula R (R), com nucleo basal e citoplasma com vacuolos
caracteristicos e célula F (F), com citoplasma baséfilo. H/E (500X).
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DISCUSSAO

O conhecimento morfologico das estruturas reprodutivas, assim como estudos
bioquimicos e fisioldgicos sdo importantes para o conhecimento tanto do ciclo
reprodutivo quanto dos mecanismos do processo reprodutivo dos crustaceos (KROL et
al., 1992). Assim, o conhecimento da biologia reprodutiva auxilia no desenvolvimento
de técnicas adequadas de manejo para a manuteng¢do do plantel de reprodutores. O
sistema reprodutor masculino de Macrobrachium amazonicum estd localizado no
cefalotérax, sendo composto por testiculos, ductos deferentes e glandulas androgénicas,
assim como o descrito para os demais decapodas (KROL et al., 1992; VERDI e
DELGADO, 1998; DIAZ et al., 2002; GARCIA e SILVA, 2006). Ainda, os ductos
deferentes de Macrobrachium amazonicum apresentam terminacdes em forma de
ampola que se abre nos gonoporos localizados no quinto par de pereiépodos. Resultados
semelhantes foram descritos para a espécie Macrobrachium rosenbergii (ISMAEL e
NEW, 2000). Apesar de existir um padrio na localizacdo ¢ na constitui¢do do sistema

reprodutor masculino de decapodas, diferencgas estruturais podem ser evidenciadas
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dentre as espécies existentes (KROL et al., 1992; VERDI e DELGADO, 1998; DIAZ et
al., 2002; GARCIA ¢ SILVA, 2006).

Estrutura testicular durante a diferenciacio morfotipica

Macroscopicamente os testiculos de Macrobrachium amazonicum sdo pares, €
unidos na regido cranial e caudal do orgdo. Ja os testiculos de Macrobrachium
rosenbergii foram observados unidos apenas na regido anterior do 6rgdo, adquirindo
formato de “V” (CHOW et al.,, 1982). Trabalhos realizados com as espécies de
caranguejo Callinectes sapidus (JOHNSON, 1980) e Chionoecetes opilio (BENINGER
et al., 1988) demonstraram que os testiculos em formato de “H”, ou seja, os 6rgéos
encontravam-se unidos apenas na regido média. Ainda em Penaeus setiferus, 0s
testiculos apresentaram multiplos lobos independentes, sendo cada lobo conectado ao
ducto deferente por um pequeno tabulo coletor (RO et al., 1990).

Microscopicamente, os testiculos de espécies do género Macrobrachium
encontravam-se recobertos por uma capsula de tecido conjuntivo (CARVALHO, 1980;
SREEKUMAR et al., 1982; RAO et al., 1987). No presente estudo, os testiculos de
Macrobrachium amazonicum apresentaram esta capsula constituida de tecido
conjuntivo frouxo, diferindo dos testiculos de Macrobrachium lanchestri que exibiram
tecido conjuntivo denso (RAO et al., 1987). Os demais estudos realizados em espécies
do género Macrobrachium nao fazem referéncia quanto a constituicdo do tecido
conjuntivo ser frouxa ou densa. J& os testiculos de Macrobrachium borellii ndo
apresentavam-se revestidos de tecido conjuntivo, mas estavam envolvidos por uma fina
camada de epitélio pavimentoso (VERDI e DELGADO, 1998), lembrando a
constituicdo da camada adventicia classicamente descrita para diferentes oOrgios
(GENESER, 2003; KIERSZEMBAUM, 2004).

Com relagdo a organizagdo estrutural dos testiculos, para a espécie
Macrobrachium acanthurus foram descritos tiubulos seminiferos enovelados, revestidos
internamente por epitélio germinativo (CARVALHO, 1980). J4& em Macrobrachium
rosenbergii, os testiculos apresentaram longos cilindros unidos por tecido conjuntivo,
sem referéncia ao termo tubulo seminifero (SAGI et al., 1988). A espécie
Macrobrachium borellii apresentou testiculos formados por um conjunto de células

germinativas disposta aleatoriamente no interior do o6rgdo, sem citar a estrutura
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morfologica que organiza essas células (VERDI E DELGADO, 1998). A espécie
Macrobrachium lanchestri apresentou testiculo com numerosos lobulos ramificados
(RAO et al, 1987). As organizagdes estruturais apresentadas anteriormente ndo
coincidem com aquela evidenciada em Macrobrachium amazonicum. O presente estudo
revelou que os testiculos desta espécie estavam formados por regides testiculares
arredondadas, delimitadas por tecido conjuntivo frouxo, ndo exibindo padrio estrutural
semelhante ao encontrado em outras espécies do género Macrobrachium. Ainda com
referéncia as regides testiculares arredondadas, estas também ndo se assemelham aos
cistos espermatogénicos geralmente encontrados nos peixes teledsteos, uma vez que os
cistos sdo delimitados por células de sustentagdo que, através de seus prolongamentos,
envolvem as células germinativas (GRIER, 1981), sendo que as regides testiculares sdo
delimitadas por septos delicados de tecido conjuntivo frouxo.

Com relacdo a espermatogénese em Macrobrachium rosenbergii cilindros
testiculares estavam preenchidos por epitélio constituido por células germinativas e de
sustentag@o, formando a zona espermatogénica, e os espermatozoides foram observados
no lumen lobular (SAGI et al., 1988). Em Macrobrachium borellii observou-se a zona
germinativa permanente, composta por espermatogonias I e II, localizadas na regido
periférica dos aglomerados celulares e os espermatozoides foram observados na regido
luminal dos testiculos (VERDI e DELGADO, 1998). Entretanto em Macrobrachium
acanthurus, a atividade espermatogénica foi observada apenas em algumas regides do
tubulo seminifero. As espermatides em fases avangadas de espermiogénese ¢ os
espermatozoéides foram encontrados na luz tubular dos testiculos (CARVALHO, 1980).
Ja& em Macrobrachium lanchestri, cada 16bulo testicular apresentava células
germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento sem constituir um epitélio
germinativo (RAO et al., 1987). Comparando-se a espermatogénese de Macrobrachium
amazonicum com a das demais espécies anteriormente citadas, notou-se diferengas na
forma em que as células estavam arranjadas dentro da regido testicular delimitada pelos
delicados septos de tecido conjuntivo. A zona espermatogénica ¢ a zona espermiogénica
ocupavam espac¢os adjacentes dentro da regido testicular. A zona espermatogénica, com
o avanc¢o da diferenciagdo celular, diminuiu de tamanho e as células de sustentag¢do se
arranjaram perifericamente a regido espermiogénica, onde se encontravam as
espermatides e os espermatozoides. As células de sustentagdo, ou seja, as células
somaticas dos testiculos, sdo também denominadas de “nurse cells” ou células

nutrientes em camardes, células intercalares nos répteis, ou ainda, em outros grupos
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animais sdo conhecidas como células de Sertoli, cé€lulas foliculares ou células acessorias
(PILLAI 1960; KROL et al., 1992). Ainda em Macrobrachium rosenbergii (SAGI et
al., 1988) as células somaticas foram denominadas de células de sustentagdo, como
proposto para Macrobrachium amazonicum no presente trabalho. A fungdo dessas
células de sustentagdo ainda nfo esta totalmente definida pela literatura especializada.
Em camardes peneideos elas estdo envolvidas na formagdo do limen dos tibulos
seminiferos nos estagios finais da espermatogénese (CHOW et al., 1991). Outra
proposta para a func¢do dessas células somaticas ¢ que elas funcionariam como um tipo
de células acinar variando o aspecto estrutural e funcional, dependendo do estagio da
espermatogénese (CHOW et al., 1991). As células de sustentacdo de Macrobrachium
amazonicum se distribuem de diferentes formas, dependendo da zona que ocupa na
regido testicular. Essas células se arranjam em forma de corddo, delimitando um espaco
onde as espermatides e os espermatozoides se dispdem, e estdo dispostas aleatoriamente
entre as espermatogénias e os espermatdcitos I e II. Assim os espermatocitos 1 e 11
devem apresentar algum tipo de jung@o celular entre eles e as células de sustentacdo, de
forma que se mantenham unidos até o final da divisio meidtica. Fungdo semelhante
para as células de sustentacdo foi estabelecida para mamiferos, onde as células de
Sertoli emitem prolongamentos que apresentam especializagdes de membrana para
sustentar as células da linhagem espermatogénica (GENESER, 2003;
KURSZEMBAUM, 2004). Ja em peixes teledsteos as células de sustentagio
apresentaram a fung¢do de reunir as células espermatogénicas formando cistos
germinativos (GRIER, 1981). Em Macrobrachium amazonicum as espermatides
oriundas da segunda divisdo meidtica dos espermatdcitos II, juntamente com os
espermatozodides se dispdem aleatoriamente na zona espermiogénica. Aparentemente as
espermatides e os espermatozoides estavam independentes uma das outras e ndo
apresentam as jun¢des celulares com as células de sustentagdo. Desta forma, essas
ultimas células se alinharam na forma de corddo, envolvendo o grupo de células
diferenciadas e dispersas nas regides testiculares. Arranjo celular semelhante ndo foi

descrito para outras espécies do género Macrobrachium.

Quanto a diferenciacdo morfotipica, existem poucos estudos na literatura
especializada. Em  Macrobrachium amazonicum observaram-se trés padrdes
morfologicos. O morfotipo TC apresenta as regides testiculares arredondadas compostas

pelas zonas espermatogénica e espermiogénica, em propor¢des aproximadamente
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iguais. Desta forma os testiculos do morfotipo TC produzem espermatozoides e, assim,
podem apresentar condi¢des para promover a fecundacdo. Resultados semelhantes
foram descritos para machos de Macrobrachium rosenbergii, nos quais os testiculos do
morfotipo SM apresentam cilindros tanto com células germinativas quanto com
espermatozoides (SAGI et al.,, 1988). Devido a presenca de espermatozdides nos
testiculos do morfotipo SM de Macrobrachium rosenbergii, foram realizados estudos
sobre o comportamento reprodutivo na espécie. Esse morfotipo realiza a copula
sorrateira como estratégia reprodutiva, onde o morfotipo dominante, ou seja, o BC, faz a
corte para a fémea e o morfotipo SM realiza a copula propriamente dita (TELECKEY,
1984). Além disso, os animais do morfotipo SM sdo pequenos e apresentam alto peso
relativo do sistema reprodutor (SAGI e RA’ANAN, 1988). Esse morfotipo diminui seu
crescimento somatico, uma vez que investe uma grande parte de sua energia no
comportamento de cépula sorrateira (TELECKEY, 1984) e, assim, apresentando intensa
atividade sexual (SAGI e RA’ANAN, 1988). O morfotipo TC de Macrobrachium
amazonicum também apresenta pequeno tamanho corporal e peso do sistema
reprodutivo relativamente alto (PAPA et al., 2004) e produgdo de espermatozdides. A
presenga de espermatozoides e de espermatoforos no sistema reprodutor tem sido
considerada como uma evidéncia de maturidade sexual e maturidade funcional em
decapodas (MICHELI et al., 1990). Desta forma estudos sobre a formagdo e a presenga
de espermatdéforos devem ser realizados em Macrobrachium amazonicum, pois somente
a preseng¢a de espermatozoides ndo garante a fecundagdo. Estudos adicionais com
relacdo ao comportamento reprodutivo de Macrobrachium amazonicum também sio

necessarios para elucidar os mecanismos de reproducdo do morfotipo TC.

No morfotipo CC de Macrobrachium amazonicum, as regides testiculares sdo
formadas predominantemente pela zona espermatogénica, apesar de serem observadas
escassas regides de zona espermiogénica. Essas caracteristicas evidenciam baixa
atividade espermiogénica e alta atividade espermatogénica. Resultados semelhantes
foram observados em animais do morfotipo OC de Macrobrachium rosenbergii, embora
nio tenha sido evidenciada nenhuma atividade espermiogénica nesses animais (SAGI et
al., 1988). O morfotipo OC de Macrobrachium rosenbergii possui baixa produgdo de
espermatozoéides e ndo apresenta atividade sexual (SAGI et al., 1988). Trata-se de uma
fase caracterizada por rapido crescimento somatico e baixo peso relativo do sistema

reprodutor (SAGI e RA’ANAN, 1988). Em Macrobrachium amazonicum, o morfotipo
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CC apresenta baixa producdo de espermatozoides, porém seu crescimento somatico ndo

apresenta diferenca significativa em relagdo ao morfotipo TC.

Os morfotipos GC1 ¢ GC2 de Macrobrachium amazonicum apresentaram maior
tamanho em rela¢do aos demais morfotipos (PAPA et al., 2004). Os testiculos, nestas
fases de diferenciagdo morfotipica, apresentaram a zona espermiogénica ocupando a
maior parte das regides testiculares, indicando intensa produgdo de espermatozoides.
Observou-se também nessas regides testiculares a presenga de espermatogonias, o que
indica a capacidade testicular para producdo de novas células da linhagem
espermatogénica. A presenca de producdo continua de espermatozoéides durante todo o
periodo reprodutivo também foram observados em Macrobrachium borellii (VERDI e
DELGADO, 1998), Macrobrachium lanchestri (RAO et al., 1987), e Macrobrachium
acanthurus (CARVALHO et al., 1980). Porém essas espécies ndo apresentaram
diferenciacdo morfotipica. Em Macrobrachium rosenbergii, os testiculos do morfotipo
dominante BC, apresentaram apenas espermatozdides ndo exibindo capacidade de
producdo de novas células uma vez que ndo possuem espermatogonias (SAGI et al.,
1988). Desta forma, os testiculos do morfotipo BC s@o utilizados exclusivamente para a
estocagem de espermatozoides, sendo que esta caracteristica complementa o status de
dominancia reprodutiva desse morfotipo (RA’ANAN e SAGI, 1985). Tendo em vista
que ndo existem estudos comportamentais em Macrobrachium amazonicum nio é

possivel caracterizar o comportamento de dominancia entre os morfotipos existentes

Estrutura dos ductos deferentes durante a diferenciacio morfotipica

Estudos em decapodas relatam a existéncia de ductos deferentes que se iniciam a
partir dos testiculos (KROL et al., 1992). Os ductos deferentes apresentam diversas
fungdes como o transporte de gametas, a manuteng@o de um ambiente apropriado para o
transito dos gametas e a produgio de uma capa protetora para o gameta, denominada de
espermatdforo (SUBRAMONIAM, 1993; DIAZ et al., 2002). Em Macrobrachium
amazonicum de cada testiculo parte um ducto deferente, responsavel pela comunicagio
dos testiculos com o meio externo. Caracteristicas semelhantes foram observadas
Macrobrachium nipponense (YILONG e QIKUN, 1997), Macrobrachium borellii
(VERDI e DELGADO, 1998) e no caranguejo Goniopsis cruentata (GARCIA e
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SILVA, 2006). Em Macrobrachium amazonicum, as células sexuais maduras e/ou em
maturagdo s3o transportadas dos testiculos para os ductos deferentes. Fato semelhante
foi descrito para outros decapodas, onde os ductos deferentes, além de transportar,
empacotar as células sexuais formando os espermatdforos (KROL et al., 1992;
YILONG e QIKUN, 1997; VERDI ¢ DELGADO, 1998; GARCIA e SILVA, 20006).
Esses espermatdforos sdo transportados para o receptaculo espermatoforico das fémeas
(PINHEIRO e HEBLING, 1998) no momento da cépula.

Macroscopicamente, os ductos deferentes podem ser divididos em varias
regides, sendo que o numero de regides é espécie-especifica (McLAUGHLIN, 1983).
Em Macrobrachium borellii ndo foram evidenciadas diferentes regides nos ductos
deferentes. Nesta espécie, os ductos estdo constituidos por um tubo largo e circular sem
nenhuma diferenciagdo macroscopica (VERDI e DELGADO, 1998). Nas espécies de
crustaceos Goniopsis cruentata (GARCIA e SILVA, 2006) e Cancer borealis
(MORIYASU et al., 2002) os ductos deferentes apresentaram somente duas regides
distintas, sendo denominadas proximal e distal. Na espécie Macrobrachium nipponense,
foram observados quatro regides distintas nos ductos deferentes, sendo denominados de
proximal, enovelada, distal e dilatagdo distal (YILONG e QIKUN, 1997). Em
Litopenaus setiferus, também foram descritas quatro regides, porém denominadas de
forma diferente, ou seja, I, II, III e IV ou ampola terminal (KING, 1948). Entretanto nas
espécies Penaeus kerathurus (MALEK e BAWAB, 1974), Metapenaeus ensis (WANG
et al., 2002), Aristaemorpha foliacea (TUNESI, 1987), ¢ Aristeus foliacea (ORSI-
RELINI e TUNESI, 1987) foram descritas trés regides denominadas de proximal, média
e distal, semelhante ao descrito em Macrobrachium amazonicum no presente estudo.

Apesar das diversas descrigdes com relacdo as diferentes regides dos ductos
deferentes, ndo foi possivel encontrar, na literatura especializada, nenhum estudo em
crustaceos, relacionando a estrutura dos ductos deferentes e suas diferentes regides,
durante as fases de diferenciagdo morfotipica. Estudos realizados nas diferentes regides
dos ductos deferentes de Macrobrachium amazonicum, ndo revelaram diferencas

morfoldgicas na estrutura celular entre os diferentes morfotipos.

Com relagdo a regido proximal dos ductos deferentes, diferentes organizagdes
estruturais foram descritas para decapodas. Em Ligia exdtica essa regido dos ductos
deferentes apresentou-se revestida por uma camada de tecido muscular com fibras de

orientagdo circular (KUMARI et al., 1988). A espécie Homarus americanus também
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apresenta esta regido dos ductos deferentes revestida por uma fina camada muscular
com fibras de orientagd@o circular acompanhada de seis a oito camadas de fibroblastos
(KOODA-CISCO e TALBOLT, 1986). Em Macrobrachium borellii, os ductos
deferentes além de ndo apresentarem diferentes regides, estdo revestido externamente
por uma grossa camada muscular (VERDI e DELGADO, 1998). Diferente do
encontrado para os demais decapodas, em Macrobrachium amazonicum, esta regido
estava revestida externamente por uma fina camada de tecido muscular com fibras de
orientagdo longitudinal. A camada muscular tem a fun¢fo auxiliar na passagem do
espermatoforo pelo limen dos ductos deferentes (KOODA-CISCO e TALBOLT, 1986).
Desta forma, o movimento produzido pelas fibras musculares longitudinais no
transporte do espermatéforo no lumen do duto deferente de Macrobrachium
amazonicum deve ser semelhante ao produzido pelas fibras musculares circulares nos

decapodas estudadas.

Internamente a regifio proximal dos ductos deferentes apresenta um epitélio de
revestimento responsavel por secretar substdncias para o inicio da formagdo do
espermatdforo (GONZALES e CERISOLA, 1997; QIU et al., 1997; DIAZ et al., 2002;
WANG et al., 2002). Estudos realizados em Pleoticus muelleri indicaram a presenga de
epitélio cubico simples nessa regido (DIAZ et al., 2002). J& em Goniopsi cruentata, o
epitélio da regido proximal dos ductos deferentes € pavimentoso simples (GARCIA e
SILVA, 2006). Entretanto, nas espécies de decapodas Sicyonia ingentis
(SUBRAMONIAM, 1995), Metapenaeus ensis (WANG et al., 2002) e Enophometopus
occidentalis (HALEY, 1984) o epitélio que delimita o lumen ¢ cilindrico simples. Em
Macrobrachium amazonicum este revestimento epitelial ¢ constituido de epitélio ctibico
tendendo a cilindrico simples, cujas células apresentam intensa eosinofilia e vactolos
secretores. Caracteristicas semelhantes foram encontradas em Sicyonia ingentis onde a
sintese e a secre¢do de substancias pelas células vacuolizadas contribuem para formar a

parede do espermatdforo (SUBRAMONIAM, 1995).

No limen da regifo proximal dos ductos deferentes de Macrobrachium
amazonicum observou-se espermatides em fase final de diferenciacdo e
espermatozodides. Essas células estdo reunidas por uma secregdo basofila de aparéncia
fluida. Envolvendo esse conjunto formado pelas células germinativas e a secre¢io
basoéfila, encontra-se uma secre¢do eosinofila de aparéncia gelatinosa. Desta forma, a

vacuolizagdo observada nas células de revestimento do duto deferente de
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Macrobrachium amazonicum provavelmente contribua para a formagdo do
espermatoforo a semelhanga do descrito para Sicyonia ingentis por SUBRAMONIAM
(1985) e por Chionoecetes opilio por SAINTE-MARIE e SAINTE-MARIE (1999).

Segundo a literatura especializada, a camada muscular que reveste a regido
média dos ductos deferentes de decapodas ¢ semelhante a descrita para a regido
proximal (RO et al., 1990; KROL et al., 1992; DIAZ et al., 2002; WANG et al., 2002),
coincidindo com o observado para Macrobrachium amazonicum nesse estudo. Com
relacdo ao epitélio de revestimento interno da regido média dos ductos deferentes,
existem diferencas entre a literatura e o descrito para Macrobrachium amazonicum.
Estudos referentes a analise estrutural da formagfo do espermatéforo devem ser
realizados a fim de auxiliar na caracterizacdo dos diferentes morfotipos de
Macrobrachium amazonicum, uma vez que MINAGAWA e HIGUCHI (1997)
postularam que a formagdo completa do espermatdforo presente nos ductos deferentes
pode determinar a maturidade tanto sexual quanto funcional, caracterizando assim a
capacidade fisiologica de promover a fecundacdo. Em Penaeus setiferus (RO et al.,
1990), Peloticus muelleri (DIAZ et al., 1990), Metapenaus ensis (WANG et al., 1990) e
Goniopsis cruentata (GARCIA e SILVA, 2006), o epitélio dessa regido ¢ cilindrico
simples, porém em Mcrobrachium amazonicum esse epitélio apresenta-se de cubico a
cilindrico sem caracteristicas secretoras. A auséncia de secrecdo também foi observada

em Sicyonia ingentis por SUBRAMONIAM (1995).

A regido distal dos ductos deferentes também é denominada de ampola terminal
ou ductos ejaculatdrio. Trata-se do local onde ocorre a deposi¢do e a organizagdo dos
componentes do espermatoforo, assim como a finalizagdo da sua maturagido (DIAZ et
al., 2002; WANG et al., 2002). A ampola terminal pode apresentar ainda as fungdes de

estocagem do espermatoforo e secrecdo de material amorfo (CHAMPION, 1987).

A constituicdo muscular da ampola terminal ¢ muito variavel. As espécies
Penaeus notialis e Penaeus schmitti (GUITART et al., 1985) e Homarus americanus
(KROL et al., 1992) apresentam externamente uma camada de tecido conjuntivo que
envolve a camada muscular constituida por fibras longitudinais externas e circulares
internas. Entretanto, nas espécies Macrobrachium borellii (VERDI ¢ DELGADO,
1988), Pleoticus muelleri (DIAZ et al., 2002) e Goniopsis cruentata (GARGIA e
SILVA, 2006) nao se observa nenhuma dilatagio na regido posterior dos ductos

deferentes, constituindo a ampola terminal, porém esta regido esta revestida por uma
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Unica camada muscular espessa. Diferente do observado em outros decapodas, em
Macrobrachium amazonicum, essa regido dos ductos deferentes apresentou-se dilatada
e constituida por uma espessa camada muscular com fibras longitudinais internas e
externas e fibras circulares médias. Com relacdo ao revestimento epitelial interno da
ampola terminal em Sicyonia ingentis a camada epitelial é conspicua e altamente
vacuolizada, sugerindo alta atividade secretora de material diluente para que ocorra a
transferéncia adequada do plasma seminal para o recepticulo das fémeas
(SUBRAMONIAM, 1995). Em Pleoticus muelleri a secre¢do presente no lumen dos
ductos assume ainda a fung¢do adesiva do espermatoforo no receptaculo da fémea (DIAZ
et al.,, 2002). Em Macrobrachium amazonicum nao foram observadas células
vacuolizadas em nivel de microscopia de luz. Desta forma estudos ultraestruturais
fazem-se necessarios para auxiliar no esclarecimento da fungfo das células epiteliais

presentes nessa regido do duto deferente.

Estrutura das glindulas androgénicas durante a diferenciacio morfotipica

Estudos recentes tem evidenciado que as glandulas androgénicas apresentam
papel fundamental no desenvolvimento e¢ na manuteng¢do das caracteristicas sexuais
masculinas em crustaceos (CHARNIAUX-COTTON e PAYEN, 1995; 1998; SAGI et
al., 1990; SAGI, 1988; OKUNO et al., 1997; 1999; FOWLER E LEONARD, 1999;
KHALAILA e al., 2002, HASEGAWA et al., 2002; OKUMURA E HARA, 2004). A
localizagdo das glandulas androgénicas varia dentre as espécies estudadas de crustaceos.
Em Armadillidium vulgare, a glandula androgénica encontrou-se aderida a porcao
cefalica dos testiculos (HASEGAWA et al., 2002). Entretanto, na maioria das espécies
de decapodas estudadas, as glandulas androgénicas foram observadas aderidas a camada
muscular da ampola terminal na por¢do distal dos ductos deferentes (FOWLER e
LEONARD, 1999; YE et al., 2003; MURAKAMI et al., 2004; OKUMURA e HARA,
2004). Esta localizagdo ¢é semelhante ao encontrado para a espécie estudada

Macrobrachium amazonicum.

OKUMURA e HARA (2004) enfatizaram que as observagdes morfologicas t€ém
provido importantes informagdes sobre o funcionamento das glandulas androgénicas. O
arranjo celular das glandulas androgénicas de decapodas pode variar entre as espécies

estudadas e quando varia entre os espécimes, segundo FOWLER ¢ LEONARD (1999),
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¢ devido a diferenga de idade ou de maturidade sexual dos animais. Em Macrobrachium
rosenbergii as glandulas androgénicas estavam constituidas por corddes celulares
alinhados ou ainda formando um grupo celular de formato piramidal (VEITH e
MALECHA, 1983). Em Armadillidium vulgare a glandula estava formada por uma
massa celular enovelada (HASEGAWA et al., 2002). Ja em Cherax desdructor, o
arranjo celular das glandulas androgénicas foi descrito como um tnico corddo celular
simples ou por corddes celulares multiplos (FOWLER ¢ LEONARD, 1999). Em
Penaeus dayanus as glandulas androgénicas estavam formadas por corddes celulares
justapostos, empilhados e achatados (THAMPY e JOHN, 1972). Em Ocypode quadrata
as glandulas androgénicas foram descritas formadas por corddes celulares enovelados
(CHARNIAUX-COTTON e PAYEN, 1985). O arranjo celular em corddes enovelados
também foi descrito nesse trabalho para Macrobrachium amazonicum. As diferengas no
padrio morfolégico do arranjo celular das glandulas androgénicas encontradas na

literatura especializada sugere que esse arranjo seja espécie-especifico.

Com relagdo as observagdes microscopicas, foram observados diferentes tipos
celulares que constituem as glandulas androgénicas entre os decapodas. Em Scylla
serrata foram descritos dois tipos celulares nas glandulas androgénicas, sendo
denominados de células tipo A e tipo B, baseados nas diferentes caracteristicas
nucleares (SUBRAMONIAM, 1995). Em Macrobrachium rosenbergii foram descritos
dois padroes diferentes de células nas glandulas androgénicas. O primeiro padrio foi
descrito por AWARI ¢ DUBE (1999) onde as glandulas androgénicas dessa espécie
apresentou trés tipos celulares, baseados no diametro celular. J& o segundo padrao
celular foi descrito recentemente por OKUMURA e HARA (2004). Esses autores
encontraram apenas dois tipos celulares, baseado nas caracteristicas nucleares e foram
denominadas de células tipo I e tipo II. Esse padrio celular também foi observado nas
glandulas androgénicas de Macrobrachium amazonicum, no presente trabalho. A
presenca de diferentes tipos celulares nessa glandula deve ser alvo de investigacdes,
uma vez que estas células, provavelmente, estejam envolvidas na formacdo do
horménio androgénico. O papel e a constitui¢do quimica desse hormonio ainda nao
foram totalmente elucidados em decapodas. Desta forma, estudos ultraestruturais,
histoquimicos e bioquimicos sdo necessarios para auxiliar na elucidacdo da natureza

quimica e da composi¢do bioquimica desse hormonio. Com isso, algumas hipoteses
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talvez possam ser confirmadas quanto ao papel regulador das glandulas androgénicas no

sistema reprodutor de decapodas.

O funcionamento das glandulas androgénicas ¢ a chave fundamental para o
esclarecimento da diferenciagdo morfotipica em decapodas uma vez que o hormdnio
produzido por essa glandula atua diretamente na determinagdo dos diferentes
morfotipos (OKUMURA e HARA, 2004). Sabe-se que o tamanho das glandulas
androgénicas varia dentre os morfotipos de Macrobrachium rosenbergii. Nessa espécie
o morfotipo SM, apresentou o menor tamanho de glandula, enquanto o morfotipo
dominante BC, apresentou o maior tamanho glandular (OKUMURA e HARA, 2004).
Resultados semelhantes foram observados no presente estudo para Macrobrachium
amazonicum, onde o morfotipo TC, também apresentou o menor tamanho glandular e
os morfotipos GC1 e GC2 apresentaram o maior tamanho das glandulas androgénicas.
Nota-se que os morfotipos GC1 e GC2 apresentaram o mesmo padrdo morfologico,
semelhante a observacdo feita para os testiculos nesse estudo, onde os morfotipos GC1
e GC2 ndo apresentaram diferencas morfologicas. Assim sugere-se que o morfotipo
GC1 seja uma transi¢do entre o morfotipo CC e GC2 corroborando o descrito
anteriormente para Macrobrachium amazonicum (PAPA et al., 2004). Assim, as
glandulas androgénicas parecem estar envolvidas na diferenciagdo morfotipica de
Macrobrachium amazonicum. A atividade secretora dessas glandulas parece ser
diretamente proporcional ao desenvolvimento e diferenciagéo das caracteristicas sexuais
masculinas ¢ em mudangas na atividade reprodutiva de Macrobrachium amazonicum.
OKUMURA e HARA (2004) enfatizaram ainda que em Macrobrachium rosenbergii, a
atividade secretora das glandulas androgénicas parece estar relacionada com a atividade
copulatoria do morfotipo dominante, uma vez que essa secre¢do afeta diretamente o
comportamento reprodutivo dos machos. O mesmo deve ocorrer em Macrobrachium
amazonicum, porém estudos sobre o comportamento reprodutivo de machos desta
espécie sdo necessarios para auxiliar no esclarecimento da dindmica de diferenciacdo

morfotipica e no estabelecimento dos morfotipos.

Estrutura do hepatopancreas durante a diferenciacio morfotipica

&9



O hepatopancreas ¢ uma glandula pertencente ao intestino médio que apresenta a
funcdo de estocar e metabolizar reservas energéticas. Dentre os decapodas, assim como
na espécie estudada Macrobrachium amazonicum, o hepatopancreas ¢ bem
desenvolvido formando uma rede complexa de ductos e tibulos em fundo cego que
ocupa a maior parte da cavidade cefalotoracica (FRANCESCHINI — VICENTINI et al.,
2007). Esses ductos e tubulos de Macrobrachium amazonicum estdo revestidos
internamente por um epitélio pseudoestratificado (FRANCESCHINI — VICENTINI et
al., 2007). Existem cinco tipos celulares que compde esse epitélio do tibulo
hepatopancreatico conforme descrito para os decapodas (AI-MOHANNA et al., 1985;
AI-MOHANNA e NOTT, 1989; JOHNSTON et al., 1988; SOUZA e PETRIELLA,
2000; CORREA Jr et al, 2002) e para Macrobrachium amazonicum
(FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2007).

O hepatopancreas dos diferentes morfotipos de Macrobrachium amazonicum
apresentou os cinco tipos celulares caracteristicos da espécie. Entretanto entre os
morfotipos observaram-se diferencas quanto a vacuolizagdo das células. O morfotipo
CC apresenta células hepatopancreaticas mais vacuolizadas que as células do morfotipo
TC e, ainda, vactiolos maiores que as células dos morfotipos GC1 ¢ GC2. Com relacdo
aos morfotipos GC1 e GC2, cabe ressaltar que apresentaram caracteristicas celulares
semelhantes. Sabe-se que o nimero e as caracteristicas morfologicas de cada tipo
celular presente no epitélio de revestimento do tubulo hepatopancreatico sdo
influenciados pelo ciclo digestivo do animal (ICELY e NOTT, 1992). Em decépodas as
células F e B participam da digestdo de nutrientes nas diferentes fases do processo
digestivo. Ja as células R reabsorvem os nutrientes digeridos para estoque e/ou
transporte para hemolinfa (AL-MOHANNA e NOTT, 1986; 1987; 1989; AL-
MOHANNA e NOTT et al., 1985a; 1985b; ICELY e NOTT, 1992). Assim, nota-se que
essas trés células apresentam vacuolos no citoplasma e, dependendo do momento do
ciclo digestivo, apresentam mais ou menos vacuolos. No entanto nfo existem estudos a
respeito da dinamica celular durante o ciclo digestivo em Macrobrachium amazonicum.
Assim, tendo em vista que a vacuolizacdo celular foi a tinica diferenga encontrada no
hepatopéncreas entre os diferentes morfotipos de Macrobrachium amazonicum, é
necessario primeiro a padronizag@o da dindmica celular no ciclo digestivo, para entdo se
estabelecer alguma correlagdo entre o aspecto morfolégico das células

hepatopancreaticas e os diferentes morfotipos.
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CONCLUSOES

Considerando-se o modelo bioldgico utilizado, a metodologia empregada e as
condi¢les experimentais descritas e, com base nos resultados obtidos neste trabalho a
partir das analises das caracteristicas morfologicas dos testiculos, ductos deferentes,
glandulas androgénicas e hepatopancreas, aliados aos dados de indices
hepatossomaticos e gonadossomaticos, anteriormente descritos, e ainda, baseados na
caracterizagdo externa e biométrica do Macrobrachium amazonicum, em diferentes
fases, caracterizando os morfotipos TC, CC, GC! E GC2, também ja realizadas, este
trabalho conclui e propdem a existéncia de apenas trés morfotipos para a espécie de
camardo de agua doce, denominados TC, CC e GC. Sugere-se, com embasamento nas
observagdes, anteriormente citadas que o morfotipo GC1 seja um estagio importante,
porém transitério entre os morfotipos CC e GC. Ainda, em carater conclusivo, é
necessario reafirmar a necessidade de estudos comportamentais para a corroboragio
destas observagdes ¢ para a elucidagdo da dindmica da diferenciagdo morfotipica para o

camardo da Amazonia, Macrobrachium amazonicum.
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