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Fig. 26: Comparacdo entre os Indices Gonadossématicos (IGS) e indices Hepatossomatico
(IHS) em fémeas de Xiphopenaeus kroyeri durante maturag&o ovariana............cccceeeveeeeeeniineenn. 69

Fig. 27: Comparacao entre os indices Gonadossomaticos (IGS) e Hepatossomatico (IHS) em
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RESUMO

O camaréao-sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri esta entre as espécies de crustaceos
mais importantes do litoral brasileiro, com destaque social, econébmico, ambiental e
cultural. Além disso, destaca-se a ampla distribuicdo geografica no litoral Atlantico
Ocidental (Rio Grande de Sul — BR até a Carolina do Norte — EUA). Também
evidencia-se 0 aumento da captura, com consequente diminuigcdo dos estoques
naturais. A falta de conhecimento sobre a biologia das espécies, principalmente
aquelas visadas pelas frotas pesqueiras, diminui a eficiéncia de aplicagdes de
medidas para prote¢cdo dos estoques naturais. O conhecimento sobre a dinamica
reprodutiva de uma espécie pode ser considerado importante e eficaz para controlar
uma populacdo explorada. Com relagcdo aos crustaceos, o ciclo reprodutivo
apresenta ovarios em diferentes estagios de maturagdo e a determinagdo destes
estagios envolve as atividades inerentes ao ovario e ao hepatopancreas. Estes dois
orgaos trabalham de forma sincronizada durante a vitelogénese. Assim, o objetivo
deste estudo foi reavaliar alguns pontos referente a dinamica celular em fémeas de
Xiphopenaeus kroyeri nos diferentes estagios de maturagdo ovariana. A
classificagdo macroscopica e microscopica da maturacédo ovariana e o perfil celular
dos tubulos hepatopancreaticos foram estudados através de analises histologicas e
histoquimicas; a localizacdo da sintese de vitelogenina no ovario e hepatopancreas
foi estudada através da imuno-histoquimica; e os indices gonadossomatico (IGS) e
hepatossomatico (IHS) foram comparados. Deste modo, o ovario de X. kroyeri
apresenta seis estagios de maturagdo: imaturo, pré-maturo, maturagéo inicial,
maturagao avangada, maduro e desovado. As ceélulas germinativas apresentam seis
fases de desenvolvimento: oogdnia tipo |, oogdnia tipo I, odcitos pré-vitelogénicos,
oocitos em vitelogénese inicial, odcitos em vitelogénese avangada e oocitos
maduros. O tubulo hepatopancreatico esta revestido por um epitélio
pseudoestratificado formado por cinco tipos celulares, sendo eles, célula E
(embrionaria), célula F (fibrilar), célula R (reabsortiva), célula B (vesicular) e célula M
(basal). Estes tipos celulares variam a quantidade e a plasticidade de acordo com o
estagio de maturagcédo ovariano. Sobre a dindmica da vitelogénese durante o ciclo
reprodutivo detecta-se vitelogenina no ovario e no hepatopancreas. Além disso, em
individuos adultos ocorre uma relagao inversa entre os indices gonadossomatico e
hepatossomatico nos estagios pré-maturo para maturagcdo inicial, devido ao
envolvimento funcional entre ovario e hepatopancreas durante o inicio do ciclo de
maturacao ovariana. O IHS nao apresenta diferencga significativa entre os estagios
de maturacdo ovariana. Dessa forma, o presente estudo apresenta contribuicoes
importantes a cerca do ciclo reprodutivo do camarao X. kroyeri.

PALAVRAS-CHAVE
Xiphopenaeus kroyeri, ovario, oécito, hepatopancreas, vitelogenina
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ABSTRACT

The shrimp Xiphopenaeus kroyeri is among the most important shellfish species off
the Brazilian coast, with several highlights such as social, economic, environmental
and cultural. In addition, we highlight the wide geographic distribution in the western
Atlantic coast (Rio Grande do Sul - BR to North Carolina - USA) and also the
increase in artisanal fisheries with consequent reduction of the natural stocks. The
lack of knowledge about the biology of the species, especially those targeted by
fishing fleets, decreases the efficiency of strategies for protection of natural stocks.
Knowledge about reproductive dynamics of a species is considered important and
effective to control an exploited population. Regarding the crustaceans, the
reproductive cycle is composed of ovaries at different stages of maturation, and the
determination of these stages involves activities related to the ovary and
hepatopancreas. These two organs work synchronously during vitellogenesis. The
objectives of this study were to reevaluate some points in females in different stages
of ovarian maturation. Macroscopic and microscopic classification of ovarian
maturation and the cellular profile of hepatopancreatic tubules were studied by
histological and histochemical analyzes; the location of vitellogenin synthesis in ovary
and hepatopancreas was studied by immunohistochemistry and the gonadosomatic
(GSI) and hepatosomatic (IHS) indices were compared. Thus, X. kroyeri ovary
features six maturity stages: immature, pre-mature, early maturation, advanced
maturation, mature and spawned. The germ cells exhibit six phases of development:
oogonia type |, oogonia type |Il, pre-vitellogenic oocytes, oocytes in early
vitellogenesis, oocytes in advanced vitellogenesis and mature oocyte. The
hepatopancreatic tubule is lined by a pseudostratified epithelium with five cell types,
cell E (undifferentiated) cells F (fibrillar), cell R (resorptive), B cell (vesicular) and cell
M (basal). These cell types vary the amount and plasticity according to each ovarian
maturation stage. On the dynamics of vitellogenesis during the reproductive cycle we
highlight the presence of vitellogenin in ovaries and hepatopancreas. Moreover, there
is an inverse relationship between gonadosomatic and hepatosomatic indices at the
beginning of gonadal maturation due to the functional engagement between ovary
and hepatopancreas. Finally, this study has important contributions about the
reproductive cycle of shrimp X. kroyeri.

KEYWORDS
Xiphopenaeus kroyeri, ovary, oocyte, hepatopancreas, vitellogenin.
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1.1. Atividade Pesqueira

Os recursos pesqueiros marinhos representam grande importancia social e
econdmica em todo o mundo. Segundo a Organizagdo das Nag¢des Unidas para
Agricultura e Alimentagéo (FAO), a exploracdo mundial destes recursos entre o 1950
até o final da década de 1980 apresentou um crescimento continuo, seguido de um
pequeno periodo de declinio no inicio da década de 1990. Apos esse periodo de
declinio, em meados da década de 1990, ocorreu crescimento na produgdo mundial
de pescado principalmente pelo fato do desenvolvimento e crescimento da
aquicultura. Em 2002, a aquicultura contribuiu com 40,4 milhdes de toneladas e, em
2012, com 66,6 milhdes de tonelada, representando um crescimento continuo na
ultima década (FAO, 2008; FAO, 2014). Em contrapartida, de 2002 a 2012 a
exploragdo mundial do pescado marinho apresentou um declinio, com uma
producao mundial de 84,5 a 79,7 milhdes de toneladas respectivamente (FAO, 2008;
FAO, 2014). Esse declinio se deve principalmente a sobre-exploragdo dos recursos
naturais, causado pelo aumento das frotas pesqueiras, intensificacao da exploracao
e falta de plano de gestdo para conservagdo e manutencdo dos estoques (FAO,
2014).

O consumo médio per capita/ano em nivel mundial de pescado tem
aumentado nas ultimas décadas, passando de 9,9 kg em 1960 a 18,9 kg em 2010,
com estimativa de 19,2 kg em 2012. Isso se deve ao fato do aumento da populagao
e urbanizagdo, combinado com um forte aumento da expansdao da produgao
pesqueira (FAO, 2014). No Brasil, segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura, em
2013 os brasileiros consumiram 17,3 kg de pescado per capita/ano, quantidade que
alcanga a média mundial divulgada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
(BRASIL, 2013).

A producao de pescado brasileiro em 2011 foi de 1.431.974,4 toneladas. Em
relacdo a produgao de crustaceos, o camarao-sete-barbas (Xiphopenaeus kroyeri) e
o camarao-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis, Farfantepenaeus paulensis)
continuaram sendo as espécies mais capturadas no pais em 2011, com 15.417,8
toneladas e 10.331,2 toneladas, respectivamente, representando, juntas, 45% do
total da producéo de crustaceos marinhos no Brasil (BRASIL, 2011).

Em 2004, o Ministério do Meio Ambiente publicou a Instrucdo Normativa
(IN/MMA N°005/2004) com a lista oficial das espécies de invertebrados aquaticos
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ameacgados de extingdo, sobre-explotados ou ameacgados de sobre-explotagao.
Entre os peneideos, os camardes Xiphopenaeus kroyeri, Farfantepenaeus
brasiliensis, Farfantepenaeus paulensis, Farfantepenaeus subtilis e Litopenaeus
schimitti estdo na lista de animais sobre-explotados ou ameagados de sobre-
explotagdo (BRASIL, 2004). Em 2008, o Ministério do Meio Ambiente publicou a
Instrucdo Normativa (IN/MMA N°189/2008) proibindo o exercicio da pesca de arrasto
com tracdo motorizada para a captura de camarao-rosa (F. brasiliensis, F. paulensis
e F. subtilis), camarao-sete-barbas (X. kroyeri), camardo-branco (L. schmitti),
camardo-santana (Pleoticus muelleri) e do camario-barba-ru¢a (Artemesia
longinaris), anualmente, na area marinha compreendida entre os paralelos
21°18'04,00"S (divisa dos estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro) e
33°40'33,00"S (Foz do Arroio Chui, estado do Rio Grande do Sul), de 1° de margo a
31 de maio (BRASIL, 2008).

Assim, devido a grande importancia do camardo X. kroyeri na atividade
pesqueira, € necessario o conhecimento aprimorado sobre a biologia da espécie

para sustentar medidas que protejam e garantam a pesca sustentavel deste recurso.

1.2. Biologia da espécie

O camarao-sete-barbas Xiphopenaeus kroyeri apresentam uma ampla
distribuicdo geografica no Atlantico Ocidental, ocorre da Carolina do Norte (EUA) ao
Estado do Rio Grande do Sul (BRASIL) (D’INCAO, 1999). A pesca de camardes no
litoral brasileiro é realizada em grande escala, com significativa importancia
econdmica, histérica, social e cultural (BRANCO, 2005). A familia Penaeidae
apresenta as principais espécies de camardes utilizadas como recursos pesqueiros
na costa das regides Sudeste e Sul do Brasil, destacando-se Xiphopenaeus kroyeri
como um importante recurso pesqueiro (D’INCAO et al., 2002).

A longevidade maxima dos camardes peneideos varia entre 2 e 2,5 anos
(GARCIA e LE RESTE, 1981). O X. kroyeri apresenta o ciclo de vida em torno de 18
meses e mostra um rapido processo de crescimento (NEIVA e WISE, 1967). Em
Macaé o tempo de vida do X. kroyeri é aproximadamente de 21 meses (DAVANSO,
2015). Esta espécie nao apresenta estratificagao populacional, ou seja, a ocorréncia
de juvenis e adultos na mesma area € comum, preferindo aguas costeiras rasas com
fundo de areia e lama (IWAI, 1973).
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Os camardes marinhos podem apresentar quatro tipos diferentes de ciclo
reprodutivo em relagdo aos habitats, sendo espécie-especifico. Os quatro tipos de
ciclos sdo: tipo | possui seu ciclo inteiramente estuarino; tipo Il, a desova ocorre
longe da costa, os estagios planctdnicos migram para proximo da costa no final do
desenvolvimento larval e as pos-larvas se estabelecem na regido estuarina; tipo lll,
as pos-larvas preferem salinidades mais elevadas, geralmente em aguas protegidas
proximas a costa; e tipo IV ocorre inteiramente longe da regido costeira (DALL et al.,
1990). O camarao-sete-barbas X. kroyeri apresenta o ciclo tipo Ill (CASTRO et al.,
2005).

O conhecimento sobre a dinamica reprodutiva e a maturagdo dos ovarios
pode ser considerado os parametros populacionais mais importantes e eficazes para
controlar uma populagéo explorada (CAMPOS et al., 2009). A falta de conhecimento
sobre a biologia das espécies, principalmente aquelas visadas pelas frotas
pesqueiras, diminui a eficiéncia de aplicagbes de alternativas para protecdo dos
estoques naturais. Um fato importante relacionado as estratégias para a
preservagdo dos estoques pesqueiros € a biologia da reprodugdo da espécie,
destacando o conhecimento sobre a morfologia reprodutiva, ainda apresenta alguns
problemas, como a falta de padronizagdo de termos técnicos, e descricbes pouco
detalhadas sobre a Optica morfolégica dos ciclos reprodutivos de camardes
(SIEBERT, 2013).

1.3. Ciclo reprodutivo dos crustaceos

Os ovarios de crustaceos apresentam diferentes estagios de maturagao
constituindo um ciclo reprodutivo (CHANG e SHIH, 1995). O estudo deste ciclo
reprodutivo é fundamental para que haja melhor controle no crescimento e na
reprodugdo dos animais mantidos em cativeiro e, ainda, os estoques naturais de
reprodutores (KROLL et al., 1992; MEDINA et al.,, 1996). A determinagdo dos
estagios de maturagdo ovariana durante o ciclo reprodutivo envolve as atividades
inerentes ao ovario e ao hepatopancreas. Estes dois 6rgaos trabalham de forma
sincronizada estabelecendo o periodo de cada ciclo reprodutivo.

Em crustaceos, o hepatopancreas € o primeiro 6rgao responsavel pela
digestdo, absorgdo de nutrientes, armazenamento de reservas e excregao

(JOHNSTON et al.,, 1998). Sua funcdo envolve a sintese de enzimas digestivas
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(ICELY e NOTT, 1992), a detoxificagdo de xenobidticos (JOHNSTON et al., 1998;
SOUZA e PETRIELLA, 2007) e a participagao na vitelogénese durante a maturacgao
ovariana (KROLL et al., 1992; TIU et al., 2006). O ovario, durante a maturacao,
aumenta de peso devido a mobilizagdo de lipidios e proteinas do hepatopéancreas,
para o interior dos odcitos (CAHU et al., 1994; LEE e CHANG, 1997). Fato
corroborado em fémeas de Penaeus japonicus (JASMANI et al., 2000) e Penaeus
merguiensis, onde o indice gonadossomatico (IGS) aumentou durante todo o
processo vitelogénico e, consequentemente, o maior valor de IGS foi observado no
ultimo estagio de maturagao gonadal (ovario maduro), o que indicou maior acumulo
de vitelo nos odécitos maduros (PHIRIYANGKUL et al., 2007).

A importancia da producido de vitelo é verificada pelo tempo destinado a
vitelogénese durante o ciclo reprodutivo feminino. Este processo é crucial para o
acumulo de nutrientes nos oocitos, causando um rapido aumento no tamanho das
gbnadas (PHIRIYANGKUL et al., 2007). O vitelo € utilizado como alimento endégeno
para as larvas recém-eclodidas, proporcionando sua sobrevivéncia nos primeiros
estagios de desenvolvimento (LEE e CHANG, 1997; PHIRIYANGKUL et al., 2007). A
vitelogénese, processo de formacado do vitelo, € precedida pela formacdo de
vitelogenina (Vg), que é considerada precursora do vitelo (Vt), sendo encontrada,
principalmente, na hemolinfa da maioria das fémeas de crustaceos durante
maturacdo ovariana (PHIRIYANGKUL e UTARABHAND, 2006). Em alguns casos, a
Vg é imunologicamente idéntica ao Vt ovariano (LEE e CHANG, 1997; AVARRE et
al., 2003). Em P. merguiensis foi descrito o mesmo gene é responsavel por codificar
a Vg e o Vt (PHIRIYANGKUL e UTARABHAND, 2006).

1.4. Vitelogénese

A vitelogénese pode ter origem enddgena, quando ocorre a producido de Vg
no oocito e/ou células foliculares, e exdégena quando essa produgao € extraovariana,
ou ainda, ocorrem por ambas as origens (KROLL et al., 1992; TSANG et al., 2003;
TIU et al.,, 2006). A vitelogenina (Vg) é secretada no sistema circulatério e
transportada para o ovario onde é captada pelos odcitos e processada
intracelularmente para formar o vitelo (Vt) (JASMANI et al., 2000; LEE e CHANG,
1997; OKUNO et al., 2002). Em crustaceos, o local de sintese de Vg parece variar

entre as espécies. Estudos tém produzido diferentes e conflitantes informacdes a
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respeito dos locais de vitelogénese em decapodas. E sugerido que a Vg seja
sintetizada no ovario ou hepatopancreas, ou ambos, podendo diferir, ainda, de
acordo com a espécie e estagio vitelogénico ou de muda (PHIRIYANGKUL e
UTARABHAND, 2006).

Os lipidios ingeridos, principalmente em forma de trigliceridios, sao
convertidos no hepatopancreas em lipidios polares e glicolipoproteinas, como no
caso da vitelina e lipovitelina. Durante o ciclo reprodutivo, essas proteinas sao
transportadas aos ovarios através da hemolinfa (CAHU et al., 1994). Assim,
enquanto os ovarios alcangam o estagio maduro e consequentemente a maior
concentracéo lipidica, a quantidade de lipidios no hepatopancreas diminui, indicando
a mobilizacdo dos lipidios do hepatopancreas as goénadas. O inverso também
ocorre, quando as fémeas encontram-se imaturas ou em estagios iniciais de
maturacado é observado o acumulo de lipidios no hepatopancreas (CAVALLI et al.,
2001). Sugere-se, um mecanismo de feedback que regula a sintese e liberacao de
Vg na hemolinfa, bem como, a captagao dessa pelos oocitos (JASMANI et al., 2000).

A partir da imuno-histoquimica, foi possivel observar a localizagédo de Vg no
ovario e hepatopancreas do camardao Macrobrachium amazonicum, nos diferentes
estagios de maturacao ovariana (FERREIRA et al., 2012). Recentemente o
hepatopancreas e/ou ovario foram reportados como os responsaveis pela sintese de
Vg/Vt baseado na expressao de vitelogenina (PHIRIYANGKUL e UTARABHAND,
2006). Desta forma, foi possivel confirmar que a expressao do gene codificante para
Vg esta expresso no ovario e hepatopancreas de fémeas vitelogénicas de P.
merguiensis, (PHIRIYANGKUL e UTARABHAND, 2006), Penaeus semisulcatus
(AVARRE et al., 2003) e P. japonicus (TSUTSUI et al., 2000). A partir da expressao
quantitativa de mRNA da Vg no ovario e hepatopancreas de P. merguiensis foi
possivel verificar que nesses 6rgaos a sintese de Vg é separada, entretanto, ocorre
de forma complementar (PHIRIYANGKUL et al., 2007). O ovario apresentou nivel de
expressdo de mRNA de Vg maior do que o hepatopancreas em todos os estagios de
maturagao, indicando que este 6rgéo € o local principal para a sintese da Vg em P.
merguiensis e que, qualquer que seja a contribuicdo do hepatopancreas, esta deve
ser baixa (PHIRIYANGKUL et al., 2007). No entanto, em Marsupenaeus japonicus, 0
ovario apresentou nivel de expressdo de mRNA de Vg significativo logo no primeiro

estagio de maturagdo ovariana, decrescendo ao longo do ciclo. Ja o nivel de
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expressdo de mRNA de Vg no hepatopancreas de M. japonicus apresentou aumento
significativo a partir do estagio intermediario de maturagao ovariana (OKUMURA et
al., 2007). E sugerido, portanto, que a contribuicdo do ovario para o acumulo de Vt
ocorre nos estagios iniciais de maturagéo ovariana e que o hepatopancreas contribui
nos estagios finais, onde é preciso um maior acumulo de Vg para rapido
desenvolvimento oocitario (YANG et al., 2005; OKUMURA et al., 2007). Nesse
contexto, sabe-se que, em camardes peneideos, a Vg € sintetizada no ovario e
hepatopéncreas (TSUTSUI et al., 2000; OKUMURA et al., 2007; PHIRIYANGKUL et
al., 2007), mas a contribuigao relativa desses dois tecidos na sintese de Vg ainda é
incerta (OKUMURA et al., 2007). Informagdes basicas a respeito da producgao
exdgena (hepatopancreas) e/ou endogena (ovario) de Vg auxiliardo no melhor
entendimento sobre a biologia reprodutiva do camarao Xiphopenaeus kroyeri e
trardo dados fundamentais para o estabelecimento de projetos voltados a melhoria

do manejo e preservagao dos estoques naturais da espécie.

1.5. Justificativa

Diante do exposto percebemos a importancia do estudo detalhado sobre a
reprodugdo, para o entendimento das relagbes entre o ovario e hepatopancreas no
processo de maturagdo dos odcitos, observando a plasticidade morfologica
envolvida no ciclo reprodutivo de Xiphopenaeus kroyeri. Ressaltamos ainda, que
esta espécie apresenta uma ampla distribuicdo geografica e uma crescente captura
pela frota pesqueira, sendo de grande importancia social e econbémica para as

comunidades pesqueiras do litoral brasileiro.
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2. OBJETIVOS
Com base nas informagdes levantadas anteriormente, pode-se estabelecer o
seguinte objetivo geral do trabalho:

e Compreender a relagdo funcional entre o ovario e o hepatopancreas no
processo de vitelogénese no camarao Xiphopenaeus kroyeri.

Para alcancgar o objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

e Reavaliar a classificacdo macroscopica e microscopica da maturagao
ovariana através de analises histoldgicas e histoquimicas;

e Comparar o perfil celular dos tubulos hepatopancreaticos nos diferentes
estagios de maturacdo ovariana, atravées de analises histolégicas e
histoquimicas;

e Localizar a vitelogenina no ovario e hepatopéancreas através da imuno-
histoquimica em fémeas nos diferentes estagios de maturagéo ovariana;

e Comparar os indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS) nos

diferentes estagios ovarianos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Material de estudo

As coletas do camarao Xiphopenaeus kroyeri foram mensais e, iniciaram em
julho de 2013 e terminaram em junho de 2014, na regido sudeste da costa Brasileira,
em Macaé — RJ (22°37’ S e 41°78 W). As coletas ocorreram em parceria com 0
Professor Dr. Rogério Caetano da Costa, responsavel pelo Laboratorio de Biologia
de Camardes, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas/FC — UNESP, Campus de
Bauru, assim, contamos com a infraestrutura necessaria para as coletas na regiao
de Macaé/RJ: transporte; contato e verba para realizarmos os arrastos; e alguns
materiais como, por exemplo: caixa térmica, balanca de precisdo, paquimetros, entre
outros; e também contamos com a Licenca permanente para coleta de material
zooldgico, fornecida pelo Ministério do Meio Ambiente ao Prof. Dr. Rogério (ANEXO
1 pagina 98). Em Macaé/RJ, também contamos com a infraestrutura fornecida pela
UFRJ/NUPEM, com o suporte técnico de laboratérios e alojamentos durante o
periodo de coletas.

Todo o trabalho de campo foi efetuado com a utilizagdo de um barco de pesca
comercial (Figura 1) possuindo redes do tipo “otter-trawl” (Figura 1A). Os arrastos
foram realizados nos seguintes transectos: 5 metros (22°21'34” S 41°45’00” W), 10
metros (22°23'30” S 41°44’45” W), e 15 metros (22°24'27" S 41°45’44” W) de
profundidade. Cada arrasto teve uma duragdo de aproximadamente 30 minutos
(velocidade de 2 nés). Apds o término de cada arrasto, as redes foram recolhidas ao
convés e o material biolégico passou por uma triagem preliminar (Figuras 1C e D).
Em seguida, os camarbes foram identificados de acordo com Pérez-Farfante e
Kengley (1997) e, em relagdo a caracteristicas macroscopicas de maturidade
ovariana, de acordo com Siebert (2013). Para este estudo, as fémeas de X. kroyeri
capturadas foram separadas em diferentes grupos, de acordo com o estagio de
maturacdo gonadal macroscopico. Esses estagios foram determinados segundo
observagdes das gbnadas, com cinco estagios de maturagéo: IM= imaturo (juvenis),
PM= pré-maturos (adultos com génadas ndo maduras), MI= maturagao inicial, MA=
maturacdo avangada e M= maduro. Nao foi possivel coletar espécimes no estagio
DESOVADO, pois esse estagio €& especifico e muitas vezes confundido com o

estagio PM, assim dificultando sua coleta. Durante o periodo de coleta foram
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separados cerca de 10 a 15 animais de cada estagio de maturagdo gonadal por més
de coleta, com um total final de aproximadamente 130 animais de cada estagio (total
geral 650 animais). As amostras foram fixadas em diferentes fixadores (BOUIN e
PARAFORMALDEIDO 4%).

Fig. 1: Fotografias do barco de pesca comercial utilizado para coletar o material biolégico. A:
rede tipo “otter-trawl” antes do arrasto; B: barco realizando o arrasto, redes arrastadas
(setas); C: rede recolhida contendo material bioldgico; e D: triagem do camarao
Xiphopenaeus kroyeri.

34
CAUNESP



SIEBERT, T. H. R.

3.2. indice Gonadossomatico (IGS) e indice Hepatossomatico (IHS)

Os animais coletados foram individualmente pesados e, posteriormente,
eutanasiados por choque térmico. Foram coletados os ovarios e os hepatopancreas
em cada estagio de maturagao ovariana. A determinagao dos IGS e IHS foi realizada
com base na seguinte relagao:

IHS ou IGS (%) = Peso do 6rgao x 100

Peso do corpo

Cada indice foi comparado entre os estagios de maturidade ovariana a partir

de teste estatistico ANOVA one-way (p<0,01) e pos-teste de Tukey.

3.3. Analises de microscopia de luz (Histologia)

Para as analises, em microscopia de luz, das células ovarianas de X. kroyeri
foram utilizados 06 animais de cada estagio gonadal classificado segundo as
caracteristicas macroscoépicas (IM, PM, Ml, MA e M). Para tanto, as fémeas
capturadas e previamente classificadas foram eutanasiadas por choque térmico e
posteriormente dissecadas. Os ovarios € os hepatopancreas foram coletados e
fixados em solugado de Bouin, por 24 horas. Em seguida o material foi submetido a
varias lavagens em solucéo de alcool 70% e destinado para os estudos histolégicos,
sendo mantido neste meio até sua inclusdo em historesina (HISTORESIN, LEICA®,
Germany). Para a inclusdo os fragmentos de ovario e hepatopancreas foram
desidratados em séries de concentragbes crescentes de etanol: trés banhos em
etanol 80% (30 minutos cada), trés banhos em etanol 90% (30 minutos cada), trés
banhos em etanol 95% (30 minutos cada) e trés banhos em etanol absoluto (30
minutos cada). Em seguida, foram mantidos por 24 horas em solugdo de pré-
infiltragdo (resina e etanol absoluto, na proporgao 1:1). A seguir, as amostras
permaneceram por 24 horas em solugcdo de infiltracdo de resina, para
posteriormente serem incluidas em histomoldes contendo resina com solucao
endurecedora, sendo mantidos por 48 horas em estufa, a 60 °C, para completar a
polimerizagao da resina.

ApoOs inclusdo em historesina, os ovarios e hepatopancreas, foram para a
microtomia, assim, secgdes histolégicas (2,0 - 4,0um de espessura) foram realizadas

com navalhas de vidro, em micrétomo automatico RM2265 (Leica®, Alemanha). Os
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cortes histolégicos do ovario e do hepatopancreas foram colocados em laminas de
vidro e mais tarde submetidos a coloragdo com Hematoxilina e Eosina. As analises e
fotodocumentagao foram realizadas com auxilio do fotomicroscépio Olympus B Max-
40, acoplado a uma camera fotografica digital Olympus DP-12. Cabe destacar que, o
processamento do material em historesina e suas analises foram desenvolvidas no
Laboratério de Morfologia de Organismos Aquaticos da Faculdade de Ciéncias da
UNESP/Bauru.

3.4. Analises de microscopia de luz (Histoquimica)

Para esta técnica foram utilizados os mesmos animais da analise histoldgica,
porém em laminas diferentes. As secgbes histoldgicas dos ovarios do camarao X.
kroyeri nos seguintes estagios: IM, PM, MI, MA e M do foram submetidas a rotina
histoquimicas para reagdes com acido periddico de Schiff (PAS). Da mesma forma,
as secgoes histolégicas do hepatopancreas destes mesmos animais foram
submetidas as reacbes com acido periédico de Schiff (PAS) e Alcian Blue (AB
2,5). Todo material foi posteriormente analisado e fotodocumentado com auxilio do

fotomicroscoépio Olympus B Max-40.

Os estudos histoquimicos foram realizados por meio de reagcbes com acido
periodico de Schiff (PAS), Alcian Blue (pH 2,5) + PAS, conforme preconizado por
Cao e Wang (2009). As reagcdes com PAS permitiram evidenciar a presenca de
polissacarideos neutros, que possuem grupo glicol em suas estruturas. As reagdes
com AB, em diferentes pHs, permitiram visualizar a presenca de polissacarideos
acidos e distingui-los em sulfatados e carboxilados. Segundo Junqueira e Junqueira
(1983), AB com pH 1,7 a 3,2 reage com polissacarideos carboxilados. Esses
polissacarideos sao elementos importantes no processo da vitelogénese dos

camardes, conforme descrito para os odcitos em A. longinaris por Siebert (2013).

3.5. Imuno-histoquimica

Para as analises da localizagdo da expressdo de vitelogenina no ovario e
hepatopancreas de X. kroyeri foram utilizados 15 animais de cada estagio gonadal
classificado segundo as caracteristicas macroscépicas (IM, PM, MI, MA e M). Para
tanto, as fémeas capturadas e previamente classificadas foram eutanasiadas por
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choque térmico e posteriormente dissecadas. Os hepatopancreas e os ovarios foram
coletados e fixados em solugdo de paraformaldeido 4% por 24 horas. Apos fixacao,
o material foi destinado a rotina de inclusdo em Paraplast (Oxford®, USA) a fim de
se obter secgdes histoldgicas de 3-6um de espessura com navalhas descartaveis,
em microtomo rotativo American Optical® (USA). As laminas histologicas (de 4 a 6
laminas) passaram por um processo de desparafinizagdo em xilol e, em seguida, os
cortes foram hidratados em séries graduadas de alcool (etanol) e lavadas em agua
corrente por 15 minutos. Posteriormente, foi feita a recuperagao antigénica por meio
da incubacido das laminas em solugdo de tampéo citrato (pH 6,0) a 95 °C. Em
seguida, foi feito o bloqueio da peroxidase enddégena com perdxido de hidrogénio
(H202) diluido em metanol. Apds lavagem em solucdo de tampao fosfato salina
(PBS), as laminas foram incubadas com anticorpo primario policlonal de anti-
vitelogenina de salmao (1:50; V01402201, Biosense Laboratories AS, Bergen,
Norway ) diluido em solugéo de albumina a 1,0% em PBS. As incubag¢des foram
feitas em camaras umidas. Para o controle negativo, as laminas foram incubadas em
solucdo na qual o anticorpo primario foi substituido por solugdo de PBS e de
albumina a 1,0%. Apds a reagao primaria, as laminas foram incubadas em solugao
contendo anticorpos secundarios biotinilados, usando o Kit Dako LSAB + Peroxidase
(Universal Dako LSAB® + Kit, Peroxidase, Rb/Mo/Goat). A revelacéo foi feita com
substrato cromogénico, diluido em PBS e perdxido de hidrogénio. Ao final destas
rotinas, as laminas foram contra coradas com Hematoxilina por 1 minuto.
Posteriormente, as laminas foram desidratadas em séries graduadas de alcool
etanol, solugao de xilol alcool (proporgéo 1:1) por 5 minutos e dois banhos de xilol,
por 5 minutos cada. As laminas foram montadas com solugdo de Permount. Todo
material foi posteriormente analisado e fotodocumentado com auxilio do

fotomicroscopio Olympus B Max-40.
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4. RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados todos os resultados encontrados.
Primeiramente apresentaremos os resultados macroscopicos e microscopicos do
ovario, esses resultados norteardo as discussdes acerca da classificagdo da
maturacdo ovariana do camardo X. kroyeri. Em seguida, com base nas analises do
ovario, apresentaremos o0s resultados morfolégicos do hepatopancreas.
Posteriormente, apresentaremos os resultados imuno-histoquimicos da vitelogenina
no ovario e hepatopancreas, respectivamente. Por fim, apresentaremos os
resultados dos indices gonadossomatico e hepatossomatico, destacando a relacéo
existente entre o ovario e o hepatopancreas durante o processo da maturagao

ovariana.

4.1. Ovario

4.1.1. Resultados Macroscoépicos

Os ovarios do camaréao X. kroyeri sao pares, fusionados na regiao cranial até
a regiao caudal, e estao localizados no cefalotorax, dorsalmente ao hepatopancreas,
e se alongam no abdome em diregcdo caudal até a regido préxima ao telson. Os
ovarios apresentaram, macroscopicamente, cinco estagios de maturagao (Fig. 2).
Nado é possivel identificar o sexto estagio denominado desovado pelas analises

macroscopicas.

O primeiro estagio € chamado de imaturo (IM). Considera-se imaturo os
espécimes cujos ovarios nao atingiram a fase reprodutiva, apresentando até 10 mm
de comprimento de carapaga. Neste estagio, os ovarios sao extremamente
pequenos, apresentando uma coloragao pouco evidente e consisténcia gelatinosa, e

nao sao visiveis através da carapacga por transparéncia (Fig. 2a).

O segundo estagio é chamado de pré-maturo (PM). A partir desse estagio, os
espécimes estdo em fase reprodutiva, diferenciando no grau de maturagao gonadal.
Neste estagio de maturagao, os ovarios sao pequenos, apresentando uma coloragao
pouco evidente e consisténcia gelatinosa, ndo séo visiveis através da carapacga por

transparéncia (Fig. 2b).
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O terceiro estagio é chamado de maturacéo inicial (MI). Nesta fase ocorre o
inicio da maturagdo do ovario, desta forma, a gbnada aumenta o tamanho e o
volume em relagdo ao estagio PM. A coloracdo é verde clara, visivel por
transparéncia do cefalotérax até metade cranial do abdémen (Fig. 2c).

O quarto estagio € chamado de maturagdo avancada (MA). Nesta fase o
ovario encontra-se em um nivel de maturagao mais avangado quando comparado ao
estagio MI. A maturacdo é observada por grande parte da regido dorsal do animal,
sendo observada do cefalotérax e grade parte do abdome. A coloragao esverdeada

torna-se mais intensa e visivel por transparéncia através da carapaga (Fig. 2d).

O ultimo estagio é chamado de maduro (M). Nesta fase o ovario alcanca o
nivel maximo de maturagdo. A gbénada é mais volumosa e turgida, com coloragao
verde escura e facilmente observada por transparéncia através da carapaca. Este
orgao ocupa toda regido dorsal do animal, estendendo-se do cefalotérax até o ultimo

somito do abdome (Fig. 2e).

2a b

IM PM Mi MA M

Fig. 2: Estadios de maturacdo ovariana de Xiphopenaeus kroyeri. a - IM: imaturo,
seta ovario; b — PM: pré-maturagao, seta ovario; ¢ - MI: maturagao inicial, setas
ovario; d - MA: maturagao avangada, setas ovario; e - M: maduro, setas ovario.
Barra 1cm
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4.1.2. Resultados microscoépicos

As analises microscopicas dos ovarios do camarao-sete-barbas revelou que
estdo envolvidos por uma tunica de tecido conjuntivo frouxo e, em todos os estagios
de maturacdo gonadal, & possivel identificar oocitos em diferentes fases de
desenvolvimento, exceto no estagio imaturo. A distribuicdo desses diferentes tipos
de odcitos na gbnada varia dependendo do grau de desenvolvimento em que essas
células se encontram. Desta forma, as células mais jovens sdo comumente
observadas na regido medular (central) e, a medida que os odcitos se desenvolvem,
eles sao observados no cortex (periferia) do érgao (Fig. 3). Estas fases celulares séo
denominadas de oogbénia 1, oogbnia 2, odcito pré-vitelogénico, odcito em
vitelogénese inicial, oocito em vitelogénese avancada e oocito maduro, além das

células foliculares que envolvem os odcitos (Fig. 4).

3 4
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Fig. 3: Fotomicrografia do ovario pré-maturo de Xiphopenaeus kroyeri, evidenciando a tunica de
tecido conjuntivo frouxo (setas), a regido da medula (M) (oogbnias) e regido do cortex (C)
(odcitos em diferentes fases de desenvolvimento). Hematoxilina/Eosina.
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Fig. 4: Fotomicrografias do ovario de Xiphopenaeus kroyeri em diferentes fases de maturagao: a
—IM; b — PM; ¢ — MI; d — MA; e — M: Oogbnias 1 (Oog 1), Oogbnias 2 (Oog 2) odcitos pré-
vitelogenicos (PV), odcitos em vitelogénese inicial (VI), odcitos em vitelogénese avangada (VA),
o6citos maduros (OM) e células foliculares (cabecgas de setas). Hematoxilina/Eosina.

Os ovarios dos espécimes juvenis, sexualmente imaturos, sdo muito
pequenos quando comparados aos ovarios dos espécimes adultos. Esses ovarios
apresentam apenas oogoénias tipo 1 e tipo 2, e poucas células foliculares cubicas
dispersas no parénquima do o6rgao. As oogobnias tipo 1 sdo as mais abundantes e
estdo distribuidas pela regido medular do ovario, apresentam citoplasma aciddfilo
pouco evidente e nucleo esférico, que ocupa quase todo o citoplasma celular, com
um nucléolo evidente. As oogbnias do tipo 2 estéo distribuidas pela regidao cortical,
se apresentam maiores que as tipo 1, tanto em relagdo ao citoplasma quanto em
relagdo ao nucleo, observa-se acumulo de granulagdes perinucleares e auséncia do

nucléolo (Fig. 5).
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Fig. 5: Fotomicrografia do ovario Imaturo de Xiphopenaeus kroyeri, evidenciando a: a tunica de
tecido conjuntivo frouxo (setas), regido da medula (M) (Oog 1) e regido do cortex (C) (Oog 2); b:
oogonia tipo 1, oogdnia tipo 2 e células foliculares (cabecga de seta). Hematoxilina/Eosina.

O ovario pré-maturo apresenta a zona proliferativa bem definida na regido
medular com inumeras oogoénias tipo 1 e na regido cortical, oogbnias tipo 2 e odcitos
pré-vitelogénicos (PV). As oogobnias (1 e 2) assemelham-se as descritas no ovario
imaturo (Fig. 5). Os odcitos PV sdo maiores em relacdo as oogodnias, apresentam
formato poliédrico com citoplasma aciddfilo, e nucleo com granulagdes periféricas

maiores em relagdo a oogdnia tipo 2, e estdo envolvidos pelas células foliculares

cubicas (Fig. 6).
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Fig. 6: Fotomicrografia do ovario Pré-maturo de Xiphopenaeus kroyeri, evidenciando a: a tunica de
tecido conjuntivo frouxo (setas), regido da medula (M) e regido do cértex (C); b: oogdnias 2 (Oog 2)
e oo0citos pré-vitelogénicos (PV), células foliculares cubicas (cabecas de setas) e granulos
perinuclear (estrela). Hematoxilina/Eosina.
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O ovario em maturacao inicial apresenta odcitos em cinco diferentes fases de
desenvolvimento, ou seja, oogodnias tipo 1 e 2, odcitos PV, odcitos em vitelogénese
inicial (VI) e avancada (VA). As caracteristicas das oogbnias e dos odcitos PV séo
iguais as observadas nos estagios anteriores (Figs 5 e 6). A medida que o ovario
amadurece, percebe-se um aumento da regidao do cértex, com acumulo de oocitos
em processo de desenvolvimento. O odcito VI é o tipo celular mais frequente neste
estagio de maturacdo e esta localizado na regido cortical do ovario (Fig. 7). Estas
células exibem um citoplasma com acidofilia menos acentuada e aumento do
volume citoplasmatico, quando comparado aos odcitos PV. Além disso, o oocito VI
exibe acumulo inicial de granulos de vitelo e esta envolto pelas células foliculares
que se tornam progressivamente pavimentosas. O nucleo do odcito VI exibe
granulagdes periféricas mais intensas que as observadas nos odcitos PV, formando

uma marcagao perinuclear circular (Fig. 7).
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Fig. 7: Fotomicrografia do ovario em Maturacgéo Inicial de Xiphopenaeus kroyeri, evidenciando a:
tunica de tecido conjuntivo frouxo (setas), regido da medula (M) e regiao do cértex (C); b: (odcitos
em diferentes fases de desenvolvimento): com oogbnias 2 (Oog 2) e odcitos pré-vitelogénicos (PV),
odocito em vitelogénese inicial (VI) oécito em vitelogénese avangada (VA); c: odcitos em
vitelogénese inicial (VI), células foliculares (cabecas de setas) e granulos perinuclear (estrela).
Hematoxilina/Eosina.

O ovario em maturagdo avangada assemelha-se ao ovario em maturagao
inicial, entretanto as caracteristicas que diferem estes dois estagios de maturagao
sdo: a abundancia de oocitos em vitelogénese avancada (VA) nos ovarios em
maturagcdo avangada; a diminuigdo de oogdnias (tipo 1 e 2), odcitos PV e odcitos VI,
aumento da regido cortical; e presenga de odcitos maduros (OM) (Fig. 8). O odcito

VA apresenta nucleo baséfilo com menos granulagdes periféricas e citoplasma
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baséfilo com mais granulos de vitelo. Este tipo de odcito apresenta um volume
celular caracteristicamente maior em relagdo aos odcitos VI. O odcito VA apresenta
um envoltorio folicular composto por células pavimentosas, com o nucleo alongado e
citoplasma basdfilo, diferentes das células foliculares cubicas que sdo observadas
ao redor dos odcitos PV. A medida que os odcitos em vitelogénese inicial crescem e
entram no estagio de vitelogénese avangada ocorre um maior acumulo de granulos

de vitelo (Fig. 8 c).
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Fig. 8: Fotomicrografia do ovario em Maturagdo Avangada de Xiphopenaeus kroyeri, evidenciando a:
regido do cortex (C); b: (od6citos em diferentes fases de desenvolvimento) com oogbnias 2 (Oog 2) e
odcitos pré-vitelogénicos (PV), odcito em vitelogénese inicial (VI) odcito em vitelogénese avancada
(VA), odcitos maduros (OM); c: odcito em vitelogénese avancgada (VA), células foliculares (cabecas de
setas) e granulos perinuclear (estrela). Hematoxilina/Eosina.

O ovario maduro apresenta todos os estagios de desenvolvimento oocitario.
Entretanto, o tipo celular mais frequente neste estagio de maturagao ovariana € o
oo6cito maduro. Estas células estdo concentradas na regido cortical do ovario. O
oocito maduro exibe citoplasma basofilo com muitos granulos de vitelo e vesiculas
corticais proximas a regiao da membrana plasmatica (Fig. 9 a,b). O nucleo do odcito
maduro apresenta granulagdes periféricas menos intensas em relacdo ao odécito VA.
As células foliculares se distribuem ao redor dos oécitos maduros e se restringem a
um cordao de células pavimentosas pouco evidentes com nucleos achatados (Fig. 9

c).
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Fig. 9: Fotomicrografia do ovario Maduro de Xiphopenaeus kroyeri, evidenciando a: regido do cortex (C);
b: od6citos maduros (OM), granulos perinuclear (estrela), c: vesiculas corticais (*), células foliculares
(cabecas de setas) e granulos de vitelo (y). Hematoxilina/Eosina

4.1.3. Histoquimica

Através da reagdo com o acido Peridédico de Shiff (PAS), foi possivel
encontrar algumas diferengas entre os diferentes tipos celulares germinativos
presentes no ovario. Deste modo foi possivel elaborar uma tabela comparativa que
identifica os estagios de desenvolvimento dos odcitos de Xiphopenaaeus kroyeri
(Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas que identificam os estagios dos odcitos de Xiphopenaeus kroyeri. -: reagcao

PAS negativa; + reagcdo PAS fraca; + reagdao PAS moderada; ++ reagdo PAS intensa; +++ reacao

PAS muito intensa. & granulos de vitelo ausente; y presencga de granulos de vitelo.

Estagio de maturagao PAS Granulos de vitelo
Oogonias Tipo 1 - 9
Oogonias Tipo 2 - 1]
Odcitos Pré-vitelogénicos * 1]
Odcitos em Vitelogénese inicial +++ y

Odécitos em Vitelogénese avangada ++ yy
Oécitos Maduros + yyy

As oogobnias n&o reagiram ao PAS, portanto sdo consideradas PAS negativas
(Fig. 10 a, Tabela 1). Os od6citos PV reagiram ao PAS, no entanto, essa reagéo foi

fraca (Fig. 10b). Os odcitos VI apresentam uma intensa reatividade ao PAS. O

46
CAUNESP



SIEBERT, T. H. R.

citoplasma desta célula contém uma grande quantidade de mucossubstancias PAS
positivas (Fig. 10c, Tabela 1).

A medida que os odcitos VI crescem no estagio de vitelogénese avancada
ocorre um acumulo de granulos de vitelo e uma notavel reducéo a reagdo ao PAS.
Esse vitelo fica armazenado em vesiculas que ndo reagem ao PAS. A reacgédo ao
PAS ocorre em algumas vesiculas dispersas pelo citoplasma, com maior
concentragéo na periferia celular (Fig. 10d).

Os odcitos M reagem ao PAS, entretanto na regido da periferia citoplasmatica
diminui a concentracdo de mucossubstancias PAS positivas quando comparado ao
oocito VA. Isso se deve ao fato do odcito M acumular mais granulos de vitelo. A
reacdo ao PAS nos odcitos M fica menos intensa e a reagdo se restringe a

mucossubstancias dispersas pelo citoplasma (Fig. 10e).

10a == b =R - o=
PV
Ooa 2 A
d Sowm e Sovm
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Fig. 10: Fotomicrografias do ovario de Xiphopenaeus kroyeri em diferentes fases de
maturagdo: a - Ooglnias 2 (Oog 2) PAS negativas; b - odcito pré-vitelogénico (PV) PAS
fraco; ¢ - o6cito em vitelogénese inicial (VI) PAS muito intensa; d - odcito em vitelogénese
avancgada (VA) PAS intensa; e - o6cito maduros (OM) PAS moderado. Reacao ao PAS.
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4.2. Hepatopéancreas

4.2.1. Morfologia geral do hepatopéancreas

O hepatopancreas de Xiphopenaeus kroyeri € um 6rgao macigo revestido por
uma capsula de tecido conjuntivo. Este 6rgdo ocupa grande parte da cavidade
cefalotoracica, esta localizado ventralmente ao ovario e organizado em dois lobos:
direito e esquerdo, os quais envolvem o tubo digestério na altura da transicdo do
estdmago com intestino (Fig. 11). Cada lobo é constituido por uma série de ductos e
tubulos secretores que correm paralelamente entre si em diregdo a periferia do

6rgao onde terminam em fundo cego.

11 O H

e

Fig. 11: Exemplar de Xiphopenaeus kroyeri ovario (O) e hepatopancreas (H). Barra 1cm.

O tubulo hepatopancreatico em X. kroyeri esta revestido por um epitélio
pseudoestratificado que consiste de cinco tipos celulares, sendo eles, célula E
(embrionaria), célula F (fibrilar), célula R (reabsortiva), célula B (vesicular) e célula M
(basal) (Figs. 12 e 13).

As células E sao cubicas e indiferenciadas, apresentam nucleo arredondado e
proeminente com nucléolo e citoplasma basofilo. Esse tipo celular apresenta regiao
de borda em escova e esta localizado na regido distal do tubulo hepatopancreatico.
Por se tratar de uma célula indiferenciada ela é responsavel pela divisdo mitdtica
para renovagao do epitélio tubular (Figs. 12 a, d; 13a).

As células M apresentam formato triangular de apice arredondado, nucleo
central e arredondado com varios nucléolos, e o citoplasma apresenta intensa
basofilia. Essa célula apresenta sua base apoiada na membrana basal e seu apice

nao alcanga o lumen do tubulo hepatopancreatico, portanto, ndo apresenta regiao

48
CAUNESP



SIEBERT, T. H. R.

apical de borda em escova. Essa € o tipo celular menos frequéntes no epitélio
hepatopancreatico (Figs. 12b; 13b)

As células F sao cilindricas ou triangulares com apice arredondado. Esta
célula apresenta regido conspicua de borda em escova e nucleo grande e
arredondado, além do citoplasma com intensa basofilia quando comparado aos
demais tipos celulares (Figs. 12 e 13)

As células R sao cilindricas e apresentam uma conspicua borda em escova.
Essas células apresentam nucleo arredondado predominantemente basal. O
citoplasma dessas células apresenta muitos vacuolos subapicais caracteristicos.
Esse tipo celular € o mais numeroso (Figs. 12 e 13)

As células B apresentam formato globular com nucleo basal oval ou achatado.
Seu citoplasma apresenta varios vacuolos apicais pinociticos e um grande vacuolo
subapical. O vacuolo subapical ocupa a maior parte do citoplasma e € caracteristico
deste tipo celular. Essas células B s&o abundantes por toda a extensao dos tubulos

secretores (Figs. 12 e 13).
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Figs. 12 a, b, ¢, d: Células do epitélio do Hepatopancreas: células R — reabsortiva (R),
Ldamen (L), células B — vesiculares (B), células F — fibrilares (F), células embrionarias (E) e
célula M (M). Hematoxilina/Eosina.
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Figs. 13 a, b, ¢, d: Células do epitélio do Hepatopancreas: células R — reabsortiva (R), Lumen (L),
células B — vesiculares (B), células F — fibrilares (F), células embrionérias (E), célula M (M) regido
da borda em escova (setas) e regido distal do tubo (*). Hematoxilina/Eosina.

4.2.2. Morfologia do hepatopancreas nos diferentes estagios de maturagao
ovariana

O epitélio dos tubulos hepatopancreaticos em X. kroyeri consiste em cinco
tipos celulares (células R, M, E, F e B) conforme descricdao anterior, porém o
presente estudo analisou apenas as células R (reabsortivas), células B
(vesiculares) e células F (fibrilares), nos diferentes estagios de maturacéo
ovariana, pois sao as células do hepatopancreas diretamente relacionadas com
aspectos da reproducao em crustaceos.

A maturacgao ovariana em X. kroyeri foi avaliada considerando os estagios
relatados anteriormente: imaturo, quando os animais ainda nao atingiram a
maturidade sexual; pré-maturo; maturagcido inicial; maturacdo avancado; e
maduro. Com relacdo ao lumen do tubulo hepatopancreatico, ressalta-se que a

borda em escova apresenta reagao forte ao PAS + AB (2,5) em todos os
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estagios de maturagcdo ovariana exceto nos individuos em estagio imaturo
(Tabela 2).

Tabela 2. Reacgdo das células hepatopancreaticas de fémeas de Xiphopenaeus kroyeri ao teste
histoquimico, PAS+AB (2,5). Intensidade da reacdo: reagéo negativa ---; reacao fraca +/-; reagao

moderada ++; reagao intensa +++.

Estagio imaturo pré-maturo maturagao inicial maturagdo avangada maduro

Células R - +++ ++ +/- 4+
Células F --- - — — .
Células B - +++ ++ +/- o+
Borda em

- +++ +++ +++ +++
Escova

O ovario no estagio imaturo, apresenta as células epiteliais do
hepatopancreas justapostas. As células B apresentam-se em maior quantidade
do que os outros tipos celulares, além disso, essas células possuem volume
celular variavel, o que confere tamanhos diferentes entre elas (Fig. 14). Essas
células apresentam marcacao para polissacaridios neutros (PAS negativa) nos
vacuolos apicais (Fig. 14c e Tabela 2). As células R sao encontradas ao longo
dos tubulos hepatopancreaticos e apresentam-se de formas colunares
preenchendo a altura total do epitélio e, portanto, todas as células mantém
contato com o lumen do tubulo (Fig. 14). Essas células apresentam marcacao
negativa para o PAS + AB (2,5) por todo o citoplasma (Fig. 14c e Tabela 2). As
células F sao de dificil visualizagdo e também sao encontradas ao longo dos
tubulos hepatopancreaticos (Fig. 14), porém n&o sao frequentes e nao
apresentam marcacao para glicoconjugados acidos e polissacaridios neutros
(Fig. 14c e Tabela 2). Ao contrario das células R, as células F, na maioria das

vezes, nao atingem o lumen.
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Fig. 14: Células do hepatopancreas (ovario imaturo). a: H/E; b: Azul de Toluidina; c: Reagao
histoquimica PAS + AB (2,5). Células B — vesiculares (B), Células R — reabsortivas (R), Células
Células F —fibrilares (F), e Lumen (L).
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Nas fémeas adultas, o estagio inicial do ciclo ovariano é o pré-maturo.
Nesse estagio, o hepatopancreas apresenta células B em grande numero, com
diferentes graus de vacuolizagdo no citoplasma (Fig. 15). Esses vacuolos
apresentam reagao positiva para o PAS + AB (2,5) (Fig. 15 e tabela 2). As
células R estdo sempre em contato com o lumen e se apresentam ao longo de
todo o tubulo hepatopancreatico e, apresentam reacgao positiva para o PAS + AB
(2,5) (Fig. 15). As células F sao de dificil visualizagao e algumas ja apresentam
caracteristicas de células B, em inicio de vacuolizagdo, ndo ocorreu reagao para
o PAS + AB (2,5) (Fig. 15c). As células F nao apresentam reacdo aos

glicoconjugados acidos e polissacaridios neutros (Fig. 15 e Tabela 2).
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Fig. 15: Células do Hepatopancreas (ovario pré-maturo). a: H/E; b: Azul de Toluidina;

c: Reacao histoquimica PAS + AB (2,5). Células B — vesiculares (B), Células R —
reabsortivas (R). Células F — fibrilares (F). e Lumen (L).
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Em animais com ovarios em maturacao inicial e avancada, as células do
tubulo hepatopancreatico apresentam caracteristicas proprias destas fases de
maturacdo ovariana. As células B sdo frequentemente observadas quando
comparadas aos outros tipos celulares. Essas células apresentam diferentes
graus de vacuolizagdao, permitindo a identificagdo de células com muitos
vacuolos e células com apenas um grande vacuolo no citoplasma (Figs. 16 e
17). Ainda, essas células quando observadas em animais nos estagios de
maturagdo inicial e avangcada apresentam reagdo fraca para PAS+AB (2,5)
(Figs. 16 e 17; Tabela 2). As células R apresentam formato poliédrico e o
citoplasma se divide em duas regides. A regidao basal baséfila e a regido apical
que apresenta vaclolos muito pequenos (Figs. 16 e 17). A medida que a
maturagao progride, a regido apical da célula € de dificil visualizagao (Figs. 16 e
17). Nos animais em maturacéao inicial a célula R apresenta reagdo moderada
para o PAS+AB (2,5) (Figs. 16 e 17; Tabela 2) e na maturacdo avancada
apresenta-se fraca (Figs. 16 e 17; Tabela 2). As células F apresentam
citoplasma apical com muitas vesiculas de diferentes tamanhos, o que lembra o
inicio da diferenciagao desta célula em célula B (Figs. 16 e 17). Nestes estagios
de maturacio ovariana, as células F se distribuem ao longo de toda a extensao
dos tubulos hepatopancreaticos e apresentam reagdo negativa para os

gliconjugados acidos e polissacaridios neutros (Figs. 16 e 17; Tabela 2).
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Fig. 16: Células do hepatopancreas (ovario em maturagao inicial). a: H/E; b: Azul de Toluidina; c:
Reagéao histoquimica PAS + AB (2,5). Células F — fibrilares (F), Células R — reabsortivas (R), e
Células B — vesiculares (B), e Lamen (L).
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Fig. 17: Células do Hepatopancreas (ovario em maturagcao avancgada). a: H/E; b: Azul de Toluidina;
c: Reacao histoquimica PAS + AB (2,5). Células B — vesiculares (B), Células R — reabsortivas (R),
Células F —fibrilares (F), e Lumen (L).
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Em animais com ovario maduro, as células B, F e R do hepatopéancreas
encontram-se  dispersas por todo o comprimento dos tubulos
hepatopancreaticos (Fig. 18). As células B apresentam volume citoplasmatico
variavel, na medida em que apresentam diferentes graus de vacuolizagao.
Muitas células B exibem apenas um grande vacuolo apical (Fig. 18). As células
R apresentam-se colunares e atingem toda a altura do epitélio (Fig. 18). As
células R e B apresentam forte marcacao para PAS + AB (2,5) (Fig. 18 e Tabela
2). As células F apresentam-se delgadas e algumas mostram diferenciagéo para
células B, apresentando aumento da vacuolizagdo apical (Fig. 18b). Essas
células ndo apresentam reagdo ao PAS + AB (2,5) a semelhanca dos demais
estagios de maturagao ovariana (Fig. 18 e Tabela 2).

Fig. 18: Células do hepatopancreas (ovario maduro). a: H/E; b: Azul de Toluidina; c:
Reacédo histoquimica PAS + AB (2,5). Células R — reabsortivas (R), células F-
fibrilares (F), células B — vesiculares (B), e Lumen (L).
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4.3. Imuno-histoquimica

4.3.1. Ovario

Durante a maturagdo ovariana de espécimes de X. kroyeri é possivel observar
a localizagao da vitelogenina (Vg) no ovario e no hepatopancreas. Essa observagao
€ demonstrada através de marcagao imuno-histoquimica da vitelogenina em todos
os estagios de maturacao ovariana (IM, PM, Ml, MA, M).

No ovario é possivel identificar diferengas significativas entre as células que
caracterizam este 6rgao: oogébnias Tipo 1 e 2 (OOG 1 e OOG 2), odcitos pré-
vitelogénico (PV), odcitos em vitelogénese inicial (VI), odcitos em vitelogénese
avancada (VA), oécitos maduros (MA) e células foliculares. Todas estas células sao
sempre encontradas nos ovarios, em maior ou menor quantidade, de acordo com o
estagio de maturacdo em que a fémea se encontra. Apesar desta distinta
distribuicdo oocitaria, o mesmo tipo celular apresenta as mesmas caracteristicas
morfologicas e imuno-histoquimicas para Vg, independente do estagio de maturagao
do ovario (Fig. 19), e as células foliculares apresentam as mesmas caracteristicas.

O ovario IM, nao apresenta marcagao imuno-histoquimica nas oogdnias tipo 1
e tipo 2, e as células foliculares também nao reagem. Entretanto, os ovarios PM
apresentam oogoénias tipo 2 com fraca marcacéo no citoplasma (Fig. 19). As células
foliculares cubicas ao redor da zona proliferativa e proximas as oogoénias, néo
apresentam marcacgado imuno-histoquimica. Ainda nesse estagio PM, observam-se
0s odcitos pré-vitelogénicos, os quais apresentaram maior intensidade de marcagao
no citoplasma celular, bem como as células foliculares cubicas, que estdo
justapostas a membrana plasmatica dos odcitos PV, também apresentaram
marcagao imuno-histoquimica na regiao citoplasmatica (Figs. 19 e 20).

Nos ovarios Ml e MA, como descrito anteriormente, apresentam distingdes a
respeito do tamanho da gbnada e a distribuigdo/quantidade de odécitos no
parénquima do 6rgao, assim as oogbnias e odcitos PV possuem a mesma
caracteristica do estagio anterior. Os odcitos VI, comumente encontrados no estagio
MI, apresentam forte marcacdo imuno-histoquimica citoplasmatica com aspecto
granular e com a aparéncia mais intensa quando comparada aos odcitos PV (Fig.

19). As células foliculares ao redor dos odcitos VI estdo em processo de

58
CAUNESP



SIEBERT, T. H. R.

pavimentacado e possuem marcagao imuno-histoquimica em seu citoplasma (Figs. 19
e 20).

Quando os ovarios alcangam o estagio mais avangados de maturagao, a
quantidade de oogdnias é reduzida e as poucas células observadas apresentam
fraca marcacgéao perinuclear. Poucas células em transicdo de oogbnias para odcitos
PV sédo observadas. Os odcitos PV e VI continuam a apresentar as mesmas
caracteristicas dos estagios anteriores e o ovario é tomado praticamente de oocitos
VA e oécitos MA. Os odcitos VA também sdo comumente observados no ovario em
maturagdo avangada apresentam moderada marcagdo imuno-histoquimica
perinuclear e a marcacgao pelo citoplasma € granular e cada vez mais dispersa, com
uma intensidade mais concentrada na regido da membrana plasmatica. As células
foliculares pavimentosas ao redor destas células apresentam marcagcdo no
citoplasma e formam um cordao delimitando o oécito VA (Fig. 19). No estagio de
ovario maduro, observa-se com mais frequéncia os oécitos MA, os quais apresentam
cada vez menos marcagao perinuclear. O citoplasma extenso apresenta fraca
marcagao imuno-histoquimica, restringindo-se apenas na regido de membrana
plasmatica. As células foliculares estdo mais pavimentosas e em marcagao imuno-
histoquimica menos intensa quando comparado com as células foliculares dos
oocitos VA (Figs. 19 e 20).
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Fig. 19: Imuno-histoquimica no ovario durante maturagdo ovariana em Xiphopenaeus kroyeri. a:
imaturo; b: pré-maturo; c: maturagdo inicial; d: maturagdo avangada; e: maduro: Oogdnias tipo 1
(Oog 1); oogbnias tipo 2 (Oog 2); odcito pré-vitelogénico (PV); odcito em vitelogénese inicial (V1);
oocito em vitelogénese avangada (VA); oocito maduro (OM); células foliculares ("; e marcagao
imuno-histoquimica perinuclear; (M).
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Fig. 20: Imuno-histoquimica no ovério durante maturagdo ovariana em
Xiphopenaeus kroyeri, evidenciando o processo de pavimentacao das células
foliculares (& . ) a: células foliculares cubicas; b: células foliculares em
processo de pavimentacao; c: células foliculares pavimentosas
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4.3.2 Hepatopancreas

No hepatopancreas de fémeas de X. kroyeri, durante todos os estagios de
maturagao ovariana, incluindo os espécimes imaturos, foi observada marcacao
imuno-histoquimica para Vg no epitélio pseudoestratificado colunar dos tubulos
hepatopancreaticos (Figs. 21, 22, 23, 24 e 25). Dentre as células que compdem o
epitélio hepatopancreatico, as células R apresentam marcagao imuno-histoquimica
em quase todos os estagios de maturagdo ovarianos, exceto no estagio de
maturacéo inicial (Fig. 23). As demais células do epitélio hepatopancreatico, células
E, F e B, apresentam marcagao imuno-histoquimica durante a maturacéo ovariana
(Figs. 21, 22, 23, 24 e 25). A regido proxima ao final dos tubulos “cegos”, que
apresenta células E, em geral, foi a que apresentou marcagado imuno-histoquimica
mais intensa (Figs. 21, 22, 23, 24 e 25).

Em animais com ovario imaturo, o hepatopancreas apresenta forte
marcacgao imuno-histoquimica nas regides apicais das células F e B dos tubulos
hepatopancreaticos, préxima ao lumen (Fig. 21). As células R apresentam pouca
marcagao na regido basal do tubulo préximo a hemolinfa (Fig. 21). As células da
regido proxima ao final do tubulo apresentam marcagdes mais intensas no
citoplasma (Fig. 21).

Nas fémeas adultas, o estagio PM se caracteriza como o inicio da cilco
ovariano. Neste estagio o hepatopancreas apresenta marcagdo imuno-
histoquimica nas regides apicais das ceélulas F e B, com menos intensidade em
relacdo ao estagio imaturo (Fig. 22). As células R e M apresentam poucas
marcagdes para Vg dispersas pelos respectivos citoplasmas (Fig. 22).
Semelhante ao estagio imaturo, as células da regido préxima ao final do tubulo
apresentam marcag¢des mais intensas no citoplasma (Fig. 22b).

Em animais com ovarios em maturagcdo inicial, o hepatopancreas
apresenta, em geral, marcagédo menos intensa por todo o epitélio. Entretanto,
equivalente aos estagios anteriores, as células da regido proxima ao final do tubulo
apresentam marcacgdes citoplasmaticas mais intensas (Fig. 23).

Em animais com ovarios em maturagdo avangada, o epitélio
hepatopancreatico apresenta marcacao imuno-histoquimica Vg mais intensa em
relacdo ao estagio de maturacgao inicial, com destaque para as células R, as

quais observam-se marcagdes na regiao basal (Fig. 24). Conforme evidenciado
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nos estagios anteriores, as células da regido préxima ao final do tubulo apresentam
marcagdes mais intensas por todos os citoplasmas (Fig. 24).

Em animais com ovario maduro, é obserdado aumento na marcacao
imuno-histoquimica de Vg na regido basal do epitélio hepatopancreatico (Fig.
25).

'/
—eha
Figs. 21 a, b, c: Imuno-histoquimica no hepatopancreas de fémeas de Xiphopenaeus kroyeri

(ovario imaturo). Células B — vesiculares (B), Células R — reabsortivas (R), Células F —
fibrilares (F), Lamen (L), células embrionarias (E), e marcagéo de Vitelogenina (setas).
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(ovario pré-maturo). Células B — vesiculares (B), Células R — reabsortivas (R), Células F — fibrilares
(F), célula M (M), células embrionarias (E), lumen (L), e marcacao de Vitelogenina (setas).
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) 2 m
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Figs. 23 a, b, c, d: Imuno-histoquimica no hepatopancreas de fémeas de Xiphopenaeus kroyeri

(ovario em maturagao inicial). Células B — vesiculares (B), Células R — reabsortivas (R), Células F —
fibrilares (F), Lamen (L), células embrionarias (E), e marcagéo de Vitelogenina (setas).
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Figs. 24 a, b, c: Imuno-histoquimica no hepatopancreas de fémeas de Xiphopenaeus kroyeri

(ovario em maturagdo avangada). Células B — vesiculares (B), Células R — reabsortivas (R), Células
F —fibrilares (F), Lamen (L), células embrionarias (E), e marcagao de Vitelogenina (setas).
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(ovario maduro). Células B — vesiculares (B), Células R — reabsortivas (R), Células F —
fibrilares (F), Lumen (L), e marcagao de Vitelogenina (setas).
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4.4. indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS)

Os indices gonadossomaticos e hepatossomaticos que representam os
pesos relativos dos ovarios e hepatopancreas nos diferentes estagios de
maturagao ovariana foram calculados como porcentagens do peso total do corpo
dos animais (indice = ((P érgéo/P total) * 100)), determinando-se os (IGS) e os
(IHS), respectivamente (Figs. 26 e 27). As fémeas de X. kroyeri antes de iniciar a
vida reprodutiva, ou seja, no estagio imaturo, o hepatopancreas apresenta o
maior IHS e, opostamente o ovario o menor IGS (Figs. 26 e 27).

As fémeas adultas de X. kroyeri iniciam o ciclo reprodutivo (estagio preé-
maturo) com o IHS maior que o IGS e, no decorrer da maturagédo ovariana, o IGS
ultrapassa o IHS. Durante o processo da vitelogénese o IHS nao apresenta
diferenga significativa em todos os estagios de maturagéo ovariana, todavia, o
IGS apresenta diferencas significativas nos estagios de maturagao ovariana,
sendo que, no estagio maduro o ovario atinge o maior IGS (Figs. 26 e 27).

Quando comparados os IGS e IHS nao apresentam valores inversamente
proporcionais. No estagio pré-maturo nota-se que o IHS é maior que o IGS. No
entanto, a medida que ocorre a maturagao ovariana, esta relacao de tamanho se
inverte. Nos estagios de maturagao inicial, avangado e maduro o IGS torna-se
superior ao IHS. Ainda, notam-se diferengas significativas entre os IGS e IHS

nos estagios de maturagdo avangada e maduro (p<0,01) (Figs 26 e 27).
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Fig. 26: Comparagdo entre os indices Gonadossématicos (IGS) e indices
Hepatossomatico (IHS) em fémeas de Xiphopenaeus kroyeri durante
maturagéo ovariana.
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Fig. 27: Comparagao entre os indices Gonadossomaticos (IGS) e Hepatossomatico
(IHS) em fémeas de Xiphopenaeus kroyeri durante maturagao ovariana (p<0,01)
(IGS — a<b<c=c<d; IHS — a’>b’=b’=b’=b").
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5. DISCUSSAO

5.1. Analise da estrutura ovariana

Durante o ciclo reprodutivo nos crustaceos, as fémeas apresentam diferentes
estagios de maturagcdo ovariana (CHANG e SHIH, 1995). O estudo do ciclo
reprodutivo é fundamental para que haja melhor controle no crescimento e na
reproducdo dos animais mantidos em cativeiro e, ainda, para manutencdo do
estoque de reprodutores (KROLL et al., 1992; MEDINA et al., 1996). De acordo com
Campos et al. (2009) a espécie X. kroyeri apresenta trés estagios de maturacéo
ovariana, além de um quarto estagio, o desovado. Os autores consideram como
critério de classificagdo o tamanho e a coloracdo dos ovarios durante o seu
amadurecimento. Esse modelo também foi proposto por Dumont e D'incao (2004)
para a espécie Artemesia longinaris com trés estagios de maturagdo ovariana. Por
outro lado, outras espécies de camardao, como os da infraordem caridea,
Macrobrachium amazonicum (RIBEIRO, 2006) e Macrobrachium rosenbergii
(CHANG e SHIH, 1995) apresentam cinco estagios de maturagdo ovariana, € o
Macrobrachium acanthurus (CARVALHO e PEREIRA, 1981) apresenta quatro
estagios de maturagdo. A espécie da infraordem Penadeidea, Metapenaeus
monoceros (ABRAHAN e MANISSERI, 2012) apresenta quatro estagios.

Assim, fica evidente que a classificagdo proposta por Campos et al (2009) é
puramente macroscopica, carecendo de uma analise mais detalhada, para uma
possivel divisdo do periodo “estagio Il (vitelogénico)’ de maturagdo ovariana em
duas ou mais fases. A partir das observacdes macroscopicas realizadas no presente
estudo foi possivel sugerir a divisdo do periodo “estagio II” de maturagdo ovariana
em duas fases denominadas por ndés: “maturagao inicial” e “maturagcao avangada”. A
analise deste periodo mostrou que o tempo de maturacdo é longo e apresenta
caracteristicas diversas em relacio a cor e, principalmente, a disposicdo dos ovarios
ao longo do abdome. Assim, a fase “avangada” refere-se apenas a fase quando o
ovario se distribui ao longo da metade caldal do abdome. Essa nova proposta foi
fundamentada nado apenas nas observagbes e descricdo macroscopica, mas
também, na classificagdo encontrada na literatura acima mencionada de outras
especies de camardes, que apresentam caracteristicas semelhantes a espécie X.
kroyeri, como proposto por Siebert (2013) para A. longinaris. O autor discute a
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classificagdo proposta por Dumont e D'incao (2004) e propdem uma nova
classificagdo morfolégica embasada nas analises macroscopicas e microscopicas
para os estagios de maturagao ovariana. Além disso, o presente estudo apresentou
um estagio macroscopico que nao foi citado por Campos et al. (2009), o estagio
imaturo, referente aos animais que néo atingiram a maturidade sexual, conhecidos
como juvenis. Em suma, para Campos et al. (2009) a espécie X. kroyeri apresenta
quatro estagios macroscépicos de maturagdo ovariana, entretanto nossa proposta
considera seis estagios.

O tamanho, cor e textura dos ovarios de crustaceos modificam-se conforme
seu grau de amadurecimento (O’'DONOVAN et al., 1984) e sua coloragao resulta do
acumulo de vitelogenina contendo pigmentos carotenoides (CHARNIAUX-COTTON,
1980). Em X. kroyeri (CAMPOS et al., 2009), assim como, em Artemesia longinaris
(DUMONT e D'INCAOQO, 2004), em Macrobrachium amazonicum (RIBEIRO, 2006) e
em Macrobrachium acanthurus (CARVALHO e PEREIRA, 1981), os ovarios, a
medida que amadurecem, apresentam coloracédo esverdeada. Ja em Macrobrachium
rosenbergii os ovarios maduros apresentam coloracao alaranjada (CHANG e SHIH,
1995). A diferenca de cor apresentada pelas espécies citadas se deve ao tipo de
carotenoide assimilado que, possivelmente, represente uma caracteristica espécie-
especifico (RIBEIRO, 2006), sendo importante para futuros estudos filogenéticos.

Com relagao as caracteristicas microscoépicas do ovario, estudos relacionados
a maturacao das células germinativas determinaram que as oogdnias encontram-se
na zona germinativa, ou zona de proliferacao do ovario (BROWDY, 1989). Esta zona
germinativa em X. kroyeri € observada na regido centro-lateral do ovario. Estas
observagdes diferem das caracteristicas encontradas em Artemesia longinaris com a
zona de proliferagdo na regido medular ou central do ovario (SIEBERT, 2013). Em
Penaeus setiferus (KING, 1948) e Penaeus stylirostris (BELL e LIGHTNER, 1988),
observou-se a zona germinativa na regido médio-ventral de cada lobo ovariano; e
em Penaeus indicus notou-se a zona germinativa na regido ventro-lateral dos
ovarios (SUBRAHMANYAM, 1963). Desta forma, a localizagao da zona germinativa
pode variar entre as espécies de crustaceos decapodes. Em X. kroyeri, é possivel
observar que, a partir a zona germinativa, sdo produzidas as oogdnias por mitoses.
Observagbes semelhantes foram feitas em P. styliferus (SHAIKHMAHMUD e
TEMBE, 1958), em M. dobsoni (VASUDEVAPPA, 1992), em M. monoceros
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(ABRAHAN e MANISSERI, 2012), e em A. longinaris (SIEBERT, 2013). O
movimento gradual das oogbnias da medula em dire¢ao ao cortex do ovario, durante
0 seu desenvolvimento é claramente demonstrado neste estudo. Fato semelhante foi
descrito pelos autores anteriormente citados, com relagdo a migracdo celular da
zona germinativa em direcdo as demais areas do ovario, independente da
localizagdo da zona germinativa. Assim, na medida em que as oogdbnias crescem,
elas originam os odcitos, 0os quais passam por um processo de desenvolvimento,
também conhecido com vitelogénese, até atingir o nivel de odcito maduro.

Em relacdo as caracteristicas celulares, Adiyodi e Subramoniam (1983) e
Yano (1988) dividiram a oogénese em duas fases: proliferacao e diferenciacdo. A
fase de proliferacéo é responsavel pela produgéo de oogdnias, que por sucessivas
divisdes celulares, originam as oogobnias. A fase de diferenciagado ocorre a partir dos
oocitos preé-vitelogénicos, que iniciam o processo de vitelogénese, até o completo
desenvolvimento dos oocitos. De acordo com a proposta de maturagao ovariana de
Adiyodi e Subramoniam (1983) e Yano (1988), o camarao X. kroyeri apresenta a
fase de proliferacdo no ovario em estagio pré-maturo de maturagédo e, a fase de
diferenciagao é observado no ovario nos estagios em maturacao inicial e avancado e
maduro, semelhante ao observado em A. longinaris (SIEBERT, 2013).

As observacgdes histolégicas do ovario de X. kroyeri nos diferentes estagios
de maturacao feitas por Campos et al. (2009) (Estagios segundo Campos et al.
(2009): I, II, Il e 1V), resultaram em uma descricdo pouco detalhada dos odcitos
presentes nestes estagios. Os autores apresentam quatro fases de desenvolvimento
oocitario, que sdo: oogbnias, odcitos |, odcitos Il e odcitos Ill. Entretanto, no presente
trabalho, foram observadas seis fases de crescimento dos odcitos presentes nos
ovarios, nos diferentes estagios de maturagao (IM, PM, MIl, MA e M) do camarao X.
kroyeri. Os tipos celulares propostos neste estudo, quando comparados com os tipos
propostos por Campos et al. (2009), apresentam algumas divergéncias. A primeira é
em relagdo a oogdbnia, nossa proposta divide essa categoria em duas: oogénia tipo |
e oogobnia tipo Il. O primeiro tipo celular esta localizado na zona proliferativa do
ovario e é responsavel pela manutencao das células germinativas. O segundo tipo
celular, oogbnia Il, estd na periferia da zona proliferativa e/ou na zona de
crescimento Morfologicamente esse tipo celular € diferente em relagdo ao primeiro,

como apresentado nos resultados desta tese e semelhante a descricao feita em
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outros camardes penaeideos como em Penaeus penicillatus (OLIVEIRA et al.,
1999), e em Metapenaeus monoceros (ABRAHAM e MANISSERI, 2012). Os odcitos
pré-vitelogénicos semelhantes aos odcitos I, os odcitos em vitelogénese inicial e
avangada correspondem aos oocitos Il, e os oocitos maduros assemelham-se aos
odcitos Ill. A segunda diferenca é em relagédo aos odcitos Il descritos por Campos et
al. (2009). Os odécitos Il apresentam caracteristicas microscépicas pouco especificas,
que mediante a analise mais criteriosa neste estudo, revelaram caracteristicas
celulares que levam a separagdo desta categoria de células em duas novas
categorias, por nés, denominadas de odcito em vitelogénese inicial (V1) e o6cito em
vitelogénese avangada (VA), e por fim o odcito Ill assemelha-se ao odcito maduro.
Classificagdo semelhante de odcito em VI e VA também foram descritas para outras
espécies de camardo, como em Macrobrachium acanthurus (CARVALHO e
PEREIRA, 1981), em Penaeus kerathurus (MEDINA et al., 1996) em Macrobrachium
amazonicum (RIBEIRO, 2006), em Metapenaeus monoceros (ABRAHAN e
MANISSERI, 2012) e em Artemesia longinaris (SIEBERT, 2013). Nesse estudo
propusemos que o ovario de X. kroyeriapresenta seis estagios de maturagao:
imaturo, pré-maturo, maturacao inicial, maturagcdo avangada, maduro e desovado,
esse ultimo nao foi observado no presente estudo, mas foi considerado pois ha
descrigao no estudo realizado por Campos et al. (2009).

O ovario do X. kroyeri no estagio imaturo apresenta apenas oogénias tipo | e
tipo Il. S&o raros os trabalhos que descrevem esse estagio ovariano em decapoda,
foi observado em Parastacus defossus (NORO et al., 2008) e em A. longinaris por
(SIEBERT, 2013). A maioria dos estudos em decapodas (QUINTERO e GRACIA,
1998; OLIVEIRA et al., 1999; HUANG et al., 2010; ABRAHAM e MANISSERI, 2012)
incluindo o realizado por Campos et al. (2009) em X. kroyeri, usam o termo “imaturo”
para ovarios no comec¢o do ciclo de maturacéo, esse estagio para nos, corresponde
ao pré-maturo, e os animais considerados imaturos sdo aqueles que nao atingiram a
maturidade sexual, conhecidos com juvenis. Portanto, as fémeas imaturas possuem
ovarios, mas ainda nao entraram em atividade reprodutiva.

O ovario pré-maturo de X. kroyeri apresenta os tipos celulares denominados
de oogbnias tipo | e tipo Il e odcitos pré-vitelogénicos, assemelhando-se as
observagodes feitas por Campos et al. (2009), porém com a distingdo das oogbnias,

como citado anteriormente. Essas células apresentam caracteristicas muito
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semelhantes as observadas em outros Peneideos: Penaeus penicillatus (OLIVEIRA
et al.,, 1999) e Metapenaus mondceros (ABRAHAN e MANISSERI, 2012), mas em
outras espécies de camarbes como na infra-ordem Caridea: Macrobrachium
amazonicum (RIBEIRO, 2006), Macrobrachium rosenbergii (CHANG e SHIH, 1995)
e Macrobrachium acanthurus (CARVALHO e PEREIRA, 1981), no estagio pré-
vitelogénico apenas as oogobnias estao presentes e os odcitos pre-vitelogénicos sao
observados a partir dos estagios vitelogénicos (VI e VA), quando o ovario ja entrou
no periodo de maturagéo.

O ovario de X. kroyeri, no estagio de maturagéo inicial e avangada, de uma
forma geral apresenta: as oogénias tipo | e tipo I, odcitos pré-vitelogénicos, odcitos
em vitelogénese inicial e odcitos em vitelogénese avangada. E a medida que o
ovario amadurece, ocorre um visivel aumento gradual no numero das células mais
desenvolvidas e diminuigdo das células nas fases iniciais. No entanto, Campos et
al. (2009) nao diferem os odécitos em vitelogénese inicial dos odcitos em
vitelogénese avangada para X. kroyeri, conforme ja mencionado anteriormente. Os
autores descrevem os odcitos || com caracteristicas semelhantes as descritas para
as células em vitelogénese inicial. Este procedimento generaliza a categoria de
oocito Il e ndo descreve o segundo tipo de célula em vitelogénese observado no
ovario, e que apresenta caracteristicas diferentes dos odcitos Il. Desta forma, o
presente estudo, possibilitou identificar a presenca de duas fases diferentes para
oocitos em vitelogénese, sendo um, odcito em vitelogénese inicial, e outro em
vitelogénese avangada, como descrito para outras espécies de camardes (CHANG e
SHIH, 1995; MEDINA et. al., 1996; RIBEIRO, 2006; ABRAHAN e MANISSERI, 2012;
SIEBERT, 2013).

O ovario maduro de X. kroyeri apresenta todas as células de desenvolvimento
oocitario, ou seja, as oogébnias tipo | e tipo Il, os odcitos em diferentes fases de
maturagcdo e as células foliculares. Entretanto, o tipo de odécito mais comum
encontrado no ovario maduro sdo os odécitos maduros. Estes odcitos apresentam
muitos granulos de vitelo distribuidos aleatoriamente por todo o citoplasma.
Corroborando com as descrigdes para Macrobrachium amazonicum (RIBEIRO,
2006), Macrobrachium rosenbergii (CHANG e SHIH, 1995), Macrobrachium
acanthurus (CARVALHO e PEREIRA, 1981) e Pandalus kessleri (QUINITIO et al.,

1989). Outra caracteristica dos od6citos maduros de diferentes espécies de
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crustdceos € a presenga as vesiculas corticais, localizadas na periferia do
citoplasma, constituindo a camada de vesicula cortical (GOUDEAU e LACHAISE,
1980; GOUDEAU, 1984; BELL e LIGHTNER, 1988). Este tipo de deposigéao lipidica
foi encontrado por Campos et. al. (2009) e confirmado neste estudo nos odcitos
maduros do X. kroyeri. Entretanto, essa caracteristica morfolégica ndo € comum a
todas as espécies de camarbes, assim, as vesiculas corticais ndo foram
encontrados em Metapenaus monoceros (ABRAHAN e MANISSERI, 2012), em
Macrobrachium amazonicum (RIBEIRO, 2006), em Macrobrachium rosenbergii
(CHANG e SHIH, 1995), em Macrobrachium acanthurus (CARVALHO E PEREIRA,
1981) e em Artemesia longinaris (SIEBERT, 2013). A literatura sugere que as
vesiculas corticais, geralmente encontrados em algumas espécies de Peneideos, e
possuem a funcao de protecao oocitaria, quando os ovos sao langados no ambiente
marinho (CLARK et al.,, 1980; CLARK et al., 1990). Aparentemente o X. kroyeri
necessita desta protegdo para garantir o desenvolvimento embrionario e
consequente sucesso reprodutivo.

Além das células germinativas (oogbnias e odcitos), estdo presentes no
ovario as células foliculares, encontradas nos diferentes estagios de maturagao do
X. kroyeri. Estas células envolvem os odcitos na forma de epitélio, formando um
cordao folicular. Esse envoltdrio folicular desempenha uma fungao fundamental para
o desenvolvimento dos o6citos, ou seja, sdo essenciais na captacao de vitelogenina
e proteinas de vitelo para dentro dos odcitos nos crustaceos (ADIYODI e
SUBRAMONIAM, 1983). Em Penaeus japonicus foi demonstrado que a vitelogenina
pode ser sintetizada nas células foliculares, secretadas na hemolinfa e captadas
pelos oécitos (YANO e CHINZEI, 1987). Segundo Chang e Shih (1995), o formato e
o tamanho destas ceélulas estariam intimamente relacionados com a sua atividade
biossintética. Com isso, a mudanga morfolégica pode levar a uma alteragao
fisiolégica, proporcionando uma diminuigcdo da atividade sintética, o que leva as
células foliculares a desempenharem uma fungdo mais relacionada com o
revestimento dos odcitos, do que suas atividades biossintéticas. A medida que os
oocitos se tornam maduros as células foliculares de X. kroyeri mudam de cubicas
para pavimentosas, também diminuem a sintese de vitelogenina, o que coincide com
o comportamento desta célula descrito na literatura, como para A. longinaris

(NUNES-SILVA, 2014). Deste modo, os oécitos completam seu amadurecimento
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com o vitelo sintetizado pelo hepatopancreas, como descrito para M. amazonicum
(RIBEIRO, 2006). A presenca e a plasticidade das células foliculares também foram
descritas em outras espécies de decapodes como Macrobrachium rosenbergii
(CHANG e SHIH, 1995), Penaeus japonicus (YANO e CHINZEI, 1987), Callinectes
sapidus (JOHNSON, 1980) e Artemesia longinaris (SIEBERT, 2013; NUNES-SILVA,
2014).

As analises histoquimicas confirmaram as observacdes histoldégicas dos
oocitos do camarao X. kroyeri. Através da reagao com o acido peridédico de Shiff
(PAS) confirmou-se a presenga de seis tipos celulares observados no ovario. Esta
técnica também foi utilizada para descrever e caracterizar as fases oocitaria durante
os estagios de maturagdo ovariana em outras espécies de camardes, como em
Aristaemorpha folidcea (DESANTIS et al., 2001) e Artemesia longinaris (SIEBERT,
2013).

Além de evidenciar a presenga de polissacaridios neutros, a reagcdo com o
PAS permite descrever algumas diferencas entre os tipos celulares presentes nos
tecidos como observado no ovario de X. kroyeri. As oogbnias nao reagiram ao PAS,
portanto, sdo consideradas PAS negativas. Os odcitos pré-vitelogénicos reagiram ao
PAS, no entanto, essa reacdo foi fraca. Os odécitos em vitelogénese inicial
apresentam uma intensa reatividade com o PAS, evidenciando que seu citoplasma
contém uma grande quantidade de muco-substancias, apresentando reacédo PAS
positivas. Na medida em que os odcitos em vitelogénese inicial crescem e entram na
fase de vitelogénese avangada ocorre um acumulo de granulos de vitelo. Esse vitelo
fica armazenado em vesiculas que ndo reagem ao PAS. Entretanto, o material
citoplasmatico nas proximidades dos granulos de vitelo também apresenta muco-
substancias, que reagem ao PAS. Essa caracteristica ndo é padrao nos camaroes;
pois em A. longinaris, o oocito em vitelogénese avangada apresenta uma reagao
PAS positiva mais intensa na regido citoplasmatica proxima ao nucleo (SIEBERT,
2013). Em X. kroyeri a reagao ao PAS ocorre de forma diferente nos odcitos em
vitelogénese avangada. Os odcitos maduros reagem ao PAS, essa reacado fica
menos intensa e se restringe a muco-substancias PAS positivos dispersos pelo
citoplasma.

A reacédo histoquimica do ovario de X. kroyeri permite relacionar a conversao de

polissacaridios neutros em granulos de vitelo durante as fases do desenvolvimento
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dos odcitos. O oécito ao entrar na fase de vitelogénese inicial possui uma grande
quantidade de polissacaridios neutros no citoplasma (PAS positivo). Este agucar é
fonte primaria na produgdo de energia. Ao longo do desenvolvimento oocitario,
ocorre a diminuigdo dos polissacaridios neutros (diminui a intensidade da reagéo
PAS positivo), em contrapartida, a energia é utilizada para a sintese e
armazenamento de vitelo. A vitelogénese enddgena ocorre no citoplasma do odcito
e €& decorrente de atividades do envelope nuclear, reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi (CARVALHO et al., 1998). Portanto, ao final do desenvolvimento
dos odcitos percebe-se um crescimento do volume celular, juntamente com um
aumento na quantidade de granulos de vitelo e a diminuigdo dos polissacaridios
neutros distribuidos pelo citoplasma.

Os resultados histoquimicos reforcam a nossa proposta de uma reclassificagao
celular, principalmente das oogénias tipo | e tipo |l, e dos odcitos em vitelogénese
inicial e em vitelogénese avancada, divergindo da classificacdo proposta por
Campos et al. (2009) a respeito da oogdnia e do odcito Il. Com os resultados obtidos
no presente estudo resumimos nossa discussdao com uma tabela (3) comparando a
classificagdo proposta pelos autores supracitados e nossa proposta em uma
reclassificacdo sobre as caracteristicas macroscépicas e microscopicas da

maturacao ovariana de X. kroyeri.

Tabela 3: Comparagéo entre a classificagédo realizada por Campos et. al. (2009) e a reclassificagao
realizados no presente estudo dos estagios de maturagdo macroscépicos e os tipos de células
germinativas presentes no ovario de X. kroyeri -: reagdo PAS negativo; * reacdo PAS fraco; +: reacéo
PAS moderado; ++ reacdo PAS intensa, +++ reacdo PAS muito intensa.

Ovario Campos et al. (2009) Siebert et al. (2015) Re%(;Aag a0
- Imaturo
. Estagio I (PV- Imaturo) Pré-maturacdo
CaraCte“,St_'caS Estagio II (vitelogénico) Maturagao inicial
Macroscopicas x
~ - Maturagdo avangada
(maturagéo) . .
Estagio III (ripe/maduro) Maduro
Estagio IV (desovado) Desovado
Oogonias, Oogonia 1 -
o --- Oogobnia 2 -
Caracteristicas Odcitos pre-vitelogenicos, (OVI) Odcito pré-vitelogénico +/-

Microscopicas
(Tipos celulares)

Odcito I1, (OVII)

Odcitos maduros, (OVIII)

Odcito em vitelogénese inicial
Odcito em vitelogénese avancada
Odcito maduro

+++
++

CAUNESP

79



SIEBERT, T. H. R.

5.2. Hepatopancreas

O hepatopancreas participa da sintese exdégena de vitelogenina, contribuindo
diretamente no processo de maturagao ovariana em X. kroyeri, além da importancia
deste 6rgao para o processo digestivo dos crustaceos, contudo, analisamos o perfil
celular do epitélio hepatopancreatico desta espécie durante a maturagao ovariana.
Diferengas nos padrées de mobilizagao de nutrientes no hepatopancreas podem ser
reflexos de diferengas nutricionais, reprodutivas ou do ambiente em que se
encontram (CASTILLE e LAWRENCE, 1989). Sabe-se, portanto, que a ingestéo de
alimentos é um fator importante para a reproducao e pode afetar a composigao do
tecido hepatopancreatico (CASTILLE e LAWRENCE, 1989). Dessa forma,
observamos que o padrdao no perfil celular hepatopancreatico durante o ciclo
reprodutivo de fémeas de X. kroyeri assemelha-se a um ciclo celular digestorio; ja
descrito para o hepatopancreas de outras espécies de camardes (AL-MOHANNA e
NOTT, 1989; RIBEIRO et al., 2014).

A estrutura morfolégica do hepatopancreas de X. kroyeri revela a presenca de
cinco tipos celulares no epitélio de revestimento dos tubulos hepatopancreaticos.
Cada célula apresenta caracteristicas inerentes a sua fungdo de acordo com o
proposto em outras espécies de decapodas (AL-MOHANNA et al.,, 1985a; AL-
MOHANNA et al.,, 1985b; AL MOHANNA E NOTT, 1989; ICELY E NOTT, 1992;
JOHNSTON et al.,, 1998; SOUZA E PETRIELLA, 2000; CORREA et al.,, 2002;
FRANCESCHINI-VICENTINI et al.,, 2009; RIBEIRO et al., 2014; NUNES-SILVA,
2014).

Durante a maturagdo ovariana, observamos um comportamento inverso dos
indices hepatossomatico e gonadossomatico. Morfologicamente, o padrao celular
dos tubulos hepatopancreaticos durante o ciclo reprodutivo mostra o envolvimento
das células durante os estagios de amadurecimento do ovario, semelhante ao
descrito para o camarao A. longinaris (NUNES-SILVA, 2014), entretanto, segundo o
IHS, o hepatopancreas n&o apresenta participacdo principal no processo
vitelogénico.

Nos animais imaturos, onde nao se iniciou a maturagao ovariana, os indices
de IHS e IGS s&o opostos (elevado IHS e baixo IGS). Nesta fase, o hepatopancreas
tem como fungao principal, prover nutrientes para o crescimento do animal e nao
direcionar nutrientes para a maturagdo gonadal. Com isso, as células F e B sao
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responsaveis pela sintese de enzimas e digestdo intracelular, respectivamente.
Essas células sado facilmente visualizadas, pois o hepatopancreas esta provendo
nutrientes para o crescimento do animal. As células R apresentam-se da altura do
epitélio o que sugere a captacédo de nutrientes diretamente do lumen. Neste estagio,
as células R nao utilizam seus metabdlitos para a maturagao gonadal, mas para a
muda e crescimento do animal, assim como as demais células.

No momento que os animais entram na fase adulta e inicia a maturagao
ovariana, o IHS comega a diminuir e o IGS comega a aumentar. Este fato esta
relacionado a mobilizagao inicial dos nutrientes das células do hepatopéancreas para
as gbnadas como proposto em Artemesia longinaris por Nunes-Silva (2014). Com
isso, as células R comegam a modificar seu comportamento. Quando a maturacao
ovariana esta em seu inicio (estagio pré-maturo), as células R s&o cilindricas e, em
contato ao lumen, pois captam nutrientes para, provavelmente, transporta-las para
as gonadas. As células B contribuem para o fornecimento de energia que é derivado
da digestao intracelular caracteristica dessas células. Desta forma, como proposto
em outros crustaceos por Dall (1975), as células B sdo mais abundantes no epitélio
hepatopancreatico e sdo derivadas das células F nos primeiros estagios do ciclo da
digestao celular (AL-MOHANNA et al., 1985a), assim as células B sdo acumuladoras
de nutrientes de reserva. As células F s&o dificeis de visualizar, e participam
intensamente da producao e secregao de enzimas digestivas para o ciclo digestério
do animal durante todos os estagios de maturagéo ovariana.

Nos estagios seguintes de maturagao, ou seja, durante os estagios iniciais e
finais de maturacéo ovariana, o IHS e o IGS comegam a se inverter, principalmente
com o aumento do IGS, uma vez que as gbnadas avangcam sua maturacéo e o
hepatopéncreas mobiliza suas reservas para a maturagdo ovariana. Nesse
processo, as células R comecam a diminuir seu contato com o Ilumen e,
provavelmente, enviam seus estoques de lipidios e proteinas para as gbnadas,
conforme descrito por Nunes-Silva (2014). Esses estoques de nutrientes serdo
provavelmente utilizados para a conversao da vitelogenina em vitelo durante a
maturagcao ovariana. As células B, que continuam presentes em maior numero,
participam desse processo convertendo energia para a maturagcao ovariana. Ao final
da maturagdo ovariana, o IGS apresenta seu valor maximo, pois a gbénada esta

pronta para reproducao, o IHS também apresenta elevacdo uma vez que a célula R
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volta a aumentar seu contato com o lumen e a captar novamente os metabdlitos
difusiveis do lumen. As células B continuam em maior nimero, e passam a converter
energia para o desenvolvimento do animal e para a desova, uma vez que néo ha
mais necessidade para transferéncia de energia para a maturagdo ovariana. As
caracteristicas histoquimicas das células B e R indicam seus envolvimento com
acumulo de reservas durante toda a maturagdo ovariana, porém com mais
intensidade nos estagios pré-maturo e maduro, quando o animal se prepara para o

préximo ciclo ovariano.

5.3. Vitelogénese

Considerando a participagdo do ovario e hepatopancreas na vitelogénese de
X. kroyeri, avaliamos os indices hepatossomatico (IHS) e gonadossomatico (IGS)
desta espécie nos diferentes estagios de maturagcao ovariana. Observamos o IGS
aumenta consideravelmente, enquanto o IHS n&do apresenta uma variagao
significativa durante a maturagéo ovariana. Nos animais imaturos observamos o
maior valor do IHS; nesse estagio, o hepatopancreas tem a fungdo de fornecer
nutrientes para o crescimento e desenvolvimento do animal, até o momento do inicio
da atividade reprodutiva.

Ao iniciar a atividade reprodutiva, observamos aumentar significativamente o
valor do IGS do estagio imaturo para o estagio pré-maturo e diminuir
significativamente o IHS do imaturo para o pré-maturo, além disso, observamos a
presenca da vitelogenina através da imuno-histoquimica, no ovario pré-maturo e sua
auséncia no ovario imaturo. Assim, o hepatopancreas nos individuos pré-maturos
tem a fungcdo de armazenar nutrientes e converté-los a reprodugdo, que segundo
CAHU et al. (1994), os lipidios ingeridos, principalmente em forma de trigliceridios,
sao convertidos no hepatopancreas em lipidios polares e glicolipoproteinas, como no
caso da vitelina e lipovitelina. Durante o ciclo reprodutivo, essas proteinas sao
transportadas aos ovarios através da hemolinfa (CAHU et al., 1994; FATIMA et al.,
2013; REVATHI et al., 2012).

Durante a maturagcdo ovariana, o estagio de maturacao inicial, apresenta o
valor do IGS significativamente maior que no estagio pré-maturo, além disso, nesse
estagio as células em vitelogénese inicial sdo mais frequentes e é o tipo celular que
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apresenta a marcagao imuno-histoquimica mais intensa para vitelogenina,
caracteristica semelhante ao encontrado em Artemesia longinaris (NUNES-SILVA,
2014).

Com o avango no processo vitelogénico, observamos o aumento do IGS no
estagio de maturagdo avancada em relacdo ao estagio de maturagdo inicial,
também, os odcitos em vitelogénese avangada mais frequentemente que aos
oocitos em vitelogénese inicial. Nos odcitos em vitelogénese avangado a marcagéao
imuno-histoquimica € menos intensa para vitelogenina e o volume celular é maior,
apresentando mais granulos de vitelo distribuidos pelo citoplasma, desta forma,
indica uma mobilizacdo nutricional para a formagao do vitelo. Destacamos que, os
IHSs nos estagio supracitados ndo apresentam alteragdes significativas, indicando
pouca participagdo hepatopancreatica no processo vitelegénico desta espécie,
sendo antagbnico aos resultados encontrados em A. longinaris por Nunes-Silva
(2014), no qual a autora observou maior participagdo do hepatopancreas na
maturagdo ovariana, e uma inversao significativa do IGS em relagdo ao IHS durante
a maturacdo ovariana, assim, mostrando que o0 hepatopancreas contribui
significativamente com a vitelogénese exdgena em A. longinaris. Entretanto, em X.
kroyeri € pifia a participacdo do hepatopancreas no processo de vitelogénese
exdégena, uma vez que este ndo demostra alteragdes do IHS e, desta forma,
consideramos que este 6rgao participe de forma secundaria durante a vitelogénese.

Quando os ovarios alcangam o estagio maduro apresentam a maior
concentracao de vitelo e o maior IGS, e em contrapartida o IHS no hepatopancreas
continua ndo apresentando alteragdo significativa, indicando pouca mobilizagdo de
nutrientes do hepatopancreas a gbnada. Em outras espécies como Macrobrachium
rosenbergii, Fenneropenaeus merguiensis, Fenneropenaeus penicillatus,
Litopenaeus vannamei, Litopenaeus setiferus, Farfantepenaeus aztecus, Artemesia
longinaris, foram observadas participagdes maiores dos hepatopancreas durante os
finais dos amadurecimentos dos respectivos ovarios (CASTILLE e LAWRENCE,
1989; CAVALLI et al., 2001; WOUTERS et al., 2001; REVATHI et al., 2012; FATIMA
et al., 2013; NUNES-SILVA, 2014).

Quanto a presenga da vitelogenina em X. kroyeri, observamos marcagao
imuno-histoquimica positiva para vitelogenina nas células foliculares. Estas células,

como discutido anteriormente, envolve os odécitos na forma de epitélio, formando um
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cordao folicular. Esse envoltério folicular desempenha uma fungédo fundamental para
o desenvolvimento dos odcitos, ou seja, sdo essenciais na captagao de vitelogenina,
proteina que formara o vitelo no interior dos odcitos nos crustaceos (ADIYODI e
SUBRAMONIAM, 1983). Entretanto, além de participarem da captacdo de Vg foi
observado em M. japonicus (TSUTSUI et al, 2000) e P. monodon
(HIRANSUCHALERT et al., 2013) expressao de mRNA de Vg nas células foliculares
ao redor dos odcitos a partir da hibridizagao in situ. Esses achados comprovam que
as células foliculares sdo as responsaveis pela sintese endogena de Vg nas
especies de camardes citadas e estdo de acordo com a marcagdo imuno-
histoquimica encontrada no citoplasma das células foliculares em X. kroyeri,
indicando uma provavel participagdo na sintese e/ou captagéo da vitelogenina visto
pela marcagdo imuno-histoquimica positiva.

Além das células foliculares, em X. kroyeri, a marcagédo de Vg foi observada
no citoplasma dos odcitos. A marcagao mostrou-se distribuida pelo citoplasma e
acompanhou o desenvolvimento oocitario. Entretanto, as oogénias tipo | ndo foram
marcadas com a presenga de Vg, em todos os estagios de maturagdo. Cabe
destacar que este € o tipo celular predominante nos ovarios imaturos, e, portanto,
nao houve marcagao positiva para Vg nesse estagio de maturagao, Além disso, o
estagio imaturo apresenta o menor IGS, indicando que o ovario nesse estagio nao
participa da sintese endoégena de Vg e, tdo pouco, absorve Vg exdgena. As
oogodnias tipo Il mostraram marcacao fraca, e na medida em que os odécitos crescem
e mudam de fase, ocorre um aumento gradual na marcagao, ou seja, 0os oo6citos pré-
vitelogénicos exibiram marcagdo mais forte que as oogoénias tipo Il, posteriormente,
0s oocitos em vitelogénese inicial mostraram marcagbes mais fortes, todavia, os
oocitos em vitelogénese avangada e maduros voltaram a exibir marcacdes fracas,
com concentracdo de Vg na regido perinuclear; ja o o6cito maduro exibe marcagao
mais fraca em relagao ao odécito em vitelogénese avangada.

Outro aspecto observado foi em relacdo ao local do citoplasma dos odcitos
que apresentam marcagao para Vg. Em P. monodon (HIRANSUCHALERT et al.,
2013; TIU et al., 2008), M. rosenbergii (JASMANI et al., 2004) e M. amazonicum
(FERREIRA et al., 2012), a Vg foi encontrada na periferia celular ou espalhada pelo
citoplasma da célula, diferente ao observado no presente trabalho em X. kroyeri, e
semelhante ao apresentado em A. longinaris, onde a Vg concentra na regido
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perinuclear e, posteriormente, espalha-se pelo citoplasma (NUNES-SILVA, 2014).
Dessa forma, a marcacdo de Vg no citoplasma dos odcitos dessas espécies
supostamente corresponda a Vg sintetizada pelos proprios odcitos, e a outra parte
incorporada pelas células oocitarias através da hemolinfa.

As analises em microscopia eletrénica identificaram que em algumas
especies de camardes existe atividade de sintese proteica nos odcitos vitelogénicos
(YANO et al., 1996; RIBEIRO, 2006; FERREIRA et al., 2012; SOONKLANG et al.,
2012;). Neste sentido, é possivel pressupor que em X. kroyeri as oogdnias possuam
0 aparato celular necessario a sintese de Vg. Esse aparato celular possivelmente
seria utilizado quando as oogbnias se desenvolvem para odcitos pré-vitelogénicos e
oocitos em vitelogénese inicial. Portanto, esses odcitos participariam da sintese
endégena de Vg. Este fato explicaria a forte marcagdo imuno-histoquimica
encontrada nos odcitos pré-vitelogénicos e em vitelogénese inicial de X. kroyeri, fato
semelhante observado em A. longinaris por Nunes-Silva (2014). Entretanto, ha
necessidade de investigar através de técnicas moleculares a presenca de RNAmM
para sintese de Vg no ovario e, posteriormente, realizar a hibridizagdo in situ nos
odcitos, e somente assim podemos, de fato, assegurar a participagéo dos odécitos na
sintese enddgena de vitelogenina.

A marcagao imuno-histoquimica no hepatopancreas de fémeas de X. kroyeri
durante a maturagdo gonadal mostrou-se mais intensa nas células E em todos os
estagios de maturagao. As células R apresentam marcagao imuno-histoquimica em
quase todos os estagios de maturacdo ovariana, exceto no estagio de maturagao
inicial. As demais células do epitélio hepatopancreatico, células F e B, apresentam
marcacao imuno-histoquimica durante a maturacdo ovariana. Apesar nas marcacgoes
imuno-histoquimicas nos diferentes tipos celulares e diferentes estagios de
maturagdo ovariana, provavelmente ocorreram marcagdes inespecificas nos
respectivos hepatopéncreas, visto que este 6rgdo nao apresentou diferengas
significativas do IHS durante toda a maturacdo ovariana, indicando pouca
mobilizagdo nutricional no processo da vitelogénese. Para confirmar de fato a
participagcdo deste o6rgdo na sintese exogena de Vg, serdo necessarias
investigagées com técnicas moleculares como sugerido anteriormente para o ovario.

Em 2011, foi publicado o livro “Proposta de Plano Nacional de Gestao para o

uso sustentavel de camardes marinhos no Brasil”, escrito por Neto (2011). Este livro
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destaca a necessidade de pesquisas para o desenvolvimento de indicadores e
formacdo de planos de gestdo sustentaveis para a exploragdo das principais
espécies de camardes, dentre elas a X. kroyeri. Deste modo, o presente estudo
corrobora com as necessidades apontadas pelo autor supracitado, subsidiando

informacgdes valiosas acerca do ciclo reprodutivo desta espécie.
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento desta tese possibilitou as seguintes conclusbes acerca do
camarao X. kroyeri

O ovario apresenta macroscopicamente seis estagios de maturagdo ovariana
(imaturo, pré-maturo, maturagao inicial, maturagao avangada, maduro e desovado);
Microscopicamente esta espécie apresenta seis fases de desenvolvimento oocitario
(oogbnia |, oogdnia Il, odcito pré-vitelogénico, odcito em vitelogénese inicial, oocito
em vitelogénese avangada e odcito maduro);

Percebemos a necessidade de padronizacdo da nomenclatura de classificagao
utilizada para a maturagao do ovario e desenvolvimento oocitario em camaroes;

O epitélio pseudoestratificado dos tubulos hepatopancreaticos esta constituido por
cinco tipos celulares: células E, F, B, Re M;

As células hepatopancreaticas F, B e R apresentam diferencas estruturais durante
os diferentes estagios de maturagao ovariana, o que interfere nos IHS e IGS;

O ovario é o principal érgéo responsavel pela vitelogénese nesta espécie, visto o
aumento significativo do IGS durante todas as fases de maturacdo ovariana. O
hepatopancreas é responsavel pelo aporte nutricional secundario, de acordo com o
IHS que nao apresenta alteracao significativa nas fases de maturagao ovariana;

No ovario, as células foliculares, os odcitos pré-vitelogénicos e os odcitos em
vitelogénese inicial sdo os tipos celulares que apresentam marcagdes imuno-
histoquimicas para Vg mais intensas;

Os odcitos em vitelogénese avancada e odcitos maduros apresentam marcagdes
menos intensas para Vg, e sao responsaveis pela absorgdo de Vg, exdgena e/ou
endoégena;

No hepatopancreas, as células E apresenta a marcacdo mais intensa para Vg em
todos os estagios de maturagdo ovariana; as células R, F e B apresentam
marcacgoes para Vg; e

Os estagios de maturacdo ovariana interfferem no IGS, que aumenta
significativamente durante a maturagao ovariana, atingindo o maior valor no estagio
maduro, enquanto o IHS n&o sofre alteragdes significativas durante o processo da

vitelogénese.
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