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resumo

O caranguejo Callinectes sapidus (caranguejo azul) tem sido utilizado,
nos ultimos anos, com enorme sucesso, na produ¢do de caranguejos moles.
Nos Estados Unidos da América esta industria tem apresentado uma enorme
expansao, tendo este produto sido considerado uma iguaria de alta qualidade
alimentar. Uma vez que o caranguejo Carcinus maenas (caranguejo verde) é
extremamente abundante e de facil captura na Ria de Aveiro, comecou a ser
estudada a possibilidade de se efectuar a producéo de caranguejos moles com
esta espécie. Esta producdo teria como objectivo colocar no mercado os
caranguejos moles quer como produto alimentar (quando em condicbes
6ptimas) quer como isco para a pesca desportiva. No entanto, a producédo de
caranguejo verde ndo pode ser efectuada com os meétodos utilizados na
produgdo de caranguejo azul, isto porque os processos de identificacdo da
fase da muda em ambas as espécies sdo distintos. Assim, enquanto que no
caranguejo azul essa identificacdo € feita por uma simples e rapida
observagdo directa das patas natatérias (Ultimo par de peredpodes), no
caranguejo verde é necessario remover-se uma pega bucal (exopédito do 1°
maxilipede) para posterior observagdo ao microscopio optico.

Carvalho et al. (1999) realizaram a caracterizagdo da populagdo de
Carcinus maenas da Ria de Aveiro tendo-se procurado, sem sucesso,
identificar um método mais simples, rapido e ndo-invasivo de identificagdo das
fases da muda no caranguejo verde. Desta forma, a utilizagdo do caranguejo
verde na producdo de caranguejos moles seria possivel através de uma
intervencao no processo fisiolégico da muda, ou seja, na pesquisa de um ou
mais estimulos que conduzam a uma indugdo da muda.

O controlo do ciclo da muda dos crustaceos é feito maioritariamente
através de hormonas da muda (ecdisteroides). Estas apresentam-se como
fundamentais para o normal desenrolar do ciclo da muda, sendo por isso
bastante importante saber de que forma variam os seus niveis ao longo do
ciclo da muda. Para melhor entender as variagdes dos niveis de ecdisterdides
na hemolinfa do caranguejo verde, realizou-se a identificacéo, separacdo e
quantificacdo dos ecdisterdides nas diferentes fases do ciclo da muda,
utilizando-se para isso a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e o
enzimo-imuno-ensaio (EIA).

Os ecdisterdides apresentam concentracfes baixas nas fases de pos-
muda (fase A e B), registando-se aumentos ligeiros na intermuda (fase C) e na
fase inicial da pré-muda (fases Dy e D4). No final da pré-muda (D, e Dj3)
regista-se um aumento significativo das concentracées de ecdisterdides
(ANOVA unifactorial, p<005). A 20-hidroxiecdisona foi o ecdisteréide que
maiores concentracdes apresentou ao longo das diferentes fases da muda,
correspondendo os picos mais elevados, a semethanga do verificado nos
ecdisterbides totais, as fases finais da pré-muda (D, e Ds). A identificacdo do
perfil de ecdisteréides na hemolinfa do Carcinus maenas permitiu também
optimizar as técnicas utilizadas para ser possivel a sua futura aplicacdo em
estudos hormonais ap6s a identificacdo de um estimulo que induza a muda de
forma efectiva.



Diferentes tratamentos foram utilizados com o intuito de avaliar o seu
efeito na sobrevivéncia e frequéncia de muda da espécie Carcinus maenas.
Resumindo, realizaram-se experiéncias em que os caranguejos foram
expostos ao ar, em que se ablaram ambos os pedanculos oculares e/ou as
patas locomotoras e em que se injectou a hormona da muda activa efou
compostos quimicos com possivel inibicdo da produgao/libertacdo da hormona
inibidora da muda.

A experiéncia de exposicdo ao ar ndc apresentou nenhum resultado
relevante relativamente a frequéncia de muda. No entanto, ainda no que diz
respeito as frequéncias de muda, verificou-se que os grupos de estudo
constituidos pelos animais capturados por arrasto (machos/arrasto e
fémeas/arrasto) apresentaram valores superiores aos que foram capturados
com nassas (ANOVA trifactorial, p<0.05). Os periodos de exposi¢éo ao ar
mais longos (120, 144 e 168h) apresentaram quase sempre as taxas de
mortalidade mais elevadas. No entanto, foi em periodos longos de exposicdo
(machos/arrasto — 120h; fémeas/arrasto — 144h) que se registou a frequéncia
de muda mais elevada (19%).

A ablagao dos pedinculos oculares e/ou a ablagao de patas locomotoras
resultou em frequéncias de muda superiores nos caranguejos machos do que
nas fémeas (ANOVA ftrifactorial, p<0.05). Em todos os grupos de estudo, as
taxas de mortalidade mais elevadas foram registadas nos caranguejos em que
se ablaram ambos os pedunculos oculares (ANOVA trifactorial, p<0.05).
Apesar de, no final da experiéncia ndo existirem diferencas significativas entre
as frequéncias de muda observadas, os machos/nassas com ablagdo de patas
locomotoras apresentaram, nos primeiros 15 dias de experiéncia, uma rapida
subida da frequéncia de muda (de 0 até 22%), tendo estabilizado em seguida
até ao final da experiéncia. Numa tentativa de repetir este resultado, realizou-
se um novo ensaio com machos/nassas com ablacdo de patas locomotoras,
mas neste ensaio as frequéncias de muda registadas foram bastante
inferiores.

As experiéncias em que se efectuou a injeccdo de 20-hidroxiecdisona
(20-OHE) e/ou outros compostos quimicos com possivel influéncia no ciclo da
muda também ndo permitiram encontrar um estimulo da muda. No ensaio A,
as taxas de mortalidade foram extremamente elevadas quer nos controlos
(entre 58 e 94%) quer nos animais sujeitos aos diferentes tratamentos (entre
81 e 100%). No ensaio B, os caranguejos foram sujeitos a tratamentos
semelhantes (alterou-se apenas as concentragbes dos compostos) e
apresentaram taxas de mortalidade muito menores (controlos - entre 6 e 13%;
tratamentos — entre 17 e 62%). No que diz respeito as frequéncias de muda,
no ensaio A da experiéncia o nimero de mudas foi maior nos caranguejos
fémeas do que nos machos, registando-se o contrario no ensaio B. Nas
frequéncias de muda, o valor mais elevado (10%) foi registado em fémeas
(capturadas por arrasto) em que se injectou simultaneamente 20-OHE e
ciproheptadina, sem no entanto se mostrar significativamente superior.

A impossibilidade de obter um método simples de identificagéo da fase da
muda na espécie estudada (Carcinus maenas) e a variagdo sazonal das
respostas aos diferentes estimulos testados reduziu a aplicabilidade dos
resultados obtidos na producdo de caranguejo mole. No futuro, o controlo das
condicbes ambientais (fotoperiodo, temperatura e salinidade) como
modeladoras da resposta fisiologica devera ser objecto de uma nova
abordagem, a qual podera eventualmente ser efectuada com uma espécie
mais adequada (como o Callinectes sapidus).



abstract

The blue crab Callinectes sapidus has been used, in the last years, with
great success, in soft crab production. In United States of America this industry
showed an enormous expansion, being soft blue crab considered an highly
quality food product. Once green crab Carcinus maenas is extremely abundant
and easy to capture in Ria de Aveiro, it was studied the possibility of producing
soft green crabs with this crab species. The production of soft green grabs
objective will be to obtain a high quality alimentary product (when in best
conditions) and bate for sport fisherman. However, the methods used in the
production of soft blue crabs cannot be applied to green crab because the
moult phase identification methods are different. In the blue crab, the moult
phase identification is made in a simple and quick way through the direct
observation of the swimming legs (last pair of pereiopods). In the green crab,
moult phase identification requires the removal of the exopodite of the 1%
maxilliped for posterior observation at light microscopy.

A previous study on the green crab (Carcinus maenas) population
characterization in Ria de Aveiro tried to identify, without success, a simple,
fast and non-invasive method of moult phase identification. In this way, the use
of green crab in the production of soft crabs would be possible by the
intervention on the physiologic process of moult, i.e., in researching one or
more stimulus that can induce moult.

The moult cycle control in crustaceans is made mainly through the moult
hormones (ecdysteroids). These hormones have showed to be crucial for the
normal development of the moult cycle, being very important to know how
these hormones titers change throughout the moult cycle. For better
understanding of these hormones variation in green crab hemolymph,
ecdysteroids were identified, separated and quantified in the different moult
phases. High performance liquid chromatography (HPLC) and enzimo-immuno-
assay (EIA) were the two techniques used to perform this hormonal analysis.

Ecdysteroids showed low concentrations in post-moult phases (phases A
and B), registering slight increases in intermoult (phase C) and beginning of
pre-moult (phases Dy and D,). The final pre-moult phases (D, and Dj)
registered significant higher ecdysteroids concentration in green crab
hemolymph (trifactorial ANOVA, p<0.05). 20-Hidroxyecdysone was the
ecdysteroid with higher hemolymph concentration throughout the different
moult phases, being the highest values, similarly to total ecdysteroids, in the
final pre-moult phases (D, and Ds). The ecdysteroid titer identification in
Carcinus maenas hemolymph also allowed the optimization of the methods
(HPLC and EIA) used for their future utilization in hormonal studies after
identification of one stimulus that induce moult effectively.

Different treatments were used to evaluate their effect on survival and
moult frequency of the crab Carcinus maenas. In this way, some experiments
were performed where crabs were exposed to air, eyestalks and/or walking
legs were ablated and active moult hormone (20-hydroxyecdysone) and/or
other chemical compounds with possible inhibition of moult inhibiting hormone
(MIH) production/liberation were injected.



The air exposure experiment did not registered relevant results regarding
moult induction. However, concerning moult frequency, it was verified that
crabs captured by trawl (males/traml and females/trawl) presented higher
values than the ones captured with traps (trifactorial ANOVA, p<0.05). The
longest exposure periods (120, 144 e 168h) showed, usually, the highest
mortality rates. Nevertheless, it was in longer exposure periods (males/trawl —
120h; females/trawl — 144h) that the higher moult frequency value (19%) was
registered.

Eyestalk ablation and/or walking legs ablation resulted on higher moult
frequencies in male than in female crabs (trifactorial ANOVA, p<0.05). In all
study groups, highest mortality rates were observed on crabs with eyestalk
ablation (trifactorial ANOVA, p<0.05). Although at the end of the experiment the
moult frequencies registered were not relevant, males, captured by traps, with
walking legs ablation showed, in the first 15 experiment days, a quick
increase in the moult frequency (from 0 to 22%), stabilizing since the 15" day
until the end of the experiment. A second assay was performed to try to repeat
these good results but without success, being registered very low moult
frequencies and mortality rates.

The experiment where it was injected 20-hidroxyecdysona (20-OHE)
and/or other chemical compounds, which possibly interfere in moult cycle, did
not presented any stimuli for moult. In assay A, mortality rates were extremely
high both in control crabs (between 58 and 94%) and experimental (between
81 and 100%). Meanwhile, in assay B, crabs submitted to similar treatments
presented lower mortality rates (controls - between 6 and 13%; treatments —
between 17 and 62%). The different mortality rates registered in assay A and B
may be due to water physico-chemical variations (temperature, salinity e
dissolved oxygen). Regarding moult frequencies, in assay A, it was registered
a higher number of moults in female than male crabs; being registered the
opposite in assay B (males presented more moults than female crabs). Moult
frequencies did not present significant results; however, the simultaneous
injection of 20-OHE and cyproheptadine (10%) in females (captured by trawl)
registered the highest value of this experiment.

The impossibility of an easy identification method of the moult phase in
the studied species (Carcinus maenas) and the seasonal variation of the
answers to the stimuli tested reduced the applicability of the obtained results in
the soft crab production. In the future, the control of the environmental
conditions (e.g. photoperiod, temperature and salinity) as modellers of the
physiologic response should be object of a new approach, which eventually
can be done with a more appropriate species (Callinectes sapidus).
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INTRODUCAO GERAL




PRODUCAO MUNDIAL DE ORGANISMOS AQUATICOS — ESTADO ACTUAL

Os organismos aquaticos pescados e/ou cultivados pelo Homem s3o uma
importante fonte de proteina animal necessdria para a alimentagio de uma populagdo
mundial em constante crescimento. Em 1999, a produgfio mundial total de organismos
aquaticos (pesca € aquacultura) foi de 136.857.212 toneladas (t), representando um
aumento de cerca de 7% relativamente a 1998 e de cerca de 24% relativamente a 1990
(Quadro 1). Na ultima década, 1998 foi o tinico ano em que ocorreu uma diminuigdo na
produgio de organismos aquaticos, verificando-se uma recuperagdo dessa produg@o no ano
de 1999 (Quadro 1). A diminuigfo da produgéo em 1998 deveu-se a diminuigdo das pescas
marinhas efectuadas pelos paises sul-americanos no Pacifico Sul devido a anomalias
climaticas — o El Nifio (FAO, 2000a).

Nos ultimos anos tem-se verificado um abrandamento e, em alguns casos, uma
diminui¢do gradual das capturas pesqueiras, nomeadamente devido a sobre-exploragdo da
maior parte das zonas de pesca mundiais. A pesca de organismos aquaticos registou taxas
de crescimento progressivamente mais pequenas durante os ultimos 50 anos (anos 50 ¢ 60
— 6%/ano; anos 70 ¢ 80 - 2%/ano; anos 90 ~ 0%/ano) (FAO, 2000a). Em contraste, o
crescimento da produgdo de aquacultura tem registado uma tendéncia de crescimento
progressivo, ao longo dos ultimos 50 anos. A produgdo de aquacultura nos anos 50 e 60
registou um crescimento de 5%/ano, nos anos 70 ¢ 80 essa taxa subiu para 8%/ano, tendo

atingido nos anos 90 um valor proximo de 10%/ano (FAO, 2000a).

Quadro 1: Produgio mundial de organismos aquaticos entre 1995 e 1999, em quantidade (toneladas - t),
realgando-se os registos da China, maior produtor mundial, e de Portugal (FAO, 2000b; FAO, 2000c; FAO,

2000d).

Ano

1995 1996 1997 1998 1999
Pesca Mundial (t) 93.107.230 94.714.442 94.996.948 88.024.061 94.086.236
Aquacultura Mundial (t) 31.285.615 33.923.591 35.937.932 39.275.336 42.770.975
Producio Total Mundial (t) 124.392.845 128.638.033 130.934.880 127.299.397 136.857.211
. Pesca (t) 12.712.706 14.333.737 15.906.614 17.400.447 17.455.582
China Aquacultura (t) 20.018.273 22.208.495 24.030.313 27.071.942 30.044.177

Portugal Pesca (1) 263.400 262.125 223.666 224.929 209.656
Aquacultura (t) 4.981 5.364 7.185 7.536 7.523
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Em 1999, a produgdo de aquacultura atingiu as 42.770.975 t, o que representa um
crescimento de cerca de 8% relativamente a 1998 (Quadro 1) (FAO, 2000d). A produg¢do
aquicola mundial é dominada pelos paises asiaticos — a China (30.044.177 t, que
representam cerca de 70,2% da produgfo aquicola total mundial em 1999), a India
(2.035.488 t), o Japdo (1.315.299 t), as Filipinas (948.995 t), a Republica da Coreia
(776.781 t) e a Indonésia (689.640 t) sdo os paises que apresentam valores de producdo
mais elevados (FAO, 2000d). No que diz respeito a pesca, a produgio ¢ também dominada
pela China (17.455.582 t), mas de forma menos pronunciada (19% do total mundial). Na
pesca, os paises asiaticos (Japdo — 5.299.077 t) ndo exercem um dominio tdo acentuado
como o verificado na produgdo aquicola, isto porque alguns paises do continente
americano apresentam também valores relativamente elevados (Peru — 8.431.023 t; Chile —
5.280.731 t; Estados Unidos da América — 4.831.284 t) (FAO, 2000c). Desta forma, o
crescimento da aquacultura apresenta-se como uma alternativa ao abrandamento e mesmo
diminui¢iio das capturas pesqueiras mundiais (Quadro 1), permitindo ao mesmo tempo

uma recuperagio das zonas pesqueiras mundiais que estéio sobre-exploradas.

AQUACULTURA DE CRUSTACEOS NO MUNDO

A aquacultura de crustaceos, a carcinocultura, possui ja centenas, ou mesmo
milhares de anos, uma vez que ja era efectuada apds a entrada de uma diversidade de
camardes, lagostins e caranguejos, de forma natural, em lagos ao longo da costa indo-
pacifica. O aparecimento de técnicas de refrigeragdo e melhores e mais rapidos meios de
transporte permitiu aos produtores o acesso ao mercado das grandes cidades ¢ a0 mercado
internacional (Lee e Wickins, 1992). Estas e outras evolugdes provocaram um crescimento
acentuado nas produgdes aquicolas de crustaceos, nos ultimos 30 anos, a nivel mundial
(Quadro 2).

Actualmente, uma grande variedade de crusticeos ¢ cultivada por todo o mundo,
embora apenas algumas espécies tenham valor econdmico suficientemente elevado para
serem exploradas industrialmente. Os crustdceos, consoante a ordem a que pertencem e/ou
o local onde habitam, podem ser separados em diversos grupos: 1) crustaceos de agua
doce; 2) santolas e caranguejos; 3) lagostas e lavagantes; 4) camardes e gambas; 5) varios

crustaceos marinhos (FAO, 2000d). Considerando os crustdceos em geral e o grupo
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“camardes e gambas” em particular, salienta-se a familia Penaeidae (produ¢do em 1999 -
1.129.465 t), a mais representativa em termos de produgdo aquicola mundial de crusticeos
(71,3%) e, consequentemente, do grupo “gambas e camardes” (99,9%) (Quadro 2) (FAO,
2000d). O elevado valor comercial de algumas espécies pertencentes a esta familia
(exemplos: Penaeus’ monodon, P. vannamei, P. chinensis, P. merguiensis, P. stylirostris,
P. indicus, P. japonicus) suscitou o interesse dos produtores aquicolas, levando a estudos
para avaliar quais destas espécies apresentavam melhores caracteristicas para serem
cultivadas artificialmente (Lee e Wickins, 1992; FAO, 2000d). O grupo “camardes e
gambas” apresenta um enorme valor econdémico a nivel da aquacultura mundial. Assim, em
1999, uma produgédo de 1.130.737 t originou receitas na ordem dos 6.669.855 milhdes de
dolares americanos, representando 71,4% da produgdo e 75,4% da receita aquicola mundial
de crustidceos. A importancia econdmica deste grupo € realcada quando se efectua uma
comparagdo com a produgdo e receita aquicola total mundial. Os valores da produgéo
aquicola do grupo “camardes e gambas” representam apenas 2,6% da produgdo aquicola

total mundial mas representam 12,4% da receita aquicola total mundial (FAO, 2000¢).

Quadro 2: Produgfo aquicola mundial de crusticeos (toneladas) (FAO, 2000d).

Grupos de Ano % cres.
crusticeos | 1970 | 1980 1990 1995 1996 1997 1998 1999 liltimo ano
Crusticeosde | 35/ | 17566 | 70557 | 103322 | 152624 | 208774 | 246005 | 319283 22.9%
dgua doce
Santolas e 303 | 1.001 | 3.823 44.766 46.392 70.948 79.621 103.650 232 %
caranguejos
Lagostas e 0 49 79 69 62 67 40 58 31,0%
lavagantes
C‘;‘;’;f:: € 1 9.022 | 71.897 | 673203 | 952.941 | 961.148 | 1.000.928 | 1.074.878 | 1.130.737 49%
Virios
crusticeos 117 879 4393 | 24.488 7.269 21515 52.736 30.214 -42.7%
marinhos
Produgio
Totalde | 12.952 | 91.092 | 752.055 | 1.125.586 | 1.167.495 | 1.302.232 | 1.453.280 | 1.583.942 8.2%
Crusticeos

Dos crustaceos cultivados os caranguejos foram, inicialmente, os que menor
interesse despertaram, provavelmente devido a ndo possuirem um abdomen longo e
carnudo como os camardes e lagostas, facto que torna estes ultimos extremamente
atractivos para o consumidor. Outra das possiveis razdes para um menor investimento na

producdo aquicola destes animais pode dever-se as suas caracteristicas naturais,

1 . : ~ . :
O género Penaeus, desde 1997, tem uma nova classificagdo proposta por Pérez Farfante e Kensley, podendo ser designado de
Marsupenaeus ou Litopenaeus. Para evitar confusdo, neste trabalho manteve-se a designagio Penaeus.
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nomeadamente as suas tendéncias canibais e a vida larvar prolongada de algumas espécies
de caranguejos. Apesar de tudo isto, nos ultimos anos tem ocorrido uma aposta na
producfo extensiva de algumas espécies de grandes dimensdes, assim como na produgéo
de caranguejo mole (Lee e Wickins, 1992). O aumento do interesse na produgdo aquicola
de caranguejos resultou num crescimento da sua producdo de 23,2% em 1999 (Quadro 2)
(FAO, 2000e).

Os crustaceos provenientes das capturas pesqueiras ¢ da aquacultura, consoante a
sua apresentagfio no mercado, podem atingir pregos relativamente elevados. A nivel local,
0s crusticeos sdo normalmente vendidos vivos, podendo ainda ser apresentados
congelados, enlatados, secos e cozinhados. As diferentes formas de apresentagdo podem
ser utilizadas quer no animal inteiro quer em partes do animal (exemplos: cauda do
camarfo ou da lagosta; pingas do caranguejo) (Lee e Wickins, 1992). A variagdo do valor
econdmico dos crusticeos estd também dependente da fase bioldgica e, por vezes, do
estadio do ciclo da muda em que se encontra o animal. Por exemplo, na Taildndia, um
exemplar f8mea de Scylla serrata (caranguejo da lama) que esteja ovada possui um prego
elevado para depois da desova o pre¢o de mercado baixar em cerca de 90% (Lee ¢
Wickins, 1992). O prego do caranguejo aumenta bastante quando este ¢ apresentado no
estadio de pés-muda, isto é, periodo do ciclo da muda em que a carapaga do caranguejo
estd mole. A produgdio de caranguejo mole envolve dois objectivos principais, a sua
utilizagdo como isco para a pesca e como produto para alimentagdo humana. Nos Estados
Unidos da América, o caranguejo mole da espécie Callinectes sapidus (“blue crab” —
caranguejo azul) ¢é considerado uma iguaria de altissima qualidade, sendo por isso

produzido em grande escala.

AQUACULTURA DE CRUSTACEOS EM PORTUGAL

Em Portugal, o sector das pescas encontra-se numa fase de recessdo, como ¢é
possivel verificar pelo decréscimo de capturas pesqueiras nos ultimos anos (Quadro 1). Por
sua vez, a aquacultura, ap6s um incremento consideravel no final dos anos 80, apresentou
uma forte queda no inicio dos anos 90 tendo estabilizado nos anos de 1998 ¢ 1999 em
cerca de 7.000.000 t (Quadro 1) (FAO, 2000d). No que diz respeito a aquacultura de

crustaceos, Portugal apresenta uma produgdo insignificante, havendo registos da cultura de
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apenas uma espécie de camarfio (Penaeus japonicus) (Arrobas e Ruano, 1986). No nosso
pais, a FAO (Food and Agriculture Organisation) apenas apresenta registos de produgdo de
crustaceos entre 1989 e 1996, verificando-se uma produgdo média anual de cerca de 4,2 t
(FAO, 2000d).

Apesar do insucesso da aquacultura de crustaceos em Portugal, nos anos 70 ¢ 80
realizaram-se alguns estudos para avaliar quais as espécies nativas de crustaceos (Penaeus
kerathurus - Figueiredo, 1972 e Luis, 1988; Palaemon serratus - Arrobas, 1983) que
apresentavam melhores caracteristicas para serem produzidas em aquacultura. No nosso
pais, apesar do sucesso nas experiéncias de reproducdo artificial nestas espécies, os
resultados referentes ao crescimento até tamanho comercial foram escassos € pouco
satisfatorios. Em 1985, através da importagdo de Espanha de pos-larvas da espécie
Penaeus japonicus foi possivel desenvolver uma producdo a nivel comercial, embora sem

grande sucesso (Arrobas e Ruano, 1986).

O CARANGUEJO VERDE Carcinus maenas

CLASSIFICACAO SISTEMATICA

A classificacdo sistematica do caranguejo verde Carcinus maenas (Linneu, 1758)

esta descrita no quadro seguinte (Williams, 1984).

Quadro 3: Classificacio sistematica da espécie Carcinus maenas (Williams, 1984).

FiLo Arthropoda
Sus-FiLo Crustacea
CLASSE Malacostraca
SuB-CLASSE Eumalacostraca
SUPER-ORDEM Eucarida
ORDEM Decapoda
SuB-ORDEM Pleocyemata
INFRA-ORDEM Brachyura
SECCAO Brachyrhyncha
FAMILIA Portunidae
GENERO Carcinus
ESPECIE Carcinus maenas
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DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Carcinus maenas ¢ uma espécie de caranguejo do Atléntico Europeu, tendo sido
registado desde Marrocos até a Noruega e Isldndia. A sua presenga também ja foi registada
no MediterrAneo Ocidental (Crothers, 1967; Falciai e Minervini, 1996). Apesar de ser uma
espécie nativa da costa noroeste europeia, o caranguejo verde encontra-se ja amplamente
distribuido na costa este do continente americano (Estados Unidos da América, Hawai e
Brasil), tendo recentemente invadido o norte do Pacifico, a Australia e sul de Africa
(Cohen et al., 1995; McCormick, 1999; Mathews et al., 1999). Actualmente, como ¢
possivel verificar, esta espécie encontra-se distribuida por todo o mundo, podendo essa
distribuicdo dever-se a capacidade de distribui¢do das suas larvas e/ou pela sua introdug&o
através da ac¢fo directa ou indirecta do Homem (WDFW, 1998; McCormick, 1999).

Em Portugal, esta espécie distribui-se por toda a costa continental (oeste e sul),
apresentando maior incidéncia na costa oeste. Nesta mesma costa destacam-se trés estudos
de caracterizacdo das populagdes de Carcinus maenas, tendo dois desses estudos sido
realizados na Ria de Aveiro (Queiroga, 1987; Carvalho ef al., 1999) e o outro na Lagoa de
Santo André (Fonseca e Luis, 1992). Em ambos os locais atrds referidos, a espécie C.
maenas apresentou-se em grande numero ¢ bem distribuida espacialmente (Queiroga,
1987; Gomes, 1991a; Fonseca e Luis, 1992). No entanto, na Ria de Aveiro, dependendo da
época do ano e consequentemente da temperatura e salinidade da dgua, as migragdes
sazonais destes caranguejos fazem variar a sua abundincia de zona para zona (Gomes,

1991b).

CARACTERISTICAS GERAIS E ECOLOGIA

O caranguejo verde possui dez peredpodes, pertencendo por isso a ordem Decapoda
(Quadro 3), e movimenta-se predominantemente sobre o fundo. Dos cinco pares de
pereépodes (patas), apenas o primeiro par apresenta pingas na extremidade, sendo uma das
pingas maior que a outra. Para o caranguejo, as duas pingas representam uma importante
“arma” quer de defesa quer de ataque, apresentando também uma importante fungdo na
alimentago. Por sua vez, o Gltimo par de peredpodes apresenta o dactilo ligeiramente
achatado, caracteristica usual dos caranguejos “nadadores” (familia Portunidae),
apresentando, no entanto, no caso do C. maenas uma forma pontiaguda (Kukenthal et al.,

1984; McCormick, 1999). O caranguejo apresenta um cefalotérax muito alargado e um

17



abdomen curto e estreito, mantendo-se este ultimo dobrado de modo a que a sua face
ventral se aplique perfeitamente ao cefalotérax. O cefalotorax é coberto por uma carapaca
dorsal rigida (fortemente calcificada) que apresenta, no bordo antero-lateral, cinco dentes
agudos de cada lado da carapaga. Ainda no bordo frontal temos as fossas oculares (ou
orbitaculos) onde se inserem os pedunculos oculares, que mostram nas extremidades os
olhos bastante abaulados. O abdémen permite fazer uma perfeita distingdo entre machos e
fémeas (Fig. 1). Na fémea o abdémen é um pouco mais comprido e muito mais largo do
que no macho. Para além disso, enquanto que na f€émea os seis segmentos e o télson do
abdomen estio bem separados e moveis entre si, no macho fundiram-se o 3°, 4° e 5°
segmentos numa grande pec¢a Unica em forma de trapézio. As fémeas apresentam
pledpodes (abundantemente dotados de sedas) do 2° ao 5° segmento abdominal, servindo
estes pledpodes para a fixagdo dos ovos fecundados. O caranguejo macho apenas apresenta
extremidades abdominais no 1° e 2° segmentos, estando estas extremidades transformadas
em aparelhos de copulagdo. O orificio sexual masculino encontra-se na face ventral do
articulo basal da quinta pata locomotora. Por sua vez, o orificio sexual feminino situa-se no

segmento da terceira pata locomotora (Kukenthal ef al., 1984).

—~-Télson

Figura 1: Aspecto do abdémen de um macho e de uma fémea da espécie Carcinus maenas (nimeros de 1 a 6
indicam o numero do segmento abdominal) (adaptado de Kukenthal et al., 1984).

Carcinus maenas apresenta usualmente uma carapaga verde escura, quase preta,
com manchas amarelas ou castanhas (Fig. 2). As fémeas maduras sdo vermelhas

alaranjadas na sua face ventral, enquanto os machos e as f€émeas imaturas sdo amarelos ou
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verdes na face ventral. Estes caranguejos, no estado adulto, apresentam uma largura de
carapaca média de 60mm, podendo atingir um maximo de 80mm (WDFW, 1998;
McCormick, 1999).

%

Figura 2: Fotogréﬁé de um caraﬁguejo verde L(Carcinus”ma‘epna‘s').w \

O caranguejo verde ocorre predominantemente em estudrios, zonas intertidais
abrigadas e habitats subtidais superficiais. Os caranguejos verdes, que habitam a zona
intertidal, apresentam um padrdio de migragdo relacionado com as marés, isto €, um largo
ntimero de animais movimentam-se para a zona intertidal aquando da preia-mar € voltam a
zona subtidal aquando da baixa-mar. No entanto, alguns destes caranguejos mantém-se na
zona intertidal durante a baixa-mar, quer em pogos de dgua nos rochedos quer enterrados
no substrato ou sob rochas ou algas (Reid e Aldrich, 1989). Desta forma, esta espécie esta
bem distribuida em substratos intertidais duros e moles e substratos subtidais (Reid e
Aldrich, 1989; Moksnes et al., 1998; Zeng et al., 1999).

O caranguejo é um predador voraz alimentando-se de vdrios tipos de organismos,
tais como os moluscos bivalves (berbigiio, améijoas e mexilhdes), poliquetas, crusticeos de
pequenas dimensdes e algas (WDFW, 1998; McCormick, 1999). Os caranguejos que
habitam a zona intertidal alimentam-se usualmente de algas, enquanto os subtidais se
alimentam maioritariamente de outros animais, realgando-se o importante papel
desempenhado por esta espécie como predador de vérias espécies de macrofauna,
especialmente infauna (organismos que estdo enterrados no substrato) (Gomes, 1991a,b).

De salientar que nas fases mais importantes da reproducdio (fémeas ovadas) e do
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crescimento (pré-muda final e poés-muda) os caranguejos ndo se alimentam. O principal

predador de Carcinus maenas é o robalo (Dicentrarchus labrax) (McCormick, 1999).

CICLO DE VIDA

C. maenas possui 5 fases larvares representando dois estadios: zoea (quatro fases) e
megalopa (uma fase) (Rice e Ingle, 1975). As zoeas de C. maenas sdo membros tipicos do
meroplancton (plincton temporario), subindo a superficie durante a noite para se
alimentarem de pequenos organismos e descendo para locais mais profundos durante o dia.
As megalopas, que ja apresentam uma forma semelhante a um caranguejo (possui todos os
seus apéndices com total funcionalidade — Fig. 3), também sfo organismos plancténicos e
também apresentam migragdes verticais. No final do estadio de megalopa, esta desce na
coluna de 4gua e procura um substrato adequado (por exemplo: vaza fina) e sofre
metamorfose para originar o primeiro estadio de caranguejo juvenil (Crothers, 1967). O
juvenil apresenta uma carapaga redonda, surgindo a forma caracteristica da carapaga do
caranguejo apenas apos a 5* muda (Fig. 3). A compilagdo dos resultados de diversos
estudos mostrou que o caranguejo juvenil necessita de mudar cerca de 10 vezes para atingir
uma largura de carapaca de cerca de 20 mm, mais 5 ou 6 mudas para atingir cerca de 60
mm e mais 7 ou 8 mudas para atingir uma largura de carapaca maxima (cerca de 86 mm)
(Crothers, 1967). Na verdade, poucos caranguejos atingem a largura méaxima, isto porque
ap0s atingirem * 60 mm de largura de carapaca estes animais podem entrar em anecdisis
terminal (interrupcdo do crescimento) a qualquer momento (Carlisle, 1957). C. maenas
apresenta um ciclo de crescimento fechado, isto é, apds um determinado nimero de mudas
(Crothers sugere + 18) o animal entra em anecdisis terminal. Este tipo de ciclo apresenta a
vantagem de aumentar a esperanga de vida dos jovens adultos (n.° de mudas diminui, logo
diminui a possibilidade de eles serem predados quando moles), retirando ao mesmo tempo
os caranguejos velhos (a vida do caranguejo ¢ limitada quando este entra em anecdisis

terminal) (Crothers, 1967).
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Figura 3: Representagdo geral do ciclo de vida dos caranguejos. Ovo (ndo representado) incubado pela
fémea durante 7-25 dias; A) Caranguejo adulto; B) Zoea (4-7 estadios em 12-70 dias); C) Megalopa (1
estadio em 5-7 dias); D) 1° estadio de caranguejo até a maturidade (120-540 dias). (adaptado de Lee e
Wickins, 1992).

Nos Braquiura, a maturidade sexual € atingida nas fémeas mediante uma muda com
caracteristicas particulares denominada de muda da puberdade. Imediatamente apés esta
muda a fémea esta apta a copular, bem como a iniciar a maturag@o das génadas. Esta muda
caracteriza-se por variagdes abruptas dos pardmetros das relagdes de alometria entre varias
estruturas anatdémicas (revisdo por Demeusy, 1958). A muda da puberdade representa o
final do desenvolvimento progressivo das caracteristicas sexuais, embora possa haver uma
acentua¢do dessas mesmas caracteristicas mais tarde. Os caracteres sexuais comegam a ser
visiveis na segunda muda do caranguejo juvenil (apés a metamorfose da megalopa em
caranguejo), quando um par de pledpodes se desenvolve no segmento abdominal do macho
mas ndo nas fémeas. Nos ultimos estadios, os pledpodes posteriores degeneram, no caso
dos machos, ou alongam-se nas fémeas. Estudos realizados por Demeusy (1958, 1963)
permitiram constatar que as fémeas atingem a puberdade ap6s 11-12 mudas com 16-23
mm de largura de carapaca na Primavera e com 23-31 mm no Vero. Nos machos deste

grupo a muda da puberdade ndo ¢ tdo evidente (Hartnoll, 1969). O estudo pormenorizado
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das variagdes morfologicas associadas & muda de puberdade em C. maenas (11* muda)
permitiu constatar que esta se traduz essencialmente num alongamento acentuado do
abdoémen associado a um espessamento da ornamentag@o (formacdo de uma franja densa
de sedas longas e flexiveis) e intensificagdo da pigmentag¢io dos bordos dos segmentos
abdominais. Para além disso, verifica-se um alongamento dos pleépodes e o aumento do
namero e do tamanho das suas sedas. No entanto, estas alteracdes ndo sdo caracteres
rigorosos para a identificacdo da muda da puberdade. O unico factor infalivel para a
identificagdo desta muda ¢ o levantar do abdomen que permite a fémea copular pela
primeira vez (Demeusy, 1958).

Nos caranguejos, para que possa ocorrer a copula é necessario que a fémea
apresente um exosqueleto mole (ap6s exuviagdo) e o macho possua um exosqueleto duro.
Para garantir a presenca de um macho no momento da cépula, os caranguejos passam por
um periodo de pré-copula durante o qual o macho transporta a f€mea debaixo de si com a
face ventral da fémea para baixo. Apds a muda da fémea, que pode ser assistida pelo
parceiro, da-se o acto da copula, sendo que o macho continua a transportar a fémea
debaixo de si até que o tegumento desta se consolide. Durante a cdpula, o0 macho deposita
os espermat6foros nas bolsas copulatorias da fémea, local onde os espermatozoides podem
ficar armazenados durante alguns meses. Algum tempo apos a copula, a f€mea pde os
ovos, os quais sdo transportados durante alguns meses presos as sedas dos pledpodes.
Durante o tempo em que a fémea transporta a massa de ovos procede periodicamente a
limpeza e arejamento destes adoptando uma atitude erecta e abanando o abddémen, ao
mesmo tempo que remexe a massa dos ovos com os peredpodes anteriores. Posteriormente,
este tipo de movimentos facilita a eclosfio das larvas (Broekhuysen, 1936; Crothers, 1967,
Queiroga, 1987).

O valor adaptativo da pré-copula é extremamente elevado, isto porque o caranguejo
¢ excepcionalmente vulneravel durante o periodo imediatamente apdés a muda e
normalmente tem tendéncia a procurar protec¢fo, escondendo-se. Se isto acontecesse, o
encontro entre dois parceiros estaria dificultado. Por outro lado, ndo se escondendo, a
fémea com o exosqueleto mole estaria particularmente sujeita a acg¢do de predadores.
Assim, ocorrendo o emparelhamento antes da muda da fémea, a presenca do macho fica

assegurada ao mesmo tempo que a f€émea beneficia da sua protecgéo.
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Os mecanismos de selecgdo do parceiro aquando do acasalamento ainda ndo séo
conhecidos com certezas, no entanto, Broekhuysen (1936) defende que o reconhecimento
por parte do macho de uma fémea prestes a mudar se faz através do tacto. Por sua vez,
Hartnoll (1969), fazendo paralelismo com comportamentos reprodutores existentes em
outros Portunidae, defende que esse reconhecimento ¢ feito através da emissdo de uma
hormona que ¢é langada através da urina das fémeas. Apesar de tudo, Broekhuysen (1936),
em observagdes feitas em fémeas adultas, constatou que o mecanismo de selecgdo, seja ele
qual for, deve ser bastante eficiente pois todas as fémeas adultas por ele observadas se

encontravam fertilizadas.

IMPORTANCIA ECONOMICA

Ao contrério do que acontece na Lagoa de Santo André (Fonseca e Luis, 1992), a
captura de caranguejo verde (C. maenas) na Ria de Aveiro apresenta algum interesse
econémico para as comunidades piscatorias locais (Queiroga, 1987; Gomes, 1991a).
Actualmente, os dados de exploragio desta espécie sdo muito escassos e pouco fiaveis,
quer a nivel regional quer a nivel nacional. A nivel regional (Ria de Aveiro), dados
relativos ao inicio dos anos 80 (1980 a 1984) e respeitantes a desembarques avangam com
a existéncia de capturas de Carcinus maenas entre as 300 e as 800 toneladas anuais
(Sobral, 1985). Mais recentemente, dados relativos ao final dos anos 80, estimam, por
defeito, capturas de cerca de 100 toneladas/més. Estes dados baseiam-se em valores de
exportagio desta espécie para Espanha, a qual resultou numa facturagéo na ordem dos 45-
50 mil euros mensais (Gomes, 1991a). Actualmente, o objectivo da captura de caranguejos
na Ria de Aveiro, na sua maioria, é a exportagdo para Espanha, onde ¢ um produto
alimentar de consumo humano (Queiroga, 1987; Gomes, 1991a). No mercado nacional, a
espécie C. maenas vé o seu valor econémico aumentar de forma acentuada quando esta em
pos-muda, isto é, quando a sua carapaga estd mole. Quando nestas condigdes, o0s
caranguejos sio muito requisitados como isco para pesca, nomeadamente para a pesca
desportiva. Quando mole, um caranguejo pode atingir, no mercado nacional, um valor
médio de 0,5€/unidade (pode variar entre 0,3€ ¢ 0,9€, dependendo do tamanho do
caranguejo). O valor deste produto ¢ evidenciado quando se compara o pre¢o meédio
unitario do caranguejo mole com os 1€ a 1,5€ de prego médio de 1 Kg de caranguejos

duros (aproximadamente 40 animais). Em alguns paises, os caranguejos moles sdo ja
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considerados um excelente petisco, nomeadamente nos Estados Unidos da América onde
este produto estd a ter uma aceitagdo enorme ¢ em que a produgdio de caranguejo mole,
usando a espécie Callinectes sapidus, esta a expandir-se muito rapidamente (Andre, 1985;
Dupaul, 1985; Oesterling, 1985; Lee e Wickins, 1992).

Finalmente, os caranguejos verdes podem ainda ser utilizados para fazer ragdes
para animais devido ao seu elevado contetdo proteico, ao nivel do cdlcio, quitina e
pigmentos (Lee e Wickins, 1992). No entanto, esta sua utilizagdo na producéo de racdes
para animais apresenta a desvantagem das farinhas resultantes apresentarem elevados
teores em cinzas. A alternativa possivel serd a incorporagdo dos caranguejos na produgio
de uma ragfio para criagdo de camardes peneideos, os quais apresentam uma maior
tolerancia ao teor em cinzas da ragfo. Para além disso, a composigdo em 4cidos gordos do
C. maenas, semelhante 4 dos camardes peneideos, tornam esta espécie particularmente
favordvel e econdmica para assegurar as necessidades nutritivas de camardes em fase de

crescimento (Fonseca e Luis, 1992).

ENDOCRINOLOGIA DO CRESCIMENTO

A maior parte dos conhecimentos relativos ao sistema end6crino dos crustaceos foi
adquirido através do estudo de decapodes, assim como de outros dois grupos da classe
Malacostraca, os anfipodes e os isopodes. O crescimento dos crustdceos estd directamente
relacionado com o funcionamento de alguns 6rgfos endocrinos (Fig. 4), quer neuronais

quer ndo neuronais (glandulares).

1) Orgaos Neuro-Endécrinos

O sistema enddcrino dos decapodes consiste em estruturas epiteliais do tipo
endocrino ndo neuronal, como a glindula androgénica, e células neuro-secretoras com
componentes do tipo neuronal (neuro-enddcrino), como a glandula do seio (Fig. 5). As
gldndulas neuro-enddcrinas dos decapodes sdo formadas pelas terminagdes de axdnios de
células neuro-endécrinas e sfo estruturas de acumulagio e libertagdo de neuro-hormonas,
situadas junto do sistema vascular, raz3o pela qual possuem a designagfo de 6rgfos neuro-

hemais (Fingerman, 1992). Contrariamente aos vertebrados, o niimero de neuro-hormonas
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nos decéapodes é superior ao das nfio neuronais (Fingerman, 1987), tendo sido jé descritos

mais de 20 possiveis factores neuro-hormonais (Van Herp € Payen, 1991).
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Figura 4: Representagio geral de um crusticeo decdpode com a localizagéo de diversos centros enddcrinos.
OY — 6rgdo Y; C - cérebro; PO — pedinculo ocular; GA — glandula androgénica; GT — génglio toracico; OV
— ovario. (adaptado de Adiyodi e Adiyodi, 1970).
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Figura 5: Esquema dos sistemas neuro-secretores do pedunculo ocular dos crustaceos. a) Camardo,
Palaemon serratus. b) Caranguejo, Gecarcinus lateralis. X-o — 6rgdo X (representam aglomerados de
células neuro-secretoras dos quais emergem axénios); sg — glandula do seio (agregado de terminais

axonios); mt — medula terminal; mi — medula interna; me — medula externa; sp — poro sensitivo. (Adaptado
de Spaziani et al., 1994).
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Complexo Glandula do Seio — Orgio X

A gléndula do seio e o 6rgdo X sdo as duas estruturas que formam o principal
complexo neuro-endécrino dos crustaceos. Este complexo esté localizado nos pedinculos
oculares (Fig. 4 € 5), é responsavel pelo controlo de 18 fungdes (Ogle, 1992) e constitui o
local de armazenamento e libertagdo de uma ampla variedade de hormonas, tais como a
hormona inibidora da muda (MIH), hormona inibidora da génada (GIH), hormona
inibidora da vitelogénese, hormona hiperglicémica, hormonas que controlam os
cromatéforos e pigmentos da retina e a hormona depressora neuronal (Fingerman, 1987;
Spaziani et al., 1994). Viarios estudos em diferentes espécies de caranguejos permitiram
isolar, a partir de extractos de pedunculos oculares, dois metabolitos do triptofano — 3-
hidroxi-K-quirunenina (3-OHK) e 4cido xanturénico (XA) — com capacidade de inibirem a
sintese de ecdisterdides pelo 6rgdo Y (Naya et al., 1988). Estes mesmos estudos avangam a
hipétese da 3-OHK ser produzidé pelo o6rgdo X, composto que serd posteriormente
convertido a XA quer na hemolinfa quer no 6rgéo Y (Naya e al., 1988).

O complexo glindula do seio - 6rgdo X ¢ constituido por (Fig. 5) (Fingerman,
1987; Spaziani ef al., 1994):

1) lamina ganglionaris;
2) medula externa;

3) medula interna;

4) medula terminalis.

O 6rgdo X € composto por um grupo de terminais de neurdnios neuro-secretores
(Chang, 1991). Por sua vez, a glandula do seio é composta por células da glia e terminais
axonais de células neuro-secretoras, realgando-se o facto desta glandula apenas armazenar
¢ libertar neuro-hormonas (ndo sintetiza hormonas) (Fig. 5) (Fingerman, 1987). As
hormonas armazenadas sdo libertadas essencialmente por exocitose, registando-se a

presenca de vesiculas sindpticas ligadas a este fendmeno (Cooke e Sullivan, 1982).

2) Glandulas endocrinas nio neuronais
OrGioY
O orglo Y ¢ constituido por um par de glandulas enddcrinas ectodérmicas (nfio

neuronais) situadas na regido cefilica das espécies pertencentes a classe Malacostraca

(Fig.4). As glandulas do 6rgdo Y sfo estruturas mais ou menos esféricas ou alongadas,
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aparentando uma massa espongiforme, ndo inervadas e compostas por apenas um tipo de
células (Fingerman, 1987; Lachaise et al., 1993). No orgdo Y do “tipo Carcinus” estas
glandulas sdo tipicamente separadas da epiderme, logo a maior parte das células
glandulares ndo estdo em contacto com a cuticula (Fig. 6) (Lachaise et al., 1993). O orgéo
Y caracteriza-se por ndo apresentar os produtos de secregdo nas suas cé€lulas, isto porque
este Orgdo liberta os produtos & medida que os sintetiza ndo efectuando o seu
armazenamento (Pechenik, 1996). A anatomia, estrutura e ultraestrutura de varios tipos de

6rgio Y de crustaceos foram revistas por Lachaise et al. (1993).
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Figura 6: Esquema do érgdo Y “tipo Carcinus”. Cu - cuticula; el - seio de hemolinfa; ep — epiderme; oy -
érgio Y. (Adaptado de Lachaise et al., 1993).

Ao longo do ciclo da muda ¢ possivel verificar alteragdes nas células do 6rgéo Y,
salientando-se, na pré-muda, o aumento da dimensdo das células, o aumento de volume do
ntcleo, da actividade mitética e do tamanho das mitocondrias. Na pos-muda, as células do
6rgdo Y apresentam as caracteristicas contrarias as verificadas na pré-muda (Lachaise et
al., 1993).

A principal fungfo deste 6rgdo €, por isso, o controlo do ciclo da muda, sendo para
tal responsavel pela sintese e libertagdo dos ecdisterdides, nomeadamente a ecdisona (E), a
25-deoxiecdisona (25-DE) e a 3-dihidroecdisona (3-OHE) (Fig. 7) (Lachaise ef al., 1993).

Embora se saiba que o o6rgdo Y possui capacidade para sintetizar qualquer um

destes ecdisterdides ndo significa que em todas as espécies de crusticeos ocorra a sintese
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de todas estas moléculas. Assim, até ao momento apenas foram identificados os seguintes
grupos de secre¢es de ecdisterdides: a) ecdisona (exemplo: Cancer antennarius), b)
ecdisona + 25-deoxiecdisona (exemplo: Carcinus maenas); c¢) ecdisona + 3-
dihidroecdisona (exemplo: Procambarus clarkii). A identificacdo destes grupos de
secregdes ndo exclui a possibilidade de existirem outros grupos. Para além disso, no
primeiro caso (secre¢do de apenas ecdisona), ndo se pode excluir a hipotese do método
utilizado ndo permitir detectar a 25-DE ou a 3-OHE ou separar a E da 3-DE. Esta ultima
davida permite concluir que o método utilizado para isolar e identificar os ecdisterdides é
de extrema importancia (Lachaise er al., 1993). De forma a suprir essa dificuldade,
diversas técnicas de andlise de ecdisterdides tem vindo a ser desenvolvidas nos Gltimos
anos, tais como técnicas cromatograficas (revisdo por Robards e Towers, 1990), o radio-
imuno-ensaio (Kuo e Lin, 1996; Lee et al., 1998; entre outros) e o enzimo-imunoensaio

(Porcheron et al., 1989).

Ecdisona H

Figura 7: Férmulas estruturais dos principais produtos ecdisterdides segregados pelo érgéo Y (adaptado de
Lachaise et al., 1993).

O o6rgéo Y utiliza o colesterol como percursor da sintese de ecdisterdides. Uma vez
que os crustdceos ndo sintetizam o colesterol, existe a necessidade de utilizar o colesterol
dietético presente na hemolinfa. A quantidade de ecdisterdides sintetizada pelo 6rgdo Y
esta dependente da disponibilidade de colesterol, isto porque as células do érgdo Y ndo
conseguem sintetizar o nucleo esteréide ou armazenar o colesterol na forma de éster. O
colesterol utilizado encontra-se, na sua totalidade, ligado as lipoproteinas de alta densidade
(HDL) da hemolinfa. A absor¢do do complexo colesterol-HDL é mediada pela acgdo de
um receptor membranar (Fig. 8) (Fingerman, 1987; Spaziani et al., 1989; Lachaise et al.,
1993). A via metabolica utilizada para a conversdo do colesterol em ecdisona apresenta

ainda muitas incognitas, com excep¢do do 1° (conversdio do colesterol a 7-
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dihidrocolesterol) e dos trés tltimos passos (hidroxilagdes nas posigdes 25, 22 e 2)
(Lachaise ef al., 1993). No 6rgdo Y, quer a sintese proteica (produgéio de ecdisona) quer a
entrada e/ou utilizacdio do colesterol sdo inibidas pela acgdo da hormona inibidora da muda
(MIH). Esta hormona exerce a sua fun¢fo inibidora através do aumento da concentragéo do

segundo mensageiro AMPc no interior das células-alvo.

CELULA DO ORGAO Y

Ecdiste-
roides

Figura 8: Esquema da utilizago do colesterol como percursor da sintese de ecdisterdides pelo 6rgéo Y e sua
inibigio pela MIH. ATP — adenosina trifosfato; C - colesterol; cAMP — 5°-ciclico adenosina monofosfato;
HDL - lipoproteina de alta densidade; MIH — hormona inibidora da muda; R — receptor. (adaptado de
Spaziani et al., 1989).

A actividade biossintética destas glandulas relaciona-se com os niveis de
ecdisterdides na hemolinfa. Quantidades varidveis de ecdisterdides sdo segregadas de
acordo com a espécie. No caranguejo Carcinus maenas, por exemplo, estima-se uma
segregagio de 5-20 ng/6rgdo Y/24h (Lachaise et al., 1993).

Apds a sintese dos ecdisterdides, o oOrgdo Y (que ndo tem capacidade de
armazenamento) liberta-os para a hemolinfa, onde pelo menos 95% deles circulam na sua
forma livre (Fingerman, 1987). Existem trés tipos de mecanismos propostos de libertagéo
dos ecdisteroides pelo 6rgéo Y (Fig. 9) (Lachaise et al., 1993):

1) difusdo simples;
2) exocitose de granulos de secregdo (contendo ecdisterdides e proteinas);

3) difusdo facilitada (ou co-transporte) envolvendo proteinas de membrana.
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Figura 9: Trés processos possiveis de libertagio dos ecdisterdides pelo 6rgdo Y (adaptado de Lachaise ef al.,
1993).

Ja em 1990, Birkenbeil demonstrou que a exocitose ¢ um processo utilizado pelo
Orgo Y para libertar os ecdisterdides (in Lachaise ef al., 1993). Na exocitose, os granulos
de secregdo utilizados para libertar os ecdisterdides apresentam também proteinas, as quais
foram interpretadas como sendo proteinas de transporte da ecdisona (a semelhanga do que
acontece com os esteroides nos vertebrados). No entanto, essa hipdtese foi colocada de
parte posteriormente. A secreg¢do de ecdisterdides pelo orgdo Y através de difusdo simples
e de difusdo facilitada nfo foi ainda comprovada. O processo de difusdo simples esta
dependente da confirmagdo da capacidade dos ecdisterdides de atravessarem camadas
bilipidicas. Por outro lado, a difusgio facilitada, processo utilizado pelas células-alvo para a
entrada da hormona da muda activa (20-hidroxiecdisona), pode também ser uma
alternativa uma vez que nfo se descarta a hipotese de um processo idéntico ocorrer na

secregdo dos ecdisterdides pelo 6rgéo Y (Lachaise ef al., 1993).

ORGA0S MANDIBULARES

O o6rgdo mandibular (MO), é um 6rgéo par situado anteriormente ao 6rgdo Y, na
base e lado posterior do musculo adutor mandibular posterior, em posi¢io dorsal aos
musculos maxilares. A ultraestrutura do 6rgdo mandibular de diversas espécies de
decapodes foi revista por Fingerman (1992). O 6rgdo mandibular é responsavel pela
produg¢do de compostos terpendides, o farnezoato de metilo (MF) € o 4cido farneséico. O

MF ¢ o percursor da hormona juvenil (JH) dos insectos. Até ao momento nfio existem
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evidéncias da presenca da JH nos crustaceos, no entanto, ja foi comprovada a presenga de
MF (Borst et al., 1987).

Embora a fungio do MF nos crustdceos ainda ndo esteja completamente
estabelecida, parece ter um papel estimulador no desenvolvimento do ovério e na
promogio da vitelogénese (Borst ef al., 1987; Fingerman, 1987; Van Herp e Payen, 1991;
Fingerman, 1992). A sua influéncia no ciclo da muda parece indiscutivel, tendo sido ja
demonstrado que o MO apresenta alteragdes estruturais nas suas células ao longo do ciclo
da muda, que a implantagio do MO em camardes resulta em intervalos de muda mais
curtos e mudas mais frequentes e que na presenga de MF existe uma maior produgéo de
ecdisterdides pelo 6rgdo Y (Fingerman, 1987; Chang ef al., 1993; Chang, 1995; Rotllant e/
al., 2000).

3) Glandulas Exécrinas

As glandulas exdcrinas estdo distribuidas por uma grande variedade de locais no
interior do corpo dos crusticeos decapodes. Estas glandulas podem fazer parte de outros
sistemas, como, por exemplo, o hepatopancreas, que desenvolve um importante papel na
digestdo.

As glandulas do tegumento sdo constituidas por células secretoras e por um ducto
que atravessa a cuticula. Estas glandulas estfo situadas debaixo da epiderme. As glandulas
existentes nos pedinculos oculares da espécie Homarus americanus e nas branquias da
espécie Palaemonetes pugio podem ser divididas em dois tipos com base na sua fungdo:
um envolvido na osmorregulagiio e outro no endurecimento da nova carapaca (Fingerman,
1992). As glandulas do tegumento existentes nos pledpodes e urépodes do lavagante
Homarus americanus poderdo estar envolvidas na produgdo de uma substancia necessaria
para a aderéncia dos ovos aos pledpodes (Fingerman, 1992).

A entrada de agua em grandes quantidades aquando da exuviagdo devera ser
controlada por ecdisterdides, enquanto que a regulagdo dos fluxos de &gua durante a
intermuda parece ser controlada por um “factor diurético” proveniente da glandula do seio,
ou ainda por dois factores de acg¢des osmorregulatorias antagonicas existentes no cérebro e

ganglios toracicos (Fingerman, 1987).
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CRESCIMENTO NOS CRUSTACEA

1) O ciclo da muda

Os crustaceos, na sua generalidade, apresentam um exosqueleto rigido que lhes
permite regular as perdas de agua quando emersos e que serve de protec¢do aos seus
orgdos internos. A presenca deste exosqueleto faz com que o crescimento em tamanho dos
crustdceos seja descontinuo, pressupondo a necessidade de libertagdo periddica do
exosqueleto. O facto do crescimento em tamanho ser descontinuo ndo implica que o
crescimento tecidular (biomassa) também o seja, pois este ocorre continuamente através da
substitui¢do da agua por proteinas. Na pré-muda (exosqueleto rigido), as células da
epiderme sofrem divisdes constantes originando novas células, ficando estas em dobras e
pregas até ao momento em que o exosqueleto “velho” € libertado, ocorrendo nessa altura o
aumento do tamanho corporal através da entrada de agua no corpo do animal (Highnam e
Hill, 1977; Pechenik, 1996).

O ciclo da muda é caracterizado pela prepara¢do da libertagdo do exosqueleto
“velho”, a perca deste (exuviagfo ou ecdisis), o rapido crescimento em tamanho devido a
absor¢do de agua e a formagdo e endurecimento do novo exosqueleto (Fingerman, 1987;
Chang, 1991). O ciclo da muda pode ter uma duragdo e frequéncia varidvel. Com base
neste facto € possivel distinguir dois tipos de ciclo da muda (Adiyodi e Adiyodi, 1970):

a) Diecdisico — caracterizado pela existéncia de varias mudas ao longo do ano ou

de uma época e no qual a fase de intermuda € muito curta;

b) Anecdisico — caracteriza-se por uma muda anual, apresentando por isso uma

fase de intermuda bastante longa;

Nos ciclos de muda anecdisicos pode-se ainda identificar um tipo especifico de
ciclo da muda denominado anecdisico terminal ou permanente. Este ciclo € caracterizado
pela interrupgdo do crescimento (deixa de mudar) do caranguejo durante a fase adulta, apds
atingir uma determinada largura de carapaca (Adiyodi e Adiyodi, 1970). A anecdisis
terminal pode ocorrer devido ao animal ja ter atingido o tamanho maximo e ndo ser, por
isso, necessario continuar a haver crescimento (Carlisle, 1957). O ciclo da muda apresenta
também frequéncias distintas consoante a espécie, o tamanho e a idade do animal. O

caranguejo Carcinus maenas apresenta diversas mudas antes e apds a maturagfo sexual,
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deixando de se verificar o ciclo da muda cerca de trés a quatro anos apds atingir o estado
adulto (McVean, 1976; Highnam e Hill, 1977).

O processo ciclico de crescimento dos crustdceos ¢ normalmente dividido nos
estadios de pés-muda (fase A, subdividida em A; e Ay; fase B, subdividida em B; € B,), de
intermuda (fase C, subdividida em C;, C,, C; e C4) e de pré-muda (fase D, subdividida em
Dy, Dy, D, D3 e Dy) (Fig. 10) (Adiyodi e Adiyodi, 1970; Drach e Tchernigovtzeff, 1967).
O ciclo da muda completa-se num 4° estddio denominado por exuviagdo (ou ecdisis), no
qual o animal se liberta do “velho” exosqueleto (Fig. 10) (Lachaise et al., 1993; Pechenik,
1996).

MUDA POS-MUDA INTERMUDA PRE-MUDA MUDA
ECDISIS METECDISIS ANECDISIS PROECDISIS
ECDISIS
i ] " "
' A B C, Cy Ca Ca Do D} Dy Dy D, D3 Dg
- P dfpecccnnccna——- -
AUMENTO DA RIGIDEZ DO TEGUMENTO - /
CALCIFICACAO
mitose SECRECAO DA NOVA CUTICULA
. ) ALTOS NIVEIS DE ECDISTEROIDES NA |BAIX0OS NIVEIS DE ECDISTEROIDES
BAIXOS NIVEIS DE ECDISTEROIDES NA HEMOLINFA HEMOLINFA NA HEMOLINFA

APOLISIS

Figura 10: Representagio esquemtica do ciclo da muda dos Crustaceos e variagdes dos niveis endogenos de
ecdisteroides na hemolinfa (adaptado de Lachaise et al., 1993).

Cada um dos estadios é caracterizado por determinados acontecimentos que tornam
possivel o desenrolar de todo o ciclo da muda. Os estadios do ciclo da muda caracterizam-
se por:

a) Pré-muda (ou Proecdisis) — fase em que o caranguejo prepara a libertagdo do
exosqueleto “velho”. No inicio desta fase as células epidérmicas e o hepatopancreas sdo
activados. As células epidérmicas separam-se da cuticula — apdlise - dividem-se e iniciam a
segregagdo do novo exosqueleto (Fig. 11). Ao mesmo tempo, os niveis de cdlcio na
hemolinfa aumentam devido a utilizagdo das reservas existentes no hepatopancreas e

devido a digestdo parcial do “velho” exosqueleto (particularmente nos locais pelos quais o
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exosqueleto vai abrir para a saida do animal). Na fase terminal desta etapa o animal torna-
se inactivo e deixa de se alimentar, recorrendo essencialmente as reservas do
hepatopancreas (Highnam e Hill, 1977; Pechenik, 1996).

b) Exuviacio (ou Ecdisis) — esta etapa caracteriza-se por ser a mais importante e mais
curta do ciclo da muda (Chang, 1991). A observagfo de dois animais da espécie Carcinus
maenas desde a fase final de D4 até a exuviagdo permitiram contabilizar tempos de “muda”
de 1h57min e 3hl16min (Broekhuysen, 1936). A exuviagdo ocorre apds a separagdo da
cuticula velha da epiderme e da secrecdo das novas epicuticula e exocuticula (Fig. 11). A
exuviagdo implica uma abertura na parte toracica da carapaca que progressivamente se
levanta, abrindo uma fenda pela qual o animal sai do seu “velho” exosqueleto (Kukenthal
et al., 1984). Todo o tecido ectodérmico (epicuticula, exocuticula e endocuticula) €
mudado na exuviagdo, incluindo os 6rgfos respiratérios (branquias e escafognatites) e a
parte anterior do tracto digestivo (es6fago, estomago e piloro) (Clemens et al., 1999). Para
facilitar a saida do interior do “velho™ exosqueleto o animal inicia uma rapida absorcéo de
dgua através das branquias, estdmago e epiderme, ocorrendo com isso um aumento do
volume corporal do animal que estd a mudar (Chang, 1991). O mecanismo de absor¢do de
agua ainda nZo é bem conhecido, no entanto, parece que o nivel de sais elevado na
hemolinfa permite a existéncia de um gradiente osmdtico no qual ocorre a entrada de agua.
A quantidade de agua absorvida pode igualar quase metade do peso do corpo na fase de
pré-muda. Esta etapa torna-se extremamente importante devido ao facto da exuviagfio ser
sensivel a factores ambientais, tais como a temperatura, o fotoperiodo e outros factores de
stress (exemplo: grandes agregados populacionais) (Mattson, 1986; Mattson e Spaziani,
1986a; Koshio er al., 1989; Chang, 1995; Guerin e Stickle, 1997). Para além disso, na
exuviacdo os crusticeos segregam o liquido da muda (composto por aminoacidos, enzimas
e outros compostos orgéanicos do exosqueleto “velho™ parcialmente digerido) que € um
forte atractivo para os predadores (Chang, 1991). Tendo em conta todos estes factores e
ainda o facto do animal estar mole apds a libertagcdo do exosqueleto, a sobrevivéncia dos
crustaceos nesta etapa corre grandes riscos devido a sua incapacidade de se movimentarem
e defenderem (Highnam e Hill, 1977; Mattson, 1986; Chang, 1991).

c) Pés-muda (ou metecdisis) — inicialmente o animal apresenta-se mole e extensivel,
continuando a efectuar a absor¢fo de agua. Inicia-se a deposi¢io mineral na cuticula. No

inicio desta etapa, o animal continua a nfo se alimentar compensando esse factor com as
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reservas do hepatopancreas. A meio desta etapa ocorre a segregagéo da endocuticula (Fig.
11) e o animal volta a alimentar-se. O endurecimento da carapaga estd dependente do
tamanho do animal, da temperatura, do pH e da concentragdo de calcio na agua, tendo
Broekhuysen (1936) registado que sdo necessérios 3 a 6 dias (Carcinus maenas, largura de
carapaga 17-56mm, temperatura 16°C) para endurecer a carapaga. O crescimento tecidular
ocorre, em grande parte, através da substituicio da dgua por proteinas, registando-se uma
duplicagiio do peso seco dos tecidos que vdo perdendo dgua proporcionalmente (Highnam
e Hill, 1977).

d) Intermuda (ou anecdisis) — nesta etapa, com o finalizar da formagdo do novo
exosqueleto, o animal efectua armazenamento de metabolitos em excesso. Estes
metabolitos sdo normalmente armazenados no hepatopancreas, sendo constituidos na sua
maioria por lipidos, podendo ocorrer o armazenamento de glicogénio e proteinas em
pequenas quantidades (Highnam e Hill, 1977). Durante toda esta etapa continua a ocorrer o
crescimento tecidular através da substituicdo de dgua (Highnam e Hill, 1977; Chang,

1991).

Pré-Muda Ecdisis Poés-Muda

Figura 11: Estrutura do tegumento de um crustaceo nas diferentes fases do ciclo da muda. Na pré-muda as
células da epiderme aumentam de tamanho, separam-se da velha carapaga (apdlise) e segregam a nova
epicuticula. Depois da muda (exuviag#o), fica completa a formagéo da exocuticula e ¢ iniciada a produgéo da
endocuticula que fica completa no inicio da intermuda. En - endocuticula; ep — epicuticula; ex - exocuticula;
epid - epiderme; t - glandula do tegumento. (adaptado de Highnam e Hill, 1977).
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O ciclo da muda, como ¢ perceptivel pelo que foi descrito anteriormente, é um dos
grandes acontecimentos metabdlicos dos crustaceos, envolvendo uma mobilizacio ciclica
das reservas organicas para as células epidérmicas e diversas alteragdes nos mais diversos
Orgdos. As alteragdes bioquimicas e fisiologicas provocadas nos diversos 6rgios dos

crustaceos decapodes durante o ciclo da muda foram revistas por Chang (1995).

2) Hormonas da muda — Ecdisteroides

As hormonas da muda sfo denominadas ecdisterdides devido a semelhanca da sua
estrutura quimica com a dos esterdides, constituindo a familia dos esterdides
polihidroxilados C27 (Chang, 1991; Lachaise er al, 1993). Os ecdisterdides sdo
caracterizados por serem soluveis em agua, ndo tendo sido ainda provado se possuem ou
ndo a capacidade de ultrapassar camadas bilipidicas. Nos invertebrados, ao contrario do
que se verifica com os esterdides dos vertebrados, os ecdisterdides circulantes na
hemolinfa ocorrem maioritariamente na sua forma livre (Fingerman, 1987; Lachaise et al.,
1993). Os ecdisterdides, para além de serem essenciais no processo do ciclo da muda,
exercem também um papel fundamental no endurecimento da carapaga, nas modificagdes
da cor, na regeneragdo e maturagdo da gonada, na estimulagio do ovario, na sintese
proteica e na produgio de vitelogenina (Fingerman, 1987; Lachaise ef al., 1993; Pechenik,
1996).

A denominada hormona da muda (MH) — a ecdisona (2B, 3B, 14, 22R, 25-
pentahidroxi - 5B - coles — 7 — em — 6 - ona, também conhecida por a—ecdisona) - é um dos
ecdisterdides sintetizado pelo 6rgdo Y (Fig. 5). Até ao momento, os dados existentes
indicam que a libertagdo da hormona da muda pelo 6rgdo Y ocorre por exocitose de
granulos de secreg@o. A ecdisona ¢ a percursora da hormona da muda activa denominada
de 20-hidroxiecdisona (20-OHE) (ou crustecdisona, pB-ecdisona, ecdisterona). A
transformagfo da ecdisona em 20-OHE ¢ efectuada através de uma hidroxilacfio realizada
na hemolinfa, nas mitocdndrias e/ou nos microssomas dos tecidos periféricos (células
epidérmicas) (Chang, 1993; Lachaise ef al., 1993). As variagdes nos niveis circulantes da
hormona activa (20-OHE) parecem ser devidas a alteragdes na taxa de sintese e secregio
de ecdisona pelo 6rgdo Y, mais do que pela taxa de hidroxilagdo da ecdisona a 20-OHE ou

ainda pela taxa de degradagéo e depura¢do da hormona na hemolinfa (Chang, 1991).
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A funciio da hormona da muda activa (20-OHE) ¢ estimular a preparagdo da
exuviacdo através da activagfio das células epidérmicas e do hepatopancreas. Enquanto as
células epidérmicas se separam da cuticula externa (apdlise) para permitir a libertagdo do
exosqueleto, o hepatopancreas funciona como fonte de reserva energética. Para além disso,
a 20-OHE possui ainda a capacidade de inibir a libertagdo (ndo a sintese) da hormona
inibidora da muda, actuando directamente nas células neuro-secretoras do orgdo X ou
através da inibigdo do controlo seratonérgico de libertagdo da hormona inibidora da muda
pela glandula do seio (Hopkins, 1992; Spaziani et al., 1994).

A ponasterona A é um ecdisteréide que foi identificado na hemolinfa de trés
espécies de caranguejos, Callinectes sapidus, Carcinus maenas e Gecarcinus lateralis
(Lachaise e Lafont, 1984). O aumento da concentragio da ponasterona A na hemolinfa, na
pré-muda de Gecarcinus lateralis ¢ nos ovérios de Carcinus maenas durante a sua
maturagdo, demonstra a sua influéncia em dois dos processos mais relevantes dos
crustaceos — o crescimento e a reprodugfo. Nos ovos de caranguejo constatou-se que a
ponasterona A era o ecdisterdide principal, particularmente no final do desenvolvimento

embrionario (Lachaise e Lafont, 1984).

3) Hormona inibidora da muda

Em 1965, Rao mostrou que um neuropéptido, isolado dos pedinculos oculares,
possuia acgdio inibidora da muda e, mais recentemente, Soumoff ¢ O’Connor ( 1982)
mostraram que a secregio da ecdisona ¢ inibida aquando da injeccdo de extracto de
“glandulas do seio”, glandulas que se localizam nos pedunculos oculares (in Lachaise et
al., 1993). Por sua vez, Webster (1986) isolou do pedunculo ocular de Carcinus maenas
uma substancia termicamente estavel que inibia a secregdo dos ecdisterdides pelo 6rglo Y
incubados “in vitro™.

A hormona inibidora da muda (MIH) é um neuropéptido produzido nos neurénios
do orgio X e armazenado na glandula do seio (Mattson, 1986; Chang et al., 1991). Em
1985, descobriu-se que a MIH era estrutural e funcionalmente semelhante aos péptidos
neuro-hipofisiais dos vertebrados (vasopressina lisina, vasopressina arginina, vasotocina,
oxitocina) e que estes possuem a capacidade de inibirem a produgéo da hormona da muda
(ecdisona) pelo 6rgdo Y (Fingerman, 1987; Mattson, 1986). Mattson (1986), apos estudos

com Cancer magister, demonstrou que a MIH ¢ um neuropéptido com um peso molecular
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entre 1000 e 3500 daltons, indicando Webster (1986) um peso molecular entre 6000 e
14000 daltons para a MIH de Carcinus maenas. Este neuropéptido, pertence a uma familia
de neuropéptidos dos crustaceos caracterizada por sequéncias de 72-78 aminoacidos e 6
cisteinas, caracterizando-se por ser sensivel a tripsina e estavel ao calor (Lachaise ef al.,
1993; Webster, 1986).

Apds a sua libertagdo da glandula do seio, a ac¢do da MIH pode ser directa,
inibindo a sintese/segregacdo de ecdisteroides pelo o6rgdo Y (Fig. 12), ou indirecta, agindo
antagonicamente na epiderme e regulando a resposta deste tecido a hormona da muda
(Mattson e Spaziani, 1986b; Fingerman, 1987; Lachaise et al., 1993; Pechenik, 1996). Os
locais de ac¢do da MIH foram comprovados apds a identificagdo e caracterizagdo de
receptores da MIH no 6rgéo Y e, em menor nimero, nas células epidérmicas do caranguejo
Carcinus maenas (Lachaise et al., 1993). O AMPc (adenosina monofosfato ciclica) é o
segundo mensageiro utilizado pela MIH para induzir a supressdo da sintese de
ecdisteroides. No 6rgdo Y, a ac¢do da MIH traduz-se no aumento do AMPc que inibe quer
a entrada quer a utilizag8o do colesterol, assim como a sintese proteica (Fig. 12) (Mattson,

1986; Mattson e Spaziani, 1986b; Chang e al., 1991).
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Figura 12: Esquema representativo da acgfo da MIH sobre a producfio de ecdisterdides no érgéo Y dos
crustaceos. O colesterol circula na hemolinfa ligado a uma lipoproteina de alta densidade (HDL), formando
um complexo que possui um receptor (HDLR) na membrana plasmatica. A ligag8o da hormona inibidora da
muda (MIH) a receptores celulares (MIHR) leva a activagiio do adenilato ciclase (AC) e a produgiio de
AMPc. O Ca*" mobilizado de fontes intra e extracelular estimula a AMPc-fosfodiesterase (PDE), um
processo mediado pela calmodulina (CM), e os niveis de AMPc diminuem aumentando a
ecdisteroidogénese. A MIH aumenta o efluxo de Ca®* que reduz o Ca®" citosélico e estimula a acumulagdo
do AMPc. A activagdo da proteina quinase C (PKC) por sinais extracelulares através de receptores
membranares (PKCLR) leva ao aumento da sintese de ecdisterdides (adaptado de Mattson, 1986).
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4) Interac¢do hormonal no controlo do ciclo da muda

Em resumo, o processo de crescimento nos crustaceos é regulado por um conjunto
de hormonas, das quais se destacam a hormona da muda (MH) ¢ a hormona inibidora da
muda (MIH). A MH ¢ sintetizada no 6rgéo Y enquanto que MIH ¢ produzida e armazenada
no complexo glandula do seio - 6rgdo X. Embora o processo de muda seja influenciado por
vérios factores distintos, as interacgdes entre estas hormonas e estes 6rgéos sdo primordiais
para a estimulagio ou inibigdo deste processo (Highnam e Hill, 1977; Fingerman, 1987;
Chang, 1991; Lachaise et al., 1993; Pechenik, 1996).

A ecdisona ¢ sintetizada no 6rgdo Y a partir do colesterol e € libertada na
hemolinfa, onde circula livremente sendo transformada pelos tecidos periféricos na
denominada hormona da muda activa — 20-hidroxiecdisona (20-OHE) - através de uma
hidroxilagdo. A 20-OHE vai actuar sobre os tecidos epidérmicos e sobre o hepatopancreas
induzindo a preparagdio da exuviagfo. Existe ainda a hipdtese da 20-OHE actuar sobre a
glandula do seio de forma a inibir a libertagdo da MIH. Para exercer a sua fungéo, a 20-
OHE ¢ incorporada nas células-alvo através de um processo de difusdo facilitada (co-
transporte) que envolve a Na'/K'-ATPase, sugerindo desta forma um co-transporte com
ides Na“ (idéntico ao que ocorre com a glucose e os aminodcidos) (Fingerman, 1987;
Lachaise ef al., 1993).

A estimulacdo da muda pela 20-OHE pode ser contrariada pela ac¢dio da MIH. A
MIH, hormona produzida e armazenada no complexo glandula do seio - 6rgéo X, quando
em concentragdes elevadas na hemolinfa exerce um efeito inibidor sobre o ciclo da muda.
Esta hormona actua sobre o 6rgdo Y inibindo a sintese/libertagio dos ecdisterdides e
também sobre os tecidos epidérmicos antagonizando com a 20-OHE. No o6rgdo Y a
actuagfio desta hormona envolve um aumento da concentragdo do segundo mensageiro
AMPc no interior das células-alvo, o qual inibe quer a entrada quer a utilizagdo de
colesterol, assim como a sintese proteica (Fig. 13) (Mattson e Spaziani, 1986b; Lachaise et

al., 1993).
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Figura 13: Interacgdo hormonal entre o complexo 6rgdo X — glandula do seio e o érgdio Y. Factores
ambientais activam os neurénios seratonérgicos estimulando as células neuro-secretérias do complexo 6rgio
X — glandula do seio (SG) a libertar MIH. A MIH na hemolinfa liga-se a receptores (R) celulares do érgio Y
resultando na actlvag:ao do adenilato ciclase (AC) e produgdo de AMPc. O AMPc inibe a produciio de
ecdisona. O Ca”" antagoniza com o AMPc por actlvagao da AMPc-fosfodiesterase. A redugfo da libertaciio
de MIH, estimula o érgdo Y através do Ca®* e/ou pela proteina quinase C (PKC), aumentando a
ecdisteroidogénese. A 20-hidroxiecdisona exerce um “feedback’ negativo na libertagio da MIH pelas
células da SG (adaptado de Mattson, 1986).

A concentragdo dos ecdisteréides na hemolinfa, ao longo do ciclo da muda, sofre
variagbes diversas, variando o perfil final de espécie para espécie. Assim, na transi¢io
entre a intermuda e a pré-muda hd um ou mais aumentos ligeiros da concentracio destas
hormonas na hemolinfa, registando-se niveis superiores (3 a 10 vezes) aos da intermuda.
Em seguida, no final da pré-muda, ocorre uma subida dramatica (100 a 300 vezes) que
precede e presumivelmente inicia a exuviagdo. Mesmo antes da exuviagfo a concentragfio
de ecdisteroides diminui para niveis muito baixos. Na transi¢do entre a pds-muda e a
intermuda os niveis dos ecdisterdides sdo progressivamente repostos aos niveis habituais
da intermuda (Mattson, 1986; Chang, 1991; Chang et al., 1993). De igual forma, o perfil
de ecdisona na hemolinfa do caranguejo Carcinus maenas, ao longo do ciclo da muda,
permite identificar dois periodos principais. Da exuvia¢do até ao final da intermuda os
niveis de ecdisona sdo baixos, registando-se aumentos bastante significativos durante as
fases de pré-muda (Do a Dy). Salienta-se que na fase D; os niveis de ecdisona atingem
valores cerca de cento e cinquenta vezes superiores aos registados nas fases de intermuda

(Fig. 14) (Andrieux et al., 1976).
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Figura 14: Grafico dos niveis de ecdisona na hemolinfa, ao longo das diferentes fases do ciclo da muda, do
caranguejo Carcinus maenas (adaptado de Andrieux et al., 1976).

5) Sincronismo hormonal entre o crescimento e a reproducio

O crescimento ¢ a reproducéo sdo dois dos processos biolégicos mais importantes
dos crustaceos, ocorrendo ambos de forma ciclica. Estudos de endocrinologia do
crescimento ¢ da reprodugdio forneceram evidéncias da regulacdio destes dois processos
através de um sistema endodcrino complexo (revisdes por Hasegawa et al., 1993 e Hartnoll,
2001). Desta forma, embora separados no tempo, estes dois processos biologicos estéo
intimamente relacionados a nivel hormonal. Para além disso, ambos 0s processos
envolvem a mobilizagdo de grandes quantidades de reservas orgéanicas, sendo que na
reprodugdio essa mobilizagio se faz para os ovérios e no crescimento para os tecidos
epidérmicos.

Os varios exemplos de sincronismo entre o ciclo da muda e a reprodugdo sugerem a
possibilidade de que os mecanismos hormonais neles envolvidos sejam os mesmos (em
que a hormona inibidora da muda (MIH) e a hormona inibidora da gonada (GIH)
representam a mesma hormona) ou que, sendo diferentes, actuam sinergeticamente
(Adiyodi e Adiyodi, 1970). De facto, o ciclo da muda é mais longo durante a época

reprodutiva do que durante a época de repouso, uma vez que a vitelogénese prolonga o
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ciclo (Meusy e Payen, 1988). Ambas as hormonas inibidoras (MIH e GIH) sdo produzidas
¢ armazenadas no complexo o6rgdo X- glandula do seio (Adiyodi e Adiyodi, 1970;
Fingerman, 1997).

Entre os decdpodes podem ser distinguidos dois tipos de ciclos de muda: o
diecdisico (intermuda curta) e o anecdisico (intermuda longa), considerando-se ainda neste
ultimo o anecdisico terminal ou permanente (cessa o ciclo da muda) (ver pag. 32). A
continuagdo do processo reprodutivo nas espécies em anecdisis terminal, ou de varias
desovas durante a mesma intermuda que ¢é nesse caso prolongada, constituem um forte
argumento para a distingdo das duas hormonas inibidoras (MIH e GIH), as quais podem,
consoante a fase do ciclo da muda, agir antagénica ou sinergeticamente. O sinergismo
aparente da MIH e da GIH, caracteristico da pos-muda, ¢ transformado num antagonismo
durante a intermuda, dada a necessaria mobilizagdo das reservas metabélicas para o ovario,
que se sobrepde temporariamente ao crescimento tecidular (Fig. 14). De facto, um elevado
nivel de MIH € essencial para a reproducdo, inibindo o funcionamento do 6rgio Y.
Considerando o crescimento dos ovécitos em duas fases, em que na primeira o ovdcito
cresce até ser capaz de acumular vitelo e na segunda o vitelo é depositado, o controlo por
inibicdo da GIH parece exercer-se apenas na segunda fase, sendo a primeira controlada
positivamente pela MH (Adiyodi e Adiyodi, 1970). A possibilidade dos ecdisterdides
estarem envolvidos na vitelogénese foi reforgada devido ao isolamento de concentragdes
relativamente elevadas destes compostos em ovarios (Lachaise ef al., 1981; Carvalho,
1997), tendo ja sido descritas alteragdes nos niveis de ecdisterdides durante a
embriogénese em diferentes espécies de crustaceos (revisdo por Chang, 1989). Por
exemplo, estudos com o caranguejo Cancer anthonyi demonstraram a existéncia de niveis
elevados de ecdisterdides apos a fertilizagdo, diminuindo progressivamente até a postura
(Chang, 1991). Estes valores sdo contrarios aos niveis de ecdisterdides registados na
hemolinfa das fémeas desta espécie ao longo da embriogénese. Com este estudo, Chang
(1991) coloca a hipétese dos ecdisterdides maternais circulantes promoverem a
vitelogénese e/ou servirem de reserva para a desova seguinte. Para além disso, o
decréscimo dos ecdisterdides maternais na hemolinfa durante o periodo “entre desovas”
podera reflectir a remocgdo da hormona da muda da hemolinfa e sendo esta armazenada nos
ovos em desenvolvimento (Chang, 1991). Estudos com Penaeus japonicus e P. kerathurus

permitiram verificar a existéncia de baixos niveis de ecdisterdides totais nos ovarios, desde
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a previtelogénese até & maturagfio, aumentando bruscamente na desova (Carvalho, 1997).
Na reprodugdio, e mais concretamente na ovogénese, os ecdisterdides parecem ser
necessarios para a multiplicagio mitética nas gonadas (Adiyodi e Adiyodi, 1970), ainda
que os niveis envolvidos sejam diminutos (Meusy e Payen, 1988). Para além disso, ja foi
sugerido que os ecdisteroides circulantes podem exercer um papel na regeneragdo € na
maturagio da gonada (Adiyodi e Adiyodi, 1970), assim como de estimulagdo do
desenvolvimento do ovério, da sintese proteica e da produggo de vitelogenina (Fingerman,
1987; Van Herp ¢ Payen, 1991; Hasegawa et al., 1993). A reiniciagdo meidtica na
maturagio do ovécito € a evidéncia mais forte de uma fungfo directa dos ecdisteroides na
reproducdo (Lanot e Clédon, 1989).

Em conclusdo, o crescimento e a reprodugfo, cOmo processos inseparaveis e
integrados, necessitam de um mecanismo de controlo estreitamente interligado. Este
mecanismo consiste na transformacgio do sinergismo entre a MIH e a GIH, como acontece
na pos-muda, para um antagonismo durante a intermuda, possibilitando o desenrolar do
processo reprodutivo. A muda é desencadeada quando os niveis de MIH ¢ GSH séo baixos
e os niveis de GIH e MH sdo elevados. Por outro lado, o processo reprodutivo € iniciado
quando os niveis das hormonas MIH e GSH sdo elevados e os niveis de GIH e MH sdo

baixos (Fig. 15) (Adiyodi e Adiyodi, 1970).
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Figura 15: Grafico mostrando as relagdes entre a MIH e a MH e entre a GIH e a GSH na reproducéo (setas
pretas) durante o ciclo da muda (adaptado de Adiyodi e Adiyodi, 1970).
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6) Factores que influenciam o ciclo da muda

Como ja foi descrito anteriormente, o ciclo da muda esta directamente dependente
da ac¢fio de duas hormonas, a da muda (MH) e a inibidora da muda (MIH). O sistema
hormonal que controla o crescimento dos crustdceos pode ser alterado através da ablago
dos pedunculos oculares (remog¢do do complexo orgdo X — glandula do seio onde é
produzida e armazenada a MIH) ou através da autotomizagdo de patas locomotoras
(necessidade de regenerar a(s) pata(s) perdida(s)). No entanto, existem outros factores que
permitem estimular ou inibir 0 normal desencadear do ciclo da muda. Esses factores
podem ser divididos em factores ambientais (temperatura, salinidade, hipoxia), biologicos
(Sacculina carcini) ou quimicos (farnezoato de metilo, &acido xanturénico, 35-

hidroxitriptamina, dimetil-B-propriotenina, dimetilacetotenina e fenoxicarbe).

6.1.) Ablac¢io dos pedinculos oculares (PO)

A remocéo dos pedunculos oculares (PO) nos crustaceos permite influenciar quer
positiva quer negativamente o desenrolar do ciclo da muda, consoante a fase da muda em
que se encontra o animal e conforme a altura do ano em que se realiza a experiéncia
(Fingerman, 1987). Varios autores ja comprovaram que a ablagdo dos PO diminui a
duragdo de um ou mais estadios do ciclo da muda (p6s-muda, intermuda e pré-muda) e,
consequentemente, a duragfo global deste. No entanto, a aceleragdo da muda ap6s ablagéo
dos PO ndo ¢ sistematicamente observada: a) nfo ocorre quando a fémea estd em
vitelogénese avangada; b) durante anecdisis terminal; ¢) durante a pausa para hibernagio;
d) quando o animal estd parasitado com Sacculina carcini (Lachaise et al., 1993;
O’Brien,1999). Alteragdes no ciclo da muda devido a ablagdo dos PO ja foram observadas
em Carcinus maenas e Gecarcinus lateralis (Skinner e Graham, 1972), Uca pugilator
(Fingerman e Fingerman, 1974), Paralithodes camtschatica (Molyneaux e Shirley, 1988),
Penaeus semisulcatus (Browdy e Samocha, 1985), Penaeus vannamei (Chan et al., 1990),
Penaeus chinensis (Chu e Leong, 1991) e Homarus americanus (Chang e Bruce, 1980;
Koshio ef al., 1989). A indugdio da muda ocorre devido & remogdo do complexo 6rgdo X -
glandula do seio, responsavel pela sintese e libertagdo da MIH e que se localiza nos PO. A
diminui¢8o dos niveis circulantes de MIH resulta num aumento da sintese da ecdisona e,

consequentemente, da disponibilidade de hormona da muda activa (20-OHE). O aumento
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dos niveis de 20-OHE na hemolinfa resultam numa estimulagdo do hepatopancreas e das

células epidérmicas, induzindo desta forma a preparagdo da exuviagdo.

6.2.) Autotomiza¢io de patas locomotoras e/ou pingas

A autotomizagio de patas locomotoras (PL) e/ou pingas ¢ um processo que pode
influenciar o ciclo da muda dos crustaceos decapodes. A influéncia positiva ou negativa
deste factor depende do niimero de patas autotomizadas, da fase da muda em que o animal
se encontra e da altura do ano em que ¢é realizada a experiéncia (Fingerman e Fingerman,
1974; Smith, 1990; Chu e Leong, 1991). A autotomizagio ¢ um processo caracterizado
pela libertagio voluntaria de qualquer uma das PL ou pingas danificadas por uma situacdo
de stress (exemplo: durante uma luta) (Chu e Leong, 1991). A regeneraggio da(s) pata(s)
autotomizada(s) ocorre durante o estadio de intermuda (McVean, 1976). No entanto, para
que a regeneragio ocorra na sua totalidade, o animal tem que mudar de carapaga para que
haja a expansdo do broto regenerativo imediatamente ap6s a exuviagdo (McVean, 1976).
Alteragdes do ciclo da muda devido a autotomizagdo de PL e/ou pingas, processo que
apresenta um valor adaptativo extremamente importante para o animal, ja foram
observadas em Carcinus maenas e Gecarcinus lateralis (Skinner e Graham, 1972), Uca
pugilator (Fingerman e Fingerman, 1974; Hopkins, 1993), Callinectes sapidus (Smith,
1990), Pilumnus hirtellus (Demeusy et al., 1994) e Penaeus chinensis (Chu e Leong,
1991).

6.3.) Factores ambientais

A acciio de varios factores ambientais sobre o ciclo da muda ja foi comprovado por
diversos autores. Assim, sabe-se que a temperatura, a salinidade, o fotoperiodo, a
disponibilidade de alimento, os agregados populacionais € as marés podem exercer
influéncia sobre o ciclo da muda (Chang, 1995). Nos crustaceos, o aumento de tamanho €
um processo ciclico, ocorrendo um aumento brusco da largura e peso do animal em cada
uma das sucessivas mudas. Desta forma, os factores ambientais que afectam a taxa de
crescimento podem fazé-lo alterando o incremento de tamanho por muda e/ou a frequéncia
da muda (Chittleborough, 1975).

Normalmente, os crusticeos apresentam um aumento quer da frequéncia de mudas
quer do incremento de tamanho por muda quando a temperaturas mais elevadas, no entanto

aumentos excessivos de temperatura podem provocar resultados inversos (Chittleborough,

45



1975; Koshio ef al., 1989; Justo ef al., 1991). Como exemplo da influéncia da temperatura
no crescimento dos crustaceos, temos os estudos com o lavagante Homarus americanus
onde se demostrou que a temperatura alterou a frequéncia de muda e o peso dos animais.
Estes animais evidenciaram um crescimento mais rapido a temperatura de 20°C em
comparagdo com a temperatura de 15°C (Koshio et al., 1989). De igual forma, estudos com
a lagosta Panulirus longipes apresentaram incrementos por muda bastante superiores a
temperaturas de 20°C, sendo que esse incremento diminuiu a medida que a temperatura foi
aumentando. No que diz respeito a frequéncia de muda de Panulirus longipes, constatou-se
que 26°C foi a temperatura em que se verificou uma maior frequéncia de muda, logo uma
diminui¢dio do periodo de intermuda (Chittleborough, 1975). Por sua vez, a espécie
Macrobrachium rosenbergii apresenta uma estimulagdio do ciclo da muda a temperaturas
mais elevadas (28-32°C) (Justo ef al., 1991).

A salinidade interferiu com o ciclo da muda de duas espécies de caranguejo,
Callinectes sapidus e C. similis, as quais quando expostas a salinidades de 30%o e 10%o,
respectivamente, sofreram uma indugio da muda (redug¢dio do periodo de intermuda).
Comparativamente, em meio natural, a espécie C. sapidus esta presente em locais com
salinidades bastante variadas (entre 0 a 25%o), embora mostre preferéncia por salinidades
baixas, enquanto C. similis habita em locais com salinidades superiores a 15%o (Guerin e
Stickle, 1997). Contrariamente a estas duas espécies, o lavagante Homarus americanus nio
apresentou qualquer tipo de influéncia da salinidade no ciclo da muda (Koshio et al.,
1989).

Um estudo com a espécie Macrobrachium rosenbergii permitiu observar ligeiras
influéncias do fotoperiodo na durac¢@io dos intervalos (intermuda) entre a muda reprodutiva
¢ a muda comum (para crescimento) (Justo ef al., 1991). Este mesmo autor afirma também
que o crescimento desta espécie esta relacionado com a interacgfo entre o fotoperiodo € a
temperatura, concluindo que a duragdo do intervalo entre duas mudas reprodutivas ¢
reduzido significativamente quando os animais estdo sujeitos a temperaturas elevadas e um
fotoperiodo de 12L12D (L-luz; D—escuro) (Justo et al., 1991). Por sua vez, Chittleborough
(1975) constatou que as lagostas Panulirus longipes véem a sua frequéncia de muda
diminuir significativamente quando colocadas em permanente escuriddo relativamente a

fotoperiodos ciclicos de 12 e 6 horas. Finalmente, um estudo com a espécie Penaeus
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Japonicus ndo apresentou qualquer influéncia do fotoperiodo no ciclo da muda (Nakamura,
1988).

O fornecimento continuo de alimento aos crustaceos permite-lhes mudarem mais
frequentemente, como foi exemplificado pela espécie Panulirus longipes em que animais
sujeitos a uma alimentagdio didria apresentaram um periodo de intermuda menor do que os
animais que foram alimentados uma vez por semana € os que o foram trés vezes por
semana. Para além disso, constatou-se ainda que o incremento de tamanho por muda €
inferior nos animais que foram alimentados apenas uma vez por semana (Chittleborough,
1975). Os agregados populacionais também afectam a frequéncia da muda, realgando-se o
facto de ja ter sido verificado quer uma diminui¢do (Chittleborough, 1975 - Panulirus
longipes) quer um aumento (Skinner e Graham, 1972 — Gecarcinus lateralis) do periodo de
intermuda.

Em 1945, Nouvel efectuou um estudo utilizando a espécie Palaemon serratus de
forma a determinar a possivel influéncia do ciclo lunar no ciclo da muda. Este autor
verificou que ao longo do ciclo lunar ocorrem dois picos no nimero de mudas, coincidindo
estes picos com periodos anteriores ao Quarto Crescente e ao Quarto Minguante. Para além
disso, também verificou que estes picos de mudas coincidiam com marés vivas, avangando
o autor que provavelmente este seria um factor (marés) com capacidade de influenciar o
ciclo da muda dos crustaceos marinhos (Nouvel, 1945). Confirmando esta informagdo, um
estudo recente com juvenis de Carcinus maenas permitiu constatar que estes animais
apresentam elevados niimeros de mudas aquando da preia-mar, nomeadamente aquando
das marés vivas. No entanto, salienta-se que estes dados foram obtidos com os animais em
laboratorio e em condi¢des controladas (temperatura, salinidade e fotoperiodo) tendo-se
capturado os animais em alturas especificas do ciclo de marés para registo do numero de
mudas (Zeng et al., 1999).

Algumas espécies intertidais, como por exemplo Carcinus maenas, apresentam
adaptagbes estruturais e fisiologicas que lhes permitem resistir a longos periodos de
exposicdo ao ar (Taylor e Butler, 1978; Johnson e Uglow, 1985). A exposi¢do ao ar ¢
responsavel pela ocorréncia dos fenémenos de hipoxia (baixos niveis de oxigénio) e
hipercapnia (elevados niveis de dioxido de carbono) no interior do animal (Taylor e
Whiteley, 1989). O estudo das respostas dos invertebrados a fenémenos de hipoxia

ambiental foi revista por Herreid (1980). A importancia da disponibilidade de oxigénio no
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momento da exuviagdo € demonstrado por Chittleborough (1975) para a espécie Panulirus
longipes, sendo que uma concentragdo mais baixa de oxigénio (saturagdo de 60-70%)
diminui o incremento de tamanho por muda. Clark (1986) constatou que a espécie Penaeus
semisulcatus quando submetida a baixos niveis de oxigénio — hipoxia — nfio realiza a
exuviacdo e apresenta uma elevada mortalidade. Apés o aumento dos niveis de oxigénio
para valores normais, 0 mesmo autor registou que a taxa de mortalidade diminuia e ocorria
um consideravel nimero de mudas. Tendo em conta estes dados, Clark (1986) avanca a
hipétese de que os animais em condigdes adversas (hipoxia) ndo realizam a exuviacio,
estabilizando numa fase do ciclo da muda que lhes permite mudar assim que as condi¢des
sejam favoraveis. De igual forma, um estudo efectuado com Palaemon serratus permitiu
observar um elevado nimero de mudas apds uma emersdo prolongada. Esta emersdo
resulta numa acidose respiratéria (aumento da concentragdo de CO,) e consequente
diminui¢do do pH na hemolinfa, fenémeno semelhante ao que ocorre no inicio da pré-
muda (fase D,). O momento da exuviagdo coincide também com uma acentuada acidose,
levantando a hipdtese da producdo de acido poder preceder ou mediar a ac¢do hormonal
que conduz a muda (Coimbra et al., 1985). Em sequéncia, um trabalho realizado com as
espécies Palaemon serratus e Palaemonetes varians, permitiu observar um elevado
numero de mudas induzidas apds algumas horas de emersdo. Tendo em conta estas
observagdes, os autores deste trabalho avangam igualmente com a hipotese de uma
variagdo do equilibrio acido-base ser por si sO suficiente para desencadear os factores
hormonais necessarios para antecipar a exuviagdo (Carvalho ef al., 1989). Para além disso,
estes mesmos autores verificaram que a emersdo provocou uma “sincroniza¢do” do ciclo
da muda dos diversos animais, isto €, a emersdo provocou a inibigdo da muda em alguns
dos animais e a indugfo noutros, fazendo com que apds a imersdo ocorressem uma série de

mudas simultaneamente (Carvalho et al., 1989).

6.4.) Factores biologicos - Sacculina carcini

O ciclo da muda pode ser inibido quando o animal se encontra parasitado pela
Sacculina carcini. O género Sacculina pertence aos rizocéfalos, uma ordem de cirripedes
que parasitam decapodes e outros Crustacea. Estes parasitas caracterizam-se pela formagio
de ramificagdes tecidulares que invadem os Orgdos do hospedeiro. Nesta fase do

desenvolvimento os rizocéfalos mantém-se no interior do hospedeiro, periodo durante o
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qual o hospedeiro continua a realizar a exuviago normalmente. Numa determinada fase do
desenvolvimento do parasita, uma massa visceral interna emerge do abdomen do
hospedeiro, ocorrendo com isso a inibigdo do seu ciclo da muda (O’Brien,1999). Os
parasitas rizocéfalos “sacculinideos” podem induzir uma série de alteragdes no hospedeiro
das quais se destacam as seguintes (O’Brien,1999): a) castragdo parasitica (gonadas do
hospedeiro ndio atingem a maturagdo); b) maturagdo precoce; ¢) feminizagdo dos machos
(adquirem o tipico abdémen largo das fémeas) e hiperfeminizacdo das fémeas; d) anecdisis
parasitica (0 caranguejo com o parasita visivel externamente ndo efectua a ecdisis,
mantendo-se na intermuda).

Como foi referido, salienta-se o facto da ecdisis apenas ser inibida quando o
parasita ja ¢ visivel externamente. Andrieux et al. (1981) realizaram experiéncias com
Carcinus maenas parasitados e ndo parasitados por Sacculina carcini de forma a
determinar se havia diferencas significativas nos niveis de ecdisterdides. Os autores
avancam com trés hipoteses para explicar a inibigio da muda apods a externalizagdo do
parasita (Andrieux ef al., 1981):

1. E possivel que o produto identificado como 20-hidroxiecdisona possa ser um
isémero que podera ser modificado pelo parasita tornando-o inactivo. Uma vez
que ndio consegue exercer a sua fungdio, o composto permaneceria nos tecidos
onde deveria actuar, justificando os elevados valores de 20-hidroxiecdisona na
epiderme.

2. E possivel que ocorra uma inactivagéo enzimatica por acgéo do parasita.

3. E possivel que o parasita exer¢a a sua ac¢do inibidora por via nervosa.

6.5.) Factores quimicos

Diversos estudos realizados constataram que existem alguns compostos quimicos
(farnezoato de metilo (MF), 4cido xanturénico (XA) e S5-hidroxitriptamina (5-HT))
produzidos e armazenados no organismo dos crusticeos e outros (dimetil-B-propriotenina
(DMPT) e dimetilacetotenina (DMT)) existentes em outros organismos aquaticos que
podem exercer uma acgdo directa ou indirecta sobre o ciclo da muda. Para além disso,
existem alguns produtos quimicos que constituem os denominados pesticidas da 3* geragéo

(RH-5992, RH-5849 e Fenoxicarbe) que exercem a sua acgdo sobre o crescimento dos
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insectos e que, devido as analogias entre o crescimento dos insectos e crustdceos (Chang,

1993; Lachaise et al., 1993), podem influenciar o ciclo da muda dos crustaceos.

Farnezoato de metilo

O farnezoato de metilo (MF) € o percursor da hormona juvenil (JH) dos insectos e €
produzido no 6rgdo mandibular. Até a0 momento nfo existem evidéncias da presenca da
JH nos crustaceos, no entanto, ja foi comprovada a presenca do MF - hormona terpenoide
homdloga da JH dos insectos (Borst ef al, 1987). O MF presente nos crustiaceos
desempenha, segundo diversos autores (Chang, 1993; Lafont, 2000), um papel semelhante
ao desempenhado pela JH nos insectos. A influéncia do MF no ciclo da muda parece
indiscutivel (Chang et al., 1993; Chang, 1995; Rotllant et al., 2000), no entanto ainda é
necessario determinar se este composto actua no o6rgdo Y através da estimulagdo da sintese
e/ou libertacdo da ecdisona ou se estimula a libertacdo de outro ecdisterdide (Lachaise et
al., 1988; Spaziani et al., 1989). Uma experiéncia com MF exdgeno demonstrou que larvas
de Homarus americanus expostas a este composto mostraram niveis significativamente
mais elevados de ecdisterdides do que os animais ndo sujeitos ao MF (Chang et al., 1993).
Apesar de tudo o que foi referido anteriormente, a influéncia do MF sobre o crescimento
dos crustaceos em geral e do Carcinus maenas em particular tem que ser estudada com
bastante precaucfo, isto porque experiéncias revelaram a existéncia de elevados niveis de
MF na hemolinfa de C. maenas aquando da sua exposicdo a diversos factores de stress
(temperatura, salinidade, anoxia e manuseamento). Estes niveis podem ser resultado de um
efeito directo do stress ou podem fazer parte de um mecanismo adaptativo ao stress (Lovett

etal., 1997; Lovett et al., 2001)

Acido xanturénico

O 4cido xanturénico (XA) é um metabolito da 3-hidroxi-L-quinurenina (3-OH-K),
composto que foi isolado a partir de pedinculos oculares (PO) (Naya et al., 1988). O facto
de se ter isolado a 3-OH-K a partir dos PO e 0 XA ser um metabolito do composto anterior
levantou a hipétese de estes compostos apresentarem uma actividade semelhante a MIH.
Experiéncias realizadas com Callinectes sapidus demonstraram que o XA possui uma
capacidade de inibir a sintese de ecdisterdides “in vitro” de forma mais evidente que o seu
percursor. Os resultados obtidos permitiram ainda concluir que ambos os compostos

referidos anteriormente (XA e 3-OH-K) exercem a sua actividade inibidora no 6rgédo Y
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(Naya et al., 1988). Estudos efectuados com a espécie Procambarus clarkii sugerem que a
3-OH-K, que é segregada pelo complexo 6rgdo X — glandula do seio dos crustaceos, ¢
libertada para a hemolinfa, acumulada na superficie do érgdo Y e convertida na sua forma

activa, o acido xanturénico (Naya et al., 1989).

S5-Hidroxitriptamina

Mattson e Spaziani (1986a) constataram que a 5-hidroxitriptamina (5-HT)
estimulava a libertagio da MIH. Os mesmos autores, em trabalhos realizados
anteriormente verificaram este mesmo resultado em experiéncias efectuadas em
pedinculos oculares isolados. Presume-se, por isso, que este composto tenha uma
influéncia indirecta no controlo dos niveis de ecdisterdides da hemolinfa dos crustaceos.
Este composto ¢ libertado pela glandula do seio, podendo a sua ac¢do ser inibida através da
utilizacdo de p-clorofenilalanina (PCPA) (inibe a sintese deste composto) ou de
ciproheptadina (CPH) (antagonista deste composto). A inibigdo da acgéo da 5-HT, visto
que deixa de estimular a libertagdo da MIH, poderd resultar numa indugdo do ciclo da

muda (Mattson e Spaziani, 1986a).

Dimetil-B-propriotenina e Dimetilacetonina

A dimetil-B-propriotenina  (DMPT) ¢é o percursor de um cheiro marinho
(dimetilsulfato) e ocorre em diversos organismos aquaticos. O seu papel nesses organismos
ainda ndo é muito conhecido, com excepgdo da sua ac¢do como osmoregulador nas algas.
A utilizagdio deste composto em pequenas concentragdes como parte integrante da dieta de
diversos peixes (marinhos e dulce-aquicolas) resultou na aceleragdo do crescimento desses
animais (Nakajima, 1991). Tendo em conta estes factos, Nakajima (1991) procurou
determinar se este composto possui o mesmo efeito sobre o crescimento e muda do
crustiaceo Palaemon paucidens. A utilizagdo de diversas concentragdes permitiu concluir
que & concentragio de 0,1 mM de DMPT ocorria um aumento quer do crescimento quer da
frequéncia de muda. Utilizando a mesma espécie, o mesmo autor realizou experiéncias
com a dimetilacetotenina (DMT) e a vitamina U, compostos que apresentam uma
semelhanca estrutural com o DMPT, incluindo a presenca de sulfato na sua composigéo.
Quer o DMT quer a vitamina U apresentaram resultados muito inferiores aos registados

para o DMPT (Nakajima, 1991).
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Fenoxicarbe, RH-5992 ¢ RH-5849

Devido as semelhancgas existentes na endocrinologia do ciclo da muda de insectos e
crustaceos, nomeadamente ao nivel dos ecdisteroides, ¢ possivel que compostos com
efeitos ao nivel do crescimento dos insectos possam influenciar igualmente o crescimento
dos crustaceos (Chang, 1993; Lachaise et al., 1993). Nos ultimos anos tem-se sintetizado
diversos compostos quimicos denominados de “terceira geragdo de pesticidas” — os
reguladores de crescimento dos insectos (IGRs). Trés exemplos de IGRs s@o o fenoxicarbe
(2 (fenoxi-fenoxi)-etil carbamato), o RH-5849 (1,2-dibenzoil-1-tert-butilhidrazina) e o RH-
5992 (N’-t-butil-N’-[3,5-dimetilbenzoil]-N-[4-etilbenzoil] hidrazina). Os dois ultimos
compostos referidos sdo agonistas da hormona da muda (ecdisona) (Sundaram et al., 1993;
Tateishi et al., 1993). O fenoxicarbe, um carbamato nfo-neurotdxico, € um composto que
apresenta uma forte actividade de hormona juvenil, no entanto, também apresenta outros
efeitos ndo especificos das hormonas juvenis. Este tipo de compostos quimicos,
reguladores do crescimento dos insectos, tentam reduzir o impacto de pesticidas
especificando o seu modo de acg¢do e reduzindo a sua toxicidade para com os vertebrados.
Varios estudos efectuados com este composto abordam a sua acgdo sobre o crescimento
dos insectos (revisdo por Grenier e Grenier, 1993), no entanto a possivel interferéncia do
fenoxicarbe no ciclo da muda de crustdceos nunca foi estudada. Por sua vez, estudos
realizados em insectos sugeriram que o RH-5849 actuava directamente na epiderme como
agonista da 20-OHE induzindo a formagdo da nova cuticula, no entanto, o animal acabava
por ndo conseguir realizar a exuviagio (Tateishi ef al., 1993). Recentemente, a utilizagdo
do RH-5849 permitiu concluir que este composto actuava sobre a glandula da muda

mediando um “feedback’ negativo na produgdo de ecdisteroides (Jiang e Koolman, 1999).

LINHA DE INVESTIGACAO E OBJECTIVOS

PRODUCAO CARANGUEJO MOLE — ESTADO ACTUAL

A produgdo, a nivel industrial, de caranguejo mole (caranguejos em pds-muda) nos
Estados Unidos da América tem vindo a aumentar progressivamente nos ultimos 20 anos,
verificando-se a distribuicdo de caranguejos moles pelos mais importantes restaurantes
americanos € a exportacdo em grande escala para o mercado asiatico (DuPaul, 1985). A

espécie utilizada ¢ o caranguejo Callinectes sapidus (“blue crab” - caranguejo azul), a qual
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possui um facil e rapido método de identificagdo da fase da muda. A existéncia de um
método simples para identificar a fase da muda facilita a separa¢do dos animais em pré-
muda e o seu acompanhamento até a exuviagdo fazendo com que o processo de produgéo
seja bastante simples. A inddstria americana de caranguejo mole usa quase exclusivamente
o caranguejo azul, no entanto, pensa-se que a aplicagdo dos mesmos métodos, com ligeiras
alteragdes, noutras espécies (Cancer irroratus, C. magister ¢ C. borealis) pode dar

resultados idénticos (Lee e Wickins, 1992).

RAZOES DA ESCOLHA DA ESPECIE

Uma das principais razdes que nos levou a optar pela espécie Carcinus maenas foi
a sua elevada abundéncia e distribui¢io na Ria de Aveiro, bem como a proximidade das
infra-estruturas utilizadas para a execugdo das experiéncias da referida Ria. Assim, a
disponibilidade ¢ a facilidade com que podia ser obtida faz com que esta espécie fosse
ideal para a execugdio deste estudo. Para além disso, a forte expansdo apresentada pela
produgéo de caranguejo mole nos E. U. da América e os potenciais mercados existentes na
Europa e Asia, constitufam um estimulo a produg¢fio de caranguejos moles da espécie
Carcinus maenas.

Na Ria de Aveiro, o valor comercial do caranguejo verde sobe quando este estd nas
fases de pré-muda (prestes a largar a carapaga) e pods-muda (mole), sendo vendido a
pescadores desportivos para utilizagio como isco. Assim, uma eventual produgdo de
caranguejos moles terd como objectivos principais, em primeiro lugar € com maior
incidéncia, a sua utiliza¢do para alimenta¢do humana (a semelhanga do que acontece com a
espécie Callinectes sapidus nos E.U.A.) e, num segundo plano, a utilizagdo dos animais
moles, ndo aproveitados para a alimentagdo, como isco para a pesca (desportiva e/ou

profissional).

DIFICULDADES E ALTERNATIVAS

Para melhor conhecer a populagdo de caranguejos com a qual se pretendia
trabalhar, foi previamente efectuado um estudo de caracterizagdo da populagdo de
caranguejo verde (Carcinus maenas) da Ria de Aveiro (Carvalho et al., 1999). Neste
estudo, para além do registo das caracteristicas gerais (sexo, peso, cor, largura da carapaga,

actividade, dureza da carapaga e fase da muda) dos caranguejos capturados por duas artes

53



de pesca distintas, procurou-se um método simples, directo e ndo-invasivo de identificagdo
da fase da muda do animal. Para tal, aquando da observagdo dos caranguejos procurou-se
sinais exteriores aos quais se pudesse associar cada uma das diferentes fases da muda,
tendo-se também medido o peso especifico de caranguejos em diferentes fases da muda de
forma a averiguar se este pardmetro variava de forma directa com as diferentes fases. No
entanto, ndo foi identificado nenhum novo método de identificacdo da fase da muda no
caranguejo verde. A auséncia de um método mais fécil e pratico de identificar as fases da
muda fez com que ndo fosse possivel a utilizagdo do processo de producdo de caranguejos
moles semelhante ao utilizado com o caranguejo azul Callinectes sapidus (observagio
directa da existéncia ou nfo da retracgdo da matriz ao longo do bordo das ultimas duas
secgdes achatadas do ultimo par de peredpodes). A utilizagdo deste método faz com que a
produg¢io de caranguejo mole seja feita de forma simples: os caranguejos sdo capturados
no meio ambiente, identifica-se a fase da muda em que se encontram através da observagéo
da sua pata natatoria, faz-se a separacio dos animais em pré-muda e intermuda e colocam-
se os animais em tanques separados com sistemas fechados de circulagdo de agua
(Oesterling, 1985). A monitorizagdo é feita frequentemente (4 em 4 horas) em ambos os
tanques com o objectivo de separar os animais em pré-muda e os que mudaram (Lee e
Wickins, 1992). O método utilizado, com Callinectes sapidus, para verificar qual a fase da
muda dos caranguejos ndo foi utilizado em Carcinus maenas porque esta espécie ndo
possui os ultimos segmentos do wltimo par de peredpodes tdo achatados. Nos caranguejos
C. maenas, o método utilizado implica a remog¢do de uma pega bucal (endopodito do 1°
maxilipede) e observagdo da sua estrutura ao microscopio Optico segundo os critérios de
Drach e Tchernigovtzeff (1967). Uma vez que estamos na presenga de um método moroso
e invasivo, ndo ¢ possivel identificar a fase da muda de forma fécil para se poder efectuar
facilmente a separa¢do dos animais em pré-muda (fases Do, D;, D, e Dj;). Esta
impossibilidade de identificagdio da fase da muda de forma simples, facil e nfo invasiva fez
com que ndo se efectuassem estudos, com vista & indugdo da muda, em cada uma das fases
da muda especificas.

Apesar de nfo se ter encontrado um novo método de identificagdo da fase da muda,
os resultados obtidos no estudo de caracterizagdo da populagdo de Carcinus maenas
realizado anteriormente (Carvalho et al., 1999) permitiram obter dados relevantes relativos

as fases da muda, tendo sido tteis para o delinear desta investigacfo. Assim, a utilizagdo de
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duas artes de pesca (arrasto € nassas) nesse estudo resultou em diferengas significativas das
diferentes fases da muda capturadas em cada uma das artes utilizadas, isto €, constatou-se
que o arrasto permitia capturar caranguejos em todas as fases do ciclo da muda (p6s-muda
(A e B) (6%), intermuda (C) (80%) e pré-muda (Do, D1, D € D3) (14%)) enquanto que nas
nassas 88% dos caranguejos estavam em intermuda, 1% em pés-muda e 11% em pré-muda
inicial (Dy e D;). Tendo em conta estes dados, na realizagdio das diferentes experiéncias
efectuou-se a separacdo dos animais consoante a arte de pesca utilizada (arrasto € nassas),
obtendo-se assim dois grupos de caranguejos com propor¢des de fases da muda distintas.
Para além da separagdo por artes, também se fez a separagfo dos caranguejos por
sexo (machos e fémeas). Foram duas as razdes que levaram a separa¢do dos sexos: - no
estudo de caracterizacdo atras referido foram capturados mais machos (=3%) nas fases de
pés-muda do que fémeas (~1%); - machos e fémeas apresentam ritmos de crescimento
diferentes, realgando-se o facto das fémeas verem o seu ciclo de crescimento ser

influenciado de forma mais significativa pelo ciclo reprodutivo que os machos.

OBIJECTIVOS

A importancia das interacgdes hormonais no ciclo da muda faz com que o estudo
das hormonas da muda seja de extrema importancia para um melhor conhecimento deste
processo biolégico. Uma vez que, com este estudo, se pretende aprofundar os
conhecimentos do ciclo da muda de forma a encontrar um estimulo para o induzir, é
necessario saber o que ocorre a nivel hormonal, em especial qual a importancia de cada
uma das hormonas da muda (ecdisterdides). Para aprofundar o conhecimento das
concentragdes das hormonas da muda na espécie Carcinus maenas durante o ciclo da muda
realizou-se um estudo das concentra¢des dos ecdisterdides (hormonas da muda) circulantes
na hemolinfa. Inicialmente efectuou-se uma quantificagdo dos ecdisterdides totais, tendo-
se posteriormente separado e quantificado os ecdisteréides mais relevantes do ciclo da
muda — ecdisona (hormona da muda) e 20-hidroxiecdisona (hormona da muda activa). A
realizagdo deste estudo serviu também para ajustar e optimizar as técnicas aplicadas ao
estudo dos ecdisterdides (HPLC e EIA). Esta optimizagdo tem como objectivo a utilizagdo
destas técnicas no estudo hormonal de animais em que seja induzida a muda. Desta forma,

quando forem obtidos resultados positivos na indu¢do da muda, estas técnicas poderdo ser
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utilizadas na verifica¢do das alteragdes ocorridas a nivel hormonal, essencialmente ao nivel
dos ecdisteroides.

Diversas experiéncias foram planeadas com o objectivo de avaliar o efeito de
diversos estimulos na sobrevivéncia e frequéncia da muda no caranguejo verde (Carcinus
maenas). Tendo em conta o que ja foi referido anteriormente, existem diversos factores
que influenciam o ciclo da muda, quer a nivel hormonal quer a nivel ambiental. A nivel
ambiental, efectuou-se uma experiéncia em que se expds ao ar (hipoxia) os caranguejos
durante diferentes periodos de tempo. A ablagio de patas locomotoras foi testada devido a
necessidade que os caranguejos apresentam de mudar logo apds a perca de patas e/ou
pingas, isto porque é durante a muda que estes animais formam um broto regenerativo que
originara o(s) pereidpode(s) perdido(s). Por sua vez, a nivel hormonal, planearam-se duas
experiéncias, uma em que se interferiu indirectamente no processo hormonal através da
ablaciio dos pedunculos oculares e outra em que se interferiu directamente através da
injec¢do da hormona da muda activa (20-hidroxiecdisona) e/ou inibidores da hormona
inibidora da muda (MIH). No primeiro caso, a ablagdo dos pedinculos oculares deve-se a
presenca nessas estruturas do complexo glandula do seio - 6rgdo X, o qual € responsavel
pela produgfio e armazenamento da hormona inibidora da muda (MIH). No segundo caso,
pretendeu-se conjugar varios estimulos, estimulando a muda ao injectar a hormona da
muda activa (20-OHE) ao mesmo tempo que se removia a origem da MIH (ablagdo de
pedunculos oculares) ou se injectava compostos que inibissem a ac¢do desta hormona.
Finalmente, injectou-se também um insecticida — fenoxicarbe - que influencia o ciclo de

crescimento dos insectos, podendo por isso também o fazer nos crustaceos.
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MONTAGEM DO CIRCUITO SEMI-FECHADO PARA A REALIZACAO DAS
EXPERIENCIAS

O sistema experimental foi montado numa estagdo experimental em flhavo, nas
instalacdes de uma piscicultura semi-intensiva propriedade da empresa MATERAQUA,
Lda.. Foi construido um edificio em tijolo com uma érea total de aproximadamente 67 m’
(comprimento - 10,83 m, largura - 6,20 m). Um pequeno laboratdrio, para apoiar o trabalho
realizado, ocupa uma area de 5,76 m?. Na érea experimental, junto do laboratorio, foi
montada a zona de filtragdo com uma area de 9,14 m’. A 4rea restante (52,27 m’) foi
utilizada para montar uma fila com 15 pilhas de 10 caixas e para instalar as canalizagdes
necessarias para fazer a distribui¢do da 4gua e do ar (Anexo I).

Para facilitar a compreensdo das instalagdes experimentais e do circuito de agua

apresenta-se, em anexo, uma representagfo esquematica de todo o sistema (Anexo II).

Circulacio da agua

1. Captagdo da dgua

A 4gua necesséria para todo o sistema foi retirada do reservatorio de saida da
piscicultura, situado préximo ao edificio da estagiio experimental. Para se proceder a
captagdo da 4gua foi instalada uma electrobomba submersivel F-47’-FT-7-1 (1,5 kW) no
referido reservatério de saida. Esta bomba possuia capacidade para bombear
aproximadamente 20m® de agua/h. A 4gua bombeada era armazenada no reservatorio
principal, localizado no exterior do edificio entre este e o reservatorio de saida da
piscicultura (Anexo III), sendo o funcionamento da bomba controlado por uma boia de

nivel existente no reservatdrio principal.

2. Circulagéo da agua
O reservatério principal tinha uma capacidade de 1,5 n’ (comprimento - 2 m;
didmetro - 1 m) e era feito de poliéster reforgado com fibra de vidro. Dentro do
reservatorio foi instalada outra electrobomba submersivel (F-4>°-FT-5F, 0,55 kW) com
capacidade para bombear 10 m’ de 4gua’h, sendo o seu funcionamento controlado por uma
boia de nivel existente nas tinas de biobolas. A 4gua bombeada era conduzida a um filtro

de tambor através de um tubo de plastico flexivel (2°°).
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3. Filtragem da 4gua
Apo6s um periodo de sedimentagdo prévia no reservatorio principal, a entrada da

agua no filtro de tambor iniciava o processo de filtracdo (Anexo IV).

3.1. Filtro de tambor - era um filtro de tambor giratério (Faivre - tipo 2-60) que
apresentava um fluxo de 9,7 m*/h (a 100 um), uma superficie de filtrago de 0,50 m* e 0,60
m de didmetro do tambor. A rotag@io do tambor era possivel devido a ac¢do de um motor
com 180 W. A superficie exterior do tambor era constituida por varias armacdes de aco
cobertas com malha de ago de 100 um. O filtro de tambor, girando lentamente, retinha os
sélidos suspensos maiores que 100 um e descarregava-os por um canal localizado no topo
do tambor. Os sélidos retidos no filtro eram eliminados através de um chuveiro colocado

por cima do tambor e que utilizava uma bomba magnética Iwaki MD (70 rpm).

3.2. Tinas de “Biobolas” — a dgua proveniente do filtro de tambor entrava numa
série de trés tinas ligadas entre si através de tubo de PVC (2’). Cada uma das tinas
(1,20x1,00x0,55 m) apresentava uma capacidade total de 0,66 m’ de agua, totalizando o
conjunto das trés tinas cerca de 2 m>. Nestas tinas foram colocadas “biobolas”, isto &,
suportes artificiais de grande superficie para fixagdo de bactérias (responsaveis pela
filtragdo biologica). As “biobolas” eram azul escuras com um didmetro de 4 cm garantindo
uma superficie maxima de 300 m*/m’. Nas nossas instalagdes foram colocados 1,4 m’ de

“biobolas” distribuidas igualmente pelas trés tinas (aproximadamente 0,47 m® por tina).

3.3. Filtro de areia - com o propdsito de clarear a agua, a passagem da agua pelo
filtro de areia permitia a retengfo de particulas em suspensdo e também, em menores
dimensdes, a adsorsdo de bactérias nos grios de areia. O filtro de areia tinha um
reservatorio de 50 litros com aproximadamente 30 Kg de areia do mar no seu interior. A
entrada de agua neste filtro era feita através da acg¢dio de uma bomba (tipo 60.57.30, 0,5
kW) com capacidade de bombear 10m’/hora, captando a 4gua na tltima tina das trés

existentes.

3.4. Filtros de cartucho — apds passagem no filtro de areia, a agua entrava em dois
filtros de cartucho ligados em paralelo. Estes filtros eram constituidos por um copo “Big
Blue” (20°°) e um cartucho “Big Blue” (20°") de 50 um. O copo tinha uma entrada de
1%”°, 60,6 cm de altura e 18,6 cm de largura (volume ~ 16 dm3). Os cartuchos utilizados

foram os “Genuine Harmsco” tipo H317 (HB-20-50w). A passagem da 4agua por estes
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filtros permitia a retengfio de sélidos em suspensdo superiores a 50 um, o que implicava

uma limpeza periédica para remog¢do do material retido ou mesmo a substitui¢do do filtro.

3.5. Filtros ultravioletas (esterilizadores) - cada um dos filtros de cartucho estava
ligado a um filtro ultravioleta. Os dois filtros ultravioletas, também instalados em paralelo,
apresentavam caracteristicas idénticas. Os dois esterilizadores “De Bary”, modelo AN-55/0
(volume - 3,5 litros), apresentavam um fluxo maximo de 6 m’/h e usavam uma lampada
ultravioleta do tipo G55T8. Os raios ultravioletas evitavam a proliferagdo de
microorganismos patogénicos (bactérias, parasitas, virus, fungos) através da morte destes
por exposicio aos referidos raios. Os filtros ultravioleta sdo um método reconhecido e

muito eficiente de esterilizar a agua.

4, Distribuicdo da dgua

A 4gua de ambos os filtros ultravioletas era recolhida num tubo hidronil PVC de 3™
que funcionava como distribuidor principal da agua. Antes das saidas de agua para cada
uma das pilhas de caixas havia uma valvula para controlar o fluxo de agua. O tubo
principal de distribuigdo de 4gua apresentava quinze saidas (catorze delas em uso
simultaneo, sendo que a posi¢do livre tinha por objectivo permitir a rotagdo das pilhas de
caixas nos processos de limpeza, verificagdo e/ou alimentag¢o) para um tubo hidronil PVC
de 1% (Anexo II). Em cada uma das saidas era possivel colocar o maximo de 10 caixas
empilhadas. Para fazer a distribuigio por cada uma das caixas da pilha respectiva, existia
uma reducdo para %’ onde foi colocado um tubo de plastico flexivel /2’ com 25-50 cm
que permitia a queda da 4gua no interior da caixa respectiva. No tubo de plastico flexivel
colocou-se um adaptador de pléstico com doze posi¢des (sem fluxo - maximo fluxo) para

assegurar um fluxo de dgua aproximadamente igual em todas as caixas (Anexo V).

5. Drenagem da agua
As caixas possufam um orificio em cada um dos lados das pegas da caixa. Este
orificio era usado para escoar a dgua que transbordava das caixas devido a inclinagéo do
chdo e da entrada continua de 4gua. Este processo permitia uma renovagdo constante da
dgua das caixas. A 4gua que transbordava das caixas era recolhida numa calha em PVC

com 25 cm de didmetro. Esta calha estava ligada ao tubo de drenagem principal (didmetro -
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25 c¢m) que por sua vez fazia o transporte da dgua para o reservatdrio principal existente no

exterior da estagdo experimental, fechando desta forma o ciclo de 4gua (Anexo VI).

6. Caixas

As caixas (Domplex LR, ref. 615) usadas na estagdo experimental eram feitas de
polipropileno alimentar e possuiam as seguintes medidas: comprimento - 80 cm; largura -
45 cm; altura - 15 cm. Estas caixas tinham capacidade para cerca de 40 dm’ de 4gua. As
caixas foram dispostas em pilhas de dez, isto porque as caixas utilizadas permitiam a sua
sobreposi¢do deixando o interior da caixa inferior livre. As pilhas de caixas estavam
organizadas numa fila com possibilidade de colocar 14 pilhas simultaneamente, sobrando
uma posi¢do livre para permitir a rotagdio das pilhas de caixas. No interior das caixas
colocou-se uma estrutura em rede (polietileno resistente a ultravioletas) que dividia o
espago existente em 24 compartimentos aproximadamente iguais (Anexo VII). Resumindo,
havia um total de 140 caixas e a possibilidade de trabalhar com 3360 caranguejos (24

caranguejos/caixa) simultaneamente.

7. Rede de arejamento

O arejamento da agua foi efectuado através da utilizagdo de um compressor
Effepizeta SCLV6 (2,2 kW, 267 m’/h). Este compressor possuia um filtro de ar Effepizeta
(tipo Fl6, cartucho de substitui¢io CF6) que efectuava a filtragem do ar utilizado pelo
compressor. Um tubo hidronil PVC de 2 efectuava a distribuigiio do ar pelas dezoito
saidas existentes: - trés dessas saidas efectuavam o arejamento das trés tinas de “biobolas”
através do uso de um tubo de plastico flexivel perfurado (1°); - as outras quinze saidas
tiveram como fungfio o arejamento das diferentes pilhas de caixas. As caixas eram arejadas
através de um processo semelhante ao descrito para a distribuigdo da 4gua, sendo que a
tnica diferenga registada foi a colocag8o, na extremidade livre do tubo flexivel, de 3-4 cm

de tubo poroso (Anexo V).
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AMOSTRAGENS

Os caranguejos verdes (Carcinus maenas) utilizados neste estudo foram capturados

na Ria de Aveiro através da utilizac8o de duas artes de pesca — o arrasto e as nassas.

RIA DE AVEIRO

A Ria de Aveiro é um complexo sistema de canais onde é possivel identificar trés
canais principais com vdrias ramificagdes, ilhas e bancos intertidais (Fig. 16) (Queiroga,
1987). Esta laguna possui uma extensdo total de cerca de 45 Km (N-S) paralelamente ao
Oceano Atlantico, apresentando uma largura maxima de cerca de 10Km (Gomes, 1991;
Queiroga, 1987). A Ria de Aveiro possui uma ligagdo artificial a0 oceano, permitindo por
isso que este ecossistema esteja sob a influéncia das marés. Desta forma, este sistema
lagunar cobre uma area de 47 km® durante a preia-mar e uma area de 43 Km’ durante a
baixa-mar (Queiroga, 1987). De forma geral, todos os canais apresentam profundidades
pequenas, com excepgio dos canais de navegagdo onde ¢ possivel encontrar profundidades

de cerca de 15 metros (Gomes, 1991b).

Flgurg 16: Mapa da Ria de Aveiro.
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ARTES DE PESCA
Nassas

A nassa ¢ um aro de ferro com 55,5 cm de didmetro, do qual esta suspenso um saco
de rede com malha esticada de 30 mm (Fig. 17). Colocado de um lado ao outro, no centro
da nassa, encontrava-se um saco de rede onde era possivel colocar o isco (exemplo:
sardinha) (Anexo VIII). Finalmente, a nassa estava presa a uma corda, a qual possui na
outra extremidade uma béia (para ser possivel efectuar a localizagdo da nassa aquando da
sua colocaco na agua) (Anexo IX). Neste estudo, a pesca com nassas foi realizada durante

cerca de 40 minutos.

Flguré 17f "A:specto de uma nassa.

Arrasto

O arrasto ¢ uma arte que utiliza uma rede de malha esticada de 30 mm, rede esta
que ¢ presa a duas portas (Anexo X) que permitem a abertura do saco aquando do arrasto
(Fig. 18). As portas referidas anteriormente, eram presas ao barco através da utilizagdo de
cabos e eram depois rebocadas fazendo com que a rede arrastasse pelo fundo. Apds o
arrasto, igava-se a rede para o interior do barco e procedia-se a separag@o da captura, isto
porque, no arrasto capturavam-se outras espécies (linguado, ruivo, peixe-aranha, chocos,

etc.) ndo necessarios ao estudo realizado. O tempo total de arrasto foi de 20 minutos.
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Figura 18: Aspecfo da rede de arrasto.

PROCEDIMENTOS DE AMOSTRAGEM

Uma vez que o ciclo lunar e as marés exercem influéncia no desenrolar do ciclo de
crescimento dos crusticeos (ver pag. 48), optou-se por amostragens em dias de fases da lua
idénticas. Esta decisdo teve como principal objectivo retirar a possivel influéncia destes
factores — ciclo lunar e marés — sobre os resultados obtidos, procurando-se obter os
caranguejos sempre em condigdes semelhantes relativamente a estes dois factores. Desta
forma, as amostragens foram efectuadas mensalmente coincidindo com a fase lunar quarto-
crescente.

J4 na estacdo experimental, efectuou-se o registo do sexo, peso e largura da
carapaga (distancia entre as extremidades do 5° dente do bordo antero-lateral de cada lado)
de uma amostra aleatoria de 50 animais, realizando-se este registo em todas as
amostragens. Nesses mesmos 50 animais efectuou-se ainda a identificacdo das fases da
muda através da observagio ao microscopio Optico do endopddito do 1° maxilipede,
segundo os critérios de Drach e Tchernigovtzeff (1967).

Posteriormente, os animais foram separados tendo em conta quer a arte de pesca
quer o sexo, dependendo da experiéncia a realizar. A separagdo por arte de pesca (arrasto e
nassas) foi efectuada com base em dados obtidos num estudo de caracterizagdo da
populagdo de caranguejo verde (C. maenas) da Ria de Aveiro. A caracterizagdo da
populacdo desta espécie de caranguejos baseou-se em amostragens mensais nas quais se
efectuou o registo de diversas caracteristicas dos animais, realgando-se a identificagdo da
fase da muda (Carvalho er al, 1999). Um dos objectivos dessa caracterizagdo foi

procurar/identificar um ou mais sinais exteriores que permitissem uma identificagdo rapida
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e simples da fase da muda, no entanto esse objectivo ndo foi alcangado. No estudo de
Carvalho et al. (1999) foram utilizadas como artes de pesca o arrasto e as nassas, a
semelhanga do que acontece no estudo aqui descrito. A utilizagdo de duas artes de pesca
permitiu registar diferentes propor¢des de animais nas varias fases da muda. Assim, foi
possivel concluir que a pesca com nassas apresentava a quase totalidade dos animais na
fase C (intermuda), aparecendo esporadicamente alguns animais nas fases de pré-muda
inicial (Dy ¢ D). Por sua vez, a pesca com rede de arrasto apresentou uma maior variedade
de fases da muda, apesar de a fase C continuar a ser a mais representativa. Desta forma,
esta arte de pesca permitiu capturar animais em todas as fases, inclusive animais em pos-
muda (fases A ¢ B) e na pré-muda final (D, ¢ Ds). Estes dados, ao permitirem obter
informagdo dos estadios da muda representados em cada uma destas artes de pesca,
fornecem indicag¢des sobre os possiveis resultados a obter em experiéncias de estimulagio
da muda. Isto porque, este tipo de experiéncias esta dependente da fase da muda em que o
animal se encontra. Por sua vez, a separagdo dos caranguejos por sexo durante as
experiéncias realizadas deveu-se a trés factores: - os machos e as fémeas apresentam taxas
de crescimento distintas; - verificou-se que as propor¢des das diferentes fases da muda em
ambos 0s sexos eram semelhantes, com excep¢do de se ter registado um maior nimero de
caranguejos machos nas fases de pds-muda (fases A e B) do que f€meas; - de facto, as
fémeas véem o seu ciclo de crescimento ser mais influenciado pelo seu ciclo reprodutivo
do que os machos.

Aquando da separagdo dos caranguejos, os animais que apresentavam auséncia de
uma ou mais patas/pingas e/ou a presenca de Sacculina carcini (externamente visivel)
foram rejeitados, uma vez que ja foi comprovado que em ambos os casos existe uma

influéncia directa sobre o ciclo de crescimento dos caranguejos (ver pags. 45 ¢ 49).
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Planeamento das experiéncias

NUMERO DE ANIMAIS UTILIZADOS

Inicialmente, efectuou-se um estudo da dimensdo da amostra (numero de
caranguejos a utilizar) necessaria para a execugfo das experiéncias com um grau de erro
baixo (razoavel — 10%). Numa amostragem casual simples (sem replicagéo) a escolha das
amostras ¢ feita de forma a que todos os elementos tenham igual probabilidade de
pertencer 4 amostra. Numa amostra deste tipo, visto que a probabilidade de sucesso
(caranguejo pertence & amostra) ¢é igual a probabilidade de falha (caranguejo néo pertence
a amostra) temos que p = q = 0,5. Para a determinag¢éo do numero de animais a utilizar em
cada situagio das experiéncias calculou-se o valor de n (niimero de animais a utilizar) para
trés diferentes graus de confianga (95, 90 e 85%), concluindo-se que, com uma confianga
de 90%, deveria utilizar-se um numero de caranguejos razoavel (n = 68 animais). Tendo
em conta este nimero e as condi¢des em que se realizou as experiéncias, procurou-se
determinar o niimero definitivo de caranguejos a utilizar. Para tal, teve-se em conta dois
factores, em primeiro lugar considerou-se a possibilidade de existirem algumas mortes e
em segundo foi necesséario considerar o nimero maximo de caranguejos por caixa. Desta
forma, considerando que poderia ocorrer, em alguns casos, taxas de mortalidade elevadas e
uma vez que a capacidade méaxima das caixas era de 24 animais, decidiu-se utilizar 4
caixas (cada caixa leva 24 caranguejos) para cada estimulo, isto €, 96 caranguejos. Para os
animais controlo foram utilizadas metade das caixas (2 * 24 = 48 caranguejos). No entanto,
este nimero de caranguejos ndo foi utilizado nas primeiras experiéncias, isto porque o
numero de animais disponiveis ndo o permitia. Apesar disso, houve a preocupagdo de, no
caso de se registarem resultados positivos ao nivel da indugdo da muda, se realizar uma
nova experiéncia utilizando o nimero de caranguejos atras referido. Com este
procedimento, para além de se fazer a confirmagfio dos resultados positivos, efectuou-se

essa analise com um numero de caranguejos suficiente para garantir um grau de confianga

de 90%.

TRATAMENTOS APLICADOS

As experiéncias realizadas abordaram trés formas de tratamento dos caranguejos

verdes (Carcinus maenas) de forma a estudar os efeitos na sobrevivéncia e na frequéncia
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de muda. Os tratamentos utilizados tiveram em consideragfo a possivel inducdio da muda
através da exposigdo ao ar, da ablagdo dos pedunculos oculares (PO) e/ou patas
locomotoras (PL) e da injecgdo da hormona da muda activa (20-OHE) e de compostos
quimicos com possivel inibigdo da produco/libertagdo da hormona inibidora da muda

(MIH).

Exposicio ao ar (hipoxia)

A emersdo (exposi¢do ao ar) durante algumas horas e re-imersdo de alguns
crusticeos permitiu concluir que ocorriam alteragdes na frequéncia da muda. A exposi¢do
ao ar provoca uma acidose respiratoria, estado fisiologico que se assemelha ao que ocorre
no ciclo da muda normal dos crustaceos no inicio da pré-muda e no momento da exuviagdo
(ver pag. 48-49). Em primeiro lugar efectuou-se uma experiéncia para obter o valor de
LT50 (periodo de tempo apds o qual morrem mais de 50% dos animais) do caranguejo
verde na estagdo experimental. As experiéncias de LT50 foram efectuadas com duas caixas
de caranguejos (48 caranguejos) por grupo de estudo (machos/arrasto (MA),
fémeas/arrasto (FA), machos/nassas (MN) e fémeas/nassas (FN)). De seguida, numa
segunda experiéncia, com base nos valores de LT50 encontrados, definiram-se varios
periodos de exposi¢do ao ar (inferiores aos valores de LT50), no fim dos quais era reposta
a circulagio de 4gua nas caixas. Nesta segunda experiéncia utilizaram-se duas caixas
controlo (48 caranguejos) (animais intactos e colocados em caixas com circulagdo de dgua
desde o inicio da experiéncia) e duas caixas por cada grupo de estudo (MA, FA, MN e

FN)/periodo de exposigdo (24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas).

Ablacio dos pediinculos oculares e/ou autotomizacio de patas locomotoras

A produgfo e armazenamento da MIH no complexo érgéo X — glandula do seio,
que se localiza nos pedinculos oculares (PO), conduz a que a ablagdo dos PO possa
resultar numa induciio da muda (ver pag. 45). Uma vez que a formagdo do broto
regenerativo apenas ocorre durante a muda, faz com que o animal que autotomizou uma ou
mais patas locomotoras (PL) seja estimulado a mudar para regenerar essa(s) pata(s) (ver
pag. 45). Um primeiro ensaio teve em conta os dois tratamentos separados para todos os
grupos de estudo (MA, FA, MN e FN) e, apenas num sé grupo de estudo (FN), se efectuou
os dois tratamentos em simultaneo. Assim, para cada grupo de estudo (MA, FA, MN ¢ FN)

foram utilizadas 2 caixas de controlo (48 caranguejos) e duas caixas por cada um dos
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tratamentos (ablagdo PO ou autotomizag@o de PL). No grupo FN colocaram-se mais 2
caixas de controlo e duas caixas com caranguejos com os dois tratamentos em simultaneo
(ablagdo de PO e autotomizag¢do de PL). Devido a obtengdo de resultados positivos nos
primeiros 15 dias deste primeiro ensaio no grupo de estudo machos/nassas com a
autotomizagdo de PL, realizou-se um segundo ensaio com o intuito de reproduzir os
resultados do primeiro. Assim, de acordo com o que ja foi referido anteriormente (ver pag.
67), utilizaram-se duas caixas controlo (48 caranguejos) e quatro caixas (96 caranguejos)

com caranguejos com autotomizacio de PL.

Injec¢do de 20-OHE e compostos quimicos inibidores da MIH

A influéncia da injec¢do da 20-OHE (hormona da muda activa) no ciclo da muda ja
foi comprovada, sendo que a sua influéncia esta dependente da fase da muda em que se
encontra o animal e da época do ano em que se realiza a experiéncia. Outros compostos
quimicos podem também influenciar o ciclo da muda devido & sua acc¢do directa ou
indirecta sobre a produgdo/libertagdo da MIH (ver pag. 50-53). Nas experiéncias realizadas
foram utilizados dois controlos (C; e C,), sendo o C; constituido por animais intactos
enquanto no C, os animais foram injectados com solugio Pantin (solugéo salina preparada
segundo Hoar ¢ Hickman (1978) - solugdo composta por NaCl, KCl, CaCl,, MgCl,,
NaHCO3;, NaSO,4 e NaBr), a qual foi utilizada como veiculo das substéncias a ser testadas.
Nesta experiéncia realizaram-se dois ensaios onde se teve em consideragdo o sexo dos
caranguejos e as substdncias a injectar, realcando-se o facto de todos os caranguejos
utilizados terem sido capturados por arrasto. Em ambos os ensaios, para cada um dos
sexos, foram utilizadas 2 caixas para o C; (48 caranguejos), duas para o C, (48
caranguejos) € quatro caixas para cada um dos tratamentos (injeccdo de hormona e outras
substincias quimicas) (96 caranguejos). Os dois ensaios diferiram entre si pelas
concentragdes distintas com que as diversas substancias foram injectadas, tendo-se
injectado concentragdes superiores no segundo ensaio.

As concentragdes dos compostos foram definidas de forma a injectar-se 0 menor
volume possivel. Assim, considerando que um caranguejo verde tem aproximadamente 1
ml de hemolinfa, optou-se por efectuar os célculos das concentra¢des de forma a injectar
um volume total de 10 pl (100 vezes inferior ao volume total). Para além disto, a

concentragdo da 20-hidroxiecdisona foi calculada de forma a que apds a injeccdo a sua
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concentragdo fosse superior aos valores circulantes determinados neste estudo (ver capitulo
I). O facto de se estar a trabalhar, na sua maioria, com caranguejos na fase C, fez com que
se optasse por efectuar duas injecgdes separadas por 5-7 dias (Dall e Barclay, 1977).
Assim, a concentra¢do da 20-OHE foi calculada de forma a que a primeira injecgéo
resultasse numa concentragdo da hormona circulante semelhante a determinada na fase Dy
(indugdio da pré-muda) e a segunda induzisse uma concentragdo semelhante a da fase Dj
(indugdo da exuviagdo). Assim, em ambas as injec¢des (1* = 1000 ng/ml; 2* = 10000
ng/ml) a concentragdo injectada foi cerca de 100 vezes superior as concentragdes
determinadas para cada uma das fases da muda atras referidas (Dy = 9,2 ng/ml; D3 = 121
ng/ml) (capitulo ). Os calculos das concentragdes dos outros compostos a testar foram
efectuados tendo em conta a bibliografia consultada, sendo que as concentragdes das
substincias injectadas foram sempre massivas quando comparadas com as fisiologicas

(Mattson e Spaziani, 1986a; Nakajima, 1991; Grenier ¢ Grenier, 1993).
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TRATAMENTO ESTATISTICO

A maioria das andlises estatisticas efectuadas neste estudo envolveram a utilizagdo
de analises de varidncia (ANOVA). A ANOVA ¢ um teste de hipoteses que permite
conhecer o efeito que um ou mais factores tém sobre a varidvel em estudo. As analises de
varidncia efectuadas diferiram entre si no numero de factores em estudo, tendo-se realizado
ANOVAs com um factor (unifactoriais), dois factores (bifactoriais) (comparagdo entre os
diferentes sexos e os diferentes tratamentos) ou trés factores (trifactoriais) (comparagdo
entre os diferentes sexos, as duas artes de pesca e os diferentes tratamentos). A ANOVA
unifactorial foi efectuada para analisar as possiveis diferengas existentes entre as
concentragdes de ecdisterdides em cada uma das fases da muda (capitulo 1). Neste caso, o
factor independente foi as diferentes fases do ciclo da muda (7 niveis — fase A, B, C, Dy,
D, D, € D;) enquanto que o factor dependente foi a concentragdo de ecdisterdides. A
normaliza¢do dos dados neste caso foi efectuada através do logaritmo da concentragdo. A
ANOVA bifactorial foi efectuada para comparar as taxas de mortalidade e as frequéncias
de muda segundo o sexo (2 niveis — machos e fémeas) e diferentes substancias injectadas
(8 niveis — controlo 1, controlo 2, 20-OH-ecdisona, 20-OH-ecdisona e ablacdo de
pedunculos oculares, 20-OH-ecdisona e p-clorofenilalanina, 20-OH-ecdisona e
ciproheptadina, dimetil-B-proprionina e dimetilacetonina) (capitulo 5). Assim, os factores
independentes foram o sexo e aos diferentes tratamentos realizados, enquanto que o factor
dependente foram as taxas de mortalidade ou as frequéncias de muda. A ANOVA
trifactorial analisou as diferengas existentes entre os valores de mortalidade e muda
segundo a arte de pesca (2 niveis — arrasto e nassas), o sexo (2 niveis — macho e fémeas) ¢
os tratamentos efectuados (capitulo 3: 8 niveis — controlo, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144 ¢
168h de exposigdo ao ar; capitulo 4: 3 niveis — controlo, ablagéo de peduinculos oculares e
ablagdo de patas locomotoras). Neste caso, os factores independentes foram o sexo, a arte
de pesca € os tratamentos, sendo o factor dependente a mortalidade ou as mudas. Em todos
os casos em que se trabalhava com propor¢des (taxas de mortalidade e frequéncias de
muda), foi necessario normalizar os dados através da utilizag@o da transformagfo arcsen da
raiz quadrada da respectiva proporg¢ao.

Em todos os testes ANOVA efectuados, a homogeneidade de variancias foi testada

pelo teste de Cochran, referindo-se, sempre que necessario, a existéncia de um teste
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significativo (heterogeneidade de varidncias). Quando a ANOVA apresentava diferengas
significativas, quer em factores individuais quer em interacgdes, o teste de comparagdes
multiplas HSD (honest significant difference) de Tukey foi utilizado para detectar quais os
grupos responsaveis por essas diferencas (Fowler e Lou Cohen, 1990). Com excepgdo do
capitulo 1, as tabelas de Tukey resultantes dos testes ANOVA, devido a serem bastante
extensas, sdo apresentadas em anexo. Todas as andlises de varidncia foram realizadas
utilizando o software “STATISTICA”, considerando-se sempre diferencas significativas
quando p<0.05 (grau de confianga de 95%).

A determinagdo do LT50 para os diferentes grupos de estudo foi efectuada através
da analise probit. Esta andlise envolve quatro passos principais: - a linearizagdo da curva
de sobrevivéncia (neste estudo aplica-se a transformagfo logaritmica (base 10) aos dias e a
transformagdo probit as mortalidades ou mudas); - normalizagdo das variaveis; - obtencdo
da recta de regressdo; - obtengdo do LT50. A transformag@o probit ¢ utilizada porque, para
além de linearizar a curva de sobrevivéncia, tem a capacidade de normalizar os valores
percentuais. Apos a linearizagdo da curva e a normalizagdo dos dados, é possivel aplicar
um dos melhores métodos paramétricos de relacionamento de varidveis — a regressdo
linear. Esta analise estatistica foi efectuada através da utilizagdo do programa “Probit”, o

qual foi concebido pelo Professor Doutor Antonio Nogueira (Universidade de Aveiro).
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PARTE I - ENDOCRINOLOGIA
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CAPITULO 1

Extrac¢io, purificacio e quantificacio dos
ecdisteréides ao longo das fases do ciclo da muda

da espécie Carcinus maenas
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1. INTRODUCAO

Os ecdisterdides sdo hormonas presentes nos artrépodes, estando envolvidos na
regulagdo da muda e no desenrolar do ciclo reprodutivo (Lachaise et al., 1981; Lachaise et
al., 1993, entre outros). Uma grande variedade de técnicas cromatograficas (cromatografia
de papel, cromatografia de camada fina, cromatografia liquida, cromatografia liquida de
alta eficiéncia e cromatografia gasosa) tém sido utilizadas na analise de diversos
compostos esterdides, nomeadamente os ecdisterdides, em diversas espécies (revisdo por
Robards e Towers, 1990; Wilson et al., 1990). Desde uma primeira utilizagdo da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) no estudo dos ecdisterdides, a cerca de 30
anos atrds, este método tem vindo a ser utilizado cada vez mais frequentemente pois
combina uma melhor selectividade com uma alta recuperagdo (Lafont et al., 1982; Lafont e
Kaouadji, 1994). Esta técnica permite analisar as referidas hormonas apos a sua extracgéo
e purificagdo a partir de diversos materiais bioldgicos (por exemplo: todo o corpo, um
determinado 6rgdo ou hemolinfa) (Lafont ef al., 1982; Kubo ¢ Komatsu, 1986; Wilson et
al., 1990; Carvalho et al., 1994). Alguns métodos espectrométricos (espectrometria de
absor¢do de ultravioleta (UV), espectrometria de infravermelhos, espectrometria de
ressondncia magnética nuclear e espectrometria de massa) para deteccfo e quantificagdo
dos ecdisterdides costumam ser utilizados juntamente com a cromatografia (Hilde et al.,
1988).

Estudos de esterodides e ecdisterdides em crusticeos realizados anteriormente a este
trabalho permitiram desenvolver uma técnica de extrac¢do e purificagdo de hormonas
ecdisterdides no laboratoério de Fisiologia Geral do ICBAS-UP (Instituto de Ciéncias
Biomédicas de Abel Salazar — Universidade do Porto). A técnica desenvolvida foi aplicada
aos estudos em Carcinus maenas e consiste numa extracgdo em metanol e purificagdo em
fase solida (SPE — solid phase extraction) com mini-colunas de fase reversa C18, a qual
permite extrair pequenas quantidades de amostras biolégicas (100 a 300 mg de tecido
liofilizado ou 150 pl de hemolinfa) com recuperagdes superiores a 90% (Carvalho et al.,
1994). No entanto, devido ao limite de detec¢cdo do HPLC (5 a 10 ng) (Carvalho, 1997) e a
complexidade dos extractos bioldgicos, as hormonas sdo posteriormente quantificadas por
enzimo-imuno-ensaio (EIA). O método de extracgdo desenvolvido € constituido por 3 fases
principais: extrac¢do metandlica da matriz, ressuspensdo do residuo metandlico em tampédo

fosfato e purificagdo por extraccdo em fase solida (SPE) (Carvalho, 1997). Este e outros
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métodos de purificagio de amostras biologicas em fase sélida para efectuar a determinagéo
cromatografica de ecdister6ides foram revistos por Wilson et al. (1990).

O estudo dos ecdisterdides no desenvolvimento dos artrépodes requer métodos
especificos e sensiveis de identificagdo e quantificagdo (Porcheron ef al., 1989). Durante
varios anos foram utilizados diversos métodos com este objectivo, realcando-se a
cromatografia de gas — espectrometria de massa, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) — espectrometria de ultravioleta (Harmatha e Dinan, 1997) e o radio-imuno-ensaio
(RIA) (Kuo e Lin, 1996, entre outros). Mais recentemente, o método de quantificagdo por
enzimo-imuno-ensaio (EIA) foi desenvolvido por Porcheron e colaboradores, em 1989,
utilizando a acetilcolinesterase como marcador. Este método demonstrou ser de facil
aplicagio pois envolve reagentes com prazos de validade longos e ndo implica a
manipulagio de material radioactivo. O EIA apresentou uma sensibilidade cerca de quatro
vezes superior ao RIA devido a alta actividade especifica da acetilcolinesterase e ao uso de
um segundo anticorpo que reduz o nimero de ligagdes ndo especificas (Porcheron et al.,
1989). Apesar do EIA apresentar as vantagens anteriormente descritas, em grande parte
dos trabalhos realizados continua-se a utilizar o RIA para efectuar a quantificagdo de
ecdisteréides (Kuo e Lin, 1996; Lee ef al., 1998; entre outros).

Na espécie Carcinus maenas, o perfil de variagdo dos niveis de ecdisteroides na
hemolinfa pode ser aferido a partir das variagdes apresentadas pela ecdisona, verificando-
se valores menores durante a pos-muda e intermuda seguidos de aumentos ligeiros no
inicio e bruscos no final da pré-muda (Andrieux et al., 1976). De igual forma, no
caranguejo Pachygrapsus crassipes regista-se um ou mais aumentos ligeiros da
concentragio dos ecdisterdides, na hemolinfa, na transigdo entre a intermuda e a pré-muda,
registando-se niveis superiores (3 a 10 vezes) aos da intermuda. Em seguida, no final da
pré-muda, ocorre uma subida dramatica (100 a 300 vezes) que precede e presumivelmente
inicia a exuviagio. Neste momento critico do ciclo da muda (exuviagdo), a concentragdo de
ecdisterdides diminui para niveis muito baixos, sendo progressivamente reposta até aos
niveis habituais da intermuda (Chang, 1991). De forma semelhante a registada para o
caranguejo Pachygrapsus crassipes, os niveis de ecdisterdides circulantes do camaréo
Palaemon serratus sobem gradualmente ao longo do ciclo da muda atingindo um maximo
no final da pré-muda (fases D e D3), para logo baixar antes da exuviagdo (Baldaia et al.,

1984). Esta comprovado que uma subida inicial dos ecdisterdides circulantes ¢ uma
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descida rapida e coordenada no final da pré-muda ¢ absolutamente necessario para uma
exuviagdo bem sucedida (Chang et al., 1993).

Um dos objectivos deste trabalho foi obter o perfil de ecdister6ides da hemolinfa do
caranguejo verde Carcinus maenas da Ria de Aveiro, ao longo do ciclo da muda. Outro
dos objectivos foi testar, ajustar e optimizar as técnicas de extrac¢do, purificagdo e
quantificacdo dos ecdisterdides totais e, apds separacdo, das hormonas ecdisona, 20-OHE e
ponasterona A na hemolinfa, ao longo das diferentes fases do ciclo da muda. Visto que os
métodos utilizados ja tinham sido aplicados em outros crustaceos, apenas foi necessario
efectuar alguns ajustes aos referidos métodos de acordo com a espécie (C. maenas) em
estudo. Para além disso, pretendeu-se também criar metodologias seguras e fidveis para
serem utilizadas na compreensdo do modo de ac¢do, a nivel hormonal, de um determinado

tratamento que venha a resultar na indugfo da muda.

2. MATERIAL E METODOS
a) Extraccio, purificaciio e separacio dos ecdisterdides

Os caranguejos utilizados neste estudo foram capturados na Ria de Aveiro através
da utilizacdo de duas artes de pesca (arrasto e nassas). Apos a identificagdo da fase da
muda (ver pag. 65), foram recolhidos “pools” de hemolinfa para cada uma das fases do
ciclo da muda (A, B, C, Dy, Dy, D2 € D3), centrifugados a 4500 rpm, a 4 °C, durante 20
minutos. O sobrenadante resultante foi decantado e mantido a —20 °C para se proceder

posteriormente a respectiva extracgdo dos ecdisterdides.

Extraccdo e purificacfio das amostras de hemolinfa

De cada “pool” de hemolinfa correspondente a cada uma das fases da muda foram
retiradas trés aliquotas para extracg¢fio e purificagdo dos ecdisterdides. Com o fim de
estudar a reproductibilidade do método efectuaram-se extracgdes de cinco réplicas da fase
de muda D;. A hemolinfa (250 plL) foi extraida com metanol (4 mL). O extracto
metanolico obtido foi evaporado até a secura através de corrente de azoto a 50 °C e
ressuspendido em tampéo fosfato (5 mL; 0,2M, pH = 7.,4). Em seguida, efectuou-se a
purificago das amostras por extrac¢do em fase sélida (SPE) em mini-colunas de fase
reversa (C18; 500 mg). Assim, os ecdisterdéides foram eluidos nas mini-colunas

previamente acondicionadas com 2,5 mL de MeOH e 5 mL de H,O. Finalmente, as
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amostras foram evaporadas para posterior separa¢do e identificagdo cromatografica dos

ecdisteréides e quantificagfo por enzimo-imuno-ensaio (EIA).

Separacio cromatografica dos ecdisterdides

Os componentes existentes em cada uma das trés réplicas de cada uma das fases da
muda foram separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As
caracteristicas do HPLC utilizado foram as seguintes: Gilson — bombas 305 e 306;
Detector Universal UV 117 de comprimento de onda varidvel; Camara de Mistura —
Dinamic mixter 811C; Manometric Module 805 Max. Press. — 60 Mpa; Coluna HPLC com
enchimento C18, Merck 50833, RP-18 — 25 e¢m x 0.46 cm tipo Lickrocart® 250-4;
Diametro da Particula — 5 pum; Injector — Rheodyne 7125 — 081; Loop — 20 pL.

Os extractos ja purificados foram ressuspendidos em metanol (80 pL) ¢ injectados
2x20pL no HPLC. Os ecdisterdides foram separados e eluidos da coluna através de um
gradiente acetonitrilo/agua (de 20:80 a 35:65), durante 20 minutos. O registo ¢ comparagdo
dos tempos de retengiio na injecgio de padres auténticos dos varios ecdisteroides e na
injecgio do material experimental permitiu fazer a identificagdo dos diferentes
ecdisterdides em estudo. Durante a separagdo cromatografica, oito fracgdes foram
recolhidas por um colector de fracgdes, de forma a que trés das fracgdes correspondessem

exactamente aos trés ecdisterdides em estudo (ecdisona, 20-OHE e ponasterona A).

b) Quantifica¢fio dos ecdisteroides

A técnica utilizada para determinar os niveis de ecdisterbides em amostras
biolégicas foi desenvolvida por Porcheron e al. (1989). A técnica de enzimo-imuno-ensaio
(EIA) utiliza a enzima acetilcolinesterase como marcador ligada covalentemente a derivada
20-hidroxi-ecdisona-6-carboximetoxima. As reacgdes imunologicas ocorrem em placas de
microtitulagio de 96-pogos (Nunc-Immuno Plate MaxiSorp F96) pré-revestidas com um
anticorpo secundario. Anticorpos puros de cabra anti-coelho IgG (H+L) (Kirkegaard &
Perry Laboratories Inc.) foram imobilizados em placas de microtitulagdo da seguinte
forma: as placas foram revestidas com 200 pL de uma solugdo 1,25 pg/mL de anticorpos
puros de cabra anti-coelho IgG (H+L) em 50mM de tamp@o (pH = 7,4). Durante a noite, as
placas foram incubadas a temperatura ambiente. No dia seguinte, para proceder a saturagdo

das placas, adicionou-se 100 uL de tampdo EIA modificado (tampéo fosfato 1M com BSA

78



— albumina bovina 0,1%) a cada um dos pogos das placas. De seguida, as placas foram
cobertas com uma folha de plastico adesiva e foram armazenadas a 4°C até a sua
utilizagdo. As placas, antes de serem utilizadas, foram lavadas com tampdo de lavagem
(tampéo fosfato 0,1 M; 0,5 mL/L de Tween 20) de forma a retirar todos os anticorpos
secundarios ndo ligados. Os ensaios foram realizados num volume total de 150 plL, dos
quais 50 plL de padrdo de ecdisterdides ou extracto biologico; 50 pul. de hormona marcada
(“tracer”) diluida e 50 pL de uma dilui¢do apropriada de um antisoro especifico. Todas as
diluicdes foram efectuadas em tampdo EIA (solu¢do composta por tampdo fosfato 1M,
NaNj3, NaCl, Na-EDTA e BSA, com pH = 7,3). O antisoro especifico (AS4919) utilizado
nas experiéncias foi generosamente cedido por P. Porcheron (ENS, Paris) e o marcador
(G4-AchE) foi adquirido a SPI-Bio, Franga. Inicialmente, as placas foram lavadas: a
mistura de incubagdo foi retirada e adicionou-se tampdo de lavagem a cada pogo (este
processo € repetido 5-6 vezes). A actividade enzimatica foi determinada através da adi¢do
de 200 puL de reagente de Ellman (tampdo fosfato 1M; iodeto de acetilcolina 0,069M;
acido 5-5° ditiobis-2-nitrobenzdico-DTNB 0,054M) a cada um dos pogos. A intensidade da
cor amarela resultante do tionitrobenzoato (reacgdo entre o grupo sulfidrico da tiocolina,
resultante da hidrélise da acetilcolina, e o DTNB) foi medida 2-3 horas mais tarde, a
405nm, num leitor de micro placas (Micro plate reader) (Labsystems, Multiskan EX). As
ligagdes ndo especificas (NSB) foram determinadas utilizando uma mistura de incubagfo
na qual o anticorpo primario e o padrdo de ecdisterdides foram substituidos por 100 pL de
tampédo EIA. A actividade enzimatica das ligagdes do marcador na auséncia de competidor
(Bo) foram determinadas em pocos contendo 50 pl. de tampdo EIA em substitui¢do do
padréo de ecdisterdides. Todas as medi¢gdes foram realizadas em duplicado para ligagdes
ndo especificas, padrdo ou amostras, ¢ em quadruplicado para By. Os resultados obtidos
foram expressos como B/Byx100 em fun¢do do logaritmo da dose. B representa a
absorvancia medida na fracgfo ligada na presenga do competidor. O ajuste da curva padréo

foi realizado utilizando a transformacdo linear log-logit.
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3. RESULTADOS
a) Extrac¢iio, purificaciio e separacio dos ecdisterdides

A separagfio cromatografica dos ecdisterdides da hemolinfa permitiu a obtengéo de
trés fracgdes correspondentes as hormonas ecdisona, 20-hidroxiecdisona e ponasterona A.
Estas trés frac¢des foram recolhidas em todas as fases do ciclo da muda, com excep¢éo da
fase A devido a falta de material bioldgico. Os cromatogramas obtidos para cada uma das
cinco réplicas correspondentes a fase Ds; (Fig. 1.1) demostraram que os métodos de
extraccdio e separaciio utilizados foram altamente reprodutiveis, garantindo a recolha das
fracgdes de forma idéntica para todas as fases da muda.

Foram estabelecidas técnicas cromatograficas de HPLC que permitiram obter
cromatogramas de referéncia de cada uma das fases da muda, podendo estes servir de
comparacio em futuros estudos hormonais a realizar em animais com indugfdo da muda

através de qualquer tipo de estimulo.
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Figura 1.1: Comparagiio dos cromatogramas das cinco réplicas de extractos de hemolinfa do Carcinus
maenas na fase de muda Ds.

0.

b) Quantifica¢fio dos ecdisteroides

Os ecdisterdides totais, bem como os resultantes da separagdo cromatografica

foram doseados nas diferentes fases do ciclo da muda (A, B, C, Dy, D1, D2, D3).
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A quantificag@io dos ecdisterdides totais foi efectuada nas trés réplicas de cada fase
da muda. As fases de poés-muda (fases A e B) apresentam ecdisterdides totais em menores
quantidades, registando-se valores ligeiramente superiores na fase de intermuda (fase C) e
nas fases iniciais da pré-muda (fases Dy e D). A transi¢do do inicio para o final da pré-
muda (fases D, e D3) é acompanhada por um aumento brusco dos ecdisterdides totais,

registando-se um pico da concentragfo destas hormonas na fase D3 (Quadro 1.1 e Fig. 1.2).

Quadro 1.1: Ecdisteréides totais (ng ecdisona eq./mL) na hemolinfa para as diferentes fases da muda, em
Carcinus maenas.

Fase do Ecdisterdides totais * desvio padrio
Ciclo da Muda (ng ecdisona eq./mL)

A 9,78 £2.91

B 7,18 £3,26

C 15,86 £ 6,95

Dy 16,44 £4,41
D, 45,12 £ 17,64
D, 210,32 + 84,37

D; 306,78 £ 42,40

350

300 306,78
250 /
200 4 0,32
150 /

100 /

45,12
]

(o]
o

9,78 7,18 15,86 16,44

o

Ecdisteréides totais (ng Ecdisona eq./mL)

A B C DO D1 D2 D3

Fases do ciclo da muda

Figura 1.2: Perfil dos ecdisterdides totais (ng de ecdisona equivalente/mL) na hemolinfa de caranguejo verde
Carcinus maenas (barras verticais representam os valores de desvio padrio).
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A analise das concentragdes totais de ecdisterdides em cada uma das fases da muda
apresentou diferengas significativas (ANOVA unifactorial, p<0.05) (Tab. 1.1). Estas
diferencas advém dos valores bastante mais elevados de ecdisterdides registados nas fases
finais da pré-muda (D, e Ds), sendo estes significativamente superiores as concentragdes
de ecdisterdides totais observadas em todas as outras fases do ciclo da muda (Teste de
Tukey, Tab. 1.2). Apesar de na fase D, ja se registar um aumento consideravel dos niveis
de ecdisterdides relativamente a intermuda, essa diferenga ndo € significativamente
superior as fases de pos-muda (A e B), intermuda (C) ou a fase Dy (Teste de Tukey, Tab.

1.2).

Tabela 1.1: Resumo da andlise de varidncia (ANOVA) unifactorial — fases da muda - relativamente as
concentragdes de ecdisterdides (p<0,05 — azul — diferenga significativa).

Fonte de variacio gl SQ MQ F valor P F critico
Fases da muda 6 26116568 4352761 32,79 ,0000002 2,85
Erro 14 18585.,83 1327,56
Total 20 279751,51 44855,17

Tabela 1.2: Tabela resultante do teste de Tukey referente as fases da muda ap6s analise das concentragdes de
ecdisterdides por ANOVA unifactorial (p<0,05 — azul — diferenca significativa).

Fase A FaseB FaseC Fase DO Fase D1 Fase D2 Fase D3

(média) 9,78 7,18 20,03 16,44 45,12 210,32 306,78

Fase A 1,0000 10,9998 11,0000 0,8876 0,0003 0,0002

Fase B 1,0000 0,9993 0,9999 0,8522 0,0003 0,0002

Fase C 0,9998 0,9993 1,0000 09756 0.,0004 00002

Fase DO 1,0000 0,9999 1,0000 0,9540 0,0004 0,0002

Fase D1 0,8876 0,8522 0,9756 0,9540 0.0012  0.0002

Fase D2 0.0003 0,0003 00,0004 00004 00012 0,0679
Fase D3 0,0002  0,0002 0,0002 00002 00002 0,0679

Das diferentes fracg¢des obtidas na separagio por HPLC foram quantificadas por
EIA as frac¢des correspondentes a tempos de retengfo das hormonas ecdisona (E) e 20-
hidroxiecdisona (20-OHE). Em todas as fases do ciclo da muda foram quantificadas estas
duas hormonas com excepg¢do da fase A, na qual o nimero reduzido de animais capturados
ndo permitiu obter material biolégico suficiente para fazer a separagdo por HPLC e,

consequentemente, a quantificagio pretendida. A quantificagdo da ponasterona A (25-
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deoxi-20-hidroxiecdisona) apenas foi efectuada na fase C. Uma vez que apenas 43% desta
hormona € reconhecida através deste método (Porcheron ef al., 1989), pretendeu-se
verificar se esta hormona era ou ndo detectavel através do referido método e se apresentava

valores elevados (Quadro 1.2).

Quadro 1.2: Quantificacfio dos diferentes ecdisterdides, na hemolinfa de C. maenas, nas diferentes fases da
muda (na fase A nio foram quantificadas devido a inexisténcia de material biolégico suficiente).

20-OH-Ecdisona Ecdisona Ponasterona A
(ng ecdisona eq./mL) (ng ecdisona eq./mL) (ng ecdisona eq./mL)
B 4,04 0,84
C 0,12 0,38 0,016
Dy 9,20 3,20
D, 22,81 1,53
D, 51,56 1,25
D; 121,38 8,82

A quantificagdo dos dois principais ecdisterdides em estudo — 20-OHE e ecdisona —
foi efectuada em todas as fases do ciclo, com excep¢do para a fase A. Apenas na intermuda
se verificaram niveis superiores de ecdisona relativamente a 20-OHE. Em todas as
restantes fases (pos-muda e pré-muda), a 20-OHE apresentou valores mais elevados. O
perfil apresentado pela 20-OHE ao longo do ciclo da muda é semelhante ao dos
ecdisterdides totais, isto ¢, valores baixos na poés-muda e na intermuda, representando os
niveis registados na pré-muda inicial (Dy, D; e D;) a transi¢do para o pico maximo
registado na fase D3 (Fig. 1.3). Por sua vez, o perfil da ecdisona apresenta duas diferengas
relativamente aos perfis anteriormente descritos: - subida da concentra¢do de ecdisona na
fase Dy seguida de uma descida para valores semelhantes a intermuda nas fases D; € D»; -
apesar do valor mais elevado ser registado na ultima fase de pré-muda (D;), o pico
verificado ndo ¢ tdo significativo como o registado quer nos ecdisterdides totais quer na

20-OHE (Fig. 1.4).
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Figura 1.4: Perfil da concentragio de ecdisona (ng de ecdisona eq./mL) na hemolinfa do caranguejo verde
Carcinus maenas.

4. DISCUSSAO

A quantificagdo dos ecdisterdides totais na hemolinfa do caranguejo verde
(Carcinus maenas) mostrou a existéncia de um aumento drastico destes compostos na parte
final do estadio de pré-muda (fases D, € Ds) (Fig. 1.2). Os valores mais baixos foram
observados nas fases do estadio de pds-muda (fase A — 9,78 ng/mL; fase B — 7,18 ng/mL).
O valor registado na fase C (15,86 ng/mL) representa uma transigdo entre as fases de pos-

muda (valores mais baixos) e as fases de pré-muda (valores mais elevados), apresentando,
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no entanto, valores cerca de 20 vezes menores relativamente ao pico maximo registado na
fase D3 (306,78 ng/mL) (Fig. 1.2).

A presen¢a de niveis baixos de ecdisterdides nas fases de pds-muda foram
registados em diversas espécies de crustiaceos (Pachygrapsus crassipes — Chang, 1991;
Palaemon serratus — Baldaia et al., 1984; Siriella armata — Cuzin-Roudy et al., 1989;
Astacus leptodactylus — Durliat et al., 1988; Penaeus monodon — Kuo e Lin, 1996;
Callinectes sapidus — Lee et al., 1998; Penaeus japonicus — Okumura et al., 1989).
Dependendo das espécies, a variagdo dos niveis de ecdisterdides apresenta uma subida
(Kuo e Lin, 1996; Durliat et al., 1988; Okumura et al., 1989) ou descida (Lee et al., 1998)
entre as fases de pés-muda e a intermuda. Um estudo realizado por Andrieux e
colaboradores (1981) com C. maenas em intermuda (fase C) registou um valor (59,5
ng/mL) de ecdisterdides bastante superior comparativamente aos dados obtidos neste
trabalho (15,86 ng/mL), podendo essa diferenca dever-se a utilizagio de diferentes
métodos analiticos (extracgfo, purificagio, separa¢do, quantifica¢do). De forma inversa, o
caranguejo Callinectes sapidus (Lee et al., 1998) e o camardio Penaeus monodon (Kuo e
Lin, 1996) apresentam valores de ecdisteréides muito inferiores ao registado neste estudo.

Em todos os trabalhos realizados, com diversas espécies de crustaceos, foram
observados, nas fases de pré-muda, picos de ecdister6ides antecipando a exuviagio. O pico
maximo de ecdisterdides foi geralmente detectado nas fases finais da pré-muda — fases D,
e Ds. Por sua vez, o caranguejo Pilumnus hirtellus para além do pico maximo em D,
apresenta também um pico em Dy (Demeusy et al., 1994). Real¢a-se o facto de ocorrer
uma queda acentuada dos niveis de ecdisterdides pouco antes da exuviagdo em todas as
espécies estudadas (Baldaia et al., 1984; Durliat et al., 1988; Okumura et al., 1989;
Demeusy et al., 1994). Neste estudo, realizado com Carcinus maenas, também se regista
uma diminui¢do abrupta dos ecdisterdides entre a ultima fase (D3 = 306,78 ng/ml) da pré-
muda e a primeira fase (A = 9,78 ng/ml) da pds-muda. No entanto, ndo é possivel afirmar
se essa diminui¢do dos ecdisterdides circulantes ocorre antes, durante ou apds a exuviagio
pois ndo foi quantificada a concentragdo de ecdisterdides nesses momentos especificos do
ciclo da muda.

A quantificag@o dos principais ecdisterdides envolvidos no ciclo da muda (ecdisona
€ 20-OHE) demonstrou que a hormona da muda activa ¢ a mais abundante, na hemolinfa

de Carcinus maenas, em todas as fases da muda com excepg¢do da fase C (Quadro 1.2).
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Este facto ndo foi registado por Lachaise e Lafont (1984) que, estudando o C. maenas,
detectaram um valor de ponasterona A (350 pmol/mL) superior ao registado para a 20-
OHE (250 pmol/mL) na pré-muda. Na fase C registaram-se niveis de ecdisona
ligeiramente superiores aos da 20-OHE, registando ambas as hormonas valores
extremamente baixos (ecdisona = 0,38 ng/ml; 20-OHE = 0,12 ng/mL). O registo da
predominéncia da hormona 20-OHE foi também constatado em Penaeus monodon (Kuo e
Lin, 1996) e Penaeus japonicus (Okumura et al., 1989). Em ambas as espécie atras
referidas os valores de ecdisona variam entre 0,3 ¢ 5 ng/mL, estando de acordo com os
registos em Carcinus maenas deste trabalho, com excep¢do da fase D3 onde apenas se
registou 8,82 ng/mL de ecdisona. No presente estudo, a quantificagdo da ponasterona A
apenas foi realizada na fase C, na qual apresentou um valor extremamente baixo (0,016
ng/mL). Este valor bastante baixo estd de acordo com o resultado obtido por Lachaise e
Lafont (1984) com a mesma espécie, onde ndo foi detectada ponasterona A em caranguejos
na intermuda (fase C). No entanto, como ja foi referido anteriormente, estes autores
constataram que a ponasterona A (350 pmol/mL) era a hormona mais abundante na pré-
muda (ecdisona = 25 pmol/mL; 20-OHE = 250 pmol/mL). A realizagdo de experiéncias
com Carcinus maenas permitiu a Lachaise e Lafont (1984) concluirem que a ponasterona
A estava presente nas fases de pré-muda, levantando a hipotese desta ser um potencial
percursor da 20-OHE (a 25-hidroxilagdo da ponasterona A origina a 20-OHE).

Com base nos resultados do presente estudo, confirma-se a importéncia da hormona
da muda activa (20-OHE) no ciclo da muda em geral e na preparagéio da exuviagéo em
particular (20-OHE representa cerca de 40% dos ecdisterdides circulantes na fase Dj).

Os perfis apresentados pela 20-OHE (Fig. 1.3) e pela ecdisona (Fig. 1.4) séo
semelhantes em C. maenas, em Penaeus monodon (Kuo e Lin, 1996) e em Penaeus
Japonicus (Okumura et al., 1989). Estes perfis coincidem também com o perfil de
ecdisterdides totais (Fig. 1.2) onde se verificam valores mais baixos na pds-muda e

intermuda e valores bastante mais elevados na pré-muda.
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PARTE II — EFEITO DE ESTIMULOS
HORMONAIS E/OU QUIMICOS NA
FREQUENCIA DE MUDA DE Carcinus

maenas
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CAPITULO 2

Determinacio do LT50 na exposi¢cio permanente

ao ar do caranguejo Carcinus maenas
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1. INTRODUCAO

Ao contrario da maioria dos animais, os crustaceos possuem a capacidade de
respirar quer em ambiente terrestre quer em ambiente aquatico. No entanto, quando
expostos ao ar por longos periodos de tempo, estes organismos aquaticos necessitam de
controlar as suas perdas de agua. A taxa de desidratacdo depende, além da espécie, da
humidade relativa, da temperatura ambiente e do tamanho corporal. Algumas espécies
intertidais, tais como o caranguejo verde (Carcinus maenas), apresentam adaptacdes
estrﬁturais e fisiologicas que lhes permitem resistir a longos periodos de exposi¢do ao ar
(Johnson & Uglow, 1985; Taylor & Butler, 1978). Estas adaptagdes permitem aos
caranguejos verdes sair do meio aquatico para o meio terrestre quando expostos a
condigdes adversas (altas temperaturas ou baixos niveis de oxigénio) no meio aquético
(Taylor e Whiteley, 1989). Dependendo da espécie, o periodo de tempo durante o qual o
animal consegue sobreviver & exposi¢do ao ar é varidvel. Por exemplo, o lavagante
Homarus americanus, animal predominantemente subtidal, sobrevive entre 72 a 96 horas
apos ser retirado do meio aquatico (Taylor e Whiteley, 1989).

A exposigdo ao ar provoca alteragdes importantes a nivel interno, nomeadamente
fenomenos de hipoxia (diminui¢do do contetido de oxigénio) e hipercapnia (aumento do
conteudo de didxido de carbono) (Taylor e Whiteley, 1989). A exposicdo ao ar de
Carcinus maenas durante 3 horas, resultou em diminui¢des de cerca de 70% da pressédo
parcial de oxigénio e do conteudo em oxigénio da hemolinfa (Taylor e Butler, 1978). Por
sua vez, o lavagante Homarus americanus apresenta uma quebra de 40% e 76% no
conteudo em oxigénio e na pressdo parcial de oxigénio, respectivamente, ap6s trés horas de
exposigdo ao ar. Nesta mesma espécie, apos 14 horas de exposigdo ao ar, o contetido em
oxigénio na hemolinfa é reposto até aos valores existentes em submersdo, mas mantém-se
uma hipoxia sistémica (Taylor e Whiteley, 1989).

Nesta experiéncia procurou-se determinar o valor de LT50 (tempo letal mediano -
periodo de tempo necessario para que 50% dos animais sujeitos a um determinado
tratamento morram), para os quatro grupos de estudo (Machos/Arrasto (MA),
Fémeas/Arrasto (FA), Machos/Nassas (MN) e Fémeas/Nassas (FN)), quando se submetem
os caranguejos (Carcinus maenas) a uma exposi¢do permanente ao ar. O principal
objectivo desta determinag@o ¢ obter dados para o planeamento da experiéncia seguinte —

“Estudo dos efeitos da exposi¢do ao ar no ciclo da muda do caranguejo Carcinus maenas”
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(capitulo 3). Para além disso, pretendeu-se também identificar possiveis diferengas entre os

quatro grupos de estudo relativamente a resisténcia a exposi¢do aérea.

2. MATERIAL E METODOS

Nesta experiéncia foram utilizados 176 animais, dos quais 32 eram Machos/Nassas
(MN), 48 Fémeas/Nassas (FN), 48 Machos/Arrasto (MA) e 48 Fémeas/Arrasto (FA). Os
animais foram distribuidos por oito caixas, duas réplicas de 24 animais para cada um dos
grupos de estudo (com excep¢do dos machos/nassas onde as réplicas foram de apenas 16
caranguejos, pois foram capturados poucos animais neste grupo de estudo), que foram
mantidas sem dgua na estagdo experimental.

A experiéncia decorreu durante os dias necessarios para que fosse possivel
determinar o valor de LTS50 para cada um dos grupos de estudo. Durante o periodo
experimental, a temperatura média do ar registada foi de 15,22 + 1,27 °C. Uma vez que
estes animais ndo se alimentam nestas condigdes, optou-se por ndo fornecer alimento
durante o periodo experimental.

Nesta experiéncia registou-se o nimero de animais mortos bem como a existéncia
de mudas. Este registo foi efectuado em todas as caixas diariamente.

A determinagdo dos valores de LT50 implicou a utilizagdo da transformagéo
PROBIT (ver pag. 72), seguida da execug@io de uma regressdo linear. Nesta experiéncia
foram registados varios “0%” ¢ “100%”, isto ¢, observagdes em que a mortalidade foi nula
e total, respectivamente. Uma vez que, na transformagdo PROBIT quer os 0% quer os
100% ndo apresentam significado (nfio ¢ atribuido nenhum valor de probit a estes valores),
optou-se por excluir esses valores da andlise estatistica. Finalmente, o valor final de LT50
corresponde ao valor médio obtido a partir dos valores de LT50 calculados em cada uma

das réplicas (duas) de cada grupo de estudo.

3. RESULTADOS

Os caranguejos machos capturados por nassas (MN) registaram os valores de
mortalidade mais baixos durante um maior periodo de tempo relativamente a todos os
outros grupos de estudo (fig. 2.1). Os animais do grupo de estudo MN foram os que

apresentaram uma maior resisténcia a exposi¢do ao ar, levando a que se registasse um
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valor médio de LT50 de 8,78 + 0,91 dias (Anexo XI). Durante todo o periodo experimental

ndo se registaram quaisquer mudas.

100% i
75% //

50% //////

25% /

0% ——a : : : . // ‘
5 6 7 8 9

Dia de experiéncia

Taxa de Mortalidade

10 M1

—a— MN(1) —a— MN(2)

Figura 2.1: Variagfio da taxa de mortalidade cumulativa durante o periodo experimental, nas duas réplicas
dos machos/nassas (MN).

Os machos capturados por arrasto (MA) apresentaram também valores de
mortalidade relativamente baixos no inicio da experiéncia. Apesar disso, as mortalidades
foram superiores as registadas para os machos/nassas, resultando num valor de LT50
inferior ao dos MN. O valor de LT50 dos MA foi 7,21 + 0,76 dias (Anexo XII). A

semelhanga do grupo MN, também nos MA néo foram registadas quaisquer mudas.

100% .
75% //
50% ///
25%
0% -4:/‘_—/

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Taxa de Mortalidade

Dia de experiéncia

—a—MA(1) —a—MA(2) 1

Figura 2.2: Variagio da taxa de mortalidade cumulativa durante o periodo experimental, nas duas réplicas
dos machos/arrasto (MA).
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Ambos os grupos de estudo constituidos por fémeas (FN e FA) apresentaram
aumentos na mortalidade apds um menor niimero de dias de experiéncia do que no caso
dos grupos de estudo constituidos por machos (MN e MA) (fig. 2.3 e 2.4). Os valores de
LT50 das FN (6,04 = 0,04 dias — Anexo XIII) e FA (6,22 + 0,46 dias — Anexo XIV) foram
muito semelhantes. De forma idéntica ao observado para os grupos de estudo constituidos
por machos (MN e MA), também nas fémeas (FN e FA) nfio se registaram quaisquer

mudas.

100%
. ///‘
50% //
y/a
0% ~/1

T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Taxa de Mortalidade

Dia de experiéncia

—a—FN(1) —s—FN(2) ]

Figura 2.3: Variagfo da taxa de mortalidade cumulativa durante o periodo experimental, nas duas réplicas das
fémeas/nassas (FN).
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Figura 2.4: Variagio da taxa de mortalidade cumulativa durante o periodo experimental, nas duas réplicas das
fémeas/arrasto (FA).
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4. DiIScussAo

N&o foram registadas quaisquer mudas em todos os grupos de estudo, facto que €
compreensivel pois ndo existem condigdes para que tal ocorra. Assim, como 0S
caranguejos ndo estdo submersos na dgua ndo lhes é possivel efectuar a absorgédo de dgua,
processo fundamental para que ocorra a exuviagdo. Os resultados obtidos permitiram
verificar que os caranguejos machos apresentaram valores médios de LT50 (entre 7 ¢ 9
dias), para exposi¢do ao ar, ligeiramente superiores relativamente as fémeas (6 dias). Os
animais mais resistentes foram os machos provenientes das capturas com nassas (8,78 dias)
enquanto os menos resistentes foram os caranguejos fémeas obtidos através da captura com
nassas (6,04 dias). Apesar de nos caranguejos fémeas ndo se terem registado diferengas
entre os animais capturados por arrasto e por nassas, nos machos verificou-se uma
resisténcia superior dos capturados por nassas (8,78 dias). Os diferentes valores obtidos nas
duas artes de pesca estudadas poderfo ser influenciados pelo estado fisico apresentado
pelos animais apds a sua captura, sendo que os animais arrastados sofrem um “stress”
superior relativamente aos capturados com as nassas. Para além disso, um estudo de
caracterizagdo da populagio de Carcinus maenas na Ria de Aveiro (Carvalho ef al., 1999)
permitiu concluir que os animais capturados com nassas sd0 mais activos que 0s
capturados com arrasto. O facto dos animais capturados com nassas serem mais activos
pode estar directamente relacionado com a existéncia de uma quase totalidade de
caranguejos na fase C, os quais procuram activamente alimento. Ao contrdrio, nos animais
capturados por arrasto, existem alguns caranguejos que ndo apresentam muita actividade
pois estdo em fases de pré-muda final (D, e D3) e pés-muda (A e B), altura do ciclo da
muda em que o caranguejo deixa de se alimentar.

Os resultados obtidos, a uma T, de 15,22 + 1,27 °C, confirmam os resultados
obtidos por Johnson & Uglow (1985) com C. maenas, onde ndo foi registada qualquer
morte num periodo de 24 horas, a 15°C. O lavagante Homarus americanus (animal
subtidal) apresenta uma sobrevivéncia entre 72 e 96 horas quando exposta
permanentemente ao ar (Taylor e Whiteley, 1989). Uma vez que o Carcinus maenas € um
animal predominantemente intertidal espera-se que apresente uma maior resisténcia a
exposi¢io aérea do que o lavagante. Os dados obtidos neste trabalho, onde os valores de
LT50 variaram entre 144 (6 dias) e 216 horas (9 dias), comprovam a elevada resisténcia do

caranguejo verde a exposigéo ao ar.
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Como ja foi referido anteriormente, a execugdo desta experiéncia permitiu
determinar os valores de LT50 para cada um dos grupos de estudo, fornecendo desta forma
dados importantes para o delinear da experiéncia seguinte, nomeadamente na defini¢do da

duracdo dos periodos de exposi¢do ao ar.
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CAPITULO 3

Estudo do efeito da exposicio ao ar na
frequéncia de muda do caranguejo verde

Carcinus maenas
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1. INTRODUCAO

A exposi¢do ao ar provoca fenémenos de hipoxia (diminuigdo do contetido de
oxigénio) e hipercapnia (aumento do contetdo de dioxido de carbono) no sangue dos
crustaceos (Taylor e Whiteley, 1989). Varios trabalhos foram realizados de forma a
verificar as respostas fisiologicas de diferentes espécies de crustdceos a hipoxia. Nestes
estudos houve uma maior incidéncia nos efeitos da hipoxia na fisiologia respiratdria
(camardo Palaemon elegans — Morris e Taylor, 1985; lagostas Munida rugosa ¢ Munida
sarsi — Zainal et al., 1992). Para além disso foram também estudadas as respostas a
variagdes ambientais de hipoxia de Carcinus maenas com duas coloragdes da carapaga
distintas (verde e vermelha) (Reid e Aldrich, 1989). Nesta espécie sdo ainda conhecidos os
efeitos da hipoxia ao nivel do balango acido-base e da regulagfo ionica (Truchot, 1980;
Johnson e Uglow, 1985).

Por vezes, os caranguejos habitam locais sujeitos a varia¢des ambientais acentuadas
(temperatura, salinidade, exposi¢do ao ar), o que implica a necessidade de controlar o
equilibrio 4acido-base nos liquidos corporais de forma a manter a homeostase (Truchot,
1980; Truchot, 1988). Neste tipo de habitates os niveis de oxigénio dissolvido variam
bastante, atingindo por vezes situagdes de hipoxia (Johnson e Uglow, 1985). A exposicdo
ao ar provoca também situagdes de hipoxia nestes animais, provocando fortes alteragbes ao
nivel do equilibrio 4cido-base, nomeadamente acidoses respiratérias (aumento da
concentragio de di6xido de carbono (CO,)) e metabdlicas (aumento de hidrogenides (H"))
que combinadas reduzem o pH da hemolinfa (Taylor e Whiteley, 1989). No decurso do
ciclo da muda verificam-se alteragdes importantes no equilibrio acido-base, tanto na
hemolinfa como no chamado liquido da muda, coincidindo a pré-muda com uma acentuada
acidose metabolica (Coimbra et al., 1985). O estudo da espécie Palaemon serratus
permitiu identificar periodos de alcalose metabdlica (apos a muda até a fase C) e acidose
metabodlica (em Dy e na exuviagdo) (Coimbra et al., 1985). Na exuviagdo, a acidose
metabdlica (aumento de H') é acompanhada por uma acidose respiratéria (aumento da
concentragdo do COy), isto porque a libertacdo do “velho” exosqueleto implica a
renovacdo das branquias e das escafognatites (exopdditos — produzem a corrente
respiratoria através das cdmaras branquiais). Apesar de ja existirem novas branquias
formadas por baixo da “velha” cuticula, os seus tecidos necessitam de algum tempo para

ficarem suficientemente espessos para funcionar correctamente. Neste periodo de tempo,
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as alteragdes sofridas ao nivel do sistema respiratorio impedem a normal difusdo do
oxigénio e a deterioragdo da bombagem por parte das escafognatites. Para além disso, a
entrada de 4gua aquando da exuviagdo dilui o sangue fazendo com que haja uma
diminui¢do da capacidade de transporte do oxigénio (Clemens ef al., 1999).

Clark (1986) constatou que a espécie Penaeus semisulcatus quando submetida a
baixos niveis de oxigénio (hipoxia) nfio realizava a muda (ecdisis) e apresentava uma
elevada mortalidade. Ap6s o aumento dos niveis de oxigénio para niveis normais, 0 mesmo
autor registou que a taxa de mortalidade diminuia e ocorria um considerdvel numero de
mudas. Tendo em conta estes dados, Clark (1986) avanga a hipdtese destes animais em
condicdes adversas (hipoxia) ndo realizarem a ecdisis, estabilizando numa fase do ciclo da
muda que lhes permite mudar assim que as condigdes ambientais sdo favoraveis.

Esta experiéncia teve como objectivo avaliar a resposta dos diferentes grupos de
estudo (MA, FA, MN e FN) do caranguejo verde a diferentes periodos de exposi¢do ao ar

ao nivel da frequéncia de muda.

2. MATERIAL E METODOS

A duragdo dos diferentes periodos de exposi¢do ao ar foram estabelecidos tendo em
conta os resultados obtidos na experiéncia “Determinagdo do LT50 na exposigdo
permanente ao ar do caranguejo verde Carcinus maenas” (Capitulo 2). Na referida
experiéneia, os valores médios de LT50 (tempo letal mediano) variaram entre os seis e 0s
nove dias. Inicialmente, de acordo com os dados obtidos, calculou-se o valor médio total
de LT50 em cada um dos quatro grupos de estudo, tendo-se posteriormente calculado o
valor médio total de LT50. Uma vez que o valor médio total de LT50 foi 7,06 dias, optou-
se pela utilizagdo de periodos de exposigéo entre 24 horas (controlo) e 168 horas (7 dias),
com intervalos de 24 horas.

Nesta experiéncia foram utilizados 1334 animais, dos quais 240 eram MN
(machos/nassas), 336 FN (fémeas/nassas), 384 MA (machos/arrasto) e 384 FA
(fémeas/arrasto). O controlo deste ensaio era constituido por duas caixas de caranguejos
(48 animais), nas quais foi colocada 4gua a circular desde o inicio do ensaio (0 horas de
exposi¢io). Os caranguejos foram distribuidos de acordo com sete periodos diferentes de
exposigio ao ar (24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 120 horas, 144 horas, 168 horas),

tendo-se efectuado duas réplicas por cada periodo (48 animais, 24 animais/caixa). No fim
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de cada um dos periodos de exposigdo respectivos a circulagdo de agua no interior das
caixas foi reposta.

Num estudo anterior (Carvalho et al., 1999), constatou-se que os diferentes estadios
da muda apresentavam proporg¢des distintas consoante a arte de pesca utilizada na captura
dos caranguejos. Desse estudo realga-se o facto de nos caranguejos capturados por arrasto
terem sido identificados animais em todos os estadios de muda (pdés-muda, intermuda e
pré-muda) enquanto que nos capturados por nassas a quase totalidade dos caranguejos
estava em intermuda (fase C). Nos caranguejos utilizados nesta experiéncia verificou-se
uma situacdo semelhante. Assim, os caranguejos capturados por arrasto apresentaram
10,5% de animais em pds-muda (fases A e B), 75,0% em intermuda (fase C), 13,0% em
pré-muda inicial (fases Dy e D) e 0,5% em pré-muda final (fases D, e D3). Por sua vez, os
caranguejos capturados através de nassas apresentaram 0,5% de animais em pés-muda,
89,5% em intermuda, 10,0% em pré-muda inicial e 0% em pré-muda final.

A experiéncia teve uma duragfio total de 30 dias, incluindo os periodos de
exposi¢do ao ar, tendo-se registado diariamente o nimero de mortos e o numero de mudas
em todas as caixas. Durante o periodo experimental foi registada uma temperatura média
do ar de 17,09 £+ 1,81 °C, uma humidade relativa média do ar de 75,10 £ 4,42%, uma
temperatura média da dgua de 17,50 = 1,74 °C, uma salinidade média de 22,84 + 3,98 %o ¢
um contetildo médio em oxigénio dissolvido de 7,98 + 0,67 mg/L.

Nesta experiéncia foram considerados trés factores distintos: o sexo (machos e
fémeas), a arte de pesca (arrasto e nassas) e o tratamento (diferentes periodos de
exposi¢do). Para efectuar a andlise estatistica dos resultados realizou-se uma ANOVA
trifactorial considerando os trés factores referidos como factores independentes e a taxa de
mortalidade ou a frequéncia de muda como factor dependente (ver pag. 71). Saliente-se
que a realizagdio da andlise estatistica implicou a normalizagdo dos dados através da
transformagfo arcsen da raiz quadrada da taxa de mortalidade ou frequéncia de muda

(arcsen (RQ mortalidade ou muda)).

3. RESULTADOS

Nesta experiéncia foram obtidos dados relativos as taxas de mortalidade e

frequéncias de muda de caranguejos submetidos a diferentes periodos de exposig¢do ao ar
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(entre 24 horas e 168 horas), tendo em conta os quatro diferentes grupos de estudo (MA,

MN, FA e FN) (Quadro 3.1).

Quadro 3.1: Resumo das taxas de mortalidade e frequéncias de muda obtidos no controlo ¢ nos diferentes
periodos de exposi¢io ao ar segundo os grupos de estudo (MA, FA, MN e FN), apés 30 dias de experiéncia.

ARRASTO NASSAS
Controlo Mortalidades (médias) Mudas (médias) Mortalidades (médias) Mudas (médias)
e Periodos Machos * Fémeas * Machos * Fémeas * Machos ** Fémeas * Machos ** Fémeas *
De hipoxia N.° % N.° % Ne % N.° % N.° % N.° % N.° % N.° %
Controlo(0Oh) } 7.5 | 3125 |20 | 833 | 45 | 1875 | 3,5 | 14,58 ]3,5 2333953958 | 15100005 ] 2,08
24 horas 7,5 | 3125 | 50 |2083 |25 |1042 | 1,0 | 417 ] 1,0 | 667 | 60 | 2500 | 1,0 | 6,67 | 0,5 2,08
48 horas 45 | 18,75 | 50 | 20,83 | 40 | 16,67 | 20 | 833 } 6,5 | 23,33 | 50| 20,83 | 1,0 | 6,67 | 0,0 [ 0,00
72 horas 8,0 |3333125| 1042251042 | 1,0 | 417 120 | 133345 | 1875 | 15 |1000 | 1,5 | 625
96 horas 90 | 37,50 | 35| 1458 | 40 | 16,67 | 3,0 | 12,50 | 6.5 | 43,33 | 40 | 16,67 | 1,5 | 10,00 | 0,5 | 2,08
120 horas 30 | 12,50 | 953958 | 45 | 18,75 | 2,5 | 10,42 | 12,0 80,00 | 7,0 | 29,17 | 0,5 | 3,33 | 0,0 | 0,00
144 horas 145 | 60,42 | 12,0 50,00 | 0,0 | 0,00 | 4,5 | 18,75 J11,0] 73,33 | 55 22,92 | 00 | 0,00 | 1,5 | 625
168 horas 12,5 | 52,08 | 9,5 139,58 | 1.5 | 6,25 | 1,5 | 625 |13,5] 90,00 | ---- | == | 0,0 | 0,00 | === | ==

* - Total de 48 caranguejos.
** . Total de 30 caranguejos.

MORTALIDADE

No grupo de estudo fémeas/nassas, os animais controlo (0 horas), ao contrario do

que era esperado, foram os que registaram a taxa de mortalidade superior (39,6%) (Fig.

3.1). De todos os grupos de estudo, os caranguejos controlo (8,3%) fémeas/arrasto

registaram a taxa de mortalidade mais baixa comparativamente com os caranguejos

sujeitos aos diferentes periodos de exposigéo (Fig. 3.2).
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Mortalidade & Mudas

Figura 3.1: Taxas de mortalidade e frequéncias de muda finais (ap6s 30 dias de experiéncia) do grupo de
estudo FN (fémeas/nassas) nos diferentes periodos de exposigdo ao ar (nota: o periodo de exposigo 168h néo
foi efectuado devido & inexisténcia de animais suficientes).
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Figura 3.2: Taxas de mortalidade e frequéncias de muda finais (apés 30 dias de experiéncia) do grupo de
estudo FA (fémeas/arrasto) nos diferentes periodos de exposi¢o ao ar.

Os resultados obtidos nesta experiéncia envolveram trés factores de estudo — sexo,
arte de pesca e tratamento, registando-se nas taxas de mortalidade diferencas significativas
no sexo e nos tratamentos, assim como na interac¢do dos diferentes factores em estudo

(ANOVA trifactorial, p<0.05) (Tab. 3.1).
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Tabela 3.1: Resumo da andlise de varidncia (ANOVA) trifactorial — sexo, arte de pesca e tratamento -
relativamente & mortalidade (p<0,05 — azul - diferenca significativa).

Fonte de variagéo g.l. sQ MQ F valor P F critico
Sexo 059911 059911 31,5065 0000003 4,149
Arte 0,00450 0,00450 0,23741  0,629401 4,149

1
1
Tratamento 7 0,98481 0,13783 7,269 0,000031 2,313
Sexo - Arte 1 011049 0,11049 582685 0021680 4,149
Sexo - Tratamento 7 082174 011738 619111 0.000125 2,313

7 0,35880 0,05126 2,70322 0025507 2,313
Sexo - Arte - Tratamento 7 1,27898 0,18271 963597 0000002 2,313
Erro 32 0,60676 0,01896

Total 63 4,74520

Arte - Tratamento

Como era esperado, os periodos de exposicdo mais longos (120h, 144h e 168h)
apresentaram mortalidades mais elevadas (entre 40 e 90%), independentemente do grupo
de estudo. No entanto, as mortalidades registadas pelos machos capturados por nassas em
animais expostos 120h (80,0%), 144h (73,3%) e 168h (90,0%) foram, regra geral,
significativamente superiores as mortalidades obtidas nestes e nos outros periodos de

exposi¢do dos restantes grupos de estudo (Fig. 3.3 e Anexo XV).

1,4 1T

—0— Machos
-~ Fémea

1.2

1,0}

0.4

0,2

0,0
C 24h  48h  72h  96h  120h 144h 168h C 24h  48h 72h  96h  120h 144h 168h

Arrasto Nassas

Figura 3.3: Valores transformados de taxas de mortalidade (arcsen (RQ mort)) tendo em conta o sexo, a arte
de pesca e o tratamento (nota: o periodo de exposi¢do 168h néo foi efectuado nas fémeas/nassas).
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Os periodos de exposigio 48h e 120h dos machos/arrasto, que se previa
apresentarem valores de mortalidade superiores aos registados em periodos de exposi¢do
menores, registaram as mortalidades mais baixas deste grupo de estudo (18,8% e 12,5%,
respectivamente) (Fig. 3.4). De igual modo, no grupo de estudo fémeas/nassas também foi
num periodo médio de exposi¢do — 96h — que se registou a taxa de mortalidade inferior
(16,7%), no entanto, salienta-se o facto de todos os outros periodos de exposi¢éo terem

apresentado mortalidades apenas ligeiramente superiores (Fig. 3.1).
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Figura 3.4: Taxas de mortalidade e frequéncias de muda finais (apés 30 dias de experiéncia) do grupo de
estudo MA (machos/arrasto) nos diferentes periodos de exposi¢do ao ar.

Considerando apenas o factor sexo, verificou-se que os machos apresentaram taxas
de mortalidade superiores as fémeas (ANOVA trifactorial, p<0.05) (Tab. 3.1). isto
provavelmente devido a terem-se obtido taxas significativamente superiores nos periodos
mais longos de exposigio ao ar (96h, 120h, 144h ¢ 168h) dos machos capturados com
nassas (Fig. 3.1 e 3.3). Por sua vez, a comparago entre os diferentes periodos de exposicio
permitiram verificar que a exposi¢fo por periodos de tempo mais longos (144h e 168h)
provocou taxas de mortalidade significativamente superiores aos restantes periodos de

exposigio, provavelmente pela mesma razdo atras referida (Fig. 3.1 ¢ 3.3).
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MuDAS

Os caranguejos controlo (Oh) machos/arrasto e machos/nassas registaram as
frequéncias de muda mais elevadas nos seus respectivos grupos de estudo (18,8% e 10,0%,

respectivamente) (Fig. 3.4 e 3.5).
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Figura 3.5: Taxas de mortalidade e frequéncias de muda finais (ap6s 30 dias de experiéncia) do grupo de
estudo MN (machos/nassas) nos diferentes periodos de exposigéo ao ar.

Considerando os trés factores em estudo (sexo, arte de pesca e tratamento),
verificou-se que apenas a arte de pesca e a interacgdo sexo-tratamento influenciaram
significativamente as frequéncias de muda registadas (ANOVA trifactorial, p<0.05) (Tab.
3.2).

Tabela 3.2: Resumo da analise de varidncia (ANOVA) trifactorial — sexo, arte de pesca e tratamento -
relativamente & frequéncia de muda (p<0,05 — azul - diferenga significativa).

Fonte de variagdo g.l SQ MQ F valor P F critico
1 0,05070 0,05070 2,49176 0,124279 4,149
1 040834 (040834 2006916 0000089 4,149
Tratamento 7 031107 0,04444 2,18404 0,062508 2,313
Sexo — Arte 1 0,00997 0,00997 0,49001 0,488982 4,149
Sexo — Tratamento 7 037449 005350 262933 0,028951 2,313
7
7

Sexo
Arte

0,15435  0,02205 1,08374 0,396473 2,313
Sexo - Arte — Tratamento 0,03324 0,00475 0,23341 0,973930 2,313
Erro 32 065110 0,02035

Total 63  1,99326

Arte — Tratamento
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Assim, de acordo com o que foi referido anteriormente relativamente as artes de
pesca, os caranguejos dos grupos de estudo em que os animais foram capturados por
arrasto evidenciaram frequéncias de muda significativamente superiores (11,1%) aos que
foram capturados com nassas (4,1%) (Fig. 3.5 ¢ 3.6). A frequéncia de muda superior
(18,7%) foi registada nos periodos de exposi¢do 144h para as fémeas/arrasto e 120h para
os machos/arrasto (Fig. 3.2 e 3.4). A interacgfo entre sexo ¢ tratamento registou também
diferencas significativas devido a frequéncia de muda dos machos expostos durante 144h

ter sido significativamente inferior a registada pelo controlo (Fig. 3.5).
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Figura 3.5: Valores transformados de frequéncias de muda (arcsen (RQ muda)) tendo em conta o sexo, a arte
de pesca e o tratamento (nota: o periodo de exposigdo 168h néo foi efectuado nas fémeas/nassas).

4. DISCUSSAO

Diversos autores, em estudos realizados em diferentes espécies de crustaceos,
verificaram que a exposi¢io ao ar provoca uma redugdo do oxigénio (hipoxia) na
hemolinfa pés-branquial e um decréscimo do pH associado a um aumento do didxido de

carbono (Carcinus maenas € Liocarcinus puber — Taylor e Butler, 1978 ¢ Johnson e
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Uglow, 1985; Homarus gammarus — Taylor e Whiteley, 1989 e Clemens et al., 1999). As
variagdes de pH da hemolinfa na espécie Palaemon serratus mostraram ser muito
acentuadas e relacionadas com o ciclo da muda. Assim, desde a p6s-muda até & intermuda
o pH aumenta progressivamente (alcalose metabdlica), registando-se uma descida do pH
(acidose metabolica) no inicio da pré-muda (D). Nas fases seguintes de pré-muda da-se
uma ligeira alcalose metabolica, coincidindo a exuviagdo com uma acentuada acidose
(Coimbra et al., 1985).

Considerando que a exuviagdo ¢ acompanhada por uma acentuada acidose, foi
colocada a hipétese da exposi¢do ao ar poder simular a acidose que acompanha a muda
(Coimbra et al., 1985; Carvalho ef al., 1989). A existéncia de fendmenos de hipoxia e/ou
hipercdpnia na hemolinfa nas espécies Palaemon serratus, Palaemonetes varians €
Penaeus semisulcatus mostraram influenciar positivamente a muda (Coimbra ef al., 1985;
Clark, 1986; Carvalho ef al., 1989). No entanto, serd de realgar que, o facto de se expor os
animais a baixos niveis de oxigénio podera resultar em mortalidades elevadas (Clark,
1986). Apesar de tudo o que foi referido anteriormente, serd importante salientar que os
dados obtidos dizem respeito a trés espécies de camarfio, as quais apresentam um ciclo da
muda com diferentes dura¢des dos estadios (pos-muda, intermuda e pré-muda) do ciclo da
muda relativamente ao caranguejo Carcinus maenas (nosso objecto de estudo). Como se
sabe, os camardes apresentam um ciclo de muda diecdisico, ao contrario do ciclo
anecdisico apresentado pelos caranguejos. O camarfo, ao apresentar um ciclo de muda em
que a ecdisis é mais frequente faz com que o periodo de pré-muda seja mais longo que o
periodo de intermuda, verificando-se precisamente o contrario nos caranguejos, isto €,
intermuda mais longa que a pré-muda (Adiyodi e Adiyodi, 1970).

Esta experiéncia de exposi¢do ao ar do caranguejo C. maenas registou taxas de
mortalidade mais elevadas nos machos, sendo as mortalidades dos periodos de exposicéo
mais longos (96h, 120h, 144h e 168h) superiores, nomeadamente nos caranguejos
capturados por nassas. Estas taxas de mortalidade diferem dos dados obtidos na
experiéncia em que se calculou o LT50 (tempo letal mediano) para os diferentes grupos de
estudo (ver Capitulo 2). A experiéncia de exposi¢dio permanente ao ar de caranguejos
machos e fémeas permitiu concluir que os machos (LT50 = 7 — 9 dias) seriam mais
resistentes que as fémeas (LT50 = 6 dias), 0 que nfo se verificou na actual experiéncia pois

as taxas de mortalidade superiores foram apresentadas por caranguejos machos (entre 73 e
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90%) quando expostos ao ar durante 5 a 7 dias. A diferenca registada pode dever-se as
diferentes condi¢des ambientais em que se realizou cada uma das experiéncias, tendo-se
registado uma temperatura do ar superior cerca de 2°C nesta experiéncia relativamente a
experiéncia anterior (Capitulo 2). O facto da humidade relativa do ar ndo ter sido registada
na experiéncia do capitulo anterior, ndo permite fazer uma comparagdo, podendo no
entanto pressupor-se que a humidade tenha atingido valores inferiores pois as mortalidades
foram superiores as registadas nesta experiéncia. Um maior niimero de mortalidades foram
também observadas em camardes Penaeus semisulcatus apds exposi¢do a d4gua com baixas
concentracBes de oxigénio (hipoxia) durante 17 dias, ndo se registando durante este
periodo qualquer muda. Ap6s uma subida dos niveis de oxigénio da agua, a mortalidade ¢
reduzida e o niimero de mudas é muito elevado (Clark, 1986).

Ao contrario do que foi verificado com a espécie Palaemon serratus (Coimbra et
al., 1985), na actual experiéncia néo se verificou uma indugdo da muda apds exposi¢do ao
ar seguida de imersdo em agua. A espécie Palaemon serratus mostrou que apos algumas
horas de emersdo sdo necessarios 7 a 10 dias de imersdo para que 80% dos animais entrem
nas fases de pré-muda (Coimbra et al., 1985). Igualmente, foi descrito para a espécie
Penaeus semisulcatus um grande nimero de mudas apds exposicdo a niveis baixos de
oxigénio dissolvido (hipoxia) (Clark, 1986). No presente trabalho, embora se tenham
verificado frequéncias de muda proximas dos 20%, apos 30 dias de experiéncia, estas ndo
foram superiores as registadas nos animais controlo. As fémeas capturadas por arrasto
expostas ao ar durante 144h (18,8%) e os machos, também capturados por arrasto,
expostos durante 120h (18,8%) apresentaram as frequéncias de muda mais clevadas. No
entanto, estes valores foram idénticos ou apenas ligeiramente superiores aos registados
pelos controlos (18,8% e 14,6%, respectivamente). Desta forma, a exposi¢do ao ar de
caranguejos Carcinus maenas por perfodos compreendidos entre 24h e 168h, com
consequente re-imersdo, ndo mostrou ser um método de indugdio da muda.

No que diz respeito as frequéncias de muda ¢ ainda possivel salientar o facto dos
caranguejos capturados por arrasto terem apresentado valores superiores aos caranguejos
capturados com nassas. Considerando o que ja foi referido anteriormente, isto ¢, que a
separagio dos caranguejos em duas artes de pesca resulta em dois grupos de animais com
proporgdes distintas dos diferentes estadios do ciclo da muda (ver pag. 55), € possivel

realgar que nesta experiéncia as duas artes de pesca originaram diferencas significativas
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nos resultados obtidos. Desta forma, no arrasto, onde existia uma maior diversidade de
animais nas fases de pds-muda (10,5%) e pré-muda (13,5%) (ver pag. 99), obteve-se
frequéncias de muda superiores em todos os tratamentos. Por sua vez, nas capturas com
nassas, maioritariamente constituidas por animais em intermuda (89,5%), observaram-se
frequéncias de muda muito baixas. Os resultados obtidos indicam que a escolha da fase da
muda em que o animal se encontra pode ser determinante para o sucesso da indugdo da

muda pelo método de exposic¢do ao ar.
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CAPITULO 4

Estudo do efeito da ablacdo dos pedinculos
oculares e de patas locomotoras na frequéncia de

muda do caranguejo verde Carcinus maenas
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1. INTRODUCAO

A hormona inibidora da muda (MIH), produzida e armazenada no complexo o6rgédo
X - glandula do seio (localizado nos pedtnculos oculares), é responsavel pela inibicdo do
ciclo da muda, quer controlando a sintese de ecdisona quer actuando nos receptores da 20-
OH-ecdisona. Desta forma, a ablagdo dos pedtnculos oculares e consequente redugéo dos
niveis de MIH pode criar as condi¢des propicias para que haja uma indugdio da muda,
resultando numa ecdisis precoce (Fingerman e Fingerman, 1974; Skinner e Graham, 1972;
Molyneaux e Shirley, 1988; Chu e Leong, 1991). Assim, altera¢des no ciclo da muda
devido a ablagdo dos PO ja foram observadas em Carcinus maenas e Gecarcinus lateralis
(Skinner e Graham, 1972), Uca pugilator (Fingerman e Fingerman, 1974), Paralithodes
camtschatica (Molyneaux e Shirley, 1988), Penaeus semisulcatus (Browdy e Samocha,
1985), Penaeus vannamei (Chan et al., 1990), Penaeus chinensis (Chu e Leong, 1991) e
Homarus americanus (Chang e Bruce, 1980; Koshio et al., 1989). No entanto, a aceleragéo
da muda apos ablacio dos PO ndo ¢ sistematicamente observada, salientando-se a
influéncia negativa do ciclo reprodutivo nas fémeas. Para além disso, a resposta a este tipo
de estimulo também estd dependente da fase de muda em que se encontra o animal e da
altura do ano em que se efectua a experiéncia (Fingerman, 1987; Lachaise ef al., 1993).

Os caranguejos possuem a capacidade de autotomizagéo (libertagdo voluntéria) de
qualquer membro que tenha sido danificado (Chu e Leong, 1991). A regeneracdo desse(s)
membro(s) realiza-se durante a intermuda, sendo no entanto necessario que o animal mude
de carapaca para que haja a expansdo do broto regenerativo imediatamente apos a
exuviagdo (McVean, 1976; Skinner e Graham, 1972). Tendo em conta este facto, diversos
autores (Fingerman ¢ Fingerman, 1974; McVean, 1976; Smith, 1990) defendem que a
regeneragdo do(s) membro(s) perdidos constitui um estimulo para a muda. A indugdo da
muda através da ablagdo de patas estd dependente do numero de patas autotomizadas e, a
semelhanga do que se passa com a ablagé@o dos PO, da fase da muda do animal e da altura
do ano em que se efectua a experiéncia (Fingerman e Fingerman, 1974; Smith, 1990; Chu
e Leong, 1991). A indugfo da muda através da autotomizag@o de patas locomotoras foi ja
registada em Uca pugilator (Fingerman e Fingerman, 1974), Penaeus chinensis (Chu e
Leong, 1991) e Orconectes limosus (Ruczkal-Pietrzak, 1981).

A conjugagdo dos dois tratamentos referidos anteriormente — ablagdo de

pedunculos oculares (PO) e autotomizagdo de patas locomotoras (PL) — tem conduzido a
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resultados contraditrios. Fingerman e Fingerman (1974), em experiéncias com o
caranguejo Uca pugilator, registou a inibi¢io da muda em animais em que se removeram
quer PO quer PL. Por sua vez, experiéncias realizadas com o Penaeus chinensis por Chu e
Leong (1991) e com Palaemon elegans por Webster (1986) indicam a existéncia de um
efeito aditivo dos dois tratamentos, isto ¢, os animais em que se removeram os PO e as PL
apresentaram ciclos de muda mais curtos do que os animais em que se aplicou qualquer um
dos tratamentos isoladamente.

Nesta experiéncia procurou-se avaliar os efeitos da ablagdo de pedunculos oculares

e/ou patas locomotoras no ciclo da muda do caranguejo Carcinus maenas.

2. MATERIAL E METODOS

Os tratamentos utilizados nesta experiéncia foram a ablagdio dos pedunculos
oculares e/ou de patas locomotoras. Para efectuar a ablagdo dos pedtnculos oculares
utilizou-se uma tesoura oftalmica, com a qual se retirou ambos os pedunculos. De seguida,
foi feita a cauterizacdo dos orbitaculos (utilizou-se um ferro de soldar) de forma a
minimizar a mortalidade por perda de hemolinfa ou por infecgéio. No que diz respeito as
patas, optou-se pela ablagdo de patas locomotoras, isto é, ndo responsaveis pela
alimentacdio (pingas), optando-se pela ablagdo das duas patas centrais (3. e 4.%
pereépodes) de cada um dos lados. Tendo em consideragio a capacidade de autotomia
(processo pelo qual o animal rejeita voluntariamente patas danificadas) evidenciada pelos
caranguejos, com uma tesoura ablou-se 2/3 da pata sendo o restante libertado pelo animal
voluntariamente. Também o articulo (basis ou basipédito) do qual é feita a autotomizagéo
da pata foi cauterizado com a ajuda do ferro de soldar, pelas mesmas razdes referidas
anteriormente.

Os animais foram alimentados com mexilhdo congelado em dias alternados,
excepto no periodo de fim-de-semana. Diariamente, excepto fins-de-semana, em todas as
caixas foi registado o nimero de animais mortos e o numero de animais que mudaram de
carapaga (mudas).

Esta experiéncia foi dividida em dois ensaios distintos: no ensaio A realizou-se o
estudo da indugfio da muda através da ablagdo dos pedunculos oculares e/ou patas

locomotoras considerando todos os grupos de estudo (MA, MN, FA e FN); no ensaio B da
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experiéncia apenas foram utilizados machos capturados com nassas aos quais se ablaram
patas locomotoras (MN-APL).

No ensaio A foram utilizados 663 animais, dos quais 140 MA, 139 FA, 144 MN e
240 FN. Para cada grupo de estudo/tratamento foram utilizadas 6 caixas: 2 de controlo
(C), 2 com ablagdo dos pedinculos oculares (APO) e 2 com ablag@o das patas locomotoras
(APL). No grupo de estudo fémeas/nassas colocaram-se 4 caixas extra, duas caixas para
controlo (C;) e duas que continham animais com ablagdo simultdnea de pedinculos
oculares e de patas locomotoras (APOPL). A referéncia a estas fémeas capturadas com
nassas e que foram sujeitas a ambos os tratamentos simultaneamente serd feita através da
utilizagdo do ntimero dois entre paréntesis logo apds a designagfio fémeas/nassas, isto para
as distinguir das fémeas/nassas utilizadas na ablagdo de pedinculos oculares ou patas
locomotoras isoladamente. Previamente a esta experiéncia, apos captura dos caranguejos,
realizou-se a identificagfo das fases da muda de uma sub-amostragem de caranguejos de
forma a obter-se as proporg¢des de cada um dos estadios da muda em cada uma das artes de
pesca utilizadas. Assim, os caranguejos capturados por arrasto apresentaram 17% de
animais em pés-muda (fases A e B), 74,0% em intermuda ( fase C), 4% em pré-muda
inicial (fases Dy e D) e 5% em pré-muda final (fases D, e Dj3). Por sua vez, os caranguejos
capturados através de nassas apresentaram 1% de animais em pds-muda, 90% em
intermuda, 8% em pré-muda inicial € 1% em pré-muda final. O primeiro ensaio decorreu
durante trinta dias, periodo em que se registou uma temperatura média da dgua de 16,45 +
0,82 °C, uma salinidade média de 31,75 + 1,49 %o e um valor médio de oxigénio dissolvido
de 7,33 £ 0,85 mg/L.

No ensaio B apenas foi estudado um grupo de estudo — Machos/Nassas. Para tal,
foram utilizados 144 animais MN, dos quais 48 (duas caixas) controlo e 96 (quatro caixas)
sujeitos a ablagfio de 4 patas locomotoras. Uma vez que se pretendeu, com este ensaio,
reproduzir os resultados verificados até ao 15° dia do ensaio A, optou-se por efectuar este
ensaio durante 20 dias. De forma semelhante ao realizado no ensaio A, efectuou-se a
identificagdo das fases da muda numa sub-amostragem de caranguejos para obter as
proporgdes de cada um dos estadios da muda na Unica arte de pesca utilizada neste ensaio
(nassas). Assim, os caranguejos utilizados neste ensaio apresentaram 1% de animais em
pdés-muda, 92% em intermuda, 7% em pré-muda inicial e 0% em pré-muda final. Nesse

periodo experimental, verificou-se uma temperatura média da agua de 14,82 + 1,04 °C,
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uma salinidade média de 29,93 + 2,18 %o e um valor médio de oxigénio dissolvido de 8,17
+ 0,64 mg/L.

No primeiro ensaio desta experiéncia foram considerados trés factores em estudo: o
sexo (machos e fémeas), a arte de pesca (arrasto € nassas) € o tratamento (ablagdo de PO e
PL). A andlise estatistica dos resultados foi efectuada através de uma ANOVA trifactorial
(ver pag. 71) em que o sexo, a arte de pesca ¢ o tratamento foram considerados factores
independentes e as taxas de mortalidade ou as frequéncias de muda o factor dependente.
Saliente-se que para efectuar a andlise estatistica, de forma a normalizar os dados, estes
foram transformados através do arcsen da raiz quadrada do factor dependente (arcsen (RQ
mortalidade ou muda)). No segundo ensaio, a andlise estatistica foi efectuada através de
uma ANOVA unifactorial, isto &, o factor independente foi o tratamento (ablagdo de patas
locomotoras) ¢ o dependente a taxa de mortalidade ou a frequéncia de muda. A ndo
utilizagiio dos outros factores (sexo e arte de pesca) deveu-se a que, neste segundo ensaio,

apenas foram utilizados caranguejos machos capturados com nassas.

3. RESULTADOS
Ensaio A

Neste primeiro ensaio foram avaliados os efeitos, ao nivel das taxas de mortalidade
e frequéncias de muda, de trés tratamentos (APO, APL ¢ APOPL) tendo em conta o sexo
dos caranguejos e a arte de pesca utilizada na captura dos mesmos (MA, MN, FA ¢ FN)

(Quadro 4.1).

Quadro 4.1: Resumo das taxas de mortalidade e frequéncias de muda obtidos nos animais controlo (C e C;) e
nos sujeitos aos diversos tratamentos (APO, APL e APOPL) segundo os quatro grupos de estudo (MA, FA,
MN e FN) apos 30 dias de experiéncia.

ARRASTO NASSAS
Mortalidades (médias) Maudas (médias) Mortalidades (médias) Mudas (médias)

Controlos ¢ Machos * Fémeas Machos® | Fémeas® Machos © Fémeas ° Machos © Fémeas °

Tratamentos [ No | 9% | N°| % |[N°| % |[N°| % |N°| % |N°| % [N°} % |N°| %
C 85 | 4792 | 3,0 11902 | 45 | 18,75 | 0,5 |2,08] 7,5 | 54,17 | 2,5 | 18,75 | 5,5 | 22,92 0,5 | 2,08
APO 1457708 | 15,5 | 90,15 | 40 | 16,67 | 0,0 | 0,00] 18,5 | 87,50 | 17,0 | 87,50 | 1,0 | 4.17 0,0 }0,00
APL 75 | 5833 | 8,5 | 63,83 | 1,5 | 625 | 0,5 [2,08]10,0| 72,92 | 80 | 52,08 | 50 20,83 | 0,5 2,08
Cy i | e e | e | e | e e e e ] e A4S | 3125 e | e 1,0 { 4,17
APOPL o | e [ e | e | e | e | o= | = ]20,0 (91,67 =~ | === | 00 |0,00

a - Total de 140 caranguejos b - Total de 139 caranguejos ¢ - Total de 144 caranguejos d - Total de 240 caranguejos



MORTALIDADE

Os menores valores de mortalidade foram registados nos caranguejos controlo de
cada um dos grupos de estudo. No entanto, no que diz respeito aos caranguejos machos,
esses valores foram relativamente elevados (machos/arrasto — 47,9%, machos/nassas —
54,2%) (Fig. 4.1). Apesar disso, os valores de mortalidade mostraram ser

significativamente inferiores aos registados nos tratamentos.

Figura 4.1: Taxas de mortalidade finais (ap6s 30 dias de experiéncia), de acordo com os grupos de estudo
(MA, MN, FA e FN), os controlo e os tratamentos testados (C — controlo; APO — ablagio pedinculos
oculares; APL - ablagio de patas locomotoras; APOPL - ablagdo de pedunculos oculares e patas
locomotoras).

O sexo, a arte de pesca e o tratamento sdo os factores em estudo no primeiro ensaio
desta experiéncia. As mortalidades registadas foram influenciadas de forma significativa
quer pelo sexo quer pelos diferentes tratamentos (ANOVA trifactorial, p<0.05) (Tab. 4.1).
Na globalidade, os caranguejos machos (66,3%) apresentaram uma taxa de mortalidade
significativamente superior & apresentada pelos caranguejos f€meas (55,2%) (Tab. 4.1).
Relativamente aos tratamentos, os animais em que se ablaram os pedunculos oculares
(APO) registaram mortalidades superiores aos animais em que se ablou as patas
locomotoras (APL), realgando-se o facto de ambos os tratamentos (APO e APL)
apresentarem taxas de mortalidade significativamente elevadas (Fig.4.2, Anexo XVI e

XVID).
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Tabela 4.1: Resumo da analise de varidncia (ANOVA) trifactorial — sexo, arte de pesca e tratamento - relativa
aos resultados da mortalidade (p<0,05 — azul - diferenca significativa).

Fonte de variag8o gl SQ MQ F valor P F critico
Sexo 1 0.08109 0,08109 505389 0,044149 4,74722
Arte 1 000772 0,00772 0,48083 0,501250 4,74722
Tratamento 2 129185 0,64592 40,2546 0,000005 3,88529
Sexo - Arte 1 0,04841 0,04841 3,01706 0,107967 4,74722
Sexo - Tratamento 2 0,19686 0,09843 613425 0,014616 3,88529
Arte - Tratamento 2 0,00079 0,00040 0,02477 0975583 3,88529
Sexo - Arte - Tratamento 2 0,01218 0,00609 0,37968 0,692015 3,88529
Erro 12 0,19255 0,01605
Total 23 1,83146
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Figura 4.2: Valores transformados de taxas de mortalidade (arcsen (RQ mort)) tendo em conta o sexo, a arte
de pesca e o tratamento. (C — controlo; APO - ablagéo de pedinculos oculares; APL - ablagdo de patas
locomotoras).

A taxa de mortalidade mais elevada foi registada nos caranguejos fémeas/nassas(2)
(ver pag. 112) em que se ablou pedinculos oculares (PO) e patas locomotoras (PL)
simultaneamente (91,7%). A utilizagdo dos dois tratamentos — ablagdo de PO e PL —em
simultdneo conduziu a uma mortalidade bastante elevada, verificando-se um elevado

namero de mortos apods o inicio da experiéncia, aumentando bastante ao longo do periodo
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experimental. Em todos os grupos de estudo foram registadas mortalidades
significativamente superiores nos animais aos quais se ablou os PO relativamente aos que
se ablou as PL (Tab. 4.2, Anexo XVI e XVII). No entanto, também os caranguejos que
foram sujeitos a ablagcdo de PL apresentaram valores de mortalidade bastante elevados
(Fig. 4.1). Efectivamente, as taxas de mortalidade dos animais sem PO variou entre 77%
(MA) e os 90% (FA), enquanto que a ablag@io de PL originou mortalidades entre 52% (FN)
e 73% (MN) (Fig. 4.1).

MuDAS

Os caranguejos controlo dos machos, quer capturados por arrasto (18,8%) quer por
nassas (22,9%), apresentaram frequéncias de muda bastante superiores as apresentadas
pelos controlos das f€meas (2,1% em ambas as artes de pesca).

As frequéncias de muda, comparadas tendo em conta o sexo, a arte de pesca € o
tratamento, permitiram constatar que apenas o sexo as influencia de forma significativa
(ANOVA trifactorial, p<0.05) (Tab. 4.3). Na generalidade, os caranguejos machos (entre
13 e 15%) sujeitos aos diferentes tratamentos registaram frequéncias de muda mais

elevadas do que os caranguejos f€meas (entre 1 ¢ 2%) (Tab. 4.3).

Tabela 4.3: Resumo da andlise de varidncia (ANOVA) trifactorial — sexo, arte de pesca e tratamento - relativa
aos resultados das mudas (p<0,05 — azul - diferenga significativa).

Fonte de variagio gl SQ MQ F valor P F critico
Sexo 1 0,49185 049185 20,83804 0,000649 4,74722
Arte 1 0,00186 0,00186 0,07865 0,783915 4,74722
Tratamento 2 0,07516 0,03758 1,59207 0,243638 3,88529
Sexo - Arte 1 0,00186 0,00186 0,07865 0,783915 4,74722
Sexo - Tratamento 2 0,01648 0,00824 0,34911 0,712245 3,88529
Arte - Tratamento 2 0,08206 0,04103 1,73829 0,217288 3,88529
Sexo - Arte - Tratamento 2 0,08206 0,04103 1,73829 0,217288 3,88529
Erro 12 0,28324  0,02360
Total 23 1,03457

As menores frequéncias de muda foram registadas nos caranguejos com ablagédo
dos PO (entre 0,0% e 4,2%), com excepgdo dos machos/arrasto onde a menor frequéncia

de muda foi registada nos caranguejos aos quais se ablou quatro PL (6,2%) (Fig. 4.4).
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Salienta-se ainda que, nas fémeas/nassas(2) as quais se ablou simultaneamente os PO e as
PL, ndo se registaram quaisquer mudas (0%) (Fig. 4.5). Nos primeiros 15 dias deste ensaio,
a variagio da frequéncia de muda dos caranguejos machos/nassas com ablagdo de PL
apresentou um rapido crescimento (21,7%), estagnando em seguida até ao final do ensaio.
No entanto, no final do ensaio, a frequéncia de muda dos caranguejos deste grupo de

estudo com ablagfio de PL ndo mostrou diferengas significativas (Fig. 4.6).
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Figura 4.4: Valores transformados de frequéncias de muda (arcsen (RQ mudas)) tendo em conta o sexo, a
arte de pesca e o tratamento. (C — controlo; APO - ablagio de pedinculos oculares; APL - ablagdo de patas
locomotoras).
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Figura 4.5: Frequéncias de muda finais (apds 30 dias de experiéncia), de acordo com os grupos de estudo
(MA, MN, FA e FN), os controlo e os tratamentos testados (C — controlo; APO — ablagio pedinculos
oculares; APL - ablago de patas locomotoras; APOPL — ablagdo de pedinculos oculares e patas
locomotoras).
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Figura 4.6: Variacfo das frequéncias de muda, ao longo de 30 dias de experiéncia, dos machos capturados
com nassas € sujeitos a ablagfo de pedinculos oculares (APO) e ablagfo de patas locomotoras (APL).

Ensaio B

Os resultados neste segundo ensaio foram obtidos com caranguejos do grupo de
estudo machos/nassas aos quais se ablaram patas locomotoras (PL) (Quadro 4.2). Este
ensaio teve como objectivo tentar reproduzir os resultados obtidos com este grupo de
estudo e com este tratamento, que apresentou um crescimento acentuado da frequéncia de

muda (0% até 21,7%) até ao 15° dia do ensaio A.
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Quadro 4.2: Resumo das taxas de mortalidade e frequéncias de muda obtidos nos machos/nassas controlo e
sujeitos a tratamento (APL), ap6s 20 dias de experiéncia.

NASSAS
Mortalidades (médias) Mudas (médias)
Controlo e Machos * Machos *
Tratamento N° %, N° %
C 1.5 6,25 0.0 0,00
APL 2.3 9,38 03 1,04

a - Total de 140 caranguejos.

MORTALIDADE

Neste ensaio os machos/nassas, quer controlo quer com ablagdo de PL registaram
taxas de mortalidade médias baixas (6,2% ¢ 9,4%, respectivamente) (Quadro 4.2 ¢ Fig.

4.7).

o Mortalidade B Mudas

Figura 4.7: Taxas de mortalidade e frequéncias de muda finais (apés 20 dias de experiéncia) dos
machos/nassas controlo (C) e com ablagdo de patas locomotoras (APL).

MUDAS

No que diz respeito & frequéncia de muda, os valores registados para os animais
com ablagio de PL foi de 1,0% (Fig. 4.7). Devido ao reduzido niimero de mudas, ndo
houve variagdes na frequéncia de muda dos caranguejos sujeitos ao tratamento

anteriormente referido, ndo se registando resultados semelhantes aos do ensaio A.
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4. DISCUSSAO
MORTALIDADE

Uma vez que o caranguejo verde se apresenta como uma espécie bastante
resistente, possuindo por isso uma elevada capacidade de adaptacdo a condigdes
ambientais adversas (Herreid, 1980), ndo seriam de esperar valores de mortalidade t&o
elevados nos caranguejos controlo (entre 18,7 e 47,9%). De todos os grupos de estudo
salienta-se o factos dos caranguejos controlo machos/nassas ter registado uma taxa de
mortalidade bastante elevada (55,3%).

No ensaio A verificou-se que os animais em que se ablou os pedunculos oculares
(APO) apresentaram taxas de mortalidade mais elevadas (entre 77,1 a 91,3%)
relativamente aos animais com ablagdo de patas locomotoras (APL), em ambos os sexos. A
ocorréncia de taxas de mortalidade elevadas em animais com o ablagdo de ambos os
pedinculos oculares foram também registadas nas experiéncias realizadas por Molyneaux
e Shirley (1988) com o caranguejo Paralithodes camtschatica (69%) e por Chu e Leong
(1991) com o camardo Penaeus chinensis (81%). Nas experiéncias realizadas com o
camardo Penaeus chinensis registou-se ainda que, ao fim de 30 dias de experiéncia, os
animais com ablagfio simultdnea dos pedunculos oculares e das patas locomotoras
apresentavam taxas de mortalidade bastante elevadas (89%) (Chu e Leong, 1991). Facto
também observado no ensaio A, onde a taxa de mortalidade mais elevada foi registada nas
FN em que se ablou os pedunculos oculares e as patas locomotoras (APOPL) (91,67%).
Nos animais em que se ablou as patas locomotoras registaram-se taxas de mortalidade
relativamente elevadas (56,8 a 76,1%), o que ndo coincide com os resultados obtidos por
Chu e Leong (1991) para a espécie Penaeus chinensis com ablacdo de patas (18%).

O ensaio B foi realizado com o intuito de tentar reproduzir os resultados registados
nos machos/nassas com ablagdo de patas locomotoras do ensaio A, especialmente no que
diz respeito a frequéncia de muda. Uma vez que o ensaio B foi uma repeti¢éo do ensaio A,
apenas para um grupo de estudo (MN) e um tratamento (APL), ¢ possivel comparar as taxas
de mortalidade e as frequéncias de muda em cada um dos ensaios (Fig. 4.7). Relativamente
aos caranguejos MN controlo, €é possivel aferir que no ensaio B se obteve 6,2% de
mortalidade, enquanto que no ensaio A se registou 27,1%. Por sua vez, os caranguejos MN
com ablagfio de patas locomotoras registaram valores de mortalidade de 9,4% e 47,8% para

o ensaio B e A, respectivamente (Fig. 4.7). Assim, como ¢ facilmente visivel, as
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mortalidades registadas no primeiro ensaio foram muito superiores as registadas no ensaio

B (Fig. 4.7).

o Mortalidade m Mudas

Figura 4.7: Comparago das taxas de mortalidade e frequéncias de muda finais (ap6s 20 dias) dos
machos/nassas (MN) controlo e com ablagio de patas locomotoras, do ensaio A e B desta experiéncia.

MUDAS

No ensaio A, as frequéncias de muda nos caranguejos controlo salientaram-se pela
diferenca apresentada entre os caranguejos machos (arrasto — 18,7%; nassas — 22,9%) e as
fémeas (ambos 2,1%). Apesar desta diferenga, as frequéncias de muda registadas em
ambos 0s sexos no ensaio A foram superiores aos registados com o caranguejo Uca
pugilator num estudo realizado por Fingerman e Fingerman ( 1974), no qual os animais
controlo nfio apresentaram qualquer muda ao longo dos 37 dias de experiéncia.

No ensaio A, os machos/nassas com ablagdo das patas locomotoras (20,8%) foram
0s que registaram a frequéncia de muda mais elevada, seguindo-se 08 machos/arrasto com
ablacdo de pedinculos oculares (16,7%). As fémeas, sujeitas a ambos os tratamentos
apresentaram frequéncias de muda muito baixas (entre 0 ¢ 2,1%), sendo sempre nulas
quando sujeitas a ablagdio dos pedinculos oculares (0%). Apds 31 dias de experiéncia, num
estudo realizado por Fingerman e Fingerman (1974), em que se ablou quatro patas
locomotoras a caranguejos Uca pugilator, registou-se uma frequéncia de muda (12,5%)

inferior a registada nos machos/nassas do ensaio A sujeitos ao mesmo tratamento.
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No que diz respeito aos machos/arrasto, os caranguejos com ablagdo dos
pedunculos oculares (16,7%) apresentaram uma frequéncia de muda superior aos com
ablagdo das patas locomotoras (6,2%). Por outro lado, os machos/nassas apresentam
frequéncias de muda superiores nos animais com abla¢do de patas locomotoras, tendo o
numero de mudas progredido rapidamente nos primeiros quinze dias do ensaio (0% =
21,7%) e estagnando até ao final do mesmo. A frequéncia final dos MN com ablagfo das
patas (21,7%) acabou por ser inferior a registada no controlo (23,4%).

Considerando os valores de frequéncias de muda registados quer no ensaio A desta
experiéncia quer em estudos realizados por diversos autores (Fingerman e Fingerman,
1974; Skinner e Graham, 1972; Chu e Leong, 1991), conclui-se que as frequéncias de
muda obtidas no ensaio B desta experiéncia sdo muito inferiores ao esperado.

Como ja foi referido anteriormente, o objectivo do ensaio B era reproduzir os
melhores resultados obtidos no ensaio A no que diz respeito as frequéncias de muda, isto é,
utilizaram-se animais machos capturados com nassas (MN) e ablaram-se quatro patas
locomotoras (APL). A frequéncia de muda dos MN controlos no ensaio B foi nula (0%),
enquanto que no ensaio A se havia registado uma frequéncia de muda de 13,9%, até ao 20°
dia de experiéncia (Fig. 4.7). Relativamente aos caranguejos MN com ablag¢do de patas
locomotoras (APL) registaram-se valores de 21,7% ¢ 1,0% para o ensaio A ¢ B da
experiéncia, respectivamente (Fig. 4.7). No ensaio A, a frequéncia de muda dos MN com
ablagdo de patas locomotoras apresentou um crescimento acentuado nos primeiros 15 dias
de experiéncia. Considerando este facto, pretendeu-se no ensaio B repetir esse mesmo
resultado, o que ndo veio a acontecer, registando-se frequéncias de muda quase

nulas(1,0%) (Fig. 4.8).
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Figura 4.8: Comparagio da variagdo das frequéncias de muda nos machos/nassas com ablagio de patas
locomotoras, no ensaio A e B da experiéncia, ao longo de 20 dias de experiéncia.

As diferengas registadas entre as frequéncias de muda do ensaio A ¢ B nos
machos/nassas com ablagdo de patas locomotoras podera dever-se as diferencgas registadas
nos parametros fisico-quimicos da 4gua em cada um dos ensaios. Por exemplo, no ensaio B
da experiéncia a temperatura média da agua foi cerca de 1,5°C inferior a registada no
ensaio A. De igual forma, também a salinidade média registada em cada um dos ensaios
foi inferior em cerca de 2%o no ensaio B relativamente ao ensaio A. Para além disso,
também a prépria qualidade da 4gua utilizada, pois esta era retirada de um tanque
pertencente a uma piscicultura, podera ter interferido nos resultados. Finalmente, um outro
factor podera ter contribuido para que se registasse esta disparidade de frequéncias de
muda — o fotoperiodo ndo foi um parametro controlado, havendo uma constante altera¢@o
dessa mesma luminosidade pois a movimentagdo das caixas era feita diariamente, isto
porque a necessidade de registar os mortos ¢ as mudas assim o exigia. S8o varios os
autores (Mattson, 1986; Koshio et al., 1989; Chang, 1995; Guerin e Stickle, 1997) que
indicam o fotoperiodo como um dos factores que pode influenciar o momento da

exuviacdo.
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CAPITULO 5

Estudo do efeito da injec¢io da hormona da
muda activa (20-OH-ecdisona) e de algumas
substincias quimicas na frequéncia de muda do

caranguejo verde Carcinus maenas
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1. INTRODUCAO

O controlo do ciclo da muda € efectuado de forma directa pela hormona da muda
activa — 20-hidroxiecdisona (20-OHE). Esta hormona actua sobre os tecidos epidérmicos
e sobre o hepatopancreas de forma a iniciar a preparagdo da exuviacéo, podendo também
inibir a libertagdo da hormona inibidora da muda (MIH) pela glandula do seio.

Experiéncias de injecgio da 20-OHE em diversas espécies de crustaceos
apresentaram diferentes resultados no que diz respeito a indugdo da muda. A injeccio
desta hormona em lavagantes Homarus americanus, nas fases finais da pré-muda,
provocou um retardamento da exuviagdo. Contrariamente, a injecg@o dessa mesma
hormona nas fases iniciais da pré-muda provocou uma indugio da exuviagdo (Cheng e
Chang, 1991). Juvenis de lagostas Panulirus longipes foram submetidos a injecgdes em
diferentes fases do ciclo da muda, apresentando resultados distintos consoante a fase.
Entre as varias experiéncias efectuadas salienta-se o facto da dupla injecg¢éio (2 injecgdes
em dois dias consecutivos) no final da intermuda (C,) resultar na diminuigdo da duragfio
da pré-muda e do ciclo da muda total. No entanto, a injeccdo de 20-OHE em animais em
fases intermédias da intermuda (C;-C;), provoca a diminui¢do da intermuda mas também
um aumento da duragio da pré-muda (Dall e Barclay, 1977). Por sua vez, a injecgdo de
20-OHE em Penaeus vannamei, na fase C; da intermuda, permitiu a diminui¢do da
duracdio da intermuda e da pré-muda inicial. No entanto, a injecgdo destes animais
provocou também um aumento das taxas de mortalidade (Chan ef al, 1990). Uma
experiéncia realizada com Carcinus maenas mostrou que caranguejos injectados com
duas injecg¢des (com 24 horas de intervalo) de ecdisona (hormona da muda) induziu
exuviagdes precoces em 66% dos animais. Ainda nesta experiéncia foi possivel averiguar
que a exuviagdo ocorreu cerca de 13 a 14 dias apds a Ultima injecgdo (Bazin, 1977).

Para além da hormona da muda activa (20-OHE), diversos outros compostos
quimicos apresentam caracteristicas que lhes permitem influenciar o ciclo da muda. A p-
clorofenilalanina (PCPA) e a ciproheptadina (CPH) apresentam uma acg¢io de inibi¢do
sobre a 5-hidroxitriptamina (5-HT), que por sua vez estimula a libertagdo da hormona
inibidora da muda (MIH). Assim, quer a PCPA (inibidora da produgéo de 5-HT) quer a
CPH (antagonista da 5-HT) podem exercer uma influéncia inibidora indirecta sobre a
MIH e, consequentemente, induzir a muda. O efeito indutor da muda destes compostos

foi comprovado na espécie Cancer antennarius (Mattson e Spaziani, 1986a). A dimetil-
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B-propiotenina (DMPT) e a dimetilacetotenina (DMT) s@io compostos com os quais foi
comprovada a aceleragio do crescimento de diversos peixes, assim como a capacidade
de induzir a muda no crusticeo Palaemon paucidens (Nakajima, 1991). Finalmente,
também o fenoxicarbe, regulador do crescimento dos insectos, podera exercer influéncia
no ciclo de crescimento dos crustidceos, devido as semelhangas dos ciclos de
crescimento dos insectos e crusticeos (Lachaise et al., 1993; Grenier e Grenier, 1993).
Nesta experiéncia procurou-se avaliar os efeitos, sobre as taxas de mortalidade e
as frequéncias de muda, da injecgfo isolada da hormona da muda activa ou da sua
injecgfio em conjunto com outros estimulos e a injec¢@io de outras substancias quimicas

com influéncia directa ou indirecta no ciclo da muda do caranguejo Carcinus maenas.

2. MATERIAL E METODOS

Todos os animais nesta experiéncia foram capturados com rede de arrasto (A),
tendo sido, posteriormente, separados consoante o sexo - machos (M) e f€meas (F).

Os caranguejos foram sujeitos a varios tratamentos através da injec¢do de
diferentes compostos quimicos, tendo havido também, num dos tratamentos, a ablagdo
dos pedunculos oculares. As injec¢des foram efectuadas usando uma microseringa
“Hamilton Microliter Syringe” com 10 pl de capacidade méaxima. A injec¢do foi dada na
base do segundo pereidpode (perna locomotora apds a pinga), do lado esquerdo do animal
quando este era colocado com a face ventral para cima. Quando indicado, os pedinculos
oculares foram ablados com a ajuda de uma tesoura oftalmica. Depois, efectuou-se a
cauterizagdo dos orbitidculos com um ferro de soldar para minimizar a mortalidade devido
a perda de hemolinfa ou infecgéo.

Os animais foram alimentados com mexilhdo congelado a cada 3-4 dias,
dependendo da comida ingerida. Diariamente, em todas as caixas, o numero de animais
mortos e o nimero de animais que mudaram o exosqueleto (mudas) foram registados.

Esta experiéncia foi dividida em dois ensaios distintos (A e B), sendo que a
principal diferenga entre eles foi as diferentes concentragdes dos compostos quimicos
testados.

Em ambos os ensaios foram considerados dois controlos diferentes. O controlo 1

(C)) era constituido por duas caixas (48 caranguejos) onde os animais estavam intactos. O
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controlo 2 (C,), também com duas caixas (48 caranguejos), era constituido por animais
injectados com a solugdo Pantin (solugdo onde todos os compostos quimicos a testar
foram preparados). Esta solugfo fisiologica - solug@io de Pantin (4gua do mar artificial) —
foi preparada segundo Hoar e Hickman (1978) (solugdo composta por NaCl, KCI, CaCl,,
MgCl,, NaHCO;, NaSO,4 e NaBr) (William e Cleveland, 1978). Além das caixas de
controlo, para cada situagdo de estudo, foram preparadas 4 caixas (96 caranguejos)
contendo animais sujeitos a um determinado tratamento.

No ensaio A da experiéncia foram utilizados 1344 animais, sendo 672 machos e
672 fémeas. Uma amostra aleatéria de 50 animais utilizados nesta experiéncia permitiu
determinar o seu peso médio (22,93 £ 9,60 gr) e o seu comprimento médio (4,54 £ 0,67
cm). Para além disso, permitiu também identificar a propor¢do de cada um dos estadios
do ciclo da muda nos caranguejos, capturados por arrasto, utilizados neste ensaio: pds-
muda — 0%; intermuda - 82%; pré-muda inicial — 18%; pré-muda final — 0%. No
tratamento 1 (T;) os caranguejos foram injectados com 20-hidroxiecdisona (20-OHE) (0,1
mg/mL), no tratamento 2 (T,) foram injectados com 20-OHE (0,1 mg/mL) e os
pedunculos oculares foram ablados, no tratamento 3 (T3;) foram injectados com uma
solugdo com 20-OHE (0,1 mg/mL) e p-clorofenilalanina (PCPA) (0,2 mg/mL), no
tratamento 4 (T,;) foram injectados com uma solugdo com 20-OHE (1 mg/mL) e
ciproheptadina (CPH) (0,3 mg/mL), no tratamento 5 (Ts) foram injectados com uma
solu¢io com dimetil-B-proprionina (DMPT) (10,8 pg/mL) e no tratamento 6 (T¢) foram
injectados com uma solugdio com dimetilacetonina (DMT) (10,0 pg/mL) (Quadro 5.1).
Sete dias apOs o inicio da experiéncia os caranguejos foram novamente injectados com
solugdes contendo concentragdes mais elevadas dos compostos atras referidos, com
excepglo para as solugdes com PCPA e CPH em que se mantiveram as concentragdes
utilizadas na primeira injec¢do. Deste modo, as concentragdes dos diferentes compostos

quimicos nas segundas injec¢des foram 20-OHE - 1 mg/mL, DMPT-21,6 pg/mL ¢ DMT-

20,0 pg/mL (Quadro 5.1). O ensaio A da experiéncia decorreu durante vinte e oito dias.
Durante o periodo experimental registou-se uma temperatura média da dgua de 18,48 +
1,70 °C, uma salinidade média da dgua de 36,98 £ 0,66 %o € um contetido médio da 4gua

em oxigénio dissolvido de 6,98 + 0,90 mg de O,/L
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Quadro 5.1: Resumo das substncias injectadas e respectivas concentra¢des, de ambas as injecgdes, no
ensaio A desta experiéncia.

Controlos e Substincia (s) injectadas Concentracdes (volume injectado = 10 pL)

Tratamentos Hormona activa | Outros quimicos 1* Injecgdio (Dia 0) 24 Injecgdo (Dia 7)

Controlo 1 (Cy) e e B B B s

Controlo2 (C;) | ====e- Solugdo Pantin e e T B el BEESSES
Tratamento 1 (T) 20-OHE e 0,1 mg/mL e I mg/mlL | e
Tratamento 2 (T) 20-OHE APO * 0,1 mg/mL e 1 mg/mL e
Tratamento 3 (T3) 20-OHE PCPA 0,1 mg/mL | 0,2 mg/mL 1 mg/mL | 0,2 mg/mL
Tratamento 4 (T4) 20-OHE CPH 0,1 mg/mL | 0,3mg/mL | 1 mg/mL | 0,3 mg/mL
Tratamento 5 (Ts) ammeem DMPT emeen 10,8 pg/mL e 21,6 png/mL
Tratamento 6 (Te) P DMT | e 10,0 pg/ml. i 20,0 pg/mL

* . No tratamento 2 ambos os pedunculos oculares foram ablados.

No ensaio B foram utilizados 1344 animais, dos quais 672 eram machos e 672
eram fémeas. Uma amostra aleatéria de 50 animais utilizados nesta experiéncia permitiu
determinar o seu peso médio (19,54 + 7,34 gr) e o seu comprimento médio (4,35 £ 0,55
cm). As proporgdes dos diferentes estadios da muda foram também obtidas a partir da
referida amostra. Assim, os caranguejos utilizados neste ensaio foram todos capturados
por arrasto e apresentavam a seguinte propor¢do de estadios do ciclo da muda: pés-muda
— 0%; intermuda - 90,0%; pré-muda inicial — 10,0%; pré-muda final — 0%). O T}, injec¢do
de 20-OHE exégena, ndo foi efectuado no ensaio B porque se optou, com base nos
resultados do ensaio A, pela utilizagio de mais que um estimulo. No T, os caranguejos
foram injectados com 20-OHE (1 mg/mL) e ambos o pedinculos oculares foram ablados
(neste ensaio, ndo se efectuou a cauterizagdo dos orbitaculos), no T; foram injectados com
uma solu¢éio com 20-OHE (1 mg/mL) ¢ PCPA (0,4 mg/mL), no T4 foram injectados com
uma solucio com 20-OHE (1 mg/mL) e CPH (0,6 mg/mL), no Ts foram injectados com
uma solu¢do com DMPT (21,6 pg/mL), no T foram injectados com uma solugdo com
DMT (20,0 pg/mL) e no T7 foram injectados com uma solugdo com fenoxicarbe (10
mg/ml) (Quadro 5.2). Cinco dias apds o inicio deste segundo ensaio, os caranguejos
foram novamente injectados com solugdes com concentragdes mais elevadas dos
compostos inicialmente infectados, com excepgdo para a 20-OHE e o fenoxicarbe. Deste
modo, as concentragdes utilizadas nesta segunda injecg¢do foram PCPA - 2 mg/mL, CPH -
3 mg/mL, DMPT - 216 pg/mL e DMT - 200 pg/mL (Quadro 5.2). O ensaio B da

experiéncia estendeu-se por vinte e seis dias. Este ensaio foi planeado para durar 28 dias
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(igualando o periodo do ensaio A), no entanto, uma falha eléctrica na estagdo
experimental, originou uma elevadissima mortalidade. Para evitar a influéncia deste
problema nos resultados obtidos, optou-se por considerar os resultados do ensaio B s6 até
ao 26° dia de experiéncia. Durante o periodo experimental registou-se uma temperatura
média da agua de 13,98 £ 1,06 °C, uma salinidade média da agua de 28,09 + 2,45 %o e um

contetido médio da 4gua em oxigénio dissolvido de 7,63 + 0,57 mg de O,/L

Quadro 5.2: Resumo das substincias injectadas e respectivas concentrac¢des, de ambas as injecgdes, no
ensaio B desta experiéncia.

Controlos e Substincia (s) injectadas Concentra¢des (volume injectado = 10 pL)
Tratamentos Hormona activa | Outros quimicos 12 Injecgdio (Dia 0) 2" Injecgdo (Dia 5)
Controlo 1 (Cy) ———e ——— B ————e —— ——
Controlo 2 (Cy) ——— Solugdo Pantin | ——-- —— —_— |
Tratamento 2 (T,) 20-OHE APO * 1 mg/mL — 1 mg/mL —_—
Tratamento 3 (T5) 20-OHE PCPA I mg/mL 04mg/mlL | 1 mg/mL | 2mg/mL
Tratamento 4 (T4) 20-OHE CPH 1 mg/mL 0,6 mg/mL | 1 mg/mL 3 mg/mL
Tratamento 5 (Ts) R — DMPT Img/mL | 21,6 pg/mL | 1 mg/mL | 216 pg/mL
Tratamento 6 (Ts) — DMT —_— 20,0 pg/mL — 200 pg/mL
Tratamento 7 (T7) — Fenoxicarbe ——— 10 mg/mL ———- 10 mg/mL

* - No tratamento 2 ambos os pedinculos oculares foram ablados.

Em ambos os ensaios desta experiéncia foram considerados apenas dois factores:
o sexo (machos e f€meas) e o tratamento (injeccdo de diversos compostos). A analise
estatistica dos resultados foi efectuada através de uma ANOVA bifactorial (ver pag. 71)
em que o sexo e o tratamento foram considerados factores independentes e as taxas de
mortalidade ou as frequéncias de muda o factor dependente. De forma a normalizar os
dados, foi necessario transformar os valores referentes as mortalidades e mudas através do

arcsen da raiz quadrada do factor dependente (arcsen (RQ mortalidade ou muda)).

3. RESULTADOS
Ensaio A

Neste ensaio avaliou-se as taxas de mortalidade e frequéncias de muda tendo em

conta os dois grupos de estudo (machos/arrasto (MA) e fé€meas/arrasto (FA)) e os
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diferentes tratamentos efectuados (injecgdo de diferentes compostos quimicos) (Quadro

5.3).

Quadro 5.3: Resumo das taxas de mortalidade e frequéncias de muda obtidos consoante os diferentes
grupos de estudo (MA e FA) e os diferentes tratamentos, no ensaio A, apos 28 dias de experiéncia.

ENSAIO A
Mortalidades (médias) Mudas (médias)
Controlos ¢ Descricao dos Machos/Arrasto | Fémeas/Arrasto | Machos/Arrasto | Fémeas/Arrasto
tratamentos Tratamentos NZ° % N.° % N.° % N© 9%
Cl* e 14,00 58,33 16,00 | 66,67 | 1,00 4,17 1,50 6,25
C2* (solugdio Pantin) | 20,50 85.42 22,50 | 93,75 | 1,00 4,17 0,50 2,08
T1 ** 20-OHE 23,00 95,83 2200 | 91,67 | 025 1,04 0,50 2,08
T2 ** 20-OHE + APO | 23,50 97,92 24,00 | 100,0 { 0,00 0,00 0,50 2,08
T3 ** 20-OHE + PCPA | 21,50 89.58 19,50 | 81,25 | 025 1,04 1.25 521
T4 ** 20-OHE +CPH | 20,75 86,46 21,75 | 90,63 | 0,50 2,08 2,50 10,42
TS5 ** DMPT 2225 92,71 21,25 | 88,54 | 0,75 3,13 1,25 5,21
T6 ** DMT 2225 92,71 21,00 | 87,50 | 0,50 2,08 1,50 6,25
T7 ** Fenoxicarbe — ———— — e — — — —

* . Total de 48 caranguejos.
** . Total de 96 caranguejos.

MORTALIDADE

Nesta experiéncia, quer no ensaio A quer no B, foram utilizados dois grupos
controlo, o C; constituido por animais nio manipulados e o C, por caranguejos nos quais
foi injectada a solugfio Pantin (soro fisiologico utilizado como meio de dissolugdo dos
compostos a testar). O C; teve como objectivo avaliar a incidéncia, quer na mortalidade
quer nas mudas, da injec¢@io da solugdo Pantin (C,). Por sua vez, o segundo controlo (C,)
funcionou como termo de comparagdo relativamente aos diferentes tratamentos
efectuados. Com isto pretendeu-se retirar o efeito da injec¢do necessaria para introduzir
no animal as substancias a testar.

Apesar de se terem registado valores superiores ao esperado, quer os caranguejos
machos quer os fémeas ndo manipulados (C;) apresentaram taxas de mortalidade
inferiores aos caranguejos injectados com solugdo Pantin (C,). Os animais controlo ndo

manipulados (C;) registaram valores significativamente inferiores aos controlo 2
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(caranguejos injectados com solugdo Pantin) e a todos os tratamentos efectuados (Fig. 5.1

e5.2).

6% 98% 100%

85% [

90% g, 3% 93% 946 92%

0y
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81% :
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. “ il

Figura 5.1: Taxas de mortalidade finais (apés 28 dias de experiéncia) nos controlos (C; e C,) e nos
tratamentos testados (T, — injecgdo de 20-OHE; T, - injecgdo de 20-OHE e ablagdo dos pedunculos
oculares; T - injecgiio de 20-OHE e PCPA; T, - injecgéo de 20-OHE e CPH; Ts - injecgio de DMPT; T -
injecgdio de DMT) de ambos os grupos de estudo (MA e FA), no ensaio A.

Uma vez que todos os animais utilizados neste ensaio foram capturados por
arrasto, apenas dois factores — sexos ¢ tratamentos — foram comparados no que diz
respeito as taxas de mortalidade, registando-se apenas diferengas significativas nos
diferentes tratamentos utilizados (ANOVA bifactorial, p<0.05) (Tab. 5.1). Das taxas de
mortalidade dos diferentes tratamentos realga-se, em ambos os sexos, as registadas nos
caranguejos que foram sujeitos simultancamente & injecgdo de 20-hidroxiecdisona e a
ablagiio de pedtinculos oculares (T2) (machos — 97,9%; fémeas — 100%), as quais se
mostraram significativamente superiores as dos restantes tratamentos (Fig. 5.2 ¢ Anexo

XVII).
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Tabela 5.1; Resumo da andlise de varidncia (ANOVA) bifactorial — sexo e tratamento - relativa as taxas de

mortalidade do ensaio A (p<0,05 — azul ~ diferenca significativa).

Fonte de variagdo  g.l. SQ MQ F valor P F critico
Sexo 1 0,00309 0,00309 0,26231 0,61135 4,08474
Tratamenio 7 1,18613 0,16945 14,39969 0,00000 2,24902
Sexo - Tratamento 7 0,14240 0,02034 1,72880 0,12983 2,24902
Erro 40 0,47070 0,01177
Total 55 1,80232
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Figura 5.2: Valores transformados de taxas de mortalidade (arcsen (RQ mort)) tendo em conta o sexo e 0
tratamento, no ensaio A. (C, — controlo 1; C, — controlo 2; T, — injecgo de 20-OHE; T, - injec¢do de 20-
OHE e ablagio dos pedunculos oculares; T; - injecgfio de 20-OHE e PCPA; T, - injec¢do de 20-OHE e
CPH; T; - injeccio de DMPT; Ty - injecgfio de DMT).

Na generalidade, quer nos machos quer nas fémeas, todos os tratamentos (injec¢&o
dos diversos compostos quimicos) registaram taxas de mortalidade extremamente
elevadas, variando entre os 80% e os 100% (Fig. 5.1). No que diz respeito aos tratamentos
com taxas mais elevadas, constatou-se que os caranguejos em que se injectou a 20-OHE e
se ablou os pedinculos oculares (T;) apresentaram mortalidades significativamente
superiores a todos os outros tratamentos. Para tal contribui as taxas de mortalidade para o

T, registadas nos caranguejos machos (98%) e nas fémeas (100%) (Fig. 5.1). Realga-se,
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finalmente, que as fémeas em que se injectou 20-OHE e PCPA (T3) registaram a taxa de

mortalidade (81,2%) mais baixa de todos os tratamentos.

MUDAS

No que diz respeito as frequéncias de muda, apenas o sexo, dos dois factores em
estudo (sexo e tratamentos), interferiu de forma significativa nos resultados obtidos
(ANOVA bifactorial, p<0.05) (Tab. 5.2). Facto que ¢ explicado pelas frequéncias de
muda superiores registadas nas fémeas relativamente aos machos em todos os tratamentos
efectuados (Fig. 5.3 e 5.4). Nas fémeas, realga-se a frequéncia de muda registada no T4
(injecgdio de 20-OHE e CPH) (10,4%), a qual foi superior, embora nfo de forma
significativa, as frequéncias de muda observadas nos outros tratamentos. Nos caranguejos
machos, realca-se o T, (injecgiio de 20-OHE e ablag@io de pedunculos oculares) onde ndo
se registou qualquer muda e o facto de todos os outros tratamentos apresentarem
frequéncias de muda bastante baixas (Fig. 5.3 e 5.4). Nos machos, a frequéncia de muda
mais elevada foi registada nos caranguejos injectados com dimetil-B-proprionina (DMPT)

(Ts) (3,1%) (Fig. 5.4).

Tabela 5.2: Resumo da andlise de varidncia (ANOVA) bifactorial — sexo e tratamento - relativa as
frequéncias de muda do ensaio A (p<0,05 — azul — diferenca significativa).

Fonte de variagdo  g.l. SQ MQ F valor P F critico
Sexo 1 0.07234 007234 482394 0,03392 4,08474
Tratamento 7  0,16614 0,02373 1,58275 0,16866 2,24902
Sexo - Tratamento 7  0,11272 0,01610 1,07383 0,39784 2,24902
Erro 40 0,59981 0,01500
Total 55 0,95100
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Figura 5.3: Frequéncias de muda finais (apés 28 dias de experiéncia) nos controlos (C; € C;) e nos
tratamentos testados (T, — injecgio de 20-OHE; T, - injec¢do de 20-OHE e ablagdo dos pedinculos
oculares; T; - injecgiio de 20-OHE e PCPA; T, - injecgio de 20-OHE e CPH; Ts - injecgéio de DMPT; T -

4% 4%

injec¢dio de DMT) de ambos os grupos de estudo (MA e FA), no ensaio A.

Arcsen (RQ mudas)

Figura 5.4: Valores transformados de frequéncias de muda (arcsen (RQ mudas)) tendo em conta o sexo € 0
tratamento, no ensaio A. (C; — controlo 1; C, — controlo 2; T, — injec¢lio de 20-OHE; T, - injecgdo de 20-
OHE e ablagfio dos pedunculos oculares; T; - injecgdo de 20-OHE e PCPA; T, - injecgdo de 20-OHE e

0,30

0,256 -

0,20

0,15

0,10

0,05

0~ Machos
B O Fémeas
o
o0 .
a -
N\
=] \
’ A
\
Y
\‘v
\\ P
e —
[« PETICUR U . | /// .
e
\\ s
\ o -
\\ o
"
o P
S \\\ //,
o e
S
C1 c2 T1 T2 T3 T4 T5 T6
Tratamento

CPH; Ts - injecgo de DMPT; T - injecgdo de DMT).
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Ensaio B

Os resultados neste ensaio foram obtidos tendo em conta os dois grupos de estudo
(machos/arrasto (MA) e fémeas/arrasto (FA)) e os diferentes compostos quimicos

testados (Quadro 5.4).

Quadro 5.4: Resumo das taxas de mortalidade e frequéncias de muda obtidos no ensaio B, apds 26 dias de
experiéncia, consoante os diferentes grupos de estudo (MA e FA) e os diferentes tratamentos.

ENSAIO B
Mortalidades (médias) Mudas (médias)
Controlos e Descrigiio dos Machos/Arrasto | Fémeas/Arrasto | Machos/Arrasto | Fémeas/Arrasto
tratamentos Tratamentos N.° % NZ° % N.° % N.° %
Ci* 1,50 | 14,58% | 2,50 | 12,50% | 2,00 | 10,42% | 0,00 | 0,00%
G * (solugdio Pantin) | 300 | 14,58% | 3,00 | 1667% | 1,00 | 4,17% | 0,00 | 0,00%
T, ** 20-0HE | woe | e | o | I T
T, ** 20-OHE+APO | 1025 | 61,46% | 14,75 | 72,92% | 0,50 | 2,08% | 0,00 | 0,00%
Ty * 20-OHE +PCPA | 495 | 3542% | 625 | 39,58% | 1,50 | 625% | 025 | 1,04%
Ty ** 20-OHE+CPH | 600 | 37,50% | 6,50 | 40,63% | 1,00 | 4,17% | 025 | 2,08%
Ts * DMPT 4,50 | 26,04% | 4,50 | 3125% | 1,75 | 833% | 0,75 | 3,13%
T ** DMT 625 | 38,54% | 425 | 4063% | 1,00 | 521% | 025 | 1,04%
Ty Fenoxicarbe 475 | 2292% | 7.25 | 3333% | 1,50 | 625% | 025 | 1,04%
* . Total de 48 caranguejos. ** . Total de 96 caranguejos.
MORTALIDADE

A semelhanca do efectuado no ensaio A, também neste ensaio (B) foram
utilizados dois controlos, o C; (caranguejos nfo manipulados) e o C, (caranguejos
injectados com a solugdo Pantin). O objectivo da utilizagdo de dois controlos € idéntica a
descrita no ensaio A (ver pag. 130). As taxas de mortalidades mais baixas foram
registadas em ambos os sexos € em ambos os controlo (C; e C; ), variando entre 12,5% ¢
16,7% (Fig. 5.5).

Os dois factores em estudo neste ensaio, a semelhanga do ensaio A, foram o sexo
e os diferentes tratamentos (injecgdo de varios compostos quimicos), tendo-se apenas
registado diferengas significativas nas taxas de mortalidade relativas aos tratamentos
(ANOVA bifactorial, p<0.05) (Tab. 5.3). Essas diferengas resultaram de mortalidades
significativamente superiores nos tratamentos 2, 3, 4 e 6, realgando-se entre eles o

tratamento 2 (injec¢do de 20-OHE + ablagdo de PO) (Anexo IXX). Assim, quer os
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machos quer as fémeas apresentaram na sua generalidade taxas de mortalidade

semelhantes (entre 23 e 40%), com excepgdo dos animais aos quais se ablou os

pedunculos oculares (T,) (machos - 61,5%; fémeas — 72,9%) que apresentaram

mortalidades mais elevadas (Fig. 5.5 € 5.6).

15%15% |

L] Machos H Fémeas

35% 38%

39%

Figura 5.5: Taxas de mortalidade finais (apés 28 dias de experiéncia) nos controlos (C, ¢ C,) e nos
tratamentos testados (T, - injecgo de 20-OHE e ablagdo dos pedunculos oculares; T - injecgdo de 20-OHE
e PCPA; T, - injecgfio de 20-OHE e CPH; Ts - injecgdo de DMPT; Ts - injecgo de DMT; T7 - injecgéio de
fenoxicarbe) de ambos os grupos de estudo (MA e FA), no ensaio B.

Tabela 5.3: Resumo da analise de variancia (ANOVA) bifactorial — sexo e tratamento — relativa as taxas de
mortalidade do ensaio B (p<0,05 — azul — diferenca significativa).

Fonte de variagdo  g.l. SQ MQ F valor P F critico
Sexo 1 0,03407 0,03407 2,9153473 0,095493 4,0847397
Tratamento 7 1,49106 021301 18224401 [,26E-10 2,2490241
Sexo - Tratamento 7 0,02558 0,00365 0,3127081 0,943967 2,2490241
Erro 40 046752 0,01169

Total 55 2,01824
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Figura 5.6: Valores transformados de taxas de mortalidade (arcsen (RQ mort)) tendo em conta o sexo € o
tratamento, no ensaio B. (C, — controlo 1; C, — controlo 2; T, - injecgdio de 20-OHE e ablagéio dos
pedinculos oculares; T; - injecgiio de 20-OHE e PCPA; T, - injecgdio de 20-OHE e CPH; Ts - injecgdo de
DMPT; T - injecgdio de DMT; T - injecgdo de fenoxicarbe).

MUDAS

Considerando os dois factores em estudo — sexos e tratamentos — foi possivel
constatar que as frequéncias de muda neste segundo ensaio foram influenciadas
significativamente pelo sexo dos caranguejos (ANOVA bifactorial, p<0.05) (Tab. 5.4).
Estas diferengas de frequéncia de muda tém origem num maior nimero de mudas
registado nos caranguejos machos em todos os tratamentos relativamente as f&meas. (Fig.
5.7). A superioridade dos machos foi mais visivel nos caranguejos em que se injectou 20-
OHE e p-clorofenilalanina (PCPA) (T;), nos que se injectou dimetil-B-proprionina
(DMPT) (Ts) e nos que se injectou fenoxicarbe (T7) (Fig. 5.7 e 5.8). De forma global, os
caranguejos machos apresentaram frequéncias de muda entre 2 e 7% enquanto que as
fémeas variaram entre 0 € 3% (Fig. 5.8). Em ambos os sexos, a frequéncia de muda mais
elevada foi registada nos animais em que se injectou DMPT (machos — 7,3%; fémeas -
3,1%) (Fig. 5.8).
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Tabela 5.4: Resumo da andlise de varidncia (ANOVA) bifactorial — sexo e tratamento - relativa as
frequéncias de muda do ensaio B (<0,05 — azul — diferenca significativa).

Fonte de variagio g.l. SQ MQ F valor P F critico
Sexo 1 0,37573 0,37573 40,548904 1,44E-07 4,0847397
Tratamento 7 0,12296 0,01757 1,8957337 0,095847 2,2490241
Sexo - Tratamento 7 0,05195 0,00742 0,8009687 0,591278 2,2490241
Erro 40 0,370646 0,00927
Total 55  0,92130
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Figura 5.7: Valores transformados de frequéncias de muda (arcsen (RQ mudas)) tendo em conta 0 sexo € o
tratamento, no ensaio B. (C; — controlo 1; C, — controlo 2; T, - injecgio de 20-OHE e ablagéo dos
pedinculos oculares; T - injecgdo de 20-OHE e PCPA; T, - injecgéo de 20-OHE e CPH; T - injeccdo de
DMPT; T - injecgiio de DMT; T - injecgdo de fenoxicarbe).
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Figura 5.8: Frequéncias de muda finais (apés 26 dias de experiéncia) nos controlos (C; e C,) e nos
tratamentos testados (T, - injecgio de 20-OHE e ablagfo dos pedinculos oculares; T; - injecgdo de 20-OHE
e PCPA; T, - injecgfio de 20-OHE e CPH; Ts - injecgio de DMPT; T - injecgio de DMT; T, - injeccéo de
fenoxicarbe) dos diferentes grupos de estudo (MA e FA), no ensaio A.

1 Machos [ Fémeas

R S s

4. DISCUSSAO
MORTALIDADE

Os animais controlo, em ambos os ensaios, apresentaram diferengas bastante
acentuadas relativamente as taxas de mortalidade, sendo as taxas de mortalidade do
primeiro ensaio extremamente elevadas (entre 58-94%), particularmente nos animais
injectados com solugdio Pantin (C,) (entre 85-94%). Porém, no ensaio B ambos os
controlos (C; € C,) apresentaram taxas de mortalidade baixas (entre 6-13%).

Ao contrario do registado no ensaio A desta experiéncia, as taxas de mortalidade
registadas no ensaio B foram relativamente reduzidas, com excep¢o dos animais em que
se injectou 20-OHE e ablou ambos os pedinculos oculares (Tz). As taxas de mortalidade
do ensaio B foram cerca de quatro vezes menores as registadas no ensaio A. No entanto,
os animais em que se injectou 20-OHE e se ablou os pedinculos oculares (T2) foram uma
excepcdo pois apresentaram taxas elevadas em ambos os ensaios, apesar das mortalidades
do ensaio B (61,5% nos machos e 73,0% nas fémeas) serem consideravelmente inferiores
as registadas no ensaio A (97,9% nos machos e 100% nas fémeas) com o mesmo
tratamento. Esta discrepancia nas taxas de mortalidade pode estar relacionada com os

pardmetros fisico-quimicos, nomeadamente a temperatura e a salinidade da dgua. Os
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valores de temperatura e salinidade foram mais elevados no ensaio A (temperatura = 18,5
°C, salinidade = 37,0%o, oxigénio dissolvido = 7,0 mg/l) que no ensaio B (temperatura =
14 °C, salinidade = 27%o, oxigénio dissolvido = 7,6 mg/l), registando-se diferengas de
temperatura (4,5°C) e salinidade (10%o) bastante acentuadas. Estas diferengas
consideraveis podem dever-se & época do ano em que se realizou cada um dos ensaios da
experiéncia. Assim, o ensaio A foi realizado em Setembro/Outubro (final do Verdo e
inicio do Outono) enquanto que o ensaio B foi realizado em Novembro/Dezembro (final
do Outono e inicio do Inverno). Tendo em conta estes factos, os pardmetros fisico-
quimicos (temperatura e salinidade) podem ter sido os responsdveis pelas taxas de
mortalidade extremamente elevadas observadas em todos os tratamentos do ensaio A.
Para além disso, salienta-se que estes valores inesperados foram registados
independentemente do sexo do animal, isto ¢, quer os machos quer as fémeas
apresentaram taxas de mortalidade bastante elevadas.

A injec¢do de 20-hidroxiecdisona (20-OHE) apresentou taxas de mortalidade
extremamente elevadas no ensaio A, provavelmente devido a influéncia dos factores
fisico-quimicos anteriormente referida. Apesar deste facto, comparando os resultados
obtidos com os estudos de Dall e Barclay (1977), verifica-se que estes autores registaram
taxas de mortalidade para os controlos muito mais baixas (0-10%) em experi€ncias
semelhantes com a lagosta Panulinus longipes. Estes mesmos autores (Dall e Barclay,
1977) obtiveram taxas de mortalidade entre 10 ¢ 35% para os tratamentos realizados.
Chan et al. (1990) também registou taxas de mortalidade baixas nos controlos de
camardes (Penaeus vannamei) injectados com 20-OHE. No entanto, os animais injectados
com a dose mais elevada de 20-OHE (1 pg/g peso fresco) apresentaram uma taxa de
mortalidade de 84% apds a conclusdo de um ciclo da muda (aproximadamente 8 dias),
ocorrendo a maior parte das mortes aquando da exuviagéo (Chan et al., 1990).

Os animais injectados com 20-OHE e em que os pedunculos oculares foram
ablados (T,) registaram, em ambos os sexos e em ambos os ensaios da experiéncia, as
taxas de mortalidade mais elevadas. A ocorréncia de elevado nimero de mortos em
animais com ambos os pedunculos oculares ablados foram também registadas nas
experiéneias realizadas por Molyneaux e Shirley (1988) com o caranguejo Paralithodes
camtschatica (69%) e por Chu e Leong (1991) com o camaréo Penaeus chinensis (81%).

Porém, Chan et al. (1990) registaram taxas de mortalidade inferiores (entre 25-45%) para
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0 Penaeus vannamei com ambos os pedunculos oculares ablados, apresentando o controlo
e os animais com apenas um pedunculo ocular ablado taxas de mortalidade entre 0-8%.
De igual forma, neste estudo realizado com C. maenas, foram também registadas taxas de
mortalidade superiores em animais com ambos os pedunculos oculares ablados do que
nos outros tratamentos. As taxas de mortalidade elevadas dos animais do T,, em ambos os
ensaios da experiéncia, podem estar relacionadas com a dificuldade dos caranguejos
recuperarem da ablag@io dos pedunculos oculares e das duas injecgOes realizadas.

Quer a ciproheptadina (CPH) quer a p-clorofenilalanina (PCPA) foram sempre
injectadas em conjunto com a 20-OHE. A utilizagdo dos dois compostos teve como
objectivo intervir no ciclo da muda de duas formas, por um lado a utilizagdo da
ciproheptadina e da p-clorofenilalanina pretendia inibir a hormona inibidora da muda,
enquanto que a utilizacdo da 20-OHE pretendia aumentar as concentragées da hormona
estimuladora do ciclo da muda. Relativamente as taxas de mortalidade, apenas foi
possivel identificar uma diferenga em ambos os ensaios da experiéncia, isto €, as taxas de
mortalidade foram mais elevadas no ensaio A, em ambos os tratamentos (T3 e Ty),
provavelmente devido as diferengas fisico-quimicas da 4gua. Uma vez que o tnico
trabalho realizado com os compostos PCPA e CPH (Mattson e Spaziani, 1986a) ndo teve
como objectivo a indugdo da muda, ndo foi possivel comparar as taxas de mortalidade.

Os compostos dimetil-B-proprionina (DMPT) e dimetilacetonina (DMT)
apresentaram taxas de mortalidade extremamente elevadas no ensaio A. No ensaio B, o
tratamento com DMPT (Ts) apresentou uma taxa de mortalidade nos machos (26%)
ligeiramente inferior a das fémeas (31%). Por outro lado, também no ensaio B, o
tratamento com DMT (Tg) apresentou taxas de mortalidade semelhantes para os machos
(39%) e para as fémeas (41%). Um estudo com o camardo Palaemon paucidens, registou
taxas de mortalidade entre 25 e 50% apds sujeitar os animais a solugdes com 0,1mM de
DMPT ou de DMT. Desta forma e apesar das concentragdes de DMPT e DMT utilizadas
na ultima injecg¢@o (segunda injec¢do do ensaio B) serem cerca de 10 vezes (216 e 210
pg/mL) superiores as utilizadas por Nakajima (1991), este autor registou taxas de
mortalidade mais elevadas nos animais submetidos a tratamentos com DMPT (30-50%) e
DMT (25%).

O fenoxicarbe, um insecticida, nfio induziu taxas de mortalidade (20-30%)

elevadas apesar de ter sido injectado numa elevada concentragdo (10 mg/mL),
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considerando as concentra¢des (por exemplo: 0,02 pg/insecto ou 1mg/mL) usadas por
Grenier e Grenier (1993) nas experiéncias efectuadas por estes autores com diversas
espécies de insectos. Tendo em conta as mortalidades relativamente baixas registadas,
levanta-se ainda a hipétese de se efectuar um aumento da concentragdo do fenoxicarbe

para se averiguar se dessa forma este composto influencia o ciclo da muda dos crustaceos.

MuDAS

No ensaio A, os controlos (C; e C;) de ambos os sexos apresentaram frequéncias
de muda semelhantes (entre 2-6%). Por outro lado, no ensaio B, os controlos dos machos
(entre 4-8%) registaram algumas mudas enquanto os controlos das fémeas néo registaram
qualquer muda (0%). O C; dos machos foi a que registou a frequéncia de muda mais
elevada (8,3%) no ensaio B da experiéncia. Por outro lado, o C; das fémeas registou um
dos valores mais elevados de frequéncia de muda (6,2%) do ensaio A.

De um modo geral, as frequéncias de muda foram mais elevadas nas fémeas no
ensaio A (Sep./Oct.), enquanto os machos registaram valores mais elevados no ensaio B
(Nov./Dec.). Os resultados obtidos podem estar relacionados com as diferengas existentes
entre os ciclos de crescimento das f8meas e dos machos. No entanto, os resultados obtidos
ndo sdo coincidentes com os dados apresentados por Queiroga (1987) relativamente aos
machos, isto porque os machos apresentam o seu periodo principal de muda entre
Fevereiro e Julho. A predominincia das frequéncias de muda nas fémeas no ensaio A
coincidem com os dados de Queiroga (1987) que afirma que o periodo principal de muda
das fémeas ¢ entre Maio e Outubro.

Relativamente as frequéncias de muda, a injecgdio de 20-OHE (T;) (apenas
efectuada no ensaio A) nfio registou nenhuma indugdo dos processos da muda quer nos
machos quer nas fémeas, logo as frequéncias de muda (1-2%) observadas foram muito
baixas. Os dados obtidos no ensaio A da experiéncia ndo coincidem com os apresentados
por Bazin (1977), o qual, utilizando também caranguejos Carcinus maenas, obteve um
elevado nimero de mudas (66%) apés uma dupla injec¢io de ecdisona (hormona da
muda). Na experiéncia de Bazin (1977), as injecgSes foram dadas apenas com uma
diferenga de 24 horas, ao contrario do que foi realizado neste estudo em que a segunda
injecgéio foi ministrada 5 (ensaio B) ou 7 (ensaio A) dias depois. Apesar disso, no estudo

aqui descrito a concentragdio de ecdisona utilizada foi de 0,1 mg/mL (caranguejos com
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larguras de carapaga aproximada de 4 cm e com cerca de 1 mL de hemolinfa), enquanto
que Bazin (1977) injectou 10 pg/g usando caranguejos com cerca de metade do tamanho
(=2 cm). Como ja foi referido, a ecdisona é a hormona percursora da 20-OHE, o que
poderia indicar que a injec¢@o da propria hormona da muda activa (20-OHE) pudesse
resultar num elevado niimero de exuviagdes precoces, 0 que ndo se veio a verificar na
primeira parte (ensaio A) desta experiéncia.

A injec¢io da 20-OHE e a ablagdo de pedinculos oculares (T) apresentou
frequéncias de muda muito baixas em ambos os ensaios da experiéncia e em ambos 0s
sexos, o que podera indicar que este tipo de tratamento pode inibir o ciclo da muda. Os
resultados observados estio de acordo com os dados apresentados por Buchholz e
Adelung (1979) onde este tratamento apresentou indugéio da muda de forma esporadica. A
espécie utilizada no estudo atras mencionado foi também o caranguejo Carcinus maenas,
no entanto, nos ensaios desta experiéncia, com excepgfo da primeira injec¢éio no ensaio
A, utilizou-se concentracdes de 20-OHE duas vezes superiores (1 mg/mL) as utilizadas
por Buchholz e Adelung (1979).

Nos tratamentos T3 (injecgdo de PCPA e 20-OHE) e T4 (injecgdo de CPH e 20-
OHE), as frequéncias de muda observadas ndo mostraram alteragdes significativas do
processo do ciclo da muda, no entanto, algumas diferengas foram registadas quando se
comparou os dois ensaios relativamente aos sexos. Verificaram-se frequéncias de muda
diferentes para os machos ¢ fémeas nos dois ensaios da experiéncia. No ensaio A, a
frequéncia de muda das fémeas foi superior & dos machos, tendo acontecido o oposto no
ensaio B (a razdo provéavel para estes resultados ja foi referida anteriormente, os
diferentes ciclos de crescimento apresentados pelos machos e fémeas e os factores fisico-
quimicos). Realga-se o facto do T, (20-OHE+CPH) ter registado a frequéncia de muda
(10,4%) mais elevada no ensaio A. Os autores Mattson e Spaziani (1986a) indicam a
possibilidade de existir um processo mediado pela S5-hidroxitriptamina (estimula a
produgiio de MIH) e que envolve o 6rgdo X e o Y que controla os ecdisterdides
circulantes na hemolinfa, influenciando por isso processos biologicos como a muda ¢ a
regeneragio. Ao ndo serem obtidos resultados que indicassem uma indugéo da muda
efectiva através da utilizacdo destes dois compostos (PCPA e CPH), ndo € possivel

confirmar a hipétese levantada por Mattson e Spaziani (1986a).
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Em ambos os ensaios, as frequéncias de muda registadas para os tratamentos Ts
(injecgiio DMPT) e Tg (injecgdo DMT) foram semelhantes. A comparagdo do niimero de
mudas por caranguejo obtido neste estudo com os dados obtidos por Nakajima (1991)
permitem verificar que este autor obteve um nimero superior de mudas por camardo.
Assim, este autor registou 0,6 mudas/camardo para o DMPT e 0,4 mudas/camaro para o
DMT. No estudo aqui realizado, embora utilizando concentragdes dos compostos
superiores (10 vezes), o valor maximo registado foi de 0,1 mudas/caranguejo. Nesta
comparagio ndo se pode esquecer que existe uma diferenca importante entre o ciclo da
muda de um camarfio e um caranguejo que com certeza influenciou estes resultados.
Assim, o camarfio apresenta uma pré-muda mais longa que a intermuda (crustaceo
diecdisico) enquanto que no caranguejo se verifica precisamente o contrario (crustaceo
com ciclo da muda anecdisico).

O estudo do efeito do fenoxicarbe em insectos permitiu registar alteragdes
significativas no desenvolvimento normal destes animais (quer no crescimento quer no
ciclo reprodutivo) apés a aplicagdio deste insecticida em pequenas doses (por exemplo: 1
mg/mL) (Grenier & Grenier, 1993). A identificagdo deste composto — fenoxicarbe - como
um regulador do crescimento dos insectos (Grenier e Grenier, 1993) indica uma possivel
influéncia deste composto no ciclo de crescimento dos crustdceos. No entanto, os
resultados obtidos ndo confirmaram essa possibilidade, isto porque, o fenoxicarbe (10
mg/mL) ndo apresentou qualquer influéncia no ciclo da muda do caranguejo Carcinus
maenas. Os caranguejos machos registaram taxas de muda mais elevadas que as fémeas,

no entanto, essas taxas nfio apresentaram diferengas significativas.
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DiScussA0o GERAL

A utilizagdo da espécie Callinectes sapidus na produgdo de caranguejos moles
constitui, actualmente, uma industria em franca expanséo nos E. U. da América (Lee e
Wickins, 1992). Nao foi possivel aplicar o método utilizado na producéo de caranguejos
moles de C. sapidus na espécie Carcinus maenas porque a identificagdo da fase da muda
neste ultimo ¢ invasiva e demorada (observag@o ao microscdpio optico do endopddito do 1°
maxilipede). Desta forma, a produgdo de caranguejos moles de C. maenas implica a
procura de um ou mais estimulos que conduzam a indu¢do da muda (exuviagéo). Diversas
experiéncias foram realizadas com o intuito de avaliar o efeito de diversos estimulos quer
ao nivel da frequéncia de muda quer da taxa de mortalidade dos caranguejos. Apesar de se
terem obtido alguns dados relevantes relativamente & mortalidade, nfo se conseguiu
encontrar um estimulo eficaz que conduzisse a indugfo da muda no C. maenas.

Inicialmente, visto os ecdisteroides serem decisivos no desenrolar do ciclo da
muda, efectuou-se a quantificacdio destes compostos na hemolinfa de C. maenas. Ja foi
comprovado por diversos autores (Fingerman, 1987; Lachaise et al., 1993; Pechenik, 1996)
que a ecdisona (hormona da muda) e a 20-hidroxiecdisona (20-OHE) (hormona da muda
activa) pertencem a familia dos ecdister6ides, desempenhando um papel fundamental no
desencadear de determinados processos que levam & exuviagdo. Para estudar os
ecdisterdides efectuou-se a extrac¢do, purificagdio e quantificacdo quer dos ecdisterdides
totais quer da ecdisona e da 20-hidroxiecdisona na hemolinfa do caranguejo verde. Com
este estudo foi possivel obter um perfil tipo de ecdisterdides totais na espécie em estudo,
no qual se realga o aumento brusco das concentragdes destes compostos nas fases finais
(D2 e D3) do ciclo da muda. Facto que também ja havia sido registado em vérias outras
espécies de crustaceos (Baldaia et al., 1984; Durliat et al., 1988; Okumura et al., 1989;
Demeusy et al., 1994). A 20-OHE apresenta uma concentragéo superior a todas as outras
hormonas ao longo de quase todo o ciclo da muda (excepto fase C), podendo por isso ser
considerada o principal ecdisterdide presente na hemolinfa de C. maenas. Os picos de 20-
OHE, a semelhanca do que foi verificado nos ecdisterdides totais, foram registados no final
da pré-muda (D, e D3). A utilizagdo destas técnicas (HPLC e EIA) para o estudo dos
ecdisterdides visou também o aperfeicoamento e optimizacdo das mesmas para que, no
futuro, possam ser utilizadas na compreens@o do modo de acgdo, a nivel hormonal, de um

estimulo que induza eficazmente a muda.
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As diversas experiéncias realizadas com o intuito de procurar um ou mais estimulos
que induzissem a muda no C. maenas abrangeram quatro tratamentos, os quais foram ja
identificados como estimulos da muda nesta e noutras espécies de crustaceos.

A exposi¢do ao ar, isto €, a indugio de fendémenos de hipoxia (redugdo da
concentragdo de oxigénio) na hemolinfa, foi utilizada com sucesso em trés espécies de
camardo (Palaemon serratus, Palaemonetes varians e Penaeus semisulcatus) (Coimbra et
al., 1985; Clark, 1986; Carvalho et al., 1989), no entanto, no caranguejo C. maenas nio se
obtiveram resultados positivos. Apesar disso, tendo em conta os varios periodos de
exposi¢éo ao ar, verificou-se que a frequéncia de muda mais elevada (19%) foi registada
quer nos machos expostos durante 120 horas quer nas fémeas expostas durante 144 horas,
embora de forma ndo significativa. Em ambos os casos atras referidos, os caranguejos
(machos e fémeas) foram capturados por arrasto, levando a que, em termos gerais, as
frequéncias de muda registadas em animais provenientes da pesca por arrasto fossem
significativamente superiores as registadas pelos animais pescados com nassas. Estes
resultados pressupdem que a utilizag@io de um maior niimero de caranguejos em pré-muda,
que € o caso dos capturados por arrasto (ver pag. 98), podera resultar em frequéncias de
muda mais elevadas.

Diversos autores ja comprovaram que a ablagdo de pedanculos oculares (PO) e¢/ou
patas locomotoras (PL) é um método viavel da indu¢do da muda em algumas espécies de
crustidceos (Fingerman e Fingerman, 1974; Molyneaux e Shirley, 1988; Chu e Leong,
1991; entre outros). Os ensaios realizados com a espécie Carcinus maenas permitiram
verificar, a semelhanca do registado com a espécie Penaeus chinensis (Chu ¢ Leong,
1991), que os caranguejos aos quais se ablou os pedinculos oculares (PO) e aos que se
ablou simultaneamente os PO ¢ as PL apresentaram taxas de mortalidade bastante
elevadas. No entanto, ao contrario do esperado, também os animais controlo apresentaram
mortalidades relativamente elevadas (entre 19 e 49%). No que diz respeito as frequéncias
de muda, salienta-se que, de forma geral, os machos mudaram em maior nimero do que as
fémeas. Consequentemente, quer nos machos/arrasto quer nos machos/nassas foram
registados resultados positivos no niimero de mudas observados, apesar das respectivas
frequéncias de muda ndo se apresentarem como significativamente diferentes. O resultado
mais relevante foi obtido nos caranguejos machos/nassas em que se ablou quatro PL, os

quais atingiram uma frequéncia de muda de 22% ap6s os primeiros 15 dias do ensaio A.
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No entanto, o facto de ndo se ter registado qualquer muda até ao final desse mesmo ensaio
fez com que a frequéncia de muda dos animais controlo tenha atingido um valor
semelhante ao dos machos/nassas com ablagdo de PL. Num segundo ensaio (ensaio B),
efectuou-se novamente a ablagdo de PL em machos/nassas mas o resultado observado nfo
atingiu o mesmo sucesso registado nos primeiros dias do ensaio A, nomeadamente ao nivel
da frequéncia de muda, a qual registou um valor muito inferior (1%) neste segundo ensaio.

As injec¢Ses da hormona da muda activa (20-OHE) e de alguns compostos
quimicos ndo apresentaram resultados relevantes relativamente a indugdo da muda. A
possivel influéncia dos factores fisico-quimicos da d4gua (temperatura, salinidade e
oxigénio dissolvido) nos resultados obtidos ficou patente devido a taxas de mortalidade
bastante diferentes em dois ensaios em que os tratamentos efectuados foram idénticos.
Assim, registaram-se mortalidades muito elevadas no ensaio A (entre 60 e 100%) e
bastante mais baixas no ensaio B (entre 13 e 73%). Ainda relativamente as taxas de
mortalidade, de acordo com o que ja foi verificado por alguns autores noutras espécies de
crustaceos (Molyneaux e Shirley, 1988; Chu e Leong, 1991), a ablagéio de pedinculos
oculares produz um elevado ntmero de mortes, facto também registado em ambos os
ensaios da experiéncia em que se injectou a 20-OHE e se ablou ambos os pedunculos
oculares. Sera importante real¢ar o facto de no ensaio A se ter cauterizado os orbitaculos
(apds ablagfio dos pedinculos oculares) enquanto que no ensaio B isso ndo foi efectuado.
Apesar disso, as taxas de mortalidade dos carangucjos aos quais de ablou peduinculos
oculares foram bastante elevadas em ambos o0s ensaios, embora no ensaio A a taxa tenha
atingido, em alguns casos, 100% de mortos. Relativamente as frequéncias de muda ,
salienta-se que o valor mais elevado foi registado nas fémeas em que se injectou
simultaneamente 20-OHE e ciproheptadina (CPH) (10%), embora sem se mostrar
significativamente superior.

O objectivo com que se elaboraram as experiéncias descritas neste estudo - indugéo
da muda no caranguejo verde — ndo foi alcangado mas os resultados obtidos fornecem
algumas indicagdes para a possivel realizagdo de futuras experiéncias. O registo dos
pardmetros fisico-quimicos permitiu verificar que as suas variagdes poderdo estar na
origem da variabilidade de alguns dos resultados, como por exemplo, as taxas de
mortalidade muito diferentes no ensaio A e B da experiéncia de injecgéio de 20-OHE e

outros compostos quimicos (capitulo 5). A influéncia dos factores fisico-quimicos sobre o
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ciclo da muda dos crusticeos, como por exemplo a temperatura, foi j& comprovada por
diversos autores (Chittleborough, 1975; Koshio et al., 1989; Justo et al., 1991). O ritmo
biolégico normal do caranguejo (existéncia de alturas determinadas para o crescimento ou
para a reprodug¢fio) podera ter influenciado decisivamente as frequéncias de muda obtidas.
Como se sabe, o desenrolar do ciclo reprodutor influencia directamente o ciclo de
crescimento dos caranguejos uma vez que o animal ou utiliza as suas energias para a
reprodugdo ou para o crescimento. A interferéncia do ciclo reprodutor no crescimento
apresenta um maior énfase nas fémeas pois estas necessitam de estar moles (p6s-muda)
para copular enquanto que os machos tém que estar em intermuda. Para além disso, as
fémeas durante o periodo em que estdo ovadas ndo efectuam a muda.

Devido a utilizagdo de grupos de estudo idénticos nas diferentes experiéncias ¢
possivel efectuar a comparagdo dos resultados observados, nomeadamente, em animais
controlo. Esta comparagfo permitiu concluir que as condigdes fisico-quimicas e a altura do
ano em que se realizaram as experiéncias, assim como o sexo e as fases da muda dos
caranguejos utilizados, s3o fundamentais para perceber as diferengas encontradas.
Frequéncias de muda diferentes entre as varias experiéncias e também entre ensaios
distintos da mesma experiéncia (ensaios em que os estimulos utilizados eram idénticos)
foram registadas. Assim, nas diferentes experiéncias foi possivel verificar frequéncias de
muda distintas tendo em conta as artes de pesca (capitulo 3) ou tendo em conta os sexos
(capitulo 4 e 5). Para além disso, quando se verificou frequéncias de muda diferentes entre
sexos foi ainda observado que tanto foram os machos a mudar em maior nimero (capitulo
4 — ensaio A; capitulo 5 — ensaio B) como foram as fémeas (capitulo 5 — ensaio A).

A anélise de todos os procedimentos efectuados neste estudo permitiram retirar
algumas ilag3es relativamente aos métodos a utilizar em futuras experiéncias. O numero de
animais utilizado em cada experiéncia foi bastante elevado, o que implicou a utilizagdo de
um sistema de grandes dimensdes onde era extremamente dispendioso controlar os
pardmetros fisico-quimicos, tais como a temperatura e salinidade. Desta forma, para uma
melhor percepgdo dos efeitos provocados no ciclo da muda pela exposicdo ao ar, pela
ablacdo de PO e/ou PL e pela injecgdo de alguns compostos quimicos, seria aconselhdvel a
utilizagio de um numero inferior de animais para que fosse possivel utilizar um sistema de
pequenas dimensdes onde se pudesse controlar os factores fisico-quimicos (exemplo:

temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido da 4gua, fotoperiodo, etc.). Ao mesmo tempo
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que se efectuava o controle dos paradmetros fisico-quimicos, tentar-se-ia também minimizar
o efeito da época do ano recriando as condigdes existentes na época do ano em que o
caranguejo verde (Carcinus maenas) apresenta maior apeténcia (ritmo bioldgico) para
mudar (entre Fevereiro e Julho nos machos e entre Maio ¢ Outubro para as f€meas)
(Queiroga, 1987). A forma mais pratica de eliminar a influéncia da reproducdo nas
experiéncias seria optar-se apenas pela utilizagdo de caranguejos machos, isto porque sdo
as fémeas que mais sofrem a influéncia deste importante processo biologico.

Finalmente, sera importante recordar que qualquer experiéncia realizada
futuramente, no caso de permitir a identificagfio de um estimulo positivo e efectivo da
muda, podera ser acompanhada de um estudo hormonal para avaliar as variagdes no perfil
de ecdisterdides totais ou das principais hormonas intervenientes no ciclo da muda
(ecdisona e 20-hidroxiecdisona). Este estudo utilizara as técnicas que foram adaptadas e
optimizadas (HPLC e EIA) para um estudo fiavel dos ecdisterdides presentes na hemolinfa

do caranguejo verde Carcinus maenas.
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CONCLUSOES

As diversas experiéncias realizadas nfio permitiram encontrar um estimulo
efectivo de indugdo da muda no caranguejo verde Carcinus maenas. No entanto,
podem realgar-se alguns aspectos mais relevantes dos resultados obtidos:

» A frequéncia de muda mais elevada foi registada nos caranguejos
machos, capturados através de nassas, em que se ablou quatro patas
locomotoras (21%), embora sem apresentar diferengas significativas.

» As taxas de mortalidade mais elevadas foram registadas em animais
em que se ablou os pedunculos oculares. Também os animais expostos
ao ar durante periodos mais longos apresentaram taxas de mortalidade
bastante elevadas.

» As frequéncias de muda dos machos e fémeas registaram variagdes
consideraveis nas diversas experiéncias efectuadas, tendo-se verificado
que, em algumas experiéncias os machos mudavam mais e noutras as
f€meas dominavam essas frequéncias de muda.

» As experiéncias realizadas permitiram concluir que quase ndo houve
diferencas nas frequéncias de muda no que diz respeito as artes de
pesca. Na tnica vez em que as frequéncias de muda foram
significativamente diferentes entre as duas artes de pesca (capitulo 3),
foram os caranguejos capturados por arrasto que mudaram mais
frequentemente. Os animais capturados por arrasto apresentam uma
maior variedade de animais nas diferentes fases do ciclo da muda, isto
¢, apesar da maioria estar na fase C, existem também caranguejos nas
fases de poés-muda (fases A e B) e pré-muda (fases Doy, Dy, D> e Ds).
Por sua vez, os caranguejos capturados com nassas apresentam uma
quase totalidade de caranguejos na intermuda (fase C). Estes dados
deixam antever que a fase da muda em que o caranguejo se encontra é
extremamente importante em experiéncias de indu¢do da muda no C.
maenas, & semelhanca do que é avangado por diversos autores para
outras espécies de crustaceos.

» O aperfeicoamento das técnicas de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) e enzimo-imuno-ensaio (EIA) na determinag&o
dos ecdisteréides totais e/ou das hormonas ecdisona e 20-

hidroxiecdisona na hemolinfa do caranguejo verde Carcinus maenas
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podera ser bastante importante no futuro. Estas técnicas permitirdo
efectuar uma andlise das diversas alteracdes hormonais resultantes da
utilizagdo de um ou mais estimulos que induzam a exuviag@o de forma

efectiva ou que consigam diminuir o tempo de intermuda.
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Anexo I: Esquema do edificio onde foi montada a estago experimental e respectivas dimensdes.
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Anexo II: Esquema do sistema de d4gua montado na estagdo experimental (setas vermelhas representam o
percurso efectuado pela agua).

Anexo 1I: Fotografia do exterior da estacdo experimenl: ) reservatorio cpl; (b) captagdo de dgua
no reservatério de saida da piscicultura.
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Anexo V: Fotografia da zona de experiéncias onde ¢ possivel ver as canahaq:oes paa distribuigdo de agua
(a) e de ar (b).

Anexo VI: Fotografia da recolha do excesso de 4gua das caixas na calha de drenagem.
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Anexo X: Fotbgraﬁa de uma porta utilizada com a rede de arrasto.

Anexo XI: Quadro resumo da regressio efectuada e dos resultados da mesma para determinagéo do LT50
nas duas réplicas de machos/nassas (MN1 E MN2), apés a utilizagio da transformagéo de dados probit. Este
quadro foi obtido através da utilizagfio do programa “Probit”.

Dia Log Dia N. Animais Mortos Mortalidade Probit Probit Exp.
7 0,845 16 7 75,00% 732681 421688 |
8 0,903 16 8 37,50% 4,68180 4,79027
9 0,954 16 8 56,25% 5,15699 5,29603
10 1,000 16 13 81,25% 5,88702 5,74844
11 1,041 16 16 100,00% mem——— 8,15771
MN1 fSlope(b) = 9887316 Intersept (a) = -4.138871
Slope variance = 2.32953714
Log ED50 = 0.92430251 EDS0= 840044817
Confidence interval (95%):  7.57288007 <EDS0 <  9.31283817
Chi-square for heterogeneity =  0.06217, df = 2, P = 0.98839505
DEVIATIONS FROM MODEL NOT HETEROGENOUS. ED50 RELIABLE.
Dia Log Dia N. Animais Mortos Mortalidade robit robit Exp.
] 0503 6 2 12.50% 384058 360087 ]
9 0,954 16 ] 37,50% 4,68180 466622
10 1,000 16 10 62,50% 5,31820 5,41347
11 1,041 16 14 87,50% 6,15044 6,08944
Slope (b) = 16.330851 Intersept (8) = -10.917180
MN2 lSiopevariance = 062951845
Log ED50= 0.97468130 ED50=  9.43368337
Confidence interval (95%):  9.17485641 <ED50 < 9.69981195
Chi-square for heterogeneity = 0.01339, df = 2, P = 0.99332773
DEVIATIONS FROM MODEL NOT HETEROGENOUS. ED50 RELIABLE.
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Anexo XII: Quadro resumo da regresséo efectuada e dos resultados da mesma para determinagéo do LT50
nas duas réplicas de machos/arrasto (MA1 E MA2), ap6s a utilizagdo da transformagio de dados probit.
Este quadro foi obtido através da utilizagfio do programa “Probit”.

Dia Log Dia N. Animais Mortos Mortalidade Probit Probit Exp.
3 0,477 24 2 B.ﬁ 381877 3,37033
4 0,602 24 4 16,67% 4,03264 3,9571¢9
5 0,699 24 5 20,83% 4,18797 4,41240
8 0,778 24 7 29,17% 445186 4,78432
7 0,845 24 12 50,00% 5,00000 5,00879
8 0,903 24 15 62,50% 531820 537119
8 0,954 24 18 75,00% 567419 561148
MA1 10 1,000 24 21 87,50% 8,15044 582639
11 1,041 24 24 100,00% ennne 6,02082
Slope (b) = 4.697197 Intersept (a) = 1.129195
Slope variance = 0.25490908
Log ED50 = 0.82406695 ED50=  6.669089576
Confidence interval (95%):  5.181521561 <ED50 <  8.66068896
Chi-square for heterogeneity = 0.34883, df = 6, P = 0.99922370
DEVIATIONS FROM MODEL NOT HETEROGENQUS. ED50 RELIABLE.
Dia Log Dia N. Animais Mortos Mortalidade Probit Probit Exp.
3 Car? 24 7 317% 326785 2.39978
4 0,602 24 1 417% 3,26795 3,19087
5 0,698 24 1 4.17% 3,26795 3,80449
6 0,778 24 1 4,17% 3,26795 4,30585
7 0,845 24 6 25,00% 4,32581 472974
8 0,903 24 13 54,17% 5,10439 5,00694
9 0,954 24 16 66,67% 5,43029 5,42083
MA2 10 1,000 24 20 83,33% 596736 571056
11 1,041 24 23 95,83% 6,73205 5,97265
Slope (b} = 6.331820 Intersept (a) = -0.621264
Slope variance = 1.45512253
Log ED50= 0.88778015 EDS0=  7.72289544
Confidence interval (95%):  4.645136887 <EDS0 < 13.50568447
Chi-square for heterogeneity = 293072, df = 7, P = 0.89133673
DEVIATIONS FROM MODEL NOT HETEROGENQUS. ED50 RELIABLE.

Anexo XIII: Quadro resumo da regressdo efectuada e dos resultados da mesma para determinagéo do LT50
nas duas réplicas de fémeas/nassas (FN1 E FN2), ap6s a utilizagdo da transformag@o de dados probit. Este
quadro foi obtido através da utilizagdo do programa “Probit”.

Dia Log Dia N. Animais Mortos Mortalidade Probit Probit Exp.
2 0,301 24 1 7% 306705 2.53/00
3 0,477 24 2 8.33% 381677 3,44802
4 0,602 24 2 8,33% 361877 4,09440
5 0,699 24 3 12,50% 3,84956 459577
6 0,778 24 4 16,67% 4,03264 5,00642
7 0,845 24 13 54,17% 5,10439 5,35177
8 0,903 24 21 87,50% 6,15044 565180
9 0,954 24 22 91,67% 6,38323 5,91644
FN1 10 1,000 24 23 95,83% 6,73205 8,15317
1 1,041 24 24 100,00% - - 6,36732
Slope () = 5.173574 Intersept (a) =  0.979597
|Slope variance = 1.03914015
Log EDB0= 0.77710361 ED50=  5.98554377

Confidence interval (95%):  3.08951497 <ED50 < 12.05671352
Chi-square for heterogeneity = 3.15686, df = 7, P = 0.87012186
DEVIATIONS FROM MODEL NOT HETEROGENOUS. ED50 RELIABLE.

Dia . LogDia N Anmais Mortos Mortalidade Brobit Brobit EXP.,
3 0,477 24 1 BTh 326795 2,80658
4 0,602 24 2 8,33% 361677 3,70204
5 0,699 24 4 16,67% 4,03264 4,39661
6 0,778 24 7 29,17% 4,45186 4,96411
7 0,845 24 15 62,50% 531820 5,44393
8 0,903 24 21 87,50% 6,15044 5,85056
9 0954 24 22 91,67% 6,38323 6,22618
. R 1,000 24 23 95,83% 6,73205 6,55413
11 1,041 24 24 100,00% J— 6,85080
Slope (b) = 7.167147 Intersept (a) = -0.613015
Slope variance = 0,56395259
LogED50= 0.78315898 ED50=  6.06958471

Confidence interval (95%):  4.73099157 <EDSO <  7.78821192
(Chi-square for heterogeneity = 0.77173, df = 6, P = 0.99281023
DEVIATIONS FROM MODEL NOT HETEROGENOQUS. ED50 RELIABLE.
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Anexo XIV: Quadro resumo da regressdo efectuada e dos resultados da mesma para determinagéo do LT50
nas duas réplicas de fémeas/arrasto (FA1 E FA2), ap6s a utilizagdo da transformagéio de dados probit. Este
quadro foi obtido através da utilizagdo do programa “Probit”.

Dia Log Dia N. Animais Mortos Mortalidade Probit Probit Exp.
3 0477 24 1 217% 326795 286762
4 0,602 24 1 4,17% 3,26795 3,66539
5 0,699 24 4 16,67% 4,03284 4,28418
8 0,778 24 10 41,67% 5,31820 4,78977
7 0,845 24 16 68,67% 5,43029 521724
8 0,903 24 17 70,83% 5,54814 §,68753
9 0,954 24 19 79,17% 5,81203 591415
FA1 10 1,000 24 22 91,67% 6,38323 6,20632
11 1,041 24 24 100,00% e - 6,47062
Slope (b)) = 6.385217 Intersept (a) = -0.178899
Slope variance = 0.34357361
Log ED50= 0.81107633 EDS0= 647256368

Confidence interval (95%):  5.21837762 < EDS0 < 8.08380192
Chi-square for heterogeneity = 0.47016, df = 6, P = 0.99818290
DEVIATIONS FROM MODEL NOT HETEROGENQUS. ED50 RELIABLE.

Dia Log Dia N. Animais Mortos Mortalidade Probit Probit Exp.
3 0477 24 1 2 17% 326795 2,96633
4 0,602 24 2 8,33% 361677 3,83638
5 0,699 24 5 20,83% 4,18797 4,51124
6 0,778 24 12 50,00% 5,00000 5,06264
7 0,845 24 19 79.17% 5,81203 5,52884
8 0,903 24 20 83,33% 5,96738 5,93269
9 0,954 24 21 87,50% 6,15044 6,28890
FA2 10 1,000 24 23 95,83% 6,73205 6,60755
11 1,041 24 24 100,00% e 6,89580
fSiope (b) = 6.983790 Intersept (a) = -0.356242
Slope variance = 0.26577650
Log ED50= 0.76915617 EDS0= 587700846

Confidence interval (95%):  4,93399796 < EDS0 < 6.89111123
Chi-square for heterogeneity = 0.36370, df =6, P = 0,99912497
DEVIATIONS FROM MODEL NOT HETEROGENQUS. ED50 RELIABLE.

Anexo XV: Tabela resultante da aplicagdo do teste de Tukey as taxas de mortalidade dos diferentes periodos
de exposicfio ao ar (capitulo 3) tendo em conta o factor tratamento (média = arcsen (Vtaxa de mortalidade))
(p<0,05 — azul - diferenga significativa). C — Controlo.

C 24h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h 168 h
(média) | (0,5125) (0,4587)  (0,4675)  (0,4326)  (0,5437) _ (0,6846)  (0,7904) (0,6848)
C 0,9930 0,9977 0,9375 0,9998 02319 (,0069 0,2306
24h 0,9930 1,0000 0,9999 0,9154 0,0455 0,0009 0,0451
48h 0,9977 1,0000 0,9996 0,9508 0,0611 0,0012 0,0607
72h 0,9375 0,9999 0,9996 0,7396 0.0181 0,0004 0,0180
96h 0,9998 09154 0,9508 0,7396 0,4686 0,0219 0,4668
120h 0,2319 0,0455 0,0611 0,0181 0,4686 0,7824 1,0000
144h 0,0069 0.0009 0,0012 0,0004 0,0219 0,7824 0,7840
168h 0,2306 0,0451 0,0607 0,0180 0,4668 1,0000 0,7840

Anexo XVI: Tabela resultante da aplicagio do teste de Tukey as taxas de mortalidade apresentadas pelos
caranguejos com ablagdo de pedunculos oculares e/ou patas locomotoras (capitulo 4) tendo em conta o
factor tratamento (média = arcsen (Vtaxa de mortalidade)) (p<0,05 — azul - diferenga significativa). C —
controlo; APO — ablagfio de pedtnculos oculares; APL — ablagio de patas locomotoras.

C APO APL
(média) (0,6199) (1,1882) (0,9101)
C 0.00019 0,00182
APO 0,00019 0,00249
APL 0,00182 0,00249
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Anexo XVII: Tabela resultante da aplicagiio do teste de Tukey as taxas de mortalidade apresentadas pelos
caranguejos com ablagio de pedunculos oculares e/ou patas locomotoras (capitulo 4) tendo em conta a
interacgdio entre os factores sexo e tratamento (média = arcsen (Vtaxa de mortalidade)) (p<0,05 — azul -
diferenca significativa). M — machos; F — fémeas; C — controlo; APO — ablago de pedinculos oculares;
APL — ablago de patas locomotoras.

F- APO F-APL F-C M- APO M- APL M-C
(média) (1,2333) (0,8660)  (0,4445)  (1,1431) (0,9542)  (0,7953)
F-APO 0,0144 0,0002 0,9068 0,0750 0,0040
F - APL 0,6144 0,0053 0,0778 0,9143 0,9642
F-C 0.0002 06,0053 0,0002 0,0012 0,0196
M - APO 0,9068 0,0778 0,0002 0,3445 0,0208
M - APL 0,0750 0,9143 0,0012 0,3445 0,5147
M-C 0,0040 0,9642 0,0196 0,0208 0,5147

Anexo XVIII: Tabela resultante da aplicagiio do teste de Tukey as taxas de mortalidade apresentadas pelos
caranguejos apds injecgdo de diversos compostos quimicos (capitulo 5, Ensaio A) tendo em conta o factor
tratamento (média = arcsen (Vtaxa de mortalidade)) (p<0,05 — azul - diferenca significativa). C1 - controlo
1 (animais intactos); C2 — controlo 2 (injecgéo com solugéo Pantin); T, — injecéo de 20-OHE; T, - injecgéo
de 20-OHE e ablaggio dos pedunculos oculares; T; - injecgfio de 20-OHE e PCPA; T, - injecgéio de 20-OHE
e CPH; T - injecgdio de DMPT; T; - injecgfio de DMT.

C1 2 T1 T2 T3 T4 TS T6

(média) (1,0591) (1,2078) (1,3313)  (1,4193) (1,2405) (1,2301) (1,2709)  (1,2764)
C1 0,00130 0,00013 0,00013 0.00509 0,00078 0.00022  0,00020
C2 0,00130 0,87417 0.00494 0,92999 0.,99957 1,00000 1,00000
T1 0,60013 0.87417 003592 0,06157 0,33162 0,79073  0,84204
T2 0,00013 0,00494 0,03592 0,00013 0,00017 0,00058  0,00075
T3 0,60509 0,92999 0,06157 0,00013 0,98997 0,75478  0,69406
T4 0,00078 0,99957 0,33162 0,00017 0,98997 0,99461 0,98847
T5 0,00022 1,00000 0,79073 0,60058 0,75478 0,99461 1,00000
T6 0,00020 1,00000 0,84204 0,00075 0,69406 0,98847 1,00000

Anexo IXX: Tabela resultante da aplicagiio do teste de Tukey as taxas de mortalidade apresentadas pelos
caranguejos apds injecgdo de diversos compostos quimicos (capitulo S, Ensaio B) tendo em conta o factor
tratamento (média = arcsen (Ntaxa de mortalidade)) (p<0,05 — azul - diferenca significativa). C1 — controlo
1 (animais intactos); C2 — controlo 2 (injecgdo com solugdo Pantin); T, - injec¢do de 20-OHE e ablagfo dos
pedunculos oculares; T; - injecgdo de 20-OHE e PCPA; T, - injec¢do de 20-OHE e CPH; Ts - injecgio de
DMPT; T - injecgdio de DMT; T7 - injecgiio de fenoxicarbe.

C1 2 T2 T3 T4 TS T6 T7

(média) (0,3724) (0,4005) (0,9638) (0,6565) (0,6746) (0,5556) (0,6766) (0,5557)
C1 0,99995 0,00013 0,00263 0,00123 0,13278 0,00113 0,13234
C2 0,99995 0,00013 0,00869 0,00404 0,29758 0.00371 0,29679
T2 0,00013 0,00013 0,00016 0,00022 0,00013 0,00023 0,00013
T3 0,00263 0.00869 0,00016 0,99997 0,57958 0,99995 0,58084
T4 0,00123 0,00404 0,00022 0,99997 0,37196 1,00000 0,37307
TS 0,13278 0,29758 0,00013 0,57958 0,37196 0,35112 1,00000
Té6 0,00113 0,00371 0,00023 0,99995 1,00000 0,35112 0,35220
T7 0,13234 0,29679 0,00013 0,58084 0,37307 1,00000 0,35220
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