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ABSTRACT. Induction of ovarian growth in Aegla uruguayana (Anomura, Aeglidae) by means of neuroregulators incor porated
to food. The stimulatory effect of the spiperone and naloxone on the ovarian growth was evaluated in females of Aegla uruguayana
Schmitt, 1942, being that these neuroregulators were incorporated to food and administrated at a dose of 10® mol/animal to each session
food. Adult females were sampled with nets in a stream near the municipaity of Salto, Province of Buenos Aires, Argentina. At the beginning
of the experiment, 10 females were randomly selected, sacrificed, weighed and their ovaries were quickly dissected and weighed to serve as
the initial control for evaluating the degree of ovarian growth (gonadosomatic index -Gl). Others females (30) were divided in three
experimental groups — (&) control: females fed on control pellets composed by fish food — 34% protein and 43% protein; (b) spiperone:
females fed on pellets enriched with the dopaminegic antagonist spiperone; (c) naloxone: females fed on pellets enriched with the
enkephalinergic antagonist naloxone. After seven week of experiment the females were sacrificed and evaluated the GI. The lipids and
cholesterol levels of ovaries and hepatopancreas were quantified. Naloxone produced a significant increase of lipids levels in both ovaries and
hepatopancreas in relation to control group. Spiperone caused significant increase of lipids levels at the gonads and hepatopancreas and
cholesterol in hepatopancreas when compared with the control. The lipids levels were significantly lower in hemolymph of the females that
were fed with pellets with spiperone and higher at the females treated with naloxone when compared to females that were fed only fish food.
The spiperone and naloxone when inhibited the effect of the dopamine and endogenous opioids, probably caused the secretion of the gonad
stimulating hormone and the inhibition of the gonad inhibiting hormone, therefore induction of the ovarian development. Such hypothesis
can be strengthened for the increases of gonadosomatic indices in these experimental groups.
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RESUMO. O efeito estimulante da spiperona e da naloxana sob a maturag@o ovariana foram avaliados em fémeas de Aegla uruguayana
Schmitt, 1942 e, para isto, tais neuroreguladores foram incorporados ao alimento e administrados a uma dose de 10° mol/animal a cada
sesséo de alimentagdo. Fémeas adultas foram coletadas com puca em um arroio préximo a cidade de Salto, Provincia de Buenos Aires,
Argentina. Dez fémeas foram sacrificadas, medidas, pesadas e os seus ovérios foram retirados e pesados para a determinag@o do indice
gonadossomético (IG). As demais fémeas (30) foram divididas em trés grupos experimentais - (a) controle: alimentadas com pellets
controle composto por ragdo para peixe - 34% de proteina e 43% de proteina; (b) spiperona: alimentadas com pellets controle
enriquecidos com spiperona; (c) naloxana: alimentadas com pellets controle enriquecidos com naloxana. Ap6s 7 semanas as fémeas foram
sacrificadas e avaliado o IG. Os ovérios e o hepatopancreas foram quantificados quanto aos niveis de lipideos totais e colesterol. A
naloxana produziu um aumento significativo nos niveis de lipideos tanto nas gbnadas como no hepatopancreas em relagcdo ao grupo
controle. A spiperona produziu aumento significativo nos niveis de lipideos nas gbnadas e no hepatopancreas e de colesterol no
hepatopancreas quando comparados ao controle. Os niveis de lipideos foram significativamente menores na hemolinfa das fémeas que
foram alimentadas com pellets com spiperona e maiores nas fémeas tratadas com naloxana quando comparadas as fémeas que foram
alimentadas apenas com ragdo. A spiperona e a naloxana, ao inibir os efeitos da dopamina e dos opidides end6genos, provavelmente
causaram a secreggo do horménio estimulante das gbnadas e a inibigdo do horménio inibidor das gbnadas, causando, portanto indugéo do
desenvolvimento ovariano. Tal hipétese é reforcada pelos aumentos do indice gonadossomético verificado nestes grupos experimentais.

PALAVRAS-CHAVE. Anomura, crescimento ovariano, spiperona, naloxana, metabolismo intermediario.

A reproducdo nos crustéaceos, especialmente nos  gangliotorécico (Apiyopi & Abivopl, 1970; EAsTMAN-Reks

decépodos, ocorre geralmente durante a intermuda. A
muda e o desenvolvimento gonadal sdo os principais
eventos metabdlicos e envolvem mobilizagéo ciclica de
reservas organicas estocadas que serdo direcionadas
para a epiderme e gdnadas através de acdo hormonal
(Abivopl & Abpivopi, 1970). Assim, o desenvolvimento
ovariano em crustaceos € regulado principamente por
dois neurohorménios, 0 horménio inibidor da génada
(GIH) secretado pelo complexo 6rgéo X - glandula do
sinus, localizados nos peddncul os oculares e 0 horménio
estimulante da gbénada (GSH), secretado pelo cérebro e

& FINGERMAN, 1984; WAINWRIGHT & REEs, 2001).

Dentre os hormdnios que possuem alguma funcéo
na reproducdo dos crustaceos, se encontram os
esterdides, tais como a 17aOH-progesterona, produzida
pelos ovérios (FingermAN et al., 1993). Seu efeito
estimulante sobre o crescimento ovariano em varias
espécies de crustaceos foi observado apds a sua
administragdo in vivo, por viainjetével (RobricuEz et al.,
2002a) ou incorporado ao alimento (ZaraTa et al., 2003).
Estudos realizados in vitro registraram um crescimento
oocitario significativo no camardo Pennaeus vannamei
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Boone, 1931 por efeito da 17aOH-progesterona e
hormdnios juvenis (TsukiMURA & KamEmoTO, 1991).
Resultados semelhantes foram confirmados no
caranguejo estuarino Neohelice granulata (Dana, 1851)
com 170.0OH-progesterona administrados in vivo
(incorporada ao alimento) e in vitro (pedacos de ovarios
foram incubados com o horménio) (Zarata et al., 2003) e
parcialmente no lagostim Procambarus clarkii (Girad,
1852) quando injetada a uma dose de 100 pl (RobRriGuEz
et al., 20024). Outrafamiliade horménios ndo peptideos,
gue controlam a reproducdo em crustaceos, sao 0s
sesquiterpendides, que compreendem basi camente 0 metil
farnesoato (MF), secretado pelo 6rgao mandibular e seu
precursor imediato, o horménio juvenil 111 (HJII, aforma
ativa em insetos) (HomoLA & CHaNg, 1997). Efeitos do
metil farnesoato, tanto in vivo como in vitro, sobre o
crescimento ovariano foram observados em P. clarkii
(LAurer et al., 1998; Ropricuez et al., 20023, b).

O efeito estimulante da serotonina sobre a
maturacdo ovariana (FINGERMAN, 1997) pode ser
antagonizado in vivo pela dopamina, outro
neurotransmissor descrito em crustaceos, o qual
provavelmenteinibe aliberagc&o do hormbnio estimulante
da gbnada (GSH) produzido pelo cérebro e ganglio
toracico. Dessa maneira, a dopamina pode estimular a
liberacdo do horménio inibidor da gbnada (GIH)
(FINGERMAN, 1997); ja a spiperona, um inibidor
dopaminérgico exdgeno, irdagir contraaagao inibitoria
da dopamina sob a secrecdo de CHH (Hormdnio
Hiperglicémico de Crustaceos) pelos pedunculos
oculares (Saroani et al., 1995) e dessa maneira podendo
causar inducéo ovariana, aumentando o nimero de
odcitos ao suprimir aestimulagdo dopaminérgicasobre a
secrecdo do hormdnio GIH (FINGERMAN, 1997; L orRENZON
et al., 2004). A naloxana, um inibidor de opioides
enddgenos, também pode causar maturagao ovarianaem
crustaceos, atuando sobre as vias nervosas que inervam
tanto os pedincul os oculares como o cérebro e o ganglio
toracico (NacaBHUSHANAM €t al., 1995; Sarouni €t al.,
1995; Saroani et al., 1996).

A espécie de anomuro de agua doce Aegla
uruguayana Schmitt, 1942 é encontrada na Argentina,
Brasil e Uruguai (Bonp-Buckup & Buckup, 1994) evive
em habitats |imnicos, tais como lagos, arroios, banhados
e cavernas. Alguns aspectos ecol dgicos e reprodutivos
desta espécie ja foram analisados, assim como a
morfologiado aparelho sexual (LorreTTo, 1978; ViAu et
al., 2006), o cuidado parental (Lorez Greco et al., 2004) e
a alimentagdo. Como esta espécie de crustaceo €
encontrada facilmente e devido ao elevado nimero de
exemplares na regido da Provincia de Buenos Aires, a
mesmafoi escolhidaparasetestar o efeito estimulantein
vivo dos neurotransmissores spiperona e nal oxana sobre
a maturagdo ovariana, com o intuito de contribuir para
estudos futuros com espécies de crustaceos de interesse
comercial. Alémdisso, osniveisde colesterol edelipideos
totais dos ovérios e do hepatopancreas e os niveis de
glicose, de proteinas, de lipideos e de colesterol da
hemolinfa foram quantificados com a finalidade de
correlacionar estes valores com o grau de crescimento
ovariano, uma vez que constituem fonte energética que
podem estar sendo mobilizadas para este fim.

MATERIAL E METODOS

Fémeas adultas de A. uruguayana foram coletadas
com puca em um arroio localizado proximo a cidade de
Salto (34°18'15.6" S, 60°20' W), Provincia de Buenos
Aires, Argentina, em Setembro/2005 (outono) e levadas
para o laboratorio de Fisiologia Animal Comparada da
Universidade de BuenosAires, onde foram realizados os
experimentos. De acordo com Lépez Greco (comun.
pess.), esta espécie se reproduz com maior intensidade
nos meses mais quentes do ano (primavera e verao) na
Argentina. Assim, os experimentos foram realizados no
periodo pré-reprodutivo (setembro e outubro).

Inicialmente 10 fémeas foram selecionadas
aleatoriamente para avaliacdo do grau inicial de
crescimento ovariano. Elas foram sacrificadas, medidas,
pesadas e posteriormente seus ovarios foram retirados e
pesados paraadeterminagdo do indice gonadossométi co:
IG= (peso fresco da gbnada/peso corporal) x 100
(CanaNnsky et al., 2002; Robricuez et al., 2002b).

As demais fémeas amostradas foram divididas em
3 grupos, totalizando 50 dias de cultivo experimental : (a)
controle: fémeas alimentadas diariamente ad libitum com
pellets controle composto por racdo para peixe
(Tetrapond®, 34% de proteina e TetraDiskus®, 43% de
proteina, em proporc¢ao de 1:1); (b) spiperona(antagonista
dopaminérgico de receptores D2): fémeas alimentadas 2
vezes por semana com um pellet enriquecido com
spiperona e nos demais dias da semana com pellets
controle ad libitum; (c) naloxana (antagonista opiodide):
fémeas alimentadas 2 vezes por semana com pellets
enriquecidos com nal oxana e nos demais dias da semana
com pellets controle ad libitum.

Os antagoni stas mencionados foram adquiridos da
Sigma Chemical Co (St. Louis, M0o) e misturados ao
alimento bal anceado para peixe. A misturaresultante foi
repel etizada e secaem estufa afim de se obter pellets de
consisténcia firme e contendo cada um uma dose de 10
moles de algum dos antagoni stas ensai ados ou o controle.
Cada fémea recebeu somente um pellet a cada secdo de
alimentagdo, assegurando que as mesmas estavam
ingerindo adevidadose de 10® mol/animal . Estadosefoi
selecionada de acordo com estudos prévios realizados
com outras espécies de crustaceos (CAHANsKY et al., 2002;
RopricuEz et al., 2002a).

Em cada experimento foram utilizadas 10 fémeas
adultas, sendo que as mesmas foram colocadas em
aquérios de 1 L, com aeracdo constante e refligios e
mantidas em fotoperiodo de 14 h:10 h (luz:escuro) e
temperaturade 20° C + 1° C. Anteriormente aos ensai 0s,
elasforam medidas quanto ao comprimento do cefal otdrax
(mm) e pesadas. Asfémeasforam alimentadas diariamente,
sendo que 2 vezes por semana era administrada o pellet
com o antagonista (spiperona ou naloxana) e nos demais
dias, alimentadas ad libitum com pellet controle.
Diariamente, osanimai s eram inspecionados, registrando-
se a muda ou morte eventual, com a troca de dgua dos
aquérios 3 vezes por semana.

Foi redlizada a extracéo de hemolinfa a partir da
articulacdo das coxas dos perei 6podos, mediante seringa
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de 1 ml comagulha27G utilizando-se oxalato de potassio
a 10% como anticoagulante. Estas amostras foram
colocadas em tubos de eppendorf de 1 ml e conservadas
a-20°C até 0 seu processamento.

Das amostras de hemolinfa foram quantificadas a
concentracao de lipideos totais, colesterol, glicose e
proteinas. As proteinastotaisforam quantificadas através
do método de Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina
bovina como padrdo. Os lipideos foram quantificados
através do método dasulfofosfovalina(MEeYER & WALTER,
1981) e os niveis de colesterol mediante kit da Labtest
(Colesteral total —Liquiform). Osniveisde glicose foram
guantificados através do método da glicose oxidase (kit
dal abtest). Osniveisdelipideos e colesterol dostecidos
(gbnadas e hepatopancreas) foram extraidos utilizando-
se 0 método de FoLcH et al. (1957) e analisados com o
mesmo protocol o mencionado acima.

Para a comparacéo dos indices gonadossométicos
e dos niveis de metabdlitos entre os diferentes grupos
experimentaisfoi aplicadaandlisedevariancia(ANOVA
one-way), seguida do teste de comparacéo de Tukey
(ZAR, 1996) a0 nivel de5% designificancia.

RESULTADOS

As fémeas alimentadas com pellets enriquecidos
com spi perona e nal oxana sofreram aumento significativo
do indice gonadossomatico em rel agéo ao grupo controle
inicia (p<0,05, Tab. I).

Tabela |. indice gonadossomético médio + erro padrdo das fémeas
de Aegla uruguayana Schmitt, 1942 dos distintos grupos
experimentais (N, nimero de fémeas). Letras diferentes indicam
diferenca significativa do indice gonadossomatico entre os
diferentes grupos experimentais (p<0,05).

Média N
Controle inicial 0,50 + 0,11 d 10
Controle 0,86 + 0,12 ¢ 8
Spiperona 1,11+ 0,22 a 7
Naloxana 0,95+ 0,18 b 7

A naloxana produziu um aumento significativo
nos niveis de lipideos tanto nas génadas como no
hepatopancreas em relagdo ao grupo controle (p<0,05,
Tab. I1). A spiperona produziu aumento significativo
nos niveis de lipideos nas génadas e hepatopancreas
e colesterol no hepatopancreas quando comparado ao
controle (p<0,05).

As fémeas que foram alimentadas com pellets
enriquecidos com neuroreguladores (spiperona e
nal oxana) ndo apresentaram diferencas significativasnos
niveis de glicose, proteinas e colesterol em relagcéo as
fémeascontrole (Tab. I11). Entretanto, os niveisdelipideos
foram significativamente menores nas fémeas que foram
alimentadas com pellets com spiperona e maiores nas
fémeas tratadas com naloxana quando comparadas as
fémeas alimentadas apenas com rac&o (p<0,05).

DISCUSSAO

Recentemente CaHansky et al. (2002, 2003)
verificaram o efeito estimulante in vivo da spiperona,
aumentando o indice gonadossomatico, assim como
também um incremento na producdo de fémeas ovigeras
do lagostim de &gua doce Cherax quadricarinatus (von
Martens, 1868). Quando injetada durante o inicio da
vitelogénese, a spiperonatambém produziu um aumento
no indice gonadossomatico em P. clarkii (100 pl)
(Ropricuez et al., 2002a) eem N. granulata (50 W) (Zarata
et al., 2003). Em A. platensis Schmitt, 1942, o efeito da
spiperona sobre a estimulacdo do desenvolvimento
ovariano foi observada quando amesmafoi incorporada
ao alimento (CaHANskY et al., 2008).

Resultados de estudos utilizando a nal oxana como
neuroregulador mostraram que este € capaz de induzir a
maturacdo dos ovéarios do caranguejo estuarino Uca
pugilator (Bosc, 1802) (Saroani et al., 1995), no lagostim
P. clarkii (Saroani et al., 1996) etambém em A. platensis
(CaHansky et al., 2008). Em A. uruguayana, tanto a
spiperona como a nal oxana causaram induc&o ovariana,
sendo estainduc&o mais pronunciadaquando foi utilizada
a spiperona.

Tabela 1. Niveis médios + erro padréo de fémeas de Aegla uruguayana Schmitt, 1942 de lipideos (mg/g™) e colesterol (mg/g?) das gonadas
e hepatopancreas dos distintos grupos experimentais. Os valores estéo expressos em mg/g. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) nos niveis de cada metabdlito entre os diferentes grupos experimentais.

Grupo Gonadas Hepatopancreas

Lipideos Colesterol Lipideos Colesterol
Controle 13,270 + 0,581 ¢ 0,2541 + 0,139 a 24,307 £ 3,397 b 0,1779 + 0,058 b
Spiperona 38,462 + 1,184 b 0,1715 + 0,045 b 31,063 + 3,409 a 0,3771 £ 0,085 a
Naloxana 46,088 + 2,585 a 0,2487 + 0,068 a 33,659 + 15,629 a 0,1419 + 0,034 b

Tabela I11. Niveis médios + erro padréo de glicose, proteinas, lipideos e colesterol presente na hemolinfa de fémeas de Aegla uruguayana
Schmitt, 1942 dos distintos grupos experimentais. Os valores estdo expressos em mg/ml™. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) nos niveis de cada metabdlito entre os diferentes grupos experimentais.

Grupo Hemolinfa

Glicose Proteinas Lipideos Colesterol
Controle 20,514 + 2,001 a 4,055 + 0,345 a 40,792 + 4,841 b 3,117 + 0,401 a
Spiperona 15,943 + 1,716 a 3,776 £ 0,330 a 32,709 + 7,972 c 2,571 £ 0,392 a
Naloxana 17,678 + 2,494 a 4,052 + 0,320 a 51,367 + 13,674 a 3,706 = 0,90 a
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As desovas que as fémeas produzem durante o
periodo reprodutivo devem-se, fundamentalmente, ao
acumulo prévio de vitelogenina nos oécitos em
crescimento, sgja através da captacdo desse recurso da
hemolinfa e/ou pela produgdo enddgena da
glicolipoproteina (CHaRrNIAUX-CoTTON, 1985). A
vitelogénese secundaria se encontra sob o controle
inibitério do horménio GIH (FiINGERMAN, 1997,
WAINWRIGHT & REts, 2001). Destamaneira, a spiperona,
pode causar um aumento significativo do nimero de
o6citos ao suprimir aestimul agéo dopaminérgicasobrea
secrecdo do horménio GIH. Por outro lado, pode ocorrer
ainibicdo dopaminérgia sobre a secregdo do hormonio
estimulante da génada GSH (FingeErMAN, 1997). A
maturacdo ovariana foi verificada também a partir da
administracéo de naloxana (Saroani et al., 1995; SAROJINI
et al., 1996), por este ser um inibidor de opioides
enddgenos, tais como a metencefalina e leuencefalina
(NAaGaBHUSHANAM €t al., 1995). Ambos os antagonistas
mencionados acima, ao inibir os efeitos da dopamina e
dos opidides enddgenos, provavelmente causam a
secrecdo do hormonio estimulante das gbnadas (GSH) e
a inibicdo do horménio inibidor das gbnadas (GIH) e,
assim, estimulado o desenvolvimento gonadal (Sarouini
et al., 1997). No caso das fémeas de A. uruguayana
analisadas no presente estudo, o efeito estimulante da
spiperona e danal oxana sobre amaturacéo ovarianapode
ser reforcado também peladiminuicdo doslipideostotais
na hemolinfa de animais tratados com spiperona e o
aumento dos i pideostotais no hepatopancreas e gbnadas
das fémeas tratadas com spiperona e naloxana, assim
como pelo aumento no indice gonadossomatico
verificado em ambos ostratamentos experimentais. Dessa
maneira, pode-se constatar a mobilizacdo das reservas
energéticas do hepatopancreas e hemolinfa para o
desenvolvimento dos o6citos e subsequente desova em
A. uruguayana.

Os resultados aqui observados incrementam o
conhecimento bésico sobre o papel fisiolégico dos
neurotransmissores envolvidos durante a época
reprodutiva dos crustaceos. Estes neurotransmissores
possuem uma elevada aplicac8o em aquicultura, ja que
os pellets enriquecidos com estas substancias poderiam
ser uma ferramenta muito valiosa para espécies de
interesse econdmico, tais como oslagostins, caranguejos
e camardes de agua doce.
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