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RESUMO

Em varias espécies de crusticeos as fémeas carregam os ovos durante o
desenvolvimento embriondrio em uma cdmara incubadora, permitindo o
acompanhamento de processos como morfogénese € organogénese durante a sucessio
das diferentes formas embrionarias. No palemonideo Macrobrachium acanthurus, os
ovos sdo centrolécitos e apresentam clivagem meroblastica que possibilita um
desenvolvimento embrionario prolongado, onde ocorre a formagdo de um blastoderma,
a retencdo de um estagio naupliar e pds-naupliar no ovo e a eclosio da larva zoea.
Objetivando descrever a embriologia e o desenvolvimento dos ginglios cerebrais das
fases embrionizadas de nauplius e pos-nauplius inicial, utilizou-se um sistema de
estageamento, com base no tempo total do desenvolvimento. Os embrides fixados em
Bouin foram manipulados, preparados com técnicas de coloragGes gerais e especificas
para a evidenciagdo de estruturas embrionarias e neurais, analisados e registrados com
esquemas e fotos. O desenvolvimento embrionario, desde a postura até a eclosio,
apresenta a duragdo de 16 dias em temperatura de 23°C a 25°C. Este periodo
compreende 16 estagios, sendo considerado um estagio (E) cada dia da embriogénese.
Dentro deste intervalo de tempo examinou-se diferentes eventos no desenvolvimento
embrionario e neural, desde a formagdo da fase naupliar (E3-18,75% do
desenvolvimento) até a estruturagdo de um pds-nauplius com inicio de pigmentagio no
olho lateral (E9-62,50% do desenvolvimento). A fase naupliar corresponde aos
estagios E3 e E4 (18,75% a 31,25%), sendo um processo relativamente rapido que
abrange a organizagio da estrutura embrionaria em forma de U até o nauplius
embrionizado caracteristico, onde ocorrem a formagdo e diferenciagdo dos
neuroblastos e a estruturagdo dos ganglios protocerebral, deutocerebral e tritocerebral
que unidos formardo o cérebro. A fase de poés-nauplius inicial que corresponde aos
estagios E5 a E9 (31,25% a 62,50%), é um processo um pouco mais demorado e
envolve a organizagdo de estruturas originadas pela proliferagdo e diferenciagdo da
papila caudal, levando ao desenvolvimento do corpo do embrido e a formagdo de
sistemas organicos. No desenvolvimento neural, estes estigios compreendem os
eventos desde o desenvolvimento do primeiro neurdpilo até a diferenciacio de um
anel de tecido neural contendo os primérdios de estruturas neuropilares protocerebrais,
deutocerebrais e tritocerebrais do sistema nervoso embrionario.



ABSTRACT

Several species of curstaceans carry the eggs during the embryonic development in the
incubation chamber, permitting the accompaniment of processes such as
morphogenesis and organogenesis during the sucession of the different embryonic
shapes. In the palemonid Macrobrachium acanthurus the eggs are centrolecits and
present meroblastical cleavage, that enable a prolonged embryonic development,
where the formation of a blastoderm occurs, the retention of a naupliar post-naupliar
stages in the eggs and the hatching of the zoea larvae. In order to describe the
embryology and the development of the ganglions of the nauplius and initial post-
nauplius embryonized phases, were used a staging system, based on the total
devepolment time. The embryos, fixed em alcoholic Bouin, were handled, prepared
with general and specific stain technics to evidence embryonic and neural structures,
analysed and registered with schemes and photographies. The embryonic development,
from the spawning to the hatching, spends 16 days at the temperature of 23°C to 25°C.
This period consists of 16 stages, one stage (E) by day. In this time period, were
examined different embryonic and neural development events, since the naupliar phase
formation (E3-18,75% development) to a post-nauplius organization with the bigining
of lateral eyes pigment (E9-62,50% development). The naupliar phase corresponds to
the E3 and E4 stages (18,75% to 31,25%), being a relative quick process. It includes
the U-shaped embryonic structure organization until the typical embryonized nauplius,
wich presents the formation and differentiation of neuroblasts, resulting in the
protocerebral, deutocerebral and tritocerebral ganglions, that will form the brain. The
initial post-nauplius phase, that corresponds to the ES to E9 stages (31,25% to
62,50%), is a slowoly process and envolves the organization of structures arised from
the papilla caudal proliferation and differentiation, resulting the development of the
embryo body and the formation of organic systems. In the neural development, this
stages envolve the events, since the development of the first neuropil to the
differentiation of a ring of neural tissue, containg the protocerebral, deutocerebral and
tritocerebral neuropils primordia of the embryonic nervous system.



1. INTRODUCAO

Nos crustaceos o desenvolvimento embrionario, varidvel dentro e entre as
familias, mostra uma unidade basica em todas as espécies. Essencialmente, a clivagem
leva a formagdo de uma blastula ou blastoderma em que as células com o mesmo
destino ocupam 4reas especificas na superficie e formam os mapas topograficos.
Apesar de ocorrer variagdo no modelo de clivagem, devido a diferengas na quantidade
e distribui¢do de vitelo, ha similaridade no modelo das 4areas presuntivas
estabelecidas, como componentes da blastula ou blastoderma nas diferentes espécies

(Zilch, 1978; Anderson, 1982).

DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Os ovos que apresentam pouca quantidade de ﬁtelo regularmente distribuida,
tipo oligolécito-isolécito, sofrem clivagem total ou holoblastica, sendo a forma de
eclosio a larva nauplius. Néstes ovos, o desenvolvimento das caracteristicas
morfologicas do embridio antes da eclosdo € um processo simples no qual ha o

desenvolvimento de trés pares de brotos dos segmentos naupliares, dispostos ventro-



lateralmente ao longo do corpo e que constituirdo as anténulas, antenas e mandibulas
(Anderson, 1973; Zilch, 1978; Weygoldt, 1979).

| Em muitas espécies de crusticeos a seqii€ncia basica de clivagem total €
modificada para incluir um ovo com bastante vitelo, tipo centrolécito, que apresenta
uma clivagem parcial ou meroblastica. Esta grande quantidade de vitelo possibilita um
desenvolvimento embrionario prolongado, onde ocorre a formagdo de uma blastula ou
blastoderma, a retengdo de um estagio naupliar é pos-naupliar, o desenvolvimento
teloblastico dos segmentos metanaupliares € uma papila caudal precocemente
flexionada. Nas espécies em que o desenvolvimento assim ocorre, a forma de eclosdo é
a larva zoea (Anderson, 1973, 1982).

Os processos de morfogénese € organogénese que ocorrem apds a gastrulagéo,
resultam primeiramente na estruturacdo da regido naupliar com a formagdo e
desenvolvimento de pares de apéndices: as anténulas (unirremes), antenas (birremes) €
mandibulas (pequenas protuberancias). Seqiiencialmente, ocorre o desenvolvimento da
regido pos-naupliar pelo crescimento da regido anterior da papila caudal, através do
processo de teloblastia, onde ocorrem divisGes desiguais de ectoteloblastos e
mesoteloblastos gerando o material celular para a organizagdo dos segmentos poOs-
naupliares. Com a divisdo dos teloblastos a papila caudal cresce em comprimento € 0s
segmentos pos-naupliares surgem em uma seqii€ncia antero-posterior (Scholl, 1963;
Stromberg, 1968; Dohle, 1970; Helluy & Beltz, 1991; Sandeman & Sandeman, 1991;
Scholtz, 1993; Talbot & Helluy, 1995). Nas espécies que eclodem na forma de

nauplius a proliferagdo da regido pds-naupliar ocorre principalmente apds a eclosdo,



enquanto que nas espécies em que o nauplius é embrionizado este processo ocorre
antes da eclosdo (Anderson, 1973, 1982).

Nos crustaceos em que o estidgio naupliar € retido no ovo ocorre a fase de
nauplius ou nauplius embrionizado, onde a morfogénese externa ¢ visualizada pelo
desenvolvimento de trés pares de apéndices; uma pequena regido pré-antenal e uma
pds-naupliar (papila caudal) que delimitam a extremidade anterior e posterior do
embrido (Anderson, 1973, 1982; Zilch, 1978; Miiller 1984; Helluy & Beltz, 1990;
Beltz et al., 1992; Scholtz, 1993). Neste modelo de desenvolvimento, a formagdo das
estruturas naupliares ocorre através de um processo continuo e gradual que leva a
organizagdo de um plano basico do corpo equivalente ao apresentado pelo nauplius
livre (Helluy & Beltz, 1990).

Na maioria das espécies que apresentam segmentagdo meroblastica, a
morfologia dos embrides apds a gastrulagdo € bastante similar, sendo que nos
malacostracos, a primeira estrutura embriondria € freqiientemente visualizada como
uma camada celular em forma de “V” que apresenta uma area blastoporal evidente na
regido infertor. O mesoderma, o endoderma e as células germinativas primordiais
originam-se da regido blastoporal e migram para o interior do ovo, deslocando-se
posteriormente para distintas regides do corpo. O ectoderma embrionario localiza-se
na regido pré-antenal, nos segmentos naupliares, na regido pos-naupliar € em uma area
dorsal extra-embrionaria (Anderson, 1973; Weygoldt, 1979; Scholtz, 1993).

Nos embrides com desénvolvimento prolongado, o ectoderma extra-

embrionario € bastante amplo e delgado, sendo que parte dele formara a carapaga e a



maior parte é reabsorvido a medida que a massa de vitelo diminui. O ectoderma
embrionario da regido naupliar originara a epiderme e as glandulas epidermais, os
olhos medianos e compostos, os génglios da regido pré-antenal e dos segmentos
naupliares, e os ductos das glandulas antenais. O ectoderma da regifio pds-naupliar
dara origem a epiderme, aos ganglios segmentares do corddo nervoso ventral e as
invaginag¢des ectodermais que participam da formagido do endoesqueleto F(Anderson,
1973, 1982).

Em estudos de embriologia de invertebrados tem sido utilizados sistemas de
estageamento, baseados em eventos particulares do desenvolvimento, onde através de
anotagdes arbitrarias como letras ou figuras sdo demarcados os diversos estdgios. No
entanto, quando ha necessidade de inclusio de estagios intermediarios, um sistema de
estageamento percentual é mais compreensivel.. Em alguns estudos, a escala de
estageamento € calibrada a uma temperatura constante, podendo o tempo total da
fertilizagdo até a eclosdo ser transformado em uma escala de estageamento percentual
(Helluy & Beltz ,1990, 1991; Sandeman & Sandeman, 1990, 1991, 1996; Beltz et
al.,1992; Scholtz, 1992; Helluy et al.,1993, 1995, 1996; Talbot & Helluy, 1995 e
Harzsch et al., 1997; Salecker & Boeckh, 1995). Esta escala pode ser utilizada em
animais mantidos em temperaturas varidveis porque todos os eventos do
desenvolvimento séo proporcionalmente comprimidos ou expandidos dependendo da
temperatura. Este sistema de estageamento ndo pode ser aplicado em espécies que
possuem uma interrup¢do no periodo de desenvolvimento em condi¢des naturais e em

temperatura constante, como por exemplo Homarus americanus. Nestes casos, utiliza-



se o indice morfométrico, baseado no tamanho da area piglﬁentada do olho lateral
(indice do olho de Perkins, 1972) que representa tanibém o crescimento de outros
tecidos embrionarios e pode ser usado como um indicador de desenvolvimento, sendo
utilizado em muitos estudos (Sandeman & Sandeman, 1996; Helluy & Beltz ,1990,
1991; Beltz et al., 1990, 1992; Scholtz, 1992; Helluy et al., 1993, 1995, 1996; Talbot &

Helluy, 1995).

DESENVOLVIMENTO NEURAL

No desenvolvimento embrionario, as células ectodérmicas sdo as primeiras a se
diferenciarem originando, entre outras, os neuroblastos, precursores do sistema
nervoso. O desenvolvimento dessas células envolve a aquisi¢do de fendtipo neuronial
especifico. As células precursoras proliferam e dio origem a uma progénie que
diferencia-se em neurdnios. Durante a diferenciagdo neuronial, ocorre os processos de
crescimento, arborizagdo e chegada aos alvos dos axdnios onde sdo formadas as
conexdes sinapticas. Os neurdnios adquirem requnsividade para neurotransmissores,
habilidade para produzirem potenciais de agdo, capacidade de sintese e, armazenagem
e liberagdo de seu préprio neurotransmissor (Goodman & Spitzer, 1979).

Nos crustaceos o desenvolvimento do sistema nervoso envolve processos de
diferenciacdo, proliferagdo e migragdo celular e pode ser descrito através de duas
linhas de pensamento. Segundo Weygoldt (1958, 1961), Scholl (1963), Stromberg
(1968); Zilch (1974, 1978), Scheidegger (1976) e Miiller (1984) os neuroblastos,

localizados na superficie embrionaria, sdo células grandes e se encontram inicialmente



mais concentrados na regido pré-antenal do embrido. Posteriormente, estas células
migram para o interior do corpo, proliferam e originam células menores chamadas de
|

células ganglionares que proliferam bastante rapido e cooperam entre si para formar os
ganglios do sistema nervoso. De acordo com Dohle (1970, 1972, 1976), Malzacher
(1968), Scholtz (1992) e Harzsch & Dawirs (1994) os neuroblastos sdo células de
grande tamanho, localizadas na superficie dorsal do embrido, e podem sofrer divisdo
igual ou desigual. O primeiro tipo de divisdo ocorre quando o neuroblasto estd em
posigdo horizontal com a superficie, originando dois neuroblastos que também
permanecem na superficie do embrido. A divisdo desigual ocorre quando o neuroblasto
encontra-se em posi¢do vertical em relagdo a superficie, originado uma célula grande
que permanece na superficie, podendo originar ou ndo outro neuroblasto, e uma célula
pequeﬁa chamada de célula ganglionar mie. Estas células sofrem novas divisbes e
migram para o interior do embrido, localizando-se junto ao mesoderma, e organizam o
ganglio que ¢é a unidade segmentar do sistema nervoso.

Como na maioria dos invertebrados, o sistema nervoso centralldos crustééeos
apresenta neurdnios geralmente do tipo unipolar e neurdnios sensitivos do tipo bipolar,
sendo que na estruturagdo do ganglio o corpo celular é organizado perifericamente €
os dendritos e axdnios no centro constituindo o neurépilo (Prosser, 1991). O sistema
nervoso ¢ envolto por uma fina lamela neural, que em decapodos, € composta por um
tecido conectivo, provavelmente contendo mucopolissacarideos e colageno, com

espessura variavel, dependendo da idade do animal (Sandeman, 1982).



O sistema nervoso central dos crustaceos possui como componentes basicos trés
pares de ganglios naupliares que formardo o cérebro, situado antero-dorsalmente, e um
par de ganglios pds-naupliares para cada segmento do corpo que formardo o corddo
nervdso ventral. O géanglio naupliar niais anterior, o protocerebral, originado de uma
estrutura par e relativamente grande provém do ectoderma da regido pré-antenal. Este
¢ seguido pelos pares de ganglios deutocerebral e tritocerebral, organizados a partir do
ectoderma dos segmentos antenulares e antenais, respectivamente. Na regido pds-
naupliar, formam-se ginglios médio-ventrais a partir do ectoderma ventral de cada
segmento (Anderson, 1973, 1982). Estas estruturas ja estdo organizadas relativamente
cedo no desenvolvimento € em Macrobrachium carcinus (Miiller, 1984) sdo
yisualizadas antes do aparecimento do pigmento no olho lateral. Em estudos iniciais, o
desenvolvimento dos trés pares de ganglios cerebrais foi descrito, adotando a
seguinte nomenclatura: GO + G1 = protocérebro, G2 = deutocérebro e G3 =

tritocérebro (Scholl, 1963).

Gdnglios Cerebrais e Areas Neuropilares Embriondrias

Os ganglios cerebrais estio inicialmente separados um do outro por
constricgdes, porém logo o protocérebro, deutocérebro e tritocérebro se unem para
formar uma estrutura unica, o cérebro. Os ganglios direito e esquerdo do protocérebro
e do deutocérebro entram em contato na linha média, porém o estomodeu esta
interposto entre os dois ganglios do tritocérebro. O ganglio mandibular e o segmento

da primeira e segunda maxila coalescem para dentro do ganglio subesofageal. Em cada



segmento do corpo, o ganglio forma em seu interior um feixe (ie neurofibrilas, o
primeiro sinal de diferenciagdo dos neurdnios, ocorrendo o desenvolvimento de um
molde de nervos constituidos pelos axdnios dos neurénios no inicio da diferenciagio.
Embora os constituintes celulares dos ganglios estejam rodeados por fmas membranas
celulares, algumas fibrilas de cada ganglio sdo continuas antero-posteriormente,
formando um par de conectivo que une os segmentos adjacentes. Também, algumas
fibrilas direcionam-se para a direita e esquerda, formando comissuras que unem as
duas partes do mesmo ganglio. Estes feixes fibrilares em conjunto formam uma
estrutura continua, fazendo com que o sistema nervoso tenha uma forma semelhante a
uma “escada de mdo”. Este modelo metamérico simples forma a base do sistema
nervoso dos artrépodos. A extremidade posterior do cérebro, em forma de V invertido,
envia feixes fibrilares pareados que estendem-se em direg¢do posterior, envolvendo o
estomodeu, para conectar-se com os feixes do par ganglionar das mandibulas e, junto
com a comissura fibrilar transversa do tritocérebro, constituem o anel nervoso circum-
esofagial (Kumé & Dan, 1968; Bate & Grunewald, 1981).

A organizagdo histoldgica dos ganglios cerebrais nAlais comumente observada é
a de regides de neurdpilos difrerenciados. O neurdpilo ¢ delimitado por um
conglomerado de corpos celulares dos neurdnios, freqiientemente envolvido por
células gliais, que enviam seus ax0nios para varias dire¢des € formam uma complexa
trama de fibras nervosas, onde ocorre a maioria das conexdes sinépticas (Barnes,
1990). Cada neurdpilo esta associado com um conjunto de corpos celulares que estdo

presentes, em grupos, contornando o cérebro. Em alguns casos, tais como as células



associadas com os lobos acessorios e lobos olfatorios, os corpos celulares podem ser
identificados pela sua caracteristica morfolégica, mas em outros casos ndo existe
critérios para avaliar. Estes agregados celulares, conhecidos como “clusters”, possuem
proje¢des citoplasmaticas ou neuritos primarios que vdo diferenciar-se em axonios €
dendritos em resposta a distintos sinais extracelulares. Alguns grupos de células sdo
claramente reconhecidos em todos os tipos de cérebros, outros ndo. Estudos recentes
descrevem estes grupos de células de acordo com as regides do cérebro em que elas
estdo organizadas. Para evitar nomes funcionais aos grupos de células, que podem ser
altamente heterogéneo e que podem conter os corpos celulares dos neurdnios com
fungbes e projegdes diferihdo amplamente, sdo reconhecidos 17 diferentes grupos que
parecem ser comuns a todos os tipos de cérebros (Sandeman et al., 1992).

Segundo Salecker & Boeckh (1995), as células gliais podem ser distinguidas
dos neur6nios vizinhos, ao microscopio Optico, pela sua coloragdo mais escura € por
sua forma cubica ou achatada. Elas nio mostram uma pronunciada proliferagdo
durante a fase de formagdo do neurdpilo glomerular € nem migram em conjunto para o
interior da estrutura.

O primeiro neurdpilo a se desenvolver ¢ o que ﬁne o protocérebro ao
deutocérebro e ao tritocérebro e, em seguida, para a regido mais anterior do embrido,
também se estabelecem os conectivos entre o protocérebro € os lobos opticos. O
conectivo que parte do protocérebro em diregdo ao tritocérebro, logo estendem-se para
o segmento mandibular para completar o conectivo circum-esofagial. As comissuras

desenvolvem-se apOs os conectivos e geralmente aparecem na seqiiéncia antero-
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posterior, de tal forma que a comissura protocerebral e deutocerebral se desenvolvem
antes que a tritocerebral. No inicio fica dificil a distingdo entre as duas primeiras
comissuras, visto que elas parecem se desenvolver quase que simultaneamente, como
um feixe de fibras nervosas bastante sélido. Mais tarde, um vaso sangiiineo penetra no
neurdpilo entre as duas comissuras, levando a um facil reconhecimento de ambas
(Stromberg, 1968).

Os lobos 6pticos, regido mais anterior do protocérebro, prolifera mais que todos
os outros ganglios e cresce em dire¢do mediana e lateral. Devido a seu crescimento
medial, o restante do protocérebro é tracionado na mesma dire¢do, encontrando-se
também na linha média. Eles sdo agora separados somente por um fino corddo de
mesoderma pré-antenular. Com a continuidade do processo, o protocérebro também ¢é
puxado caudalmente e entdo forma a parte mais dorso-posterior do cérebro, atingindo
este a tipica aparéncia triangular. Durante o desenvolvimento subseqiiente, a posi¢do
relativa entre a boca e os apéndices cefalicos muda, de modo que ela ficara situada
posterior as antenas. Ao mesmo tempo o ganglio antenal ou tritocerebral desloca-se
para uma posi¢do anterior a da boca e torna-se intimamente associado ao ginglio
antenular ou deutocerebral (Strémberg, 1968).

Em embrides que eclodem na forma de nauplius, a parte anterior do sistema
nervoso, do ganglio protocerebral ao ginglio mandibular, é totalmente desenvolvida e
funcional no momento da eclosio, embora ela sofra mudangas durante o
desenvolvimento larval. Quando o desenvolvimento naupliar ¢ embrionizado € a

eclosdo ocorre em estagios mais avangados, a distingdo entre o desenvolvimento das
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partes naupliar e pés-naupliar do sistema nervoso ¢ menos demarcada, mas ainda
persiste como um aspecto residual do desenvolvimento heterénomo. O olho naupliar e
os olhos compostos sdo desenvolvidos do ectoderma protocerebral em unido com o
géinglio protocerebral. Como os segmentos pos-naupliares sdo formados e continuam
se desenvolvendo, um par de ganglio é formado para cada segmento pela proliferagdo
de células do ectoderma ventro-lateral, seguido pela separagdo das massas
ganglionares para o interior (Anderson, 1973, 1982).

Apesar do progressivo interesse dos neurobiologistas na estrutura e fungdo do
sistema nervoso de crustaceos decapodas adultos (Sandeman, 1982, 1990; Blaustein et
al., 1988; Sandeman et al., 1988, 1992, 1993, 1995a, 1995b; Sandeman & Scholtz,
1995) pouco € comhecido sobre os elementos neuronais no desenvolvimento
embrionario e larval. S6 recentemente foi feito uma descrigdo detalhada da morfologia
do sistema nervoso central em larvas de Carcinus maenas (Harzsch & DawirS, 1993) e
a neurogénese em larvas de Hyas araneus (Harzsch & Dawirs, 1994). A formagdo de
banda germinativa, segmentagdo e neurogénese inicial em embrides de crusticeos foi
abordada por Dohle & Scholtz (1988) e Scholtz (1990, 1992). Também foi ilustrada a
presenga dos neurotransmissores serotonina e proctolina no desenvolvimento dos
embrides de Homarus americanus (Beltz et al., 1990, 1992; Helluy e al.,1993).

Para o estudo do sistema nervoso embrionario tem sido usado técnicas
histologicas classicas (Scholtz, 1992; Harzsch & Dawirs, 1993; Helluy et
al.,1993,1995,1996), marcagdo anticorpo neur6nio-especiﬁ§o (Meier & Reichert,

1990), enquanto que a axogénese tem sido visualizada por coloragdo rodamina-
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faloidina (Whitington er al., 1993; Scholtz, 1995a, 1995b), técnicas de marcagdo
intracelular (Whitington ez al., 1993) e marcagdo imunocitoquimica (Beltz et al.,
1990, 1992; Helluy et al.,1993; Harzsch et al., 1997).

Harzsch & Dawirs (1993) verificaram que a maioria das caracteristicas
morfologicas presentes no sistema nervoso de adultos ja estio evidentes na zoea.
Entretanto, ha diferengas marcantes com respeito ao arranjo dos corpos das células
nervosas, organizagdo dos neuropilos cerebrais e disposi¢do dos ganglios no corddo
nervoso ventral. Ha indicativos de que a complexidade do neurdpilo nervoso central é
seletivamente alterado durante o desenvolvimento poés-metamoérfico, provavelmente
refletindo mudangas adaptativas da integragdo sensorial-motora em resposta a

maturagdo comportamental.

Gdnglios Cerebrais e Areas Neuropilares em Adultos

O ganglio cerebral de muitos artropodos é subdividido em areas reconheciveis
de neurdpilos ligados uns aos outros por tratos axonicos. Algumas destas areas
neuropilares sdo estruturadas geometricamente com fasciculos de axdnios ou areas
sinapticas arranjadas seriadamente. Outras sdo glomerulares e contém campos
colunares ou esféricos de finos filamentos sinapticos. Algumas areas ndo tem estrutura
reconhecivel, mas estio sempre no mesmo lugar e com o mesmo trato axonico
ligando-as com as areas vizinhas (Sandeman et al., 1993).

Nos crustaceos o protocérebro, situado na regido pré-antenular, pode ser

subdividido em ganglio éptico, protocérebro lateral e protocérebro mediano. O ganglio
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Optico contém trés neurdpilos: ldmina (L), medula externa (EM) e medula interna
(IM), sendo caracterizado por uma ordem geométrica determinada pelas células
receptoras da retina que mantém sua organizagdo estrutural. O protocérebro lateral
possui dois neurdpilos: medula terminal (TM) e corpo hemielipséide (HN), duas
regides de neurodpilos ndo estruturados que, em alguns decapodos, sdo encontrados
proximo ao ganglio optico nos olhos pedunculados, sendo separados do protocérebro
medino pelo tracto protocerebral (PT). O protocérebro mediano, situado centralmente,
¢ composto por dois pares de neurdpilos, neurdpilo protocerebral medial anterior
(AMPN) e neurdpilo protocerebral medial posterior (PMPN), e outros dois neurdpilos,
entre os protocerebrais, chamados de ponte protocerebral (PB) e corpo central (CB).
Em outros grupos, os neurdpilos do génglio optico e do protocérebro lateral estdo
associados com neurdpilos do protocérebro mediano (Sandeman et al., 1993) (Figura
1: Ia, Ib, Ic).

O deutocérebro contém pares de neuropilos associados com as anténulas ou
antenas 1. Os lobos olfatorios (ON) recebem os axOnios aferentes primdrios de
quimioreceptores € os lobos acessorios (AcN) situam-se diretamente posterior ou
medial aos lobos olfat(')rios; sendo que ambos possuem uma estrutura glomerular.
Centralmente, localizam-se os neurdpilos laterais das anténulas (LAN) e o neurdpilo
mediano da anténula (MAN), que recebem inputs dos mecanoreceptores € contém o0s
motoneurdnios que controlam o movimento. Dois grandes tratos de axonios chamados
de tracto globular olfatério (OGT), com didmetro reduzido, estendem-se do centro dos

lobos olfatorios em dire¢do a cada um dos lados do cérebro, formando no centro um
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quiasma e, entdo, divergem para projetar-se em dire¢do aos corpos hemielipséides
(HN) do protocérebro lateral. Nos decapodos, em que o lobo acessério esta presente e
grande, hd a presenga de uma grande comissura transversa que liga eles entre si, a
comissura deutocerebral (DC) (Sandeman et al., 1993) (Figura 1: II).

O tritocérebro contém neurodpilos associados com as antenas ou antenas II,
sendo representado lateralmente pelos neurdpilos da antena (AnN), que recebem
imputs mecanoreceptores € proprioceptores, e na superficie dorsal, porém
centralmente, pelo par de neurdpilo tegumentar (TN). Este ganglio aloja, também, os
neur6nios motores que controlam o movimento das antenas (Sandeman et al., 1993)

(Figura 1: III).

Figura 1: Divisdes do cérebro e neurdpilos, segundo Sandeman ef al. (1992).
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Sandeman & Scholtz (1995), referem-se a organizagdo de um plano basico do
cérebro de crusticeos, que combina caracteristicas filogeneticamente antigas oﬁ
plesiomoérficas com apomorfose do grupo investigado e representa o cérebro "tronco”
das espécies. O cérebro original € mais comprido do que largo e ligeiramente curvado
ao longo do eixo longitudinal, de maneira que o protocérebro fica situado dorsalmente
ao deutocérebro e mais anterior a este. O plano bésico reconstruido para decapodos
ndo difere daquele apresentado pela maioria dos Eumalacostraca. Uma distribuigdo
similar e tamanho relativo das regides de neur6pilos € encontrada dentro de Peracarida.
Estas similaridades também estendem-se, com algumas exceg¢des, para Syncaﬁda. Os
Leptostraca exibem claramente uma organiza¢fo diferente do cérebro na posi¢do dos
lobos olfatérios e a presenga de dois, em vez de trés, neurdpilos Opticos, caracteristicas
que parecem-se com aquelas ocorridas nos crustdceos inferiores (Entamostraca) e que

pode ser original (plesiomdrfica) para os Malacostraca (Figura 2).

Figura 2: Plano bésico do cérebro de crusticeos, segundo Sandeman & Scholtz (1995).
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As variagoes no plano basico sdo lirnifadas por diferencas na posigdo e tamanho
relativo dos principais neurdpilos e, refletem diferengas na forma do corpo e habitat de
animais. De um modo geral, a anatomia do sistema nervoso nos crustaceos é tdo
variada quanto a forma do corpo. Entretanto, para os decapodos, pode-se reconhecer
um modelo geral de organizagdo de ganglio e raiz nervosa. Em decapodos que
apresentam O cOIpo alongado, os ganglios toracicos € abdominais sdo fusionados
trénsversalmente na linha média, mas sfo separados um do outro no plano longitudinal
por conectivos, de forma que pode ser distinguido um géanglio para cada segmento do
corpo (Sandeman, 1982).

Embora algumas estruturas homologas possam ser encontradas nos cérebros de
todos os artropodos é improvavel que um modelo arquitetonico basico com detalhes
possa ser determinado, ajustando-se a todas as formas. Mesmo dentro dos crustaceos
malacostracos, os tratos e os neurdpilos ndo sdo universais. Dentre os decapodos,
entretanto, existe uma estrutura de neurdpilos e tratos homodlogos que pode ser usada
como base de comparagdo (Sandeman et al., 1993) Nos ginglios cerebrais da maioria
dos decapodos pode-se encontrar onze neurdpilos principais cuja nomenclatura foi,
inicialmente, descrita em 1928 por Helm, sendo atualmente também adotada por
Tsvileneva & Titova (1985), Sandeman ef al. (1992) e Harzsch & Darwirs (1993).

Em Macrobrachium novaehollandiae os neurdpilos da antena e olfatério sdo
bem desenvolvidos. Situados medialmente, os neurdpilos laterais da anténula sdo
menores do que os neurdpilos da antena e olfatorio, sendo também claramente

subdivididos. Os lobos olfatérios sdo ligados aos neurdpilos hemielipsoides no olho
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pedunculado por grandes tratos globulares olfatorios. Dois grupos de células
globulares sdo associadas com cada lobo olfatério. Um grupo estd localizado
posteriormente ao lobo, como em Euphasia e Penaeus e o outro ¢ encontrado medio-

dorsalmente ao lobo olfatério (Sandeman ez al., 1993) (Figura 3).

Figura 3. Cérebro de Macrobrachium novaehollandiae, segundo Sandeman ef al. (1993).

ESTUDOS DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E NEURAL

Muitas espécies de invertebrados, devido & um pequeno niimero total de células
nervosas, a possibilidade de identificagdo celular, o curto tempo de geracdo e
informagdo genética acessivel, tem sido usadas como instrumentos na elucidagéo dos
processos basicos de desenvolvimento que formam o sistema nervoso, tais como o
papel das fibras pioneiras, das células suporte e da glia. Estes estudos, tem revelado

também a importancia no desenvolvimento da linhagem neuronal e da interagdo e
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morte celular (Sandeman & Sandeman, 1991; Beltz et al., 1992). Embora tempos de
geragdo relativamente longo e o habito de geragdo sazonal dos crusticeos terem
desencorajado estudos de desenvolvimento neuronal, recentes trabalhos tem enfocado
a neurogénese inicial e a presenga de neurdnios identificaveis no sistema nervoso
central (Helluy & Beltz, 1990; Sandeman & Sandeman, 1990; Salecker & Boeckh,
1995).

O sistema nervoso central de invertebrados tem atraido a atencdo de inameros
neuroanatomistas e neurofisiologistas porque ele pode ser estudado em um nivel de
identificagdo de neurdnios isolados e explorado como possivel modelo dos cérebros
complexos dos animais superiores. Estudos anatomicos iniciais dos ganglios cerebrais
de crustaiceos mostraram que muitos neurdnios podem ser identificados
individualmente pelas sua forma, localizagdo e, alguns neurOnios grandes, também ‘
pela sua fungdo (Sandeman et al., 1988).

Representantes de crustaiceos decapodos tém sido escolhidos pelos
neurobiologistas por serem comparativamente artropodos numerosos que apresentam
um sistema nervoso bem organizado e modelos interessantes de comportamento,
classificados como reflexos de complexas interagdes sociais. Varios modelos de agdo
relacionados com protegdo ou escape, sdo mediados por inputs sensoriais bem
definidos e pelo seu grande sistema neuro-muscular (Sandeman et al., 1992).

O palemonideo Macrobrachium acanthurus é uma espécie apropriada para
estudos de desenvolvimento embriolégico e neural, devido ao seu rapido

desenvolvimento embrionario, curto periodo reprodutivo e namero elevado de ovos.
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As fémeas deste género, como na maioria dos decapodos, incubam seus ovos na
superficie ventral do abdomen, em uma cdmara incubadora, durante um determinado
periodo em que ocorre mudangas sucessivas na forma embrionaria (Miiller et al.,
1992). Coelho et al. (1982) relataram que individuos desta espécie, geralmente,
carregam de 2.000 a 13.400 ovos em sua cidmara incubadora e Valenti et al. (1989)
registraram uma média de 8.929 ovos. Esta espécie possue ovos relativamente
pequenos, cujo didmetro varia de 0,47mm a 0,65mm (Holthuis, 1952; Gomes-Corréa,
1977, Kretzschmar, 1984). Estes sdo ricos em vitelo, tipo centrolécito, apresentando
segmentagdo meroblastica superficial. A presenga desta grande quantidade de vitelo
possibilita um desenvolvimento embrionario prolongado com a presenga de nauplius e
pos-nauplius embrionizados, tornando-se livres na eclosdo, sob forma de zoea

(Bressan & Miiller, 1997).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
- Descrever a embriologia e o desenvolvimento dos ginglios cerebrais das fases

embrionizadas de nauplius e pos-nauplius inicial de Macrobrachium acanthurus.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar, em espécie de segmentagdo meroblastica, as fases embrionizadas de
nauplius e pos-nauplius;

- Relacionar a formagdo de estruturas embrionarias naupliares €  pods-naupliares
com o tempo de desenvolvimento;

- Identificar o tempo de desenvolvimento embrionario em que se evidenciam os
componentes do sistema nervoso da regido naupliar e pés-naupliar;

- Caracterizar as estruturas presentes nos ganglios Opticos, protocérebro,

- deutocérebro e tritocérebro nas fases naupliar e pds-naupliar embrionizadas.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. OBTENCAO DOS -ESPE'CIMENS

Fémeas de Macrobrachium acanthurus foram obtidas na Lagoa do Peri, situada
no Parque Municipal da Lagoa do Peri, na faixa costeira a sudeste da Ilha de Santa
Catarina (27°43'30"S e 48°32'18"W).

Em laboratério, os individuos coletados foram mantidos em aquarios
(45X60X40cm) com temperatura de 23 a 25°C e salinidade de 0%o, em condigdes
aproximadamente semelhantes ao ambiente natural encontradas durante a estagdo

reprodutiva (Miiller ef al., 1992).

3.2. MANUSEIO DOS OVOS

3.2.1. Remogdo: os ovos foram retirados da superficie ventral do abdome das
fémeas com auxilio de uma pinga de ponta fina e acondicionados em pequenos vidros
para procedimentos de fixagdo. Varios ovos foram removidos a cada dia, em um

intervalo de aproximadamente 24h, para posterior examinagio.
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3.2.2. Fixagdo: os ovos foram fixados em Bouin alcodlico e posteriormente
conservados em etanol a 70%. Este fixador é muito utilizado para estudos de
desenvolvimento de invertebrados, principalmente de embrides que. se desenvolvem
através do modelo meroblastico, pelo fato dele aumentar o contraste entre a coloragdo

do vitelo e a do embrido.

3.3. SISTEMA DE ESTAGIOS NO DESENVOLVIMENTO

Para facilitar o estudo do desenvolvimento embrionario das caracteristicas
morfolégicas externas e do sistema nervoso, utilizou-se um sistema de determinagdo
de estagios com base no tempo total de desenvolvimento. Este sistema foi subdividido
em intervalos de 24 horas, sendo considerado um estégivo (E) cada dia da
embriogénese. Definiu-se 0% como o inicio da postura e 100% o dia da primeira

eclosdo das larvas.

3.4. TERMINOLOGIA UTILIZADA PARA OS EMBRIOES

A fase naupliar do desenvolvimento embrionario estende-se desde a
organiza¢do das células embriondrias em uma estrutura em forma de V ou U até a
formagdo de todos os apéndices naupliares, caracteristicos de um mnauplius
embrionizado (Scholl, 1963; Stromberg, 1968; Dohle, 1970; Anderson, 1973, 1982;
Zilch, 1978; Helluy & Beltz, 1990, 1991, Beltz et al., 1992; Scholtz, 1993, Talbot &

Helluy, 1995).
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A fase metanaupliar (Scholl, 1963; Stromberg, 1968; Dohle, 1970; Anderson,
1973; Zilch, 1978; Anderson, 1982; Williamson, 1982) ou poés-naupliar (Helluy &
Beltz, 1990, 1991; Beltz et al., 1992; Talbot & Helluy, 1995) é aquela onde ocorre a

diferenciagdo e crescimento dos apéndices pds-mandibulares.

3.5. MANIPULACAO DOS EMBRIOES

3.5.1. Identifica¢do prévia dos embribes: os ovos retirados em intervalos diarios
foram analisados e os embrides identificados, a nivel de microscopio estereoscopio e,
com base em caracteristicas morfologicas, desde a formagdo de embrides pertencentes
a fase naupliar até a formag¢do de um pds-nauplius com inicio de pigmentagdo no olho

lateral, objetos principais do presente estudo.

3.5.2. Dissecagdo: os embrides foram dissecados com auxilio de estiletes de
ponta fina e a nivel de microscdpico estereoscopico (80X), um total de 200 embrides
pertencentes as duas fases de estudo, tanto para preparados totais como para confec¢do
de cortes histologicos.

Para a montagem de preparados totais, os embrides foram separados
completamente da massa de vitelo. Desde o inicio da embriogénese até a formagdo de
um nauplius caracteristico, 0 embrido localiza-se em um dos pdlos do ovo. Na fase
naupliar, os ovos foram cortados ao meio e a extremidade que continha o embrido foi
manuseada até que a maioria dos grdos de vitelo fossem destacados das células

embrionarias. Na fase de pos-nauplius ou metanauplius, pelo fato do embrido estar
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mais desenvolvido e ocupar um espago maior no ovo, os grios de vitelo comegaram a
ser retirados na regido lateral do embrido, entre os lobos Opticos e a papila caudal.
Desta forma, o embrido foi cuidadosamente manuseado até ficar livre dos grios de
vitelo.

Para a montagem de secgbes dos embrides, os ovos que continham a estrutura
embrionaria mais desenvolvida, ocupando mais da metade do ovo, foram cortados com

estiletes na altura dos segmentos embrionarios pos-naupliares ou metanaupliares.

3.5.3. Montagem dos embrides em preparados totais: ap6s a dissecagdo, os
embrides foram lavados em agua destilada dentro de pequenos recipientes de vidro,
tratados com as solugdes corantes, desidratados em uma série etandlica ascendente,
diafanizados no xilol e montados em laminas permanentes, como segue os protocolos
abaixo.

3.5.3.1. Técnicas utilizadas
[. Técnica geral:
* Hemalume-Eosina (HE) (Becak & Paulete, 1976):
- Lavar em agua destilada por 5-10min;
- Corar com o hemalume de Mayer por Imin e 30s;
- Virar em agua da torneira por 10min;
- Lavar em agua destilada por Smin;
- Corar com solugdo aquosa de eosina 1% por 1min;

- Lavar em 4gua destilada;
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- Desidratar em uma série etandlica ascendente, permanecendo no etanol 70%, 80% e
90% por 10min e no etanol absoluto por 20min (mudar 3 a 4 vezes),

- Passar no xilol/etanol por 2min;

- Diafanizar em xilol durante Smin;

- Montar em Balsamo do Canada.

II. Técnica especifica

* Método de demonstracio das células nervosas em invertebrados (Altman & Bell,
1973) - modificado nos processos de fixagdo e desidratagéo.

- Lavar em agua destilada por 5-10min

- Incubar na solugdo azul de toluidina (pH=7,6) por 15min a 50°C:

Azul de toluidina O................cccoooee. 5,0g
Borax (Na,B4O7.10H0).........cc.oo...e. 30,0g
Acido borico (HsBO3)....c.oovcuverrreenn. 5,0g
Agua destilada.................o.cocevvvveennn... 500ml

- Lavar em 4gua destilada 5 a 10min,

- Desidratar em série etanolica ascendente, permanecendo no etanol 70%, 80% e 90%
de 10-15min e no etanol absoluto 10-20min (mudar 3 a 4 vezes);

- Diafanizar em xilol durante 5min;

- Montar em Balsamo do Canada.
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3.5.4. Montagem dos embrides em sec¢des: apds a dissecag¢do, os embrides
foram colocados dentro de pequenos recipientes de vidro, desidratados em uma série
etanolica ascendente, permanecendo nos etandis 70%, 80% e 90% por 10min, no
etanol absoluto por 20min (4 mudas), no xilol/etanol por 2-3min e no xilol por 10min.
Apos estes procedimentos, fez-se a impregnac¢do e inclusio em parafina/cera 8% a
58°C durante 2h. Ao serem retjrados da estufa, os embrides foram orientados em uma
placa quente e preparados em blocos para o seccionamento no microtomo rotativo
Olympus, modelo cut 4055. Os procedimentos de corte, desparafinizacio e
rehidratagdo, coloragdo, desidratacdo e diafanizacdo, e a montagem em laminas
permanentes, seguem 0s protocolos abaixo.

3.5.4.1. Técnicas utilizadas
I. Técnica geral:
* Hemalume-Eosina (HE) (Becak & Paulete, 1976):
- Seccionar em 3 um de espessura;
- Desparafinizar em xilol durante 10 min e rehidratar em uma série etandlica
descendente, permanecendo por 20min no etanol absoluto(2 mudas), por 10 min nos
etanois 90%, 80% e 70%;
- Lavar em agua corrente demoradamente;
- Corar com o0 hemalume de Mayer por 3min;
- Virar em 4gua corrente durante 10min,;
- Lavar em agua destilada durante 5 min;

- Corar com solugdo aquosa de eosina 1% por Imin;
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- Lavar em agua destilada;

- Desidratar em uma série etanolica ascendente, permanecendo por Smin nos etandis
70%, 80% e 90%, e por 10min no etanol absoluto (2 mudas);
- Diafanizar em xilol durante Smin;

- Montar em Entelan.

I1. Técnicas especificas:

* Método de coloragio com prata reduzida para sistema nervoso de insetos
(Weiss, 1972) - modificados nos processos de fixagdo e desidratagdo.

- Seccionar em 6 um de espessura;

- Desparafinizar em xilol durante 10 min e rehidratar em uma série etandlica
descendente, permanecendo por 20min no etanol absoluto(2 mudas), por 10 min nos
etanois 90%, 80% e 70%;

- Lavar em agua destilada

- Colocar os cortes em nitrato de prata 20% por 3h;

- Enxaguar em agua destilada por Smin;

- Colocar na seguinte solugdo para incubar a 37°C durante 24 h: misturar 9,1ml da
solugdo A, 7,5ml solugdo B e 82,4ml de agua destilada, apds 0,2ml da solugdo C e
0,8ml da solugdo D, para recipiente de 100ml. Essa solugdo ndo pode ser

reaproveitada, sendo necessario uma nova mistura da solugdo méde para cada bateria de

laminas.




28

* Solugdo mie:
Solugdo A: 12,4g de acido borico (H;BO; ) em 1000ml de agua destilada
Solu¢do B: 19,0g de borax (Na,B;07.10H,0) em 1000ml de agua destilada
Solugdo C: solugdo aquosa 1% de nitrato de prata (Ag NOs;)
Solugdo D: solugdo aquosa 10% de piridina
- Colocar na seguinte solugdo de redugdo por 2min: 0,10g de hidroquinona e 1,0g de
Sulfito de sédio (Na,S05.7H,0) em 100 ml de agua destilada .
- Lavar em agua corrente por 3min e enxaguar em agua destilada.
- Tonalizar em cloreto de ouro 1% por 10 min;
- Enxaguar em agua destilada com um breve merguiho;
- Reduzir em acido oxalico 2% por 10min,;
- Enxaguar em agua destilada com um breve mergulho;
- Fixar em Tiossulfato de s6dio 5% (NaS,03) por Smin
- Desidratar em uma série etandlica ascendente, permanecendo por 5min nos etandis
70%, 80% e 90%, e por 10min no etanol absoluto (2 mudas);
- Diafanizar em xilol durante Smin;

- Montar em Permalt.

* Método de demonstracio das células nervosas em invertebrados (Altman & Bell,
1973) - modificado nos processos de fixagdo e desidratagdo.

- Seccionar em 3 um de espessura;
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- Desparafinizar em xilol durante 10 min e rehidratar em uma série etandlica
descendente, permanecendo por 20min no etanol absoluto(2 mudas), por 10 min nos
etanois 90%, 80% e 70%;

- Lavar em 4gua da torneira demoradamente;

- Incubar na solugdo de azul de toluidina por 15min ;

- Lavar em agua destilada durante 5 min;

- Desidratar em uma série etanélica ascendente, permanecendo por 2min nos etandis
70%, 80% e 90%, e por S5min no etanol absoluto (2 mudas);

- Diafanizar em xilol durante Smin;

- Montar em Entelan

* Método de coloracio com Azul de toluidina 0,1% em tampio carbonato 0,2M

- Seccionar em 3 pum de espessura;

- Desparafinizar em xilol durante 10 min e rehidratar em uma série etandlica
descendente, permanecendo por 15min no etanol absoluto (3 mudas), por 10 min nos
etanois 90%, 80% e 70%;

- Lavar em agua corrente por Smin;

- Corar com Azul de toluidina 0,1% em tampdo carbonato 0,2M por 15min;

- Virar em 4gua corrente por 3min;

- Lavar em agua destilada;

- Desidratar em uma série etandlica ascendente, permanecendo por 10s nos etandis

70%, 80% e 90%, e por 10s no etanol absoluto (2 mudas);
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- Diafanizar em xilol durante Smin;

- Montar em Ehtelan.

3.6. CRITERIOS PARA A ANALISE DO MATERIAL
3.6.1- Para caracterizar o desenvolvimento embrionario naupliar e pds-naupliar
inicial utilizou-se os seguintes critérios morfologicos:
- presenga de um espessamento esbranquigado em forma de V ou U,
- visualizagdo da regido blastoporal,
- formagdo e desenvolvimento dos lobos Opticos e ginglios cerebrais;
- presenga dos segmentos naupliares;
- visualizac¢do e evidenciamento do estomodeu;
- formagdo, crescimento ¢ encurvamento da papila caudal;
- organizagdo ¢ desenvolvimento dos segmentos metanaupliares;
- modelagem do metanauplius;

- espago no ovo ocupado pelo embrido.

3.6.2. Para caracterizar o desenvolvimento neural foram utilizados os seguintes
critérios:
- presenga de neuroblastos;
- organizagdo dos ganglios cerebrais;
- formagdo e diferenciagdo dos neurdpilos dos ganglios protocerebral, deutocerebral

e tritocerebral.
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3.7. ANALISE DAS LAMINAS

As laminas permanentes de preparados totais e cortes seriados foram analisadas
a0 microscopio éptiéo Olympus, modelo CBA, para a selegdo do material que melhor
caracteriza as fases embrionizadas de nauplius e pds-nauplius, bem como a
evidenciagdo das estruturas nervosas. O material correspondente a fase de nauplius

inicial foi utilizado para a confecgdo de esquemas.

3.8. CONFECCAO DE FOTOGRAFIAS E ESQUEMAS

As laminas selecionadas foram fotografadas no sistema fotografico Olympus-
Micronal, modelo PM-ADF, em aumentos de 100X, 400X e 1000X no microscopio
optico e em aumento de 70X no microscopio estereoscopico.

Os esquemas foram elaborados em uma cimara clara (1,25X), marca Zeiss,

acoplada ao microscdpio optico em um aumento total de 500X.



4. RESULTADOS

O desenvolvimento de Macrobrachium acanthurus ocorre dentro do ovo através
de uma sucessio continua e gradual de diferentes formas embrionarias que

compreende varios processos de morfogénese e organogénese.

4.1. DETERMINACAO DE ESTAGIOS DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

O tempo do desenvolvimento embrionario de Macrobrachium acanthurus, sob
condigdes experimentais em laboratério e em temperatura de 23 a 25°C, apresenta a
duragdo média de cerca de 16 dias (+2 dias), compreendendo os processos desde a
extrusdo ou postura até a eclosdo das zoeas. O desenvolvimento embrionario foi
analisado dianamente, caracterizando-se assim um estagio para cada dia de
embriogénese. O estagio EO corresponde ao dia em que ocorre a extrusdo dos ovos, o
estagio E1 denota o primeiro dia apés a extrusdo, o estagio E2 o segundo dia, e assim

sucessivamente até o estagio E16, que € o dia em que iniciou a eclosdo (Tabela I).
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Tabela I. Dados do periodo de desenvolvimento embrionario, estidgio e porcentagem do

tempo total da embriogénese de Macrobrachium acanthurus, mantidos em temperatura de
23°C a 25°C.

Desenvolvimento Estagio da embriogénese | Porcentagem da embriogénese
Embrionario (dias) (E) (%)

0-2 EO- E2 0,00 - 18,75

3 E3 18,75 - 25,00

4 E4 25,00 - 31,25

5 ES 31,25 -37,50

6 E6 37,50 - 43,75

7 E7 43,75 - 50,00

8 E8 50,00 - 56,25

9 E9 56,25 - 62,50

10 E10 62,50 - 68,75

11 Ell 68,74 - 75,00

12 E12 75,00 - 81,25

13 E13 81,25 -87.50

14 El14 87,50 - 93,75

15-16 E15-16 93,75 - 100,00

42. EVENTOS MORFOLOGICOS E NEURAIS DO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO

No presente estudo, examinou-se diferentes eventos do desenvolvimento
embrionario e neural, principalmente, a partir do inicio da fase naupliar até a
estruturagdio de um poés-nauplius com inicio de pigmentagdo no olho lateral. Este
periodo compréende os estagios E3 (Figura 5.A) ao E9 (Figura 17), ocorrendo entre
18,75% a 62,50% do desenvolvimento (Tabela I).

A fase naupliar corresponde aos estagios E3 e E4 (18,75% a 31,25%), sendo um
processo relativamente rapido, abrangendo desde a organizagdo da estrutura
embrionaria em forma de U até o nauplius embrionizado caracteristico.

A fase de pés-nauplius inicial, que corresponde aos estagios E5 a E9 (31,25% a

62,50%), é um processo relativamente demorado quando comparada a fase naupliar,
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sendo que ela envolve a organizagdo de varias estruturas, principalmente originadas
pela proliferacdo e diferenciacdo da papila caudal, o que leva a um grande

desenvolvimento do corpo do embrido com formagdo de sistemas organicos.

4.2.1. Eventos de 0,00% - 18,75% do desenvolvimento (E0-E2)

Apos o inicio da postura dos ovos ainda ndo € possivel se reconhecer nenhuma
estrutura embrionaria, sendo visualizada somente uma massa amarelada compacta, o
vitelo, organizada em grumos e regularmente distribuida. Externamente visualiza-se
um envoltorio transparente, o cérion. Nas primeiras horas de desenvolvimento, o ovo
apresenta forma alongada que vai sofrendo mudangas a medida em que os processos
de organizagdo do embrido se iniciam. Em torno de 24 horas apo6s a postura, ja sdo
evidenciados na superficie dos ovos planos de segmentacdo iniciais que delimitam
estruturalmente a formagdo das primeiras células embrionarias, os blastdmeros, que

sdo formados através do processo de clivagem intravitelinica (Figura 4).

Figura 4: Estagios EO-E2 (0,00% a 18,75%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Vista geral dos ovos, aumento 70X.
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4.2.2. Eventos de 18,75% - 25,00% do desenvolvimento (E3)
a) Desenvolvimento embriondrio

Neste estagio, cerca de 72 horas apos o inicio da postura, pode-se visualizar um
delicado espessamento de coloragdo esbranquigada em uma regido do ovo,
contrastando com a coloragdo amarelada do vitelo, que representa o inicio da formagéo
do embrido e indica o comego da fase de nauplius (Figura 5.A). O aparecimento deste
esbogo naupliar inicial em forma de U, é decorrente da migracdo de blastdmeros para
regido determinada do ovo.

A extremidade superior do esbogo em U demarca a regido anterior do embrido,
mostrando uma ténue demarcagdo do inicio da organizagdo dos lobos dpticos. Neste
local algumas células organizam-se em aglomerados, resultantes de intensa
proliferacdo e movimentos morfogenéticos, decorrentes do processo de migragdo
celular. Em direcdo a regido posterior, as células apresentam-se organizadas em
fileiras e dispostas em poucas camadas, ndo sendo ainda possivel reconhecer-se
estruturas embrionarias. O pequeno numero de camadas celulares na maior parte da
regido embrionaria possibilita a identificagdo de células em mitose, que através de
divisdo celular, realizam o crescimento do embrido. A base do esbogo embrionario em

U corresponde a regido blastoporal que € o centro de gastrulagdo (Figura 5.B).
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b) Desenvolvimento dos ganglios cerebrais

No terceiro dia do desenvolvimento embrionario pode-se distinguir na
superficie dorsal do nauplius inicial, células de diferentes tamanhos e tonalidades,
mais evidenciadas quando utiliza-se a técnica de HE. Em determinadas regides, os
neuroblasto, sdo distinguiveis das demais células embrionarias principalmente pelo seu
grande tamanho e, também, pela sua tonalidade mais clara, devido ao seu citoplasma
abundante e nucleo com cromatina descondensada. Os neuroblastos podem ser
encontrados dispersos em varios locais na superficie dorsal do esbogo naupliar inicial,
porém encontram-se em maior naumero, principalmente, na regido dos lobos o6pticos,
futura regido do ganglio protocerebral. Em E3, os neuroblastos também podem ser
identificados como sendo as células em mitose, pois eles sofrem continuamente o

processo de divisdo celular para formar as células progenitoras dos ganglios cerebrais

(Figura 6).
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b) Desenvolvimento dos ganglios cerebrais

No terceiro dia do desenvolvimento embrionario pode-se distinguir na
superficie dorsal do nauplius inicial, células de diferentes tamanhos e tonalidades,
mais evidenciadas quando utiliza-se a técnica de HE. Em determinadas regides, os
neuroblasto, sdo distinguiveis das demais células embrionarias principalmente pelo seu
grande tamanho e, também, pela sua tonalidade mais clara, devido ao seu citoplasma
abundante e nucleo com cromatina descondensada. Os neuroblastos podem ser
encontrados dispersos em varios locais na superficie dorsal do esbogo naupliar inicial,
porém encontram-se em maior namero, principalmente, na regido dos lobos opticos,
futura regido do ganglio protocerebral. Em E3, os neuroblastos também podem ser
identificados como sendo as células em mitose, pois eles sofrem continuamente o

processo de divisdo celular para formar as células progenitoras dos ganglios cerebrais

(Figura 6).
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A B

Figura 5. Estagio E3 (18,75% a 25,00%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. A. Vista geral do ovo, aumento 70X. B. Preparado total em HE,
aumento 400X.

Figura 6: Estagio E3 (18,75% a 25,00%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Esquema do preparado total (HE) em camara clara do estagio
E3, aumento 500X.
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4.2.3. Eventos de 25,00% - 31,25% do desenvolvimento (E4)
a) Desenvolvimento embriondrio

Apos o surgimento do primeiro esbogo embrionario, as células apresentam um
intenso ritmo de proliferagdo, que resulta no rapido crescimento e mudanga na forma
do corpo. A medida que o desenvolvimento do embrido prossegue, os aglomerados
celulares vdo demarcando pares de estruturas que surgem temporalmente no sentido
antero-posterior e que constituirdo os lobos dpticos e as estruturas naupliares. Cerca de
96 horas apods o inicio da postura, o embrido apresenta na regido anterior os lobos
Opticos bem definidos, caracterizando a regido cefalica; na regido mediana-lateral,
encontram-se bem distintos e organizados antero-posteriormente, os trés pares de
apéndices naupliares: anténulas, antenas e mandibulas. Entre os apéndices antenulares
e antenais aparece bem demarcado, médio-centralmente, o estomodeu com a aparéncia
de um botdo. As células localizadas posteriormente ao par de mandibulas, organizam-
se para estruturar a papila caudal. Em E4 o embrido apresenta a morfologia externa

caracteristica de um nauplius embrionizado (Figura 7).

Figura 7. Estagio E4 (25,00% a 31,25%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Preparado total em HE, aumento 400X.
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b) Desenvolvimento dos ganglios cerebrais

No estagio E4 do desenvolvimento embrionario, os neuroblastos continuam seu
processo mitdtico, sendo que alguns ainda permanecem na superficie dorsal do
embrido. Outros estdo localizados um pouco mais internamente e sofrem divisdes
desiguais, originando células menores, chamadas de células ganglionares maes, que
originardo por mitose os neurénios que agrupados organizardo os ganglios cerebrais.
Tanto os neuroblastos como as células ganglionares maes, podem ser identificadas nas
regides pré-antenal, antenular e antenal , indicando a formagdo e o desenvolvimento
dos ganglios cerebrais no sentido céfalo-caudal, situados anterior e lateralmente ao
estomodeu, que unidos formardo o cérebro. Na parte mais anterior do cérebro, situada
na regido pré-antenal, as células ganglionares maes formardo o par de ganglio
protocerebral, que envolve os lobos dpticos e a regido logo acima do estomodeu. Nas
regides laterais ao estomodeu, na altura das anténulas e antenas, as células
ganglionares mdes formardo o par de ganglio deutocerebral e tritocerebral,

respectivamente, que ira inervar as anténulas e as antenas (Figura 8).
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Sagital lateral

o

Figura 8: Estagio E4 (25,00% a 31,25%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Corte sagital em HE, 3 pum.. A. aumento 100X, B. aumento
400X e C. aumento 1000X.
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4.2.4. Eventos de 31,25% - 37,50% do desenvolvimento (ES5)
a) Desenvolvimento embriondrio

O inicio da fase pos-naupliar é caracterizada principalmente pela demarcagdo e
crescimento da papila caudal, devido a proliferagdo das células organizadas em fileiras
em sua regido proximal, junto aos apéndices mandibulares. O crescimento desta regido
contribui para a organizagdo dos apéndices poés-naupliares e o crescimento
longitudinal do embrido. E evidente a presenga, na regido anterior do embrido, dos
lobos opticos com células compactadas e limites externos bem definidos. Mediano-
lateralmente os 3 pares de apéndices naupliares estdo bem delimitados, sendo que as
antenas e anténulas apresentam suas extremidades bifurcadas e o par de mandibulas
apresenta-se proporcionalmente menor. O estomodeu mostra-se ainda demarcado,
centralmente. Na regido posterior, a papila caudal apresenta células justapostas e

organizadas em fileiras e a porgdo terminal mostra-se um pouco encurvada (Figura 9).

Figura 9: Estagio E5 (31,25% a 37,50%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Preparado total em HE, aumento 400X.
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b) Desenvolvimento dos gdnglios cerebrais

No estagio ES, observa-se um emaranhado de neuritos, constituindo-se em um
feixe de neurofibrilas frouxamente organizado, na regido antenular ou deutocerebral,
sendo este o primeiro sinal de diferenciagdo dos neurdnios. A organizagdo deste feixe
indica o desenvolvimento do primeiro neurdpilo que formara um conectivo, no sentido
longitudinal, e ligara o ganglio deutocerebral aos géanglios vizinhos, protocérebro e
tritocérebro. Na superficie do pos-nauplius, em regides especificas, pode-se ainda
visualizar os neuroblastos que continuam o processo de divisdo celular (Figura 10).

Durante o desenvolvimento subsegiiente, ocorre uma alteragdo na posi¢do entre o
estomodeu e os apéndices naupliares. Com esta mudanga a boca ficara situada
posterior as antenas, fazendo com que os ganglio tritocerebral fique intimamente

associado ao ganglio deutocerebral.
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Cc

Figura 10: Estagio ES5 (31,25% a 37,50%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Corte horizontal em HE, 3 um. A. aumento 100X, B. aumento
400X e C. 1000X..
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4.2.5. Eventos de 37,50% - 43,75 % do desenvolvimento (E6)
a) Desenvolvimento embriondrio

Este estagio é marcado por grandes mudangas na modelagem externa do
embrido, causadas por intensos movimentos morfogenéticos e proliferagdo celular. A
maioria das estruturas embrionarias estdo evidenciadas. Na regido anterior, os lobos
Opticos prosseguem a sua expansdo € iniciam seu encurvamento no sentido ventral. Na
regido mediana-lateral os apéndices naupliares crescem em diregdo ventro-posterior.
Entre os apéndices naupliares, na regido central do corpo, ndo se observa mais o
estomodeu, devido a alteragdo na posicdo relativa entre este e os apéndices, ficando a
boca situada posterior as antenas. Na regido naupliar, centralmente, o desenvolvimento
dos primérdios dos ganglios cerebrais: protocérebro, deutocérebro e tritocérebro
tornam-se evidentes externamente. Na regido posterior, a papila caudal ja originou os
pares de apéndices metanaupliares ou pds-naupliares, as maxilas e os maxilipedes, e

continua seu crescimento e encurvamento ventral (Figura 11).

Figura 11: Estagio E6 (37,50% a 43,75%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Preparado total em HE, aumento 400X.
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b) Desenvolvimento dos ganglios cerebrais

No sexto dia do desenvolvimento embrionario ocorre uma diferenciagdo na
regido protocerebral em que o lobo 6ptico ou ginglio Optico prolifera mais e cresce
em diregdo media e lateral, fazendo com que a regido mediana do protocérebro
posicione-se médio-caudalmente, formando a parte posterior do protocérebro. Com a
mudanga na posi¢do da boca, as regides dos ginglios deutocerebrais e tritocerebrais
tornam-se mais associadas. Assim o cérebro pode ser descrito como tendo o aspecto
de um V invertido, em que a base do V ¢ a regido mediana do protocérebro e os
extremos, o tritocérebro (Figura 11). Em E6 o conectivo formado entre os ganglios
cerebrais, torna-se mais denso e espesso, devido ao aumento no niimero de processos
neuronais, ¢ estende-se em direcdo aos lobos Opticos, conectando regides do
protocérebro. Também, estende-se em dire¢do aos ganglios tritocerebrais, circundando
o foramem esofagial. Em E6 também ocorre a formagdo de uma pequena comissura
na regido entre protocérebro e os ganglios deutocerebrais, formada por feixes de fibras
neuroniais que ligam transversalmente cada par de ganglio. O desenvolvimento das
comissuras ocorre em dire¢do antero-posterior, sendo que a comissura tritocerebral
ainda ndo se formou. Contornando os conectivos e a comissura ha agrupamentos de
células pertencentes a cada ganglio. Externamente, em alguns locais da superficie
embrionaria, ainda é possivel visualizar-se neuroblastos, distintos das demais células

pelo seu tamanho (Figura 12).
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Figura 12: Estagio E6 (37,50% a 43,75%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. A. e B. Corte horizontal em HE, 3 pm, aumento 100X e 400X,

respectivamente; C. Corte sagital em azul de toluidina, 3 pm., aumento 400X e D. Corte
sagital em prata, 6 pum, aumento 400X.
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4.2.6. Eventos de 43,75% - 50,00% do desenvolvimento (E7)
a) Desenvolvimento embriondrio

No estagio E7 a regido cefalica é a mais evidente e alargada do corpo do
embrido, devido ao crescimento lateral dos lobos Opticos. Na regido mediana-lateral,
os apéndices naupliares continuam projetando-se ventro-posteriormente. Centralmente,
em toda a regido naupliar e posnaupliar os pares de ganglios nervosos continuam
evidentes. Na regido posterior, os apéndices pds-naupliares apresentam-se bastante
desenvolvidos, continuando a crescer no sentido ventro-posterior e a papila caudal esta
bastante encurvada. O espago ocupado pelo embrido no ovo torna-se maior, devido ao
seu crescimento e proje¢do sobre o grande eixo do ovo, e também ao encurvamento

das estruturas naupliares pos-naupliares sobre o vitelo (Figura 13).

Figura 13: Estagio E7 (43,75% a 50,00%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Preparado total em HE, aumento 400X.
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b) Desenvolvimento dos ganglios cerebrais

Neste estagio embrionario, o sistema nervoso cefalico possui a morfologia
tipica de um anel de tecido neural ao redor do foramen esofagial. A comissura formada
no estagio E6 apresenta um numero maior de fibras neuroniais, tornando-se mais
densa e espessa. Como as comissuras se desenvolvem em um sentido antero-posterior,
esta comissura representa, provavelmente em sua por¢do superior, a comissura
protocerebral, e em sua porgdo inferior a comissura deutocerebral, sendo que neste
nivel de desenvolvimento fica dificil a distingdo entre as duas. Na regido proxima ao
segmento mandibular forma-se uma pequena comissura, representando a comissura
tritocerebral ou a comissura pés-esofagial. Os conectivos que circundam o foramem
esofagial, partem da parte mediana do protocérebro, passando pelos géanglio
deutocerebrais e tritocerebrais e chegam até o ganglio mandibular, formando o
conectivo circum-esofagial. Nas regides do deutocérebro e do tritocérebro, os
conectivos apresentam-se mais espessados, indicando o inicio de formagdo de
estruturas pertencentes aos dois ginglios. Os feixes de fibras que partem do
protocérebro mediano em diregdo ao ganglio optico, também aumentam no nimero €
alguns no didmetro, tornando o conectivo mais espesso. Lateral. aos feixes de
neurofibrilas, observa-se a presenga dos primeiros grupos de corpos celulares ou

“clusters”, principalmente na altura do deutocérebro (Figura 14).
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Figura 14: Estagio E7 (43,75% a 50,00%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. A. e B. Corte horizontal em azul de toluidina, 3 pm, aumento
100X e 400X, respectivamente; C. Corte sagital em prata, 6 um, aumento 400X.
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4.2.7. Eventos de 50,00% - 56,25% do desenvolvimento (ES)
a) Desenvolvimento embriondrio

Ocorre pouca mudanga na forma do embrido durante o estagio E8, porém todas
as estruturas embrionarias estdo organizadas em um grande numero de camadas
celulares. Os lobos Opticos, os apéndices naupliares e pos-naupliares e a papila caudal
estdo encurvados ventralmente, fazendo com que o embrido fique quase que
totalmente encurvado sobre o vitelo e disposto numa forma semelhante a um C,
ocupando um espago maior no ovo. A regido cefalica € a mais evidente e alargada do
corpo, devido a um crescimento lateral e encurvamento dos lobos Opticos e,
centralmente a estes, a estruturacgdo nitida de ganglios cerebrais. Ao final deste estagio,
com cerca de 192 horas apds a segmentagdo, o corpo do embrido cresceu

pronunciadamente no sentido longitudinal, acompanhando o maior eixo do ovo

(Figura 15).

Figura 15: Estagio E8 (50,00% a 56,25%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Preparado total em HE, aumento 400X.
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b) Desenvolvimento dos ganglios cerebrais

Neste estdgio, o limite entre a comissura protocerebral e comissura
deutocerebral ainda ndo esta visivel, havendo a presenga de um numero ainda maior
de fibras neuroniais em diferentes didmetros. Partindo da comissura protocerebral em
dire¢do aos lobos dpticos, os feixes neuroniais formardo o tracto optico que ligara o
protocérebro mediano ao protocérebro lateral e ganglio Optico. Nestes locais, observa-
se a presenga de um pequeno neurdpilo pertencente ao protocérebro lateral,
provavelmente, o primérdio da medula terminal. No ganglio Optico, visualiza-se
também primordios de neurdpilos, provavelmente, a medula interna e medula externa.
Na altura do deutocérebro, na lateral do conectivo circum-esofagial, ocorre a formagao
de um par de pequenos neurépilos que representam o primérdio do lobo olfatorio, e na
altura do tritocérebro forma-se, também, os primordios dos neurdpilos das antenas.
Associado a cada area neuropilar, existe sempre um agrupamento de células de dificil
caracteriza¢do, podendo ser corpos celulares de diferentes neurdnios ou de outros tipos

celulares, como células gliais (Figura 16).
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Figura 16: Estagio E8 (50,00% a 56,25%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Corte horizontal em HE, 3 um.A. aumento 100X; B., e C. 400X.
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4.2.8. Eventos de 56,25% - 62,50% do desenvolvimento (E9)
a) Desenvolvimento embriondrio

A principal mudanga que se observa em E9 ¢ o aparecimento de pequenas
fendas com pigmentacdo escura na regido dos lobos opticos, que ocorre cerca de 216
horas apds a visualizagdo da clivagem intravitelina. O embrido continua crescendo,
sendo que a papila caudal, agora, posiona-se ventralmente em relagdo aos lobos
Opticos, os apéndices naupliares crescem linearmente e projetam-se em diregdo a

papila caudal (Figura 17).

Figura 17: Estagio E9 (56,25% a 62,50%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Vista geral do ovo, aumento 70X.
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b) Desenvolvimento dos gdnglios cerebrais

No estagio E9, no protocérebro mediano, a antiga comissura protocerebral
apresenta dois pares de neurdpilos: um par de neurdpilo protocerebral medial anterior
e um par de neurdpilo protocerebral medial posterior. Estes dois pares de neurdpilos
situam-se em cada lado da linha média na parte anterior e posterior do protocérebro
mediano, e separando estes pares, reconhece-se uma organizagdo de fibras que
futuramente formardo o corpo central. Partindo do protocérebro mediano em diregdo
ao protocérebro lateral, os feixes de fibras neuroniais do tracto protocerebral estdo em
maior namero e também em didmetros diferentes. No protocérebro lateral, pode-se
visualizar a medula terminal e, logo em seguida, os trés neurdpilos do ganglio dptico:
a medula interna, medula externa e a lamina. A comissura deutocerebral continua
proxima do protocérebro mediano, caudalmente ao par de neurdpilo protocerebral
medial posterior. Em cada lado do foramen esofagial, o deutocérebro ¢ marcado por
um par de lobos olfatdrios, e o tritocérebro ¢ indicado pelo par de neuropilos das
antenas. Associados em cada area neuropilar dos géanglios cerebrais, e em locais
especificos, encontram-se grupos de células, provavelmente corpos celulares de
neurdnios com diferentes fungdes e proje¢des, bem como outros tipos celulares,
durante o desenvolvimento do cérebro. Neste estagio, como no E8, os brotos dos lobos
olfatorios sdo um pouco mais desenvolvidos do que os brotos dos neurdpilos das

antenas, e também ainda ndo apresentam uma organizagio glomerular (Figura 18).
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Figura 18: Estagio E9 (56,25% a 62,50%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. A., B. e C. Corte horizontal em HE, 3 um, aumento 100X, 400X
e 400X, respectivamente.
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Figura 18: Estagio E9 (56,25% a 62,50%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. D. e E. Corte sagital em prata, 6 pm, aumento 400X e 1000X,
respectivamente.
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De uma maneira geral, no desenvolvimento neural durante as fases naupliar

(E3 e E4) e poés-naupliar inicial (E5 a E9) de Macrobrachium acanthurus ocorre o

aparecimento dos primeiros neuroblastos que sofrem os processos de proliferagio,

migragdo, aglomeragdo e diferenciagdo para a organizagdo dos ganglios cerebrais, no

sentido antero-posterior, € seus respectivos neurdpilos (Tabela II).

Tabela II: Dados de porcentagem do tempo total e estagio da embriogénese, fase embrionaria
e desenvolvimento neural de Macrobrachium acanthurus, mantidos em temperatura de 23°C a

25°C.
Porcentagem da Fase Estagio da
embriogénese | embrionaria embriogénese Desenvolvimento neural
(%) (E)
18,75 - 25,00 Naupliar Nauplius inicial | Neuroblatos
(E3)
25,00 - 31,25 Naupliar Nauplius (E4) Neuroblastos
Células Ganglionares Mies
Giénglios Cerebrais

31,25 -~ 37.50

Poés-naupliar

Pés-nauplius inicial
(ES)

Conectivo — primeiro neur6pilo

37,50 - 43,75

Pés-naupliar

Pés-nauplius
intermediario (E6)

Conectivo

Comissura proto-deutocerebral

43,75 - 50,00

Pés-naupliar

Po6s-nauplius
intermediario (E7)

Comissura proto e deutocerebral

Comissura tritocerebral

Conectivo circum-esofagial

50,00 - 56,25

Pés-naupliar

Pés-nauplius
intermediario (E8)

Ganglio optico: Medula externa

Medula interna

Protocérebro lateral: Medula Terminal

Comissura proto-deutocerebral

Conectivo circum-esofagial

Primordio lobo olfatorio

Primordio neurdpilo antenal

56,25 - 62,50

Pés-naupliar

Pés-nauplius com
inicio de pigmento
no olho (E9)

Ganglio optico: Lamina

Medula externa

Medula interna

Protocérebro lateral: Medula Terminal

Protocérebro mediano: Anterior

Posterior

Comissura deutocerebral

Conectivo circum-esofagico

Lobo olfatorio

Neurdpilo antena
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4.2.9. Eventos de 62,50% - 100,00% do desenvolvimento (E10-E16)

Nestes estagios, o embrido continua seu desenvolvimento e projecdo sobre o
maior eixo do ovo, fazendo com que a massa de vitelo ocupe um espago cada vez
menor a medida que vai sendo consumida durante a embriogénese. As estruturas
embrionarias continuam sua organiza¢do, sendo que se observa um pronunciado
desenvolvimento ¢ mudanga na forma, principalmente dos olhos que tornam-se cada
vez maiores, ovalados e depois arredondados. As estruturas pds-naupliares, originadas
da papila caudal, como os segmentos, apéndices e o télson continuam sua estruturagdo
e desenvolvimento. Nos estagios finais, E15 e E16, o télson projeta-se dorsalmente
sobre os lobos Opticos, mantendo-se junto ao restante do corpo. Também observa-se
que ocorreu um aumento do ovo, principalmente no menor eixo, deixando-o mais
arredondado. A massa de vitelo fica mais interna, tanto pela diminui¢do da sua
quantidade quanto pela organizagdo ventral das células embrionarias (Figura 19).
Proximo do momento da eclosdo, o corion apresenta-se mais solto o que permite ao
embrido, ainda encurvado, uma maior mobilidade. A eclosdo se da na forma de uma

larva livre, a zoea.
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Figura 19: Estagios E10-E16 (62,50% a 100,00%) do desenvolvimento embrionario de
Macrobrachium acanthurus. Vista geral do ovo, aumento 70X.



5. DISCUSSAO

A andlise do desenvolvimento embriondrio de Macrobrachium acanthurus
mostra uma sucessdo de diferentes formas embrionarias, evidenciando um
desenvolvimento gradativo das estruturas naupliares e metanaupliares caracteristicas.
O reconhecimento da fase de nauplius e metanauplius nesta espécie, mostra que seu
desenvolvimento ¢ embrionizado, processo descrito em varios malacostracos por
Anderson (1982). De modo geral, podemos considerar que a fase de nauplius para esta
espécie corresponde ao descrito para outras espécies de decapodos (Weygoldt, 1961;
Scheidegger, 1976; Miiller, 1984).

Em Macrobrachium acanthurus a organizagdo da regido embrionaria
visualizada no estagio E3, é semelhante a observada para outros crusticeos como
Squilla oratoria (Komai, 1924), Palaemonetes varians (Weygoldt, 1961),
Heterotanais oerstedi (Scholl, 1963), Thermosbaena mirabilis (Zilch, 1974),
Eupagurus prideauxi (Scheidegger, 1976), Penaeus trisulcatus (Zilch, 1978) e

Macrobrachium carcinus (Miiller, 1984) o que indica, segundo Anderson (1982) e
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Helluy & Beltz (1990), que a configuragdo do plano geral do corpo ¢ estavel e
compartilhado entre todas as espécies.

Como observado em outros decapodos que também desenvolvem a fase de
nauplius (Weygoldt, 1961; Scheidegger, 1976; Miiller, 1984; Helluy & Beltz, 1990;
Beltz et al., 1992; Scholtz, 1993) Macrobrachium acanthurus nio apresenta
blastoporo tipico, mas uma regido blastoporal, importante centro para a imigragdo e
organizacdo das células embrionarias. |

Na fase de nauplius observa-se o inicio da morfogénese e organogénese,
evidenciada pelo aparecimento dos lobos Opticos, primeiras estruturas a serem
formadas, seguidos pelas anténulas, antenas e mandibulas, sendo reconhecido durante
a embriogé€nese processos como proliferacdo, imigracdo e aglomeragdo celular,
demarcagdo e diferenciagdo das estruturas e caracterizagdo da forma como o
demonstrado em E4. O desenvolvimento da fase de nauplius de Macrobrachium
acanthurus esta de acordo com o afirmado por Scholtz (1993) de que o padrdo de
desenvolvimento ¢ mantido em espécies consideradas préximas. Reforca também a
idéia de que estudos de embriologia permitem caracterizar melhor o grau de
parentesco existente entre os grupos (Siewing; 1985).

A formagdo e a modelagem dos segmentos e estruturas metanaupliares ou pos-
naupliares que se desenvolvem no sentido antero-posterior, levando ao encurvamento
do embrido, é uma caracteristica significativa decorrente, da progressiva falta de
espago no ovo com o avango da embriogénese (Anderson, 1982). As continuas

modificagdes na modelagem externa e na formagdo dos sistemas nos diferentes
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estagios pds-naupliar do desenvolviﬁlento embrionario levam a uma morfogénese e
organogénese bastante evidentes.

As fases embrionarias naupliar e pds-naupliar, caracterizadas neste trabalho, ndo
apresentam a mesma duragdo, indicando que os processos embrionarios caracteristicos
como prolifera¢do e morte celular, organogénese € morfogénese externa, ocorrem com
intensidade diferentes, sendo que a forma metanaupliar ou pds-naupliar domina a
embriogénese (31,25% a 100%). Segundo Beltz et al. (1992) isto ocorre porque a
maior parte deste periodo € dedicado para a organogénese do primeiro estagio larval,
que forma-se progressivamente abaixo do tegumento metanaupliar ou pés—naupliar.

Para o processo desenvolvimental de Macrobrachium acanthurus utilizou-se
para estagiar o seu desenvolvimento embrionario o método da porcentagem do tempo
total, pois ele é mais facilmente compreendido, permite uma maior flexibilidade na
resolugdo temporal, uma distribui¢do uniforme de estagios ao longo de todo o periodo
e a possibilidade para determinar exatamente o tempo decorrido no processo de
desenvolvimento. Segundo Sandeman & Sandeman (1991) a utilizagdo de métodos de
estageamento embrionario em crustaceos € complicado porque em muitas espécies a
elaboragéio da forma do corpo ndo ocorre de maneira continua, € é um processo em que
varias formas embrionarias distintas sdo desenvolvidas sucessivamente. Outro método
de porcentagem utilizado em estudos de desenvolvimento é o indice morfométrico da
area pigmentada do olho lateral (Perkins, 1972), porém este ndo pode ser utilizado pelo
fato de que o ultimo embrio em desenvolvimento por nds analisado era o que

apresentava o inicio do pigmento no olho lateral.
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O desenvolvimento embrionario de Macrobrachium acanthurus ocorre durante
um periodo relativamente curto de tempo, cerca de 16 dias a 23-25°C, quando
comparado com a durag@o da vida embrionaria de outros decdpodos como Homarus
americanus que ocorre em torno de 140-160 dias a 19°C (Helluy & Beltz, 1991) e
Cherax destructor com duragido de 40 dias 2 19°C (Sandeman & Sandeman, 1991).
Porém € bastante semelhante a Palaemonetes argentinus em que a duragdo da vida
embrionaria é cerca de 17 dias a 24°C (Harzsch et al., 1997).

Em relagdo ao desenvolvimento do sistema nervoso, os neuroblastos
diferenciam-se muito cedo no desenvolvimento, sendo evidenciados a partir do estagio
E3 da fase de nauplius, inicialmente localizados nos futuros lobos dpticos. Em estudos
iniciais feitos com outros embrides de crustaceos por Weygoldt (1958, 1961), Scholl
(1963), Stromberg (1968), Zilch (1974, 1978), Scheidegger (1976) e Miiller (1984)
também evidenciou-se a presenga destas células ja na fase do esbogo embrionario em
forma de U, o que confirma que os neuroblastos sdo uma das primeiras células a se
diferenciarem.

Para Cherax destructor, que possui desenvolvimento curto e direto, e Homarus
americanus, que apresenta periodo embrionario longo e trés estagios larvais pelagicos,
o primeiro més de embriogénese ¢ similar na adaptagdo dos eventos morfoldgicos,
fisioldgicos e neurais, sendo que no final do 1° més a morfologia geral basica do
cérebro esta em um estagio comparavel em ambas as espécies. Ja em Palaemonetes
argentinus e Macrobrachium acanthurus, que pertencem a mesma familia, a duragéo

do periodo embrionario ¢ bastante similar, porém os eventos neurais que levam a
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formagdo de um anel neural ou inicio do cérebro em torno do foramem esofagial,
diferem no tempo de desenvolvimento. Enquanto que para Palaemonetes argentinus
esta estrutura esta formada no terceiro dia (20%) para Macrobrachium acanthurus ela
se forma somente no sétimo dia (43,75%) do desenvolvimento embrionario. Porém,
para ambas as espécies o anel neural organiza-se antes do aparecimento da
pigmentacdio no olho lateral, correspondendo ao sexto dia para Palaemonetes
argentinus e ao nono dia para Macrobrachium acanthurus.

A analise do desenvolvimento embrionario e neural das quatro espécies citadas
mostra diferengas significantes no tempo de desenvolvimento das estruturas
embrionarias e neurais. Segundo Helluy et al. (1995) a duragédo da vida embrionaria e
a extensio do periodo em que ocorre o desenvolvimento do cérebro sdo dificeis de
serem determinadas nos crusticeos, porque o periodo varia de acordo com a
temperatura ¢ com outros fatores. Entretanto o grau de complexidade da larva na
eclosio é um importante indicador na duragdo do desenvolvimento embrionario.
Assim os peneideos que apresentam ovo oligolécito de segmentagdo total eclodem
como a larva nauplius, enquanto que camardes, caranguejos € sin's. eclodem como
larva zoea e as lagostas ja apresentam, inclusive, os ap€ndices toraxicos. A vida
embrionaria mais longa, pode contribuir para um maior desenvolvimento e
diferenciagdo das estruturas do sistema nervoso, possibilitado por um periodo mais
longo de cresciménto embrionario para estas estruturas.

Para Helluy ef al. (1993) muitos eventos que sdo estagio-dependentes, isto &,

eventos que preparam o embrido para uma vida independente, tendem a ocorrer
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proximo ou logo apos a eclosdo. Exemplos de tais eventos sdo a degradagdo do vitelo e
a aquisi¢do de habitos alimentares independentes, aparecimento de pledpodos livres e
urdpodos, € pé€los sensoriais livres na anténulas e antenas. Todos estes eventos estdo
ligados a habilidades locomotora, sensorial e nutricional que sdo um requerimento de
vida independente. Em termos de tempo real, estes eventos sdo precoces em
Palaemonetes argentinus e relativo para Macrobrachium acanthurus

Assim se a estruturagio e diferenciacdo do sistema neuropilar em Palaemonetes
argentinus inicia precocemente no desenvolvimento, provavelmente na eclosdo ele ja
possui sistema sensorial funcional para enfrentar uma vida independente. Em
contraste, Macrobrachium acanthurus possivelmente ainda tem reservas de vitelo na
eclosdo que fornecerdo ﬁutn'c;?lo para estagios pds-embrionarios, devido ao fato destas
estruturas iniciarem seu desenvolvimento mais tardiamente. Isso poderd ser
comprovado com estudos sobre a organizagdo morfologica do cérebro e avango no
desenvolvimento dos neuropilos em estadios mais avangados do desenvolvimento
embrionario de Macrobrachium acanthurus, a fim de se poder comparar com os outros
géneros.

Segundo Helluy et al. (1993), diferengas no desenvolvimento de determinados
neurdpilos em espécies diferentes pode representar uma adaptagdo no seu estilo de
desenvolvimento. Como por exemplo, o aparecimento inicial e rapida maturagdo dos
lobos acessorios, um par de neurdpilo deutocerebral, em Cherax destructor comparado
com Homarus americanus sdo caracteristicas tipicas de eventos heterocronicos, que

sdo mudangas no ajustamento ou das taxas de eventos do desenvolvimento, relativos
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aos mesmos eventos no ancestral. Dependendo qual espécie é evolucionariamente mais
recente, o desenvolvimento do lobo acessério pode ser definido como primitivo ou
derivado. Isto esta de acordo com que lagostins de 4gua doce sdo mais derivado do que
formas marinhas, e que a seqiiéncia de eventos circundantes ao desenvolvimento dos
lobos acessorios pode indicar que a morfogénese do lobo acessério em Cherax ¢
influenciada precocemente pela passagem do prolongado desenvolvimento em
Homarus americanus. |

Nos estudos de Elofsson (1969) em Penaeus duorarum e Helluy et al. (1993)
em Homarus americanus é relatado que a diferenciacido neuropilar no sistema nervoso
embrionario de crustaceos comega com o estabelecimento de um anel nervoso
(primdrdio do cérebro) ao redor do estomodeu, do qual raizes nervosas crescem em
diregdo a periferia (Harzsch et al,, 1997). Considerando a seqiiéncié de eventos para
esta organizagdo inicial do cérebro, sem levar em conta o tempo no desenvolvimento
de cada estrutura, nossos resultados estdo de acordo com o reportado por Sandeman e
Scholtz (1995) que existe um plano basico para organizagdo do cérebro em crusticeos
decapodos e que as variagdes sdo limitadas por diferen¢as na posi¢éo e tamanho dos
principéjs neurdpilos.

Também, ao compararmos espécies dentro do mesmo género como embrides de
Macrobrachium acanthurus e Macrobrachium carcinus (Miller, 1984), o
desenvolvimento e a organizagdo basica dos ganglios cerebrais sdo equivalentes,
podendo-se reconhecer um modelo geral para a formagdo dos ginglios e raiz nervosa

reportado por Sandeman (1982). Provavelmente, também a arquitetura basica
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observada no cérebro do individuo adulto destas espécies devera ser muito préxima ao
registrada por Sandemam et al. (1993) para Macrobrachium novaehollandiae.
Atualmente, a maioria dos estudos referentes ao desenvolvimento do Sistema
Nervoso envolvem individuos adultos, sendo que poucos sdo realizados com estagios
larvais e a minoria com embrides. Os estudos sobre o desenvolvimento embrionario do
sistema nervoso iniciam a partir de embrides com pigmento no olho lateral e vdo até as
formas embrionarias préximas da eclosdo, tornando um pouco dificil elaborarmos uma
ontogenia comparativa do cérebro pois o embrido com inicio de pigmenta¢do no olho
lateral é o nosso limite final. Assim, podemos comparar somente o aparecimento de
alguns neurdpilos protocerebrais, deutocerebrais e tritocerebrais, sem no entanto
comparar a taxa de desenvolvimento e maturagdo dessas estruturas. Estudos
complementares abrangendo estagio embrionarios mais avangados, bem como a
utilizagdo de outras técnicas mais especificas, possibilitario uma analise mais apurada
da taxa de diferenciacdo e maturagdo das estruturas pertencentes aos ganglios cerebrais

desta espécie.



6. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento embrionario de Macrobrachium acanthurus mostra uma
sucessdo de diferentes formas embrionarias, evidenciando um desenvolvimento
gradativo das estruturas naupliares e metanaupliares caracteristicas. O reconhecimento
da fase de nauplius e metanauplius nesta espécie, mostra que seu desenvolvimento €
embrionizado.

Em Macrobrachium acanthurus a organizacdo da regido embrionaria em forma
de U, o aparecimento dos lobos opticos, seguidos pelas anténulas, antenas e
mandibulas, sendo reconhecido durante a embriogénese processos como proliferagéo,
imigracdo e aglomeragdo celular, demarcagdo e diferenciagdo das estruturas e
caracterizagdo da forma, ¢ semelhante a observada 'para outros crustaceos, indicando
que a configuragdo do plano geral do corpo é estavel e compartilhado entre todas as
espécies e mantido em espécies consideradas proximas.

Na fase de nauplius observa-se o inicio da morfogénese e organogénese, €

devido as continuas modificagdes na modelagem externa e na formagdo dos sistemas
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nos diferentes estagios pds-naupliar ocorre uma evidenciagio destes processos durante
o desenvolvimento embrionario

O tempo do desenvolvimento embrionario de Macrobrachium acanthurus, sob
condi¢des experimentais € em temperatura de 23 a.25°C, apresenta a duragdo de cerca
de 16 dias (+2 dias), compreendendo os processos desde a extrusdo ou postura até a
eclosdo das zoeas. A formagdo da fase naupliar até a estruturagdo de um pds-nauplius
com inicio de pigmentagdo no olho lateral compreende os estagios E3 (18,75%) ao E9
(62,50%) do desenvolvimento embrionario.

A fase naupliar corresponde aos estagios E3 e E4 (18,75% a 31,25%), sendo
um processo relativamente rapido que abrange a organizagdo da estrutura embrionaria
em forma de U até o nauplius embrionizado caracteristico, onde ocorrem a formagdo e
diferenciagdo dos neuroblastos, e a estruturagio dos ganglios protocerebral,
deutocerebral e tritocerebral que unidos formardo o cérebro.

A fase de pds-nauplius inicial que corresponde aos estagios ES a E9 (31,25% a
62,50%), é um processo um pouco mais demorado e envolve a organizagdo de
estruturas originadas pela proliferagdo e diferenciagdo da papila caudal, levando ao
desenvolvimento do corpo do embrido e a formagdo de sistemas orginicos. No
desenvolvimento neural, estes estidgios compreendem os eventos desde o
desenvolvimento do primeiro neurdpilo até a diferenciagdo de um anel de tecido
neural contendo os primordios de estruturas neuropilares protocerebrais,

deutocerebrais e tritocerebrais do sistema nervoso embrionario.
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As fases gmbrionérias naupliar e pods-naupliar ndo apresentam a mesma
duragdo, indicando que os processos embrionarios caracteristicos como proliferagéo e
morte celular, organogénese e morfogénese externa ocorrem com intensidade
diferentes, sendo que a forma metanaupliar ou pds-naupliar domina a embriogénese .

O desenvolvimento embrionario e neural de Macrobrachium acanthurus
quando comparado com outras espécies ﬁlostra diferencgas significantes no tempo de
desenvolvimento das estruturas embrionarias e neurais. Considerando, porém, a
seqiiéncia de eventos para a organizagdo inicial do cérebro, sem levar em conta o
tempo de desenvolvimento de cada estrutura, existe um plano basico para organizagdo
do cérebro em crustaceos decapodos, sendo que as variagdes sdo limitadas por

diferencas na posigdo e tamanho dos principais neuroépilos.
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