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INTRODUGAO

Lipofuscina, ou pigmento do envelhecimento, é um com-
posto encontrado em células animais que resulta da
degradacao de organelas celulares danificadas (autofagoc-
itose). O processo de formagao de lipofuscina (lipofus-
cinogénese) estd relacionado com a respiragao aerébica, pois
deriva do estresse oxidativo decorrente do metabolismo celu-
lar (Sitte et al., 2001). Como consequéncia a lipofuscina
acumula - se, ao longo do tempo, nas células. Tal acimulo
é dependente da idade do animal e pode ser considerado um
indicador de envelhecimento fisiolégico.

Por ser um indicador de envelhecimento fisiolégico, a
quantificagdo de lipofuscina encontrada em tecidos pds -
mitéticos, como por exemplo, o tecido nervoso, pode ser uti-
lizada para determinagao da idade. Neste caso, para uma
padronizagao da nomenclatura a denominagdo apropriada
para este pigmento é neurolipofuscina (Katz & Robison,
2002).

A quantificacdo de desse pigmento pode ser utilizada para
determinar a idade de diversos animais, sendo este método
aplicado com sucesso para populagdes de crustdceos (Fon-
seca & Sheehy, 2007). A informagao sobre a idade é essencial
para o entendimento da dindmica de populagoes.

A espécie utilizada neste estudo é o siri - azul Callinectes
sapidus Rathbun, 1896. Callinectes sapidus possui uma am-
pla distribuicao geografica, sendo encontrado desde a costa
Atlantica da América do Norte até a margem sul da América
do Sul, mais precisamente entre Massachusetts nos Esta-
dos Unidos e Venezuela, e entre Rio de Janeiro no Brasil
e Buenos Aires na Argentina. Também, foi relatada a pre-
sencga do siri na costa da Europa e do Japao (Santos 2007).
Na regiao estuarina da Lagoa dos Patos, Callinectes sapidus
apresenta uma ampla distribuicdo e possui grande im-
portancia comercial na regido, pois é uma espécie capturada
pela pesca artesanal. Esta atividade, caracterizada pelo uso
de instrumentos simples e risticos, tem grande importancia
econdémico - social, ji que esse recurso é responsivel por
aproximadamente metade de toda producao pesqueira da

regiao, e por todo abastecimento dos mercados locais. Du-
rante a safra do camarao - rosa - Farfantepenaeus paulen-
sis (Perez - Farfante, 1967) - (fevereiro a maio), a captura
do siri - azul é um subproduto da pesca do peneideo, en-
quanto que na entre - safra do camarao C. sapidus é uma
espécie alvo da pesca desenvolvida dentro do estudrio. As-
sim, a pesca artesanal, que é feita com finalidade de venda
do produto, é uma atividade econémica comum da locali-
dade, beneficiando moradores e industrias (Ferreira, 2007).

E sabido que C. sapidus se distribui por todas as regioes da
Lagoa dos Patos, desde as dreas mais profundas durante o
inverno onde permanece enterrado, até as areas rasas du-
rante o verao quando acontece o acasalamento. No verao,
as fémeas ovigeras migram para o mar aberto, onde ocorre
a desova das larvas na desembocadura do estudrio. Apds,
as megalopas retornam para o estudrio onde realizam vérias
mudas passando para a fase juvenil, quando se dispersam
pela lagoa e encontram o lugar de desenvolvimento. As-
sim, os jovens continuam a fazer ecdises até chegarem &
fase adulta, onde estdao maduros sexualmente, podendo se
reproduzir e completar o ciclo de vida. Até o momento,
entende - se que este ciclo de vida completa - se em 2 - 3
anos.

A acumulagdo de neurolipofuscina ja foi demonstrada em
pedinculos oculares e no ganglio supraesofdgico (“cérebro”)
de C. sapidus (Pereira et al., no prelo). Este estudo com-
provou nao haver uma diferenca bilateral na acumulagao de
neurolipofuscina nestas estruturas. Além disso, observou -
se uma fraca relagao entre a quantidade de neurolipofuscina
e o tamanho do animal.

Baseado no fato de que a quantificagdo de neurolipofuscina
tem sido demonstrada 1til para a determinagao da idade de
crusticeos e na observagdo que neurolipofuscina pode ser
usada para este proposito na espécie C. sapidus, este tra-
balho tem como finalidade determinar a idade do siri - azul
usando o método da neurolipofuscina, assim, contribuindo
com tal dado para pesquisas futuras, utilizando - se esta
metodologia, para o estudo da dinamica de populacoes deste
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portunideo.

OBJETIVOS

Determinar a estrutura etdria do Callinectes sapidus Rath-
bun,1896 da regiao estuarina da Lagoa dos Patos aplicando
o método da neurolipofuscina.

MATERIAL E METODOS

1 - Amostragem

Os animais utilizados para esta pesquisa foram coletados na
Lagoa dos Patos através de arrastos feitos por pescadores
da regiao. De cada amostra foi retirada uma subamostra,
que constituiu uma porgao aleatoria da pesca total, para
a quantificagdo de lipofuscina. Em laboratério, esses in-
dividuos capturados foram crioanestesiados, medidos (em
mm), juntamente com a verificagdo do sexo e maturidade.
2 - Processamento Histolégico

Foi feita a dissecacao do ganglio supraesofagial que, seguida-
mente, foi colocado no fixador (formaldeido 10%) onde per-
maneceu por no maximo 96 h. A seguir, foi realizada a
desidratagio do tecido em sequéncias de &lcoois (70%, 85%,
95% e 100%) pelo tempo de 45 minutos em cada. Poste-
riormente, foi feita a diafanizacdo da amostra, inclusdo na
parafina e, ainda, o emblocamento de uma maneira que per-
mita o corte transversal do tecido para a observacao lobo
olfatério do ganglio supraesofagico (Pereira et al., no prelo).
3 - Local usado para a estimativa da neurolipofuscina

No ganglio supraesofagial de crusticeos, em geral, a
avaliacao de neurolipofuscina é realizada em cortes da massa
celular adjunta ao lobo olfatério do ganglio, o agregado 10.
Em relacdo ao Callinectes sapidus o agregado 10 se encontra
posteriormente ao lobo olfatério (Pereira et al.,, no prelo).
Os cortes na massa de células seguem a padronizagao es-
tipulada na bibliografia, desse modo, foram feitos com 6
pm de espessura. A desparafinizacdo das amostras foi feita
em trés imersoes sucessivas de 2 minutos em cada xilol, em
seguida, as laminas foram montadas com laminulas usando
- se Entellan.

4 - Quantificacdo de neurolipofuscina

Uma das caracteristicas dos granulos de lipofuscina é a aut-
ofluorescéncia. Sob excitacdo verde (514 nm) lipofuscina
emite comprimentos de onda na faixa do amarelo (550 nm)
(Terman & Brunk, 1998).

As laminas foram observadas num microscépio Olympus
BX50 equipado com fluorescéncia sob excitagdo de 514 nm
e sob magnificacao total de 300x (usando - se objetiva de
imersao). Depois de localizado o lobo olfatério, uma im-
agem do agregado 10 foi coletada por cada corte. Entre
sete e quinze imagens foram capturadas por amostra.
Utilizando o programa GIMP foi realizada a quantificagao
de neurolipofuscina, em cada imagem, sendo calculada pela
razdo entre a drea ocupada pelos granulos e a drea total de
células. A quantidade de neurolipofuscina em cada amostra
foi estimada através de uma média geométrica ponderada
simples. Por convengdo estereolégica, este valor de neu-
rolipofuscina foi expresso na unidade % de volume (% vol.).

Detalhes do procedimento podem ser vistos em Pereira et
al., (no prelo).

5 - Anélise dos Dados

Os dados de largura de carapaca foram comparados através
de um teste t.

Os dados de % vol. de neurolipofuscina foram divididos
em intervalos de classe de 0,2% e foram construidos his-
togramas. A determinagdo dos grupos etérios foi feita por
decomposigao modal, e a taxa anual de acumulagao de neu-
rolipofuscin foi estimada pela média dos incrementos na %
vol. de neurolipofuscina entre os grupos etdrios (para de-
talhes do método, consultar Fonseca & Sheehy, 2007).

RESULTADOS

Um total de 57 animais foram analisados (17 fémeas e 40
machos), com largura de carapaga variando entre 47,2 e
116,3 mm. A largura média da carapaca das fémeas foi
79,3 +£15,2 mm ( £ d.p.), enquanto para os machos o valor
foi 86,3 £16,1 mm. Dentre as fémeas, nove eram imat-
uras (69,5 £15,0 mm) e oito eram adultas (90,3 £3,4 mm).
Para os machos, nove eram imaturos (67,3 +£15,9 mm) e
31 eram adultos (91,8 £11,4 mm). Os animais adultos e
imaturos analisados ndo apresentaram diferenca significa-
tiva nas larguras da carapaga entre machos e fémeas (p =
0,51 e 0,76 para adultos e imaturos, respectivamente).
Callinectes sapidus apresenta dimorfismo sexual de
tamanho, onde os maiores animais observados sao machos.
Estes machos grandes sao animais dominantes, reproduti-
vamente ativos, que tem vantagem, devido ao seu maior
tamanho e ao maior tamanho de seus quelipodos na “cap-
tura” de fémeas no abrago reprodutivo (Jivoff 1997; Jivoff
& Hines 1998). A drea amostrada ndo constitui uma area
tipica de reproducdo na regidao estuarina na Lagoa dos
Patos. Portanto, os maiores machos nao sao encontrados
nesta regido e isto explica a inexisténcia de uma diferenca
significativa na largura da carapaca entre machos e fémeas
adultos.

Considerando a estrutura etdria, o histograma dos dados
de neurolipofuscina indica uma distribui¢do polimodal. A
decomposigao desta distribuigdo demonstra a existéncia de
um grupo etdrio com 0,5% vol. de neurolipofuscina, um
segundo grupo etario com 0,9% vol. de neurolipofuscina e
o terceiro grupo etdrio com 1,5% vol. de neurolipofuscina.
A maioria dos animais analisados (60%) estd no primeiro
grupo etdrio. Considerando o incremento na % vol. de neu-
rolipofuscina, pode - se inferir uma taxa de acumulagao de
aproximadamente 0,5% por grupo etdrio, ou seja, 0,5% ao
ano.

Convertendo - se as estimativas de neurolipofuscina para
idade, obteve - se a distribuigdo etdria da amostra. O siri
mais velho coletado tinha 3,8 anos (3 anos e 10 meses) (97,1
mm LC), ao passo que o siri mais jovem tinha 5 meses.
Quinze por cento dos animais analisados tinham idade igual
ou maior que trés anos enquanto 17% dos animais tinham
menos de um ano de vida. A maioria dos animais amostra-
dos (52%) tinha idades variando entre um e dois anos de
vida.

Os dados obtidos com o método da neurolipofuscina demon-
stram a ocorréncia de animais mais velhos do que trés anos.
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Até o momento, assumia - se que a idade méxima de in-
dividuos de C. sapidus era em torno de trés anos. Os da-
dos do presente estudo demonstram que esta informacao
estd provavelmente incorreta. O animal mais velho (ma-
cho adulto) coletado tinha 97,1 mm de largura da carapaca,
tamanho este inferior aos maiores observados em campo.
Por outro lado, os resultados também demonstram uma das
principais vantagens do método da neurolipofuscina que é
a sua falta de relagdo direta com o tamanho do animal.
O maior animal coletado (macho adulto: 116,3 mm) teve
idade estimada em 1,7 anos (1 ano e oito meses). Deste
modo, diferencas na taxa de crescimento individual nao afe-
tam a taxa de acumulagdo de neurolipofuscina, pois esta
acumulagado é um indice de envelhecimento fisiolégico.

CONCLUSAO

Conclusao

Este estudo demonstrou que o método da neurolipofuscina
pode ser utilizado para a determinagao da estrutura etaria
de C. sapidus. Além disso, foi demonstrado que a longev-
idade méxima do siri - azul anteriormente assumida (trés
anos) é provavelmente uma subestimativa, haja vista que
15% dos animais analisados tinham idade igual ou maior
que trés anos.
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