UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CURSO DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

EFEITO DO DETERGENTE DE USO DOMESTICO SOBRE 0S
COMPORTAMENTOS AGONISTICO E EXPLORATORIO DO
CAMARAO DE AGUA -DOCE MACROBRACHIUM OLFERSI

(WIEGMAN, 1836) (CRUSTACEA, DECAPODA)

LIZIA CARBOLIN MARTINS

Florianépolis
Fevereiro de 2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CURSO DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

EFEITO DO DETERGENTE DE USO DOMESTICO SOBRE OS
COMPORTAMENTOS AGONISTICO E EXPLORATORIO DO
CAMARAO DE AGUA -DOCE MACROBRACHIUM OLFERSI

(WIEGMAN, 1836) (CRUSTACEA, DECAPODA)

LiziIA CARBOLIN MARTINS

Dissertagdo submetida ao Programa
de Po4s-Graduacdo Neurociéncias da
UFSC como requisito parcial para a
obtencdo do grau de Mestre em
Neurociéncias.

Orientadora: Yara Maria Rauh Miiller

Floriandpolis
Fevereiro de 2007



Agradecimentos

Em primeiro lugar agradeco a Deus.

Agradeco a minha orientadora Yara Miiller pela dedicagao e amizade desde
gue cheguei ao laboratério, ainda na segunda fase do meu curso de
graduacéo.

Aos amigos e colegas de laboratorio Evelise, Dib, Marcia, Karol, Fran, Heloisa,
Kaué, Juliana e Tiago pela ajuda, apoio, cafés, risadas.. enfim, por tornar o
ambiente de trabalho muito mais agradavel.

Aos amigos Patchuca, Kanae, Mixy, Carla (cunhada), Cris Bressan, Mi Kaster,
Marcos, Luzi e Cintia, que ndo presenciaram cada etapa do meu trabalho, mas
gue mesmo de longe apoiaram, incentivaram (cada um a seu jeito) e ouviram
minhas reclamacdes.

Aos amigos Mah, Manu e Rafa que sentiram na pele o que é ter uma
mestranda na sua vida... vocés valem ouro!

A minha familia pelo amor, apoio e total confian¢ga no meu potencial. Amo
VOCés.

Ao Paulo, fundamental para que eu concluisse mais essa etapa de minha vida
académica, me dando o apoio, o animo e a felicidade que eu tanto precisava.
Ao Rony, minha eterna alegria mesmo nos momentos onde tudo parece

desanimador...

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para que eu chegasse ao fim
de dois anos com um mestrado pronto e animada para seguir em frente.

A CAPES pelo apoio financeiro.



RESUMO

A constante poluicdo de ambientes aquaticos tem aumentado a
preocupacdo e o0 Iinteresse em estudos que mostrem a acao destes
contaminantes, sendo que grande parte dos trabalhos usam invertebrados
como modelo experimental. Um efluente muito encontrado em cérregos e
riachos é o detergente doméstico, que tem aumentado consideravelmente a
poluicdo do habitat de crustaceos e outros animais. Entre os crustaceos da
familia Palaemonidae, Macrobrachium olfersi destaca-se pela sua grande
representatividade na llha de Santa Catarina. Trabalhos que registram o
repertorio comportamental de palemonideos sdo descritos na literatura, sendo
que a a sua caracterizagcdo € de grande utilidade para a observagcdo de
alteracbes dos padrbes da espécie e a sua relacdo com fatores fisioldgicos e
ambientais. Associadas aos padrbes comportamentais estdo as monoaminas,
responsaveis pelo processamento e o controle funcional do sistema nervoso
nos crustaceos, o qual é bem estruturado, com a presenca de pares de
ganglios cerebrais que podem apresentar diferentes niveis de compactacéo e
pelo cordédo nervoso ventral. Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos
causados por detergentes anionicos (LASNa) na dinamica comportamental de
M. olfersi analisando possiveis altera¢cdes na estrutura dos ganglios cerebrais
dos animais expostos ao detergente. Exemplares adultos foram coletados e
distribuidos com 2 machos e 3 fémeas (2M:3F) em aquéarios (30L), sendo
divididos em grupo controle e grupo tratado. O grupo tratado teve a adi¢do de
0,07% de detergente na agua do aquario. Os animais foram acompanhados por
até 15 dias, tendo os comportamentos agonistico e exploratdrio registrados
através de filmagens e analisado com auxilio de planilhas. Os camarfes foram
dissecados (4°C) no dia 5 (1M:1F), dia 10 (1F) e no dia 15 (1M:1F), sendo os
ganglios nervosos fixados em Bouin alcoodlico (24h), incluidos em parafina,
seccionados a 8 um e submetidos a técnica de HE e imunohistoquimica para
marcacao de serotonina, célcio calmodulina e FMRF-amida. O estabelecimento
de hierarquia ndo foi alterado pelo detergente, no entanto o contaminante
afetou de forma significativa 0 comportamento agonistico dos animais, sendo
gue tanto os machos como as fémeas mostraram-se mais agressivos. Foram
registrados 20 confrontos entre machos e fémeas tratados e apenas 3
encontros no grupo controle. O comportamento exploratério dos machos
tratados ndo foi alterado, enquanto as fémeas tratadas apresentaram
frequéncia de exploracdo maior que as fémeas controle. A estrutura dos
ganglios nervosos do camardes nao foi afetada pelo detergente, como mostrou
a técnica de HE. Além disso, nao foi possivel relacionar o aumento da
agressividade dos animais tratados com a imunomarcagdo da serotonina,
célcio calmodulina e FMRF-amida. O presente estudo demonstra que o
detergente de uso doméstico altera 0s comportamentos agonistico e
exploratorio dos animais a ele expostos. No entanto, ndo foi possivel através
de técnicas de imunohistoquimica identificar alteracdes estruturais nos ganglios
Nervosos.



ABSTRACT

The continual pollution in the aquatic environments have been increasing
the concern and interest about studies that show the effect of this contaminants
and some of this studies use invertebrates as experimental model. A commom
effluent found in freshwater streams is the domestic detergent which has
considerably increases the pollution in crustacean and other animals habitat. In
the crustacean family Palaemonidae, Macrobrachium olfersi stands out for its
representativity in the Santa Catarina Island. Studies that recorded the repertory
behavior in palemonides have been described in the literature and this
characterization has a lot of utility for observation of alterations in behavior
standards in the specie and the relation with physiologic and environmental
factors. In association with behavior standards are the monoamines
responsible for the process and functional control in the nervous system in
crustaceans which is well structure shaped with couples of cerebral ganglia that
can show different levels of compactation and the nervous ventral cord. The aim
of these study is rate the effects caused by anionic detergents (LASNa) in the
behavior of M. olfersi and analyzing possible alterations in the cerebral ganglia |
animals exposed to detergent. Adult prawns were collected and housed in two
30 liters aquaria (2 males:3 females), one control and another treated aquarium.
The treated aquarium had 0,07% of domestic detergent added in the water.
Prawns were observed until 15 days with registration of agonistic and
exploratory behaviors in VHS records. Animals were dissected (4°C) in 5
(IM:1F), 10 (1F) and 15 days (1M:1F), and the cerebral ganglia were fixed in
alcoholic Bouin (24h), included in paraffin, cut in 8 um and submitted to HE
technique and imunohistoquimic to detection on serotonin, calcium calmodulin
and FMRF-amine. The establishment of a hierarchy were not affected by
detergent but this contaminant affect significantly the agonistic behavior where
both males and females were more aggressive. Were recorded 20 fights
between treated males and females and just 3 fights in the control group. The
exploratory behavior from males were not alterated while the treated females
showed a higher exploratory frequency than the control. O comportamento
exploratério dos machos tratados ndo foi alterado, enquanto as fémeas
tratadas apresentaram frequéncia de exploracdo maior que as fémeas controle.
The structure of the cerebral ganglia was not affected by the detergent as
showed by HE technique. Besides, was not possible a relation between the
increase of agressivity from treated animals and the serotonin, calcuim
calmodulin and FMRF-amine stains. This study shows that domestic detergent
alters the agonistic and exploratory behaviors in prawns exposed to the
contaminant. However was nor possible by imunohistoquimic techniques
identify structural alterations in the cerebral ganglia.
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1. Introducéo

1.1 Poluentes e modelo biolégico

A constante poluicdo de ambientes aquaticos tem aumentado a
preocupacdo e o0 Interesse em estudos que mostrem a acdo destes
contaminantes nos animais a eles expostos e suas consequéncias, que pode
levar a morte dos individuos devido a contaminacdo ou um efeito cumulativo, a
médio e em longo prazo comprometendo a sobrevivéncia da espécie (Kaim-
Malka e Donadey, 1984; Hebel et al.1997; Bainy, 2000). Grande parte dos
trabalhos realizados nesta area avalia o efeito de substancias poluentes,
principalmente metais pesados, em invertebrados (Rayburn e Fisher, 1997,
Marifio-Balsa et al., 2000; Lavarias et al., 2006). No entanto, € necessario
estudar também a acdo sub-letal dos poluentes aquaticos, pois 0S mesmos
podem agir silenciosamente nos organismos expostos, provocando danos
significativos ao meio ambiente e a populagdo humana.

De um modo geral, os poluentes aquaticos tendem a se acumular nos
tecidos dos invertebrados, mesmo quando os niveis de poluicdo estdo abaixo
da concentragéo prevista na legislagdo (Campos et al., 2002). Normalmente,
devido a sua diluicdo, os efeitos destes poluentes ndo podem ser
imediatamente reconhecidos nos organismos, o que dificulta a avaliacdo das
implicagbes no ambiente (Blockwell et al., 1998). Contudo, considerando que
os invertebrados aquaticos fazem parte da cadeia alimentar de peixes e, que
estes sdo utilizados na alimentacdo humana, ocorre consequentemente a
transferéncia dos poluentes para niveis superiores da cadeia alimentar.

Entre os poluentes aquaticos estdo o0s detergentes anidnicos de uso

doméstico cujo componente ativo corresponde a Alquil Benzeno Sulfonato de
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Sodio, que promovem a desagregacao de residuos depositados na superficie
de objetos e ambientes inanimados, em particulas minUsculas, favorecendo a
sua suspensdo e facilitando a sua remocdo sem corrosdo, ou Sseja, Sao
produtos que limpam quimicamente, sendo utilizados em todo o mundo.
Devido a propriedade de suas moléculas esses produtos sdo capazes de
dissolver as gorduras ou matérias organicas, agindo em processos de limpeza
e podendo causar danos severos a organismos a ele expostos.

Muito tem se falado de produtos biodegradaveis, que sdo decompostos ou
destruidos por seres vivos, como fungos e bactérias, ou outros agentes
bioldgicos, mas essa acdo biodegradavel nem sempre é eficaz. Segundo o
IPEMA (Instituto de Permacultura e Ecovilas da Mata Atlantica), o detergente é
um produto altamente nocivo ao meio ambiente, pois quebra a tenséo
superficial da dgua. Embora esteja escrito nas embalagens que o detergente é
biodegradavel, o tempo necessario para se degradar, varia para cada
substancia, dependendo das condi¢cbes do meio. O detergente leva em torno
de 20 dias para ser degradado, causando um grande impacto onde é lancado,
provocando a morte de plantas e animais.

O uso de detergentes, desinfetantes e dgua sanitaria pela populagdo em
geral, associado a problemas de saneamento basico em muitas regibes, tem
aumentado consideravelmente a poluicdo causada por esses produtos em
cérregos e riachos, ambiente onde muitos organismos vivem, entre eles o0s
crustaceos.

Os crustaceos constituem um grupo com ampla distribuicdo geogréafica,
ocupando ambientes marinhos, terrestres e de aguas-doce (Rinderhagen et al,

2000). Entre os crustaceos da ordem Decapoda, existem varias espécies de
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camares de agua doce da familia Palaemonidae, onde o género
Macrobrachium tem destaque por apresentar ampla distribuicdo no Brasil
(Bond-Buckup e Buckup, 1989). Nas espécies do género registradas para a
Ilha de Santa Catarina (Mdller et al., 1999) Macrobrachium olfersi (Wiegman,
1836), popularmente conhecido como pitu, possui grande representatividade,
sendo encontrada no Parque da Lagoa do Peri, Lagoa da Conceicédo, Bacia
Hidrogréafica de Ratones, corpos de agua em Ingleses e Rio Vermelho (Ammar
et al., 2001).

A espécie M. olfersi desempenha um papel ecolégico de fundamental
importancia, como elemento da cadeia tréfica de outros invertebrados, peixes e
aves, sendo utilizada como fonte de alimento de populagdes ribeirinhas, em
projetos de repovoamento de rios e lagoas, destacando-se ainda no panorama
geral de programas de controle e conservacao de espécies nativas (Muller et
al., 1999). Os crustaceos de agua doce podem ser utilizados em estudos de
biomonitoramento de contaminagdo aquatica (Rinderhagen et al., 2000),
contribuindo para a identificacdo de ambientes alterados, preservagao de
espécies e consequente manutencéo do equilibrio tréfico.

Estudos realizados na llha de Santa Catarina caracterizaram a biologia
reprodutiva (Ammar et al.,, 2001; Nazari et al., 2003) e o desenvolvimento
embrionario (Muller et al., 2003; Muller et al., 2004; Costa et al.; 2005) em M.
olfersi. Além destes, trabalhos experimentais utilizando detergente de uso
doméstico como agente de contaminacdo aquatica, mostraram que em M.
olfersi o processo de maturacdo ovariana de fémeas expostas a esse
contaminante foi afetado (Souza et at., 2003), sendo verificadas alteragcées no

volume dos ovos e uma reducdo do tempo de desenvolvimento embriondrio



13

(Martins et al., 2006). Outra acao resultante da exposicao ao detergente foi a
modificagdo no comportamento diario dos animais tratados, com alternancia de

momentos de maior e menor agressividade (Martins, 2004).

1.2 Repertério Comportamental

Trabalhos que registram o repertdrio comportamental de palemonideos séo
descritos na literatura e relatam estudos com comportamento reprodutivo em
Macrobrachium australiense (Holthuis, 1950) (Lee e Fielder, 1982) e
Macrobrachium carcinus (Linnaeus, 1758) (Graziani, 1993), sendo realizados
também trabalhos sobre permanéncia em abrigos com Macrobrachium nobilii
(Henderson e Matthai, 1910) (Mariappan e Balasundaran, 2003). Estudos sobre
o controle social em Macrobrachium rosenbergii (de Man, 1879) sao realizados
desde 1975 (Segal e Roe), e trabalhos recentes realizados com esta espécie
enfocam principalmente a definicAo de hierarquias entre os machos e a
dominancia dos machos maiores sobre os menores (Karplus, 2005).

A caracterizacdo do repertério comportamental é de grande utilidade para a
observacéo de alteragBes dos padrbes da espécie e a sua relagdo com fatores
fisiologicos e ambientais. Mudangas nos niveis normais de produgcdo e
liberacdo de neurotransmissores (Kravitz, 1988; Vinagre et al., 2004), variacoes
de temperatura e de duragéo do ciclo claro/escuro (Dubé e Portelance, 1992), e
presenca de parasitas ou contaminantes aquaticos (Fingerman et al., 1998) séo
situacbes que podem refletir em alteracdo comportamental, favorecendo a
identificacdo de particularidades das vias de sinalizacdo e processamento de

informagdes no sistema nervoso central.
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Estudos com contaminantes realizados com crustaceos geralmente
enfocam a acdo do poluente sem mostrar o quadro comportamental
apresentado por esses animais ao longo dos experimentos (Blasco et al., 2002;
Wu e Chen, 2005), sendo que algumas alteracbes ambientais podem provocar
modificagGes comportamentais severas.

Algumas caracteristicas da espécie M. olfersi a tornam um bom modelo
experimental, como sua adaptabilidade as condi¢cbes de laboratério, sua
ocorréncia ao longo de todo o ano nos ambientes de coleta, seu porte robusto
e mediano, que facilita estudos macro e microscopicos, sendo considerada
uma espécie de carater comportamental agressivo. ApOs atingirem a
maturidade sexual exibem um dimorfismo sexual, onde os machos apresentam
um quelipodo robusto ornamentado com cerdas e espinhos, possibilitando sua
diferenciacao externa das fémeas. Essa diferenca entre machos e fémeas pode
ser feita ainda pela visualizacdo do ovario, que durante a maturacao passa por
uma sequéncia de mudancas na cor, no tamanho e na forma, que s&o
macroscopicamente visualizadas (Arculeo et al., 1995; Die et al., 1995).

Os machos sé&o hierarquicamente dominantes (50 mm — 90 mm) e
geralmente maiores do que as fémeas (30 mm — 40 mm) e fémeas ovigeras,
gue podem atingir até 65 mm de comprimento total (Kretszchmar, 1984).

As interacOes comportamentais nestes animais desempenham um
importante papel na competicdo por espaco, abrigos e acesso a parceiros e
comida (Atema, 1986). Estas interacbes sdo responsaveis pelo
estabelecimento de dominéncia e hierarquia, que resulta em uma organizacao
social bem definida. A elaboracdo de estudos detalhados da acédo do

detergente de uso doméstico no repertério comportamental e
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consequentemente no sistema nervoso de M. olfersi contribui para o

esclarecimento de como os fatores exdgenos agem sobre esta espécie.

1.3 Organizagao do sistema nervoso

Para a elaboracdo de diferentes estratégias comportamentais em busca da
sobrevivéncia em circunstancias adversas, 0s crustaceos dispéem de um
sistema nervoso central bem estruturado, com a presenca de pares de ganglios
cerebrais que podem apresentar diferentes niveis de compactacdo (Sandeman
et al., 1993) e pelo cordédo nervoso ventral. Os pares de ganglios encontram-se
unidos por comissuras e conectivos, sendo os trés ganglios anteriores
parcialmente fundidos, formando a estrutura cerebral. Estes ganglios sdo o
protocérebro (anterior), deutocérebro (medial) e tritocérebro (posterior),
representados nos esquemas abaixo (Sandeman & Scholtz, 1995) (figura 1).

A ligacdo da estrutura cerebral (ganglio supraesofageal) com o cordao
nervoso ventral ocorre através do conectivo circum-esofageal, formado por
tratos de fibras longitudinais. Estas fibras unem a estrutura cerebral ao ganglio
subesofageal, composto pela fusdo de ganglios toracicos. Posteriormente
estdo os ganglios toracicos e abdominais, cujo numero é variavel, refletindo o
grau de desenvolvimento e a funcionalidade dos apéndices e segmentos

corporeos relacionados a estes ganglios (Beltz, 1999) (figura 1).
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Figura 1: Modelo para o sistema nervoso central dos decapodes (a) modificado
de Beltz (1999). 1: estrutura cerebral; 2: conectivo circum esofageal; 3: ganglio
subesofageal; 4: ganglios toracicos; 5: ganglios abdominais. Detalhe da estrutura
cerebral (b) com os trés ganglios nervosos anteriores (protocérebro anterior (PCA),
protocérebro posterior (PCP), deutocérebro (DCB) e tritocérebro (TCB)), adaptado de

Sandeman e Scholtz, 1995.

Nos crustdceos da ordem Decapoda, de maior representatividade na
América do Sul (Gomes-Corréa, 1977), a estrutura ganglionar é a apresentada
pela maioria dos invertebrados, onde os neur6pilos sdo compostos por

prolongamentos neuronais e gliais e estdo localizados no interior do ganglio.
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Os corpos celulares neuronais e gliais estdo dispostos na regido cortical dos
ganglios, e em determinadas regides se organizam em agrupamentos celulares
(Blaustein et al., 1988; Harzsch e Dawirs, 1993).

Cada componente da estrutura cerebral é responsavel por um tipo de
processamento e resposta, onde o protocérebro (ganglio optico, protocérebro
anterior e protocérebro posterior) esta envolvido no processamento das
informagdes visuais e na distribuicdo das secrecdes hormonais (Harzsch e
Dawirs, 1994). A regido associativa e de processamento do cérebro € o
deutocérebro, com &reas de captagdo de estimulos mecéanicos (Blaustein et al.,
1988; Ammar, 2000). A consolidacdo da estrutura cerebral dos crustaceos da-
se com a incorporagdo do tritocérebro, responsavel pela percepgdo e

processamento de estimulos ambientais e fisiologicos (Sandeman et al., 1993).

1.4 Processamento e controle do sistema nervoso

O processamento e o controle funcional do sistema nervoso nos crustaceos
sdo dependentes da distribuicdo e da acdo de varias substancias, entre elas as
monoaminas (serotonina, dopamina, octopamina, noradrenalina e adrenalina),
gue agem como neurotransmissores ou neuromoduladores no sistema nervoso
central e perifericamente como neurohorménios. As monoaminas regulam,
entre outras fungdes, a muda, a reproducao, a osmorregulacdo, o metabolismo
de carboidratos e a contragdo muscular (Fingerman et al. 1994).

A serotonina € um neurotransmissor de ampla distribuicdo no sistema
nervoso de crustaceos adultos, estando geralmente presente em neurdnios
grandes e ramificados. Diversos estudos atribuem a este neurotransmissor

uma funcdo neuroativa em crustaceos adultos (Beltz e Kravitz, 2002). Segundo
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investigacOes fisiolégicas e bioquimicas, a serotonina poderia estar envolvida
no controle endocrino dos crustaceos, e participando ativamente do ciclo
reprodutivo e de muda (Fingerman et al., 1987).

Uma série de estudos identificou a imunorreatividade a serotonina no
sistema de crustaceos decédpodes adultos (Rudolph e Spaziani, 1990; Beltz,
1999; Utting et al., 2000), sendo que em M. olfersi foi evidenciada também a
presenca de calcio-calmodulina quinase ocorrendo nas regides onde ha maior
liberagdo serotonérgica (Ammar; 2000). Withers e colaboradores (1998)
atribuiram a esta proteina quinase uma fungdo de catalisador serotonérgico,
modulando a producdo e a acdo da serotonina, o que explica a ocorréncia
concomitante destas duas substancias.

Além disso, Harzsch e Dawirs (1995) e Beltz e Kravitz (2002) sugerem que
a serotonina pode estar implicada na modulagédo do desenvolvimento neural
nos crustaceos. Diversas evidéncias indicam que ha participacdo das aminas
biogénicas nos eventos da diferenciacdo e ativagcao neuronal, sendo que estas
atuariam como fatores neurotréficos (Helluy et al., 1993; Benton et al. 1997).
J4 a modulacdo da liberacdo de transmissores em crustaceos tem sido
atribuida ao peptideo FMRF-amida que se encontra envolvido em outras
funcbes, como efeitos cardio-excitatorios e provavel fungdo como
neurohorménio (Mercier et al., 1993; Skerrett et al.,, 1995), sendo também
relacionada a modulacéo da serotonina.

A serotonina e a octopamina sdo também importantes no controle da
postura corporal dos crustaceos, estando envolvidas em processos regulatérios
comportamentais como a alteracdo dos niveis de agressividade em interacées

agonisticas em lagostas (Huber e Kravitz, 1995). Em crustaceos, tém sido
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relacionado a funcdo de aminas biogénicas com o comportamento agonista e
agressivo e com o comportamento de escape (Aggio et al. 1996; Hubber et al.
1997; Savage e Atema, 2003). Estudos realizados em lagostas e lagostins
tratados com serotonina mostram que estes animais apresentam uma forte
flexdo dos membros e abdomen, enquanto a octopamina causa uma forte
extenséo (Beltz, 1988).

Sabe-se que o0s niveis circulantes dessas aminas podem variar,
dependendo do estado fisiol6gico dos animais, sendo que em momentos de
pré e poés-luta ou antes e depois de atividades exploratérias pode ser
encontrada uma maior ou uma menor concentracdo das aminas nestes
individuos (Sneddon et. al., 2000).

A elaboragdo de estudos que envolvam tanto a parte de contaminacao
ambiental como a comportamental destes animais torna-se importante para o
detalhamento dos efeitos de poluentes sobre estes individuos.

Os locais de coleta de palemonideos utilizados pelo nosso laboratério séo
continuamente poluidos por efluentes domésticos, devido a caréncia de
saneamento basico que gera a descarga destes residuos nas margens de
riachos, pela populacao residente.

Na regido da grande Florianopolis, a rapida e desordenada ocupacéo
humana verificadas nas ultimas décadas, aliadas a falta de saneamento béasico
comprometem de modo expressivo a qualidade dos sistemas hidricos, devido
ao grande aporte de poluentes aquaticos provenientes dos efluentes
domésticos e de pequenas atividades econbmicas. Entretanto, segundo dados
do IPUF (2002), poucos sdo os estudos cientificos que analisam a real

capacidade de suporte dos ambientes aquaticos frente a acdo antrdpica,
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resultando na degradagao ambiental, freqientemente ignorada no processo de
urbanizagéo acelerada do Municipio.

Desta forma a realizacdo de estudos que avaliem a acdo de poluentes
sobre organismos aquaticos é sem duvida pertinente, pois 0S mesmos
fornecem dados biologicos necessarios para elaboracdo de programas de
preservacdo de espécies nativas e conseqientemente, de conservacdo dos

recursos hidricos.
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2. Objetivos

Avaliar os efeitos causados por detergente doméstico na dinamica
comportamental da espécie nativa de camardo de agua-doce Macrobrachium
olfersi analisando possiveis alteracées na estrutura dos ganglios cerebrais dos

animais expostos.

2.1 Objetivos especificos

a. Monitorar os comportamentos individuais e coletivos de fémeas,
fémeas ovigeras e machos em condi¢des de laboratorio;

b. Identificar e caracterizar 0s comportamentos agonisticos e
exploratérios dos animais do grupo controle e tratado através da
elaboracdo do etograma da espécie;

c. Avaliar o grau de comprometimento das estruturas ganglionares
cerebrais dos animais expostos ao poluente;

d. Identificar as regides reativas a serotonina, célcio-calmodulina e
FMRF-amida nos ganglios e suas possiveis alteracdes pela agdo do

detergente.
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3. Materiais e Métodos

Exemplares adultos de M. olfersi foram coletados em corpos d’agua do
Parque Municipal da Lagoa do Peri (27°43'S e 48°32'W) — autorizacao n°157 -
DIFAP/IBAMA - vigéncia 2005-2007. Foram realizadas coletas no periodo
vespertino, com um tempo meédio de esfor¢o de captura de 40 minutos.

A coleta dos exemplares foi realizada com pucd de malha 0,5cm, passado
por entre as pedras de fundo e pela vegetacdo submersa, sendo os animais
transportados para o Laboratério de Reproducdo e Desenvolvimento Animal
(BEG/CCB) em recipientes plasticos contendo agua do local de coleta e
aeracao constante. Em laboratorio foi realizada a sexagem (Carvalho, 1978;
Kretzschmar, 1984), onde os individuos foram separados em machos e fémeas

e permaneceram 30 dias em aquarios para aclimatacao (figura 2).

Figura 2: Desenho esquemético de exemplares de uma fémea ovigera e de um

macho de M. olfersi. (Nazari, et al. 2003).

Os animais tiveram o peso corporal registrado com auxilio de uma balanca
eletronica de precisao (0,1g) e o comprimento total (medida da extremidade
anterior do rostro até a extremidade posterior do telson) em milimetros,
determinado com paquimetro manual, sendo os valores médios apresentados

na tabela 1.
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Tabela 1. Dados biométricos médios de machos e fémeas de Macrobrachium

olfersi utilizados nos grupos controle e tratado.

Comprimento total (mm) Peso total (g)
Machos controle (n=6) 71,2 (+5) 8,9 (=3)
Machos tratados (n=6) 69,6 (x6,1) 9,3 (£2,9)
Fémeas controle (n=9) 52,4 (+5,4) 3 (x0,8)
Fémeas tratadas (n=9) 59 (+3,3) 4.6 (x1)

3.1 Estudo experimental

Dois aquarios (53X25X25 cm) com capacidade aproximada de 30 litros
foram montados com sedimento arenoso e 3 abrigos de tijolos e pedras para os
animais. A coluna d’agua foi mantida constante em 20 cm, sendo a temperatura
controlada em torno de 26 °C (+1 °C), pH entre 7,0 e 8,0 e salinidade de 0 %o e
fotoperiodo natural. Foram realizadas trés repetic6es de cada experimento para

confirmacéo dos resultados.

Aquario 1 : Aquério tratado

Apés aclimatacdo dos animais em laboratério (aproximadamente 1 més
ap6s a coleta), foi feita a estocagem de 2 machos e 3 fémeas (2M:3F) e
passadas 48 horas foi diluido na agua do aquério uma concentragdo de 0,07%
de detergente de uso doméstico comum, com componente ativo linear
alquilbenzeno sulfanato de sédio. Esta concentracdo foi escolhida através da
realizacdo de estudos anteriores, onde diluicbes inferiores ndo mostraram
resultados significativos e concentracdes acima de 0,07% tiveram efeito letal

em muitos individuos (Martins et al., 2006a; Martins et al., 2006b).
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Aquario 2 : Aquério controle

Estocagem e montagem idénticas ao aquario 1, exceto pela auséncia de

detergente.

Os animais foram mantidos nas condi¢fes descritas acima por um periodo

pré-estabelecido de até 15 dias, conforme o cronograma abaixo:

- Decorridos 5 dias: dissecados um macho e uma fémea de ambos os
aquarios;
- Decorridos 10 dias: dissecadas uma fémea de cada aquario;
- Decorridos 15 dias: dissecados o macho e a fémea restante em cada
aquario.
No caso de fémeas que ficaram ovigeras durante os dias do experimento,
estas ndo foram dissecadas até que tenham liberado completamente seus ovos

através da eclosao das larvas.

Os procedimentos a seguir foram realizados nas diferentes condi¢des

propostas para os aquarios 1 e 2.

3.2 Monitoramento do comportamento

Os individuos dos dois aquarios (tratado e controle) foram monitorados
diariamente através de filmagens (10 minutos), para identificacdo dos padrbes
comportamentais agonisticos e exploratorios. Os comportamentos agonisticos
de M. olfersi do grupo controle e tratado foram registrados usando como base
0s comportamentos encontrados por Barki et al. (1991) na espécie
Macrobrachium rosenbergii. Foram considerados somente os comportamentos

identificados durante as filmagens, conforme mostra a tabela 2.
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Comportamentos
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agonisticos registrados para M. olfersi

(comportamentos baseados nos registros de Barki et al. 1991).

1. Observacao do corpo dos animais

Comportamento

Acao locomotora envolvendo movimentos de posi¢ao

frontal

Aproximacéao para
posicionamento
frontal (APF)

Movimento de um animal em dire¢do a outro, posicionando-

se de maneira frontal.

Rotacéo para
posicionamento
frontal (TRP)

Animal executa movimentos circulares sobre o préprio eixo
de maneira a assumir uma posic¢édo frontal frente ao seu

oponente.

Investida (RSH)

Movimento rapido e curto de aproximagédo em que um

animal eleva o corpo na posicao frontal ao outro camaréo.

Acao locomotora envolvendo movimentos para a

posicdo ndo-frontal.

Afastamento (MVA)

Animal se move com o objetivo de se afastar de outro

camarao.

Aproximacao para
posicionamento n&o-
frontal (ANF)

Um camardo move-se em direc&o a outro, posicionando-se
de maneira ndo-frontal. Essa aproximacéo geralmente

acontece de costas.

Fuga rapida (AFX)

Animal flexiona o abdémen rapidamente (causando um

recuo) de maneira a se afastar do outro camarao.

Rotacéo para
posicionamento lateral
(TSD)

Camarao de posicao frontal a outro gira em torno do proprio
eixo, ficando de lado ou com o abdémen (cauda) voltado

para o outro camarao.
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2. Observacao das quelas e quelipodos dos animais

Comportamento

Acdes comportamentais baseadas na posicdo e no

movimento das quelas sem contato com outro camaréo.

Extensdo do
quelipodo (CEX)

Animal estende a quela em dire¢cdo ao outro camaréo.

Aproximar quela

levantando o corpo

Animal eleva o corpo com as quelas suspensas e paralelas

em relacédo ao chéo.

(ALC)
Elevagéo completa Animal aproxima as quelas, erguendo o corpo e mexendo
(CLF) 0s pledpodos.

Acdes comportamentais baseadas na posicdo e no
movimento das quelas e quelipodos com contato com

outro camarao.

Abraco (EBM)

Camaréo “abraca” outro com as quelas. Este abraco pode
ocorrer por tras ou pelo lado, de acordo com a posicao

relativa ao outro.

Beliscéo (NIP)

Acao em que um camarao fecha o dactilo em cima de

alguma parte do outro camaréo.

Empurrdo (PSH)

Um camardo empurra outro com uma das quelas, utilizando

o lado exterior do propodo, estendendo a quela.

Foram considerados comportamentos exploratorios:

- Selecéo e permanéncia nos abrigos;

- Exploracgéo do fundo do aquério e natacdo na coluna d’agua;

3.3 Planilhas de observacao e andlise estatisticad 0s comportamentos

Apés as filmagens, as fitas foram analisadas e cada individuo identificado e

estudado separadamente, em intervalos de 10 segundos, para registro

detalhado do comportamento. Foram utilizadas planilhas de observacao (em

anexo) que permitram a identificacdo e quantificacdo das estratégias

comportamentais agonisticas e exploratérias através da elaboracdo do
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etograma da espécie em ambiente de dgua contaminada por detergente e em
ambiente sem contaminag&o.

Os comportamentos agonisticos e exploratorios foram avaliados nos 10
primeiros dias de permanéncia dos animais em aquario, jaA que nos ultimos 5

dias apenas um macho e uma fémea continuavam estocados.

Os dados referentes as freqiiéncias de comportamento obtidas a partir da
analise das planilhas de observagdo foram analisadas através de sumério
estatistico e ANOVA one-way (Statistica versdo 6.0) para a verificacdo de

diferencas significativas entre as médias dos grupos controle e tratado.

3.4 Analise microscépica dos ganglios cerebrais

De acordo com o cronograma de dissecacao dos animais apresentado no
item 3.1, os camardes foram dessensibilizados a 4°C e dissecados para
retirada do sistema nervoso (ganglios cerebrais e corddo nervoso ventral), que
foi imediatamente fixado em Bouin (24h) e, posteriormente, desidratado em
série etandlica crescente, incluido em parafina e seccionado a 8um em
micrétomo rotativo.

Para controle histolégico os cortes foram corados pela técnica de HE
(Hematoxilina de Harris — Eosina aquosa 3%) (Becak e Paulette, 1976), sendo
analisada a estrutura morfologica dos ganglios cerebrais.

Laminas com os ganglios nervosos de machos e fémeas do grupo controle
e tratado foram submetidos a imunohistoquimica para marcacéo de serotonina,
gue esta envolvida em varios processos regulatérios, entre eles o0s

comportamentais (Beltz e Kravitz, 2002). Outro neuropeptideo marcado foi a
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FMRF-amida, que participa da regulacdo na liberacdo de neurotransmissores
(Friedrich et al., 1998). Por fim, foi feita a imunohistoquimica para a
identificagdo da Célcio-calmodulina, pois essa se encontra intimamente
relacionada com a ocorréncia da serotonina (Withers et al., 1998).

Para a andlise da distribuicdo e localizacdo da serotonina, FMRF-amida e
célcio calmodulina os cortes dos ganglios nervosos de machos e fémeas do
grupo controle e tratado foram incubados com anticorpo priméario contra
serotonina (Sigma® — St. Louis), célcio calmodulina (doado por M. D. Withers)
e FMRF-amida (Cambridge Research Biochemicals) 1:100 e com anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com peroxidase (Sigma® — St. Louis). A
revelacdo da marcacéo foi feita com 3’3 Diaminobenzidina (DAB) (Sigma). Em
seguida, os cortes foram desidratados e montados em laminas permanentes. O
controle negativo foi feito com a supressao do anticorpo primario.

A imunoreatividade a serotonina, calcio-calmodulina e FMRF-amida foi
avaliada e representada por esquemas que indicam a imunolocalizacdo dessas

substancias nos ganglios cerebrais.
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Durante 10 dias do experimento os animais do grupo controle e do grupo

tratado foram monitorados através de filmagens e observacdes diarias, onde o

primeiro registro evidente foi o estabelecimento de uma hierarquia definida pelo

porte dos animais (tabela 3), sendo que em machos de tamanho semelhante o

que definia a dominancia era o tamanho e robustez do quelipodo (figura 3).

Tabela 3: Definicdo de hierarquias por classe de animais na espécie M. olfersi

tanto no grupo controle como no tratado.

Classes de animais

Descricao

1. Machos grandes (70 mm) com

guelipodos robustos.

Dominantes em relagdo a todos os outros individuos

do aquério (Figura 4A).

2. Machos menores (67 mm) com

quelipodos robustos

Dominantes em relagdo a maioria dos animais do
aquario, com exce¢do dos machos do grupo 1
(Figura 4B).

3. Machos grande e com quelipodos

pequenos

Dominantes em relacdo a machos menores que eles

e as fémeas, sendo submissos aos grupos 1 e 2.

4. Machos menores e com quelipodos

pequenos.

Dominantes em relacdo as fémeas menores e nao
ovigeras e submissos a outros machos e a fémeas

ovigeras.

5. Fémeas grandes (60 mm) e néo

ovigeras

Dominantes em relagdo a fémeas menores e nao
ovigeras e submissas aos machos dos grupos 1, 2 e

em alguns casos 3 (Figura 4C).

6. Fémeas pequenas (47 mm) e nao

ovigeras

Estabelecem niveis hierarquicos entre fémeas de
tamanhos similares, sendo submissas aos animais
dos 5 grupos acima. Sdo as fémeas que passam
mais tempo fora do abrigo, explorando o aquario.

7. Fémeas grandes/pequenas ovigeras

As

dominantes sobre as fémeas ovigeras menores, mas

fémeas ovigeras maiores geralmente sao

ambas tem caracteristicas  comuns, como

permanecer grande parte do tempo abrigadas e
serem dominantes sobre os grupos 4, 5 e 6 (Figura
4D).
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Figura 3. Diferengas no
tamanho e na robustez de
quelipodos de machos
dominantes (a) e machos
submissos ou fémeas (b).

Durante o experimento manteve-se um tamanho médio entre os machos e
as fémeas utilizados nos experimentos, ndo sendo utilizados animais que

fossem muito maiores ou muito menores que os demais individuos (figura 4).

c

Figura 4. Exemplares de M. olfersi utilizados durante os experimentos. Macho
dominante (a), de grande porte e com quelipodo robusto (=). Macho menor (b), com
quelipodo robusto (=). Fémea ndo ovigera de grande porte (c). Fémea ovigera (d)

com ovos na camara incubadora ().
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Os niveis hierarquicos sdo na maioria das vezes determinados através de
comportamentos agonisticos, envolvendo confrontos entre machos-machos,

machos-fémeas e fémeas-fémeas.

4.1 Comportamento Agonistico

Durante a andlise das filmagens foram registrados 8 tipos diferentes de
comportamentos agonisticos nos animais do grupo controle, enquanto nos
camardes expostos ao detergente esse numero foi de 11 comportamentos
observados. O numero de confrontos foi maior entre machos e fémeas tanto no
grupo controle (3) como no tratado (20), seguido de encontros envolvendo
fémeas e fémeas (1 encontro no grupo controle e 17 encontros no grupo
tratado).

Estes padroes comportamentais foram divididos em duas grandes classes,
uma com enfoque na observagcdo do corpo dos animais e outra com
observacdo de quelas e quelipodos. Foi feita uma subdivisdo, onde cada
classe foi dividida em duas subclasses para a construcdo do etograma da
espécie (tabela 4).

No grupo controle (tabela 4) ndo foi registrado a subclasse Il da classe 2
(EBM, NIP e PSH), que envolve contato direto, sendo que mesmo no grupo
tratado o registro desse comportamento teve uma baixa freqiéncia e ocorreu
principalmente entre os machos. No entanto, os dois grupos apresentaram
contato envolvendo as antenas, onde o camarao reconhecia o ambiente onde
estava e tocava o0s demais individuos que estavam proximos. O contato
envolvendo antenas geralmente aconteceu quando da aproximagdo nem

sempre seguida de confronto.
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Tabela 4: Média das frequiéncias de cada comportamento agonistico registrado na

espécie M. olfersi no grupo controle e tratado.

Classe 1. Observacao do corpo dos animais
Subclasse |

Machos Fémeas
Comportamento

Tratado Controle Tratado Controle

Aproximacéao para
posicionamento 1,4 (0,5)° 0,3 (0,3)? 4,7 (10,8 0,4 (+0,2)"
frontal (APF)

Rotacéo para
posicionamento 0,4 (x0,1)° 0,02 1,0 (x0,3)*" 0,0°
frontal (TRP)

Investida (RSH) 0,2 (x0,1)? 0,02 0,5 (+0,1)° 0,2 (+0,2)°

Subclasse Il

Machos Fémeas
Comportamento

Tratado Controle Tratado Controle

Afastamento

0,4 (+0,2)2 0,3 (#0,3)® 4.0 (z0,7)%""" 0,5 (#0,3)°
(MVA) (#0,2) (#0,3) (#0,7) (#0,3)

Aproximacéao
para
posicionamento 0,2 (10,1)? 0,1 (+0,1)? 0,5 (10,2)" 0,1 (#0,1)°
nao-frontal
(ANF)

Fuga rapida

0,0 0,2 (0,2)2 1,3 (+0,4)%" 0,1 (x0,1)°
(AFX) (#0,2) (+0,4) (#0,1)

Rotacéo para
posicionamento 0,02 0,02 0,1 (20,1)° 0,0°
lateral (TSD)
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Subclasse |
Machos Fémeas
Comportamento
Tratado Controle Tratado Controle
Extenséo do
quelipodo 2,5 (10,4727 0,3 (10,3)° 0,9 (0,3)° 0,4 (+0,3)°
(CEX)
Aproximar
guela
0,2 (10,1)® 0,1 (10,12 0,2 (+0,2)° 0,1 #0,1)°
levantando o
corpo (ALC)
Elevacéo
completa 0,5 (0,2 0,0° 1,0 (0,4)° 0,1 0,1)°
(CLF)
Subclasse I
Machos Fémeas
Comportamento
Tratado Controle Tratado Controle
Abraco (EBM) 0,1 (+0,2) 0,0% 0,0° 0,0°
Beliscdo (NIP) 0,6 (+0,2)* 0,0° 0,0° 0,0°
Empurréo . b . b
0,9 (#0,3?° 0,0 0,4 (z0,1)° 0,0
(PSH)
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (***p< 0,001; ** p< 0,01, * p<0,05)

O nuamero de confrontos ao longo de dez dias de filmagem foi

significativamente superior no grupo tratado, jA que no grupo controle o0s

encontros agonisticos ocorreram esporadicamente e principalmente nos

primeiros dias de estocagem dos animais no aquario (figura 5).
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Figura 5: Numero de confrontos registrados durante 10 dias de observacdo em M.
olfersi nos animais do grupo controle e tratado.

Os machos, por serem territorialistas e geralmente dominantes,
apresentaram agressividade a aproximagdo de outros camarbes de seus
abrigos. Como se mantiveram abrigados grande parte do tempo, estes
comportamentos geralmente consistiam de movimentos de quelipodos e

guelas, visando o afastamento do outro animal (figura 6).

b

Figura 6: Exemplares de M. olfersi dominantes afastando os animais menores e
submissos (=) fora do abrigo (a) e abrigado (b).

Entre os machos do grupo controle ndo houve nenhum comportamento
agonistico significativo, enquanto no grupo tratado os comportamentos de

aproximacdo para posicionamento frontal (APF) e extensdo do quelipodo
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(CEX) foram os mais frequentes. Os machos que realizaram aproximacéo
frontal estavam indo de encontro aos animais que se aproximavam do seu
territério, visando afasta-lo. Destaca-se que no grupo tratado o comportamento

CEX foi 0 mais frequiente, sendo significativamente maior que no grupo controle

(figura 7).
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Figura 7: Frequiéncia dos comportamentos agonisticos entre machos de M. olfersi

dos grupos controle e tratado nos 10 dias de observacéo (** p< 0,001; * p<0,05).

Os comportamentos de elevacdo completa (CLF), beliscao (NIP) e
empurrdo (PSH) foram registrados de forma significativa no grupo tratado, nao

sendo registrados nos machos do grupo controle (figura 8).
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Figura 8: Frequéncias dos comportamentos de extensdo do quelipodo (CEX),

elevacédo completa (CLF), beliscdo (NIP) e empurrdo (PSH) por parte dos machos de

M. olfersi dos grupos controle e tratado ao longo de 10 dias de observacéo.

As fémeas de ambos os grupos foram os animais que exploravam o

aquario com maior frequéncia, isso fez com que acontecesse um numero

significativo de comportamentos de aproximagado para posicionamento frontal

(APF) e afastamento (MVA). Esses dois tipos de comportamento agonistico

foram os mais frequentes nas fémeas do grupo tratado, sendo que, assim

como ocorreu com os machos, as fémeas do grupo controle ndo realizaram

nenhum comportamento agonistico de forma significante (figura 9).
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Figura 9: Frequéncia dos comportamentos agonisticos registrados entre fémeas de
M. olfersi do grupo controle e grupo tratado nos 10 dias de observacdo (**p< 0,01,
*p<0,05).

Entre as fémeas controle, a exemplo dos machos do mesmo grupo, nao
houve registro de comportamentos envolvendo contato fisico entre os animais,
sendo que nas fémeas do grupo tratado apenas o PSH foi registrado.

A figura 10 mostra que a ocorréncia de APF e MVA por parte das fémeas do
grupo controle foi pontual, ocorrendo somente nos dias 2 e 5 e ndo sendo
realizados nos demais dias. Ainda nessa figura € possivel notar a alta
frequéncia desses mesmos comportamentos por parte das fémeas do grupo
tratado, deixando claro que houve um aumento significativo desses

comportamentos nesse grupo.
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Figura 10: Frequéncias dos comportamentos de aproximacao para posicionamento
frontal (APF) e afastamento (MVA) por parte das fémeas de M. olfersi dos grupos

controle e tratado.

Os comportamentos de rotagao corporal para posicionamento frontal (TRP),
fuga rdpida (AFX) e empurrdo (PSH) também foram significativos entre as
fémeas tratadas ao longo de 10 dias, sendo que o comportamento PSH, que
envolve contato fisico, foi o que apresentou uma freqiiéncia mais baixa (figura
11). As fémeas do grupo controle nao realizaram TRP e PSH, apresentando

AFX em apenas um dia de observacao.
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Figura 11: Frequéncias dos comportamentos de rotagdo para posicionamento
frontal (TRP), fuga rapida (AFX) e empurrdo (PSH) por parte das fémeas de M. olfersi

dos grupos controle e tratado.

A baixa frequiéncia de comportamentos agonisticos no grupo controle
mostrou que tanto os machos como as fémeas n&do confrontaram os demais
ocupantes do aquario, sendo que nao foi observado durante as filmagens
encontro agonistico que envolvesse contato fisico entre os animais. No grupo
tratado o numero de encontros agonisticos e a frequéncia desses
comportamentos foi significativamente superior, sendo que quando
comparados machos e fémeas desse mesmo grupo nota-se um maior nimero
de APF e MVA realizado por parte das fémeas. Ja os machos apresentam uma
alta frequiéncia de CEX e NIP, demonstrando uma maior agressividade (figura

12).
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Figura 12: Frequéncia dos comportamentos agonisticos registrados entre machos
e fémeas de M. olfersi do grupo controle (a). Frequéncia dos comportamentos
agonisticos registrados entre machos e fémeas de M. olfersi do grupo tratado (b)
(***p< 0,001; **p< 0,01; *p<0,05).

O comportamento de fuga rapida (AFX) foi freqliientemente realizado pelas
fémeas, sendo que em nenhuma filmagem os machos tratados apresentaram
esse tipo de comportamento. A fuga rapida geralmente aconteceu quando o

animal submisso foi atacado de forma agressiva e com envolvimento de

contato fisico, o que fez com que a fuga fosse emergencial.
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Comparando a ocorréncia desses comportamentos ao longo dos 10 dias de
filmagens fica evidente que as manifestacbes mais frequentes foram
registradas ao longo de todo o experimento. As fémeas realizam todos os dias
aproximacdes (APF), enquanto os machos o fizeram em seis dias de
observacdo. Ja o afastamento (MVA) é raramente realizado por machos (3

dias), sendo comum entre as fémeas (Figura 13).
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Figura 13: Frequéncia dos comportamentos de aproximacao para posicionamento
frontal (APF) e afastamento (MVA) entre machos e fémeas de M. olfersi do grupo

tratado ao longo de 10 dias.

Nos machos a fuga rapida (AFX) nédo foi registrada, enquanto extensao do
guelipodo (CEX) ocorreu nos 10 dias de filmagem e beliscdo (NIP) em 5 dias.
J& para as fémeas houve o registro de AFX em 7 dias, CEX em 5 dias e ndo
houve a observacao de NIP. AFX, registrado somente para as fémeas, ocorreu
na grande maioria dos dias (7 dias). O mesmo padrao diario foi observado para
0s machos realizando CEX (10 dias), um comportamento que nao foi tao
frequente entre as fémeas (5 dias).

No 5° dia foi registrada uma maior freqiéncia de CEX por parte das fémeas,
comportamento esse realizado principalmente em confrontos envolvendo duas

fémeas de portes semelhantes. O comportamento de NIP foi realizado somente
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pelos machos e ndo ocorreu em todos os dias de filmagens (ocorrendo no 3°,
4° 6° 9° e 10° dia). Esse comportamento de “beliscar’” o oponente envolve
contato fisico e apresentou uma menor freqliéncia quando comparado com
AFX ou CEX. O alto registro de NIP por parte dos machos relaciona-se
principalmente com o carater territorialista que esses animais apresentam e

pelo desenvolvimento de suas quelas e quelipodos (figura 14).
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Figura 14: Frequéncias observadas para os comportamentos de fuga rapida
(AFX), extensdo do quelipodo (CEX) e beliscdo (NIP) para machos e fémeas de M.

olfersi do grupo tratado.

4.2 Comportamento Exploratorio
O comportamento exploratdrio foi realizado por todos os animais do aquario

logo que estes sédo colocados no novo ambiente, sendo uma forma de
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reconhecimento e de escolha de abrigos e territorios. Durante o periodo que os
animais permaneceram em aquario, foram estabelecidos trés tipos de
comportamentos para definir a posicdo do animal (abrigado, parcialmente
abrigado ou fora do abrigo) e outros trés tipos de comportamento (nadar na
coluna d’agua, vasculhar o fundo do aquario ou ocupar abrigos livres) para
repertérios realizados quando os animais exploravam o aquario.

Tanto os animais do grupo tratado quanto os do controle realizaram todos
0s comportamentos definidos na tabela abaixo (Tabela 5).

Os comportamentos exploratérios de natacdo na coluna d’agua (NCS),
explora o fundo do aquario (AFS) e escolha de abrigos livres (EAL) foram
considerados apenas quando os animais estavam fora dos abrigos (FAB).
Houve diferenca significativa no registro da freqiéncia dos animais abrigados
(ABG) e de escolha de abrigos livres (EAL) entre as fémeas do grupo tratado e
do grupo controle, sendo que os demais comportamentos nao foram

significativamente diferentes.
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Tabela 5: Comportamentos exploratérios registrados na espécie Macrobrachium

olfersi nos grupos controle e tratado, com a média das freqUuéncias de cada

comportamento.
~ Machos Fémeas
Comportamento Exploracao/
Permanéncia no abrigo
Tratado | Controle |Tratado Controle
Animal permanece no
abrigo durante os 10 217,5 173,7 334,0 202,0
Abrigado (ABG) segundos de #225)° | (£189F | (#334)% | (26,2
observacéao.
Animal sai do abrigo
4,0 0,3 7,0 4,3
Explora e rapidamente, tornando a “18) ¢02) “11)® 13"
; +1,8)° +0,2)° 1,1 +1,3
abriga (AEA) abrigar-se.
Animal permanece
Fora do Abrigo explorando durante os 30,5 6,0 109,1 93,7
(FAB) 10 segundos de (+11,2)2 (+6) (+16,1)" (+14,0)"
observacéao.
. Animal permanece
Natagdo na
. nadando na coluna 1,7 1,4 1,0
coluna d’ 4gua 0,0°
(NCS) d’agua durante os 10 (#1,5)° (#0,5)" (0,4)°
segundos de observacdo
Explora o fundo Animal explora o fundo
L. L 27,5 6,0 106,6 92,5
do aquario do aquario durante os 10
(+9,9) (+6,0) (+15,7)" (+13,9)"
(AFS) segundos fora do abrigo.
Escolha de Animal tenta ocupar um
: , : : . 0,3 a 1.4 0,3
abrigos livres abrigo diferente que esta 0,0 . .
(£0,2)°® (£0,3)? (£0,1)
(EAL) livre.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (* p<

J01).

Com base nos comportamentos registrados pode-se estabelecer que os

machos dominantes nos grupos controle e tratado foram sempre os machos

maiores e com quelas e quelipodos mais robustos, seguidos dos machos

menores e com quelas e quelipodos menos desenvolvidos. Esses animais

escolhiam os seus abrigos no aquario e apés estabelecimento em um lugar
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dificilmente exploravam ou tentavam ocupar outros abrigos, permanecendo a
maior parte do tempo abrigados e saindo somente para se alimentar ou

defender seu territério (figura 15).
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Figura 15: Média das frequéncias (a) dos machos controle (MCA) e tratados (MTA)

de M. olfersi abrigados no aquario (ABG). Macho dominante abrigado (b).

J& entre as fémeas o0s niveis hierdrquicos seguiram 0s mesmos padroes,
definido pelo porte dos animais, onde as fémeas maiores eram dominantes
sobre as menores e submissas aos machos. Entretanto, as fémeas ovigeras,
independente de diferengcas de tamanho, tornavam-se dominantes sobre as
demais. Diferente dos machos, as fémeas tratadas e controle permaneceram
menos tempo abrigadas (figura 16), com comportamentos exploratérios mais

freqUientes e duradouros.
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Figura 16: Média das frequiéncias das fémeas controle (FCA) e tratadas (FTA) de

M. olfersi abrigadas no aquario (ABG).

Quando comparamos a permanéncia dos machos e das fémeas fora do
abrigo, fica evidente que as fémeas tem um comportamento exploratorio
acentuado, sendo que tanto no grupo controle como no grupo tratado, o tempo
de permanéncia das fémeas fora do abrigo foi significativamente (p< 0,001)
diferente dos machos (figura 17).

Os machos do grupo controle logo que colocados no aquario estabeleceram
seus territorios e apresentaram comportamentos agressivos diante da
aproximagdo de outros individuos. Estes animais foram os que menos
exploraram o aquario, sendo registrado esse tipo de comportamento apenas no

terceiro dia de observacao.
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Figura 17: Média das frequéncias de machos (M) e fémeas (F) controle (C) e
tratados (T) mostrando a permanéncia desses animais fora do abrigo (F) ao longo de
10 dias de observagdo. MCF: Machos controle fora do abrigo; FCF: Fémeas controle
fora do abrigo; MTF: Machos tratados fora do abrigo; FTF: Fémeas tratadas fora do

abrigo.

As fémeas do grupo controle foram as que mais exploraram o aquario
durante os 10 dias, permanecendo grandes periodos fora de abrigos. Apesar
das fémeas controle apresentarem uma frequéncia de exploragdo constante,
na maioria das vezes elas retornavam para o mesmo abrigo de onde saiam.
Desta forma, estas fémeas mantinham-se sempre perto de seus abrigos e em
caso de aproximacdo de outros individuos demonstravam comportamento
territorialista, embora mais ameno em relacdo ao territorialismo demonstrado

pelos machos (figura 18).



48

Figura 18: FEmea maior e dominante de M. olfersi abrigada no tijolo (=) e a fémea

menor fora do abrigo, sobre o tijolo.

Os machos do grupo tratado apresentaram frequéncia de permanéncia fora
de abrigos menor que a das fémeas e esse comportamento apresentou mais
repeticdes ao longo dos dias de observagao que o registrado nos machos do
grupo controle. No entanto, os machos tratados ndo permaneciam grandes
periodos explorando o aquario e sim fora de seus abrigos investindo contra
outros individuos (principalmente fémeas) que estavam préximos de seu
territorio.

As fémeas do grupo tratado apresentaram um comportamento exploratdrio
frequente, sendo registrado em todos os dias de observacdo, semelhante ao
encontrado nas fémeas controle. Além disso, as fémeas tratadas trocavam
constantemente de abrigo, enquanto as fémeas controle o faziam mais
esporadicamente, sendo este comportamento diferente entre as fémeas dos

dois grupos (figura 19).
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Figura 19: FreqUéncia de ocupacado de abrigos livres (EAL) pelas fémeas (F) dos

grupos tratados e controle durante os cinco primeiros dias de permanéncia no aquario.

Uma comparacédo entre os machos de pequeno e grande porte dos
grupos controle e tratados no que diz respeito a permanéncia nos abrigos ou
fora deles, mostra que os dois grupos apresentaram tempos muito semelhantes

nesses tipos de comportamento exploratorio (figura 20).

Exploratério

70 -
60 -
50 -
40 A
30 1
20 -
10 A

Média das frequéncias

Dias

‘IMCAI:IMTAIMCFDMTF‘

Figura 20: Média das frequiéncias que indicam a permanéncia dos machos controle
(MC) e dos machos tratados (MT) abrigados (ABG) e fora do abrigo (FAB). MCA:
machos controle abrigados; MTA: machos tratados abrigados; MCF: machos controle

fora do abrigo; MTF: machos tratados fora do abrigo.
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Quando é relacionada a permanéncia das fémeas em abrigos ou fora deles,
observa-se que apesar do comportamento exploratério ser o mais freqtiente, ha
um registro constante de permanéncia desses animais abrigados, sendo que,
na maior parte dos dias a permanéncia das fémeas tratadas no abrigo é maior

gue a das fémeas do grupo controle (figura 21).
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Figura 21: Média das frequiéncias que indicam a permanéncia das fémeas controle
(FC) e fémeas tratadas (FT) abrigadas (ABG) e fora do abrigo (FAB). FCA: fémeas
controle abrigadas; FTA: fémeas tratadas abrigadas; FCF: fémeas controle fora do

abrigo; FTF: fémeas tratadas fora do abrigo.

Uma comparagéo feita entre os animais do grupo tratado mostra que apesar
de no 5° dia as fémeas terem um maior tempo de abrigo, nos demais dias os
machos permaneceram mais tempo em seus abrigos. A permanéncia fora dos
abrigos foi significativamente maior para as fémeas, apesar de ser observado
gue os machos desse grupo também apresentaram esse tipo de
comportamento (figura 22).

No grupo controle observou-se que, apesar dos machos terem um tempo de
permanéncia em abrigos maior que o das fémeas durante todos os dias de

observacgédo, essa diferenca ndo foi significativa. Estar fora do abrigo, no
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entanto, mostrou-se ser significativamente diferente (p< 0,001) entre machos e

fémeas, j& que os machos controle praticamente ndo realizaram esse tipo de

comportamento.
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Figura 22: Média das frequéncias que indicam a permanéncia dos machos e das
fémeas controle (a) e dos machos e das fémeas experimentais (b) abrigados (ABG) e
fora do abrigo (FAB). MCA: machos controle abrigados; MCF: machos controle fora do
abrigo; MTA: machos tratados abrigados; MTF: machos tratados fora do abrigo; FCA:
fémeas controle abrigadas; FCF: fémeas controle fora do abrigo; FTA: fémeas tratadas
abrigadas; FTF: fémeas tratadas fora do abrigo.

Quando fora de abrigos, os animais desenvolviam tipos variados de

comportamento. A maioria permanecia vasculhando o fundo do aquério ou
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explorando o aquério e selecionando abrigos. Em determinados momentos
alguns animais nadavam constantemente ao longo da coluna d’agua, sendo
gue este tipo de procedimento era adotado principalmente por animais

submissos atacados por um animal dominante (figura 23).
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Figura 23: Em a frequiéncia do comportamento de natacdo na coluna d’agua (NCS)
apresentado ao longo de 10 dias de observacdo pelas fémeas do grupo controle e
tratado. Em b fémea nadando na coluna d’agua do aquéario.

Os machos realizaram esporadicamente natagdo na coluna d'dgua e
guando abrigados passavam a maior parte do tempo realizando procedimentos
de autolimpeza ou atentos a movimentacdo dos demais ocupantes do aquario.

As fémeas realizaram autolimpeza de forma constante, principalmente
gquando estavam abrigadas. Em alguns momentos de exploracdo esse
comportamento também foi registrado. Fémeas ovigeras passavam, com raras
excecOes, abrigadas durante toda a observacdo. Essas fémeas permaneciam
aerando seus ovos constantemente e realizando tanto autolimpeza como
limpeza dos ovos inviaveis e outros residuos da camara incubadora.

Como os animais nunca eram alimentados antes das filmagens, a

alimentacdo na bandeja n&o foi registrada, sendo que quando o0s animais
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alimentavam-se durante a observagdo era devido a existéncia de residuos no

fundo do aquario.

4.3 Analise microscopica dos ganglios cerebrais

Tanto no grupo controle como no tratado foi possivel observar que a
estrutura béasica dos trés ganglios anteriores, que formam uma estrutura
cerebral, ndo foi afetada pela exposicdo dos animais ao detergente. Todas as
trés regibes (protocérebro, deutocérebro e tritocérebro) estavam intactas,
podendo ser reconhecidos os corpos celulares neuronais e gliais dispostos
principalmente na regido cortical dos ganglios. Em determinados locais
verificou-se a organizacao de agrupamentos celulares, conforme revelado pela
técnica de Hematoxilina-Eosina (figura 24). Esta é uma técnica classica para
reconhecimento das estruturas e € importante destacar que o emprego desta
técnica ndo revelou alteragbes estruturais nos ganglios nervosos dos animais
tratados com detergente.

Para identificar possiveis alteracdes causadas pelo detergente em
monoaminas envolvidas no processamento neural dos camardes, foi
empregada a técnica de imunohistoquimica, sendo analisadas as distribui¢cdes
das substancias serotonina (figura 25), calcio-calmodulina e FMRF-amida
(figura 26) nos ganglios cerebrais dos animais do grupo controle e dos animais

expostos ao detergente.
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Figura 24: Em a ganglios cerebrais de M. olfersi submetidos a técnica de HE
em aumentos de 400x e 200x, respectivamente. A seta verde indica o trato 6ptico, na
regido do protocérebro anterior (PCA). A seta vermelha indica a ponte protocerebral e
a amarela o corpo central. Em b imunomarcagdo serotonérgica com as setas azuis
indicando os feixes neurais enquanto as marrons mostram a marcagdo (100x). As
setas rosa indicam a marcacdo detalhada da serotonina (400x) nos grupos

experimentais.
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FMRF-amida

Figura 25: Em c imunomarcacao da FMRF-amida nos ganglios cerebrais de M.
olfersi nas regides do Protocerebro anterior e posterior com as setas azuis indicando a
marcagcdo e a seta preta os feixes neurais (400x). Em d os ganglios cerebrais da
regido deutocerebral submetidos a técnica de HE. Destaque para a visualizacdo de um
agrupamento celular (400x) e os feixes neurais (seta violeta) que vdo compor o trato

globular olfatério (200x).
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serotonina

Figura 26: Em e a estruturacdo da regido do lobo olfatério (DCB) submetidos a
técnica de HE com aumento de 100x e 200x, respectivamente. Em f a imunomarcacao
para serotonina, calcio calmodulina (400x) e FMRF-amida (200x), onde as setas

indicam as trés marcag¢des na mesma regido (=).

A imunomarcagao para a serotonina foi a mais ampla, podendo ser
encontrada nos trés ganglios cerebrais, contudo verificou-se diferencas na
intensidade de sua marcacao. A Calcio-calmodulina foi reativa geralmente em
locais proximos a marcacao serotonérgica, estando bem evidenciada na regiao
do lobo olfatério e do protocérebro. A FMRF-amida foi imunolocalizada
principalmente na regidao protocerebral, sendo fracamente marcada nas demais

regides (figura 27).
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Figura 27: Desenho esquematico de ganglio cerebral de M. olfersi com
sobreposi¢cdo dos planos ventral e dorsal. Os asteriscos indicam a marcacao
serotonérgica, enquanto as partes em rosa indicam a marcacao da célcio calmodulina

e as partes azuis a marcacado da FMRF-amida.

A comparacgao feita entre os grupos controle e tratado ndo mostrou uma
diferenca evidente na marcacéo entre os dois grupos. Foi possivel observar a
localizagdo da serotonina, da calcio-calmodulina e da FMRF-amida nas
mesmas regides dos ganglios cerebrais de machos e fémeas de ambos os
grupos.

Nao houve relagdo entre a imunolocalizagdo da serotonina, da calcio-
calmodulina e da FMRF-amida e o tempo de exposicdo dos animais ao
detergente. Machos e as fémeas dissecados no 5° dia, 10° ou 15° dias

apresentaram o mesmo grau aparente e local de imunoreatividade.
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5. Discusséo

A grande variedade de hébitos e formas corporais dos crustaceos se
refletem no surgimento e na manifestacdo de estratégias de comportamento
social e reprodutivo (Sandeman et al., 1993). Estas formas comportamentais
vém sendo estudadas por Helluy e Holmes (1989) em Gammarus lacustris
(Sars, 1864), Huber e Kravitz (1995) e Savage e Atema (2003) em Homarus
americanus (Edwards, 1837), com o objetivo de se compreender a relacao
existente entre a fisiologia e o comportamento destes animais.

Uma caracteristica comum a muitas espécies de palemonideos é o
estabelecimento de hierarquias, onde os animais maiores sdo geralmente
dominantes em relacdo aos menores (Kretszchmar, 1984). Em algumas
espécies, como M. rosenbergii, as interagbes sociais e o estabelecimento de
hierarquias sdo fundamentais para o desenvolvimento de machos grandes e
dominantes e machos menores e submissos (Barki et al., 1991).

No estudo realizado pode-se observar que tanto no grupo controle como no
tratado uma hierarquia foi reconhecida no aquario ja nos primeiros dias, sendo
gue em média, no terceiro dia jA estava totalmente estabelecida. Esta rapida
distribuicdo hierarquica também foi observada em estudos com M.rosenbergii
(Karplus, 2005), mostrando que 0s animais tendem a se organizar logo apos
serem agrupados, contribuindo para a reducdo do numero e a intensidade dos
comportamentos agonisticos.

A analise do comportamento agonistico de M. olfersi revelou um padréao
comportamental que se repetia todas as vezes que ocorriam encontros, o que

fez com que mesmo aproximacgdes e confrontos envolvendo comportamentos
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diferentes culminassem com um desfecho semelhante, ou seja, com a
dominancia de um individuo sobre os demais.

Nos crustaceos a reprodugdo e o crescimento sdo fungdes vitais
intimamente ligadas, sendo que até a maturidade, os machos e as fémeas
apresentam ritmo de crescimento similar. Com o inicio das atividades
reprodutivas, as fémeas necessitam investir muita energia para a maturagéo
ovariana e producdo de ovos, em detrimento do seu crescimento corporal
(Hartnoll, 1982). Por outro lado, os machos investem grande parte de sua
energia no crescimento corporal e na aquisicdo de um quelipodo robusto e
ornamentado, necessarios para o estabelecimento de territérios, bem como
para defender a fémea durante o comportamento de corte (Correa et al, 2003).
Segundo Karplus (2005), a dominancia de machos maiores envolve
principalmente a manifestagdo de comportamentos agressivos, uma forma de
manter seu territério e inibir o crescimento dos machos menores. Nesta
hierarquia, as fémeas ovigeras adquirem um carater dominante por tornarem-
se mais agressivas, exigindo assim um territério de seu interesse que permita
passar grande parte do tempo cuidando de seus ovos (Atema e Voigt, 1995).

Apesar do estabelecimento hierarquico ter ocorrido nos dois grupos de
estudo, no grupo tratado houve a manutencgao na frequéncia e intensidade dos
comportamentos agonisticos e os confrontos aconteceram durante todo o
periodo de filmagens. Esta condicdo sugere que o detergente doméstico
influéncia na manifestacdo da agressividade nos animais. Embora nossos
resultados tenham apontado o efeito do detergente de uso doméstico sobre os
comportamentos analisados, a comparacdo destes dados com os disponiveis

na literatura fica prejudicada, pois os trabalhos que analisam a bioacumulacéo
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de poluentes nos tecidos de invertebrados (Magalhdes et al., 2003; Martin-
Diaz, et al, 2005) dificilmente fazem relacdo ao comportamento apresentado
pelos animais estudados.

A menor ocorréncia de comportamentos agonisticos no grupo controle pode
estar relacionada com as caracteristicas de escolha e defesa territorial, que
neste grupo ocorreram exclusivamente nos trés primeiros dias de observacgao.
Contudo, quando os animais sdo colocados em um novo aquario, reiniciam a
busca e escolha de novos abrigos, passando grandes periodos vasculhando o
novo ambiente. A busca por acomodacao e a procura por melhor abrigo pelos
individuos dominantes e submissos propicia um ambiente mais favoravel a
lutas, onde apos o estabelecimento hierarquico os animais ficam acomodados
e mesmo exploracdes frequentes do aquario ndo levam a nenhum tipo de
confronto.

Os encontros agonisticos registrados no grupo tratado foram
significativamente superiores em relagdo ao grupo controle, mostrando que 0s
animais ficaram mais agressivos com a exposi¢do ao detergente. O nimero de
confrontos envolvendo fémeas deve-se principalmente a freqiéncia com que
estas exploram o aquario. A entrada de fémeas no territério dos machos so foi
realizada pelas fémeas que apresentavam ovario maduro, o que pode estar
relacionado ao comportamento sexual no género Macrobrachium, onde os
machos dominantes tornam-se receptivos a aproximacdo de fémeas, conforme
observado por Graziani et al. (1993) para M. carcinus.

Os confrontos envolvendo machos ndo foram téao frequentes, principalmente
devido a permanéncia dos mesmos em abrigos por longos periodos. Mesmo o0s

machos submissos permaneciam grandes periodos abrigados. Estudos que



61

avaliaram os tipos de comportamentos agonisticos em crustaceos (Karplus e
Harpaz, 1990; Barki et al., 1991; Karplus e Hulata, 1995), colocavam os
animais em duplas ou somente machos em aquarios sem abrigos para o
registro de tipos de confrontos realizados. Diferentemente, no presente estudo
havia abrigo disponivel para todos os camarfes colocados no aquario. Além
disso, abrigos extras estavam disponiveis aos animais, para que houvesse uma
similaridade ao ambiente natural. Machos e fémeas de M. olfersi podiam,
portanto, mudar de abrigo sem entrar em confronto com os demais individuos.
Isto significa que o0s comportamentos agonisticos registrados séo
caracteristicos da espécie M. olfersi e ndo foram induzidos por um estresse no
ambiente.

Mesmo havendo disponibilidade de abrigos, os animais do grupo tratado
mostraram-se agressivos durante todo o tempo de filmagens e os machos
deste grupo mostraram comportamentos agonisticos que envolviam contato
fisico, ou seja, apresentaram uma agressividade pronunciada em relagdo aos
outros ocupantes do aquario.

A forma de registro dos comportamentos agonisticos adotada neste estudo
demonstra que ha um certo padrao nos tipos de comportamentos registrados
para esses animais, conforme observado por Barki et al. (1991), em M.
rosenbergii. Esse padrdo estabelecido mostra que animais dominantes tendem
a apresentar um tipo de comportamento mais agressivo, complexo e dinamico.
J& os animais submissos apresentam geralmente um comportamento de fuga,
respondendo rapidamente ao ataque de seu oponente. Tanto para dominantes
como para submissos fica claro que o contato fisico é o ultimo argumento

utilizado para se decidir quem é o vencedor ou o perdedor do conflito.
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Os animais dominantes valem-se além do seu porte, também das quelas
para definir sua posicdo hierdrquica. A importancia das quelas para 0s
camardes foi descrita por Barki et al. (1991) para a espécie M. rosenbergii,
sendo que o mesmo foi observado no presente estudo para M. olfersi, que
utiliza a quela na grande maioria dos confrontos. A agressividade envolvendo
contato fisico por parte dos machos é uma caracteristica que os coloca num
nivel hierarquico superior em relacdo aos demais individuos do aquéario. Em
uma disputa entre dois oponentes, pode-se considerar vencedor aquele que
realiza um maior numero de “beliscao” (NIP), comportamento esse que envolve
a movimentacdo da quela e do quelipodo do animal e que agride o oponente
de forma violenta (Karplus, 2005).

Apesar do contato fisico estabelecer as diferengcas entre quem ganha ou
perde um confronto, comportamentos agonisticos envolvendo contato corporal
nao ocorreram com freqléncia, pois com a hierarquia estipulada ja nos
primeiros dias 0os animais submissos apenas se esquivavam dos ataques dos
dominantes, ndo havendo um contato direto. Geralmente, o animal submisso
nao enfrenta o dominante e o confronto é mais um ritual de comportamentos
envolvendo movimentacdo do corpo e das quelas. Como no presente estudo
foram utilizados animais de tamanhos semelhantes, evitar confrontos que
envolvam contatos fisicos severos torna-se fundamental para os dois animais,
sendo que o camardo que apresentar um tamanho corporal ou de quelipodo
maior sairda vencedor, pois a probabilidade de ferir seu oponente de forma
grave faz o individuo de menor porte recuar (Barki et al., 1991).

Como nado houve registro de comportamentos envolvendo contato fisico

entre os machos do grupo controle, parece evidente que houve uma menor
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agressividade desses animais em relacdo aos tratados. Os Unicos contatos
corporais registrados para esses individuos foram os envolvendo as antenas,
comportamento este que pode preceder um combate conforme descrito por
Huber e Kravitz (1995). Movimentos de corpo, de quela e de quelipodos entre
os individuos combatentes eram suficientes para o término dos confrontos, sem
a necessidade de contato fisico e, considerando que os animais dispunham de
espaco e abrigos, a fuga do submisso era facilitada. De qualquer forma, todos
0S comportamentos agonisticos registrados nos animais do grupo controle
foram pouco frequentes, ocorrendo s6 em ocasides onde era inevitavel que os
animais se enfrentassem.

Trabalhos realizados com H. americanus (Huber e Kravitz, 1995),
Callinectes sapidus (Rathbun, 1896) (Jivoff e Hines, 1998) e M. rosenbergii
(Karplus, 2005) demonstram que esses animais utilizam suas quelas e
quelipodos muito freqientemente durante situagbes de confronto. Da mesma
forma, em M. olfersi 0 comportamento agonistico de extensdo do quelipodo
(CEX) foi o mais frequente nos machos do grupo tratado, mostrando que nesta
espécie esse apéndice também é fundamental para decisdo em embates. De
acordo com Barki et al. (1991), CEX é um tipo de comportamento realizado
com muita freqiéncia pelos animais dominantes, que comumente saem
vencedores dos confrontos. Da mesma forma APF (aproximacdo para
posicionamento frontal) e EBM (abrago) sé&o igualmente frequentes entre os
dominantes, mas ndo ocorrem no inicio do conflito, ou seja, essa conduta é
apresentada em resposta a movimentagcao de outro animal.

No entanto, apesar da alta frequéncia, CEX ndo envolve contato direto entre

o quelipodo e o corpo do oponente, mantendo a integridade fisica dos
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camardes envolvidos no combate e tendo resultados de dominancia favoraveis
ao individuo maior e mais forte. Outros dois comportamentos que foram
freqientes nos machos do grupo tratado foram CLF (elevacdo completa) e
PSH (empurrdo), sendo que CLF, juntamente com movimento de quelipodos e
orientacdo do corpo, sdo considerados por Barki et al. (1991) como os trés
maiores componentes agonisticos em M. rosenbergii. O comportamento CLF
mostra ao oponente ja& em um primeiro instante o tamanho de seu adverséario,
podendo nesse ponto ja ser decidido quem é o dominante e quem é o
submisso. Huber e Kravitz (1995) em seus estudos com H. americanus
enfatizam que quando o confronto demora a ser decidido pode haver um
aumento na intensidade de luta, havendo casos onde o animal mais forte
segura seu oponente com o quelipodo e dilacera seus apéndices (antenas,
guelipodos, pernas).

O final dos confrontos pode ser reconhecido quando um dos animais
envolvidos, no caso o animal submisso, realiza o tipo de agdo TSD (rotacao
para posicionamento lateral) ou MVA (afastamento), deixando evidente para o
animal dominante sua posicao inferior na hierarquia. As fémeas foram as que
realizaram com freqiéncia MVA e somente nas fémeas do grupo tratado foi
registrado TSD, demonstrando que esses animais geralmente assumiam a
posicdo de submissdo em relacdo aos machos. AFX (fuga rapida) também foi
um tipo de comportamento frequente em fémeas submissas, sendo uma forma
de se esquivar de ataques agressivos dos animais maiores.

Nos estudos feitos por Barki et al. (1991) com M. rosenbergii foi observado
gue os animais dominantes realizavam em maior freqiéncia o comportamento

de APF (aproximacdo para posicionamento frontal), mas o mesmo néo foi
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registrado para M. olfersi no presente estudo. Neste caso, 0s animais
submissos foram o0s que apresentaram a maior frequéncia de APF,
principalmente as fémeas. Este resultado deve-se em grande parte ao tipo de
metodologias adotadas, pois nos trabalhos com M. rosenbergii 0os animais eram
colocados aos pares em aquarios sem abrigos, onde o animal maior visava
uma rapida aproximacdo para decidir o conflito. J& no caso de M. olfersi o
aquario dispunha de cinco animais e abrigos disponiveis e as aproximagdes
aconteciam principalmente em momentos de exploracdo das fémeas, que
acabavam invadindo o territério dos machos.

O comportamento exploratério dos camardes expostos ao detergente néo
apresentou mudangas significativas comparados ao grupo controle,
principalmente em relacdo aos machos, que ndo exploraram 0 aquario com
frequéncia, demonstrando que o seu padréo de territorialismo nao foi afetado
pelo detergente. As fémeas do grupo tratado tiveram um aumento significativo
no comportamento exploratorio em relacdo as fémeas do grupo controle,
sugerindo que o poluente utilizado esteja relacionado com o aumento da
frequéncia exploratoria nas fémeas desta espécie. Em estudos realizados por
Panksepp e Huber (2004) com psico-estimulantes em crustaceos, foi possivel
notar a influéncia dos mesmos no comportamento exploratério de Orconectes
rusticus (Girard, 1852) (Decapoda, Crustacea), sendo que algumas drogas
utilizadas, como cocaina e anfetamina, causaram o aumento da exploracédo do
aquario.

A permanéncia dentro ou fora dos abrigos foi semelhante em ambos os
grupos, reforcando a idéia de que os machos exploram menos que as fémeas,

demonstrando que esse comportamento néo foi afetado pelo detergente. A
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diferenca no tempo de permanéncia em abrigos ou fora deles deve-se a
hierarquia pré-estabelecida, onde as fémeas sdo submissas aos machos
(Cromarty et al. 1998), e principalmente devido a conduta adotada pelos
machos, que sao extremamente territorialistas e permanecem no seu espaco
atentos a aproximagao de outros animais. As fémeas apresentam naturalmente
um caréter mais exploratorio e devido a isso tanto mudam mais freqlientemente
de abrigo como se envolvem em um maior nimeros de encontros agonisticos.

Machos dominantes dificilmente mudam de abrigo apds escolhé-lo e o
mantém protegido de outros machos ou fémeas. A aproximacao de fémeas do
territorio do macho dominante é permitida para a reproducéo, sendo que nesse
caso 0 macho nado é agressivo (Jivoff e Hines, 1998). As fémeas do grupo
controle frequentemente saiam de seus abrigos, retornando para 0S mesmos
de onde saiam, mantendo uma regularidade na permanéncia nos mesmos
abrigos, mas sustentando a idéia de um carater comportamental exploratorio
mais evidente que os dos machos.

O detergente parece agir principalmente sobre as fémeas no caso do
comportamento exploratorio, pois foi nesses animais que ficou evidente a
diferenca na atividade exploratoria entre fémeas controle e fémeas tratadas
gue, além de ter sido significativamente maior do que as do grupo controle,
apresentavam uma mudanca frequente de abrigos, escolhendo um local que
nado estava ocupado por outro animal. Esta troca constante pode estar
relacionada ao fato das fémeas do grupo tratado terem explorado mais o
aquario, o que torna a ocupacédo de novos abrigos mais favoravel e demonstra
que essas fémeas ndo estabeleceram territorios definitivos ao longo da

permanéncia no aquario.
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Os comportamentos agonisticos e exploratérios encontram-se
extremamente relacionados, ou seja, para haver um confronto os animais tem
gue se encontrar e para que isso aconte¢ca pelo menos um dos envolvidos
precisa estar fora de seu abrigo, seja explorando o aquério ou procurando um
novo lugar para se estabelecer.

O controle tanto dos comportamentos agonisticos como dos exploratérios é
feito através de mecanismos neurais que envolvem entre outras substancias, a
presenca de aminas biogénicas, importantes sinalizadores moleculares no
sistema nervoso destes animais (Sneddon et al., 2000).

Nos crustaceos apos a maturidade sexual, a atividade neurosecretora esta
tanto envolvida na regulacdo dos comportamentos de interagdo sexual entre
machos e fémeas, como nos comportamentos de agressividade entre 0s
machos e de cuidado parental realizado pelas fémeas (Graziani et al., 1993).
Segundo Pfliger (1999), o envolvimento de moduladores neurais em
crustaceos reflete-se nas mais variadas formas comportamentais, onde a
neuromodulacdo tem papel fundamental no desenvolvimento e maturagéo do
sistema motor, bem como na ativacdo de neurdnios durante a elaboracéo de
um comportamento motor.

Sabe-se que a serotonina e a octopamina tém um papel importante no
controle da postura em crustaceos (Vinagre et al., 2004) e tanto estas como
outras aminas biogénicas, como norepinifrina, tiramina e dopamina encontram-
se relacionadas com respostas comportamentais de dominéncia e submissao
(Huber et al., 1997; Yeh et al., 1997).

Com o aumento da agressividade dos camardes do grupo exposto ao

detergente esperava-se encontrar uma diferenga na imunomarcacao tanto da
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serotonina, diretamente relacionada a agressividade em crustaceos (Antonsen
e Paul, 1997; Sneddon et al, 2000), como na calcio-calmodulina e na FMRF-
amida, estas Ultimas consideradas co-transmissores da serotonina (Homberg e
Hildebrand, 1989; Withers et al., 1998). Em estudos realizados por Tierney et
al. (2004) verificou-se que a injecdo de serotonina nas espécies Procamnarus
clarkii (Girard, 1852) e O. rusticus resultou no aumento significativo na
manutencdo de uma postura elevada e a natacdo dos animais no aquario,
enquanto a exploracdo do substrato foi bastante reduzida.

Desta forma, sabe-se que tanto a serotonina como Seus cO-transmissores
estdo envolvidos em comportamentos que envolvam postura e locomogéo.
Tanto a estrutura cerebral, como os ganglios do cordao ventral de crustaceos
possuem pelo menos um neurdnio imunoreativo a serotonina (Fingerman et al.,
1994). No presente estudo, apesar das substancias analisadas terem sido
imunolocalizadas no PCA (protocérebro anterior), PCP (protocérebro posterior),
DCB (deutocérebro) e TCB (tritocérebro), as diferencas existentes entre os
comportamentos realizados pelos animais dos grupos controle e tratado nao
foram evidenciadas pela marcagéo com a serotonina.

Em estudos como de Sneddon et al. (2000) que analisaram 0s niveis de
tiramina, serotonina e octopamina circulantes em Carcinus maenas (Linnaeus,
1758) logo apds a ocorréncia de confrontos ou atividades exploratdrias, mostra
que ha uma relacdo entre a atividade realizada pelo animal e os niveis das
aminas biogénicas analisadas. Parece haver ainda uma relagcdo entre a
guantidade dessas substancias e a habilidade de luta de cada animal, sendo
qgue os melhores competidores tém concentracdes maiores destas aminas.

Assim, 0 uso de metodologias que possibilitem o registro de serotonina, calcio-
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calmodulina e FMRF-amida logo ap0s a observacdo de um confronto podem
mostrar resultados mais conclusivos em relacdo as alteragcfes provocadas pelo
detergente, ja que no presente estudo os animais ndo foram sacrificados logo
apos a observacdo do comportamento, e sim ap0s cinco, dez e quinze dias de
exposicao ao detergente.

E importante ressaltar que assim como outros organismos, 0S Crustaceos
sdo sensiveis a alteracfes ambientais e sua exposi¢do a contaminantes, tanto
organicos como inorganicos, podem comprometer o processo de muda e
regeneracdo, mudancas de cor em algumas espécies, 0s niveis de glicose e a
reproducédo (Fingerman et al. 1998). A elaboracdo de estudos detalhados que
associem 0s comportamentos de varias espécies de crustaceos e suas
similaridades, possibilitara um maior entendimento entre os comportamentos
elaborados desenvolvidos por esses animais (Barki et al., 1991). O emprego de
técnicas de microscopia confocal, eletrbnica analitica e de transmissdo podem
colaborar na compreensdo dos danos causados por agressbes ao habitat

desses animais, ajudando na identificagdo de alteracdes especificas e servindo

como base em trabalhos sobre ecotoxicologia (Chandler e Volz, 2004).
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6. Consideracdes finais

- O detergente de uso doméstico afetou de forma significativa 0 comportamento
agonistico dos animais a ele expostos, aumentando a agressividade entre os

machos e fémeas do aquério;

- O comportamento exploratério dos machos aparentemente nao foi
comprometido pelo uso do detergente, sendo que tanto no grupo controle como

no tratado esses animais apresentaram frequiéncias exploratorias semelhantes;

- As fémeas do grupo tratado tiveram alteragcbes significativas no que diz
respeito a permanéncia no abrigo, mostrando que o0 detergente parece ter
afetado esse tipo de acao, o que ndo aconteceu com 0s machos;

- A estrutura dos ganglios nervosos dos animais expostos ao detergente nao foi
afetada no periodo estudado, o que indica que a dose usada (0,07%) causa
alteracbes no comportamento dos camardes, mas ndo € capaz de causar

danos celulares evidentes com as técnicas utilizadas;

- A estrutura dos ganglios nervosos dos animais expostos ao detergente nao foi
afetada, o que indica que a dose usada causa alteracbes no comportamento

dos camardes, mas nao é capaz de causar danos celulares;

- A imunohistoquimica n&o indicou relacdo aparente entre a marcagdo de
serotonina, calcio calmodulina e FMRF-amida e a agressividade dos animais
dos grupos controle e tratado, sendo que nos dois grupos as marcagdes foram
semelhantes tanto para machos como para fémeas dissecados em diferentes

tempos de exposicdo ao detergente;

- Os resultados obtidos sugerem que a utilizacdo de técnicas de microscopia
associadas aos picos de agressividade dos animais analisados, sendo que
assim que um comportamento agonistico for registrado o animal seja em

seguida dissecado e seus ganglios estudados.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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