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CAPITULO I 



INTRODUÇÃO 

A ocorrência, e acção das hormonas esteróides foi há largos anos 
bem definida nos mamíferos, especialmente no Homem. Mais tarde alguns 
investigadores tornaram estes estudos extensivos aos invertebrados, de 
que sao exemplo os trabalhos conduzidos por Randor (1972) e Chester 
Jones (1976), os quais afirmaram que os esteróides desempenhavam nestes 
organismos um papel hormonal e uma acção biológica definida. 

De entre os invertebrados tem sido largamente estudada a estrela-
-do-mar, Asteriae rubens, tendo Schoenmakers et ai. (1977) posto em 
evidência a existência nos ovários de células características produto
ras de esteróides. 0 mesmo autor (1979) demonstrou a formação de 
pregnenolona e progesterona. pelos ovários e ceco pilórico deste equino-
derme, a partir do 1,2—'H-colesterol como precursor. Ainda dentro do 
mesmo campo de trabalhos Schoenmakers e Voogt (i960 e 1981) estabelece
ram a biossíntese de esteróides in vitro a partir da progesterona e da 
androstenediona. 

Nos insectos, Karlson (197*0 isolou a ecdisona (hormona da muda) e 
os seus homólogos ecdisteróides da glândula protoráxica de indivíduos 
de diversos grupos, demonstrando que estes compostos, além de apresen
tarem uma estrutura esteróide, podiam ser biossintetizados a partir do 
colesterol, tal como acontecia nos vertebrados com as hormonas este
róides em C22, C-jo e C-jo. 

Mais recentemente, Mechoulan et ai. (1983) identificaram por cro
matografia gasosa-espectrometria de massa a presença em 5 ordens de 
insectos dos estrogénios estradiol e estriol, bem como dos androgénios, 
levantando a hipótese de que a presença destes esteróides significaria 
que as hormonas sexuais dos vertebrados possuem uma história evolutiva 
antiga. 

Logo depois, De Clerck et ai. (198*0 evidenciaram a presença de 
onze esteróides não ecdisteróides na hemolinfa do insecto Saraophaga 
bullata. 
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Nos moluscos já tinha sido detectada a presença de algumas hormo
nas esteróides como, por exemplo, a progesterona nas gónadas do bivalve 
Pecten maximus, por Saliot e Barbier (l9Tl) e muito antes, a presença 
de estrogénios nos ovários de um outro molusco marinho, Mantra 
solidissima, por Hagerman et ai. (3957), sem no entanto estabelecerem 
uma prova clara da sua acção hormonal. 

Joosse (1978), ao fazer uma revisão dos trabalhos publicados até 
então sobre as características do sistema neurossecretor dos gastró
podes e cefalópodes, salientou a acção de várias hormonas implicadas no 
controlo da reprodução dos gastrópodes. Nas fêmeas a hormona dos corpos 
dorsais estimulava a vitelogénese nos oócitos (Geraerts, 1976) bem como 
o crescimento (Geraerts, 1976a) e a diferenciação celular (Geraerts e 
Algera, 1972, 1976). Nos machos era clara a influência androgénica dos 
gânglios cerebrais: a diferenciação e manutenção das células masculinas 
estava dependente deste factor (Guyard, 1971). Nos cefalópodes a hormo
na da glândula óptica estimulava vários aspectos da actividade sexual 
no macho e na fêmea. 

Mas os estudos in vivo e in vitro continuaram a ser feitos, entre 
outros por Bardon et ai. (1971), Gottfried e Dorfman (1970) e De 
Longcamp et ai. (197^), que demonstraram a existência da síntese de 
esteróides em moluscos usando precursores radioactivos. 

No entanto uma grande ajuda foi dada pelo advento de novas técni
cas analíticas, cada vez mais precisas, como a cromatografia gás-
-líquido associada à espectrometria de massa, que permitiram detectar 
pequenas quantidades de esteróides na hemolinfa e nos órgãos reprodu
tores de invertebrados, que embora ainda não esclarecessem totalmente 
quanto à sua acção fisiológica, os colocavam como mensageiros naturais 
nos invertebrados. 

A etapa seguinte consistiu na demonstração da presença, nos inver
tebrados, de um tecido ou órgão homólogo do tecido adrenal dos 
cordados. 

As experiências iniciais utilizaram métodos clássicos da Endo
crinologia, como: a castração, o enxerto de órgãos e a administração de 
substâncias que se sabia estimularem ou deprimirem a função endócrina 
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da glândula. São exemplos destes trabalhos a castração em caracóis, 
que reduzia fortemente a actividade secretora das glândulas multífides 
(Gomot, 3977), e as injecções intramusculares de propionato de testos-
terona, de benzoato de estradiol e de progesterone, em solução oleosa, 
realizadas por Aubry (3962) em Lymnaea etagnalis e Helix pomatia. 
Segundo este autor a testosterona provocou a espermatogénese e inibiu a 
oogénese, enquanto que o estradiol estimulou a parte feminina e travou 
o desenvolvimento da parte masculina e a progesterona foi activa nas 
duas. 

Noutro gastrópode, Aviolimax ealiformicue, no qual foi feita a 
ablação dos tentâculos ópticos, a espermatogénese foi induzida na 
glândula hermafrodita num estado primário de desenvolvimento masculino. 
Este efeito era duplicado pela administração da desidroepiandrosterona 
e da 11-cetotestosterona em animais normais, enquanto a metopirona, um 
inibidor da hidroxilação dos esteróides, antagonizava o efeito destes 
compostos (Aubry, 1962 e Lehoux e Sandor, 1970). 

Para além dos estudos referidos, também a presença de sistemas 
enzimáticos, envolvidos na biossíntese de hormonas sexuais dos verte
brados, apontava para a existência de um sistema hormonal com fortes 
analogias com o dos grupos mais evoluídos. De entre os sistemas enzi
máticos postos em evidência salientamos o complexo 3$-hidroxiesteróide 
aesidrogenase - A-" -isomerase, a C-JJ 2l~ l l a s e' a 17e~hidroxiesteróide 
desidrogenase, bem como um número de hidroxilases, entre as quais a 
17a-hidroxilase, estudados por De Longcamp et ai. (1970 e 197*0 em 
Mytilus edulis, um molusco lamelibrânquio, por Bardon et ai. (1971) e 
Di Prisco e Fulgheri (1975) em Crepidula e Aplysia, dois moluscos 
gastrópodes marinhos. 

Os esteróides, incluindo o colesterol, são biossintetizados de 
novo pela maioria dos invertebrados, com excepção para alguns artró
podes incluindo os insectos, os quais necessitam deste esteróide como 
suplemento da dieta. 

Gottfried e Dorfman (1970), após a administração num gastrópode de 
acetato marcado com C, puderam provar a incorporação deste no coles
terol. Teshima e Kanazava (1973), em trabalhos realizados em moluscos 
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de géneros diferentes, demonstraram a capacidade destes animais para 
sintetizarem esteróides a partir do mevalonato marcado em C, entre os 
quais o colesterol. 

Do exposto pode-se concluir que, se é ainda difícil afirmar com 
segurança qual o papel desempenhado pelos esteróides nos invertebrados, 
pode no entanto esperar-se que estes compostos, alguns deles já encon
trados nos orgaos reprodutores dos invertebrados, desempenhem nestes 
animais um papel activo no ciclo reprodutivo. 

0 termo esteróide será usado por nós para denominar os compostos 
químicos em C21, Cjg e Cjg, com o núcleo do ciclopentanoperidrofenan-
treno, e que apresentam nos vertebrados uma função hormonal bem defini
da na reprodução. 

0 mexilhão, Mytilus, foi escolhido como material de estudo por 
duas razões: primeira, porque nos pareceu ser este o grupo, dentro dos 
moluscos, o menos estudado e o que apresentava resultados mais contra
ditórios - talvez por apresentar uma composição em esteróides bastante 
complexa; segunda, porque tivemos acesso a animais de cultura, o que 
nos garantia à partida trabalhar com um lote de animais homogéneos no 
respeitante a idades e condições ambientais. 

Com este trabalho pretendemos, numa primeira fase, proceder ao 
isolamento e caracterização de alguns esteróides endógenos em Mytilus, 
que se supunha estarem presentes na gónada, uma vez que havia sido 
demonstrada a presença das enzimas intervenientes na sua síntese e 
metabolismo. 

5 



MATERIAIS E MÉTODOS 

1 - ANIMAIS 

Foram u s a d a s n e s t a p a r t e do t r a b a l h o duas a m o s t r a s de Mytilus 
o b t i d a s no mês de Dezembro de 1982 (Amostra i ) e F e v e r e i r o de 1983 
(Amostra I I ) . Os an imais foram colh idos de uma jangada s i tuada na Ria 
de A v e i r o , Cos ta Nova {k0° 38 ' S, 8 o ^ 5 ' W), que se e n c o n t r a v a a 
poucos m e t r o s da margem. A f i x a ç ã o das l a r v a s à s c o r d a s da j a n g a d a 
t i n h a - s e dado na Primavera de 1981. Após a c o l h e i t a , os an imais foram 
imediatamente t r a n s p o r t a d o s para o l a b o r a t ó r i o , colocados num aquár io 
com água s a l g a d a (num p e r í o d o máximo de 2k h o r a s ) , à t e m p e r a t u r a 
ambiente , com are jamento e sem adição de comida. 

2 - DISSECAÇÃO DOS ANIMAIS 

Os animais considerados sexualmente maduros (com um comprimento de 
concha s i tuado e n t r e 50 e 70 mm) foram separados em dois l o t e s de 15 a 
20 an imais cada, segundo o sexo. Para t a l foram cor tados os músculos 
a d u t o r e s , a n t e r i o r e p o s t e r i o r , tendo s ido r e j e i t a d o s os animais que 
não ofereciam uma f o r t e r e s i s t ê n c i a à a b e r t u r a das conchas. Foi f e i t o 
um esfregaço numa lâmina com um pequeno fragmento da gónada (manto) e 
de s e g u i d a o b s e r v a d o ao m i c r o s c ó p i o ó p t i c o , em a m p l i a ç ã o méd ia . A 
i d e n t i f i c a ç ã o das fêmeas fo i f e i t a pe la presença de oóc i t o s , e a dos 
machos pe la presença de e spe rmatóc i tos e espermatozóides , f ac i lmen te 
i d e n t i f i c á v e i s . 

Todos os an imais onde foi de tec tada a presença de p a r a s i t a s foram 
e l iminados . 

3 - OBTENÇÃO DOS LIPIDOS TOTAIS 

Os an ima i s , machos e fêmeas, foram pesados, colocados em p l aca s de 
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Petri e em seguida liofilizados. Depois de novamente pesados, para a 
obtenção do peso seco, foi calculada a percentagem de água. 

Seguiu-se a extracção dos lípidos totais com a mistura de cloro
fórmio, metanol e água na proporção de 1:2:0,8, à temperatura ambiente 
e segundo o método de Bligh e Dyer (1959). Após a separação das fases 
clorofórmica e aquosa em ampola de decantação, os extractos clorofó]— 
micos correspondentes aos lípidos totais, depois de secos com NapSO],, 
foram evaporados a extracto seco, a pressão reduzida. 

Todo o material de vidro usado no trabalho foi previamente passado 
pela mistura cromo-sulfúrica. A água utilizada, que por comodidade se 
passa a designar somente por água destilada, era destilada e desioni-
zada. 

h - EXTRACÇÃO DOS ESTEROIDES 

0 extracto lipídico foi homogeneizado com pequenos volumes de 
metanol a 80% (v/v), até um total de 120 ml, e os extractos metanólicos 
obtidos foram distribuídos por tubos de centrífuga e guardados durante 
^8 horas à temperatura de -20 °C. Ao fim deste tempo foram centrifuga-
dos, numa centrífuga SORVALL GLC1 com rotor basculante, a 2 000 r.p.m. 
durante 10 minutos, também a temperatura próxima daquela, e os sobrena-
dantes separados do precipitado dos lípidos, e guardados. Os precipita
dos foram lavados com um pequeno volume de metanol a 80%, centrifugados 
nas mesmas condições e a fracção metanólica foi adicionada à obtida 
anteriormente. A totalidade dos extractos foi evaporada a baixa pres
são, à temperatura de 50 °C, e a fracção aquosa resultante evaporada 
num banho de areia, à mesma temperatura e em atmosfera de azoto. 

Os extractos secos foram novamente deslipidifiçados segundo a 
técnica atrás descrita. 

Segundo Adlercreutz et al. (1978) o tratamento das amostras (no 
caso a bílis) com metanol a 80% e a uma temperatura baixa permitia uma 
separação muito eficiente dos esteróides, tendo sido posteriormente 
usado o mesmo método (Adlercreutz e Jarvenpáa, 1982) para a separação 
dos estrogénios nas fezes. 
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5 - SEPARAÇÃO DOS ESTEROIDES NEUTROS E DOS ESTROGENICS 

Obtido o extracto metanólico, os esteróides neutros foram separa
dos dos esteróides aromáticos (estrogénios). Com este objectivo o 
extracto metanólico foi suspenso em 5 ml de água. destilada, e de segui
da foi feita a extracção dos esteróides da suspensão aquosa, com UxlO 
ml de clorofórmio. 

Para se calcular o rendimento da extracção foram adicionados à 
suspensão aquosa 100 pi da mistura H-androstenediona e C-estradiol 
(correspondente a 1 100 000 d.p.m. para o H e 30 000 d.p.m. para o 
lkC). 

Os quatro extractos clorofórmicos foram então reunidos, evaporados 
à secura a pressão reduzida, e retomados com 1 ml de metanol. 

Desta solução metanólica foi retirada uma alíquota que foi contada 
em 15 ml de picoflúor 15, num analisador de cintilação líquida PACKARD 
TRI-CARB 3375. 0 rendimento obtido foi de 65% para os esteróides neu-
tros (H-androstenediona) e 85% para os estrogénios ( C-estradiol). 

6 - CROMATOGRAFIA EM RESINA TROCA I0NICA DOWEX AG1-X2 

A purificação da fracção esteróide existente no extracto bioló
gico, sobretudo quando, como neste caso, os esteróides se encontravam 
numa fraca concentração, colocou desde logo um duplo problema: por um 
lado, encontrar um método altamente resolutivo que permitisse isolar os 
esteróides de um extracto bruto, e por outro, utilizar uma técnica de 
quantificação de grande sensibilidade e de estreita especificidade; 
isto porque havia um número elevado de substâncias interferentes que 
teriam de ser, na sua maior parte, eliminadas. 

Um grande avanço na purificação dos extractos biológicos foi dado 
com a utilização em cromatografia da resina troca iónica de aniÕes 
DOWEX AG1-X2, sob a forma de cloreto (Eberlein, 1969), para o doseamen
to da estrona e do estradiol. Adessi et ai. (1975) e Jarvenpaa et ai. 
(1979) fizeram largo uso desta técnica para o doseamento de pequenas 
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quantidades de estrogénios na urina e nas fezes. 

Mas foi com a utilização desta resina, sob a forma de "bicarbonato 
(Adlercreutz e Jarvenpaã, 1982), que se obtiveram melhores resultados 
de separação e, sobretudo, um avanço na conservação da resina depois de 
tratada. Optou-se assim por utilizá-la na forma de bicarbonato. 

Para este efeito partiu-se de uma certa quantidade de resina DOWEX 
AG1-X2 (Sigma) na forma de cloreto, de 200 a 1+00 mesh, e que foi 
lavada: duas vezes com 2 volumes (de cada vez) de água destilada; três 
vezes com 2 volumes de metanol e três vezes com 2 volumes de água 
destilada. Cada operação de lavagem consistiu na agitação da resina 
(10 min), seguida de decantação (igual período de tempo) e por fim da 
aspiração do sobrenadante, que continha as partículas mais finas. 

A aproximadamente kO ml de resina foram adicionados 120 ml de 
bicarbonato de sódio 0,5 M. Após agitação (15 min) e decantação por 
igual período de tempo, o sobrenadante foi aspirado. Esta operação foi 
efectuada uma segunda vez, após o que a resina foi lavada com 120 ml de 
água destilada e duas vezes com 200 ml de metanol. Posta em suspensão 
num terceiro banho de metanol foi guardada a +k °C, conservando a sua 
actividade durante um máximo de 15 dias. 

Para a preparação da coluna, a resina foi colocada numa altura de 
h cm, numa coluna de vidro de 1x12 cm equipada na parte superior com um 
reservatório de 50 ml de capacidade, e fechada na parte inferior com 
vidro "fritté" n2 1. Imediatamente antes da sua utilização, a coluna 
foi lavada com 2 ml de metanol. 

0 extracto a analisar foi introduzido na coluna com 3*1 ml de 
metanol e a eluiçao foi feita com 15 ml de metanol, que arrastou os 
esteróides neutros, seguida de 25 ml de metanol a 80$, que arrastou os 
estrogénios. 

Cada lote de resina preparada foi "standard!zada" com a introdução 
na coluna de 20 jjg de testosterona e 20 y g de estradiol, seguida da 
eluiçao. A percentagem de recuperação quer para a testosterona - eluída 
com metanol -, quer para o estradiol - eluido com metanol a 80% -, foi 
calculada por espectrofotometria de U.V., respectivamente a 2lt0 e 
280 nm, dando um valor próximo de 100%, e por cromatografia gás-
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-liquide, onde o rendimento foi de cerca de 80%. 

7 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA 

As quatro fracções metanólicas, duas para os machos e duas para as 
fêmeas, foram levadas a extracto seco e submetidas a uma separação dos 
componentes por cromatografia de camada fina. 

Usaram-se cromatofolhas de alumínio (Merck) de 20x20 cm, com a 
espessura do gel de sílica de 0,25 cm, e sem indicador de fluorescên
cia. Todas as placas usadas foram previamente lavadas em acetona. 

Os padrões que serviram de referência para os esteróides neutros, 
foram: 

C21 - Progesterona (H-pregnene-3,20-diona) 
C1C, - Androstenediona (^-androstene^lf-diona) 
C1C, - Testosterona (^-androstene-lTB-ol-3-ona) 
C1C; - Diidrotestosterona (5<x-androstane-17f5-ol-3-ona) 
C1C. - Androstanediol (5a-androstane-3,17B-diol 
C1C, ~ Androsterona (5a-androstane-3a-ol-17-ona) 

e para os estrogénios: 

C18 ~ l-TS-estradiol (l,3,5(l0)estratriene-3,17B-diol) 
Cl8 - Estrona (l,3,5(l0)estratriene-3-ol-17-ona) 
Cl8 - Estriol (I,3,5(l0)estratriene-3,l6ct,17e-triol) 

Como se pode verificar pela figura 1 a placa foi dividida em 3 
partes iguais: nas partes I e III foi colocada a mistura dos padrões. A 
amostra a estudar, que se encontrava sob forma de extracto seco, foi 
retomada por pequenos volumes de etanol e depositada, gota a gota, na 
parte central da placa (li). 

As placas foram desenvolvidas em câmaras de vidro saturadas com os 
seguintes sistemas de solventes: 

sistema A - diclorometano-acetato de etilo-metanol (85:15:1, v/v) 
Para os esteróides neutros. Desenvolvida 3 vezes. 

10 



sistema E - ciclohexano-acetato de etilo (50:50, v/v) 
Para os estrogénios. Desenvolvida 2 vezes. 

] n I I I 

cẑ  3^^^B d ^ 
CE> 2 MH CE> 

l 
O i Jjjljf O 

PADRÕES AMOSTRA PADRÕES 

À X 
FIG. _1 - Esquema da deposição e desenvolvimento dos padrões e das amostras em placa de gel de sílica 

Para a localização das manchas, a placa foi cortada como indica a 
figura 1 e as partes I e III foram reveladas da seguinte maneira: nos 
esteróides em C2]_ e C-^, por pulverização com Î SOĵ  a 60$ em etanol a 
k0%, e depois colocadas na estufa a 90 °C, durante 10 min; nos estro
génios, a revelação das manchas foi obtida por pulverização com reagen
te de Folin, seguida de exposição aos vapores de NHo. 

Pelas figuras 2 e 3 pode-se ver as manchas correspondentes aos 
padrões, de acordo com as distâncias de migração na placa. 

As placas foram reconstruídas e traçada no gel de sílica a locali
zação dos componentes da amostra que tinham migrado a uma altura idên
tica à dos padrões correspondentes. Uma vez marcada a zona a recuperar, 
o suporte de gel de sílica foi raspado e extraído com 2x2 ml de acetato 
de etilo e 2x2 ml de etanol, que foram recolhidos no mesmo tubo e 
evaporados à secura num banho a 37 °C e em atmosfera de azoto. 
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(3) Estrioi 
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(1) Progesterona 
(2) A androstenediona 
(3) Diidrotestosterona 
(4) Androsterona 
(5) Testosterona 
(6) Andróstanediol 

FIG. 2  Separação dos es
trogenics por cromatogra
fia de camada fina 

PIG. 3  Separação dos es
teróides neutros por cro
matografia de camada fina 

8  CROMATOGRAFIA GASLIQUIDO (GLC) 

Os esteróides com grupos Mdroxilo foram transformados em éteres 
t r i m e t i l s i l i l a d o s . Para t a l foram adicionados a cada tubo, contendo o 
e x t r a c t o seco a a n a l i s a r , 100 y l da mis tu ra de s i l i l a ç ã o : b i s 

 ( t r i m e t i l s i l i l )  t r i f l u o r o a c e t a m i d a (BSTFA) e t r i m e t i l c l o r o s i l a n o 
(TMCS) na proporção de 99 y l de BSTFA e 1 y l de TMCS  para a 
androsterona, di idrotestosterona e andróstanediol  , e 80 y l de BSTFA e 
20 y l de TMCS  para a tes tos terona, Uges t r ad io l , estrona e e s t r i o i . 
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A sililação da testosterona foi feita durante 1 hora, a 60 °C, e a 
dos restantes esteróides, durante 12 horas, a kO °C. 

Os extractos contendo os esteróides não hidroxilados (progesterona 
e A -androstenediona) foram retomados com 100 yl de hexano e injectados 
sem qualquer dérivâtização. 

Antes da reacção de sililação foram adicionados a todos os tubos 
10 ug de padrão interno, epicoprostanol (53_colestano-3o-ol), em so
lução etanólica. Foram preparados padrões de referência correspondentes 
a cada esteróide procurado, partindo-se de soluções etanólicas dos 
padrões e medindo-se uma aliquota corresponde a 10 pg. 

A cromatografia foi feita num cromatógrafo GIRDEL com detector de 
ionização de chama, equipado com uma coluna capilar de vidro de 25 m de 
comprimento e 0,3 mm de diâmetro interno, e cheia com a fase estacio
nária SE52, sendo o gás transportador o hélio. 

A coluna foi programada para uma temperatura inicial de 200 °C e 
uma temperatura final de 270 °C, com uma subida de 1,5 °C/min. 

Os esteróides foram identificados pelo seu tempo de retenção 
relativo (TRR), em relação aos padrões de referência. 

9 - ESPECTROMETRIA DE MASSA 

As diferentes técnicas até aqui enumeradas permitiram o isolamento 
de certos compostos segundo as suas propriedades químicas. Coube à 
espectrometria de massa dar uma informação precisa quanto à massa 
desses compostos e também quanto à sua estrutura. 

Esta análise foi precedida de uma separação em GLC, já descrita 
em 8. 

0 cromatógrafo encontrava-se ligado a um espectrómetro de massa 
RIBBER 1000 e a "balayage" periódica foi feita entre as massas de 50 e 
U50, dependendo das massas dos iões procurados. Sobre cada massa foi 
efectuada uma "balayage" com a duração de 2 ms e com a energia de 
70 eV. 
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Os volumes injectados em GLC variaram entre 2 e 5 pi, quer para os 
padrões quer para as amostras, sendo os compostos identificados pelos 
TRR nos cromatogramas. Os espectros foram analisados no decurso da 
subida, no cimo e na descida do pico observado em cromatografia, a fim 
de eliminar as eventuais impurezas que apresentassem o mesmo TRR. Para 
uma perfeita identificação foram escolhidos pelo menos k iões caracte
rísticos, para cada espectro de referência, de maneira a comparar os 
fragmentogramas com os dos compostos em estudo. 

10 - RADI0IMUN0ENSAI0 (RIA) 

Foi usado o conjunto de reagentes da bioMerieux para o doseamento 
dos cinco esteróides escolhidos: progesterona, A -androstenediona, 
testosterona, 17B-estraàiol e estrona. 

0 principio deste doseamento, igual para os cinco esteróides, 
baseou-se em dois pontos: 

" realizar uma reacção de inibição competitiva entre o esteróide 
marcado com tritium (3H-E), em quantidade constante, e o esteróide frio 
dos padrões e das amostras a dosear, em relação aos locais de ligação 
do anticorpo antiesteróide (anti-E), em quantidade constante. 

I H-E + E | + (anti-E) | (anti-E) - JH-E + (anti-E) - E | 

No fim da incubação, no momento do equilíbrio, a proporção de %-E 
ligada é inversamente proporcional à quantidade de E dos padrões e das 
amostras ( H-E e E não marcado supôs-se comportarem-se de maneira 
idêntica). 

" separar por centrifugação a radioactividade do esteróide ligado 
(B) ao anticorpo, da do esteróide livre (F), previamente adsorvido pelo 
carvão recoberto de dextran, e contar a radioactividade do %-esteróide 
ligado. 
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A concentração de cada um dos esteróides na amostra foi calculada 
comparando a sua actividade à de uma curva padrão de resposta, prepara
da a partir de padrões do esteróide (concentrações compreendidas entre 
6,25 e i+OO pg por tubo), pelo mesmo método. 

Para todos os ensaios foi medido o coeficiente de rendimento de 
purificação, o que permitiu controlar a qualidade da extracção e, 
quando no método foi introduzida a cromatografia em coluna, a qualidade 
da separação cromatográfica (chromatolithe A). 

No radioimunoensaio foram utilizadas aliquotas da suspensão aquosa 
obtida após deslipidificação. Estas fracções aquosas foram evaporadas à 
secura e o resíduo dissolvido em 10 ml de etanol. Desta solução foram 
medidos os seguintes volumes (usados com base em anteriores doseamentos 
de esteróides, com o mesmo conjunto de reagentes, levados a cabo nas 
gónadas de um molusco gastrópode, Helix aspevsa): 0,1 ml para o dosea
mento da progesterona; 0,5 ml para o da A -androstenediona; 1 ml para o 
da testosterona; 0,5 ml para o do 178-estradiol e 2 ml para o da 
estrona. 

A sequência da técnica, que se passa a descrever, foi idêntica 
para qualquer dos cinco esteróides em estudo: 

Uma pequena quantidade de 3H-E "rendimento" foi adicionada aos 
extractos etanólicos, seguida da extracção pelo éter (5 a 7 ml), feita 
em tubos fechados e agitados durante 2 min; após um repouso durante 
alguns minutos para decantação, as fases aquosas foram congeladas por 
imersão em neve carbónica, e as fases etéreas passadas para novos tubos 
de vidro e evaporadas a 30 °C em atmosfera de azoto. Os extractos foram 
retomados com 1 ml de isoctano e em seguida cromatografados sobre 
chromatolithe A - doseamento da A -androstenediona, testosterona e 
estrona, tendo-se usado na eluição da primeira o isoctano, e na das 
outras duas uma mistura de isoctano-acetato de etilo, na proporção de 
80:20 (v/v). As fracções eluídas foram evaporadas a 50 °C em atmosfera 
de azoto e os extractos dissolvidos com tampão (PBS-BSA), agitados 
energicamente, deixados 30 min à temperatura ambiente, e de novo 
agitados. 

A ordem de adição e os volumes dos reagentes adicionados a cada 
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tubo estão representados no quadro 1. 

QUADRO 1 - Protocolo do radioimunoensaio 

TUBOS ORDEM DA ADIÇÃO E VOLUME DOS REAGENTES ADICIONADOS A CADA TUBO 

Tampão (PBS-BSA) Soluções padrão Soro H esteróide 

Actividade total (T) 

Actividade não 
específica (N) 

Padrões 
0 Pg 

6 - 500 pé 

Branco 

Amostras a doseur 

(ml) 

0,7 

0,2 

0,1 

do esteróide antiesteróide -doseamento 
(ml) (ml) (ml) 

0,1 

Soluções dos 
extractos secos 

(ml) 

0,1 

0,1 

0,1 
0,1 

0,1 

0,1 

0,1 

0,1 

0,1 
0.1 

0,1 

0,1 

Feitas as medições os tubos foram agitados e incubados (ih 30min 
no mínimo), em banho de água com gelo, assim como a suspensão de 
carvao-dextran. Seguiu-se a adição de 0,5 ml da suspensão de carvão-
-dextran e nova incubação durante 10 min, à mesma temperatura. Passado 
este tempo todos os tubos, à excepção do tubo T, foram centrifugados 
durante 10 min em centrífuga refrigerada, e dos sobrenadantes pipeta-
ram-se 0,5 ml (também do tubo T) para frascos de contagem com 5 ml de 
picoflúor 30. Os frascos, depois de bem rolhados, foram agitados e 
contada a radioactividade num analisador de cintilação líquida (regula
do para tritium), durante 2 minutos. 
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RESULTADOS 

No q u a d r o 2 e s t ã o r e p r e s e n t a d o s a l g u n s dos p a r â m e t r o s f í s i c o s e 

q u í m i c o s med idos n a s a m o s t r a s de Mytilue. 

QUADRO 2 - Compr imento médio (±DP), p e s o s f r e s c o e s e c o , q u a n t i d a d e de 
l í p i d o s t o t a i s e q u a n t i d a d e r e l a t i v a de água r e f e r e n t e s a o s 
a n i m a i s das a m o s t r a s I e I I 

NO de ootraeiro PESO FRESCO PESO FRESOO PESO SEOO PESO SEOO ACUA LÍPIDOS 
animais MEDIO TOEM. MEDIO TOTAL MEDIO TOTAIS 

( c"> <9> <9> (91 (g) (%l (,) 

Amostra I 
(14.12.82) 

rf 16 5,92 1 0,46 99,08 6,19 11,90 0,744 88,0 1.47 
» 13 6,01 ± 0,40 79,31 6,10 12,10 0,931 84,7 2,00 

Amostra II 
(12.02.83) 

* 20 5,56 ±0,25 107,35 5,37 18,04 0,902 83,2 2,17 

» 18 5,56 t 0,20 74,45 4,14 13,69 0,760 81,6 1,99 

0 peso fresco médio foi, nas duas amostras, ligeiramente superior 
nos machos, o mesmo acontecendo em relação à percentagem de água medida 
no animal inteiro. 

No que respeita ao peso seco médio (obtido por liofilização dos 
tecidos), os teores encontrados parecem variar no mesmo sentido dos 
valores medidos para os lípidos totais. 

Depois da deslipidificação e da separação por cromatografia em 
coluna e camada fina, os extractos finais foram injectados no sistema 
cromatógrafo gás-líquido - espectrómetro de massa; os espectrogramas, 
obtidos com os esteróides das amostras, foram comparados com os espec
trogramas dos esteróides usados como referência, em função da m/e dos 
fragmentos dos iões maiores, relação de áreas dos picos, selecção de 
iÕes e tempos de retenção relativos (páginas 18 a 25). 
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O estriol não foi detectado nas duas amostras e a diidrotestoste-
rona só foi detectada, em fraca quantidade, nos machos da amostra J. Na 
mesma amostra, e quer para os machos quer para as fêmeas, foram encon
tradas a desidroepiandrosterona e a androsterona, esta última em maior 
quantidade. Na amostra II foi detectada a androsterona e o androstane-
diol, tanto nos machos como nas fêmeas, em quantidades semelhantes. 

Se "bem que esta técnica fosse eminentemente qualitativa, permitiu 
no entanto dar uma indicação da quantidade relativa de cada esteróide 
na amostra analisada, como mostra o quadro 3. 

QUADRO 3 - Quantidades relativas em esteróides obtidas por Cromatografia Gás-Líquido - Espectrometria de Massa 

Amostra I Amostra II 

Progesterona ++++ ++ + 
Androstenediona +++ +++ 
Testosterona ND ND 
Estradiol NI + 
Estrona NI + 

+ 
+ 

++ 
+ 

ND 

ND - não detectado 
NI - não injectado 

+ 
+ + 
ND 
+ 
+ 

A grandeza dos valores é representada de + a ++++ 

No quadro k estão descritas as quantidades dos esteróides referi
dos a peso fresco, peso seco e lípidos totais, obtidos no radioimunoen-
saio. 

Como se pode observar a progesterona foi o esteróide doseado em 
maior quantidade. A quantidade deste esteróide, referida a lípidos 
totais, encontrada nos machos da amostra I, foi praticamente o dobro da 
doseada para as fêmeas. Já na amostra II os valores apresentados foram 
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QUADRO 4 - Níveis de progesterona, androstenediona, testosterona, 
estradiol e estrona obtidos no radioimunoensaio 

ng/g peso fresco ng/g peso seco ng/g lípidoa totais 

a s a ? * t 

Proges tarons 
Amostra I 

Amostra II 

5,07 

0,29 

A,75 

0,63 

42,72 

1,74 

31,14 

3,44 

341,77 

14,47 

188,40 

23,67 

Androstenediona 
Amostra I 3,23 3,68 26,69 24,10 217,69 145,80 

Amostra II 0,86 1,13 5,10 6,17 42,40 42,46 

Testosterona 
Amostra I 0,16 0,20 1,31 1,33 10,59 8,06 

Amostra II 0,72 0,51 4,31 2,75 35,85 18,94 

Estradiol 
Amostra I 0,021 0,023 0,174 0,157 1,41 0,95 
Amostra II 0,038 0,053 0,226 0,288 1,88 1,97 

Estrona 
Amostra I 0,048 0,045 0,403 0,294 3,26 1,78 

Amostra II 0,055 0,080 0,330 0,437 2,74 3,01 

20 vezes menores nos machos e cerca de 10 vezes menores nas fêmeas 
quando relacionados com os da amostra I. Se compararmos estes valores 
com as quantidades relativas indicadas pelo método GLC-EM (quadro 3), 
esta ordem de grandeza não é alterada. 

h 
Para a A -androstenediona os valores doseados nos machos da amos

tra I sao também superiores aos das fêmeas, sendo os encontrados na 
GLC-EM um sinal indicativo de que este esteróide estava em quantidade 
facilmente detectável. Na amostra II os valores são menores, quer para 
os machos quer para as fêmeas, mas muito idênticos entre si; na GLC-EM 
pôde-se observar a indicação da sua existência em fraca quantidade. 

Passando agora a referir a testosterona, qualquer que seja o parâ
metro a que for referida, a quantidade deste esteróide é sempre supe
rior nos machos, no que respeita à amostra II; pela análise em GLC-EM 
só foi possível obter o espectrograma da testosterona para os machos da 
amostra II. Estes resultados discordantes poder-se-iam justificar pela 
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existência de interferências no radioimunoensaio, devido à existência 
de reacções cruzadas descritas abaixo. 

Quanto ao 173-estradiol, os resultados obtidos mostram quantidades 
muito próximas, quer para os machos quer para as fêmeas, das duas amos
tras. A pequena discrepância entre os valores dos machos e das fe"meas 
da amostra I nota-se unicamente quando são referidos a lípidos totais; 
a análise em GLC-EM deu a indicação de quantidades pequenas, mas ainda 
detectáveis. 

Os valores de estrona encontrados são também muito baixos e pró
ximos entre si, o que está de acordo com o GLC-EM, com excepção para os 
machos da amostra II, em que nao foi detectada, talvez por apresentar 
um tempo de retenção muito próximo de qualquer impureza existente e em 
quantidade superior. 

Convém referir por fim as reacções cruzadas descritas para o 
radioimunoensaio entre cada esteróide e o soro antiesteróide respecti
vo: 

100? progesterona - 6$ desoxicorticosterona 
39$ 5a-diidroprogesterona 

100$ A -androstenediona - 11,6% androsterona 
2,7$ adrenosterona 

100$ testosterona - 1+5$ 5ct-diidrotestosterona 
22$ 56-diidrotestosterona 

100$ 173-estradiol - 7,0$ 6-oxo-176-estradiol 
3,3$ estrona 

100$ estrona - 2,90$ estradiol 
0,04$ estriol 
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DISCUSSÃO 

Estudos bastante complexos sobre a metabolização dos esteróides em 
invertebrados, feitos na década de setenta, usando precursores marcados 
com tritium (■%) e carbono ( C), vieram confirmar a existência nestes 
animais de algumas das enzimas intervenientes na biossíntese das hormo
nas esteróides. 

Fazendo uma revi sao do trabalho desenvolvido até ao presente foi 
possível constatar que os moluscos, e dentro destes a classe dos gas
trópodes pulmonados terrestres, estavam em primeiro lugar no conheci
mento endócrino, tanto na biossíntese como no mecanismo de regulação 
hormonal. 

Gottfried e Dorfman (1970) demonstraram vim metabolismo activo da 
androstenediona pela fracção mitocondrialmicrossomal do género 
Ariolimax, obtendo como produtos finais o 3ctandrostanediol e o 
3gandrostanediol, na presença e na ausência do tentáculo óptico. Os 
mesmos autores, com a utilização de precursores marcados, estabeleceram 
a seguinte sequência metabólica para a fase masculina da glândula 
hermafrodita deste gastrópode: 

colesterol ■+• pregnenolona ■*• 17ahidroxipregnenolona *■ 
♦ desidroepiandrosterona *• androstenediona 

Ainda dentro da mesma classe, e em Crepidula fornicata, Bardon 
et ai. (l97l) puseram em evidência, nas gónadas e no hepatopâncreas 
deste animal, a presença da Cy, 2o_liase

> da 36hidroxiesteróide desi
drogenase (3BH5D), da A5' isomerase e da 173hidroxiesteróide desi
drogenase (17BHSD), enzimas activas na biossíntese de esteróides. 

Estes autores, sem demonstrarem a presença de androgénios e estro
genics nesta espécie, formularam a hipótese de certas substâncias, 
emitidas pelas gónadas, serem as responsáveis pela diferenciação do 
tracto genital, e ainda que as neurohormonas secretadas pelos gânglios 
cerebróides desempenhariam um papel importante na diferenciação das 
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gónaâas, como já tinha sido anteriormente referido (Streiff, H9ÓT; Le 
Breton, 1969; Lubet e Streiff, 1969). 

A procura de esteróides foi iniciada bastante antes por uma tenta
tiva feita por Steidl (1930) para demonstrar uma actividade estrogénica 
na Aply8Ía (gastrópode). Mais tarde, Gottfried e Losis (1966) identifi
caram por cromatografia gasosa a 11cetotestosterona, a testosterona e 
a ITahidroxiprogesterona, a partir dos ovos de Avion ater, um outro 
gastrópode. 

Se para esta classe os resultados se mostravam concordantes, o 
mesmo já não acontecia na classe dos lamelibrânquios, em que eram por 
vezes contraditórios. 

Num estudo para tentar demonstrar a biossíntese de esteróides nos 
lamelibrânquios, De Longcamp et ai. (1970) descreveram a existência da 
17BHSD nas gónadas de Mytilus edulis, responsável pela transformação 
da androstenediona em testosterona e viceversa. Constataram ainda a 
ausência da Cw 2Q 

^
a s e pela nao transformação da 17cxhidroxiprogeste

rona em androstenediona. 

Em 197̂ + os mesmos autores, trabalhando com as gónadas masculina e 
feminina de Mytilus, e usando precursores radioactivos, demonstraram a 
existência de quatro sistemas enzimáticos: o complexo 3BHSD 
 A5' isomerase (pregnenolona »• progesterona, desidroepiandrostero
na ■+• androstenediona); a Cĵ  20~liase (l7ahidroxiprogesterona •*■ 
■*■ androstenediona); a 173HSD (desidroepiandrosterona ■>■ androstanediol, 
androstenediona ^ testosterona, estradiol + estrona) e uma 5areductase 
(testosterona ■*■ 5ocdiidrotestosterona). 

Um outro aspecto neste campo foi a comparação da composição de 
esteróides entre os gastrópodes e os lamelibrânquios, usando a cromato
grafia gáslíquido. Theshima e Kanazawa (1972) verificaram que nos gas
trópodes, além de outros esteróides em C27 e C2g (b2  6h%), o coleste
rol era o esteróide que se encontrava em maior quantidade. Nos lameli
brânquios a percentagem era inferior (26  35$), revelando ainda uma 
composição em esteróides muito complexa. 

Passando para o estudo da bioconversão, estes mesmos autores, em 
1973, injectaram 26 Cdesmosterol em Mytilus edulis e verificaram que 
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este possuía a capacidade de converter aquele composto em colesterol, 
22-diidrocolesterol e 2Í4-metilenocolesterol, o que lhes permitia afir
mar que este lamelibranquio possui a a capacidade de sintetizar este-
róides a partir de precursores, e que também o desmosterol, tal como 
acontecia nos vertebrados, era um intermediário na síntese do 
colesterol. 

Para Walton e Pennock (1972) faltava ao Mytilus a capacidade de 
utilizar a 2- C-mevalonato como precursor na síntese de esteróides, 
mas Theshima e Kanazawa (1973) demonstraram que esta afirmação não era 
correcta, pois este animal tinha a capacidade de incorporar este com
posto na fracção esteróide. 

Voogt (1975), ao estudar a possibilidade de síntese dos 
33-esteróides em moluscos, demonstrou em alguns lamelibrânquios, como 
por exemplo a Anodonta cygnea, que após a injecção do 1- C-acetato 
este era incorporado na fracção esteróide em C 2 T , e ainda a alquilação 
a '-'28 e ^29" 

Mas para além destes dados bioquímicos, também a presença de 
estruturas relacionadas com a síntese dos esteróides mereceu alguma 
atenção; neste sentido, Schoemmacker et ai. (1977) descreveram, não só 
a presença nos ovários da estrela-do-mar, Asterias rubens, da classe 
dos equinodermes, de células com as características das células produ
toras de esteróides, mas ainda que a actividade dessas células estava 
relacionada com a actividade da enzima 3&-HSD. Os mesmos autores, e 
ainda no mesmo animal, puseram em evidência a presença de uma 
17a-hidroxilase, C-Ly_20-liase, 176-HSD, 20g-HSD, 2ia-hidroxilase e 
5a-reductase, por incubação dos ovários e ceco pilórico com progeste-
rona. 

Todos estes trabalhos estabeleceram de uma maneira incontroversa a 
presença, quer das enzimas intervenientes na síntese e biotransformação 
dos esteróides, quer mesmo da presença de esteróides endógenos em 
alguns invertebrados. 

0 nosso trabalho teve como objectivo integrar-se na sequência dos 
resultados descritos. Pretendemos assim demonstrar a existência de 
esteróides endógenos no lamelibrânquio Mytilus, que nos vertebrados têm 
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funções muito específicas na reprodução, como os progestagénios, os 
androgénios e os estrogénios. 

Utilizando técnicas que nos permitiram uma boa purificação do 
extracto biológico, como a cromatografia em coluna e em camada fina, 
bem como técnicas de grande precisão analítica, como a cromatografia 
gás-líquido - espectrometria de massa, judemos identificar os este-
róides xjrocurados, mesmo quando se encontravam em quantidades muito 
pequenas. 

A presença da progesterona em quantidade que nos vertebrados é já 
considerada de interesse fisiológico (ng/g), e da androstenediona, um 
metabolito activo obtido a partir da progesterona, deram significado à 
presença de enzimas que anteriormente tinham sido postas em evidência. 

A identificação da testosterona veio confirmar a hipótese, posta 
por Lubet, da existência deste esteróide na gónada masculina de 
Mytilue. 

No que respeita ao 17B-estradiol e à estrona, se bem que por 
experiências in vivo tenha sido obtida a sua interconversão 
(estradiol + estrona), a confirmação como esteróides endógenos não 
tinha ainda sido feita, possivelmente porque as técnicas utilizadas não 
eram suficientemente sensíveis, ou então porque os animais foram estu
dados em épocas que nao correspondiam ao máximo do teor em esteróides. 

Mais uma confirmação para estes resultados foi a caracterização 
de metabolitos destes esteróides, como a androsterona e o 5ot-androsta-
nediol, a partir da androstenediona e da diidrotestosterona. 

No final desta fase do nosso trabalho é possível afirmar a exis
tência destes esteróides em Mytilus, porque: 

l2 - A separação efectuada por cromatografia troca iónica, permi
tiu uma separação eficaz entre esteróides neutros e estrogé
nios; 

22 - Por cromatografia em camada fina estes esteróides apresenta
ram os mesmos R^ dos esteróides usados como referência; 

32 



32 - Por cromatografia gás-líquido estes esteróides apresentaram 
tempos de retenção idênticos aos dos esteróides de referên
cia; 

i*2 - Por espectrometria de massa estes esteróides deram origem a 
iam espectro idêntico ao dos esteróides de referência. 

Mas para além da confirmação da existência dos esteróides endóge
nos, os valores encontrados permitem-nos avançar a hipótese da sua 
variação ao longo do ano, e mesmo uma relação com a fase do ciclo 
reprodutivo. A identificação de androgénios e estrogénios em Mytilus 

poderá não implicar, necessariamente, a acção destes esteróides como 
hormonas sexuais, e, mesmo desempenhando um papel na reprodução, não 
pretendemos concluir de imediato que ele seja idêntico ao desempenhado 
nos mamíferos. 
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CAPITULO I I 



INTRODUÇÃO 

O padrão da reprodução dos bivalves marinhos pode ser dividido em 
três fases: gametogénese e vitelogénese; postura e fertilização; desen
volvimento larvar e crescimento. A duração de cada fase deste ciclo 
varia de espécie para espécie, podendo ser anual, bianual ou contínuo. 

0 ciclo reprodutivo de numerosos moluscos bivalves foi descrito, 
entre outros, por Chipperfield (1953), Lubet (1957), Seed (1975) e 
Kennedy (1976) para Mytilus edulis, Narchi (1976) para Anomalocardia 
brasiliana, Yakovlev (1979) para Cvassostvea gigas (ostra do Pacífico), 
Wilson e Hodgkin (1967) para cinco espécies de mexilhões da costa 
ocidental da Austrália. Mas apesar destes estudos não são ainda comple
tamente compreendidas as interacções complexas entre os factores exó
genos (disponibilidade de alimentação, temperatura, salinidade, etc.) e 
os factores endógenos (reservas nutrientes, ciclo hormonal, genotipo, 
etc.), variáveis essas que determinam o início e a duração das várias 
fases do ciclo. 0 desenvolvimento sincronizado dos gâmetas dentro de 
uma população é de extrema importância para as espécies gonocóricas com 
fertilização externa, a qual requer um sincronismo na libertação dos 
gâmetas. 

A gametogénese em Mytilus edulis é, como nos outros bivalves 
marinhos de águas frias e temperadas, uma sucessão de acontecimentos 
que resulta eventualmente na formação de gâmetas maduros. Após a postu
ra segue-se um período de repouso sexual. Estreitamente ligado ao ciclo 
reprodutivo há um ciclo de síntese e armazenamento de nutrientes de 
reserva, sobretudo no manto, os quais são mobilizados posteriormente 
para a gametogénese e manutenção do metabolismo da glândula digestiva 
(Gabbot, 1976). 

Mytilus edulis é um molusco com uma larga distribuição geográfica, 
constituindo uma espécie privilegiada para o estudo dos factores que 
regulam o ciclo reprodutivo. Segundo Seed (1976) os mexilhões das águas 
meridionais mais quentes do Hemisfério Norte desovam mais cedo do que 
as espécies que vivem mais a norte em águas frias. Giese (1959) e 
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Sastry (1975 e 1979) concordavam com o princípio de que um limiar de 
temperatura seria o factor mais importante que influenciaria a gameto-
génese, actuando como iniciador da emissão de gâmetas, enquanto que 
para Chipperfield (1953) e Bayne (1975) seria uma taxa de variação da 
temperatura. Para Chipperfield o período da postura em Mytilus edulis 
ocorria preferencialmente quando a temperatura subia de 9 para 12 °C. 
Bayne, relacionando a temperatura da água do mar com o tempo, verificou 
que o começo da postura coincidia sempre com um certo número de "graus-
-dia", definidos pelo produto da média diária da temperatura pelo 
número de dias decorridos desde a postura anterior. No entanto Wilson e 
Hodgkin (1967), num estudo feito em cinco espécies de mitilídeos, se 
bem que considerassem que a temperatura controlava o ciclo reprodutivo 
(estação e duração da actividade gametogénica), levantavam a hipótese 
de haver um outro factor, ainda desconhecido, que regularia o detalhe 
mais fino deste fenómeno (intensidade e duração da postura e o momento 
em que devia ocorrer). 

Para demonstrar uma relação clara entre a alimentação e a produção 
de gâmetas maduros, Pieters et ai. (1980) estudaram uma população de 
Mytilus edulis no Norte da Europa (Mar do Norte) e verificaram que os 
máximos encontrados na água para a clorofila a, precediam o aumento 
temporário de nutrientes orgânicos nos tecidos (fase de desenvolvimento 
da gónada) antes de uma emissão de gâmetas, o que já tinha sido ante
riormente observado por Lubet (1959). Igualmente Kautsky (1982), num 
estudo feito em Mytilus edulis do Mar Báltico, verificou que a acti
vação da gónada era iniciada em Outubro-Novembro, provavelmente pelo 
declínio das temperaturas, prosseguindo muito lentamente durante o 
Inverno, e atingindo rapidamente o desenvolvimento e maturação dos 
gâmetas quando a quantidade de alimentos na Primavera era abundante em 
virtude do crescimento do fitoplâncton. 

Com o objectivo de encontrar uma justificação para as variações 
temporárias no ciclo reprodutivo em Mytilus edulis de vários locais da 
costa do Estados Unidos, Nevell et ai. (1982) compararam o comporta
mento de 7 populações de latitudes diferentes utilizando técnicas 
histológicas e estereológicas associadas. Concluíram não existir qual
quer relação com a latitude, uma vez que as maiores diferenças encon
tradas se situavam em duas populações que habitavam na mesma latitude, 
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com um máximo de desenvolvimento para ambas no Verão, mas separadas por 
cerca de três meses. Como não havia diferença na temperatura da água, 
este autor concluiu ainda que a taxa de desenvolvimento gametogénico 
nao era uma função constante da temperatura, mas poderia ser atribuída 
a diferenças temporárias e quantitativas na energia fornecida aos 
animais pela alimentação, já verificado também por Griffiths (1977) em 
Choromytilu8 meridionalis existente na costa da Africa do Sul. 

Poder-se-à facilmente concluir que para estas espécies uma postura 
localizada na Primavera teria vantagens sobre uma postura mais extensa, 
mesmo com o mesmo número de gâmetas libertado. No primeiro caso haverá 
uma mais forte probabilidade de fertilização e as larvas terão um maior 
índice de sobrevivência, bem como possibilidade de acumularem as reser
vas necessárias antes do começo do Inverno (Seed e Brown, 1978). 

Lowe et al. (1982) mediram em animais de duas populações, uma com 
uma postura na Primavera e outra com duas posturas, e também por este-
reologia, os volumes relativos ocupados por quatro constituintes do 
manto: as células do tecido conjuntivo vesicular, as células adipogra-
nulares, os gâmetas em desenvolvimento e os gâmetas maduros. Estes 
autores constataram que na população que apresentava uma postura na 
Primavera, o volume das células vesiculares e adipo granular es aumentava 
durante os meses de Verão, seguido de um declínio no Inverno coinciden
te com o desenvolvimento dos gâmetas até completo amadurecimento. A 
outra população com duas posturas mostrou um ciclo idêntico desde o fim 
do Outono até à Primavera, mas após a primeira postura seguiu-se um 
período de rápido desenvolvimento das células de reserva no fim do 
Verão, princípio do Outono. 

Bayne (1976) classificou a estratégia reprodutiva dos bivalves de 
acordo com a postura e o ciclo de armazenamento. Dentro deste esquema o 
Mytilus edulÍ8 seria considerado uma espécie conservadora, quando apre
sentasse o ciclo normal de gametogénese e vitelogénese durante o Inver
no à custa das reservas acumuladas no Verão e a postura na Primavera. 
Mas também poderia ser considerada uma espécie oportunista, quando a 
gametogénese e a acumulação das reservas ocorressem em simultâneo, 
resultando numa segunda postura no Verão. Seguindo esta divisão 
Rodhouse et ai. (198*4-) classificaram duas populações de mexilhões da 
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costa da Irlanda uma como conservadora e outra como oportunista, por 
ter duas posturas durante o Verão. 

Zandee et ai. (1980) verificaram que neste animal o tecido que 
maiores níveis de glicogénio e lípidos apresentava era o manto, o que 
estava de acordo com a função que desempenhava na reprodução. 0 início 
da gametogénese coincidia com uma perda dos hidratos de carbono e um 
aumento no conteúdo lipídico, pondo estes autores a hipótese de que 
tinha havido uma conversão do glicogénio em lípidos na maturação dos 
oócitos, o que estava também de acordo com a anterior observação feita 
por Lubet e De Longcamp (1969). Embora a variação do nível dos lípidos 
seja pequena quando comparada com as proteínas e glicogénio, nem por 
isso o seu papel fisiológico é menos fundamental. Kluytmans et ai. 
(1985) verificaram nestes animais que nas fases mais avançadas da 
gametogénese havia um nítido aumento nos lípidos neutros do manto do 
animal sem que qualquer outra parte do corpo apresentasse a diminuição 
correspondente, o que levaria a pôr a hipótese de uma síntese de novo 
dos ácidos gordos, o que era sustentado pelo aumento no manto da acti
vidade das duas enzimas envolvidas nessa síntese, a acetil-CoA carboxi-
lase e a sintetase dos ácidos gordos, no período que antecedia a postu
ra e em muito maior grau nas fêmeas que nos machos. 

Uma vez iniciada a gametogénese o metabolismo do animal era redu
zido ao mínimo para que toda a energia disponível fosse canalizada para 
o crescimento da gónada, o que foi demonstrado por Kautsky e 
Wallentinus (1980) que ao medirem a respiração neste período obtiveram 
os valores mais baixos para o consumo de oxigénio. Posteriormente 
Yadhav e Lomte (1985) ao estudarem as variações sazonais no consumo de 
oxigénio num outro molusco lamelibrânquio, Lamillidens corianus, 
descreveram também o efeito da temperatura e da actividade reprodutiva 
no metabolismo respiratório deste animal, com um máximo da taxa de 
consumo de oxigénio quando as gónadas estavam completamente maduras e a 
temperatura era alta, e um mínimo no fim da postura e princípio da 
recuperação com temperaturas mais baixas. 

De entre os compostos bioquímicos que mais influenciam a gameto

génese destacam-se o glicogénio e as proteínas. Após os trabalhos de 

Bayne et ai. (1982), ficou bem demonstrado que quando o nível de glico
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génio do animal era alto e este estava num estado primário de desenvol
vimento, este composto era usado como substrato metabólico, não havendo 
desenvolvimento da gónada. Posteriormente, num estado mais avançado da 
gametogénese, em que o nível de hidratos de carbono era mais reduzido, 
eram as proteínas que serviam como principal fonte de energia, sendo 
nestas circunstâncias o glicogénio conservado possivelmente x̂ 1"8- ° 
ciclo de armazenamento dos lípidos nos tecidos somático e germinativo 
como tinha sido descrito por Herlin-Houteville e Lubet (1975). 

Mas dentro dos factores endógenos há ainda que referir a contri
buição fundamental do sistema nervoso central (S.N.C.) no ciclo repro
dutivo anual dos moluscos, a qual começou a ser estudada sobretudo por 
Gabe (1955), Lubet (1955 e 1959) e Antheunisse (1963). Em Mytilus 
eduli8 e Mytilus galloprovincialis estes autores verificaram uma 
evacuação massiva do produto de secreção das células neurossecretoras 
do S.N.C., sempre antes do início da postura, seguindo-se de novo uma 
secreção nessas células dos gânglios cerebróides durante a fase de 
restauração da gónada. Ainda Lubet (1966), comparando animais descere-
brados com animais intactos, viu que havia uma diferença entre eles, e 
sobretudo nas fêmeas, na repartição do RNA citoplasmático. 

Prosseguindo na mesma linha de investigação e usando corantes 
sinalépticos, Illanes-Bucher e Lubet (1980) puseram em evidência em 
microscopia fotónica quatro tipos de células neurossecretoras: a-,, ao, 
a3 e al»' ̂ s células do tipo a^ eram as mais numerosas e a sua distri
buição era de 75$ para os gânglios cerebróides e 5$ para os gânglios 
viscerais. A sua actividade secretora seguia de um modo significativo a 
evolução gametogénica e a libertação dos produtos de neurossecreção 
precedia sempre a multiplicação da linha germinativa. 

Lubet e Mathieu (1982), alargando agora este estudo a outros 
moluscos pelecípodes, como as ostras Cassostrea gigas e Ostrea edulis, 
verificaram que o desencadeamento da gametogénese durante o ciclo 
reprodutivo anual estava sob a acção de alguns factores neuroendocrines 
libertados pelos gânglios cerebropleurais: um factor mitótico, um 
factor meiótico, um factor pré-vltelogénico e um factor vitelogénlco 
desencadeador da vitelogénese. 
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O controlo endócrino da reprodução foi estudado em moluscos pulmo-
nados como o caracol Lymnaea etagnalis, uma esjjécie hermafrodita de 
água doce. Geraerts e Joosse (1975) evidenciaram nestes animais o papel 
exercido pelos corpos dorsais, órgãos ligados à superfície dos gânglios 
cerebrais, tendo mostrado que 8. sua remoção provocava uma diminuição na 
vitelogénese. Geraerts e Bohlken (1976), também em Lymnaea etagnalis, 
demonstraram a existência de outro grupo de células dos gânglios cere
brais, as células do grupo caudo dorsal que exerciam um controlo na 
ovulação. Animais nos quais estas células tinham sido cauterizadas, 
apresentavam uma inibição na deposição dos ovos. A posterior injecção 
de homogeneizados de uma zona do cérebro estreitamente ligada a estas 
células - as comissuras cerebrais - induzia a libertação dos ovos em 
todos os animais cauterizados. Widjenes e Runham (1976) verificaram que 
a remoção dos corpos dorsais de um outro molusco pulmonado, a 
Agriolimax reticulatue, não tinha qualquer efeito na espermatogénese ou 
nos orgaos acessórios masculinos, mas a maturação dos ovos era retarda
da, resultando no aumento do número de pequenos oócitos bem como no 
retardamento do desenvolvimento dos órgãos acessórios femininos. 

Nos pulmonados terrestres também a endocrinologia da sexualidade e 
da reprodução tem sido largamente estudada. Guyard (1973) e Gomot 
(197M, num estudo ultra-estrutural da glândula hermafrodita 
(ovotestis) do caracol Helix aepersa, não encontraram qualquer distin
ção nas duas linhas germinativas, e portanto quer os espermatócitos 
quer os oócitos ou as células auxiliares (de reserva ou foliculares) 
pareciam todas elas diferenciarem-se a partir de células idênticas. 
Gomot em 1982, recorrendo a métodos de castração, ao seccionamento dos 
tentáculos oculares e a transplantações e culturas in vitro, demonstrou 
que a diferenciação sexual e a reprodução nestes animais eram regulados 
por um sistema de várias hormonas. 0 cérebro e as glândulas anexas 
(corpos dorsais) ou os órgãos sensoriais agiam directamente na glândula 
hermafrodita e por vezes na via genital. Também a gónada segregava 
substâncias que agiriam directamente na via genital, ou por intermédio 
do cérebro. Mais tarde Gottfried e Dorfman (1970), no decurso de 
pesquisas sobre a reprodução da lesma Aviolimax californicus, um 
protandrico hermafrodita, procuraram verificar se os esteróides esta
riam envolvidos na interacção do tentáculo óptico sobre a gónada. Foram 
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seguidas as alterações histológicas que ocorriam na glândula hermafro
dita dos animais imaturos quando lhes eram removidos os tentáculos 
ópticos, ou pela administração de esteróides e de metopirona na presen
ça e na ausência dos tentáculos ópticos. Verificaram que a remoção dos 
tentáculos induzia a espermatogénese nos animais jovens, atingindo 
estes uma fase comparável à dos animais adultos. Resultados idênticos 
foram também obtidos pela administração de esteróides em C-m (desi-
droepiandrosterona e 11-cetotestosterona) que a gónada parecia segre
gar. A metopirona, quando administrada a animais machos jovens, causava 
uma progressiva desorganização da espermatogénese. A administração de 
esteróides a animais privados dos tentáculos não alterava o resultado, 
levando estes autores a supor que os esteróides segregados pela gónada 
interviriam modificando o efeito dos tentáculos ópticos sobre a glân
dula hermafrodita. 

Após a descoberta do papel das hormonas esteróides na diferen
ciação sexual dos vertebrados, vários trabalhos foram realizados em 
moluscos gastrópodes com o fim de saber se estas hormonas seriam ca
pazes de influenciar nestes animais a diferenciação sexual e a formação 
de gâmetas. Referiremos entre outros os trabalhos de Aubry (1962), que, 
fazendo injecções intramusculares de soluções oleosas de esteróides 
(estradiol, testosterona e progesterona) em Lymnaea stagnalis, Helix 
pomatia e Helix aspersa, verificou que a injecção de testosterona 
favorecia a espermatogénese e inibia e ovogénese, enquanto o estradiol 
tinha uma acção inversa. A progesterona activava ao mesmo tempo a linha 
masculina e feminina. Para estudar também a influência dos esteróides 
na glândula hermafrodita de Helix aspersa, Gomot (197^) fez culturas 
deste órgão na presença do lTg-estradiol e da desidroepiandrosterona, 
verificando que a influência dos esteróides era variável, dependendo, 
por um lado do estado fisiológico do animal (fase de repouso ou de 
actividade), e por outro da natureza do esteróide ensaiado. Nas doses 
utilizadas o 17g-estradiol provocava muito rapidamente a atresia dos 
espermatócitos e o esvaziamento dos ácinos da gónada. A desidroepian
drosterona permitia por mais tempo a evolução das duas linhas gameto-
génicas e permitia a multiplicação das espermatogónias durante os 
primeiros dias de cultura, não apresentando acção selectiva sobre os 
oócitos. Gomot pôs a hipótese de que a acção destes compostos, quando 
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injectados no caracol, seria do tipo indirecto por influência sobre o 
metabolismo ou sobre as correlações endócrinas. 

Mas para além da acção in vitro dos esteróides, também foi estuda
da a produção de esteróides em C22 e Cjg em vários gastrópodes usando 
como precursor o colesterol (Voogt, 1973 e Idler et ai., 1978). Estes 
autores observaram nas glândulas hermafroditas de Lymnaea stagnalis a 
presença de células de Sertoli com as mesmas características das célu
las produtoras de esteróides nos vertebrados, e notaram que as alte
rações na estrutura destas células coincidia com alterações na activi
dade da enzima 3B-hidroxiesteróidedesidrogenase (3g-HSD). Por outro 
lado demonstraram que o S.N.C., e mais particularmente os corpos 
dorsais, eram assumidamente órgãos endócrinos com uma ultra-estrutura 
caracterizada por um número elevado de mitocôndrias e gotículas de 
lípidos, características estas mais das células produtoras de este
róides do que das células secretoras de proteínas. 

Com base nestes resultados Krusch et ai. (1979) procuraram esta
belecer uma relação funcional entre os corpos dorsais e a glândula 
hermafrodita de Helix pomatia. Para isso incubaram estes dois órgãos 
com pregnenolona e desidroepiandrosterona e obtiveram a conversão da 
primeira em progesterona e da segunda em androstenediona, o que provava 
a existência nos corpos dorsais e glândula hermafrodita da enzima 33-
-HSD. Conforme o estado fisiológico do animal uma ou outra das reacções 
era preferencialmente catalisada. Assim, antes da deposição dos ovos 
dava-se sobretudo a formação da androstenediona, e depois da deposição 
dos ovos passava a ser maior a conversão da pregnenolona em progeste
rona na glândula hermafrodita. 

Mas de todos os invertebrados marinhos aquele em que mais se 
avançou na demonstração da presença e depois no relacionamento dos 
esteróides com o ciclo reprodutivo anual, foi sem dúvida num equinoder-
me: a estrela-do-mar, Asterias rubens. 

Primeiro foi demonstrada a capacidade de síntese de esteróides nos 
ovários e no ceco pilórico {cecum pyloricum) destes animais, entre 
outros por Schoenmakers (1977 e 1979) e Schoenmakers e Voogt (1981). 
Schoenmakers (1980) relacionou a síntese de esteróides por estes órgãos 
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durante o ciclo reprodutivo com o máximo de actividade da enzima 3p-HSD 
no estado primário de desenvolvimento (fase l), tendo evidenciado nos 
ovários células com características das células secretoras de este-
róides. Na continuação desta linha de pesquisa Schoenmakers e Díelman 
(1981) dosearam os níveis de progesterona e de estrona nos ovários e no 
ceco pilórico destes animais durante o ciclo reprodutivo, e verificaram 
que os níveis de progesterona eram altos no estádio primário de desen
volvimento do ovário, diminuindo em seguida, enquanto no ceco pilórico 
era encontrada a mesma variação, mas com um segundo pico imediatamente 
antes da postura. Para a estrona, embora as quantidades doseadas fossem 
muito menores, foi também encontrado um máximo na fase 1 coincidente 
com o começo da vitelogénese. Relacionando ainda a quantidade de 
proteína com os níveis de estrona, estes autores levantaram a hipótese 
de que a estrona, e possivelmente outros estrogénios, teriam influência 
na biossíntese das proteínas e possivelmente na sua incorporação nos 
oócitos. Schoenmakers et ai. (1981) observaram que quando fêmeas de 
Asterias rubens, nas fases 1 e 2 do ciclo reprodutivo, eram tratadas 
com lTB-estradiol, se dava uma diminuição no peso do ceco pilórico e um 
rápido aumento dos ovários, sendo também acelerada a oogénese e activa
da a vitelogénese, podendo deduzir-se que os processos de síntese 
ocorrentes no ceco pilórico e subsequente maturação dos gâmetas eram 
afectados pelos estrogénios. 

Van der Pias et ai., (1982) testaram in vitro os efeitos do 170-
-estradiol nos processos de síntese do ceco pilórico do mesmo equino-
derme e verificaram um significativo aumento do RNA nas fêmeas. 

Mas também nos machos Voogt e Dielman (1984) quantificaram os 
níveis de progesterona e estrona ao longo do ciclo reprodutivo e obti
veram os mesmos resultados que nas fêmeas. A progesterona e a estrona 
nos testículos estavam envolvidas na regulação da gametogénese. Tal 
como nas fêmeas, os níveis de progesterona eram mais elevados no ceco 
pilórico que nas gónadas, sendo os níveis de estrona próximos. 0 começo 
de um novo ciclo coincidia também neste caso com uma diminuição dos 
níveis de progesterona e um aumento dos níveis de estrona no ceco 
pilórico, o que levou a supor que estes dois esteróides teriam neste 
órgão o papel de promover os materiais necessários à gametogénese. 
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A revisão da "bibliografia existente mostra pois que o ciclo anual 
da reprodução está na dependência de diversos factores não só de natu
reza exógena como também de natureza endógena, de entre os quais são de 
realçar as hormonas segregadas pelo S.N.C, ou pelas células da própria 
gónada, as quais determinam em última análise o período e a intensidade 
da gametogénese. Começa a ter fundamento a ideia de que os esteróides, 
cuja intervenção na reprodução dos vertebrados é bem conhecida, têm 
também nos invertebrados marinhos, e em particular nos moluscos e 
equinodermes, um papel importante na evolução do ciclo reprodutivo. 

Em face destes estudos e após termos evidenciado a presença de 
alguns esteróides endógenos em Mytilue, como foi descrito na primeira 
parte do trabalho, propusemo-nos estudar a variação anual de alguns 
destes esteróides e tentar relacioná-la com as fases de desenvolvimento 
da gónada. 

Secundariamente procurou-se analisar também a acção de outros 
factores, quer físicos quer químicos, que teriam efeito na programação 
precisa do inicio e duração das diversas fases de desenvolvimento 
sexual, de maneira a resultar um sincronismo na maturação das gónadas 
dentro de uma mesma população de animais. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

A - TÉCNICAS EFECTUADAS NO ANIMAL INTEIRO 

1 - ANIMAIS 

Foram analisadas 17 amostras de animais do género Mytilue colhi
das de Dezembro de 1982 a Novembro de 1983 de uma jangada situada na 
Ria de Aveiro, Costa Nova (U0° 38' S, 8o 1*5* W), localizada a poucos 
metros da margem, numa zona de cerca de 5 metros de profundidade. A 
fixação das larvas às cordas tinha ocorrido na Primavera de 1981. Após 
a colheita, os animais foram imediatamente transportados para o labora
tório e mantidos num aquário com água salgada, à temperatura ambiente, 
com arejamento, sem adição de alimento durante um período máximo de 2h 
horas. 

2 - DISSECAÇÃO DOS ANIMAIS 

Os animais dissecados apresentavam um comprimento compreendido 
entre 50 e 70 mm. Foram separados em dois lotes de 15 a 20 animais 
cada, segundo o sexo. Para tal, depois de abertos, foi feito um esfre-
gaço a fresco com um pequeno fragmento de cada manto, que foi de 
seguida observado ao microscópio em ampliação média. A identificação 
das fêmeas foi feita com base na presença de oócitos e a dos machos 
pela presença de espermatozóides, facilmente identificáveis. Foram 
rejeitados todos os animais que não ofereciam uma forte resistência à 
abertura das conchas, bem como os animais onde foi detectada a presença 
de parasitas. 

3 - OBTENÇÃO DOS LIPIDOS TOTAIS 

Os animais, machos e fêmeas, depois de pesados foram liofilizados. 
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Depois de novamente pesados, para a obtenção do peso seco, foi calcula
da a percentagem de água. Seguiu-se a ex t r acção dos l í p i d o s t o t a i s 
segundo o método de Bligh e Dyer (1959) como foi descri to no Capítulo 
T. 

h - EXTRACÇÃO DOS ESTEROIDES 

0 extracto lipídico foi homogeneizado com pequenos volumes de 
metanol a 80$ (v/v), até um total de 120 ml. Os extractos metanólicos 
obtidos foram distribuídos por tubos de centrífuga e conservados duran
te 48 h à temperatura de -20 °C. Ao fim deste tempo foram centrifugados 
a 2 000 r.p.m. numa centrífuga S0RVALL RC-5, durante 10 min, também a 
uma temperatura próxima daquela. Os sobrenadantes foram separados e 
guardados. Os precipitados (contendo os lípidos) foram lavados com um 
pequeno volume de metanol a 80$, centrifugados nas mesmas condições e 
os sobrenadantes adicionados aos obtidos anteriormente. A totalidade 
dos extractos foi evaporada a baixa pressão à temperatura de 50 °C, e a 
fracção aquosa resultante evaporada num banho de areia à mesma tempera
tura e em atmosfera de azoto. Os extractos resultantes (um para os 
machos e outro para as fêmeas) foram novamente deslipidifiçados se
guindo a mesma técnica. 

5 - SEPARAÇÃO DOS ESTEROIDES NEUTROS E DOS ESTR0GBNI0S 
CROMATOGRAFIA EM RESINA TROCA I0NICA DOWEX AG1-X2 

Obtidos os extractos metanólicos, os esteróides neutros foram 
separados dos esteróides aromáticos. Com este objectivo o extracto foi 
suspenso em 5 ml de água destilada, e de seguida foi feita a extracção 
dos esteróides com 4x10 ml de clorofórmio. 

Os extractos clorofórmicos foram evaporados à secura, a pressão 
reduzida, e retomados com 1 ml de metanol para serem posteriormente 
passados pela coluna troca iónica. 

Tal como já foi descrito, a resina foi previamente lavada e 
transformada na forma de bicarbonato. A solução metanólica foi introdu-
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zida na colima de vidro de 1x12 cm cheia até à altura de h cm com a 
resina, e foi depois eluída primeiro com 15 ml de metanol, que arrastou 
os esteróides neutros, e depois com 25 ml de metanol a 80$, que arras
tou os estrogénios. 

6 - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSÃO (HPLC) 

As quatro fracções metanólicas, duas para os machos e duas para as 
fêmeas, foram levadas a extracto seco e submetidas a uma separação dos 
esteróides por Cromatografia Líquida de Alta Pressão (HPLC). 

Na primeira fase do trabalho separámos os esteróides neutros e os 
estrogénios por Cromatografia em Camada Fina em gel de sílica, mas 
nesta fase optámos pelo HPLC, por ser um método de separação e quanti
ficação mais simples, não destrutivo, e sobretudo muito mais rápido. 
Por estes motivos tem sido uma técnica largamente utilizada. Citamos 
somente alguns dos trabalhos entre os vários publicados neste campo: 
Aten et ai. (1982), Heftmann e Lin (1982), Kessler (1982), Newton 
et ai. (1982), Garignan et ai. (1983) e Yamada e Aizava (1983). 

0 sistema era constituído por um cromatógrafo VARIAN modelo 5 000, 
equipado com um detector de UV modelo VARI-CHROM VARIAN e uma coluna 
MICROPAK Si-10 de k mm Dl x 30 cm. 

Os padrões de progesterona, A -androstenediona e testosterona 
foram preparados a partir de soluções 5 mM, e para o estradiol e 
estrona a partir de soluções 2,5 mM, feitas na fase móvel. 0 composto 
usado como padrão interno, a resorcina, foi também feito a partir de 
uma solução-mãe 5 mM. 

A fase móvel foi a mesma para os dois grupos de esteróides, sendo 
constituída pelos solventes A e B na proporção de 90$ de A para 10? de 
B, com a seguinte constituição: 

A - Diclorometano : Acetato de Etilo : Isopropanol (93:6:1) 
B - n-Hexano : Isopropanol (99,9:0,1) 
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Os reagentes foram previamente desgaseificados a pressão reduzida 
antes de serem utilizados. 

As amostras foi adicionada uma quantidade de padrão interno entre 
5 e 15 wg e evaporado o solvente em atmosfera de azoto, sendo o extrac
to dissolvido num pequeno volume da fase móvel de maneira a ser possí
vel fazer duas injecções de 20 yl cada. 

Para os esteróides neutros as condições de trabalho foram as 
seguintes: temperatura 29 °C, fluxo começando a 0,8 ml/min até aos 
10 minutos, depois aos 15 minutos ],0 ml/min e aos 20 minutos 
1,5 ml/min, a que correspondeu uma pressão entre 20 e 36 atm. A detec
ção em UV foi feita a um comprimento de onda de 251* nm e com uma 
sensibilidade de 0,2. 

Para o estradiol e a estrona a temperatura foi também de 29 CC e a 
variação de fluxo foi de 0,7 ml/min no início até aos 7 minutos, de 
1,0 ml/min aos 10 minutos e 1,5 ml/min aos 15 minutos, a que corres
pondeu uma variação de pressão entre 20 e h6 atm. A detecção foi feita 
a 280 nm e a uma sensibilidade de 0,1. 

As áreas dos picos foram quantificadas usando um integrador elec
trónico DATA PROCESSOR CHR0MAT0PAC C-R1A. Os compostos foram identifi
cados em função dos seus tempos de retenção relativos em relação a 
padrões de referência. 

A concentração dos vários esteróides na amostra foi calculada a 
partir da seguinte fórmula: 

(Fl AAM \ P P I 
Quantidade = | + F0 | x x 100 

PAM 

AAM ~ área d° pico referente ao esteróide 
Apj - área do pico referente ao padrão interno 
Fj - factor de resposta 
Fg - factor de resposta 
Ppj - peso do padrão interno 
P/UVI - peso da amostra 
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Os factores F-j e Fp forain calculados pelo método da curva com dojs 
pontos de calibração com factores de resposta desconhecidos, relacio
nando as áreas dos picos obtidos para as duas concentrações de padrão 
do esteróide com a área e a. concentração do i«.drao interno. Para os 
esteróides neutros as concentrações usadas foram de 200 e ^00 ng, e 
para o padrão interno 12,h pg; para os estrogenics as concentrações 
foram de *il7 e 833 ng e para o padrão interno 3,3 pg. 

Os volumes eluídos da coluna foram recolhidos em tubos de vidro, 
dentro de intervalos de tempo estabelecidos pelos tempos de retenção 
dos ladroes, e posteriormente evaporados num sistema de vácuo, ou a 
h5 C em atmosfera de azoto quando os volumes eram menores. 

7 - CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO (GLC) 

Os esteróides com grupos hidroxilos foram derivatizados nos seus 
éteres trimetilsililados. Aos extractos referentes à testosterona, 
estradiol e estrona adicionaram-se 80 y 1 de BSTFA (bis-(trimetisilil)-
-trifluoracetamida) e 20 pi de TMCS (trimetilclorosilano). A sililação 
da testosterona foi feita durante 1 hora a 60 °C, e os dois outros 
durante cerca de 12 h a kO °C. Os extractos da progesterona e da 
androstenediona foram retomados com 100 pi de diclorometano e injecta
dos sem qualquer derivatização. 

Foram também preparados padrões de referência de cada um dos 
esteróides a partir de soluções-mãe feitas em etanol. Quer os padrões 
quer as amostras foram adicionados de 10 pi de padrão interno, o epico-
prostanol (5B-colestano-3ot-ol), preparado também em solução etanólica. 

A cromatografia foi feita num cromatógrafo VARIAN modelo 3700, 
equipado com um detector de ionização de chama e uma coluna de vidro de 
2,0 m x l/U in DE x 2 mm Dl, cheia com a fase estacionária OV-^ a 3% e 
a fase SP-2100 a 3%, sendo o gás vector o azoto com um fluxo de 
120 ml/min. 0 fluxo do hidrogénio e do ar foi de 120 e 300 ml/min, 
respectivamente. 0 volume injectado na coluna foi de 2 pi quer para as 
amostras quer para os padrões, e a temperatura programada para uma 
subida de 2 °C/min, começando a 230 °C e acabando a 270 °C. 
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As áreas dos picos foram quantificadas num integrador HEWLETT 
PACKARD modelo 3380 A, pelo método do padrão interno, a partir da se
guinte equação: 

AAM X FAM 
Quantidade = x P_T x XF 

Apl x F p l 

^AM ~ ̂ r e a ^° P^co referente ao esteróide 
Apj - área do pico referente ao i«.drao interno 
F̂ M - factor de resposta referente ao esteróide 
Fpj - factor de resposta referente ao i«.drão interno 
Ppj - quantidade do padrão interno 

Os factores Fy^ e Fpj foram calculados pela razão entre as áreas 
dos picos e as quantidades dos padrões e do padrão interno. As quanti
dades injectadas dos padrões e do padrão interno foram de 20 ng em 
2 pi, respectivamente. 

8 - EXAME HISTOLÓGICO. DETERMINAÇÃO DO INDICE DA GONADA 

Só o exame microscópico de cortes da gónada permite uma informação 
detalhada do desenvolvimento, postura, fagocitose e outras alterações 
histológicas importantes durante o ciclo reprodutivo. 

Os animais foram escolhidos ao acaso dentro da totalidade das 
amostras. 0 sexo foi determinado por meio de um esfregaço de um frag
mento do manto. Foram assim separados 5 machos e 5 fêmeas, que foram 
fixados em líquido de BOUIN durante dois dias. Depois de desidratados 
em três banhos de álcool etílico de concentrações crescentes e num 
banho de xilol, foram impregnados e incluídos em parafina. Os cortes 
com uma espessura de 5 p a 10 p foram montados em lâminas, desparafina-
dos e corados com hematoxilina e eosina. 

Os cortes histológicos foram classificados em séries de desenvol
vimento e postura, adaptadas a partir dos sistemas de classificação de 
Chipperfield (1953), Lubet (1957, 1959) e Wilson e Hodgkin (1967). 
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Seguimos de muito p e r t o a c l a s s i f i c a ç ã o f e i t a por Seed (1975) para 
Mytilus edulis, introduzindo-lhe l ige i r a s modificações. Atribuímos na 
total idade oi to fases, repart idas era quatro fases de desenvolvimento, 
t r ê s fases de postura e uma de repouso sexual, como passamos a. descre
ver: 

Fase de repouso sexual 

Fase 0: Nesta fase nao é observado qualquer traço de sexualidade. 
Inclui os animais que tiveram uma postura completa. Neste caso 
o manto pode apresentar-se fino e transparente ou espesso e 
opaco, de acordo com as condições de alimentação. E durante 
este período que as reservas de glicogénio e gordura se acumu
lam no tecido conjuntivo. 

Fases de desenvolvimento 

Fase dj: Esta fase é caracterizada pelo começo da gametogénese, apare
cendo ilhas de tecido germinativo na matriz do tecido conjun
tivo, ainda bastante denso. Não se encontram nesta fase nem 
oócitos maduros nem espermatozóides. 

Fase d2: Começam agora a aparecer gâmetas maduros nos folículos, embora 
estejam ainda ocupados pelos estados primários da gameto
génese. 

Fase d^: Ocorre um aumento nítido da massa da gónada. E uma fase de 
gametogénese rápida, onde aproximadamente metade de cada fo-
lículo está ocupado por gâmetas maduros e a outra metade por 
estados primários. 

Fase d]p E atingida a proliferação máxima da gónada. Os estados primá
rios de desenvolvimento estão agora restritos a uma banda à 
volta da periferia dos folículos, havendo, por conseguinte, 
uma preponderância de gâmetas maduros. 
Os oócitos estão comprimidos, apresentando uma configuração 
poligonal, enquanto na gónada masculina os folículos estão 
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distendidos com esperma morfologicamente maduro e activo. 

Fases de postura 

Fase s^: Embora os folículos tenham ainda muitos gâmetas maduros, a 
postura está agora em progresso. Isto reflecte-se pela redução 
da densidade dos espermatozóides e pela forma mais arredondada 
dos oócitos, uma vez que a pressão dentro dos folículos é 
reduzida. 
E uma fase em alguns aspectos semelhante à fase de desenvol
vimento d̂ , mas, contrariamente a esta, apresenta poucas fases 
de desenvolvimento primário de gametogénese. 

Fase S2: Diminui a área do manto ocupada pelo tecido genital. Os folí
culos apresentam muito poucos gâmetas maduros. 

Fase s-ĵ: Os oócitos residuais e os espermatozóides que estão ainda 
presentes podem ver-se a sofrer uma lise pelos fagócitos 
amoebóides. 0 centro dos folículos está muitas vezes cheio de 
um material resultante da citólise. 

Para cada colheita efectuada foi calculado o índice médio da 
gónada, o qual define mais ou menos a condição reprodutiva da popu
lação, e que se obteve multiplicando o número de animais classificados 
em cada fase pelo número dado à fase, e dividindo o produto obtido pelo 
número total de animais analisados. 

0 índice de Maturação da gónada foi calculado de acordo com a 
seguinte fórmula: 

E (n x F) 
IM = 

N 

n - na de animais nas fases F 
N - n2 total de animais analisados 

0 resultado obtido varia de 0, quando todos os animais se apresen-
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tam vazios (sem traço de sexualidade), até um máximo de i+, quando todos 
os animais se apresentam na fase mais avançada do ciclo reprodutivo. Um 
aumento no índice da gónada demonstra um período de desenvolvimento, 
enquanto uma descida indica que a emissão de gâmetas está a decorrer. 

B - TÉCNICAS EFECTUADAS EM MANTOS ISOLADOS 

1 - ANIMAIS 

Os especímenes de Mytilus foram colhidos mensalmente na Ria de 
Aveiro, de Janeiro a Dezembro de 1986, e conservados como já foi des
crito na página 51. 

2 - DISSECAÇÃO DOS ANIMAIS 

Depois do animal aberto foi-lhe retirado um pequeno fragmento do 
manto, do qual se fez um esfregaço e se observou ao microscópio para a 
determinação do sexo. 0 animal inteiro, separado das valvas, foi pesa
do, e os mantos separados e novamente pesados e conservados a -20 °C 
antes da homogeneização. 

3 - DOSEAMENTO DAS PROTEÍNAS 

As proteínas totais foram determinadas em triplicado, de acordo 
com o método de Lowry et ai. (1951). 

h - DETERMINAÇÃO DOS LIPIDOS TOTAIS 

Os lipidos totais foram medidos pelo método de Bligh e Dyer 
(1959), já descrito para o animal inteiro. 
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5 - EXTRACÇÃO DOS ESTEROIDES 

Após descongelamento das amostras dos mantos (machos e fêmeas), 
estas foram homogeneizadas com tampão PBS na proporção de 2,5 ml de 
tampão para 6 g de tecido. A homogeneização foi feita num homogeneiza-
dor POTTER-ELVEJHAM, durante 2 min e a 0 °C, seguida de uma sonicação 
durante 30 s num sonicador MSE. Do homogeneizado obtido foi retirada 
uma aliquota para a determinação das proteínas, e o restante dividido 
em três fracções que foram extraídas com diclorometano (Merck) para 
posterior doseamento da progesterona, testosterona e estradiol. 

A extracção foi efectuada de acordo com o quadro seguinte: 

PROGESTERONA TESTOSTERONA ESTRADIOL | 
(ml) (ml) (ml) ! 

1 volume de homogeneizado 1,5 1,5 2,5 ! 
1 volume de diclorometano 2x15 2x15 2x25 

Os extractos orgânicos resultantes da extracção foram evaporados 
sob vácuo até à obtenção de resíduo seco. 

6 - DOSEAMENTO DA PROGESTERONA, TESTOSTERONA E ESTRADIOL POR RADIO-
IMUNOENSAIO (R.I.A.) 

Foi usado o conjunto de reagentes COAT-A-COUNT da DPC (Diagnostic 
Products Corporation) para o doseamento da progesterona, testosterona e 
estradiol nos mantos de Mytilus, macho e fêmea. 

0 fundamento do método utilizado é idêntico ao do RIA descrito no 
Capítulo I para o doseamento de esteróides em extractos lipídicos do 
animal inteiro, mas mais simples e de mais rápida execução. 

0 princípio é igual para os três esteróides e baseia-se no seguin
te: o anticorpo específico para cada esteróide encontra-se imobilizado 
nas paredes de tubos de propileno. 0 esteróide marcado com 12^I com-
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pete, num intervalo de tempo fixo, com o esteróide que se encontra na 
amostra, X18-1"8- os locais de ligação do anticorpo. 0 tubo é em seguida 
decantado para separar o esteróide ligado do esteróide livre, e contado 
num contador gama. A quantidade de esteróide presente é calculada a 
l>artir da curva-padrao. 

A metodologia dos tubos de propileno, revestidos interiormente com 
o anticorpo, oferece vantagens significativas: 

Nao necessita de qualquer extracção ou cromatografia prévia, 
nem utiliza qualquer centrifugação; 

- Os tubos podem ser completamente decantados sem perda do 
material ligado ao anticorpo; 

- Os padrões sao obtidos a partir de soro humano e na concen
tração de 0,1 a Uo ng/ml para a progesterona, de 0,3 a 
30 ng/ml para a testosterona e de 20 a 3 600 pg/ml para o 
estradiol, sendo apresentados na forma líquida; 

- 0 marcador apresenta uma alta actividade específica com um 
total de contagens de aproximadamente 50 000 cpm a 60 000 cpm 
após iodação. 0 máximo de ligação é aproximadamente 35 a h^%; 

- A exactidão do método é extensiva a uma larga banda de va
lores para cada um dos esteróides. 0 teste da ligação não 
específica (NSB) e o branco poderão ser omitidos; 

- Os anti-soros sao altamente específicos, com reacções cruza
das muito fracas. No caso particular da testosterona a reac
ção cruzada com a diidrotestosterona é menor do que 10$; 

- A sensibilidade obtida por este método é muito elevada. 

Para o doseamento dos três esteróides (progesterona, testosterona 
e estradiol) nos mantos do macho e da fêmea de Mytilus foram usados os 
extractos secos obtidos em 5. 

Estes três extractos foram suspensos em 0,5 ml de tampão de glice
rina pH l,h e bem homogeneizados por agitação. 

A sequência usada para a técnica foi a seguinte: 

1 - Tubos normais - marcaram-se h tubos de propileno, dois com T 
(contagem total) e os outros dois com NSB (ligação não espe-
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cífica). 
Tubos contendo anticorpo  marcaramse 12 a lk tubos contendo 
o anticorpo A (máximo de ligação  MB) e de B a F (G), todos 
eles em duplicado. Marcaramse ainda tubos contendo o anti
corpo, e também em duplicado, para os controlos e para as 
amostras. 

1 PADRÕES 
PROGESTERONA 

(ng/ml) 
TKSTOSTERONA 

(ng/ml) 
ESTRADIOL | 
(pg/ml) 

1 A (MB) 0,0 0,00 0 
1 B 0,1 0,30 20 
1 c 0,5 1,00 50 ! 
1 D 2,0 3,00 150 
1 E 10,0 10,00 500 
1 F 20,0 30,00 1 800 i 
1 G 40,0  3 600 

2  Juntaramse 100 yl ou 25 yl, conforme o esteróide a dosear, 
do padrão 0 aos tubos A e NSB, e 100 pi de cada um dos outros 
padrões de B a G para os respectivos tubos, bem como do con
trolo e das amostras. 

3  Adicionaramse 1,0 ml de 125I Progesterona, 125I Testosterona 
125 

ou ■ I Estradiol em tampão, a cada tubo. Agitaramse de 
seguida no vortex. 

h - Deixaramse incubar 3 horas à temperatura ambiente (estra
diol) ou 3 horas a 37 °C (testosterona). 

5  Decantaramse completamente todos os tubos. 

6  De seguida contaramse os tubos durante 1 min num contador 
gama ANSR ABBOTT. 

Para calcular as concentrações dos esteróides a partir da curva de 
calibração, foi primeiro calculado para cada par de tubos a diferença 
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entre os cpm contados e a média dos cpm referentes a NBS. 

Contagem Liquida = média cpm - média cpm NBS 

A determinação da ligação para cada par de tubos expressa em 
percentagem do máximo de ligação (MB) referente à contagem do tubo A, 
corrigida do NBS e tomada como 100#, é apresentada do seguinte modo: 

Contagem Liquida 
Percentagem de ligação = — x 100 

Contagem Liquida MB 
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RESULTADOS 

As variações sazonais das temperaturas e salinidades da água da 
Ria de Aveiro (Costa Nova), durante os meses de colheita das amostras, 
estão representadas nas figuras 1 e 2. 

•c 
30 

FIG. 1 - Variações sazonais das temperaturas ( C) máxima, mínima e média medidas na Ria de Aveiro (Costa Nova), de Setembro de 1982 a Novembro de 1983 

FIG. 2 - Variações sazonais da salinidade ( /oo S) da preia--mar e baixa-mar na Ria de Aveiro (Costa Nova), de Setembro de 1982 a Novembro de 1983 

A temperatura média é o valor médio de todas as medições, e a 
máxima e a mínima, a média das temperaturas máximas e mínimas medidas 
ao longo de cada mês. 

As temperaturas mais elevadas foram medidas nos meses de Julho e 
Agosto e as mais baixas no mês de Fevereiro. 

0 gráfico das salinidades mostra pequenas flutuações nos valores, 
excepto nos meses de Dezembro e Maio, correspondendo provavelmente a 
uma maior quantidade de água doce que penetrou na Ria. Estes valores 
foram sempre medidos na hora de viragem das marés (máximos da preia-mar 
e baixa-mar), e sempre no mesmo dia da semana (1). 

Estes valores foram-nos facultados pela Dr*. Ana Teia dos Santos do Centro de Investigação Pesqueira do INIP, em Aveiro. 

6k 



Nos quadros 1 e 2 estão caracterizados os animais de experiência 
relativamente a alguns parâmetros f ís icos e químicos. 

Observando as figuras 3 e k, construídas com estes resultados, 
verificamos que o peso seco médio apresenta uma diminuição progressiva 
nos valores medidos durante o Inverno e a Primavera, mas imediatamente 
a seguir ao mínimo medido em Agosto (máximo da postura) observase um 
r áp ido desenvolvimento dos t e c i d o s , correspondendo a uma época de 
cresc imento e recuperação das gónadas à cus ta da a l imentação mais 
abundante nesta a l tura do ano. 

A percentagem de água a t i n g i u o mínimo em Outubro e Novembro 
quando o peso seco at ingiu c seu máximo. 

QUADRO 1  P e s o f r e s c o m é d i o ( g ) , p e s o s e c o m é d i o (g) e c o m p r i m e n t o 
médio (± DP) (cm) 

Data PESO FTtESCO MEMO PESO SECO «DIO COMPRMinO «DIO 
NO de animais [g) ( q ) (CB, 

das 

colheitas * » rfírf» ,, s 

14.12.82 16 13 6.19 6,10 0.74 0.93 5.90 î 0,50 5,96 ± 0.70 
A.01.83 16 23 3,83 3.70 0,60 0,63 5,82 i 0,30 5,89 t 0.36 
24.01. 18 13 5,67 5,48 0,91 0,98 5.76 Í 0,26 5,93 * 0.27 
12.02. 20 18 5,37 4,14 0.90 0,76 5.56 * 0,25 5,56 Î 0,20 
7.03. 17 15 4,54 3,92 0,68 0,60 5,76 * 0,63 5,93 ± 0,46 

28.03. 17 16 5,96 4,66 0,83 0,67 5,98 i 0,73 5,93 i 0.56 
19.04. 17 16 6,46 5,74 0,80 0,75 6,61 i 0,43 6.53 ± 0,35 
9.05. 20 19 4,61 4,40 0,57 0,57 5,50 t 0,58 5,50 Í 0,51 

30.05. 25 26 4,06 3,22 0,53 0.47 5,20 t 0,41 5,28 ♦ 0,49 
20.06. 24 20 3,98 3,57 0.56 0.54 5,24 i 0,36 5,16 i 0,51 
11.07. 22 23 4,97 3,84 0.65 0.52 5,64 ± 0,54 5,26 ± 0.87 
1.08. 17 13 3,44 3,13 0,56 0.54 5,56 * 0,63 5.37 Î 0.55 

22.08. 15 15 4,34 4,42 0.73 0.78 5,60 t 0,60 5.78 t 0,68 
20.09. 15 13 5.60 4.80 0,90 0.91 5,68 í 0,44 5,52 Î 0,29 
18.10. 15 19 7,32 5.82 1,29 1.05 5,79 Î 0,36 5,86 i 0,51 
8.11. 16 15 6,07 5,13 1.15 1,03 5,66 i 0,44 5,44 Î 0.38 
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QUADRO 2 - Resultados da percentagem de água e dos lípidos totais (mg/g peso fresco e mg/g peso seco) nas amostras de Mytilue 

LÏPIDOS TOTAIS INFIDOS TOTAIS 
Data 

% AGUA (mg/g p e s e f r e s c o ) (mg/g p e s o s e c o ) 
d a s 

c o l h e i t a s a ? a 9 «r 9 

1 4 . 1 2 . 8 2 8 8 , 0 8 4 , 7 1 4 , 9 2 5 , 2 1 2 3 , 9 1 6 5 , 6 

4 . 0 1 . 8 3 8 4 , 4 8 3 , 0 1 2 , 7 2 3 , 0 8 1 , 7 1 3 5 , 5 
2 4 . 0 1 . 8 3 , 9 8 2 , 2 1 4 , 4 2 8 , 5 8 9 , 3 1 5 9 , 9 
1 2 . 0 2 . 8 3 , 2 8 1 , 6 2 0 , 2 2 6 , 8 1 2 0 , 5 1 4 5 , 6 

7 . 0 3 . 8 5 , 1 8 4 , 8 1 9 , 8 2 1 , 9 1 3 2 , 9 1 4 3 , 9 
2 8 . 0 3 . 8 6 , 0 8 5 , 5 9 , 6 1 2 , 7 6 8 , 6 8 7 , 8 
1 9 . 0 4 . 8 7 , 7 8 6 , 9 - - _ 

9 . 0 5 . 8 7 , 6 8 7 , 1 1 0 , 2 1 1 , 1 8 2 , 0 8 5 , 8 
3 0 . 0 5 . 8 6 , 9 8 5 , 3 9 , 0 1 2 , 7 6 9 , 2 8 6 , 4 
2 0 . 0 6 . 8 5 , 9 8 5 , 0 7 , 3 1 2 , 4 5 1 , 8 8 2 , 9 
1 1 . 0 7 . 8 6 , 9 8 6 , 4 7 , 6 8 , 3 5 8 , 4 6 1 , 0 

1 . 0 8 . 8 3 , 8 8 2 , 8 1 0 , 4 1 3 , 6 6 4 , 5 7 9 , 0 
2 2 . 0 8 . 8 3 , 1 8 2 , 4 9 , 5 1 4 , 3 5 6 , 0 8 1 , 5 
2 0 . 0 9 . 8 4 , 0 8 1 , 1 1 1 , 3 2 1 , 5 7 0 , 6 1 1 3 , 8 
1 8 . 1 0 . 8 2 , 4 8 1 , 9 1 3 , 3 1 9 , 1 7 5 , 6 1 0 5 , 7 

8 . 1 1 . 8 1 , 0 7 9 , 9 1 3 , 2 2 1 , 5 6 9 , 4 1 0 6 , 9 

% agua 

> - V T > . 0 
0 / % 
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FIG. 3 - Peso fresco médio (g) e % de água medidos nas amostras de Mytilue, machos e fêmeas 

PIG. 4 - Peso seco mádio m (g) medido nas amostras de Mytilue, machos e fêmeas 
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O teor em l íp idos t o t a i s relacionado com o peso fresco e o peso 
seco (Fig. 5 e 6) apresenta duas fases d i s t i n t a s : . uma, de armazenamento 
e conservação dos l íp idos , com in íc io no fim do Verão e estendendo-se 
a t é Março seguinte, e a outra, muito constante durante a Primavera e 
Verão, correspondendo a uma época de p o s t u r a s p a r c i a i s e fases de 
gametogénese, período que corresponde também aos valores mais baixos 
encont rados por Zandee e t a i . (1980) no conteúdo em g l i c o g é n i o e 
proteínas para Mytilue da costa do norte do Atlântico. 

50 
,° V 

FIG. 5 - Variações sazonais no teor de lípidos totais (mg/g peso fresco; f<isolados das amostras de Mytilue, machos e fêmeas 

FIG. 6 - Variações sazonais no teor de lípidos totais (mg/g peso seco), .isolados das amostras de Mytilu8, machos e fêmeas 

0.20 . 

0.10 

0,05 

Na f igura 7 determinámos a 
razão entre o peso seco médio e 
o comprimento médio da concha 
para cada amost ra ( í n d i c e de 
condição), e verificámos pelo 
g r á f i c o ob t ido que a fase de 
maior aumento de peso va i do 
Verão a té Novembro. 

FIG. 7 - Crescimento médio dos 
a n i m a i s , expresso em função do 
peso s e c o e do t amanho da 
concha 
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De uma maneira geral poder-se-à dizer que os máximos obtidos cor
respondem a épocas de maior desenvolvimento das gónadas (como é conhe
cido, as épocas de maior crescimento linear alternam com estas). 

1 - CICLO SEXUAL - INDICE DA GONADA 

Utilizando a nomenclatura Já descrita determinámos para cada sexo 
o índice médio de maturação da gónada (Quadro 3). 

QUADRO 3 - índice médio de maturação da gónada (± DP) das amostras de 
Mytilu8 

Data 
No de animais ÍNDICE NÉDIO DA GÓNADA 

das 
colheitas tf ? a Ç 

14.12.82 3 3 

4.01.83 5 5 
2 5 . 0 1 . 8 9 
17 .02 . 8 9 

7 . 0 3 . 9 9 
2 8 . 0 3 . 9 8 
19 .04 . 8 9 

9 . 0 5 . 8 8 
30 .05 . 7 11 
29 .06 . 8 7 
11 .07 . 9 9 

1.08. 8 8 
22 .08 . 8 9 
20 .09 . 9 9 
18 .10 . 8 10 

8 . 1 1 . 5 10 

Foram observados, de Dezembro de 1982 a Novembro de 1983, 120 
machos e 130 fêmeas, distribuídos por 16 colheitas. 

Faremos de seguida uma descrição resumida do aspecto microscópico 
dos cortes histológicos observados e da sua distribuição pelas oito 
fases. 
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3,00 ± 0,00 2,67 ± 0,58 

3 , 0 0 ± 0 , 7 1 3 , 0 0 ± 0 , 7 1 
2 , 8 7 ± 0 , 6 4 3 , 2 5 ± 0 , 7 1 
3 , 7 5 ± 0 , 7 1 3 , 7 0 ± 0 , 7 1 
1,55 ± 0 , 7 3 2 , 5 6 ± 0 , 5 3 
1 ,66 ± 1,00 2 , 6 2 ± 0 , 9 2 
1,63 ± 0 ,74 2 , 4 4 ± 0 , 5 3 
1 ,63 ± 0 ,92 2 , 5 0 ± 0 , 7 6 
2 , 0 0 ± 0 ,82 2 , 2 2 ± 0 , 8 3 
1 ,75 ± 1,39 2 , 2 9 ± 1 ,25 
1 ,11 ± 0 , 9 3 1,78 ± 0 , 8 3 
1 ,71 ± 1,38 0 ,22 ± 0 , 6 6 
2 , 6 3 ± 1,19 2 , 4 4 ± 0 , 5 3 
3 , 7 8 ± 0 ,44 3 , 8 8 ± 0 , 3 5 
3 , 5 0 ± 0 , 5 3 2 , 7 5 ± 0 , 8 9 
3 , 2 0 ± 0 , 8 4 2 , 4 0 ± 0 , 9 7 



1982 

DEZEMBRO - Nos machos cerca de 60$ dos animais estudados estavam 
parasitados, os restantes na fase de desenvolvimento do 
(Fig. ih). As espermatogónias e os espermatócitos formavam 
uma banda de células com alguma profundidade, e os esperma
tozóides enchiam quase por completo o lúmen do folículo. Os 
folículos não eram ainda confluentes. 
As fêmeas foram classificadas nas fases de desenvolvimento 
d.2 e d^ (Fig. 27 e 29). A primeira caracterizada pela pre
sença de oócitos jovens, com um núcleo finamente reticulado 
e bastante enraizados na parede do folículo. Na fase do 
apareciam já muitos oócitos completamente maduros, a par de 
oócitos ainda em vitelogénese que apresentavam um contorno 
poligonal e estavam ligados à parede do folículo por um 
pedúnculo. 

1983 

JANEIRO - Machos na fase dg (60S») e um na fase d 2 com um maior número 
de espermatogónias, células primárias de desenvolvimento 
com um núcleo grande e cromatina dispersa em aglomerados 
finos, e espermatócitos I e I I orientados centripetamente, 
assim como espermatozóides, estes ainda em pequeno número. 
Detectámos também em alguns animais (20$) uma emissão par
c i a l de gâmetas , i s t o é, uma desorganização no a r r a n j o 
l amela r dos espermatozó ides . Ve r i f i cou - se também uma 
redução na área do manto ocupada pelo tecido geni ta l . 
As fêmeas apresentavam as fases d 2 (20$), do (60%) e d^ 
(20$), com oócitos em vitelogénese e outros já completamen
t e desenvolvidos (Fig. k6). Durante esta fase de crescimen
t o cont inuaram a formar-se nas zonas d i s t a i s do manto 
oócitos jovens por multiplicação das oogónias. Na fase de 
maturação máxima, d^, os oócitos apresentavam-se imbricados 
uns nos outros, por vezes com uma aparência poligonal. 
- No fim do mês de Janeiro os machos fixados encontravam-se 
na fase d 3 (50%) e só um na fase d^ (12,5$) com os fol ícu
lo s che ios de espermatozóides ordenados em l ame la s . As 
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fêmeas encontravam-se todas na fase áu. 

FEVEREIRO - A maior parte dos machos foram classificados no estado 
djj (Fig. IT) (87,5?), podendo ver-se em alguns animais uma 
mancha de espermatozóides com o consequente desarranjo 
lamelar, indício de que a emissão de gâmetas estava prestes 
a dar-se. Apenas um animal se apresentava num estado 
inicial de desenvolvimento d2. 
Também a maioria das fêmeas estava no máximo de desenvolvi
mento sexual d]j (Fig. 3h) (80%), e só uma se apresentava na 
fase d2 com o manto com pequeno número de folículos, com 
grande número de oogónias e oócitos jovens. 

MARÇO - A amostra referente aos machos apresentava uma certa hete
rogeneidade. Encontraram-se animais nas fases d-i, dp e do 
de reconstituição da gónada, bem como fases de emissão de 
gâmetas Sj (Fig. 19) (k0%). 0 tecido conjuntivo de reserva 
era aqui muito reduzido apresentando algumas células vesi-
culosas, estando as células adipogranulosas praticamente 
ausentes. Nas fêmeas, a par das fases d2 (10?) e do (1*5?), 
detectámos as fases de postura s^ (Fig. 37) e s 2 (35?) onde 
pudemos observar a passagem de oócitos para os canais 
vectores e, no mesmo animal, a presença de folículos em 
maturação com células jovens ligadas à parede do folículo. 
- No fim do mês de Março os machos continuavam a emitir 
gâmetas encontrando-se uma percentagem elevada de folículos 
vazios de espermatozóides, mas com uma banda de células de 
desenvolvimento. 0 tecido conjuntivo continuava pouco de
senvolvido . 
Nas fêmeas apareceram em simultâneo fases de desenvolvimen
to e de desova. 

ABRIL - Predominância dos machos nas fases dj (Fig. 10) e d2. 0 
tecido conjuntivo era um pouco mais abundante. Encontrámos 
alguns animais com folículos só com espermatogónias e es-
permatócitos enchendo por completo o lúmen. 
Nas fêmeas continuou a fase de desova e recuperação com uma 
fase de gametogénese muito rápida. 
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MAIO - Machos em fase de recuperação da gónada, embora alguns 
exemplares os folículos praticamente vazios de esperma
tozóides e sem a presença de células primárias de desenvol
vimento, classificados de s-j_ (37,5/0. Tecido conjuntivo 
pouco abundante. 
As fêmeas apresentavam-se sobretudo nas fases dp (Fig. 25) 
e d3 (Fig. 30) (62,5/0, já com uma área significativa do 
manto ocupada pelo tecido conjuntivo de reserva, com folí
culos, por vezes em pequeno número, cheio de oogónias e 
oócitos em pré-vitelogénese. 
- No fim do mês de Maio os machos estavam nas fases do e do 
e só um exemplar na fase s-i. 

JUNHO - Nos machos os folículos continuavam em recuperação com um 
maior número de animais em fase mais avançada de gametogé-
nese (30$). Continuava também a emissão de gâmetas, não 
sendo possível em dois animais determinar o sexo, sendo 
assim classificados em 0 (Fig. 9). 
Nas fêmeas a área ocupada pelo tecido genital era pequena. 
Pudemos detectar uma fêmea em que a emissão dos gâmetas 
tinha sido quase total, e sem células primárias de desen
volvimento . 

JULHO - Nos machos as fases de desenvolvimento confundiam-se em 
alguns exemplares com as fases de emissão de gâmetas. 0 
tecido conjuntivo de reserva foi aqui mais evidente e 20$ 
dos animais foram classificados na fase de repouso sexual 
0. 
Fêmeas com predominância de animais em fase de emissão de 
gâmetas, s 2 (Fig. 39) {h0%) e s± (10#), com alguns folícu
los completamente vazios. 

AGOSTO - Nos machos continuou a emissão de gâmetas, podendo locali-
zar-se espermatozóides nos canais vectores ciliados (Fig. 
20). No centro de alguns folículos notava-se a presença de 
um aglomerado de material resultante da lise dos gâmetas 
residuais. Podia ainda ver-se a presença de aglomerados de 
células amoebóides no interior do folículo, e no tecido 
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conjuntivo circundante. 
Nas fêmeas os folículos estavam vazios, só se reconhecendo 
o sexo pela presença esporád ica de alguns o ó c i t o s (Fig. 
k3). Foi também a época de maior emissão de gâmetas. Pre
sença de c é l u l a s f a g o c i t á r i a s (amoebócitos) den t ro de 
fol ículos , Usando os gâmetas. 
- No fim do mês de Agosto notou-se uma recuperação rápida 
da gónada, com praticamente todos os animais na fase do 
(62,5#) e grande abundância de células adipogranulosas. 
As fêmeas, também numa fase muito rápida de recuperação, 
com animais em d2 {h5%) e d^ (k0%). Em alguns especímenes a 
área do manto ocupada pelo tecido reprodutivo era ainda 
pequena, mas com f o l í c u l o s onde ex i s t i am j á oogónias e 
oócitos em vitelogénese. 

SETEMBRO - Machos sexualmente maduros classif icados na fase d^ (80$), 
podendo ver-se uma banda e s t r e i t a de células primárias e o 
lúmen completamente ocupado por espermatozóides. 
Nas fêmeas também encontrámos a grande maioria na fase dj, 
(80$), com folículos com grande predominância de oócitos 
maduros. Presença de tecido conjuntivo de reserva in t e r fo -
l i c u l a r . 

OUTUBRO - Animais em fase de desenvolvimento d 3 (50%) e d^ (50$). No 
tecido conjuntivo i n t e r f o l i c u l a r encontravam-se c é l u l a s 
largas , vacuoladas, adipogranulosas. Em alguns animais a 
área do manto ocupada pelos fol ículos era pequena, embora 
e s t e s t i ve s sem o aspec to de f o l í c u l o s maduros. Outros 
animais mostravam que t inha havido uma l i ge i r a emissão de 
gâmetas , c a r a c t e r i z a d a pe lo desa r r an jo das l amelas de 
e spe rma tozó ides , e movimento de esperma para os cana i s 
vectores . 

Fêmeas em fase de desenvolvimento igualmente r e p a r t i d o 
pelas t r ê s fases, e com grande abundância de tecido conjun
t ivo de reserva. 

NOVEMBRO - Encontrámos machos sexualmente maduros (k0%) e animais nas 
fases S3 {k0%) e s 2 {20%), em que metade ou mais dos gâme-
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tas tinham sido emitidos e ao mesmo tempo com alguns folí
culos em fase de recuperação com nmn banda periférica de 
espermatogónias e espermatócitos. 
As fêmeas classificámo-las nas fases de desenvolvimento com 
predominância para a do (k0%) e dp (30?). 

A figura 8 representa graficamente os índices de maturação das 
gónadas, obtidos a partir da observação dos cortes histológicos dos 
mantos dos machos e das fêmeas. 

O J F M A M J J A S O N 

FIG. 8 - Índice médio de maturação das gónadas de íiytiluB, machos e fêmeas, das colheitas efectuadas de Dezembro de 1982 a Novembro de 1983 

Analisando os gráficos da figura 8 verificamos que para ambos os 
sexos o período de gametogénese se prolonga do Outono até ao fim do 
Inverno, atingindo as gónadas o desenvolvimento máximo no mês de Feve
reiro. Entre os meses de Março e Julho verifica-se uma certa homo
geneidade nos valores encontrados para os índices, embora mais baixos 
que os anteriores, porque o aparecimento de fases de postura parcial 
logo foi seguido de uma fase de desenvolvimento rápido, sendo contudo 
os desvios calculados os mais elevados, indicativos de um certo desfa-
zamento entre os animais. 
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Mas a época de emissão dos gâmetas mais intensa foi nos meses de 
Julho/Agosto, para ambos os sexos, tendo-se verificado para as fêmeas 
da colheita de principios de Agosto cerca de 90$ de animais com as 
gónadas completamente vazias. Seguiu-se uma época de gametogénese muito 
intensa, favorecida pelas temperaturas elevadas da água do mar e pela 
abundância de alimentos (fitoplâncton) características deste período do 
ano, permitindo aos animais atingirem um novo máximo de maturação nos 
princípios de Outubro. 

FIG. 9 - Fase de repouso sexual 0. 1-tecido conjuntivo de reserva que ocupa todo o tecido genital (x25) 

FIG. 10 - Fase de desenvolvimento d-,. 1-tecido conjuntivo; 2-banda centrípeta de células de desenvolvimento, espermato-gónias, espermatócitos e esper-matídeos;3-espermatozóides(x 25) 

FIG. 11 - Detalhe ampliado da figura anterior (xlOO) FIG. 12 - Fase de desenvolvimento d^. 1-tecido conjuntivo de reserva; 2-começo de organização dos espermatozóides em trabéculas (x25) 
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FIG. 13 -
h 

Fase de desenvolvi- FIG. 14 - Fase de desenvolvimento dg. 1-banda de células primárias de desenvolvimento; 2-trabéculas de espermatozóides (x25) 

FIG. 15 - Aspecto da disposição dos espermatozóides em dois folículos na fase de desenvolvimento d, (xlOO) 

FIG. 16 - Detalhe ampliado da figura anterior. 1-espermatogó-nias; 2-espermatócitos; 3-es-permatídeos; 4-espermatozóides (x250) 

FIG. 17 - Fim da esgermatogéne-se, fase d^. Redução do tecido conjuntivo de reserva. O animal esta prestes a ejacular (x50) 

FIG. 18 - Fase de emissão de gâmetas s,. 1-mancha de espermatozóides no lúmen do folículo 2-desorganização das trabéculas (x25) 
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PIG. 19 - Fase s2/s-, da emissão de gâmetas. Folículos muito vazios (x25) 
FIG. 20 - Detalhe de uma fase de emissão de espermatozóides e recuperação. 1-célula adipogra-nulosa; 2-canal vector com espermatozóides; 3-folículo; 4-células ciliadas da parede do canal vector (xioo) 

FIG. 21 e 22 - Aspectos da gónada de um macho parasitado. Verifica-se que as células desaparecem de dentro dos folículos que passam a estar ocupados por esporocistos de Protoeoes maculatus (x25) 

FIG. 23 - Fase de desenvolvimento d, com tecido conjuntivo abundante. 1-célula adipogranu-losa; 2-oogónias; 3-oocito em pré-vitelogehese (x50) 

FIG. 24 - Detalhe ampliado da figura anterior com a mesma legenda (xlOO) 
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FIG. 25 - Fase de desenvolvimento d^. 1-tecido conjuntivo de reserva; 2-folícuíos em crescimento (x25) 

PIG. 26 - Folículo da fase d,. 1-célula do tecido conjuntivo (célula de Leydig); 2-oócito em pré-vitelogénese (xlOO) 

FIG. 27 - Outro aspecto da fase 
de desenvolvimento d-. 1-
-oócitos já desenvolvidos (*50) 

FIG. 28 - Ampliação de um folículo da fase d-. 1-oogónia; 2--oócitos ligados à parede do folículo em pré-vitelogénese; 3-nucléolo (x250) 

FIG. 29 - Fase de desenvolvimento d,. 1-tecido conjuntivo de reserva; 2-folículos; 3--oócitos (x25) 

FIG. 30 - Fase de desenvolvi
mento d£ com tecido conjuntivo 
interfoíicular abundante (x25) 
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FIG. 31 - Fase de desenvolvimento d4. 1-Folículos com oóci-tos de aspecto poligonal enraizados na parede do folículo (x50) 

PIG. 33 - Oócitos que terminaram o seu desenvolvimento. 1--núcleo com aglomerados de cro-matina; 2-nucléolo volumoso; 3--canal sanguíneo (x250) 

FIG. 35 - Fase de desenvolvimento d*. Preponderância de oócitos maduros dentro dos folículos (xlOO) 

FIG. 32 - Aspecto ampliado de oócitos poligonais. 1-parede do folículo (x250) 

FIG. 34 - Gónada na fase de desenvolvimento máximo d.. Folículos confluentes (x50T 

FIG. 36 - Detalhe de um folícu
lo com oócitos completamente 
maduros (x250) 
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PIG. 37 - Fase inicial da postura s3 (x25) 
FIG. 38 - Folículos em que se começou a dar a emissão de gâmetas. 1-canal vector; 2-tecxdo interfolicular (x50) 

FIG. 39 - Fase mais avançada da postura s2/s-i. 1-canal vector; 2-amibóciéos que irão lisar os gâmetas nao emitidos; 3-epité-lio ciliado da parede do canal vector; 4- folículo com oócitos em redesenvolvimento; 5-tecido conjuntivo de reserva (x50) 

FIG. 40 - Aspecto de dois folículos parcialmente vazios com restos de material resultante da decomposição de alguns oócitos (xlOO) 

FIG. 41 - Folículo em comunicação com um canal vector (*50) FIG. 42 - Canal vector com o 
lúmen cheio de células líticas 
(xlOO) 
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PIG. 43 - Fase final da postura Nota-se a presença de um oócito dentro de um canal vector e muitos outros folículos vazios (x50) 

FIG. 44 - Após a postura começa a fase de recuperação da gónada Nota-se a presença de folículos com oócitos em fase de crescimento (xlOO) 

FIG. 45 - Folículo em redesen-volvimento (x250) FIG. 46 - Aspecto de oócitos em 
dois estados de maturação. 1-
-oócito em pré-vitelogenese; 2-
-oócito em vitelogénese (x250) 

FIG. 47 - A gónada de um mexilhão hermafrodita com metade da área do manto ocupada por folículos masculinos e a outra metade por folículos femininos, ambos na mesma fase de postura-s, (x50) 

No estudo histológico dos animais (cerca de 150) só foi encontrado 
um espécimen hermafrodita (Fig. Vf). 
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A ocor rênc ia de hermafrodi t ismo ocas iona l Já t i nha s ido d e s c r i t a 
por au to re s como Sugiura (1962) e Seed (1969). 

Na nossa amost ra , como se pode v e r i f i c a r pe la f igura kl, metade do 
manto f i x a d o p e r t e n c i a ao Bexo m a s c u l i n o e a o u t r a metade ao sexo 
feminino, ambos igualmente desenvolvidos e c l a s s i f i c a d o s na fase 60. 

Em 1982 Kautsky, num estudo f e i t o no Mar Bá l t i co , encontrou também 
um exemplar, mas em que metade do corpo era do sexo masculino e a ou t ra 
metade do sexo feminino, ambas no mesmo es tado de desenvolvimento. 

2 - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSÃO (HPLC) 
CROMATOGRAFIA GAS-LIQUTDO (GLC) 

Os e x t r a c t o s dos l í p i d o s t o t a i s depois de " d e s l i p i d i f i c a d o s " foram 
p a s s a d o s p e l a c o l u n a t r o c a - i ó n i c a , dando or igem a duas f r a c ç õ e s : a 
metanól ica e a metanól ica a 80?, que foram p r ime i ro separadas nos seus 
componentes por Cromatografia Líquida de Alta Pressão (HPLC). 

As f i gu ra s «8, ^9, 50 e 51 representam alguns dos cromatogramas 
ob t idos , quer para os padrões quer para as f racções metanól icas . 

5 10 15 20 25 30 40 
TEMPO DE ELUICÃO (minutos) 

FIG. 48 - Cromatograma da mi s 
tura de e s t e r ó i d e s após sepa
ração por Cromatografia Líquida 
de A l t a P r e s s ã o (HPLC). P -
-proges te rona ; A-andros tenedio-
na; IS-padrão i n t e r n o ; T - t e s -
to s t e rona . Coluna Micropack S i -
-10 (30cm x 4mm Dl). Fase móvel 
d i c l o r o m e t a n o - a c e t a t o de e t i -
l o - i s o p r o p a n o l (93:6:1) 
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5 10 15 20 25 30 40 

TEMPO DE ELUICAO (minutos) 

FIG. 49 - Cromatogramas dos es teró ides , após separação por HPLC, das 
f r acções m e t a n ó l i c a s de Mytilus, machos e fêmeas, da c o l h e i t a de 
29.06.83. P-progesterona; IS-padrão interno 

â 
5 10 15 20 25 30 40 

TEMPO 0E ELUICAO (minutos) 
S 10 15 20 25 30 40 

TEMPO DE ELUICAO (minuto») 

FIG. 50 - Cromatogramas dos es teró ides , após separação por HPLC, das 
f r acções m e t a n ó l i c a s de Mytilus, machos e fêmeas, da c o l h e i t a de 
11.07.83. P-progesterona; IS-padrão interno; T-testosterona 

5 10 16 20 25 30 40 
TEMPO 0E ELUICAO (minutos) 

6 10 15 20 26 30 40 
TEMPO OE ELUICAO (minutos) 

FIG. 51 - Cromatogramas dos es teró ides , após separação por HPLC, das 
f r acções m e t a n ó l i c a s de Mytilus, machos e fêmeas, da c o l h e i t a de 
20.08.83. P-progesterona; IS-padrão interno 
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A separação da mistura dos padrões, P - progesterona, A - andros-
tenediona, IS - padrão interno, T - testosterona, foi conseguida nas 
condições já descritas anteriormente, dentro de um intervalo de tempo 
curto (25 min). Os factores de resolução Rs variaram entre 1 e 1,3 e 
foram calculados pela fórmula seguinte: 

2 la1 + a2) 

em que: 

^2 e ^1 ~ sao as distâncias entre dois picos 
°1 e °2 ~ s a o a s espessuras dos dois picos medidos a meia 

altura 

Se a separação e identificação da progesterona não ofereceu difi
culdades de maior, a identificação da androstenediona, com um tempo de 
eluiçao de 9 min, foi sempre impedida pela presença de um pico referen
te a um outro composto que se encontrava em quantidade muito superior. 

A separação e quantificação da testosterona não foram tão fáceis 
como as da progesterona, devido a dois factores fundamentais: primeiro, 
porque a concentração em que se encontrava nas amostras era muito 
inferior à da progesterona, e segundo, porque devido à polaridade da 
fase estacionária da coluna (sílica) a testosterona ligava-se fortemen
te aos radicais polares, resistindo à competição exercida pelo solvente 
para esses radicais, sendo portanto dificilmente arrastada, como se 
pode ver nos cromatogramas da figura 52. 

Com a mesma coluna fizemos a separação dos estrogénios da fracção 
metanólica a 80$ (Fig. 53). Também para os padrões, E-|_-estrona, E 2~ 
-estradiol, IS-padrão interno, foram calculados pela mesma fórmula os 
factores de resolução, obtendo-se valores de 2,0 e 1,07. 

Na figura 5̂+ podemos observar nos dois cromatogramas um pico com o 
mesmo tempo de eluição do estradiol, cerca de 12 min, e que provavel
mente corresponderá a uma fracção que conterá este esteróide. 
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FIG. 52 - Cromatogramas dos es te ró ides , após separação por HPLC, das 
f r a c ç õ e s m e t a n ó l i c a s de Mytilue, machos, das c o l h e i t a s de 18.10 e 
8.11 de 1983. P-progesterona; IS-padrão in terno; T-testosterona 

10 15 20 25 30 35 
TEMPO DE ELUIÇÃO (minutos) 

FIG. 53 - Cromatograma da mis
tura de es teró ides , após sepa
r a ç ã o por HPLC. E , - e s t r o n a ; 
E- -es t r ad io l ; IS-padrão i n t e r 
no. Coluna Micropack S i -10 
(30cm x 4mm Dl). Fase móvel 
n-hexano-isopropanol (99,9:0,1) 

is 
I 

— i 1 1 1 1 1 — 

10 15 20 25 30 35 
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10 15 20 25 30 35 
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FIG. _54 - Cromatogramas dos esteróides, após separação por HPLC, das fracções metanólicas aquosas (80 %) de Myvitua, machos e fêmeas, da colheita de 9.05.83. Bj-estradiol; IS-padrao interno 
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Na figura 55 as quantidades detectadas para o estradiol são muito 
mais baixas, e na fracção correspondente às fêmeas o pico é ocultado 
pelo de um outro composto que se encontrava em concentração muito 
maior. 

Nos cromatogramas da figura 56 foi detectada a presença da estrona 
e do estradiol, em machos e fêmeas, em quantidades muito semelhantes. 

As fracções recolhidas em HPLC foram cada uma delas injectadas em 
Cromatografia Gás-Líquido (GLC). 

o 
CO 
cg 

< 
O 
z •< > 

_J 
—I 1 1 1 1 1  
10 16 20 25 30 36 

TEMPO DE ELUICÃO (minuto*) 
10 15 20 25 30 35 

TEMPO DE ELUICÃO (minutos) 

FIG. 55 - Cromatogramas dos esteróides, após separação por HPLC, das 
fracções metanólicas aquosas (80 %) de Mytilua, machos e fêmeas, da 
colheita de 11.07.83. B2-estradiol; IS-padrão interno 

10 15 20 25 30 35 
TEMPO DE ELUICÃO (minutos) 

10 15 20 25 30 35 
TEMPO DE ELUICÃO (minutos) 

FIG. 56 - Cromatogramas dos esteróides, após separação por HPLC, das fracções metanólicas aquosas (80 %) de MytiluB, machos e fêmeas, da colheita de 22.08.83. E^-estrona; F^-estradiol; IS-padrão interno 
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Para a progesterona, figuras 57 e 58, o método de quantificação 
usado foi o do padrão externo porque para a coluna u t i l i zada , 0V-1T, os 
tempos de r e t e n ç ã o da p roges t e rona e do padrão i n t e r n o eram muito 
próximos, e portanto a separação pouco correcta. 

mV 

4 8 12 16 

TEMPO (minutos) 

20 

FIG. 57 - Cromatograma da pro
gesterona por separação em 
Cromatografia de Fase Gasosa 
(GLC), obtida com a coluna 0V-
-17 a 3°/oo 

mV 

* a 12 is 

TEMPO (minuto») 

20 4 8 12 16 

TEMPO (minutos) 

20 

FIG. 58 - Cromatogramas ob t i dos em GLC da f racção de p roges te rona 
recolhida em HPLC de Mytilue, machos e fêmeas, da colheita de 11.07.83 
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Para a fracção referente à testosterona já foi usado o método do 
padrão interno, figuras 59 e 60. Contudo, a difícil identificação do 
pico impediu a sua quantificação. 

mV 

- i — i — i — r -
12 16 20 

— I — 
24 26 

TEMPO (minutos) 

FIG. 59 - Cromatograma dos de-
rivados_ TMS da testosterona e 
do padrão interno por separação 
em GLC com a coluna SP-210Û a 
3 /oo. T-testosterona; IS-pa-
drão interno 

mV 

I r 1 1 1 1— 
12 16 20 

TEMPO (minutos) 

24 26 

FIG. 60 - Cromatograma obtido 
em GLC, após sililação da frac
ção recolhida em HPLC, referen
te à testosterona dos machos da 
colheita de 22.08.83. T-testos
terona; IS-padrão interno 

Os níveis de progesterona foram calculados em ng/g de peso fresco 
e estão representados no quadro k. 

Embora nao sejam perfeitamente coincidentes, os gráficos referen
tes à separação e quantificação da progesterona por GLC e HPLC (Fig. 6l 
e 62) mostram no entanto o mesmo sentido nas variações. 

Os níveis encontrados de progesterona apresentam dois máximos, um 
em Julho e outro em Outubro. 0 máximo de Julho é mais evidente nas 
fêmeas que nos machos na quantificação em HPLC, mas, quer num método 
quer no outro, os valores doseadcs nas amostras correspondentes às 
fêmeas foram ligeiramente superiores aos detectados para os machos. 
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QUADRO 4 - Níveis de progesterona das amostras de Mytilus, machos e 
fêmeas, expressos em ng/g peso fresco 

Data 
das 

colheitas 

PROGESTERONA 
(ng/g peso fresco) (GLC) 

PROGESTERONA 
(ng/g peso fresco) 

(HPLC) 

14.12.82 
4 .01 .83 

2 5 . 0 1 . 
17 .02 . 
2 8 . 0 3 . 

9 . 0 5 . 
3 0 . 0 5 . 
29 .06 . 
11 .07 . 

1 .08. 
22 .08 . 
20 .09 . 
18 .10 . 

8 . 1 1 . 

10,14 6,39 

10,82 9,45 
7,00 7,31 
3,96 6,81 
6,36 7,56 
4,05 7,36 
9,08 23,79 

20,52 37,90 
30,42 42,83 

3,80 8,48 
9,05 4,20 
4,19 NI 

24,78 26,76 
5,30 7,52 

22,91 14,14 

8,92 14,03 
9,82 28,95 

10,43 19,85 
ND 8,54 

11,98 12,26 
7,10 NI 

23,29 22,61 
14,56 19,43 

NI - não injectada 
ND - não detectada 

ng/g peso fresco 

30 

20 

ò 

10 
IT ' \ j 

PIG. 61 - Níveis de progesterona nas amostras de Mytilus, machos e fêmeas, medidos por GLC ao longo do ciclo _reprodutivo anual. Os níveis são expressos em ng/g peso fresco 

FIG. 62 - Níveis de progesterona nas amostras de Mytitu8, machos e fêmeas, medidos por HPLC em alguns meses do ciclo reprodutivo anual. Os níveis são expressos em ng/g peso fresco 
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Comparando agora estes níveis de progesterona com os valores 
achados para os índices de maturação da gónada (Fig. 8), verifica-se 
que os valores mínimos encontrados no mês de Agosto, para os machos e 
fêmeas, correspondem ao valor mais baixo do índice de maturação da 
gónada, e o máximo de Outubro a um valor máximo do índice de maturação. 
Quanto ao máximo encontrado para o mês de Junho, correspondeu a um 
período em que o índice de maturação se manteve bastante constante, e 
em que fases de postura parcial alternavam com fases de redesenvolvi-
mento muito rápido. 

Os níveis de estradiol e estrona apresentados (em ng/g peso 
fresco), correspondendo em alguns casos a uma fracção eventualmente não 
pura, são os valores calculados por HPLC (Quadro 5). 

QUADRO 5 - Níveis de^estradiol e estrona nas amostras de Mytilus, machos e fêmeas, expressos em ng/g peso fresco 

ESTRADIOL ESTRONA 
Data 

(ng/g peso fresco) (ng/g peso fresco) das 
colheitas <f ? <r ? 

14.12.82 0,021 0,023 0,048 0,045 
4.01.83 ND ND ND 3,08 

24.01. 2,50 2,50 ND ND 
17.02. 0,038 0,053 0,055 0,085 
28.03. ND 3,62 ND ND 
9.05. 13,81 15,30 2,41 4,15 

30.05. vst vst 2,36 1,85 
29.06. ND ND ND ND 
11.07. 1,56 vst ND ND 
1.08. ND ND ND ND 

22.08. 1,81 1,08 6,39 4,41 
20.09. 1,16 - ND -
18.10. vst 1,37 2,16 ND 
8.11. 7,37 12,25 2,61 4,38 

ND - não detectada vst - vestígios 
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Pelos gráficos das figuras 63 e 6k, que representam a variação nos 
valores obtidos para estes dois esteróides ao longo do ciclo reproduti
vo, podemos verificar, em comparação com os gráficos obtidos para a 
progesterona, uma relação inversa na variação dos valores. Assim, ao 
mínimo da progesterona encontrado no mês de Maio corresponderam valores 
máximos para o estradiol e estrona doseados nos machos e fêmeas. Aos 
valores máximos de progesterona de Junho e Outubro corresponderam 
valores muito baixos, e mesmo não detectáveis, de estradiol e estrona. 

ng/O Dfl ío (rasco 

20 

A S O N 

FIG. 63 - Níveis de estradiol 
nas amostras de Mytilus, machos 
e fêmeas, medidos por HPLC, ao 
longo do_ciclo reprodutivo. Os 
níveis são expressos em ng/g 
peso fresco 

ng/Q p«ao Ifiico 

FIG. 64 - Níveis ,de estrona nas 
amostras de Mytilus, machos e 
fêmeas, medidos por HPLC, ao 
longo do_ciclo reprodutivo. Os 
níveis são expressos em ng/g 
peso fresco 

Para o estradiol e estrona não apresentaremos a quantificação por 
GLC, mas apenas uma indicação das quantidades relativas (Quadro 6), 
pelo facto do sistema utilizado não permitir para os níveis encontrados 
um rigor absoluto. Porém, comparando os quadros 5 e 6 verifica-se que 
existe uma concordância no sentido da variação encontrada. 

A partir dos níveis de progesterona e estrogenics (estradiol + 
+ estrona) obtidos nas amostras colhidas ao longo do ano (Quadros h e 
5) e da percentagem de animais em cada uma das fases avaliada nas 
amostras que nos serviram para calcular o índice de maturação da gónada 
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QUADRO 6 - Quantidades relativas em estradiol e estrona obtidas por Cromatografia de Fase Gasosa (GLC), a partir das fracções recolhidas por Cromatografia Líquida de Alta Pressão (HPLC), das amostras de Mytilus 

Data das colheitas ESTRADIOL ESTRONA 

14.12. 82 + ND 

4.01. 83 ND ++ 
25.01. + ND 
17.02. + ND 
28.03. + ND 
9.05. ++ ++ 

30.05. + ++ 
29.06. ND ND 
11.07. ++ ND 
1.08. ND ND 

22.08. ++ +++ 
20.09. +++ ND 
18.10 ++ + 
8.11. + +++ 

A ordem de grandeza dos valores é representada de + a +++ 
0 - 2 ng/g peso fresco + 2 - 5 " " ++ 
5 - 10 " " " +++ 

ND - não detectado(a) 

(Quadro 3), foi possível fazer um cálculo matemático dos níveis daque
las hormonas existentes nos animais em cada fase do ciclo. 

Para ohter este resultado considerámos para cada hormona um siste
ma de equações cujas incógnitas foram os níveis existentes em cada 
fase, afectadas de um índice correspondente à percentagem de animais 
nessa fase (Quadro 7). 
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QUADRO 7 - Percentagem de an imais em cada uma das fases do c i c l o 
reprodutivo e níveis de progesterona e de estrogénios em 
cada colhei ta 

Data 
FASES (X) HORMONAS 

das 

colheitas d^ d2 dj d^ B-j 82 Bj 0 

PROGESTERONA ESTROGÉNIOS 
(Estradiol + Estrone) 

(ng/g peso fresco) (ng/g peso fresco) 

IA.12.82 

A.01.83 
25.01. 
17.02. 
7.03. 

28.03. 
19.0A. 
9.05. 

30.05. 
29.06. 
11.07. 
1.08. 

22.08. 
20.09. 
18.10. 
8.11. 

16.7 66,7 - 16,7 

20,0 50,0 20,0 10,0 . . . 
5,9 Al,2 Al,2 5,9 5,9 
11.8 5,9 82,A -

5,6 22,2 27,8 - 5,6 16,7 22,2 
23.5 29,A 17,6 11,8 5.9 11,8 
17.6 29,A 29,A - 17,6 - 5,9 
15,8 10,5 36,8 - - 10.5 26,3 
6,3 18,8 37,5 - - 18,8 18,8 

13,3 A0,0 6,7 - 6,7 13,3 20,0 
23,5 11,8 11,8 - - 29,A 5,9 17,6 

6,3 - 12,5 12.5 6,3 62,5 
29,A 52,9 5,9 - 5,9 - 5,9 

5,6 83,3 11,1 
22,2 22,2 38,9 16,7 

13,3 20.0 26,6 20.0 13.3 6,7 

8,27 0,07 

10,IA 1,54 
7.16 2.50 
5,39 0,12 

6,96 1,61 

5,71 17,8A 
16.AA 2,11 
29,21 
36,63 0,78 
6,IA 
6,63 6,85 
A,10 1,16 
25,77 1,78 
6,Al 13,29 

Para cada hormona apenas usámos neste cálculo os valores co r r e s 
pondentes às amostras dos meses em que os níveis foram mais elevados, 
para ev i ta r os erros r e su l t an te s da imprecisão da medida u t i l i zada . 

Os r e s u l t a d o s o b t i d o s encont ram-se resumidos na f i gu ra 65; os 
in tervalos r e l a t ivos a cada fase sao proporcionais aos tempos de du
ração calculados. Este cálculo foi efectuado a p a r t i r das frequências 
r e l a t i v a s encontradas pela anál i se de todos os cortes h is to lógicos 
rea l izados , considerando-se o tempo r e l a t i vo proporcional à frequência 
r e l a t i v a . 
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A análise do gráfico obtido confirma as observações já efectuadas, 
ou seja, que os níveis mais elevados de estrogénios ocorrem nas primei
ras fases de desenvolvimento da gónada, enquanto que os níveis mais 
elevados de progesterona ocorrem nas primeiras fases da postura. E 
contudo importante verificar que na fase &2 (redesenvolvimento) ocorre 
também a existência de um pequeno pico de estrogénios simultaneamente 
com um nível elevado de progesterona. 

3 - RESULTADOS OBTIDOS SOS MANTOS DE Mytilus 

Os níveis de progesterona, testosterona e estradiol medidos por 
RIA nas gónadas de Mytilua machos e fêmeas, e referidos a g de peso 
fresco e a mg de proteína, estão representados nos quadros 8 e 9. 

Porque os valores encontrados nos machos e nas fêmeas apresentavam 
pouca diferença entre eles, decidimos, para facilitar a análise dos 
dados, representar graficamente a média dos valores dos dois sexos 
(Fig. 66 e 67). 
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QDADRO 8 - Níveis de progesterona, testosterona e estradiol nos mantos de Mytvlu8, macho e fêmea 

PROGESTERONA TESTOSTERONA ESTRADIOL 
Data 

(ng/g peso fresco) (pg/g peso fresco) (pg/g peso fresco) das 
colheitas a ? a ? a ç 

13.01.86 0,82 2,52 330 50 58,90 53,40 
25.02. 2,48 2,51 0 120 36,51 36,61 
25.03. - 2,21 140 320 50,61 78,45 
23.04. 2,27 2,75 390 50 40,75 24,91 
22.05. 1,34 1,59 110 2 500 23,63 26,32 
25.06. 0,89 2,96 150 170 3,04 3,65 
24.07. 4,38 3,25 40 80 2,55 4,50 
23.09. - 2,83 80 80 30,65 31,45 
2.12. 5,99 4,35 48 50 51,85 50,73 

QDADRO 9 - Níveis de progesterona e estradiol nos mantos de Mytilu.8, macho e fêmea 

PROGESTERONA ESTRADIOL 
Data 

(pg/mg proteína) (pg/mg proteína) das 
colheitas <f ? rf ? 

13.01.86 11,68 31,00 0,84 0,65 
25.02. 41,20 24,33 0,61 0,36 
25.03. - 31,94 0,69 1,13 
23.04. 19,27 30,39 0,35 0,28 
22.05. 19,23 17,77 0,34 0,29 
25.06. 11,96 44,59 0,04 0,06 
24.07. 48,83 35,64 0,03 0,05 
23.09. - 40,20 0,39 0,45 
2.12. 63,00 39,32 0,54 0,46 
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FIG. 66 - Níveis de progestero-
na nos mantos de Myvilus, ex
pressos em ng/g peso fresco 

FIG. 67 - Níveis de estradiol 
nos mantos de Mytilus, expres
sos em pg/g peso fresco 

Os valores da progesterona mostram um sentido de variação idêntico 
ao que tínhamos encontrado para o animal inteiro (Fig. 6l e 62). 0 
ligeiro desfazamento que encontrámos pode ser explicável pelo intervalo 
de três anos existente entre as duas amostras. Como já foi anteriormen
te descrito, a evolução do ciclo reprodutivo é influenciada por um 
certo número de factores ambientais e endógenos, que fazem com que as 
fases gametogénicas não apresentem obrigatoriamente o mesmo padrão 
todos os anos. 

Analisando agora os níveis de estradiol (Fig. 67) podemos observar 
valores mais elevados em Março, possivelmente devidos ao começo da 
actividade gametogénica, que, como tínhamos assinalado anteriormente, 
correspondiam às fases primárias de desenvolvimento (d-,, d2 e do). Foi 
possível estabelecer uma correlação negativa entre estes valores e os 
níveis da espessura dos mantos (Quadro 10). Estes resultados estão de 
acordo com o que havíamos posto em evidência para o animal inteiro 
(Fig. 65). 
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QUADRO 10 - Proteína e lípidos totais (mg/g peso fresco), índice da espessura do manto (peso fresco/área), nos mantos de 
Myv%lu8, macho e fêmea 

EnHACTO LIPIDI00 INDICE DA ESPESSURA 
(mg/g peso fresco) DO HMÍTO 

colhei Cas a t a » 

13.01.86 70,2 ± 1,6 81,3 ± 3,4 - - - -
24.02. 60,2 ± 1,1 101,1 i 2,1 7,77 22,52 0,129 0,180 
25.03. 73.0 ± 0,7 69,2 ± 0,6 11,86 12,01 0,078 0,061 
23.04. 117,8 i 19,4 90,5 í 2,4 8,44 17,85 0,100 0,074 
22.05. 69,7 ± 0,7 89,5 ± 1,5 6,81 14,98 0,108 0,089 
25.06. 74,4 t 1,8 66,4 ± 1,6 11,35 14,13 0,119 0,127 
24.07. 89,7 i 1,8 91,2 ± 1,9 12,80 17,87 0,105 0,162 
23.09. 78,4 ± 0,8 70,4 i 3,2 16,54 21,02 0,174 0,108 
2.12. 95,1 ± 0,0 110,6 ± 4,5 15,86 26,37 0,165 0,186 

Também nos mantos, tal como tínhamos encontrado para o animal 
inteiro, os níveis de progesterona foram sempre muito superiores aos 
encontrados para o estradiol. 

Os valores da testosterona nos mantos de Mytilus, tal como se pode 
ver no quadro 8, apresentam grandes oscilações entre os machos e as 
fêmeas, sendo difícil, tal como tinha acontecido para o animal inteiro, 
tirar qualquer conclusão, a não ser a certeza da sua presença. 

Outros parâmetros medidos na gónada foram as concentrações de 
proteína, de lípidos totais e o índice da espessura do manto, represen
tados no quadro 10. 

0 teor de lípidos totais relacionados com o peso fresco (Fig. 68), 
apresentam variações cíclicas mais discretas do que as obtidas no 
animal inteiro (Fig. 5), mas apresentando também um máximo em Fevereiro 
e o outro no Verão. 

Data PROTEÍNA 
(mg/g peso fresco) 

das 
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FIG. 68  Var iações 
sazona is no t e o r de 
l íp idos t o t a i s (mg/g 
peso f resco) e p r o 
t e i n a s (mg/g p e s o 
f r e s c o ) , nos mantos 
de Myttlus 

Quanto aos valores encontrados para as prote ínas , não temos termo 
de comparação com os valores do animal i n t e i r o , mas podemos as s ina l a r 
que a t é à p o s t u r a de Verão ( f i n s de Junho) e l e s seguem de p e r t o as 
variações dos l í p idos t o t a i s ; no entanto, a p a r t i r de Julho (época de 
recuperação da gónada) notase uma inversão nos valores destes dois 
parâmetros, mostrando que os mesmos intervêm nas fases de desenvolvi

mento da gónada. 

0 índice da espessura dos mantos mostrou uma cer ta homogeneidade 
ent re os valores do fim do Inverno e Primavera, apresentando »mft subida 
"brusca (cerca de 50Í) no começo do Verão, coincidente com o aumento nos 
t eores de l íp idos t o t a i s e prote ínas . 

Prota tnas 
L iD idos T o t a i i 

t * ■ - < - ■ 
JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET 
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DISCUSSÃO 

Os ciclos gametogénicos sazonais sao um fenómeno bem estudado em 
muitos invertebrados marinhos. Cada espécie apresenta uma variedade de 
adaptações genéticas e nao genéticas que coordenam estes acontecimentos 
reprodutivos com o meio ambiente, com vista a atingir-se um máximo 
sucesso reprodutivo. 

Embora es ciclos reprodutivos de numerosas espécies bivalves te
nham sido largamente estudados por Geese (1959), Seed (1975) e Sastry 
(1979), entre outros, só parcialmente se conhecem as interacções com
plexas entre alguns dos factores exógenos - como a disponibilidade de 
alimentos, a temperatura, a salinidade -, e os factores endógenos -
como as reservas, o ciclo hormonal, o genotipo -, variáveis que deter
minam a iniciação e duração da gametogénese e emissão dos gâmetas. 

Os mexilhões das amostras colhidas ao longo dos anos de 1982 e 
1983 na Ria de Aveiro, mostraram um ciclo gametogénico característico 
dos mitilídeos que vivem em ambientes onde os invernos são suaves e os 
verões quentes. As variações que detectámos relacionaram-se não só com 
o número e desenvolvimento das células germinativas, mas também com o 
ciclo de armazenamento de reservas no tecido conjuntivo interfolicular. 
Assim, o volume do manto ocupado pelas células adipogranulares (AG) e 
vesiculares do tecido conjuntivo (VTC) aumentou ao longo do Verão, 
seguindo-se um declínio nos meses de Inverno, quando ocorreu o desen
volvimento dos gâmetas. Na Primavera, com o aparecimento das posturas 
parciais, deu-se um novo período de desenvolvimento destas células, 
culminando com uma nova emissão de gâmetas em Julho e Agosto. Facto 
idêntico foi descrito por Lowe et ai. (1982) para duas populações da 
costa da Grã-Bretanha. Segundo estes autores, a frequência e sazonali
dade do ciclo reprodutivo estava dependente da distribuição geográfica. 
Assim, a população que habitava a região norte apresentava uma única 
época de emissão de gâmetas na Primavera, enquanto que os animais 
localizados mais a sul, num clima mais temperado, tinham duas épocas de 
postura - Primavera e fins do Verão. Ainda durante o período inactivo 
ou neutro da reprodução o volume ocupado pelos gâmetas era zero e o 
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volume das células AG de 50-60%. Com o começo da gametogénese os folí
culos aumentavam em tamanho e o volume das células AG diminuía na razão 
inversa do desenvolvimento dos gâmetas. Imediatamente antes da postura 
os gâmetas em desenvolvimento atingiam 70 a 80% da fracção total e as 
células AG o valor mínimo. 

A relação da temperatura com a gametogénese foi posta em evidência 
por um trabalho de Kennedy (1979), em Mytilus edulis e Aulacomya 
maoriana da costa da Nova Zelândia {h3° 35' S, 3 72° ^7' E), estabele
cendo uma relação entre a maturação dos gâmetas e a diminuição da 
temperatura das águas no Outono e Inverno. Comparando os nossos resul
tados com os deste autor, verificamos que existe uma grande semelhança 
na sequência das fases da gametogénese, com seis meses de diferença. 

Se compararmos os valores das temperaturas da água (Fig. l) com os 
índices médios de maturação (Fig. 8) verificamos que foi a temperaturas 
mais baixas que o índice atingiu c seu ponto mais elevado no Inverno, e 
que a subida da temperatura na Primavera deu início a uma época de 
emissão de gâmetas para ambos os sexos, no princípio de Março, com o 
seu máximo de emissão em Julho e Agosto, quando também foram medidos os 
máximos para a temperatura da água. 

Hrs-Brenko (l°7l), num estudo efectuado no Mar Adriático, em 
Mytilu8 galloprovinoialis, verificou também que a temperatura influen
ciava a emissão dos gâmetas, acelerando-a ou retardando-a, bem como a 
restauração e maturação das gónadas. 

As épocas de reprodução de Mytilus edulis da costa atlântica foram 
publicadas por vários autores. De entre eles, Seed (1975) descreveu 
posturas repetidas em Mytilus edulis e Mytilus galloprovinvialis da 
costa da Irlanda entre o princípio da Primavera até ao fim do Verão. 0 
redesenvolvimento da gónada dava-se em Outubro-Novembro e a gametogé
nese ocorria durante o Inverno, até atingir o máximo de maturação em 
Fevereiro-Março. Durante os meses da Primavera a postura parcial pros
seguia, aparecendo alguns animais com os folículos completamente va
zios. Este período era seguido de um período de gametogénese rápida, 
tendo as gónadas atingido novamente o seu máximo de maturação em Junho-
-Julho. Durante Julho-Setembro, por vezes mais cedo, dava-se novo 
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período de emissão de gâmetas, de maneira a que os folículos ficavam 
vazios de oócitos e espermatozóides. A partir de Setembro e Outubro o 
tecido conjuntivo aparecia progressivamente mais abundante e com maior 
número de células de reserva. Esta sequência é em tudo idêntica à que 
encontrámos, apenas desfazada em cerca de um mês. 

A salinidade é também um factor a considerar e que, segundo Bayne 
(1965), influenciava principalmente a percentagem de fertilização e 
sobrevivência das larvas. Os valores medidos para a salinidade (Fig. 2) 
mostram que as épocas de emissão de gâmetas da Primavera e Verão ocor
reram sempre que a salinidade era mais elevada (acima de 30 °/oo). 

Outro factor que condiciona o x^ocesso de maturação sexual é, como 
vimos, a quantidade de alimentos existente nas águas. Kautsky (1982), 
num estudo efectuado em Mytilus no Mar Báltico, associava a maturação 
rápida da gónada, e o concomitante aumento de peso dos animais, com o 
aparecimento do fitoplâncton na Primavera. 

Na figura h verificamos que para as nossas amostras o peso dos 
animais, e sobretudo o peso seco, apresentou um aumento significativo 
no Verão logo a seguir à postura, relacionada também com a quantidade 
de fitoplâncton presente, permitindo um crescimento e acumulação de 
reservas nutrientes. 

Segundo Gabbot e Bayne (1973) havia uma marcada mudança sazonal 
na utilização dos hidratos de carbono como principal reserva energética 
no Verão e a utilização da proteína como principal reserva no Inverno. 

0 glicogénio aumenta rapidamente durante o Verão. Para Kluytmans 
et ai. (1985) os hidratos de carbono eram os compostos químicos mais 
importantes na fermentação anaeróbica, chegando o Mytilus edulis a 
armazená-los para cima de 50$ do seu peso seco, o que não acontece em 
relação aos lípides. Este facto pode levar a subestimar o papel fisio
lógico destes últimos compostos, se tivermos em conta as pequenas 
quantidades em que se encontram no animal. 

A figura 6 apresenta a variação sazonal no conteúdo dos lípidos 
totais das amostras analisadas. Podemos verificar que o aumento signi
ficativo do teor lipídico se dá no Inverno, atingindo um patamar na 
Primavera, e com uma subida menor no Verão, logo após a emissão dos 
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gâmetas. As fêmeas apresentaram sempre um teor mais elevado em lípidos, 
o que pode ser explicado por as suas células germinativas serem locais 
onde se dá a acumulação de gordura. Os valores que obtivemos para os 
lípidos totais, quadros l e ? , mantiveram-se perto dos 10/5 do peso 
seco. Segundo Dare e Edwards (3975), Pieters et ai. (i960) e Joseph 
(3982), só 10$ dos lípidos totais (cerca de 1% do peso seco) teriam uma 
função estrutural, enquanto os restantes serviriam de produto de 
reserva. 

Verificámos que após o stress do Inverno, quando os animais recu
peravam da escassez de alimentos, e com uma quantidade razoável de 
fitoplâncton, poucos lípidos foram acumulados, não obstante se saber 
que as algas, que contribuem para a maior parte da dieta, serem consi
deravelmente ricas em lípidos. Aparentemente estes lípidos da dieta 
foram metabolizados, favorecendo uma gametogénese rápida, enquanto o 
glicogénio e as proteínas eram armazenados. Para Kluytmans et ai. 
(1985) nos estados finais da gametogénese haveria uma subida nos lípi
dos neutros no manto, sem a consequente descida nos outros tecidos, o 
que seria indicativo de que se daria uma síntese de novo dos ácidos 
gordos. Efectivamente, aquele autor verificou um aumento na actividade 
da acetil-CoA carboxilase e da sintetase dos ácidos gordos no manto 
das fêmeas, mas não no dos machos, de Mytilus, no período que antecedia 
a postura. 

Ballantyne (198^) observou que os lípidos na forma de acilcarniti-
nas constituíam o substrato preferencial para as mitocôndrias do hepa-
topâncreas de Mytilus, incapazes de oxidar o piruvato, a-glicero-
fosfato, fumarato e oxaloacetato. 

0 "timing" e a duração do ciclo reprodutivo de Mytilus referentes 
â activação da gónada, crescimento, gametogénese, emissão de gâmetas e 
subsequente regressão da gónada, eram controlados pela interacção de 
factores ambientais, e ainda por factores endógenos controlados pelo 
próprio animal (Lubet, 1959). 

No capítulo anterior descrevemos a presença de alguns esteróides 
nas amostras de Mytilus. Além da progesterona, androstenediona, testos-
terona, estradiol e estrona, detectámos ainda outros compostos resul-
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tantes de metabolismo destes esteróides, como a androsterona, androsta-
nediol e a diidrotestosterona, entre outros. A hipótese levantada de 
uma possível variação nos níveis de alguns destes esteróides ao longo 
do cjclo reprodutivo foi desenvolvida e conduziu-nos a resultados que 
procuraremos relacionar com a época do ano, ou melhor, com a fase de 
maturação. 

Verificámos que depois de um grau de desenvolvimento máximo (Fig. 
8), fase djj, atingido para ambos os sexos no mês de Fevereiro, se 
seguiu uma emissão parcial de gâmetas com começo em Março e com a 
consequente recuperação da gónada, sem no entanto se atingir a matu
ração verificada no Inverno. Em Maio e Junho a maioria dos animais 
apresentava a fase de desenvolvimento do. Seguiu-se a postura de Verão, 
encontrando-se no princípio do mês de Agosto cerca de 80% das fêmeas 
com os folículos do manto vazios de gâmetas. Surgiu depois uma fase 
rápida de multiplicação das células germinativas, com o aparecimento de 
novos gâmetas, atingindo um máximo de desenvolvimento nos meses de 
Setembro e Outubro. 

Analisando os gráficos correspondentes aos níveis de progesterona 
medidos ao longo do ano (Fig. 6l e Fig. 62) notamos que os máximos 
aparecem em períodos de desenvolvimento mais intenso. Foi no período 
imediatamente antes da emissão de gâmetas do Verão que se verificou o 
pico mais elevado de progesterona, com um valor ligeiramente mais alto 
nas fêmeas do que nos machos. A seguir a nova fase de postura os níveis 
voltaram a subir, dando a ideia de que os máximos de progesterona 
correspondem a fases de maior actividade gametogénica. 

Os níveis de estradiol (Fig. 63) mostram dois valores máximos, um 
em Maio e o outro em Novembro, quer para os machos quer para as fêmeas, 
correspondendo o primeiro a uma fase de desenvolvimento e o outro ao 
termo do período de desenvolvimento máximo no Outono. 

Para a estrona (Fig. 6k) o padrão é idêntico ao da distribuição 
dos valores do estradiol, apresentando contudo um terceiro pico logo a 
seguir à emissão de gâmetas de Verão, e coincidente com uma época em 
que cerca de 50% dos machos e fêmeas observados se encontravam no 
estado de desenvolvimento dg. 

102 



Quando pretendemos analisar os nossos resultados, comparando-os 
com outros já publicados e referentes também a invertebrados marinhos, 
somos levados a fa?,ê-lo com o equinoderme Asteria.8 ruhens, a. espécie 
onde o estudo da biossíntese de esteróides tem sido feita de uma forma 
mais completa. 

Dieleman e Schoenmakers (3979) e Schoenmakers e Dieleman (1981), 
usando o radioimunoensaio, mediram os níveis de progesterona e estrona. 
nos ovários e ceco pilórico nas fêmeas desta espécie. 

Segundo estes autores os níveis de progesterona encontrados nos 
ovários eram elevados na fase 1 (desenvolvimento primário), decresciam 
durante a fase 2, e i<ermaneciam baixos nas fases 3 e k. No ceco piló
rico os níveis de progesterona eram altos nas fases 1 e 2, baixos na 3 
e aumentavam para níveis mais altos durante a fase h, antes da postura. 
As variações dos níveis de progesterona e a xjresença de células com as 
características das células produtoras de esteróides nos ovários, e es 
dados bioquímicos obtidos, sugeriam que a progesterona teria uma função 
específica no crescimento dos oócitos e seria preferencialmente sinte
tizada no ceco pilórico. Para a estrona os níveis encontrados nos 
ovários eram baixos, mas aumentavam no fim da fase 1 (começo da vitelo-
génese). No ceco pilórico, contudo, os níveis de estrona permaneciam 
baixos através de todo o ciclo reprodutivo. 

Estabeleceram também que o máximo encontrado para a estrona nos 
ovários precedia o máximo de proteína, permitindo pôr a hipótese de que 
os estrogénios estariam relacionados com a biossíntese de proteínas e 
possivelmente com a sua incorporação nos oócitos. Voogt e Dieleman 
(198^) estabeleceram o mesmo padrão de distribuição da progesterona e 
da estrona nas gónadas e ceco pilórico de especímenes machos de 
Asterias rubens. 

Reforçando esta hipótese do envolvimento dos estrogénios na sín
tese das proteínas na gónada, Van der Pias et ai. (1982) verificaram 
também que o tratamento in vitro com lTg-estradiol resultava num aumen
to significativo dos níveis de RNA. 

Schoenmakers et ai. (1981), em estudos in vivo e após uma injecção 
diária de 17f3-estradiol por um período de l6 dias, constataram que se 
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dava um aumento no índice de maturação sexual dos animais, quando 
conrnarados com es animais controlo. Estudos bioquímicos dos ovários e 
ceco pilórico de Asterias rubene permitiram pôr a hipótese da presença 
de substâncias idênticas à vitelogenina, que seriam sintetizadas no 
ceco pilórico e transportadas para os ovários. 

Do exposto até aqui verificamos que a estrela-do-mar oferece 
melhores condições de estudo que o Mytilus, nao só por ser um inverte
brado mais avançado na escala filogenética que este, e portanto com um 
grau de diferenciação maior, mas também por ser um animal de maiores 
dimensões. Os orgaos reprodutores (ovário e testículo) e o ceco piló-
rico estão localizados em cada um dos braços do animal. Proporcional
mente ao peso do corpo, para um espécimen de 250 g, os ovários pesam 
aproximadamente 50 g (20$) e o ceco pilórico 30 g (12$). Deste modo os 
estudos sao feitos animal a animal. 

Passaremos agora a analisar os resultados obtidos nos mantos 
isolados de Mytilus. Em primeiro lugar queremos salientar que o método 
de radioimunoensaio usando o ->I para o doseamento dos esteróides 
mostrou ser altamente específico, com reacções cruzadas pouco signifi
cativas (ver Materiais e Métodos), não necessitando nem de purificações 
prévias, como acontece nos métodos cromatográficos, nem da utilização 
de quantidades de material biológico tão elevadas como as usadas quando 
trabalhámos com o animal inteiro. 

Os níveis que medimos para a progesterona, sendo consideravelmente 
mais elevados do que os encontrados para o estradiol, levam a supor que 
esta hormona será também, neste animal, um precursor natural e directo 
I&ra a síntese de outros esteróides. 

0 máximo de estradiol foi encontrado nos meses de maior actividade 
gametogénica, fins do Inverno e Primavera, época de fases de postura 
parcial logo seguida de fases de redesenvolvimento, o que vem confirmar 
a observação feita anteriormente de que os níveis mais elevados de 
estrogénios ocorriam nas primeiras fases de desenvolvimento da gónada. 

Comparando a distribuição dos valores da progesterona e do estra
diol nos mantos ao longo dos meses, podemos verificar uma inversão 
destes, e ainda que os mínimos de progesterona correspondem a fases de 
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posttira, a l i á s de acordo com os índices de espessura mais baixos. 

Para f inal izar nao queremos deixar de ass inalar que, ao t rabalhar
mos com os mantos isolados, deixámos de parte os esteróides que existem 
no orgao regulador do metabolismo deste animal, o nepatopâncréas, o 
qual, estamos convencidos, contém quantidades s ignif icat ivas de proges-
t e r o n a , b a s t a n t e mais do que de e s t r a d i o l , como a l i á s acontece em 
Aster'ias ruhens. 
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CAPITULO III 



INTRODUÇÃO 

O envolvimento do sistema nervoso endócrino nos processos osmorre-
guladores é, de um modo geral, assumido. Estudos fisiológicos detalha
dos relacionados com a regulação do conteúdo de água. e de iões foram 
conduzidos em algumas espécies de moluscos. Nestes animais a extirpação 
de certos gânglios do sistema nervoso central (S.N.C.) provocava uma 
tumefacçao do corpo, enquanto a reimplantação ou a injecção de homoge
neizados desses gânglios resultava num decréscimo do peso do corpo, 
sendo estas variações dependentes de um factor diurético existente 
nesses gânglios (Nagabhushanam, 196k). 

0 caracol de água doce, Lymnaea stagnalie, foi o molusco mais 
estudado neste campo, possivelmente pelo conhecimento detalhado das 
estruturas do seu sistema nervoso. Joosse (196*0 e Wendelaar Bonga 
(1970) debruçaram-se sobre os aspectos histoquímicos e ultra-estrutu-
rais do sistema nervoso desta espécie, a que se seguiram os estudos 
relacionados com a fisiologia da osmorregulação (p.e. Van Aardt, 1968). 
Chaisemartin (1968) estabeleceu que os gânglios pleurais controlavam o 
débito urinário, enquanto que os gânglios parietais libertavam um 
factor hormonal que controlava os movimentos do sódio a nível do tegu
mento, em Lymnaea stagnalie. 

Neste molusco os gânglios pleurais, viscerais e pedálicos contêm 
um grupo de células fucsinófilas que coram de verde escuro com o azul 
Alcian/amarelo Alcian (dark green cells - DGC), e que estão envolvidas 
no processo de osmorregulação (Wendelaar Bonga, 1971). As DGC possuem 
terminações nervosas que se estendem até ao manto, pé e pele (Svindale 
e Benjamim, 1976). Devido à distribuição das terminações axónicas, 
estes autores sugeriram que a regulação osmótica poderia ser feita pelo 
ajustamento da permeabilidade do tegumento e pelo transporte activo dos 
iões, mais do que pela regulação da diurese, embora estes sejam meca
nismos complementares. Entendiam ainda que a neurossecreção periférica 
poderia controlar o transporte activo de iões no manto bem como a 
secreção da glândula do muco, que desempenhariam também uma acção na 
osmorregulação. 
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Os moluscos de água doce, como a L. stagnalis, mantêm um elevado 
gradiente osmótico entre o sangue e o meio ambiente. Este gradiente 
provoca um fluxo de água para o interior do animal, e uma difusão de 
solutos em sentido contrário. 0 mecanismo para a manutenção de um 
estado de equilíbrio envolve geralmente a produção de grandes quanti
dades de urina hipotónica e um transporte activo de iões (Van Aardt, 
1968). 

Wendelaar Bonga (1971b e 1972) focou os seus estudos nas células 
existentes em ambos os gânglios pleurais, as DGC, e constatou que estas 
células eram activadas quando o animal era colocado em água desioniza-
da, dando-se um aumento significativo na extensão do retículo endoplas-
mático granular e na actividade do complexo de Golgi. A exposição a uma 
solução salina (NaCl 0,1 M) suprimiria o processo secretor, provocando 
uma regressão citoplasmática geral. Um outro tipo de células neurosse-
cretoras, as células amarelas (yellow cells - YC), localizadas nos 
gânglios parietais e viscerais, estariam envolvidas nos mecanismos de 
transporte de iões localizados nas membranas do corpo e ureter. 

Embora hipotónica em relação ao sangue, a urina dos animais de 
água doce é altamente hipertónica em relação ao meio, sendo nesta 
situação a perda de iões um problema importante. Em L. stagnalis as 
perdas são compensadas pelo transporte activo de iÕes, possivelmente 
pelo tegumento (Greenavay, 1970, 1971), pelo ureter (Van Aardt, 1968) e 
até pelo tubo gastrintestinal. A ocorrência de mecanismos de transporte 
de Ha e Cl está largamente espalhada nos animais de água doce 
(Kirschner, 1970) e em L. stagnalis; além destes mecanismos haveria, 
segundo Greenavay (1971), um mecanismo de transporte independente para 
o Ca2+. 

Também em duas espécies de caracóis pulmonados, Helisoma duvyi e 
H. trivolvis, Khan e Saleudin (1978) estabeleceram a relação entre a 
neurossecreção das células do SNC e a regulação osmótica. Submetendo os 
animais a variações osmóticas entre 0,5 e 200 m0sm/l (osmolaridade 
normal da hemolinfa 115 m0sm/l), detectaram nos gânglios parietais dois 
tipos de células 1 e 2, com características de coloração fucsina-
-paraldeído positivas (FPA), que segregavam um factor envolvido na 
diurese, e as células do tipo 3, FPA negativas, localizadas nos gân-
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glios viscerais responsáveis pela segregação de um factor antidiuréti-
co. Mas a actividade das células neurossecretoras (CNS) parece manter 
uma relação estreita com a actividade reprodutora destes animais. Lubet 
(1956) verificou que nos bivalves a emissão dos gâmetas estava depen
dente de factores externos e internos. 0 período de eficácia máxima dos 
estímulos externos correspondia a um período de evacuação dos produtos 
de neurossecreçao das CNS dos gânglios cerebróides e viscerais. A 
acumulação do produto de secreção era máximo no momento da maturação 
gametogénica. Varaksin (1978) descreveu inclusões Gomori positivas (de 
cor amarelo dourado) nos gânglios cerebropleurais, viscerais e pedáli-
cos de dois bivalves. Verificou este autor que as células que continham 
o material Gomori positivo não apresentavam a mesma estrutura nem as 
mesmas propriedades de coloração ao longo do ano, o que lhe permitiu 
estabelecer uma correlação positiva entre a actividade secretora e a 
actividade sexual. A quantidade destas inclusões nos axónios antes da 
emissão dos gâmetas era bastante elevada. Embora os grânulos peptídicos 
nos invertebrados possam desempenhar uma função sináptica, seria contu
do difícil de aceitar tao elevada densidade de grânulos somente para o 
processo de mediação. Aparentemente eles desempenhariam uma função 
hormonal. 

Usando colorações sinalépticas, entre as quais a hematoxilina-
-chumbo e a fucsina paraldeído, Illanes-Bucher e Lubet (1980) puseram 
em evidência em Mytilus edulis, quatro tipos de células neurossecreto-
ras, aj, &2, a^ e a.^. Os gânglios cerebróides continham cerca de 75$ 
destas células, sendo as do tipo a-̂  as mais numerosas. A sua actividade 
no decurso do ciclo reprodutivo anual seguia de maneira significativa a 
evolução da gametogénese, precedendo o aparecimento das mitoses da 
gónada. Lubet e Mathieu (1982) estenderam este estudo a outros moluscos 
pelecípodes, como Cassostrea gigas e Ostvea edulis, e concluíram que o 
desenvolvimento da gametogénese durante o ciclo reprodutivo anual de
pendia da acção de factores neuroendocrines emitidos pelos gânglios 
cerebropleurais: um factor mitótico, um factor meiótico, um factor 
pré—vltelogénlco e um factor vitelogénico. 

Em Aplysia califovnica foram também identificados dois tipos de 
células neurossecretoras localizadas nos gânglios abdominais 
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(Kupfermann, D967) que segregavam uma substância estimuladora da liber
tação dos ovos. 

Mas para além da acção destes produtos de neurossecreçao na regu
lação osmótica e na reprodução, também a sua caracterização química foi 
levada a cabo por diversos autores. 

0 SNC e os orgaos periféricos enervados de Mytilus edulis, 
Anodonta cygnea e de outros invertebrados contêm as monoaminas: seroto-
nina (5~HT, 5-hidroxitriptamina), dopamina (DA) e norepinefrina (NE) 
(Stefano a Aiello, 3 975; Stefano et ai. 1976; Stefano e Catapane, 
1977a). 

Estes compostos desempenhavam funções de agentes neurotransmis-
sores, central e periféricos envolvidos em funções fisiológicas como a 
actividade ciliar, actividade adutora, actividade do músculo retractor 
do bissus e actividade cardíaca. Os neurónios do SNC dos moluscos 
contêm predominantemente 5_HT ou DA. 

Stefano et ai. (1976) após o tratamento de Mytilus edulis com 
drogas precursoras destas aminas, verificaram que a concentração de 5-

-HT parecia ser determinada em parte pela concentração de DA. Segundo 
Stefano e Aiello (1975) poderiam ocorrer nos moluscos variações sazo
nais no conteúdo destas aminas. Stefano e Catapane (1977) dosearam em 
Mytilus edulis os níveis da 5-HT, da DA e da NE ao longo do ano e 
verificaram existirem variações sazonais no conteúdo destas monoaminas 
do SNC, sendo os níveis altos no Verão e baixos no Inverno. Estes 
trabalhos, envolvendo o metabolismo das monoaminas previam que estas 
variações poderiam influenciar a sensibilidade dos organismos perante 
os agentes endógenos e exógenos, desempenhando um papel importante no 
padrão do comportamento destes animais. 

Tendo em vista a importância do sistema monoaminérgico na fisiolo
gia dos animais, e neste caso dos moluscos, e o facto dos ectotérmicos 
não manterem constante a temperatura do corpo, Stefano et ai. (1977) 
correlacionaram as variações de temperatura ambiente e o stress com o 
metabolismo das monoaminas em Mytilus e Anodonta, medindo as variações 
nas concentrações da 5-HT, DA e NE quando submetidos a variações de 
temperatura. Verificaram que o nível da 5~HT aumentava com a subida de 
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temperatura, enquanto o frio o diminuía. As catecolaminas mostravam uma 
variação cíclica para ambas as situações. 

Estes resultados mostraram que, tal como para os mamíferos, o 
metabolismo das monoaminas nos bivalves era alterado durante o processo 
de aclimatação da temperatura (Spafford e Pongelly, 1971). 

Após a administração de 5-HT em Mytilue, Stefano e Mello (1978) 
localizaram a distribuição desta amina nos tecidos, com o objectivo de 
definir quais as estruturas mais selectivas para a actuação da droga. 
Assim a injecção intracardíaca da amina provocava uma distribuição 
rápida da 5-HT pelos gânglios do SNC, enquanto a aplicação tópica num 
gânglio fazia com que a amina se localizasse essencialmente nessa 
estrutura. A presença de NE no SNC de Mytilus edulie foi posteriormente 
confirmada por Stefano e Catapane (1980) por métodos mais específicos, 
como o método radioenzimático e o espectrofluorométrico. Para Burrel e 
Stefano (1981) os gânglios viscerais estariam mais directamente envol
vidos nos reflexos motores, isto é, com a branquia e a regulação aduto
ra, enquanto os gânglios cerebrais estariam envolvidos na regulação e 
integração da actividade motora com outras actividades do organismo. 

Leung e Stefano (198*0 isolaram e identificaram um sistema encefa-
linérgico no gânglio pedálico de Mytilus edulis, similar ao encontrado 
nos organismos superiores. Para Stefano et ai. (1980) os níveis das 
encefalinas nestes animais estariam sujeitos a variações sazonais. 

As variações na concentração intracelular de cálcio provocam, se
gundo Meech (1972), alterações na permeabilidade das membranas. Em 
invertebrados, e mais concretamente em Mytilus edulis, Paparo (1980) 

2+ ~ 
examinou o papel do Ca na libertação dos neurotransmissores do SNC, 
estabelecendo para este ião um papel na regulação da libertação de NE e 
DA nas terminações pré-sinápticas do nervo. 

Nos gânglios cerebrais Joosse (1969) caracterizou a presença de 
três tipos distintos de células: as células verde claro (light green 
cells - LGC), as células caudodorsais (caudodorsal cells - CDC) e as 
células verde brilhante (bright green cells - BGC). Ligados aos gân
glios encontravam-se os corpos dorsais (dorsal bodies - DB), que manti
nham uma relação estreita com as LGC. Estes corpos produziam a hormona 
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ão corpo dorsal (DBH) com interferência na função reprodutora feminina 
(Geraerts e Algera, 1972 e Geraerts e Joosse, 1975). 

Experiências de extirpação e reimplantação dos gânglios e de 
cauterização de um determinado grupo de células, levaram Joosse e 
Geraerts (1969) e Geraerts 0975) a atribuir às LGC e DB um envolvimen
to no controlo do crescimento. A hormona do crescimento segregada pelas 
LGC tinha, segundo estes autores, um efejto directo sobre o crescimento 
de todos os tecidos do corpo e ainda um efejto indirecto na alimentação 
e reprodução. 

As LGC desempenhavam uma acção fundamental para a formação da 
concha. Estudos feitos em Lymnaea stagnalis por Dogteron et ai. (1979) 
provaram que estas células actuavam na periferia do manto estimulando a 
manutenção de uma concentração elevada de cálcio neste tecido, e ainda 
a deposição de cálcio na camada cristalina da concha. Dogteron e Van 
der Schors (1980), também em L. stagnalis, verificaram que após a 
remoção das LGC a concentração de bicarbonato na hemolinfa tinha uma 
descida de cerca de 20-30%, o que foi atribuído principalmente a uma 
diminuição da actividade metabólica. 

Em Helisoma certas células neurossecretoras dos gânglios viscerais 
têm sido implicados na regeneração da concha (Dillaman et ai., 1976). 

Para avaliar o papel de alguns esteróides na formação do exoesque-
leto do molusco aquático Bionphalaria glabrata, Whitehead (1971) injec
tou CaCLp através da concha, só e em associação com esteróides ou 
seus derivados (colesterol, estigmasterol, vitamina D, ecdisonas), e 
constatou que o composto que apresentava uma acção mais marcada em 
relação à deposição do cálcio era a ecdisterona. 

Whitehead e Saleudin (1978) seguiram também a incorporação de 
-'Ca na concha do molusco pulmonado Helix aspersa. Injectando o 

composto marcado no tentáculo óptico destes animais verificaram que 
este era progressivamente incorporado, quer na concha em regeneração 
quer na concha intacta. A ecdisterona diminuia a incorporação do 
radioisótopo na concha intacta, mas aumentava a sua fixação pela concha 
em regeneração. Concluindo, estes autores puseram a hipótese de que, 
quer o colesterol quer a ecdisterona, poderiam acelerar a regeneração 
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da concha, em Helix (com uma alimentação desprovida de esteróides), por 
imitarem a acção de um factor que estaria presente na concha lesada, em 
condições normais, factor esse que seria distinto da hormona do cresci
mento caracterizada em L. stagnalie (Geraerts, 3 976) e do factor que 
elevava os níveis de Ca na hemolinfa de Helix pomatia (Burton, 1977). 

E ainda sabido que os esteróides aumentam a permeabilidade dos 
tecidos por interacção com as membranas celulares (p.e. Szabo, 191 k). 

Estabelecendo as relações entre os diversos factores produzidos 
pelo sistema nervoso dos moluscos e a evolução do ciclo reprodutivo, 
conhecido o efeito de factores igualmente produzidos no sistema nervoso 
e os fenómenos de regulação da permeabilidade dos epitélios de revesti
mento destes animais (e dos mecanismos de transporte transmembranar), e 
verificada a acção de algumas hormonas esteróides sobre a reparação da 
concha em Iamelibranquios (o que implicará uma acção sobre os movimen
tos de cálcio), seria interessante estudar a correlação entre as va
riações cíclicas da permeabilidade dos epitélios ao longo do ano e a 
evolução do ciclo reprodutivo em Mytilus. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Neste capítulo apresentaremos os resultados de cinética isotópica 
para o sódio e o manitol, a fim de definir o estado dinâmico das trocas 
iónicas no manto. 

Os estudos da permeabilidade foram efectuados em mexilhões das 
colheitas feitas entre Dezembro de 1982 a Novembro de 1983. Foi estuda
do o transporte de sódio e manitol através do manto, da cavidade paleai 
para o líquido extrapaleal. 

Depois dos animais abertos, os dois mantos, cada um correspondendo 
a uma valva, foram separadas do resto do corpo. 0 manto representa um 
tecido de vital importância não só para a regulação iónica como para a 
reprodução deste animal. Como tal a sua constituição é bastante comple
xa, apresentando o aspecto de um folheto cuja espessura varia conforme 
a época do ano, e que é limitado nas duas extremidades por duas camadas 
unicelulares de células epiteliais; estas delimitam um tecido complexo 
que apresenta uma variação notável de três tipos de células: as células 
do tecido adipo granular, as células vesiculares e os gâmetas, cada um 
com uma ocorrência sazonal. Na parte intersticial circula a hemolinfa 
do animal. 

Só a parte central do manto foi utilizada para as medições de 
permeabilidade. 

A - ESTUDO CINÉTICO DOS MOVIMENTOS DE SÓDIO E MANITOL 

Cada fragmento do manto foi fixado entre duas câmaras, segundo um 
esquema clássico para o estudo in vitro do transporte de iões através 
dos espitélios. Cada uma das câmaras delimitada pelo tecido foi cheia 
com uma solução salina que permitiu manter o tecido vivo. Esta solução 
foi agitada e arejada de uma maneira contínua com carbogénio (95% de Oo 
e 5% de C02). 
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Como as espécies marinhas, nas quais se inclui o Mytilus, são 
isosmóticas em relação à água do mar, a composição iónica da hemolinfa 
difere pouco da do meio na qual vivem. Assim a solução salina usada foi 
a água salgada artificial cuja composição está descrita no quadro 1. 

QUADRO 1 - Composição da água salgada artificial (ASA) 

NaCl | CaCl2 | MgS04, 7H20 | MgCl2 

500 | 10 | 
I I 30 I 20 

KC1 

10 

Na2HP04, 2H20 

Valores expressos em mmoles/1. Foi adicionado 1 g de glucose por cada litro de água. 

A montagem dos mantos fez-se segundo o esquema de Ussing (Fig. l). 
0 volume das soluções nas duas 
câmaras foi de 3,5 ml. Nos 
fluxos unidireccionais a quan
tidade de sódio-22 adicionado à 
câmara correspondente à cavi
dade paleai foi de 3 uCi e a de 
D |l-li;C| manitol de 2 y Ci. As 
experiências foram efectuadas à 
temperatura ambiente. 

Fig. 1 - Esquema de Ussing. Montagem experimental utilizada para a medida dos fluxos radioactivos. O tecido (manto) separa as duas câmaras cheias de ASA e continuamente arejadas. 

O sódio-22 e o D |1-14C| Amersham. Inglaterra. manitol foram obtidos no Radiochemical Centre. 
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As alíquotas das soluções foram dissolvidas no líquido de Bray e a 
radioactividade medida num analisador de cintilação líquida PHILIPS PW 
5̂̂ -0 equipado com Padrão Externo para a correcção do "quench". 

Composição do Líquido de Bray: 

naftaleno 60 g; etilenoglicol 20 ml; metanol 100 ml; PPO k g; 
POPOP 0,2 g e dioxano até perfazer 1 000 ml. 

Apresentaremos em seguida algumas definições fundamentais para uma 
melhor compreensão dos movimentos dos iões através de membranas: 

0 termo compartimento, para além do seu sentido normal é definido 
como um conjunto de iões ou de moléculas, de uma determinada espécie, 
apresentando a mesma probabilidade de sofrer um dado acontecimento, por 
exemplo de deixar o compartimento ou de tomar parte numa reacção quí
mica. 

Um sistema de vários compartimentos atingirá o estado estacionário 
quando o número de iões ou moléculas que deixam os compartimentos for 
compensada a cada instante pelos movimentos em sentido contrário. 

Aos movimentos unidireccionais de iões chamamos fluxos. Um fluxo 
líquido será a diferença entre o que entra e o que sai de um dado 
compartimento. Pode ser positivo, negativo ou nulo. 

1 - MEDIDA DOS FLUXOS UNIDIRECCIONAIS 

Só os elementos enriquecidos com um dos isótopos estáveis, utili
zados como marcadores, permitem estudar as trocas iónicas. Se não 
existe "efeito isotópico" num sistema no estado estacionário, as 
transferências do elemento estável seguem as mesmas leis do elemento 
radioactivo. 

0 elemento do qual se quer estudar a cinética de transferência 
através do manto é marcado na solução salina de uma das câmaras por 
meio do seu radioisótopo. 0 aparecimento do radioelemento é seguido em 
função do tempo na segunda câmara. 
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A curva da figura 2 mostra a acumulação do radiosódio na câmara 
que corresponde ao liquido extrapaleal, tendo sido marcado no tempo 

22 zero com Na colocado na câmara correspondente à cavidade paleai. Este 
tipo de experiência permite uma estimativa da importância dos fluxos 
unidireccionals de sódio. 

Quanto à acumulação do manitol na câmara correspondente ao líquido 
extrapaleal, tendo também sido marcado no tempo zero com C-manitol 
colocado na câmara correspondente à cavidade paleai (Fig. 3), verifi-
ca-se que a linearidade da curva só é atingida a partir das 3h 30min, 
devido ao tempo de renovação do compartimento ser mais lento, sendo os 
cálculos feitos a partir destes valores da recta. 

c . f3 . m 

2 . OOO-

1 . soa. 

1 . ooo--

FIG. 2 - Curva cumulativa do aparecimento do sódio marcado na câmara correspondente à cavidade extrapaleal. Concentração de sódio no meio - 502 mEq/1 _ 
Superfície do manto - 1,54 cm 

FIG. 3 - Curva cumulativa do 
aparecimento do manitol marcado 
na câmara correspondente à ca
vidade extrapaleal. 
Concentração de manitol no meio 
- 10,4 umoles/1 0 Superfície do manto - 1,54 cm 
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Duas considerações se impõem ao observar estas curvas: 

- A primeira é a sua linearidade a partir de Ih (sódio) e 3h 30min 
(manitol) após o início da experiência. Com efeito, como foi 
assinalado, esta parte da curva corresponde ao início de uma 
função exponencial e pode ser assimilada a uma recta. 

- A segunda é que a recta extrapolada nao passa, exactamente pela 
origem dos eixos. Este fenómeno é geralmente devido à "carga" de 
um compartimento intermédio (istin, 196M que é, porém, de 
pequena amplitude nesta experiência. 

0 estudo matemático das trocas iónicas num sistema biológico tem 
sido objecto de vários estudos, podendo salientar-se entre outros os 
conduzidos por Motais e Maetz (196M e Coimbra (1972). 

As trocas entre os dois compartimentos são representadas por 
funções exponenciais simples. 0 começo da curva de aparecimento do 
radioelemento num compartimento pode ser então representada por uma 
recta. Durante este período de tempo o cálculo dos fluxos encontra-se 
consideravelmente simplificado se for possível aplicar as seguintes 
hipóteses : 

- Que o fluxo do elemento marcado que sai é desprezável em relação 
ao fluxo que entra no compartimento; o que acontece habitualmen
te. 

- Que o sistema possa ser tomado como um sistema no estado esta
cionário durante a experiência. 

0 fluxo entrando será, nas condições acima descritas, calculado 
pela aplicação da seguinte fórmula: 

AQ / At 
f e = 

R.A.E. 

AQ/At - v a r i a ç ã o por unidade de tempo da r a d i o a c t i v i d a d e no 
compartimento (2) 
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R.A.E.  radioactividade especifica do elemento estudado no 
compartimento (l) 

fe  fluxo do compartimento (l) para o compartimento (2) do ele
mento estudado. 

No entanto o tecido não representa sempre uma barreira simples. 
Ele comportase normalmente como um compartimento intermediário limita
do por duas barreiras que podem oporse ao movimento dos iões. 

Cada um dos epitélios representa uma barreira que separa os dois 
compartimentos (l e 3) (Fig. k). 

1 K 12 
2 

K
2 3 

3 

K 21 K
3 2 

X Y Z 

FIG. 4  Esquema teórico de um sistema de três compartimentos: 
1  cavidade paleai 
2  manto 
3  cavidade extrapaleal 

Os K ■ representam os coeficientes de t ransporte de um ião do 
compartimento i para o compartimento j 
X, Y e Z representam as quantidades do radioelemento presente 
em cada instante nos compartimentos 1, 2 e 3 

A montagem experimental já descr i ta pode ser comparada a um s i s t e 

ma a t r ê s compartimentos. 

A importância r e l a t i va deste compartimento intermediário pode ser 
calculada pela curva de aparecimento do elemento marcado na câmara. Com 
e f e i t o e s t a curva só se t o r n a l i n e a r depois de um c e r t o i n t e r v a l o , 
dependendo do tamanho do compartimento intermediário. Contudo, o tama

nho e as suas ca rac t e r í s t i ca s sao determinadas em melhores condições 
pelas experiências de descarga. 
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2 - MEDIDA DOS FLUXOS DE DESCARGA ("WASH-OUT") 

E igualmente possível marcar o compartimento intermediário por um 
contacto prévio e prolongado do manto com o indicador radioactivo. 0 
aparecimento do radioelemento nos compartimentos 1 e 3 é assim seguido 
em função do tempo. Experimentalmente esta descarga foi realizada por 
uma renovação contínua das soluções que se encontravam em contacto com 
as duas faces externas do manto, por outras soluções frias. 

As três equações que representam as trocas de um tal sistema de 
três compartimentos em série (Fig. k) são: 

dx 
= K21y ~ K12x 

dt 

dy 
= K12x - K21y - K23y + K^z 

dt 

dz 
= K23 y " K32 z 

dt 

Cada uma destas equações representa a diferença entre a quantidade 
do elemento radioactivo que entra e a que sai de cada compartimento. 

0 manto foi montado numa câmara de Ussing, de acordo com a figura 
1, tal como para a medição dos fluxos unidireccionais. A solução 
radioactiva foi introduzida nas duas câmaras na concentração de 
16,5 yCi (para o ^5Ca), de 1,5 pCi (para o 1^C-manitol) ou de 1,87 yCi 
(para o Na) . Após um período de incubação suficientemente longo o 
elemento contido no tecido, e do qual se queria estudar as trocas, 
encontrava-se marcado. As soluções foram então substituídas nas duas 
câmaras no tempo zero por soluções de composição idêntica, mas sem 
marcador radioactivo. Estas soluções foram renovadas de maneira contí
nua e com um débito suficiente. Isto permitia comparar as duas câmaras 
a um compartimento de tamanho infinito. Com esta condição experimental, 
os fluxos de retorno radioactivo para o tecido eram desprezáveis. 
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A radioactividade que aparece em cada uma das câmaras é então 
seguida em função do tempo. A evolução desta curva de radioactividade 
pelo tecido fornece numerosas informações sobre o estado dinâmico do 
elemento estudado no tecido. 

Portanto, a equação que traduz as variações da quantidade de 
marcador presente em função do tempo no compartimento (2) ficará redu
zida a: 

d y 

= " <K2 1
 + K23> y 

d t 

que representa a totalidade do elemento que sai do compartimento por 
unidade de tempo. 

A equação (2) dá: 

(K~-| + K~-.) t Y = Y0 e " <*21 + *23' * (3) 

Podemos, a partir desta equação, calcular: 

z = K23 y0 e " (K21 + K23> * (k) 
e 

x = K 2 i y© e " Í K 2 1 + * 2 3 ) fc ( 5 ) 

Em coordenadas semilogarítmicas estas equações são representadas 
por duas rectas paralelas de inclinação (K21 + K23^ ° coeficiente 
^21 + ^23^ ^ e m UIB significado biológico: é a constante de renovação do 
compartimento, quer dizer, a fracção de y0 renovada por unidade de 
tempo. Esta constante permite o cálculo do período biológico do elemen
to estudado, que corresponde ao tempo ao fim do qual 69 % do comparti
mento terão sido renovados num sistema no estado estacionário. A 
equação que relaciona a constante de renovação K = (Koi + Kpo) e o 
período T é: 

0,69 
T = 

(K21 + K2 3) (6) 
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A rel8.çao das equações (k) e (5) mostra que: 

K21 

K23 

Esta equação representa a relação dar. permeabilidades das duas 
barreiras para o iao estudado. 

3 - CALCULO DO TAMANHO DOS COMPARTIMENTOS 

Se se admite que o período de incubação na solução radioactiva 
para a carga dos compartimentos intermediários é suficientemente longo 
em relação às suas velocidades de renovação, é permitido pensar que 
elas atinjam o mesmo equilíbrio isotópico que as soluções que os 
banham. 

E suficiente nestas condições determinar para cada compartimento, 
a partir das curvas de descarga., a radioactividade total do tecido no 
tempo zero (começo da experiência de descarga), e de a dividir pela 
radioactividade específica das soluções de carga para conhecer o tama
nho do compartimento. Graficamente obtém-se, por extrapolação no tempo 
zero das rectas representando o esvaziamento do compartimento, os 
valores xQ e zQ. 

0 tamanho do compartimento (yQ) será calculado a partir das 
equações (k) e (5) para t=0 

x + z 
v - ° ° (8) 

(K21 + K23) 
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B - DOSEAMENTO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORÇÃO ATÓMICA ( E . A . A . ) 

1 - TRATAMENTO DAS AMOSTRAS 

De cada uma das c o l h e i t a s efectuadas de Dezembro de 1982 a Novem
bro de 1983 foram r e t i r a d o s 6 animais (3 machos e 3 fêmeas) onde foram 
determinados o sódio , o p o t á s s i o e o c á l c i o . 

Foi u t i l i z a d o o "método da c a l c i n a ç ã o s e c a " (ver S t a n d a r d 
Methods). Assim começou-se por l i o f i l i z a r as amos t ra s , sendo os l i o f i -
l i z a d o s ob t idos ca lc inados numa mufla a 1<50 °C, duran te 22 horas ( a t é à 
obtenção de uma c inza branca) . Das c inzas t o t a i s foram r e t i r a d a s a l í -
quotas de cerca de 0,3 g que foram s u j e i t a s a uma d ige s t ão com ác ido 
a z ó t i c o concentrado, a quente. As soluções r e s u l t a n t e s foram f i l t r a d a s , 
per fazendo-se depois o volume de 25 ml com água ac idu lada (1,5 ml de 
HNOo para 1 000 ml de água d e s t i l a d a ) . 

2 - DOSEAMENTO DOS IÕES 

Os t r ê s i õ e s foram medidos num e s p e c t r o f o t ó m e t r o de a b s o r ç ã o 
a tómica VARIAN 175, sendo o c á l c i o doseado por absorção e o sódio e o 
p o t á s s i o por emissão. 

Os padrões de c á l c i o s i t ua r am-se numa gama de 1 a 8 y g/ml, f e i t o s 
a p a r t i r de uma solução-mãe d i l u í d a com água ac idu lada . 

Para o sódio , a gama de padrões f e i t o s a p a r t i r de uma so lução -
- m a e , e d i l u í d a com uma s o l u ç ã o de KC1 a 2 000 y g / m l , f o i de 0 ,2 a 
1,2 yg/ml. 

Os p a d r õ e s de p o t á s s i o foram de 1 a 5 y g / m l , f e i t o s também a 
p a r t i r de uma s o l u ç a o - m a e , e d i l u í d o s com uma s o l u ç ã o de CsCl a 
1 000 yg/ml. 
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C - MEDIDA DO GRAU DE HIDRATAÇÃO DOS TECIDOS 

O grau de hidratação dos tecidos do animal inteiro foi obtido por 
liofilização, como foi descrito nos capítulos anteriores. Nos fragmen
tos dos mantos usados na determinação dos fluxos unidireccionais de 
"wash-out", o grau de humidade foi obtido por aquecimento numa estufa a 
80 °C, até peso constante. 

D - MEDIDA DAS DIFERENÇAS DE POTENCIAL 

As medidas da diferença de potencial, DP, foram conduzidas em cada 
metade do manto, depois da separação destas da massa do corpo e tao 
próximo possível da borda da concha. 

0 tecido foi fixado entre duas câmaras (Fig. 5), cada uma das 
quais foi cheia com ASA. 

FIG. 5 - Uso do sistema com três eléctrodos. (A) Esquema de ligação do 
tecido ao eléctrodo "comum". Os dois outros eléctrodos estão em contac
to com soluções das câmaras, por meio de pontes. Nas experiências dos 
mantos inteiros, M, e M-, representam a cavidade paleai e a cavidade 
extrapaleal, e l a região intersticial. (B) Circuito equivalente do 
manto intacto e do eléctrodo comum. M, e M- são os epitélios do lado da 
cavidade e do lado da concha, e I o _interstício, como na figura A. Os 
dois outros eléctrodos estão em ligação com as câmaras 1 e 2. 

Algumas das medidas de potencial foram feitas com um sistema a 3 
eléctrodos, previamente usado na pele da rã (Steinbach, 1933; Janácek, 
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3962). As pontes de agar colocadas em cada uma das soluções que banham 
a preparação foram ligadas a um potenciómetro RADIOMETER PHM 6̂4 através 
de eléctrodos de calomelanos de fabrico caseiro. Uma tira do manto 
situada abaixo das câmaras foi mergulhada na mesma solução salina e 
também ligada a um potenciómetro através de um eléctrodo de calomela
nos. Um sistema de três interruptores permite as medidas das DP entre 
cada par de eléctrodos. Os dois eléctrodos em contacto com as duas 
soluções medem as DP através do manto. Isto é calculado em duas etapas 
(chamadas diferenças de potencial parciais ou DPP's) entre cada solução 
e o eléctrodo do tecido. 

Um destes potenciais para a câmara 1 é medido através de um filme 
de líquido que adere a M^; um segundo é medido através do corresponden
te filme M2 para a câmara 2, enquanto que um terceiro é medido através 
do corte do tecido na região entre M^ e Mr,. Um circuito equivalente 
está representado na figura 5A. 

E evidente que as resistências através dos filmes dos líquidos 
externos (Rc^ e Rcp) são muito mais altas que através do tecido (Rj), e 
a DPP entre os eléctrodos inferior e cada um dos banhos é a alteração 
de potencial através de M. 

Neste sistema usado nos mantos, Mj e Mo representam as membranas 
epiteliais do lado da cavidade e do lado da concha. 

Este sistema de eléctrodo promove a entrada eléctrica adequada na 
região intersticial; não havendo barreiras intersticiais o tecido ofe
rece uma resistência eléctrica baixa. 

E - CÁLCULOS E ESTATÍSTICA 

0 Desvio Padrão (DP) e o Erro Padrão da Média (EPM) foram calcula
dos pelas seguintes fórmulas: 

/z u±-i)2 y2 

136 



DP 
BPM -

Nl/2 

N = número de ensaios 

A significância das diferenças entre os valores dos fluxos e as 
fases foi determinada pelo teste t de Student. 

A significância da correlação entre as espessuras dos mantos e os 
respectivos coeficientes de permeabilidade foi determinada pelo coefi
ciente de correlação de Pearson (r) e pelo coeficiente de correlação de 
Spearmans (p) que correlaciona os resultados pela sua ordenação em 
colunas. 

(EX) (ZY) Z (XY) -
N 

r = 
2 (SX)2 / , (ZY)2 

£ U) - , / Z(Y^) -
N V N 

6 Z (D2) 

N - (N2 - 1) 

D - diferença entre os valores de cada uma das colunas. 
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RESULTADOS 

1 - MEDIÇÃO DOS POTENCIAIS TRANSEPITELIAIS 

Seguindo a técnica referida na secção de Materiais e Métodos, 
foram medidas as diferenças de potencial através de ambos os epitélios 
do manto e ainda a diferença de potencial total através deste órgão. 

Os valores médios obtidos numa série de experiências efectuadas em 
épocas diferentes encontram-se reunidos no quadro 2. 

QUADRO 2 - Valores dos potenciais transepiteliais 

SEXO DP 
mV 

TOTAL 
± DP 

POTENCIAL RELATIVO AO INTERIOR DO MANTO | 

1 N SEXO DP 
mV 

TOTAL 
± DP 

CAVIDADE EXTRAPALEAL 
mV ± DP 

CAVIDADE PALEAL | 
mV ± DP ! 

1 5 

! 6 

0,14 

0,15 

± 0,25 

± 0,35 

1,85 ± 0,80 

1,77 ± 0,78 

2,10 ± 0,75 

1,93 ± 0,84 

N - nQ de animais ensaiados 

Verifica-se que a diferença de potencial entre o interior do manto 
e ambas as câmaras (as quais representam a cavidade extrapaleal e a 
cavidade paleai) apresenta valores muito baixos, em regra inferiores a 
2 mV, negativo para o interior do manto. Os valores médios encontrados 
para as diferenças de potencial entre os dois epitélios não são signi
ficativamente diferentes. 

Porém, em 90% dos casos verificou-se que o potencial da cavidade 
paleai era superior em valor absoluto ao da cavidade extrapaleal, sendo 
a média das diferenças verificadas muito próxima do valor encontrado na 
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prática para a diferença de potencial total entre as duas faces do 
manto. 

2 - VALORES DOS FLUXOS UÏÏIDIRECCIONAIS DE SODIO E DE MANITOL 

0 quadro 3 representa a totalidade dos valores encontrados para os 
fluxos de sódio e de manitol. 

QDADRO 3 - Valores dos fluxos unidireccionais de sódio e manitol nos mantos de Mytilus 

FLUXOS K SODIO FLUXOS DEHUOTOL 

Data das colheiCas 
(IlSq h"1 e" 2 ) (umoles h cn"2xl(f5) 

• t 4 t 

14.12.82 3,30 1.12 1.07 1,80 

4.01.83 10,50 4,42 0,59 0,36 

25.01. 5,40 
7,62 

4,16 
6,00 

2,02 
0,59 

1.70 
1,91 

17.02. 3,60 
5,73 

2,97 
4,13 

1,71 
0,58 

1,16 
1,56 

7.03. 9,79 
6,73 

13,62 
5.52 

1,23 
0,33 

3,40 
0,36 

28.03. 5,80 
7,00 

6,24 
4,97 

0,95 
0,47 

1,29 
3.35 

19.04. 5,96 
5.27 

4,94 
3,01 

0.30 
0,47 

0,09 
0,83 

9.05. 8,83 
A,25 

4,54 
10,89 

0,64 
0,60 

0,82 
0,27 

30.05. 4,57 
4,88 

4,65 
9,19 

1,82 
2,99 

1,44 
0,19 

29.06. 23,76 
7,82 

16,05 
6,45 

1,03 
6,92 

1,22 
1,34 

11.07. 7,19 
3,98 

6,58 
4,86 

0,44 
0,32 

0,41 
0,69 

1.08. 18,56 
8,96 

18,10 
11,55 

0,73 
0,64 

0,66 

22.08. 3,18 
3,23 

4,83 
3,97 

1,38 
2,69 

0,93 
2.13 

20.09. 8,84 
5,44 

6,04 
4,01 

0,49 
1,75 

1,23 
0,89 

18.10. 2,76 
7,32 

4,40 
2,01 

0,43 
1,49 

0,99 
0,41 

8.11. 4,78 
3,57 

4.73 
3,62 

5,40 
0,81 

1,86 
0,89 

Valores médios 6,95 6,25 1,36 1,18 

DP 4^45 
+ 

4~00 1,49 
± 

0~82 
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As médias dos fluxos, tanto de sódio como de manitol, não são 
significativamente diferentes entre machos e fêmeas, como se pode 
verificar. 

Existe uma variação significativa no valor dos fluxos de acordo 
com a época do ano, a qual é posta em evidência nos gráficos das 
figuras 6 e T. 

MIO JIM. JUL. ICO. ser. Ml. JU». Jï».. M». UT. 

FIG. 6 - Fluxos unidireccionais 
de sódio (média ± DP) medidos 
ao longo do ano nos mantos de 
machos e fêmeas de MytiZue 

FIG. 7 - Fluxos unidireccionais 
de manitol (média ± DP) medidos 
ao longo do ano nos mantos de 
machos e fêmeas de Myfuíue 

A observação destes resultados indica que os máximos correspondem 
em regra a épocas em que a variabiliade é maior, e também que esses 
máximos nao correspondem exactamente às mesmas datas quando se comparam 
os fluxos de sódio com os de manitol. 

Tendo 3ido efectuados cortes histológicos de cada fragmento do 
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manto utilizado nas experiências de medidas de fluxos, foi possível 
estabelecer os valores médios dos fluxos para cada fase do ciclo repro
dutivo (Quadros h e 5). 

QUADRO 4 - Valores dos fluxos unidireccionais de sódio obtidos nos 
mantos de Mytilu8 e ordenados pelas fases do ciclo 
reprodutivo 
Média ± EPM n = n° de resultados obtidos para cada fase 

-1 -2 resultados expressos em uEq h cm 

*4 

6.01 ± 0,66 
n-7 

A,49 ± 0,60 
n-6 

A,45 ± 0,46 
n-14 

4,60 t 0,46 
n-7 

5,25 t 0,94 
n-4 

6,65 t 1,21 
n-5 

8,82 t 1,32 
n-9 

17.99 ± 2,50 
n-4 

QUADRO 5 - Valores dos fluxos unidireccionais de manitol obtidos nos 
mantos de Mytilus e ordenados pelas fases do ciclo 
reprodutivo 
Média ± EPM n = nQ de resultados obtidos para cada fase 

-1 -2 -5 resultados expressos em umoles h cm *10 

<*4 

0,92 t 0,19 
n-8 

1,07 t 0,30 
n-9 

1,52 t 0,22 
n-14 

1,45 t 0,14 
n-7 

0,87 ± 0,31 
n-4 

0,540 t 0,085 
n-5 

0,62 i 0,13 
n-6 

0,69 
n-1 
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As diferenças encontradas são significativas entre algumas das 
fases, como se verifica nas figuras 8 e 9: no caso do sódio ocorre um 
máximo durante a fase 0 e no caso do manitol um máximo nas fases de 
desenvolvimento do e d̂ . 

s «*> 

3l.«. K~ ' . c m 2.10 

F A s e s 

FIG. 8 - Valores dos fluxos 
unidireccionais médios de sódio 
obtidos para as diferentes fa
ses do ciclo reprodutivo anual 

FIG. 9 - Valores dos fluxos 
unidireccionais médios de mani
tol obtidos para as diferentes 
fases do ciclo reprodutivo 
anual 

Analisando os quadros 6 e 7 pode-se verificar que para os fluxos 
de sódio os valores encontrados para a fase 0 são sempre significativa
mente diferentes de qualquer outra fase, enquanto que para os fluxos de 
manitol só se obtiveram diferenças fortemente significativas entre a 
fase de desenvolvimento máximo (d^) e as fases mais avançadas de emis
são de gâmetas (sg, s-t e 0). 

Ilt2 



QUADRO 6 - Representação da significância dar, diferenças entre os 
valores dos fluxos unidireccionais de sódio e as fases do 
cicie reprodutivo, determinada pelo teste t de Student 

d i 

d2 n.s. 

d3 * n.E. 

d4 n.s. n.s. n.s. 

83 n.s. n.6. n.s. n.s. 

B2 n.s. n.s. * n.s. n.s. 

81 n.s. * ** * n.s. n.s. 

1 0 ** ** ** ** ** ** ** 

dl d2 d3 d4 83 B2 Bl 0 

> 0,05 - não significativo (n.s.) 
0,05-0,01 - significativo (*) 

< 0,01 - muito significativo (**) 

QUADRO 7 - Representação da significância das diferenças entre os 
valores dos fluxos unidireccionais de manitol e as fases do 
ciclo reprodutivo, determinada pelo teste t de Student 

! d l 

; d2 n.s. 

! d3 n.s. n.s. 

dA * n.s. n.s. 

B3 n.s. n.s. n.s. n.s. 

B2 n.s. n.s. * *-* n.s. 

B1 n.s. n.s. * ** n.s. n.s. 

1 0 n.s. n.s. * *•* n.s. n.s. n.s. 

dl d2 d3 d4 s3 s2 sl 0 

> 0,05 - não significativo (n.s.) 
0,05-0,01 - significativo (*) 

< 0,01 - muito significativo (**) 

lU3 



3  FLUXOS DE DESCARGA DE CÁLCIO, MANITOL E SÓDIO 

As figuras 10, 11 e 12 mostram três exemplos das curvas que se 
obtêm nas experiências de descarga de cálcio, manitol e sódio. Nestas 
figuras: 

•  representa a quantidade de radioelemento que sai do lado 
extrapaleal 

o  representa a quantidade de radioelemento que aparece do lado 
da cavidade paleai 

• CAVIDAOÏ EXTRAPALEAL 

O CAVIOAOE PALEAL 

• CAVIDADE EXTRAPALEAL 

O CAVIOAOt PALEAL 

M O R A S 

Z « 0 m f n . 

FIG. 10  Experiência de des
carga. Após 23 h de incubação 
com uma solução marcada com 
cálcio45 (5 mEq/1), o tecido 
foi "lavado" em contínuo com 
uma solução idêntica mas não 
radioactiva. 
Débito » 3 ml/min 
As curvas estão decompostas nas 
suas exponenciais simples 

FIG. 11  Experiência de des
carga. Após 23 h de incubação 
com uma solução marcada com 
manitol (carbono14) (7,77 umo
les/1), o tecido foi "lavado" 
em contínuo com uma solução 
idêntica mas não radioactiva. 
Débito •■ 3 ml/min 
As curvas estão decompostas nas 
suas exponenciais simples 
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• CAVIOAOE EXTÍAÍALEAL 

O CAVIOAOE PAt-EAL 

9 5 m i n . 

FIG. 12  Experiência de 
descarga. Após 23 h de 
incubação com uma solução 
marcada com sódio22 (0,5 
Eq/1), o tecido foi "lava
do" em contínuo com uma 
solução idêntica mas não 
radioactiva. 
Débito ■ 3 ml/min 
As curvas estão decompos
tas nas suas exponenciais 
simples 

M O R A S 

Os valores médios do tempo de renovação dos dois compartimentes 
postos em evidência por este método, bem como dos diferentes coeficien
tes de transferência para cada compartimento encontramse reunidos nos 
quadros (8, 9 e 10) a seguir indicados. 

QDADRO 8  Fluxos de descarga do cálcio 

caeiucroeno uamtanx RENOVÁVEL 
(C.L.R.) 

awAKracNio RAPnweaz RENOVÁVEL 
(C.R.R.) 

H/2 *21 * *tt
 K

23
/
'
K

21 "■21 •■23 1/2 •"21 * C
23 ^23^21 *'21 •23 

loin) lain"
1
) 

1.25 0,0036 0,0044 5,50 0,130 1.40 0,057 0,073 

: £ S Î t î i Î 

0,17 0,0013 0,0016 1,07 0,025 0.59 0.019 0.014 

93,38 0.0081 

27,59 0,0027 

ai V 17/ (?) (8) (8/ (81 (81 (8) 

K< j - valor doa coeficientes de transferência (Id ■ - fracção de compartimento renovado por midade de tempo) e do 
período biológico CT^) lioa compartimentos de cálcio, postos em evidência pelas experiências de lavagem. 

Qitre parêntesis o núaero de experiências. 
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QUADRO 9  Fluxos de descarga do manitol 

OOMPAKriHEHTO LENTAMENTE RENOVÁVEL 

(C.L.R.) 

aar/XTOBtro RAPIDAMENTE RENOVÁVEL 

(C.R.R.) 

T
l/2 K21 + K23 K

23^2l K
21 K

23 T
'l/2 K

'21 * K
'23 t

'23
ft
'n *'21 r'23 

(min) (min
-1
) (■in) (min

-1
) 

3(Vi.67 0,00240 1,36 0,00110 0,00130 23,33 0,034 1,26 0,0150 0,0180 
± + + i + ± 4 i + + 

54,13 0,00048 0,57 0,00034 0,00034 7,14 0,015 0,43 0,0062 0,0096 

(IS) (IS) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (IS) 

KJJ - valor doe c o e f i c i e n t e s de transferência (Kjj - fracção do compartimento renovado por imidade de tempo) e do 
período bio lóg i co (Tj rp dos compartimentos de manitol , postos em evidência pelas experiências de lavagem. 

Entre parêntes is o número de exper iênc ias . 

QOADRO 10  Fluxos de descarga do sódio 

DOWARTIMOOU IJÎNTAMEKIE RENOVÁVEL 

( C . L . R . ) 

OOMPARTIMSNrO RAPIDAMENTE RENOVÁVEL 

(C.R.R.) 

r
l / 2

 K
21

 + K
23 ^23^21

 K: 
(min) (min"

1
) 

21 l
23 r

l / 2
 K

'21
 + r

2 3
 r

2 3
/ r

2 1
 K ' 

(min) (min M 
21 K' 23 

103 0,0070 1,09 0,0034 0,0032 
± ± ± + ± 
22 0,0015 0,45 0,0015 0,0018 

(12) (12) (11) (12) (12) 

5 0,115 1,10 0,057 0,063 
± ± ± ± + 

2 0,025 0,50 0,016 0,028 

(12) (12) (11) (12) (12) 

Kjj - valor dos c o e f i c i e n t e s de transferência (Kj 1 - fracção do compartimento renovado por uiidade de tempo) e do 

período bio lóg ico ( T ^ ) dos compartimentos de sódio , postos em evidência pelas experiências de lavagem. 
Entre parêntes is o núnero de experiências . 

A observação destes resultados permite desde já concluir que: 

lk6 



Os tempos de renovação de ambos os compartimentos de manitol são 
maiores do que os do cálcio e os do sódio. 

Para o cálcio, manitol e sódio, a relação da permeabilidade das 
duas faces do tecido é a mesma para ambos os compartimentos e 
nao é significativamente diferente de 1, embora na maior parte 
das experiências se tenha verificado a existência de uma permea
bilidade ligeiramente superior do lado da cavidade extrapaleal. 
Este facto poderá significar que ambos os compartimentos contac
tam com cada uma das câmaras através da mesma barreira. 

h - VARIAÇÃO DO PESO FRESCO POR UNIDADE DE SUPERFICIE DO MANTO EM 
FUNÇÃO DAS FASES DO CICLO REPRODUTIVO 

Com o fim de poder utilizar o peso fresco por unidade de superfí
cie do manto (índice de espessura do manto) como forma indirecta de 
avaliar o estado de adiantamento do ciclo reprodutivo, foram efectuadas 
pesagens sistemáticas dos fragmentos de manto utilizados nas experiên
cias de cinética isotópica, e simultaneamente efectuados cortes histo
lógicos de forma a identificar a fase do ciclo reprodutivo, e assim 
poder-se estabelecer uma correlação entre estes dois parâmetros. 

Os resultados obtidos figuram no quadro 11 e na figura 13. 

QUADRO 11 - Variação do índice da espessura dos mantos de Mytilua no 
decurso do ciclo reprodutivo 
Média ± EPM n = número de valores obtidos para cada fase 
índice da espessura representado pela razão peso fresco/ /área (g/cm ) 

*2 

0,146 t 0,014 

n-15 

0,157 ; 0,018 

n-12 

0,141 t 0,012 

n-26 

0,215 t 0,016 

n-13 

0,190 ; 0,018 

n-10 

0,089 t 0,023 

n-15 

0,074 Í 0,012 

n-9 

0,047 i 0,006 

n-7 
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Ti-«»»«c:o/it-»ji 

F A S E 

PIG. 13 - Representação gráfi
ca da variação média do índice 
de espessura da gónada (peso 
fresco/área) com as fases do 
ciclo reprodutivo anual 

Pela análise estatística destes 
resultados verificou-se que: 

- Os mantos correspondentes a 
animais na fase 0 e nas fases 
S"L e 82 são aqueles que apre
sentam um índice de espessura 
mais baixo, não sendo signi
ficativamente diferentes en
tre si. 

- Nota-se um aumento significativo da espessura dos mantos nas 
fases de desenvolvimento, não sendo as diferenças significativas 
entre d^ e do. A fase d^ apresenta um valor mais elevado do que 
as anteriores. 

- 0 máximo do índice de espessura ocorre nas fases du e So. 

Em resumo: Os mantos menos "espessos" correspondem a animais nas 
fases adiantadas de emissão de gâmetas (sp, Si e 0); os mantos mais 
"espessos" correspondem a animais nas fases de desenvolvimento mais 
avançado e início da emissão de gâmetas (d^ e So); e, finalmente, o 
grupo intermédio corresponde a animais nas fases iniciais de desenvol
vimento (dj, à-2 e ^3)' 

5 - VARIAÇÃO DOS COEFICIENTES DE TRANSFERENCIA EM FUNÇÃO DO INDICE DA 
ESPESSURA COMO INDICADOR DA FASE 

Com o fim de precisar melhor quais os parâmetros cuja variação com 
a fase do ciclo reprodutivo mais contribuiu para as variações da per
meabilidade descritas anteriormente, foi estabelecida a correlação 
entre os valores dos coeficientes de transferência medidos através dos 
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fluxos de descarga e a espessura dos respectivos mantos (Fig. lk a 21). 

Pode conclulr-se que em relação ao cálcio existe uma correlação 
negativa entre o valor dos coeficientes de permeabilidade Kpo e Kpn, 
relativos ao compartimento lentamente renovável, e o índice da espes
sura. 

Relativamente ao manitol, pelo contrário, verifica-se a existência 
de uma correlação positiva entre o índice da espessura e os coeficien
tes de permeabilidade K'23 e K ^ , relativos ao compartimento rapida
mente renovável. 

Para o sódio não foi possível estabelecer uma correlação entre os 
coeficientes de permeabilidade e o índice da espessura do manto, com 
excepção para o K21 cuja correlação apresentou um valor baixo 
(-0,470). 

Coa.IT. c o r r . - - Q . 6 2 9 

C Á L C I O ( Rompa r t l n . n t o l a n t o ) 

K 2 3 ( m i n " 1 ) 

C O M C . c o r 

( H / c m " ) 
" . 2 0 . 3 

» o r . . < K / c n > 2 > 

FIG. 14 - Variação do coefi
ciente de permeabilidade K-i 
para o cálcio correspondente ao 
compartimento lentamente reno
vável (cavidade paleai), posto 
em evidência pelas experiências 
de descarga, em função do índi
ce de espessura do manto. 
Cada ponto representa uma expe
riência. 
Correi, negativa (0,1<P<0,2) 

FIG. 15 - Variação do coefi
ciente de permeabilidade K.-,., 
para o cálcio correspondente ao 
compartimento lentamente reno
vável (cavidade extrapaleal), 
posto em evidência pelas expe
riências de descarga, em função 
do índice de espessura do man
to. 
Cada ponto representa uma expe
riência. 
Correi, negativa (0,01<P.<0,02) 
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http://Coa.IT


C A L C I O I c o m i 

K ' ( m i t * . > 

O . 0(> . 

- o « » f . c o r - r - . »■ - O . O G G 

FIG. 16  Variação do coe
f i c i en te de permeabilidade 
K'j, para o cálcio cor res 
pdiraente ao compartimento 
rapidamente renovável (ca
vidade p a l e a i ) , pos to em 
evidência pelas experiên
c i a s de d e s c a r g a , em 
função do índice de espes
sura do manto. 
Cada ponto corresponde a 
uma experiência 

C Á L C I O ( c o m p a r t i m s n t o r » p l c J o ) 

K
' 2 3 < ' • ' 

• • 

C u t t f , C í o r - r . «■ 0 . 4 0 

o . a O . 2 O . 3 

Í n d i o » d a « tt (»« m m u r « ( u / c m
2

) 

FIG. 17  Variação do coe
f i c i en te de permeabilidade 
K 23, P a r a ° cálc io co r r e s 
pdriaente ao compartimento 
rapidamente renovável (ca
vidade ext rapa lea l ) , posto 
em^evidência p e l a s expe 
r i ê n c i a s de desca rga , em 
função do índice de espes
sura do manto. 
Cada ponto representa uma 
experiência 
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VI .A fvj I T O l < o o m r 3 n t - i l m « * r - « t « > l e n t o ) 

( I . O O l r>-

* • 

<i. i o . ï ci . :i 

I r.4l I ( - . . | |M t<Nt>MMMUI-M ( K / R H » " ) 

FIG. 18 - Variação co coe
ficiente de permeabilidade 
K~i para o manitol corres
pondente ao compartimento 
lentamente renovável (ca
vidade paleai), posto em 
evidência pelas experiên
cias de descarga, em fun
ção do índice de espessura 
do manto. 
Cada ponto representa uma 
experiência 

M A N I T O L ( n o . «»»>*».- t i m a ( - i i <> | « n t o I 

I m l n . ) 

O . (IO 1 ^ 

< K / . : M . " > 

FIG. 19 - Variação do coe
ficiente de permeabilidade 
K22 para o manitol corres
pondente ao compartimento 
lentamente renovável (ca
vidade extrapaleal), posto 
em evidência pelas expe
riências de descarga, em 
função do índice de espes
sura do manto. 
Cada ponto representa uma 
experiência 
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( V I A M I T O C ( c o m p a r t i r 

K " 7 1 I m i n . ~
1 ) 

»r. icJo ) 

• •-

C o n f . c o i 

O . 1 
I n d l o a d a 

O . 2 O . 3 
i a p * r j B u r a ( g / c a i ) 

FIG. 20  Variação do coe
f ic ien te de permeabilidade 
K'22 para o mani to l co r 
respondente ao c o m p a r t i 
mento rapidamente renová
v e l ( c a v i d a d e p a l e a i ) , 
posto em ev idênc ia pe l a s 
experiências de descarga, 
em função do í n d i c e de 
espessura do manto. 
Cada ponto representa uma 
experiência. 
Corr. posi t . (0,1 <P< 0,05) 

M A N I T O L ( c o m p a i - t l m a n t o r . p i d o ) 

(1 . ( > ' ! ■ 

Cl . C1U -

C o « . í " . c o r - r - . — 0 . 6 0 3 

O . I O . 2 O . 3 
I i H l l c o c l« a . p v a a u r a C g / c m

2
) 

FIG. 21  Variação do coe
f ic ien te de permeabilidade 
le'.,, para o mani to l c o r 
respondente ao compart i
mento rapidamente renová
v e l ( c a v i d a d e e x t r a p a 
l ea l ) , posto em evidência 
pelas experiências de des
carga, em função do índice 
de espessura do manto. 
Cada ponto representa uma 
experiência. 
Corr. posi t . (0,02<P<0,01) 
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6  CONCENTRAÇÃO DO SÓDIO, POTÁSSIO E CÁLCIO NOS TECIDOS DOS MIMAIS 

ESTUDADOS 

O doseamento do sód io e do c á l c i o na t o t a l i d a d e do corpo dos 
animais estudados mostrou exis t i rem for tes variações ao longo do ano. 
Os valores encontrados para o sódio variaram entre 22,31 g/kg peso seco 
(Feve re i ro ) e 5^,86 g/kg peso seco (Ju lho) e para o c á l c i o e n t r e 
0,92 g/g peso seco (Janeiro) e 5,75 g/g peso seco (Maio), como se pode 
v e r i f i c a r nas f iguras 22 e 23. 

Para o potáss io veri f icaramse apenas pequenas variações (Fig. 2k). 

O d * B o d l e / K g <d* £><■« 

FIG. 22  Variações sazo
nais das concentrações de 
sód io (g/kg peso seco) 
o b t i d a s nas amos t r a s de 
Mytilus. 
O na de animais analisados 
fo i de 6 (3 machos e 3 
fêmeas) 

mi. JA». rtv. nu. « l o JU«. JUL. AGO. SET. u n . v u 

*3 d « c á l c i o / Kç) cio p a i o s « c o 

FIG. 23  Variações sazo
nais das concentrações de 
c á l c i o (g/kg peso seco) 
o b t i d a s nas amos t ras de 
Mytilua. 
0 n° de animais analisados 
fo i de 6 (3 machos e 3 
fêmeas) 

K . JJM. m . M l . A**. MAIO JU*. JUL. AGO. S I T . OUT. 
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çj c i * p o t à a a l o / K g c i * p a i o a«»oo FIG. 24 - Var iações 
sazonais das concen
t r a ç õ e s de p o t á s s i o 
(g/kg peso seco) ob
t idas nas amostras de 
Mytilue. 
0 nfl de animais ana
l i s a d o s fo i de 6 (3 
machos e 3 fêmeas) 

M Z . JÁ». n v . K M . »BK. NA10 J U i . JUL. M » . S t T . OUT. NOV. 

Não se encontraram diferenças significativas entre os valores 
medidos para machos e fêmeas, razão pela qual os valores apresentados 
se referem ao conjunto de machos e fêmeas. 

Estabelecendo uma relação entre as concentrações doseadas para os 
três iões e o índice médio da gónada para a mesma época do ano, verifi-
cou-se que havia uma correlação muito significativa para os teores de 
sódio (0,10<P<0,0l) e de cálcio (0,01<P<0,02) quando comparados com 
este parâmetro, enquanto que para o potássio não havia qualquer corre
lação, como se pode ver nas figuras 25, 26 e 27. 

S c i a • ó d i o / K « d * p « o * « G O 

fJO -

• 
>o - • 

/ .o -

3 0 - t . • *«^-- • 

2 0 

I O 

Comf . cor-r- . - - O . 7 0 S 

FIG. 25 - Relação da 
concentração de só
dio nos tecidos de 
Mytilu8 (g/kg peso 
seco) cora o índice 
médio de maturação da 
gónada 

I n d l c . c l * m a t u r a ç ã o ciai 9 0 1 1 « < i . 
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ci c ia c a i c l o / Kç j c ia p a t o mate 

C o n f . c o r - » - . m - 0 , 6 0 1 

FIG. 26 Relação da 
concentração de cál
cio ,nos tecidos de 
Mytilue (g/kg peso 
seco) com o índice de 
maturação da gónada 

I n d i c a ciai m a t u r a ç ã o cia ç j o r t a d a 

çj c ia p o t á a a l o / K g c i a p a a o a a c o 

• • • •• # 

C o a f . c o t - i - . « O . 2 3 7 

FIG. 27  Relação da 
concentração de po
tássio nos tecidos de 
Mytilu8 (g/kg peso 
seco) com o índice de 
maturação da gónada 

i V t c i l c a c ia m a t u r a ç ã o c ia ç j ó n a d » 

7  GRAU DE HIDRATAÇÃO DOS TECIDOS 

ao -
o" 

\ J \ ~~"* 
r,A 

*o --- . . 

H t ) 

. n,i. M M ft r o 

A t i I m a 1 

1 ■ . 

l n t » l r o 

D C . JA». FE\ H U . t u 1A10 JU». JUL. AGO. SET. OUT. VOV. 

Os valores da percen

tagem de água determinados 
no animal i n t e i ro e apenas 
no manto ao longo do ano 
e s t ã o r e p r e s e n t a d o s nas 
figuras 28 e 29. 

FIG. 28  Valor médio das 
variações sazonais da per
centagem de água obtido em 
MytvZus macho, quer nos 
mantos quer nos an ima i s 
i n t e i r o s . 
Na de mantos observados 
4; an imais i n t e i r o s  de 
15 a 20 
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% H 2 0 
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/*S. "X /„ 

Î 
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*\ p- . _.-,% 
S O 

— H a n t o  

A n I m a 1 

1 1 1  

I n t e l r - o 

—t 1 —1 \  - f — — f 1 

FIG. 29  Valor médio das 
variações sazonais da per
centagem de água obtido em 
MytiTus fêmea, quer nos 
mantos quer nos animais 
inteiros. 
N2 de mantos observados 
4; animais inteiros  de 
15 a 20 

DEZ. JAN. EEV. MAU. AHR MAIO JUN. JUL. AGO. SET. OUT. NOV. 

Verificase que durante os meses de Outono e Inverno os valores 
encontrados sao, no seu conjunto, menores. As indicações obtidas para 
o manto mostram ainda existirem dois máximos situados na Primavera e no 
fim do Verão. 

A correlação entre os valores médios da percentagem de água nos 
mantos e o índice médio de maturação da gónada (Fig. 30) mostra que 
existe uma correlação negativa fortemente significativa entre estes 
dois parâmetros (0,001<P). 

 O.767 

FIG. 30  Relação da 
percentagem de água 
nos mantos de Mytiius 
com o índice médio de 
maturação da gónada 

I n c i i o <_!• m a t u r a ç ã o < J J » ' j o n u d c 
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Como em toâos os mantos estudados isoladamente foi determinada a 
fase do ciclo reprodutivo e paralelamente medida a percentagem de égua, 
pudemos ainda relacionar estes deis parâmetros, como está representado 
na figura 31. 

% M , 0 

1 I 

d . ti-, cl. «1 i "/. ~n 

FIG. 31 - Variação da per
centagem de água dos man
tos de MytiLue com as 
fases do ciclo reprodutivo 
anual 

Pela análise estatística dos resultados verificámos que havia 
diferenças altamente significativas entre as fases de desenvolvimento 
dj e dji e a fase s^ de início de emissão dos gâmetas, com as fases So» 
s-j_ e 0 de emissão total dos gâmetas. 
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DISCUSSÃO 

As experiências de cinética isotópica foram todas efectuadas; à. 
temperatura do laboratório. 0 facto de a temperatura nao ser constante 
pode ter dado origem a algumas variações no valor dos fluxos medidos de 
um animal ao outro, contri"buindo eventualmente rara uma maior dispersão 
dos resultados. Pensamos contudo que estes ijermanecem sólidos, nac só 
pela pequena, amplitude sofrida de facto pela temperatura no interior do 
laboratório durante o ano (lU-18 °C), mas também porque diversos tipos 
de experiências foram reproduzidas várias vezes em épocas diferentes. 

0 maior factor de dispersão dos resultados foi. porém o estado de 
desenvolvimento das gónadas. Este factor, que foi devidamente pondera
do, veio eventualmente retirar muito do significado das médias apresen
tadas. Devido a este facto nao foi também possível pôr em evidência, 
sem a utilização da técnica da dupla marcação, qualquer fluxo líquido 
de sódio ou de cálcio através do simples cálculo estatístico dos fluxos 
unidireccionais realizados com concentrações iónicas idênticas às da 
hemolinfa. Algumas experiências realizadas com os dois mantos do mesmo 
animal nao conduziram a qualquer resultado positivo. 

A medida dos fluxos unidireccionais de sódio, cálcio e, sobretudo, 
manitol só foi possível prolongando as experiências por um tempo muito 
longo, devido à dimensão do compartimento representado pelo tecido, 
sobretudo quando o animal se encontrava nas fases mais avançadas de 
desenvolvimento das gónadas. Porém, após um tempo, que no caso das 
experências efectuadas com manitol marca.dc oscilava entre 3 a k horas, 
foi sempre possível o cálculo dos fluxos. 

Para além da existência de grandes reservas de glicogénio no 
interior do manto (Lowe et ai., 1982), a presença de glucose nos meios 
de perfusão, bem como a oxigenação destes meios, permitiram manter o 
tecido vivo ao longo de todo o tempo de duração das experiências, as 
quais, no caso dos ensaios da acção hormonal, chegaram a durar mais de 
2h horas. 

As experiências de medida do potencial através do manto mostraram 
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não haver e n t r e as duas faces de t e c ido unia d i fe rença de p o t e n c i a l 
s igni f ica t iva , anulando-se as correntes que passavam através de ambos 
os ep i té l ios em sentido contrário. Não foi também possível através da 
medida dos níveis de mari t o i marcado nas câmaras ao longo do tempo em 
que decorreu a marcação do t e c i d o (23 h) pôr em evidência qualquer 
fluxo de água. Desta forma, os fluxos uni direccionai s foram medidos em 
situação de "curto-circui to" e em isosmolaridade. 

Se o interesse do trabalho fosse o de pôr em evidência eventuais 
mecanismos de t ransporte de iões, t e r - s e - i a que repe t i r as experiências 
nas condições presentes, mas com meies em que a concentração de cada 
iao fosse mais baixa. 

0 va lor dos f luxos medidos nas condições por nós ind icadas 
nac d i f e r e muito do que foi encontrado para ou t ros au to re s para os 
f luxos de sódio e de c á l c i o a t r a v é s des e p i t é l i o s de s u p e r f í c i e 
de outras espécies de moluscos marinhos. Num mit i l ídeo muito próximo 
deste, o mexilhão africano Perna perna, Coimbra et a i . (1980) encon
traram para os fluxos unidireccionais de sódio valores entre 2,8 e 
38,^ uEq h~ cm~^ (com uma média de 10,1 yEq h - 1 cm - 2) e para os 
f l u x o s u n i d i r e c c i o n a i s de c á l c i o v a l o r e s e n t r e T ,2xl0~^ e 
1 500 uEq h - 1 cm -2 (com uma média de 309,3xlO~3 yEq h"1 cm'"2), valores 
portanto muito próximos dos que encontrámos neste trabalho. Uma revisão 
da b i b l i o g r a f i a e x i s t e n t e não pe rmi t i u encont ra r out ros pontos de 
referência quanto aos valores dos fluxos dos iões através do manto dos 
lamelibranquios marinhos. 

Para os fluxos medidos através do in tes t ino de um bivalve marinho, 
Aplysia, Gerensen e Ki Hong (1977) encontraram va lo re s médios den
t r o da mesma ordem de grandeza, embora l i g e i r a m e n t e supe r io r e s 
(32,06 jiEq h - 1 cm -2 para os fluxos de sódio e 35,88 pEq h - 1 cm -2 para 
es fluxos de cloro). Porém, para os fluxos de sódio medidos através do 
in tes t ino do mexilhão Perna perna, também os valores médios encontrados 
foram sensivelmente superiores aos medidos no manto (72,00 yEq h - 1 cm"2 

para o sódio e 2,13 yEq h cm para o cálcio). 

Alguns outros estudos forneceram dados re la t ivos â absorção ou 
perda de iões através do tegumento de moluscos marinhos. Porém, es tes 
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estudos, realizados in vivo e referidos ao peso total dos animais, não 
permitem estabelecer qualquer comparação com os resultados por nós 
obtidos. 

As intensidades das trocas de água e de iões através de tegumento 
exposto dos moluscos de água doce sac sensivelmente mais baixas, re
flectindo a diminuição geral da permeabilidade dos epitélios destes 
animais como resx>osta a uma maior diluição do meio (Prusch e Hall, 
1978). Por exemplo em Anodonta cygnea, JstJn (1970) refere a existên
cia, através do manto, in vitro, de fluxos de cálcio da ordem de 

—1 —2 0,5 pEq h cm para o epitélio face à cavidade paleai, e de 
—1 — 2 1,5 pEq h cm para o epitélio face à cavidade extrapaleal. Através 

do epitélio exterior do manto do mesmo animal isolado in vitro, Machado 
et ai. (1987) encontraram valores médios de 0,26 pEq h cm-^ para o 

— ~L — 2 sódio e 0,22 pEq h cm para o cálcio. Valores da mesma ordem de 
grandeza foram descritos por Coimbra (1972) para os fluxos de sódio 
(0,537 pEq h - 1 cm-2) e de cálcio (0,300 pEq h"1 cm-2) através do 
intestino de Anodonta cygnea. 

Vimos que o sistema de dois compartimentos inicialmente proposto 
para explicar os fluxos através do manto é uma simplificação excessiva. 
No seu conjunto este órgão comporta-se como se apresentasse pelo menos 
um compartimento intermédio separando as duas câmaras, do qual foi 
possível medir algumas das constantes através dos fluxos de descarga. 

A análise dos fluxos de descarga e o cálculo daquelas constantes 
permite mostrar que: 

- Existem na realidade pelo menos dois compartimentos no tecido, 
tanto no que se refere ao cálcio e ao sódio, como também ao 
manitol. 

- 0 compartimento mais lentamente renovável de cada uma das 
substâncias parece corresponder ao interior das células, enquan
to o compartimento rápido corresponderia aos espaços extracelu-
lares. 
Estudos efectuados por outros autores no músculo retractor ante
rior do bisso (ABRM) parecem confirmar esta hipótese. Fluxos de 
descarga de cálcio medidos neste músculo por Hagiwara (1970) dão 
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para o compartimento celular (compartimento lento) valores de 
tempo de renovação de 108 min (± 10) e para o compartimento 
e x t r a c e l u l a r (compartimento ráp ido) 6 min. No mesmo t e c i d o 
Bloomquist (1972) refere para os dois compartimentos, r e spec t i 
vamente, 83 min (í 5 min) e 7 min. Muito próximos, como se vê, 
dos que encontrámos para os mantos de Mytilue. 

- 0 manitol penetra muito pouco nas células e o tempo de renovação 
de ambos os compartimentos é muito maior do que o do sódio ou do 
cá lc io . 
0 fac to de ser semelhante em cada animal e para cada i ão a 
relação da permeabilidade das barre i ras que separam cada um dos 
compartimentos das duas câmaras, faz supor que o compartimento 
lentamente renovável se esvaziará através do compartimento r a p i 
damente renovável. 

- A permeabilidade tanto ao sódio e ao cálcio, como ao manitol, da 
barre i ra face à cavidade extrapaleal (epi té l io exterior do man
to) não é, nas condições experimentais u t i l i zadas , muito d i fe 
rente da barre i ra oposta (epi té l io da cavidade paleai) . Tal não 
sucede aparentemente nos animais de água doce, a aval iar pelos 
resultados obtidos por I s t in (1970) que encontrou em Anodonta 
cygnea um fac to r h e n t r e o va lo r da permeabi l idade daqueles 
e p i t é l i o s ao c á l c i o , sendo mais permeável o e p i t é l i o face à 
cavidade extrapaleal . 

Neste último tecido nao foi possível pôr em evidência qualquer 
t r a n s p o r t e a c t i v o de c á l c i o , sód io , p o t á s s i o ou c lo ro . Apenas foi 
demonstrada a existência de um fluxo de bicarbonato dir igido da cavi
dade extrapaleal para a hemolinfa (Machado et a i . , 1987). Comparando 
ainda os valores obtidos por este autor e também por I s t i n (1970) para 
o coeficiente de permeabilidade ao cálcio de ambos os ep i té l ios do 
manto (K^ = 0,009 e K23 = 0,027 para o compartimento lento) com os que 
obtivemos, verificamos, mais uma vez, uma muito menor permeabilidade 
dos ep i té l ios dos animais de água doce relativamente aos animais mari
nhos, o que se compreende pela necessidade que aqueles animais têm de 
r e t e r iões e de evi tar a entrada de água (ver por exemplo Hoar, 1975), 
problemas que não se poem aos animais marinhos deste grupo, que vivem 
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em situação de isosmolaridade em relação ao meio. 

A variação do valor dos fluxos ao longo do ano mostra que existe 
uma correlação estreita entre a permeabilidade do epitélio do manto e a 
evolução do ciclo reprodutivo. Experiências idênticas efectuadas por 
Coimbra et ai. (i960) mostram que nao se trata de um mero efeito sobre 
a espessura do manto, órgão que aloja, como se sabe, as gónadas, pois a 
variação da permeabilidade ao sódio e ao cálcio é extensiva ao intesti
no daqueles animais. 

Variações idênticas da permeabilidade do manto de Anodonta, tradu
zidas em variação de corrente de curto-circuito através do epitélio 
exterior daquele orgao, foram igualmente verificadas por Machado et ai. 
(1987). Da mesma forma Coimbra et ai. (1980) verificaram uma forte 
variação sazonal (relativa ao ciclo reprodutivo) dos fluxos de cloro 
através do intestino deste lamelibrânquio de água doce. 0 aumento da 
permeabilidade aos iões do epitélio face à cavidade extrapaleal, nomea
damente ao cálcio, parece estar de acordo com as épocas de maior cres
cimento da concha, as quais se situam sobretudo nas fases de repouso 
sexual (Broom e Mason, 1978), alternando assim o crescimento linear com 
o desenvolvimento das gónadas. 

0 ciclo reprodutivo condiciona igualmente o valor de um grande 
número de parâmetros fisiológicos, tais como as reservas de lípidos, 
proteínas e hidratos de carbono (Zandee et ai., 1980), e o consumo de 
oxigénio (De Vooys, 1976). 

A evolução da permeabilidade dos epitélios do manto com as fases 
do ciclo reprodutivo implica ou a existência de um ou mais factores 
hormonais, possivelmente com origem no sistema nervoso do animal 
(factores conhecidos como agindo na gametogénese, na vitelogénese ou na 
postura, evidenciados por Joosse (1978), ou cujo aparecimento coincide 
com estes) ou ainda das hormonas produzidas nas próprias gónadas, tais 
como aquelas que pusemos em evidência no capítulo anterior. 

Ë conhecida a existência de flutuações nos níveis de aminas arma
zenadas em vesículas situadas em células dos gânglios (sobretudo dos 
gânglios cerebropleurais) do sistema nervoso destes animais, lançadas 
na circulação imediatamente antes da postura (Lubet e Mathieu, 1982). 
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E ainda conhecida a relação entre certas hormonas do sistema 
nervoso, e em particular certas aminas (serotonina, por exemple), e a 
permeabiljdade dos epitélios de superfície de outros animais 
(Bloomquist e Curtis, 197?). As hormonas esteróides sao igualmente 
conhecidas como tendo uma acção na permeabilidade de certos tecidos 
(Whitehead e Saleudin, 1978). 

Finalmente, referiremos um outro x̂ -̂ âmetro Que apresenta uma va
riação acentuada ao longo do ciclo reprodutivo, que é a concentração de 
alguns iões como o sódio, o potássio e o cálcio. 

Dos estudos feitos, em moluscos marinhos, de medição dos níveis de 
iões durante períodos longos, referiremos os de Beninger (1985), com os 
quais estabeleceremos um paralelismo com os resultados por nós obtidos: 

- Os valores medidos para c Na (Fig. 22), referidos a peso seco, 
mostraram ser mais elevados no Verão, correspondendo também aos 
valores mais elevados da salinidade e seguindo de perto a curva 
de variação da percentagem de água nos tecidos, valores que 
estavam de acordo com os obtidos por Beninger (1985). 

- Os níveis de Ca (Fig. 23), embora com diferenças menos acen
tuadas, permitem-nos mostrar que os valores mais elevados foram 
encontrados na Primavera e Verão, o que nao tinha sido possível 
demonstrar àquele autor, que descreveu flutuações deste ião ao 
longo do período em que efectuou as medições. 

Mas o que nos parece importante de realçar é a correlação por nós 
encontrada entre os níveis destes iões (mais evidente para o Na+) e a 
fase do ciclo reprodutivo dos animais. E também importante lembrar que 
é nos períodos de maior actividade gametogénica que encontrámos os 
níveis mais elevados de esteróides e de aminas do sistema nervoso, como 
já referimos anteriormente. 

- Quanto aos níveis de K encontrámos uma uniformidade nos valores 
obtidos (Fig. 2k), o que pensamos estar de acordo com a locali
zação celular deste ião, iminentemente intracelular, sendo mui
tas vezes usado como termo de comparação em relação ao estudo de 
outros parâmetros, exactamente por apresentar variações pouco 
significativas. Não encontrámos qualquer correlação entre a 
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concentração de K e a fase do ciclo reprodutivo. Também neste 
caso os nossos valores nao diferem muito dos obtidos por 
Beninger. 
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CAPITULO IV 



INTRODUÇÃO 

Nos tecidos dos organismos superiores as células perderam alguma 
da sua individualidade para funcionarem como um conjunto. A fim de 
acompanhar esta unificação e promover a necessária interacção entre as 
células, apareceram, a nível da membrana, zonas especializadas de 
contacto intercelular. 

Podem ser consideradas três categorias de Junções intercelulares: 
(l) junções apertadas ("tight junctions"), que permitem que o organismo 
ou o órgão mantenha um meio interno quimicamente distinto do meio que o 
rodeia; (2) junções aderentes (desmosomas), que promovem a coesão entre 
as células de um tecido reforçando a sua integridade física; (3) 
junções de comunicação ("gap junctions"), que permitem a troca de nu
trientes e moléculas entre as células. 

As junções apertadas, onde as membranas plasmáticas de duas célu
las adjacentes parecem fundir-se, estabelecem uma zona de contacto 
estreito envolvendo completamente cada célula. 

As réplicas obtidas pela técnica de congelamento-fractura mostra
ram que estas estruturas eram constituídas por duas filas de partículas 
estreitamente ligadas (proteínas integrais da membrana), cada uma das 
quais contactando com a membrana plasmática adjacente, de maneira a 
fecharem os espaços intercelulares e a bloquearem a passagem de molé
culas através dos epitélios. 

Tecidos de transporte, como por exemplo o túbulo proximal do rim, 
onde os espaços intercelulares só apresentam uma ou duas zonas de 
contacto, oferecem fraca resistência à passagem de iões; pelo contrá
rio, tecidos como a bexiga, que apresentam seis ou mais zonas de con
tacto intercelulares, oferecem uma resistência eléctrica elevada e 
permitem a formação de gradientes de concentração através do epitélio. 

O'Donnel e Maddrell (1983) estudaram as vias de transporte parace-
lular e transcelular dos movimentos de água e de solutos através dos 
epitélios de excreção dos insectos, como os túbulos de Malpighi e as 
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glândulas salivares. 

Estudos (entre os quais os de Curran, i960) efectuados noutros 
epitélios sugeriam que os espaços laterais intercelulares da vesícula 
biliar do coelho formavam canais cilíndricos fechados numa das extremi
dades pelas Junções de contacto, e que o transporte de sais para essa 
extremidade gerava um gradiente osmótico localizado. 

Elias et ai. (1983) testaram o aumento da permeabilidade da mem-
brana biliar à JH-inulina e C-sacarose, pela acção dos esteróides, 
sugerindo a existência de um refluxo de compostos da bilis para o 
plasma pela via paracelular, possivelmente pela abertura de canais sob 
a acção do etinilestradiol. 

Relativamente às junções de comunicação (3), elas estão largamente 
distribuídas no reino animal, podendo ser facilmente reconhecidas pela 
sua estrutura característica. Aparecendo muito cedo, ainda na embrio-
génese (Loewenstein, 1979; Hertzber et ai., 1981), demonstram bem o seu 
papel na transmissão de sinais reguladores importantes para o cresci
mento e diferenciação dos tecidos. 

As técnicas de Microscopia Electrónica vieram permitir a visuali
zação destas estruturas pela observação de cortes ultrafinos em con
traste negativo e também pela técnica de congelamento-fractura das 
membranas. Pôde assim ser observada a existência de um espaço de 
espessura constante ("gap") entre as membranas de células adjacentes, 
constituído por conjuntos de unidades (semicanals) embebidas na membra
na da célula e em correspondência com estruturas idênticas na membrana 
da célula oposta. Cada uma destas unidades era formada por subunidades 
proteicas, ordenadas de maneira a formarem um canal (Revel et ai., 
1985). Eram estes canais que permitiam que o interior citoplasmático 
das células adjacentes estivesse em comunicação, a fim de ser possível 
uma repartição de iões e de compostos orgânicos intervenientes no 
metabolismo, de maneira a que fosse conservada a homeostasia interna 
dos tecidos (Loewenstein, 1981). 

A formação ou a destruição destas comunicações pode ser influen
ciada por compostos como hormonas, vitaminas e neurotransmissores. 

Sabe-se que a permeabilidade destes canais está estreitamente 
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ligada à concentração intracelular dos iões cálcio. De um modo geral, o 
nível de cálcio na forma livre (Ca^) no citoplasma é bastante baixo. 
Assim, uma injecção de Ca^ na célula elevando-o para níveis relativa
mente altos, provocará uma redução no aparecimento destas junções (Rose 
e Loevenstein, 3 970, 3 975). A vitamina A pode também aumentar notavel
mente o número destas junções nos tecidos epiteliais (Elias e Friend, 
2976; Elias et ai., 3983). A acção das hormonas (esteróides) nestas 
estruturas tem um carácter marcadamente fisiológico; é exemplo disso o 
aumento do número destas junções durante o trabalho do parto e a sua 
redução no período da ovulação, ou ainda a sua intervenção na diferen
ciação do oócito e no sincronismo da contracção do músculo uterino 
(Burghardt e Anderson, 1979; Garfield et al., 1980; Sims et al., 1982; 
Cole et al., 1983). 

Segundo Osa e Sgusavara (198^), as hormonas do ovário (progestero-
na e 178-estradiol) exerciam in vitro uma dualidade de acções sobre o 
músculo uterino. Doses altas de estradiol estimulavam, segundo 
MacKenzie et ai. (1983), o desenvolvimento das "gap junctions" no 
miométrio de ratas jovens ou ovariectomizadas. Garfield et ai. (1980) 
verificaram que a presença da progesterona inibia o aumento do número 
destas junções no miométrio, quando estimuladas pelos estrogénios. Para 
Dahl e Berger (1978) a presença das junções de comunicação era pratica
mente nula no útero da rata virgem, mas a aplicação de estrogénios 
promovia rapidamente o seu aparecimento, as quais eram formadas pela 
confluência de subunidades pré-existentes na membrana celular ou pe3_a 
biossíntese de novas unidades. 

Estudos ultra-estruturais e electrofisiológicos conduzidos nos 
últimos anos mostraram que podem ocorrer nas gónadas ligações entre as 
células germinativas e as células somáticas (as chamadas junções hete-
rocelulares). Ligações deste tipo foram primeiramente detectadas nos 
ovários dos mamíferos (Anderson e Albertini, 1976), nos testículos dos 
mamíferos (McGinley et ai., 1979) e dos insectos (Szollosi e Marcail-
lon, I98O), bem como nos ovários dos insectos (Hebner, 1981) e dos 
moluscos (Saleudin et ai., 1980). 

A função destas junções na gónada feminina dos mamíferos estava 
reiLacionada com a regulação da maturação dos oócitos e a cooperação 
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metabólica entre as células da granulosa e dos oócitos (Andersen e 
Albertini, 1976), enquanto que nos ovários dos insectos tomavam parte, 
possivelmente, na coordenação da diferenciação do complexo oócito-
-célula folicular (Huebner, 198l). 

Bilinski e Klab (1982) evidenciaram, nos ovários do insecto 
Acerentomon ep., a presença destas junções entre as células folicu
lares e o oócito durante a pré-vitelogénese e a vitelogénese primária. 

A descoberta deste tipo de canais de comunicação nos ovários dos 
mamíferos, insectos e moluscos, dá a indicação de que este tipo de 
ligação é bastante comum no mundo animal. 

Existem ainda na membrana de algumas células canais implicados no 
transporte do ião sódio, e cuja formação é influenciada pelos este-
róides (entre estes os gluco e os mineralocorticóides). Segundo Sellin 
e DeSoignie (1985), estes compostos aumentavam a absorção de Na+ e dos 
fluídos numa grande variedade de epitélios, entre os quais os do cólon 
proximal e distai do coelho. Ambas as classes de esteróides aumentavam 
a actividade da bomba de sódio, sendo no entanto mais efectivo o efeito 
da aldosterona na entrada de Na+ pelo polo apical da célula. 

Anteriormente Lewis (1983), num estudo da acção da aldosterona no 
controlo da absorção do Na+ e da água através dos epitélios "apertados" 
dos vertebrados, tinha estabelecido que o efeito primário desta hormona 
seria o de aumentar a permeabilidade a este ião, ou pela activação de 
imediato de canais já existentes na membrana face ao lúmen (apical), ou 
pela incorporação de novos canais sintetizados após exposição prolonga
da à hormona. Outro efeito seria também o aumento da síntese da enzima 
ATPase Na -K responsável pela retirada de Na+ do citoplasma da célula 
para a corrente sanguínea. 

A epiderme dos moluscos é actualmente considerada uma estrutura 
dinâmica comprometida com um grande número de processos de transporte 
activo e passivo (Machin, 1976), apresentando as células que constituem 
este epitélio características estruturais idênticas às apresentadas 
pelos epitélios de transporte, já bem estudados. Trabalhos efectuados 
na brânquia e no manto (Kawaguki e Ykemoto, 1962) de lameli branqui os 
puseram em evidência essas características estruturais, o que aliás era 
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de prever, sobretudo para o manto, claramente implicado na formação da 
concha. 

Uma junção típica das células do epitélio dos moluscos consiste 
numa zonula adherens apical, seguida de uma zona septada localizada 
logo abaixo (Locke, 1955). Esta disposição permite que uma parte das 
membranas das células tenham canais de comunicação entre si, com a 
excepção da macula adherens, situada perto da base (Machin, 1975). 
Resultados obtidos a partir de medições feitas com isótopos (istin e 
Maetz, 1964) e resultados de estudos electrofisiológicos (istin e 
Kirschner, 1968) em lamelibrânquios de égua doce, mostraram que o manto 
destes animais era altamente permeável ao cálcio, sendo assim criado um 
efluxo passivo deste ião que gerava aparentemente um potencial eléc
trico positivo para o lado extrapaleal. A partir de estudos ultra-
-estruturais da distribuição do cálcio no epitélio do manto de 
Mercenária, Neff (1972) interpretava os resultados dando ênfase à via 
intercelular para a passagem deste ião, consistente com o modelo pro
posto por Fromter e Diamond (1972) para os epitélios dos vertebrados. 
Concluiu assim aquele autor que muito do cálcio passava através do 
epitélio do manto sob a forma ionizada solúvel, percorrendo este cami
nho entre as células epiteliais. 

Parvaznik et ai. (1977) descreveram no epitélio da brânquia de 
Aplysia a existência de junções "gap" septadas, e ainda de outras 
estruturas também constituídas por agrupamentos de partículas, mas de 
forma irregular. Segundo Quick e Johnson (1977), estes grupos de partí
culas não estabeleciam ligações entre células adjacentes, como aconte
cia nas junções "gap", mas seriam responsáveis pelos mecanismos de 
transmissão química (nervo - célula muscular). 

Portanto os epitélios de transporte dos moluscos apresentam também 
junções intercelulares e canais nas membranas celulares responsáveis 
pela permeabilidade a certos compostos, e que são regulados pela pre
sença de factores, possivelmente hormonas. 

Como no Cap. I caracterizámos a presença de esteróides endógenos 
em Mytilus, no Cap. II demonstrámos a variação de alguns deles ao 
longo do ciclo reprodutivo, quer no animal inteiro quer nos mantos 
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isolados, e no Cap. Ill pusemos em evidência uma variação na permeabi
lidade dos epitélios do manto ao sódio e ao manitol, também ao longo do 
ciclo reprodutivo, pensámos que seria oportuno ensaiar a acção in vitro 
dos esteróides e, concretamente, da progesterona e dos estrogénios 
(estradiol e estrona) na face exterior dos dois epitélios do manto. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Neste capítulo falaremos sobre os fluxos de descarga ("wash-out") 
medidos após um contacto prévio prolongado do manto com o indicador 
radioactivo, e na presença e ausência (controlo) das hormonas este-
róides progesterona, estradiol e estrona. 

ESTUDO CINÉTICO DOS MOVIMENTOS DE SÓDIO E MANITOL - MEDIDA DOS 
FLUXOS DE DESCARGA ("WASH-OUT") 

Cada fragmento do manto foi fixado entre duas câmaras, segundo o 
esquema clássico usado para o estudo in vitro do transporte de iões 
através dos epitélios, como já foi anteriormente descrito no Capítulo 
III (ver Materiais e Métodos). 

0 volume das soluções, medido para cada uma das câmaras, foi de 
3,5 ml. 0 radioisótopo ( N a ou C-manitol) foi adicionado a cada 
câmara no tempo zero e na concentração de 1,87 yCi (para o Na), ou 
de 1,5 yCi (para o C-manitol). 

Para cada animal foram montados dois sistemas de câmaras: um 
sistema para um dos mantos, usado como controlo, e outro sistema para o 
outro manto, submetido à acção das hormonas. 

Também no tempo zero foram adicionados 10 yl da solução etanólica 
T mM de progesterona, de estradiol, ou de estrona. Cada face do manto 
(cavidade paleai e cavidade extrapaleal) ficou em contacto com a hormo-

~ —7 
na, na concentração final de 2x10 ' M. As câmaras que contactavam com 
ambas as faces do manto-controlo foram adicionados 10 yl de etanol 
absoluto. 

Após um período longo de incubação, cerca de 13 h, o elemento do 
qual se pretendia estudar as trocas encontrava-se suficientemente mar
cado no interior do tecido. 

As soluções foram então substituídas nas duas câmaras por soluções 
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de composição idêntica, mas sem marcador radioactivo (soluções frias). 
Em cada uma destas operações foi sempre adicionado o mesmo volume 
(10 pi) da solução da hormona ou de etanol (controlo). Estas operações 
foram renovadas de um modo contínuo e com um débito suficiente, permi
tindo comparar as duas câmaras a um compartimento de tamanho infinito. 
Com esta condição os fluxos de retorno radioactivo para o tecido foram 
desprezáveis. 

A radioactividade que apareceu em cada uma das câmaras foi então 
seguida em função do tempo. A evolução das curvas de radioactividade 
forneceu uma informação sobre a acção destes compostos na permeabili
dade dos epitélios do tecido. 

Os cálculos utilizados na obtenção dos coeficientes de permeabili
dade - K22 e Kpo - dos compartimentos lentamente renovável (CLR) e 
rapidamente renovável (CRR), o período de renovação dos compartimentos 
(Kgj+K^) assim como o período biológico (T-^)» foram também Já des
critos no Capítulo III (Materiais e Métodos). 
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RESULTADOS 

A - EFEITO DA PROGESTERONA 

1 - SÓDIO 

O efeito da progesterona (2x10"' M) na permeabilidade ao sódio de 
ambas as faces do tecido foi testado segundo o método anteriormente 
descrito. Dada a rapidez do tempo de renovação do compartimento rapida
mente renovável para este ião, traduzida numa grande imprecisão na 
medida dos coeficientes de permeabilidade, apenas foi quantificado o 
efeito da hormona nos coeficientes de permeabilidade relativos ao 
compartimento mais lentamente renovável. 

Os resultados obtidos para o conjunto das experiências efectuadas 
mostram que o efeito desta hormona sobre os valores de ambos os coefi
cientes de permeabilidade não é significativamente diferente de zero, 
-18? ± 26 para K 2 1 (face à cavidade paleai) e de -25% ± 26 para K23) 
(face à cavidade extrapaleal). 

Apresentando porém os resultados em função do índice da espessura 
dos mantos (Fig. l), verifica-se que para valores médios deste índice 

a hormona tem um efeito 
negativo mais acentuado 
sobre o valor dos coefi
cientes de permeabilidade. 

FIG. 1 - Percentagem da variação dos coeficientes de permeabilidade dos dois epitélios do manto ao sódio, pela acção da progesterona, em função do índice da espessura 

1 
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Procurando pôr em evidência o efeito percentual da hormona em 
função do valor dos coeficientes de permeabilidade das experiências 
controlo (Fig. 2), verificase que os pontos que representam a variação 
de ICy se dispõem segundo rectas de inclinação idêntica e aproximada
mente equidistantes. A inclinação destas rectas é positiva e a distân
cia entre a sua intercecção com o eixo das ordenadas é de cerca de 
0,001 min"1. 

•X. .!«■ v n r I « v i 

0 . 0 0 4 S 0 . 0 0 3 5 m i n 
K 1 J <CI-R> 

PIG. 2  Percentagem 
da variação dos coe
ficientes de per
meabilidade dos dois 
epitélios do manto ao 
sódio, pela acção da 
progesterona, em fun
ção do valor absoluto 
aos fluxos 

2  MANITOL 

Foram analisados em conjunto os efeitos da hormona sobre os coefi
cientes de permeabilidade (K21 e K23) dos dois compartimentos. 

0 resultado global deste efeito no conjunto das experiências não 
nos dá qualquer indicação precisa. 0 valor médio da variação percentual 
dos fluxos devido ao contacto da hormona é de -lk para o K21 e +24 para 
o K23, mas os desviospadrão das médias são muito elevados (58 e 6k, 

respectivamente), não sendo pois os resultados obtidos significativa
mente diferentes de zero. 

A variação do efeito da progesterona em função do índice da espes
sura do manto (Fig. 3) permite contudo verificar que: 
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nas condições t e s tadas ex is te sempre um efe i to sobre a permeabi

l idade de ambas as faces do tecido (e em ambos os compartimen

tos) ; 

confirmase que o efe i to é semelhante no que respe i ta aos va

lores de KJLJ correspondentes a ambos os compartimentos, o que 
reforça o facto de ambos os compartimentos estarem separados do 
exter ior pela mesma bar re i ra (ver Cap. I l l ) ; 

o efe i to da hormona sobre K21 e K23 é sempre de s ina l contrár io 
(quando um aumenta o outro diminui) e parece ser var iável com o 
índice da espessura do manto. 

• " s i 
O K . . . , 

* K--.il 
6 K . -, ., 

O ■ 1 O . 2 o 

I n d i c a dm w « p « « a u r - a C j i / c m
2

) 

PIG. 3  Percentagem da 
variação dos coeficientes 
de permeabilidade dos dois 
epitélios do manto ao raa
nitol, pela acção da pro?esterona, em função do ndice da espessura 

Observando a variação percentual de K^, devido à acção da hormo
na, em função do valor absoluto de ICj, (Fig. h e 5), pode ainda con
cluirse que, tal como ocorria relativamente ao sódio, os pontos que se 
obtêm agrupamse em rectas, neste caso com uma inclinação negativa. 
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FIG. 4 - Percentagem 
da variação dos coe
ficientes de permea
bilidade dos dois 
epitélios do manto ao 
manitol, referente ao 
compartimento lenta
mente renovável, pela 
acção da progestero-
na, em função do 
valor absoluto dos 
fluxos 
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B - EFEITO DOS ESTROGENIOS 

1 - SÓDIO 

FIG. 5 - Percentagem 
da variação dos coe
ficientes de permea
bilidade dos dois 
epitélios do manto ao 
manitol, referente ao 
compartimento rapida
mente renovável, pela 
acção da progestero-
na, em função do 
valor absoluto dos 
fluxos 

0 efeito do estradiol (2x10 M) sobre os fluxos unidireccionais 
de sódio não produziu resultados conclusivos. Obtiveram-se estimulações 
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e inibições da mesma ordem de grandeza, sem que tenha sido possível 
encontrar qualquer relação entre os valores obtidos. 

A análise, em função do índice da espessura, dos efeitos de estra
diol (2x10"' M) sobre os fluxos de "vash-out" apresenta igualmente 
resultados contraditórios, difíceis de interpretar. A relação entre os 
efeitos pencentuais da hormona sobre os fluxos de descarga em função do 
valor absoluto destes, apesar dos resultados fragmentários que foi 
possível obter, permite, contudo, verificar o alinhamento de alguns 
pontos que parecem definir rectas cuja inclinação tem um valor negativo 
(Fig. 6). 

% (it* V « f I «*.'•' 

FIG. 6 - Percentagem da 
variação dos coeficientes 
de permeabilidade dos dois 
epitélios do manto ao só
dio, referente ao compar
timento lentamente reno
vável, pela acção do es
tradiol, em função do va
lor absoluto dos fluxos 

O . U 0 30 0 . 0 0 5 0 0 . 0 0 7 0 O . O O S O min 
K1J ( C L H ) 

2 - MANITOL 

0 efeito dos estrogénios (estradiol e estrona) na mesma concen
tração (2x10 ' M) sobre os fluxos de "wash-out" de manitcl apresenta 
valores positivos e negativos. Contudo, a relação das variações percen
tuais encontradas nos fluxos com o índice de espessura dos mantos (Fig. 
7) parece indicar que, para valores médios deste índice (entre 0,l40 e 
0,190), o contacto prévio das hormonas com o tecido conduz a uma dimi
nuição marcada dos fluxos. Para os restantes valores do indice os 
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resultados apresentam valores médios, que não diferem significativamen
te de zero. 
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FIG. 7 - _Percentagem 
da variação dos coe
f i c i e n t e s de p e r 
meabilidade dos dois 
ep i t é l ios do manto ao 
man i to l , pe la acção 
do es t rad io l e e s t r o -
na, em função do í n 
dice da espessura 

o . 1 
1 N,l 1 C O 

A relação dos valores percentuais da variação dos fluxos de des
carga com o valor absoluto dos respectivos fluxos (Fig. 8 e 9) permite 
verificar, de novo, para estas hormonas, o agrupamento dos resultados 
em linhas rectas de inclinação negativa. 
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FIG. 8 - Percentagem 
da variação dos coe
ficientes de permea
bilidade dos dois 
epitélios do manto ao 
manitol, referente ao 
compartimento lenta
mente renovável, pela 
acção do estradiol e 
estrona, era função do 
valor absoluto dos 
fluxos 
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FIG. 9 - Percentagem da 
variação dos coef ic ientes 
de permeabilidade dos dois 
e p i t é l i o s do manto ao ma-
n i t o l , r e f e r e n t e ao com
p a r t i m e n t o r a p i d a m e n t e 
r enováve l , pela acção do 
e s t r a d i o l e e s t r o n a , em 
função do va lo r a b s o l u t o 
dos fluxos 
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DISCUSSÃO 

Os valores dos fluxos unidireccionals de sódio e de manitol obti
dos no Cap. Ill para cada fase do ciclo reprodutivo permitiram concluir 
que: 

- Durante as primeiras fases de desenvolvimento da gónada (de 0 
para d-̂  e d^) deu-se um decréscimo acentuado no valor dos fluxos 
de sódio, a que se seguiu um aumento dos fluxos de manitol até à 
fase dg. A estas fases do ciclo correspondeu a ocorrência de um 
máximo para os estrogénios. 

- No início da regressão da gónada (de do e d^ para So e so) deu-
-se uma diminuição dos fluxos de manitol, a que se seguiu, até à 
fase 0, um aumento dos fluxos de sódio. A estas fases do ciclo 
correspondeu no início um pico de progesterona, acompanhado na 
fase final (s2) de um pequeno máximo de estrogénios (ver fig. 65 
- Cap. III). 

0 ensaio do efeito in vitro de estrogénios e de progesterona 
referido neste capítulo permitiu mostrar, em primeiro lugar, que estas 
hormonas estão envolvidas nas variações de permeabilidade acima referi
das. 

A escolha do manitol e do sódio para testar o efeito das hormonas 
na permeabilidade dos dois epitélios do manto residiu no facto de: 

- 0 manitol ter vindo a ser utilizado como um indicador da via 
paracelular, apesar de ser hoje claro que, tal como outros 
indicadores mais frequentemente utilizados, é susceptível de 
atravessar as membranas celulares, embora em percentagem reduzi
da (0'Donnell e Maddrell, 1983). 

- 0 sódio ser o catiao extracelular mais importante, o único para 
o qual, até ao presente, foi posto-em evidência um mecanismo de 
transporte activo no manto (Machado, 1987), e sobre o qual 
existem referências a um efeito de certos esteróides (aldostero-
na) sobre a activação e síntese de novo de canais na membrana 
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das células (Levis, 3983), embora noutro material biológico 
(tubo distai do rim). 

Dado que os fluxos unidireccional s representam o somatório de 
vários fluxos, conduzindo a resultados pouco esclarecedores, tornou-se 
necessário testar os efeitos das hormonas referidas sobre os fluxos de 
descarga., os quais dizem respeito apenas à barreira que sej.ara o tecido 
de cada uma das câmaras, no decurso dos estudos in vitro. 

As indicações obtidas no capítulo anterior, a partir dos valores 
dos fluxos de descarga, permitiram desde logo concluir que os dois 
compartimentos tecidulares postos em evidência trocavam com o exterior 
quer o manitol quer o sódio, possivelmente através da mesma barreira. 0 
facto do efeito dos estrogénios e da progesterona sobre os coeficientes 
de permeabilidade relativos a ambos os compartimentos ser semelhante, 
vem reforçar esta hipótese. 

0 estudo do efeito destas hormonas nos fluxos de descarga permitiu 
pôr em evidência não só um efeito sobre a intensidade dos fluxos, 
nalguns casos positivo noutros negativo, como também, dado o rigor com 
que é possível calcular por este método os coeficientes de permeabili
dade (KjJ, proceder à sua quantificação. 

A concentração de cada hormona utilizada (2x10"' M) e o tempo 
prévio de contacto desta com o tecido {2h horas) foram idênticos aos 
utilizados por Katzenellenbogen e Gorski (1972) e Sellin e DeSoignie 
(1985), embora noutros tecidos biológicos (útero e cólon distai, res
pectivamente), que permitiram pôr em evidência um efeito sobre a sín
tese proteica. 

0 efeito, tanto da progesterona como do estradiol, sobre os fluxos 
de sódio e de manitol parece estar dependente do estado fisiológico do 
animal (ou da fase em que se encontra), o que poderá traduzir-se pelo 
nível de hormonas endógenas existentes no manto. Foi ainda visível, na 
maior parte dos casos, um certo antagonismo entre os efeitos da proges
terona e os dos estrogénios, o que está de acordo com os dados conheci
dos sobre a acção da progesterona sobre os receptores citoplasmáticos 
dos estrogénios e os da própria progesterona (Hsueh et ai., 1975), e 
ainda dos estrogénios sobre os próprios receptores e sobre os recep-
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tores da progesterona (Vu Hai et al., 1976; Alonso et al., 1981 ). 

0 agrupamento dos pontos, segundo rectas paralelas, corresponden
tes à variação percentual dos diversos coeficientes de permeabilidade 
em função do valor destes, pela acção das hormonas, poderá significar 
que este efeito estará efectivamente dependente do estado fisiológico 
em que o animal se encontra. 

0 valor da permeabilidade da membrana varia ao longo do ciclo, 
entre dois pontos correpondentes à intercepção das referidas rectas com 
o eixo das ordenadas. 

A presença da hormona exógena teria como efeito apressar a conclu
são do ciclo. Caso esta hipótese fosse correcta, o valor dos coeficien
tes de permeabilidade após a acção hormonal deveria situar-se próximo 
de cada um dos pontos extremos do ciclo, sendo o valor médio de cada 
grupo muito próximo do valor da intercepção da recta com o eixo das 
ordenadas. E de facto o que se verifica ao analisar os resultados 
referentes aos valores das percentagens de variação dos coeficientes de 
permeabilidade. 

Passando a analisar o efeito de cada uma das hormonas, deve ser 
posto em evidência que: 

- A progesterona teve sobre os fluxos de sódio um efeito aparente
mente contrário ao dos estrogénios. Parece igualmente claro que 
o seu efeito foi predominantemente inibitório da permeabilidade 
ao sódio para valores do índice de espessura próximos de 0,23 
(entre 0,20 e 0,25, aproximadamente). Existe uma forte probabi
lidade de que este valor corresponda a animais nas fases d^ ou 
s^ (ver quadro 11 - Cap. III). 

- A progesterona e os estrogénios parecem ter um efeito semelhante 
sobre os fluxos de manitol, se se observar a variação percentual 
em função do valor dos coeficientes de permeabilidade. Contudo, 
ao analisar essa acção em função do índice de espessura verifi-
cou-se, para os estrogénios, um efeito marcadamente inibitório 
sobre a permeabilidade ao manitol para índices de valores com
preendidos entre 0,li+ e 0,18, que corresponderiam a animais nas 
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fases dj, dp e dg (ver quadro 11 - Cap. III). 

Relativamente à progesterona, pode verificar-se uma acção aparen
temente contrária sobre os dois epitélios, e ainda a ocorrência de uma 
estimulação para valores do índice de espessura proóximos de 0,12-0,13, 
a que corresponderiam animais predominantemente nas fases s-> e So. 

E ainda de realçar que o efeito máximo de ambas as hormonas ocor
reu aparentemente nas fases em que ocorreram igualmente níveis mais 
elevados da hormona endógena. 

Não é fácil, apenas com estes dados obtidos, tirar conclusões 
sólidas sobre os mecanismos de acção destas hormonas no que respeita ao 
seu efeito sobre a permeabilidade do manto ao sódio e ao manitol, 
usados como indicadores da via paracelular. E contudo curioso verificar 
que a permeabilidade dos epitélios parece variar ao longo do ciclo 
reprodutivo, sob a acção hormonal, entre valores extremos aparentemente 
múltiplos de um valor fixo. Terá este facto a ver com a existência de 
um número fixo de receptores para as hormonas que se vai multiplicando? 
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CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados obtidos ao longo do trabalho, e apresentados nos 
capítulos precedentes, permitem tirar um certo número de conclusões, a 
primeira das quais é, sem dúvida, a presença em Mytilus sp. dos este-
róides endógenos: progesterona, A^-androstenediona, testosterone, dii-
drotestosterona, estradiol, estrona, androsterona e androstanediol. 

Os níveis de progesterona, testosterona e estrona encontrados no 
animal inteiro são da mesma ordem de grandeza dos que são referidos 
para os animais superiores. Foi ainda possível demonstrar que uma 
fracção importante dos referidos esteróides se encontra na gónada 
destes animais. Um aspecto igualmente importante reside no facto de, ao 
contrário do que sucede nos vertebrados, não existirem diferenças 
significativas entre os níveis de estrogénios e de progesterona entre 
machos e fêmeas. Em ambos os sexos os níveis destes esteróides variam 
fortemente ao longo do ano, permitindo o estudo da sua variação de
monstrar que: 

- os máximos de progesterona aparecem sobretudo no Verão, corres
pondendo a épocas que precedem a emissão dos gâmetas; 

- os níveis de estradiol mostram dois valores máximos, um em Maio 
e outro em Novembro, correspondendo principalmente a fases de 
desenvolvimento sexual; 

- a estrona tem um padrão idêntico ao do estradiol, apresentando 
contudo um máximo mais evidente no Verão, em que 50$ dos animais 
se encontram numa fase de redesenvolvimento. 

A correlação dos reseultados referentes à medida dos níveis de 
cada um destes esteróides com os dados obtidos pelo exame histológico 
das gónadas, permite chegar a conclusões mais precisas sobre a evolução 
dos níveis de estrogénios e da progesterona nas diversas fases do ciclo 
reprodutivo. 

Assim, foi possível estabelecer para a progesterona um máximo 
entre a postura e o repouso sexual (sobretudo na fase s?) e para os 
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estrogenics dois máximos, o primeiro, mais importante, no período 
inicial do desenvolvimento da gónada (sobretudo na fase dn) e o segun
do, de menos amplitude, no período de redesenvolvimento (na fase B ? ) , 
coincidindo com a ocorrência de níveis igualmente elevados de progeste-
rona. Este ladrão apresenta alguma analogia com o que está descrito 
para as fêmeas dos vertebrados. 

Relativamente ao conjunto da população, a distribuição das diver
sas fases do ciclo reprodutivo ao longo do ano integra-se no padrão 
descrito para os animais deste grupo que habitam os climas temperados, 
com posturas parciais na Primavera e uma postura plena no Verão. Existe 
também nestes animais uma correlação estreita entre a evolução do ciclo 
reprodutivo e um certo número de outros parâmetros fisiológicos como, 
por exemplo, os níveis de lípidos totais, de que foi possível confirmar 
a existência de um máximo no Outono e Inverno, a que correspondem fases 
de desenvolvimento mais avançadas. 

Um outro parâmetro cuja variação foi posta em evidência foi a 
permeabilidade dos epitélios do manto ao sódio, ao cálcio e ao manitol, 
este utilizado aqui como indicador da via paracelular. 

Os resultados relativos aos fluxos de sódio e de manitol através 
da totalidade do manto (fluxos unidireccionais dirigidos para a cavi
dade extrapaleal) mostram que: 

- os valores obtidos não diferem muito daqueles que se encontram 
na literatura para os fluxos através do manto e também do intes
tino de outros grupos próximos deste; 

- existe uma forte variação sazonal do valor dos fluxos, sendo 
possível identificar diversos máximos para os fluxos de sódio, 
dos quais, os mais importantes, se localizam nos meses de Julho 
e Agosto. Para os fluxos de manitol o mais importante situa-se 
em Junho; 

- a correlação do valor dos fluxos de sódio com as fases do ciclo 
reprodutivo mostra que os valores são muito próximos entre si 
durante as fases de desenvolvimento, aumentando mas fases de 
postura, com um máximo muito marcado na fase zero (repouso 
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sexual); 

- ao contrário do que se passa com o sódio, a correlação entre os 
fluxos de manitol e as fases do ciclo reprodutivo mostra valores 
máximos nas fases de desenvolvimento do e d],, e valores mínimos 
nas fases de postura. 

A medida dos fluxos de descarga do tecido (do interior do tecido 
para a cavidade paleai e para a cavidade extrapaleal) permite igualmen
te mostrar que: 

- existem pelo menos dois compartimentos no tecido, tanto para o 
sódio, como para o cálcio, como para o manitol. Este último tem 
um tempo de renovação muito elevado em relação aos outros dois; 

- o tempo de renovação dos dois compartimentos do sódio é de 5 min 
para o compartimento rapidamente renovável (CRR) e de 103 min 
para o compartimento lentamente renovável (CLR). Para o cálcio 
estes valores sao de 5 e 93 min, e para o manitol de 23 e 305 
min, respectivamente; 

- ambos os compartimentos parecem renovar-se a partir de cada uma 
das faces do tecido através da mesma barreira; 

- a permeabilidade de ambas as faces do manto é idêntica entre si 
tanto para o sódio, como para o cálcio, como para o manitol; 

- a permeabilidade aos iões e ao manitol de ambas as faces do 
manto varia com as diversas fases do ciclo reprodutivo, havendo 
uma correlação estreita entre os valores dos coeficientes de 
permeabilidade e o índice de desenvolvimento da gónada, positiva 
no caso do manitol, e negativa para o sódio e cálcio. 

As concentrações dos iões Na+, Ca2+ e K+ evoluem igualmente ao 
longo do ano, apresentando nos dois primeiros uma correlação negativa 
com o índice de maturação da gónada, enquanto o K+, um ião predominan
temente intracelular, não apresenta variação significativa. 

0 efeito in vitro da progesterona, estradiol e estrona sobre os 
fluxos de descarga do sódio e manitol, e em doses previamente ensaiadas 
noutros tecidos, permite concluir que: 
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- estas hormonas têm entre elas um efeito sobre a permeabilidade 
de ambos os epitélios do manto ao sódio e ao manitol; 

- a progesterona tem um efeito predominantemente inibitório sobre 
os fluxos de sódio, sobretudo para animais nas fases de desen
volvimento máximo. Por seu turno os estrogénios apresentam um 
efeito contrário; 

- a progesterona e os estrogénios apresentam efeitos contrários 
sobre os fluxos de manitol, sendo o efeito aparentemente depen
dente da fase em que o animal se encontra. 

0 conjunto dos resultados do efeito in vitro destes esteróides 
sobre a permeabilidade dos epitélios do manto, apresenta indícios de 
que: 

- a progesterona e os estrogénios, cujos níveis endógenos oscilam 
ao longo do ciclo reprodutivo, estão envolvidos nas variações de 
permeabilidade dos epitélios do manto aos iões e ao manitol 
(indicador da via paracelular); 

- a progesterona e os estrogénios apresentam em ambos os casos um 
efeito antagónico, de acordo com o que está descrito sobre a 
acção da progesterona sobre os receptores dos estrogénios; 

- o efeito dos esteróides ensaiados parece estar dependente da 
fase em que o animal se encontra (níveis de hormonas endógenas); 

- existem variações descontínuas da permeabilidade dos epitélios 
que sao aparentemente independentes da acção destas hormonas; 

- existe uma relação estreita entre a regulação hormonal do ciclo 
reprodutivo e o equilíbrio hidromineral. 

Em resumo: 

A apreciação dos resultados obtidos no decurso deste trabalho 
permite pôr em evidência e presença em Mytilus sp. de um número elevado 
de esteróides (progesterona, androstenediona, testosterona, diidrotes-
tosterona, estradiol, estrona, androsterona e androstanediol), cuja 

200 



presença nestes animais era, até à data, apenas afirmada pela existên
cia de enzimas envolvidas no seu metabolismo e cuja presença nos verte
brados superiores tem um significado preciso como hormonas envolvidas 
na reprodução. 

A evolução dos níveis de alguns destes esteróides (progesterona, 
estradiol e estrona) ao longo do ciclo reprodutivo em Mytilue sp. 
permite mostrar ainda que os estrogénios apresentam um máximo durante 
as fases de desenvolvimento gametogénico, e outro durante a fase de 
emissão dos gâmetas, este coincidente com o máximo de progesterona. Tal 
padrão é em tudo semelhante ao que é conhecido para os vertebrados. 

A correlação entre a ocorrência das várias fases do ciclo reprodu
tivo e a permeabilidade dos epitélios do manto ao sódio, ao cálcio e ao 
manitol (um indicador da via paracelular) mostra existirem variações 
marcadas do valor dos fluxos daquelas substâncias, sendo os epitélios 
mais permeáveis ao sódio e ao cálcio na fase de repouso sexual, e ao 
manitol nas fases de maior desenvolvimento das gónadas. 

0 efeito in vitro da progesterona, do estradiol e da estrona sobre 
os fluxos de sódio e de manitol permite mostrar que ambos são sensíveis 
à presença daqueles esteróides, que têm em regra um efeito antagónico e 
aparentemente dependente da fase do ciclo reprodutivo em que o animal 
se encontra. Estes resultados evidenciaram ainda o que parece ser um 
aumento descontínuo do valor dos fluxos, independente da acção destas 
hormonas. 

Na globalidade estes resultados apontam para uma ligação estreita 
entre a regulação hormonal do ciclo reprodutivo e a regulação iónica e 
osmótica nos lamelibrânquios. 
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