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PREFACIO

Neste trabalho com que ora me apresento ao concurso de do-
céncia-livre de Fisiologia Geral e Animal da Faculdade de Fi-
losofia, Ciéncias e Letras da Universidade de S. Paulo, procurei
situar o assunto escolhido como tese dentro do objetivo do De-
partamento de Fisiologia Geral e Animal, que é o estudo da
fisiologia sob os seus aspectos gerais e zoo-comparativos.

A pesquisa refere-se a neurosecrecdo, tema de marcante
atualidade, que nos Ultimos anos por assim dizer, revolucionou
0s conceitos referentes ao controle nervoso e hormonal dos or-
ganismos. Relaciona-se ainda com as repercussfes que estudos
de neurosecrecéo, iniciados em vertebrados superiores, tiveram
na fisiologia comparativa senso lato.

Estudando, assim, aspectos da neurosecrecdo em Crusta-
ceos, o presente trabalho procurou contribuir, na medida do
possivel, para a generalizacdo de conceitos novos e destacar
eventuais particularidades encontradas no referido grupo de
invertebrados que, sabidamente, no campo de tais estudos cons-
tituem bom objeto para pesquisas.

Por outro lado, escolhendo um tema de neurosecregdo em
crustaceo, foi minha intencdo filiar-se a uma linha marcante
e ja antiga da pesquisa do Departamento de Fisiologia Geral e
Animal, dirigido pelo Prof. Dr. Paulo Sawaya, que por motivos
que ndo importa recordar, ficou posteriormente abandonada.
Em verdade, basta folhear a lista de publicacdes do referido
Departamento, para se verificar como 0s seus primeiros traba-
lhos, ao tratar de problemas de mudancga de c6r em crustaceos
e peixes, de certo modo se preocuparam com a neurosecrecao.
De uns dois anos para ca, finalmente voltou ela a figurar nas
nossas cogitagbes, como atestam os ultimos trabalhos publi-
cados.

Um trabalho de fisiologia, nos dias atuais, ndo se faz sem
0 concurso proximo ou remoto de outras pessoas ou investiga-
dores. No caso presente, o bom andamento das pesquisas deveu-
se a colaboracdo imprescindivel de um certo nimero de cole-
gas e companheiros de laboratério, que assim se tornaram cre-
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dores da minha sincera gratiddao: O Prof. Dr. Paulo Sawaya que
orientou 0s meus primeiros passos na fisiologia e que com a
sua experiéncia no campo da neurosecrecdo, muito cooperou na
confecgdo déste trabalho com sugestbes e criticas justas. O co-
lega e amigo Dr. Erasmo Garcia Mendes e o Dr. George A. Ed-
wards, ex-professor colaborador do Departamento de Fisiologia
Geral e Animal, que igualmente com sua experiéncia no assun-
to, se tornaram valiosos conselheiros nas horas dificeis. As
Dras. Lic. Elisa P. Knapp e Anna Amélia Ancona Lopes e o
Lic. Prof. Chaim N. Grinkraut pelo precioso auxilio prestado
na parte histolégica, nas microdisec¢des e nos bio-ensdios. Os
Srs. Perclides de Oliveira e Conrado Bizarro que muito se es-
meraram na captura do material. As Sras. Gertrudes S. Alter-
thum e Dra. Carolina Bresslau que nos auxiliaram na traducéo
dos textos alemées. A Sta. Elza Farah a quem se deve a datilo-
grafia dos originais.

Finalmente, ndo poderia deixar de manifestar aqui o meu
apreco e gratiddo a companheira dos bons e dos maus momen-
tos, a minha esp6sa, D. Maria da Penha Machado Valente.

| —INTRODUCAO

O conceito de neurosecrecdo surgiu da observacdo de célu-
las nervosas capazes de produzir granulagbes e goticulas de na-
tureza coloidal, com atividade semelhante a dos horménios.
Admite-se que estruturas nervosas sejam responsaveis pela
existéncia de substdncias de atividade especial, como p. e, ,a
acetilcolina, a simpatina, produzidas ao nivel das terminacdes
nervosas periféricas, e que, todavia, ndo se acham relacionadas
com a neurosecrecdo. Esta refere-se principalmente a elabo-
racdo pelas proprias células nervosas de certos produtos de ati-
vidades definidas e determinadas que influem, p. e, no meta-
bolismo, na mudanca da cor, na atividade locomotora, etc.

E’ assunto bem estudado tanto nos Invertebrados como nos
Vertebrados. Nos primeiros, além dos Insetos, o grupo melhor
conhecido neste particular ¢ o dos Crustidceos, nos quais foi
possivel estabelecer-se intima conexdo entre as pesquisas his-
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tolégicas e as fisiologicas. O entendimento da neurosecregao
nos Crustaceos depende de uma estreita colaboracdo entre mor-
fologos, fisiologos e, agora, bioquimicos. De ha muito que
HANSTROM (1931) se dedica a investigagdo anatdémica e his-
tolégica dos 6rgdos incretdrios désses e de outros Invertebrados.
Foi o primeiro a descrever o “6rgdo X" nos Crustaceos, iden-
tificando-o (1933) em Benthesicymus, Gennadas, Sergestes,
Acanthephyra Parapandulus, Virbius, Lysmata seticaudata, Spi-
rotoncaris polaris, Pontonia syrrhena, Processa edulis, Ponto-
philus norvergicus e Parapandalus (SAWAYA, 1939).

O 6rgdo X é proveniente das células sensoriais da papila
ocular. Em alguns Crustaceos desenvolve-se como 6rgdo do
sentido, em outros como glandula sensorial e em outros ainda
como glandula endécrina (HANSTROM, 1938). Em trabalhos
posteriores, 0 mesmo autor determinou as células do 6rgdo X
como sendo neurosecretoras e em pesquisas mais modernas con-
firmou tal assercéo.

Em Macrura Natantia e Brachyura, sequndo CARLISLE
& PASSANO (1953), o 6rgdo X estd separado em duas por-
¢des: uma primeira porcdo proxima ao poro sensorial, que
¢ denominada por ésses autores pars distalis do 6rgdo X e uma
segunda, situada proxima a medula terminialis, denominada pars
ganglionaris do érgdo X; estas duas porcdes estdo ligadas por
um nervo, conexio X-organi. Somente a pars ganglionaris do
6rgdo X se conjuga com a glandula do seio.

Em Brachyura (MENDES, 1942; BLISS, 1951; PASSA-
NO, 1951 e 1952) o 6rgdo X é constituido de células neurose-
cretoras em numero de 12 ou mais, as quais estdo localizadas
entre ceélulas nervosas normais, diretamente abaixo da super-
ficie justa-ventral da medula terminalis. Os grandes axdnics
das células neurosecretoras formam uma parte do nervo sino-
ganglionar.

Em Isopoda também foram descritos elementos neurose-
cretores (Lygia exotica) por SAWAYA (1939) tendo-se ai iden-
tificado tanto a glandula do seio como o 6rgdo X. Foi éste o pri-
meiro trabalho realizado em nosso pais sObre éste importante
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assunto, contribuindo suas conclusdes para fundamentar outras
pesquisas néste campo.

Grande progresso na pesquisa da endocrinologia dos crus-
taceos se obteve quando PASSANO (1953b) mostrou que o 6r-
gdo X descrito por HANSTROM (1933) como neurosecretor,
produz uma secrecdo transportada através de um nervo para
a glandula do seio. Pensou-se que essa glandula produzisse
um horménio que impediria a muda. PASSANO, porém, pro-
vou que a extirpacdo da glandula do seio ndo induzia a muda
supranumeraria como era esperado. Isso s0 foi possivel com
a extirpacdo do drgao X.

Existem ainda certas discrepancias de natureza anatémi-
ca e citologica, entre 6rgdo X e glandula do seio e as nume-
rosas atividades dos horménios armazenados na glandula do
seio. Esse problema foi em parte solucionado com os achados
de grande nimero de grupos de células neurosecretoras loca-
lizadas no cérebro, na cadeia nervosa ventral e na parte ner-
vosa do peddnculo ocular. InGmeros grupos de células neuro-
secretoras mandam os seus produtos para a glandula do seio
(BLISS & WELSH 1952 e BLISS, DURAND & WELSH (1954).
Que ocorre de fato transporte de secrecdo nas vias neurosecre-
toras revela-se pelas observacbes de CARLISLE (1953) rea-
lizadas numa preparacdo viva de camardo, onde observou mo-
vimento lento de gdtas de secrecdo no axoplasma dos neuritos,
numa velocidade de 2 a 4 micra por minuto. PASSANO (1952)
observou sistemas esféricos ao microscopio de fase no Decapoda
Sesarma, 0s quais consistem de pequenos granulos com 0,3
micra, muito refrativa a luz. Esses granulos envolvem uma
gota central oticamente vazia. Estas gbdtas podem se reunir
em gobtas maiores, o que foi observado no 6rgdo terminal da
glandula do seio e no neurbnio secretério.

Coube a ENAMI (1949, 1951 b e c) correlacionar, histolo-
gicamente, os tipos de hormonios produzidos no peddnculo
ocular com células neurosecretoras. Observou, histologicamen-
te, que em Sesarma a inervacdo da glandula do seio se faz ex-
clusivamente pelo nervo da glandula do seio, ndo tendo sido
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achadas outras vias, embora alguns dos mais finos ramos do
nervo oculomotor, parecam estar em contacto superficial com
0 tecido glandular. O tecido da glédndula do seio € muito se-
melhante ao neurilema dos tecidos nervosos, em sua estru-
tura fundamental, segundo HANSTROM (1951) fato éste ja
muito conhecido pelos trabalhos déste autor. A lamela da
glandula é essencialmente de natureza sincicial; uma diferen-
¢a marcante entre a glandula do seio e o neurilema estd na
quantidade e variabilidade das inclusGes acidéfilas que pre-
dominam na glandula.

Distinguem-se, na glandula do seio, quanto a configuracdo,
a plasticidade e a estrutura microscépica, trés tipos de co-
Idides: I. Coldide A: massas ovdides ou elipticas de 4 a 8 mi-
cra de comprimento; coram-se mais intensamente com a fuc-
sina 4cida de Mallory. Il. Col6ide B: massas irregularmente
formadas, parecendo originadas da coalescéncia de massas de
coléide A e mostra fraca afinidade pela fucsina acida. No co-
l6ide B ocorrem vaclolos que permanecem acromdticos em
Susa-Mallory. Ndo se nota movimento browniano, o que su-
gere consideravel viscosidade dentro do vacuolo. Ill. Co-
l6ide C: massas informes, que por coalescéncia conduzem a
massas maiores e que contornam as divisdes do tecido glan-
dular. Tém baixa viscosidade e em contraste com o coldide
A e B, rejeita a alizarina “in vitro”.

Tudo indica (ENAMI 1951b) uma possivel transformacéo
do coloide A em C passando pelo coldide B. O neurilema de
todos os tecidos ganglionares produz um tipo de coldide seme-
Ihante ao A da glandula do seio, devendo-se ainda assinalar
que nesse 0rgdo ndo foram encontrados coléides B e C. Nas
investigacdes de elementos incretdrios no tecido nervoso, fora
do neugilema, foram distinguidos trés tipos de células neuro-
secretoras: a, 3 e y.

As células a foram vistas no cérebro, na medula terminal,
nas medulas interna e externa, bem como no géanglio toracico;

geralmente medem 30 de didmetro com nucleo de 12 jaonde
1 ou mais nucléolos estdo presentes, exceto nas encontradas no
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ganglio toracico, que sdo células gigantes de cérca de 60 jx de
comprimento e incluem um grande ndcleo vesicular de cérca
de 20 [x de didmetro e também com 1 ou 2 nucléolos. Tddas
sdo ricas em citoplasma e vacuolos.

As células neurosecretoras de tipo fl encontram-se no cé-
rebro, medula terminal e na comissura glanglionar. No cére-
bro estdo localizadas, exclusivamente, num agrupamento de
células nervosas situadas anteriormente ao lobo olfatorio.
Células de 30 jx de comprimento, com nucleo vesicular de 10 [x
citoplasma bastante homogéneo e de natureza compacta. As
células /3 pertencentes a medula terminal sdo representadas
por um certo nimero de células gigantes unipolares que for-
mam um aglomerado na parte ventral da porcdo proximal da
neuropila da medula e enviam fibras nervosas para a glan-
dula do seio. O conjunto de células /3 de ENAMI que se en-
contram no pedunculo ocular corresponde ao chamado Or-
gdo X. Caracteristica importante das células j3 é a sua forte
afinidade para com os componentes azul de anilina do Mallory.

Enquanto as células a e /3 mostram secrecdes citoplasmati-
cas, as celulas do tipo y, localizadas no cérebro e na medula
terminal, distinguem-se pela secrecdo nuclear. A ocorréncia
de células neurosecretoras fora do 6rgdo X foi confirmada em
outros Crustadceos por BLISS & WELSH (1952). Verificaram
éles que pelo menos uma parte désses centros secretdrios, en-
via axénios para a glandula do seio, a qual parece, portanto,
acumular neurosecre¢do, ndo somente do 6rgdo X, mas tam-
bém de outros grupos celulares secretores do sistema nervoso
central.

As células neurosecretoras segundo HANSTROM (1954)
ndo formam sinapses numa cadeia neurdnica e nem transmitem
impulsos nervosos a qualquer efetuador. Pelo contrario, nu-
merosos axonios de tais células terminam “cegamente” num lu-
gar de armazenamento, para o qual a secrecdo é transportada
ao longo dos ax6nios. Nesse local, a secrecdo pode ser reser-
vada em quantidade considerdvel para necessidades futuras.
Hoje ndo ha mais davida de que as células neurosecretoras pro-
duzem, nos Invertebrados, uma substéncia biologicamente ativa
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a qual se atribui natureza hormonal. Sabe-se que o pedinculo
dos crustaceos contém um ou mais horménios e que sua
remocdo provoca mudan¢ca de pele (BROWN '1952). Os
crustaceos Decapodes, no seu desenvolvimento, sofrem ti-
picamente um certo nimero de mudas, passando por uma Sé-
rie de estagios larvais caracteristicos e, mesmo no estado adul-
to, continuam a crescer por muda periédica do exoesqueleto.
Pouco ou nada se sabe com relacdo aos fatores integradores
em atividade, no desenvolvimento larval. O ciclo de muda dos
crustaceos pode ser dividido em 4 periodos.

Parece-nos interessante o caso de Cambarus, que duran-
te o primeiro ano de vida muda em intervalos de 12 a 13 dias,
provavelmente sem intervencdo de significante periodo de
intermuda. Posteriormente ocorrem duas mudas por ano, du-
rante o periodo de prémuda de 3 a 5 semanas, ocasido em que
had uma gradual reabsorcdo de exoesqueleto e deposi¢do de
sais de Ca na forma de gastrolitos, e também um gradual au-
mento na taxa de consumo de oxigénio e do teor de agua; es-
sas modificacbes fisiolégicas ocorrem uma semana antes da
muda. Na pés-muda, essas alteracGes ddo-se no sentido in-
verso e num tempo mais ou menos igual. Estudos dos quo-
cientes respiratérios aparentes em Cambarus dado para a inter-
muda um valor cérca de 0,8 e para os recemudados valores
tdo baixos como 0,1-0,2 durante as primeiras horas, em virtu-
de da fixacdo de CO02 durante o endurecimento da carapaga.
Ao cabo da primeira semana, todavia, o QR ja retorna ao nivel
normal. Todas essas alteracfes estdo intimamente relaciona-
das com as células neurosecretoras. Remocdo de pedunculos
oculares em Astacus (MEGUSAR 1912), Eriocheir (HANS-
TROM 1939), Palaemonetes (BROWN 1939), Uca (ABRAMO-
WITZ & ABRAMOWITZ 1940) e Cambarus (BROWN &
CUNINGHAM 1939 e SMITH 1940) resulta num aparecimento
mais rapido da muda seguinte. Em Cambarus jovens, a remocéao
do pedinculo ocular encurta o periodo de intermuda (Smith,
1940). A remoc¢do dos pedlnculos oculares em Cambarus madu-
ros, surge a muda antes do tempo esperado, que é o dos contro-
les. Todavia, implantacdes de glandulas do seio no abdomem de
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animais apenduculados determinam, pelo contrario, a muda mui-
to depois da dos animais testemunhos (BROWN 1939; BROWN
& CUNNINGRAM 1939). A remocao de um s6 peddnculo ocular
resulta numa muda levemente acelerada sugerindo ser o efeito
de carater quantitativo. PYLE em 1943, mostrou que altera-
¢cdes histologicas da glandula do seio sdo correlacionadas com
o ciclo da muda, aparecendo granulos de secregcdo acidofilos e
predominancia dos granulos baséfilos depois de completada a
muda. Parece provavel que todos ésses processos, que o0cofr-
rem durante a muda, estdo sob a influéncia de um dnico hor-
monio inibidor da glandula do seio (SCUDAMORE, 1947).
A relacdo entre o horménio inibidor da muda, da glandu-
la do seio e a reproducdo pode ser verificada com a fémea ova-
da de Crangon pelo fato dela ndo “mudar” até que a prole te-
nha eclodido (HESS 1941) e ocorrendo a muda diversas se-
manas mais tarde do que nos machos, e somente depois que 0s
filhotes abandonaram os plei6podes. Somente em 1951, gracas
ao trabalho de PASSANO, foi possivel provar que a muda es-
tava relacionada com o 6rgdo X e ndo somente com a glan-
dula do seio. O 6rgdo X é a fonte do hormdénio que impede a
muda. Implanta¢cBes de glandula do seio em animais sem pe-
ddnculo tém um efeito retardante, por ser essa glandula o ar-
mazém do hormdnio fabricado pelas células neurosecretoras
do 6rgdo X. O mesmo acontece com implantag6es de ganglios
cerebrais e conetivos esofagicos em animais apenduculados,
pois células neurosecretoras do tipo p de ENAMI ocorrem no
cérebro e nas comissuras ganglionares. No peddnculo encontra-
mos também um fator que influencia o metabolismo. A auséncia
do 6rgdo X, depois da extirpacdo do pedlinculo, causa aumento
do consumo de oxigénio em Gecarcinus e Astacus (BLISS, 1951,
FROST, SALOUM & KLEINHOLZ 1951) e em Gecarcinus
causa baixa do quociente respiratorio (BLISS, 1951). Fala
também em favor de o efeito hormonal provir principalmente
do orgdo X, a observagdo de TRAVIS (1951) segundo a qual,
depois da extirpacdo do peddnculo, mas ndo depois de extirpa-
¢cdo da glandula do seio, alterar-se o conteddo de fésforo sangii-
neo e fosforo inorganico em Panulirus. O horménio do 6rgéo
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X regula o metabolismo do fésforo. PYLE (1943) estudando
a histogénese do pedunculo, verificou j& no embrido, que o oOr-
gdo X, evolui antes do aparecimento da glandula do seio. Esta
pode regenerar-se depois da extirpacdo (BLISS & WELSH
1952).

A funcdo das células a no sistema nervoso central de ca-
mardes é ainda desconhecida (ENAMI 1951b). Semelhante a
cromatoforos da pele dos crustaceos, as células distais do pig-
mento da retina estdo sob o controle do hormdénio existente
nos extratos do sistema nervoso central e do peddnculo ocular
(WELSH, 1941; SMITH, 1948; BROWN, FINGERMAN & HI-
NES, 1951; BROWN, HINES & FINGERMAN, 1952). Uma
localizagdo mais exata désses efeitos até agora ndo foi feita
pormenorizadamente (SCHARRER & SCHARRER, 1954).

As consideragdes feitas acima s6bre os tipos de células neu-
rosecretdras, baseddas no trabalho de ENAMI (l.c.) ndo se
modificam deante do recente estudo publicado por MATSU-
MOTO (1958, p. 107) em que se faz a revisdo dos referidos
tipos. Todavia, julgo de conveniéncia lembrar que éste autor
indica as seguites vias de percurso da substdncia neurosecre-
tora, a saber: para a glandula do seio, através do cérebro e
dos pedunculos opticos, para os espagos tissulares originando-
se em cada ganglio e para o os nervos das extremidades prove-
niente do ganglio toradxico (p. 159). Seja lembrado a este res-
peito que MATSUMOTO trabalhou apenas com Crustdceos ma-
rinhos .

Como se vé, o processo da neurosecrecdo nos Crusticeos
ainda ndo se acha perfeitamente esclarecido. Inimeros sdo os
problemas abertos a discussdo e resolucdo. Nos demais Inver-
tebrados ainda menos se sabe sObre éste assunto.

Afora os Insetos e outras classes de invertebrados, ulti-
mamente ac vém aceinucuiuo investigacdes sdbre determinados
orgdos tidos como secretores de hormonios e relacionados com
0 sistema nervoso. Assim, na opinido de CARLISLE (1951, p.
468 e 1951a, p. 202) a glandula neural das Ascideas é uma glan-
dula homéloga a pituitdria dos Vertebrados. Segundo o mes-
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mo autor, injecdo de gonadotrofina corionica de Mamiferos
em Ciona e Phallusia provoca a liberacdo de gametas.

A maturacdo dos gametas dos Poliquetos é também regu-
lada por um fator oriundo do cérebro (DURCHON, 1951). Por
outro lado, células neurosecretoras tém sido descritas também
em Chilopodes e Onychophoros.

Os oOrgdos internefridiais dos Vermes Sipunculideos apro-
ximadamente se assemelham aos érgdos interrenais dos Ver-
tebrados (SCHARRER. 1941); as glandulas protoracicas po-
dem ser comparadas ao tipo descrito (SCHARRER 1948).

A verificacdo das atividades dos hormdnios aqui mencio-
nados féz-se até agora pela via bioldgica. Sé recentemente €
que BUTENANDT .(1954) obteve, em forma pura cristalizada,
um dos hormoénios responsadveis pela metamorfose dos Inse-
tos, utilizando pupas de Bombyx mori. Empregou pupas dés-
tes insetos para isolar o horménio das glandulas protoréacicas,
0 qual, como se sabe, é responsavel pela muda da pele. Teve
de empregar quantidade muito grande de Insetos (500 qui-
los) para se conseguirem os cristais puros. Para se obter uma
reacdo no teste, foi necessaria uma quantidade de 0,0075 gama
por animal. O material cristalizado foi usado biologicamente
por C. A. WILLIAMS em pupas de Lepidopteros, que esta-
vam em hibernacdo (sono de inverno), sendo capaz de promo-
ver o desenvolvimento das pupas para o estado de imago, pro-
vando assim que se tratava de um hormoénio das glandulas
protoracicas. A apalise quimica demonstrou que se trata de
uma substancia sem nitrogénio, cuja composicdo ¢ C49H730.
E’ oticamente ativa, funde-se numa temperatura de 235-
237 C e demonstra um méximo de absor¢do de 244 milimicrons.

Como se vé, o .estudo da neurosecrecdo em Invertebrados
m em Vertebrados acha-se intimamente relacionado com o dos
hormonios, especialmente da primeira destas divisdes. Varias
tém sido as revisGes bibliograficas de ambos os temas. Nas
paginas precedentes procuramos focalizar somente alguns as-
pectos mais interessantes para os objetivos que temos em mira.

Resta apenas lembrar, em resumo, o estado atual destas
questdes. Referindo-se o presente trabalho particularmente
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aos Crustaceos, sera digna de mencdo a mais recente resenha
apresentada por KNOWLES & CARLISLE (1956) onde se en-
contra extensa revisdo da bibliografia e judiciosos comentarios
a respeito. De acdrdo com éstes autores, ha divergéncias quan-
to a funcdo da glandula do seio. Assim, a ablacdo déste 6rgédo
ndo importa numa completa cessacdo (p. 399) dos efeitos hor-
monicos normais, 0 que levou alguns pesquisadores a conside-
rarem a possibilidade da produgcdo de horménios em outras
regides do pedunculo ocular fora da “glandula”. Entre éles
contam-se KNOWLES (1951), que identificou os horménios
produzidos na regido do tritocérebro e ENAMI (1951) que des-
creveu varias células neurosecretoras localizadas no cérebro
de Sesarma. Os produtos da secrecdo sdo conduzidos ao lon-
go das fibras nervosas até a glandula do seio. Conclusivas, nes-
te particular, foram as pesquisas de PASSANO (1951, a, b)
ao verificar que a secre¢cdo ocorre nos grupos de sélulas neu-
rocretoras gigantes localizadas na medulla terminalis e que
o material secretado é transportado ao longo dos axdnios das
fibras para a glandula do seio. Existe, mesmo, conforme BLISS
& WELSH (1952) verdadeiros sistemas neurosecretores dos pe-
dinculos oculares nos Crustaceos, e que a glandula do seio
recebe fibras axénicas de muitas partes dos ganglios do pedun-
culo ocular e do cérebro e algumas de outras partes do sistema
nervoso central. Conclusivas ainda foram as experiéncias de
BLISS & WELSH sbobre a ablacdo da glandula do seio com
consequente acimulo de material neurosecretor apos degene-
ragdo dos axbnios. Em tais casos houve regeneracdo de material
secretado ai depositado. Tais experiéncias conduziram ao re-
sultado de se admitir a glandula do seio apenas como um repo-
sitério do material original das células neurosecretoras, e que
a propria “glandula” ndo tomaria parte no processo de secre-
¢cdo. Cumpre notar, porém, que alguns autores (ENAMI 1951:
GABE 1952, 1953) admitem que o tecido da “glandula do seio”
também produz secrecdo hormonal.

Como quer que seja, fato indiscutivel é o de estar a glan-
dula do seio em conexdo com as células neurosecretoras existen-
tes nos érgdos nervosos. Algumas dessas células, localizadas no
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pedlinculo ético, constituem o que se denomina “6rgdo X”. Va-
rios foram os elementos rotulados com éste nome, antes que
HANSTROM (1939) emitisse a hip6tese de o “6rgdo X” repre-
sentar células sensoriais transformadas, i. é, células de uma
papila ocular rudimentar ou poro sensorial, e por isso tais es-
truturas habitualmente se designam por “6rgdo X sensorial de
HANSTROM”. Tal 6rgdo caracteriza-se pela presenca de con-
cregbes de forma concéntrica, tidas por HANSTROM como
produtos acumulados de secre¢do, e por CARLISLE (1953b)
interpretadas como terminacfes nervosas dos axdnios prove-
nientes da medulla terminalis, sendo que cada axénio se di-
vide em muitos ramos cada um dos quais termina em um cor-
po claviforme de varias camadas (CARLISLE, 1953, a. b. c).
Esse conjunto assemelha-se & contextura de um bulbo de ce-
bola visto em seccdo, e dai o nome que se lhe atribuiu de “cor-
pos de cebola”. Tal estrutura, sabe-se, caracteriza o “6rgdo X
de Hanstrom” nos Decapoda Natantia.

O encontro de um 6rgdo no pedinculo ocular de Cambaras
por WELSH (1941) semelhante ao 6rgdo X de HANSTROM, e
sua posterior descrigdo por BLISS & WELSH (1952), PASSA-
NO (1951 a, b, 1952), PORTER (1954) e BLISS e col. (1954)
como 6rgdo X, levou a indicagdo da existéncia de mais de um
orgdo com essas caracteristicas. Mais tarde, em 1953, CARLIS-
LE & PASSANO verificaram néo se tratar da mesma estrutura
e designaram éste ultimo o6rgdo pelo nome de pars gan-
glionaris X organi que corresponde ao “o0rgdo X” dos autores

americanos, dando a designacdo de paz distalis X organi (PDX)
ao “o0rgdo X de HANSTROM™”. A ocorréncia de ambas essas

partes conjuntamente ou separadamente nos Crustaceos é va-
ridvel, havendo varios graus de reunido de ambas. Por outro-
lado, como geralmente se aceita, o 6rgdo X de HANSTROM
acha-se associado a papila sensorial e devido a éste fato KNO-
WLES & CARLISLE (1956, p. 401) propuseram a designacdo
de “papila sensorial do d6rgdo X” (SPX) a esta estrutura que
contém os “corpos cebola” e outros. Assim, o PDX de CAR-
LISLE & PASSANO passaria a designar-se SPX de KNOWLES
& CARLISLE. Em virtude do fato de os grupos celulares ocor-
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rerem distintamente ou se espalharem pelos varios nucleos do
sistema nervoso central, e principalmente por encontrar-se o
maior nimero déstes grupos na medula terminalis, KNOWLES
& CARLISLE (1956, p. 402) sugeriram a substituicdo do PGX
da nomenclatura ha pouco citada pela designagdo MTGX que
quer dizer “érgdo X ganglionar da medula terminal”. Descri-
¢bes pormenorizadas do MTGX em Sesarma foram feitas por
ENAMI (1951, b) e em Lysmata por CARLISLE (1953, d. e).
No primeiro caranguejo éle é formado de um grupo de célu-
las unipolares gigantes de cérca de 50 p de didmetro, que for-
ma um agrupamento bem evidente na superficie ventral da
por¢cdo proximal do neuropilo da medula. Em Lysmata, que
se assemelha ao Camardo, as células do MTGX sdo um pouco
menores que as de Sesarma (25-40 p) mas semelhantes a elas.
Assim, pode-se deduzir que o0 mesmo nome de “drgdo X" foi
dado a duas estruturas diferentes que funcionam diferentemen-
te (KNOWLES & CARLISLE 1956, p. 403).

Pelo que acabamos de mencionar, além do “6rgdo X de
Hanstrdm™ no pedinculo ocular dos Crustaceos outras estru-
turas existem, com funcdo incretéria, descritas como ésse 4r-
gdo e rotulados com o mesmo nome. A questdo se torna mais
complicada quando se procura examinar estas estruturas em
conexdo com a glandula do seio. Varios autores mostraram que
tal “glandula” vem a ser o ponto de encontro de fibras neuro-
secretoras de varios grupos celulares que existem no pedin-
culo ocular ou outras regides (BLISS & WELSH, 1952; CAR-
LISLE 1953a e POTTER, 1954; BLISS e col. 1954; KNOWLES,
1955). H& comum acordo em considerar que o material pro-
duzido nos corpos celulares neurosecretores é transportado ao
longo dos axdnios terminando as respectivas fibras na glandu-
la do seio sob a forma de terminacfes claviformes. Ainda co-
mum é o acérdo quanto as propriedades corantes das inclusdes
secretadas que passam dos corpos celulares para a glandula do
seio. Os corpos celulares sdo dotados de finos granulos baséfi-
los que se podem verificar também na parte proximal do axonio;
a parte intermedidria da fibra contém material homogéneo
que se cora em lilds pela cromo-hematoxilina-floxina (BLISS
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& WELSH, 1954); mais distalmente o material esta sob a for-
ma de goticulas maiores que sdo floxinofilicas e nas termina-
¢des bulbares ha uma massa homogénea de material acidofi-
lico secretado que contém granulos basofilos (BLISS e col.
1954). Haveria pois evidéncia da transformacdo do material
secretado quando passa do ponto de origem para o ponto de li-
beragdo, e que a condicdo acidofila é a condicdo de armazena-
mento. Todavia, como salientam KNOWLES & CARLISLE
(1956, p. 403) ndo se pode ainda decidir se os corantes usados
coram material horm6nico ou substdncia transportadora.

Por outro lado, a verdadeira funcdo da glandula do seio,
segundo o0s autores acima citados ndo se acha elucidada com
precisdao. Como se viu, ha autores que negam sua participacdo
no processo secretor, e outros, como GABE (1952, 1953, 1954)
que considera haver elementos histolégicos evidentes que au-
torizam a admitir tal participagdo. Aventou-se ainda a idéia
da existéncia de horménio precursor que viria transformar-
se no hormonio propriamente dito dentro da glandula. Obser-
vou-se ainda que a remoc¢do da glandula do seio ndo afeta a
muda, mas a remoc¢do do complexo glandular do seio-6rgdo X
a provoca (PASSANO 1953 b). Parece provavel, concluem
KNOWLES & CARLISLE (1955, p. 404) ocorrerem transfor-
macdes quimicas na glandula do seio que envolvem a ativida-
de do material hormdnico e seu transporte através da mem-
brana limitante da glandula e que, possivelmente, havera ele-
mentos celulares na glandula do seio responséaveis pela produ-
cdo das enzimas necessarias para as transformagGes quimicas
das matérias precursoras ou das substadncias envolvidas na
passagem dos hormoénios através da parede da glandula.

Minhas pesquisas ndo procuraram abordar muitos dos as-
pectos acima assinalados. Motivos varios levaram-me a res-
tringir meu estudo aos seguintes pontos:

O sistema neurosecretor de Tr. petr.

a) atividade motora dos crustaceos considerados nor-
mais;

b) comportamento dos animais apés remoc¢do do pe-
ddnculo ocular.
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Neurosecrecdo e metabolismo respiratério do animal,
avaliado pelo oxigénio consumido.
a) animais integros;

b) 7 monopedunculados;

C) 7 bipedunculados.

Influéncia da pedunculoectomia sébre a atividade mo-
tora.

Influéncia da luz.

Propriedades do extrato de pedunculos.

Influéncia do peddnculo sbbre o funcionamento do es-
cafognatito.

Il — MATERIAL E METODOS
A — A espécie, coleta e manutengdo no laboratdrio

O animal usado no presente trabalho, como dissemos, foi
Trichodactylus petropolitanus GOELDI, Crustacea, Decapoda.
E’ comum nas aguas do sul do Brasil e ocorre em grande nu-
mero no Rio Tieté e seus tributdrios, na vizinhan¢a da cida-
de de Sdo Paulo. Vivem em &guas pobres de oxigénio e po-
dem ser considerados verdadeiros “anfibios” no sentido pro-
prio do térmo. E’ de se supor que as caracteristicas fisico-qui-
micas das aguas dos rios que banham S&do Paulo, tenham in-
duzido os Trichodactylus a conquistarem o meio aéreo de mo-
do muito acentuado (VALENTE, 1948). O seu mecanismo re-
gulador da respiracdo reside principalmente no funcionamen-
to dos escafognatitos, que sdo um par de placas localizadas
nas maxilas internas (2a. maxila). Estas placas sdo responsa-
veis pela direcdo da corrente de dgua que penetra pela aber-
tura inalante e pela remog¢do da agua empobrecida dentro da
cadmara branquial eliminando-a pela abertura exalante.

Por serem animais de habitos noturnos, a coleta geral-
mente era feita durante a noite, com auxilio de armadilhas
apropriadas. No laboratério eram mantidos em aquéarios de
vidros em &gua de torneira, constantemente renovada e are-
jada. A temperatura do aquario era igual a do ambiente na-
tural, isto é, aproximadamente 22°C.
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B — Métodos utilizados
1. Histologia

Para o estudo histolégico do tecido neurosecretor de Tri-
chodactylus usamos varios fixadores, tais como, Susa, Bouin,
Zenker e varios métodos de coloracdo, i. é, Mallory da triplice
coloracdo, GOMORI ou mesmo outras técnicas inclusive o exa-
me com coloracdo vital. O método de Gomori, no qual os gra-
nulos de secre¢do se coram seletivamente em azul escuro, foi
o preferido com a simplificacdo indicada por SCHARRER &
SCHARRER (1954, p. 957). O seu emprégo féz-se da seguinte
maneira:

Pecas fixadas em Susa, geralmente durante 14 horas, des-
hidratadas e incluidas em parafina. Cortes desparafinados e
deshidratos permaneceram em Bouin a 37°C com ou sem ajun-
tar alumem de cromo a 3% durante 12 horas. Depois do mor-
dente, os cortes, geralmente de 5 a 8 micra, foram lavados em
agua da torneira durante 5 minutos e em seguida sofreram um
tratamento durante um minuto na seguinte solucdo: Perman-
ganato de potassio a 2,5% — 20 cm3; acido sulfdrico a 5% — 20
cm3 adgua — 160 cm3.

Nessa solugdo os cortes adquirem a cOr castanha, a qual
deve ser retirada por imersdo numa solucdo de bisulfito de sé-
dio a 3%, a seguir lavados em agua corrente durante 5 minutos
e permanecendo depois uma hora na hematoxilina. A composi-
cdo da hematoxilina é a seguinte: hematoxilina aquosa 1% mais
alumem de cromo 3%, em parte iguais; ajuntar a 100 ml de
hematoxilina 2 ml de bicromato de potdssio a 5% e mais 2 ml
de &cido sulfarico a 2,5%. Esta solucdo deve amadurecer du-
rante 48 horas antes de ser usada. Guardada na geladeira, a so-
lucdo conserva suas propriedades até dois meses, mas antes do
seu uso deve ser aquecida a 22°C. Em geral os cortes se hiper-
coram, mas pela lavagem réapida em agua distilada, alcool 70%
e 4cido cloridrico a 1% durante 1-5 minutos diferenciam-se bem.
Depois da diferenciacdo os cortes sdo lavados em agua corrente
até que fiquem azuis. Faz-se uma coloragdo durante 5 minutos
numa solugdo de floxina (eritrosina BB) a 0,5%, lava-se rapi-
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damente e coloca-se um minuto numa solucdo de 5% de acido
fosfovolframico. Finalmente, lava-se a preparacdo durante 5
minutos em &gua corrente. Procede-se a montagem como de
habito.

2 — Medida da atividade locomotora coordenada

Um dos meios mais simples para se medir a atividade lo-
comotora é o registro dos movimentos locomotores coordena-
dos (EDWARDS 1950) do animal localizado dentro de um dis-
co plastico (Fig. 1) constituido de 2 discos de 8 cms de raio

Fig. 1 — Aparelho para medida da atividade locomotora.
(Edwards, 1950) .

mantidos por uma lamina de 4 cms de largura, cuja face in-
terna é provida de granulos de areia de modo a oferecer uma
superficie &spera que possibilite o animal movimentar o dis-
co quando anda. Nas faces do disco ha orificios para ventila-
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¢do e uma janela, pela qual se introduz o animal. O péso da
janela é equilibrado por pesos colocados no lado oposto. O
disco gira em térno de um eixo suportado por dois bracos de
metal. Todo o aparelho é de tal forma equilibrado de modo a
girar ao menor movimento de um pequeno animal, sendo as-
sim apropriado para Trichodactylus. Colocou-se uma peque-
na quantidade de agua no interior do disco para dar ao animal
condigbes préoximas do seu ambiente natural. Um fio de ca-
belo, fixo numa das bordas da roda e tangente a superficie de
um quimodgrafo, propiciou o registro dos movimentos do ani-
mal. A revolucdo do quimédgrafo usado é de 8 dias de dura-
¢do, 0 que possibilitou o registro grafico diurno e noturno. Sen-
do de 50 cms a circunferéncia da roda, cada traco do registro
correspondeu a essa extensdo, isto é, uma certa distancia per-
corrida pelo animal. Tal aparelho possibilita avaliar a ativi-
dade motora de Trichodactylus em diferentes condigdes.

3 — Remocdo e preparacdo do extrato do peddnculo ocular

Na remocdo do pedunculo ocular, os animais eram previa-
mente submetidos, por alguns minutos, a baixa temperatura,
isto é, ao redor de 4°C, com 0 que se evitaram hemorragias,
pois com o frio aumenta-se a viscosidade do sangue. Os pe-
ddnculos removidos eram depositados num dissecador e pos-
tos na geladeira a 0°C. Para preparacdo de extrato, os pedun-
culos foram triturados e a massa resultante dissolvida em eta-
nol aquecido a 60°. Pela evaporagdo do alcool obtém-se cris-
tais que, por trés vézes, foram dissolvidos e recristalizados.
Finalmente, os cristais foram conservados na geladeira até o
momento de serem usados, dissolvidos em Ringer para Crus-
taceos (VALENTE 1958 no prelo). Nos experimentos, ml 01
de uma solucdo equivalente a 20 pedunculos por ml foi inje-
tado numa equivaléncia final, pois, de 2 pedinculos por ani-

mal .
4 — Medida do consumo de 02

Determinou-se o consumo de 02 dos animais no microres-
pirémetro volumétrico de SCHOLANDER (1942). O gas car-
bénico produzido foi absorvido por ascarite colocada na céa-
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mara que continha o animal, o qual ai ficava, no fundo, em al-
guns ml de agua. Fizeram-se as medidas em banhos com tem-
peratura constante a 25°C. No fim de cada experimento seca-
ram-se 0s animais com papel de filtro, procedendo-se a pesa-
gem. Indicou-se o consumo de oxigénio em mm3 consumidos
por mgr. e por hora (mm302mgr/hr).

I — PARTE EXPERIMENTAL

A — O sistema neurosecretor localizado no pedinculo
ocular de Tr. petropolitanus

Como se viu anteriormente, no presente trabalho trata-se
somente de alguns aspectos da atividade motora e do meta-
bolismo do Tr. petropolitanus (Tr. p.), em relacdo com os ele-
mentos neurosecretores localizados no pedinculo ocular.

Pela resenha bibliografica j& mencionada, viu-se que tais
elementos neurosecretores variam quanto a estrutura, topo-
grafia e funcdo, segundo os crustaceos considerados. Até ago-
ra, as pesquisas efetuaram-se com animais marinhos, princi-
palmente Decapoda Brachyura. Quanto aos crustaceos de agua
doce, Gnicamente Cambarus e Astacus que sdo Decapoda ma-
crura, foram investigados. Ora, Tr. p. é um Decapoda Brachyu-
ra de agua doce, com a caracteristica excepcional de ser des-
provido de cromatoforos. Possivelmente, na migracdo para o
ambiente limnico houve interferéncia de fatores que levaram
a perda dos cromatéforos. Dai o interésse em se procurar sa-
ber se, ndo obstante esta peculiaridade, no pedunculo ocular de
Tr. p. ainda subsistem elementos neurosecretores responsaveis
pela elaboracdo de principios cromatoforotropicos como os exis-
tentes nos correspondentes marinhos, e, nesse caso, se guardam
éles as mesmas caracteristicas. Ainda mais, como se viu, tais
elementos e seus produtos influem decididamente na atividade
motora e no metabolismo do animal.

a) Pedinculo ocular
O pedunculo ocular de Tr. p. (Fig. 2), visto da parte externa

para a interna, consta de uma carapaca quitinica, bastante gros-
sa, calcificada, transparente apenas na regido da retina.
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Removendo-se essa carapaga encontra-se uma membrana
conjuntiva escura, bastante pigmentada, rica em melanina, por
baixo da qual se encontram musculos estriados, em pacotes
bastante grossos. O centro do pedinculo é ocupado por um dr-
gdo sensorial nervoso formado pela retina, lamina ganglionar
da retina, medulas: externa, interna e terminal (Fig. 2). Esta
Gltima se continua pelo lobo 6tico, que, saindo do pedunculo
vai até o ganglio cerebral do animal. As medulas e o lobo 6ti-
co sdo recobertos por uma membrana — o neurilema — que na
parte externa € rica em tecido colageno ndo pigmentado e na
parte em contacto com o érgdo nervoso é rica em tecido con-
juntivo frouxo. O tecido colageno separa o tecido nervoso dos

grandes seios sangliineos, dos quais éste se acha cercado.

b) Glandula do seio

Acha-se localizada, em Tr. p., dentro do pedunculo ocular,
entre a medula interna e medula terminal, podendo, quando
muito rica em granulos, expandir-se atingindo regido mais al-
ta, até a medula externa. Vista em prepara¢cdes frescas, é um
orgdo globular, de coér azulada leitosa, de contorno as vézes
irregulares. Ocupa a posicdo dorso-lateral interna em relacéo
ao eixo mediano do animal. Removendo-se a carapa¢a quitini-
ca, abaixo da membrana conjuntiva pigmentada, encontra-se a
glandula do seio que em material fresco, € facilmente distin-
guivel .

Fazendo-se a disseccdo do material fresco inicialmente, e
depois fixando-o lentamente com formol, consegue-se isolar a
glandula do seio que é ligada por um ramo nervoso ao lobo
otico e, por outros 2 ramos de 2 grupos de células neurosecreto-
ras. Recebe a glandula também um filete nervoso vindo da l&-
mina ganglionar.

Examinando cortes em séries do pedinculo ocular ainda
ndo me foi possivel tracar corretamente o caminho dos ramos
nervosos dentro das medulas.

A glandula do seio apresenta-se em cortes transversais co-
mo uma formacgéo triangular (Figs. 3 e 5) cheia de grénulos
que se coram, pelo Susa-Mallory, em castanho-arroxeado, e ou-
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Fig. 3 —mCorta- transversal de pedlGnculo ocular de Trichodacty\iis passando pela me-
dula interna (M. I.)» e glandula do seio (Gl. s.) mostrando v~clolos (V), citoplasma
(C) de células neurosecretoras a e y. Aum. 950 x. (Fotomicrografa) .

F.g. 4 -- Corte transversal do drgdo X onde notamos neurosecrecdo (ns) e células

a e y. Aum. 1400 x. (Fotomicrografia).
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Fig. 5 —i Corts transversal do pedlUnculo na altura da medula terminal (M. T.) e me-
dula interna (M. I!.). Notar a glandula dc seio (GI. s.), seio sangiiineo (S), nervos
(N) e musculatura (mm.). Aum. 150 x. (Fotomicrografia) .

tros que se coram em vermelho. Examinando-se cuidadosa-
mente a parte interna da glandula em contacto com o sistema
nervoso, vé-se que parece ser formada por terminacBes nervo-
sas que se dilatam muito ao chegar a glandula, as quais trans-
portam os granulos (Fgs. 5 e 8). Mas, em geral, a estrutura da
glandula é, tdéda ela, mascarada pela grande quantidade de gra-
nulos. A glandula, na sua parte externa, é separada do grande
seio sangiliineo por tecido conjuntivo — o neurilema (Figs. 3 e 5).

c) Células neurosecretoras

Existem varios tipos de células neurosecretoras, localiza-

das em grupos e isoladamente. A sua distribuicdo é, quase té-
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da ela confinada a medula terminalis (Fig. 2). Além do drgdo
X, h& agrupamentos de células neurosecretoras bastante cons-
picuos, como se pode ver pela figura 2.

Encontramos os trés tipos de células neurosecretoras des-
critas por ENAMI (1951), células a, /3 e y distribuidas por va-
rios grupos (Fig 2).

Ci) Células a — sdo células de tamanhos variaveis, indo
130 micra x 100 a 60 x 60 micra, com nucleos cujo tamanho é
de 40 micra e com 6 nucléolos. As vézes apresentam vactolos
citoplasmaticos bastante grandes (Figs. 3 e 6).

As células sdo comumente piriformes e monopolares. Ne-
las se podem encontrar granulos que se coram pelo Susa-Mal-
lory em vermelho, podendo também a secrecdo tomar a cor

cels. gls

cel y

cel «

Fig. 6 — Medula terminal do peddnculo ocular mostrando agrupamento de células neu-
rosecretoras (a e y) com os nlcleos (nu), citoplasma (C) e Células gangUunares (cels.
gls.). Aum. 1.300 x em Fotomicrografia.

arroxeada. Esta variacdo de cor talvez seja devida a estados
funcionais diferentes. Em muitas células pude ver a secre-
¢do saindo pelo prolongamento celular (Fig. 7). Além de agru-
padas, algumas sdo visiveis isoladamente.
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M. T
nnNS
Fig. 7 Corte longitudinal de nervo com neurosecrecdo (nnNS) passando pela medula.
terminal (M. T.), medula interna (M. 1.) e nervos com neurosecrecdo (nnNS), diri-
gindoJse para a glandula do seio. Aum. 1.400 x. (Fotomicrografia) .
Fig. 8 — Nervo (nn) deseir.ibocando na glandula do seio na altura da medula terminal

(M. T.). Medula interna (M. 1.)» musculatura (mm), nervos (nn), neurilema (N) e
seios sangilifneos (S) sdo também observados. Corta transversal aumentado 320 x.
(Fotomicrografia) .



Fg. 10 — Corte transversal do dérgdo X notando-se medula terminal (M. T.), substancias
neurcsL'cretoras (n. s.) ao longo do axonio (ax) . Aura. 1.300 x. (Fotomicrografia) .
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C2) Células /3— Trata-se de elementos monopolares gran-
des (Fig. 11) cuja variacdo de tamanho € menor que no caso
anterior (células a). O tamanho vai de 110 x 110 micra até
100 x 60 micra, com menor nimero de nucléolos e com nucleo
de 40 a 30 micra. Tém grénulos que se coram pelo Susa-Mal-
lory em roxo, e pelo Gomori em azul; a granulagdo lembra de

cel

Fig. 11 — Substancias neyrostcretoras (n. s.) mrrra fibra nervosa (f. n. n. s.) saindo de
uma célula do 6rgdo X. Aum. 1.850 x. (Fotomicrografia) .

certo modo a substancia tigréide ou de Nissl, do sistema ner-
voso central dos vertebrados (Fig. 11). A distribuicdo destas
células (Figs. 8,9,10,11 e 12) é confinada ao 6rgdo X. Este 6r-
gao, como se pode ver pela Fig. 2, possui além das células (3,

células a e y.

i3
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Fig. 12 — Topografia do o6rglo X (org X) e da medula term.nal CM. T.) do padin-
culo ocular de Trichodactylus p&tropolitanus em corte transversal. Ainda vemos mosculia-
tura (mm) e célula alfa (cel a). Aum. 150 x. (Fotomicrogrj;f'a) .

C3) Células y — Sédo células menores que as a e j3, com
menor contetdo citoplasmatico, porém maior que o das célu-
las ganglionares. Seus contornos sdo perfeitamente distingui-
veis, ao contrario do das ganglionares. Existe em todos os
agrupamentos de células neurosecretoras. Muitas vézes ndo
apresentam granulos; éstes quando ocorrem sdo de dificil ob-
servacdo. O tamanho das células gama vai de 40 x 30 a 50 x
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30 micra, com nucleo variando de 20 a 15 micra e com grande
nimero de nucléolos (Fig. 6).

d. Seios sanglineos

Sdo grandes lagos sangiiineos ao redor do 6rgdo nervosc
(Fig. 8).

Com estas observacdes histologicas, verifiquei que no pe-
dinculo ocular de Tr. p. existem células e érgdos neurosecre-
tores cuja distribuicdo foi indicada.

B — Neurosecrecdo e respiragao
a) Consumo de Oxigénio pelos Trichodactylus

Sabe-se que o consumo do oxigénio pelos crustaceos pode
apresentar variagcfes se forem estirpados os pedinculos ocula-
res. Nos Tr. p. procurei primeiro determinar a taxa do oxi-
génio consumido por animais integros, recentemente captura-
dos, com boa atividade locomotora. Fiz as medidas segundo
a técnica ja indicada, de 18 Tr. adultos (8 machos e 10 fé-
meas) com méximo de 6 dias de captura, todos em jejum.

TABELA 1

Consumo de oxigénio pelos Trichodactylus petropolitanus integros e
sem pedunculos

Animais integros Monopedunculados  Apedunculados
€
Sexo N.°de mm302 N.°de mm30. N.° de mmsCa
animais  mg/hr animais mg/hr  animais mg/hr
Machos 0,069 5 0,045 10 0,131
8
Fémeas 10 0,063 3 0,041 14 0,103

Os resultados das determinacbes encontram-se na tabela
1, pela qual se verifica ndo ter havido, praticamente, diferen-
cas de oxigénio consumido quanto ao sexo (0.069 pelos O e
0.063 pelas ?, mm302mg/hr).
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A seguir, determinei o oxigénio consumido por machos e
fémeas, mono-apedunculados. Os resultados das medidas de
6 & e 3 s mostraram ainda que a operacdo ndo ocasiona di-
ferencas do consumo quanto ao sexo dos animais (0.045 e 0.041
de mmé&2mg/h respectivamente pelos & e 9), mas indicam
sensivel diferenca quando se comparam é&stes resultados com
os dos anormais (de 0.024 para os i e 0.022 para as 9).

De 10 machos e 14 fémeas apedunculados, os primeiros
consumiram em média 0.131 e as segundas 0.103 mm302mg/h,
0 que corresponde a uma diferenga de 0.062 e de 0.040 compa-

Fig. 13 Influéncia da remocdo do peddnculo ocular sébre o consumo de oxigénio de
Trichodactylus petropoitanus.
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rando-se com o consumo pelos Tr. normais, respectivamente
machos e fémeas e de 0.086 e 0.058 comparados com os machos
e fémeas mono-apedunculados.

Cumpre salientar, com relacdo ao ultimo caso, que a pen-
dunculectomia se fazia nos animais submetidos a 4°C durante
2-5 minutos, como foi dito, e que s6 eram utilizados 48 horas
ap6s a operacéo.

Como se vé, pois, pelos resultados da Tabela 1, os ani-
mais sem ambos os peddnculos tém um consumo 54% maior
que o dos normais, ao passo que Tr. monopedunculados mos-
traram um consumo 34% menor que 0 dos integros.

TABELA 2

Influéncia da remocgdo dos pedlnculos sbbre o consumo de oxigénio
de uma fémea de Trichodactylus petropolitanus

. 5 Horas apds 02 % de varia-
Dias Peso (gn) operado Q2 mgédio cdo diéria
1° dia 9,897 0 0,066 0,066
2.° dia * 30 0,094

® 31 0,090 + 35%
® 32 0,084 0,089
3.° dia ® 46 0,132
® 47 0,123 + 69%
® 48 0,099
® 49 0,090 0,111
4.° dia ® 72 0,070 0,070 + 6%
6.° dia * 144 0,122
* 145 0,122 0,122 + 84%
7.° dia 9,603 168 0,052
% 169 0,053 0,052 — 20%

A Fig. 13 representa um grafico déstes resultados, no qual
se verifica esta expressiva diferenca entre o comportamento
dos animais integros, mono- e bi-apedunculados.

Ainda mais, se compararmos os resultados das medidas
do oxigénio consumido pelos Tr. mono- e bipedunculectomi-
zados, verificamos que a diferenca de consumo de 02 é de 88%.

Os animais operados sdo relativamente resistentes, pois du-
ram cérca de um més no aquéario, se alimentados com fragmen-
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tos de carne cria (de vaca), de minhoca ou de peixes de agua
doce.

Depois de me certificar dessa resisténcia procurei conhe-
cer o comportamento dos animais operados apds periodo mais
longo que o das experiéncias ha pouco relatadas que foram
feitas 30 horas depois da extirpacdo dos pedunculos. Como se
pode ver pelo grafico da Fig. 14 o consumo, logo apés a bipe-

HORAS

Fig. 14 — Variagcdo do consumo d& oxigénio de Trichod&ctylus®. apés a ppdunculoectomia.

dunculectomia, é normal (0.066 mm302gr/hr). Trinta horas
apos a bipedunculectomia entram a sofrer oscilagfes conser-
vando-se, ndo obstante, até cérca de 168 horas acima do valor
médio normal. A variacdo em percentagem oscilou de um mi-
nimo de 6% até um méaximo de 100% de aumento do consumo
de oxigénio.

Interessante de se assinalar é a porcentagem de variagao
diaria (tab. 2), enquanto que no segundo dia 0 consumo teve um
aumento de 35% acima da média do consumo normal, no ter-
ceiro ésse aumento passou para 69%, decrescendo sensivel-
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mente para 6% no quarto dia, com novo aumento para 84%
ainda acima do consumo médio normal no sexto dia. Somen-
te no sétimo dia foi que o consumo de oxigénio nesses animais
sem pedunculo acusou 20% abaixo do normal.

b) Influéncia da remocdo do peddnculo sbbre
o escafognatito.

Uma vez que a pedunculectomia decididamente influi na
taxa de consumo de 02 pareceu-me importante verificar se tal
se da através de acdo sObre o mecanismo respiratério, antes
que por meio de levantamento real do metabolismo.

Fig. 15 — Batimentos de um escafognatito de Trichodactylus petropolitanus, em dife-
rentes velocidades. T.mpo em segundos.

Como se sabe, o tipo de respiracdo dos Tr. é o branquial,
havendo nove branquias e trés epipoditos dentro da camara
branquial, de uma estrutura que lhe faculta longa perma-
néncia no ar, absorvendo diretamente da atmosfera o oxigénio
(VALENTE 1948). A entrada da agua para a camara branquial
da-se pelo orificio inaiante e saida pelo exalante localizado no
rostro.

A movimentacdo do fluido dentro das camaras branquial
e pré-branquial, fendmeno a que se d& o nome de ventilagéo,
faz-se com o auxilio do escafognatito. Este ocorre bilateral-
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mente e é formado por uma placa localizada na maxila inter-
na (2a. maxila). Quando em posicdo normal, dispde-se para-
lelamente a porgdo anterior do epfpddio do primeiro maxili-
pede e fica situado entre ésse epipodio e a regido pterigosto-
mica. Estd ligado ao coxopodito da segunda maxila, e nessa
regiao é orientado para cima e para tras, alargando-se bas-
tante na parte contida na cdmara branquial. No animal adul-
to, o escafognatito mede ca. de cm 0,7 de didmetro antero-poste-
rior (VALENTE 1948). O escafognatito tem por funcdo re-
mover a agua empobrecida de oxigénio, permitindo assim, a
penetracdo de agua fresca dentro da camara branquial.

Em trabalho anterior verifiquei que os escafognatitos séo
responsadveis pela renovacdo do meio aquéatico dentro da cé-

Fig. 16 — Pausas nos batimentos de um escafognatito de

Trichodactylus em animas integros. Tempo em segundos.
mara branquial, sendo a frequéncia dos seus batimentos dire-
tamente proporcional & queda da tensdo do oxigénio contido
na agua. Sdo éles também sensiveis ao gas carbbnico, pois a
frequéncia dos batimentos é aumentada com a elevagdo do
C02contida na 4gua, até um ponto em que, na agua saturada
com gas carbonico, os Tr. ficam narcotizados. A freqiéncia
e a intensidade dos batimentos dos escafognatitos varia, de
acérdo com a temperatura, pH, a presenca de &agua, excita-
¢des mecanicas diretas ou indiretas e as tensdes de 02 e as de
C02 do meio aquatico (VALENTE 1948).

Nas experiéncias que se seguem vali-me do método gra-
fico para registrar os movimentos do escafognatito. Removen-
do-se pequena porcdo da regido pterigostbmica da carapaca,
os escafognatitos sdo expostos e com auxilio de gancho deli-
cadissimo (alfinetes entomoldgicos n.° 000) foi sua borda an-
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terior transfixada e o gancho ligado por um fio de cabelo a
uma leve alavanca inscritora. Imobilizou-se o animal numa
placa e, em seguida, foi o0 mesmo colocado num aquario em
decubito dorsal. Os registros graficos fizeram-se com o auxi-
lio de um quimdgrafo.

Registrou-se, primeiramente (Fig. 15) os batimentos do
escafognatito de um animal integro, isto é, com ambos os pe-
dinculos oculares. S&o caracteristicas dos batimentos normais,
as pausas de tempo em tempo, que correspondem a paradas
do movimento do escafognatito. No mesmo grafico temos, na
parte inferior, os batimentos em uma velocidade maior (Figs.
15 e 16).

Em seguida operei um Tr. conforme a técnica ja descrita
para retirar um peddnculo ocular. Vé-se que as pausas que,
sdo consideradas normais, aqui também se apresentam indican-
do que a remocdo de um pedlnculo ndo altera os batimentos dos
escafognatitos.

Numa terceira série de experiéncias usaram-se animais bi-
pedunculectomizados (Fig. 17) fazendo-se o registro grafico du-

Fig. 17 — Reg:stro semanal dos batimentos do escafognatito de Trichodactylus bia-
pédunculado.

rante 6 dias. Sem ambos os pedunculos oculares o escafogna-
tito ndo deixou de funcionar durante ésse periodo.

Com ésses resultados podemos concluir que a ventilacdo da
dgua dentro da camara branquial, isto é, os batimentos dos es-
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cafognatitos, ndo estd relacionada com os horménios localiza-
dos dentro do pedinculo ocular.

C. RITMO DE ATIVIDADE

a. Consumo de Oxigénio e atividade locomotora
Os estudos dos fendmenos de coordenagdo e de integracéo
nos Crustaceos tém sido objeto de muitas pesquisas, principal-
mente no tocante ao papel ai desempenhado pelos horménios
produzidos nas diferentes partes do corpo. Inimeras analogias
ja se tém estabelecido entre fungBes enddcrinas dos Vertebra-
dos e as dos Crustaceos (BROWN, F. A. Jr., 1948; VALENTE
1958).

TERCA-FEIRA QUARTA-FEIRA QUINTA-FEIRA SEXTA-FEI

Fig. 18 — Atividade locomotora normal de Trichodactylas petropolitanus.

Os hormoénios que interferem em tais funcdes e que se
produzem no sistema nervoso central ou anexos, ainda ndo se
acham bem estudados, faltando dados referentes a isolagdo ou
purificacdo dos principios ativos, para se ter uma idéia das
verdadeiras funcdes dessas substdncias. Segundo BROWN (L
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c., p. 160), comparado com 0s nossos conhecimentos sdbre os
mecanismos horménicos dos Vertebrados, o que se sabe sGbre
0s hormdnios dos Crustaceos, ainda estd num estado muito ele-
mentar e fragmentario.

Nos estudos para o conhecimento dos horménios dos Crus-
tdceos como em geral dos Invertebrados, os processos até ago-
ra comumente usados sdo: 1. extirpacdo de tecido ou 6rgdo con-
tendo hormonios; 2. implantacdo de tecido ou de o6rgdos; 3.
transfusdes de sangue e 4. injecdes de extratos de tecido glan-
dular.

Nas condi¢cdes em que consegui elaborar o presente tra-
balho somente me foi possivel adotar as técnicas da extirpa-
¢cdo dos peddnculos e das injecfes de extratos dos mesmos.
Para poder avaliar o comportamento dos animais nas condi-
cdes experimentais procurei registrar, segundo a técnica ja
mencionada a pag. 23, o r:trro cla ath,idade motora e suas
variacgdes.

Observacdes dos animais nos aqudarios dispostos no labo-
ratdrio, constantemente arejados com o auxilio de uma bom-
ba compressora, indicaram-nos, desde logo, que os Tr. sdo ani-
mais de atividade noturna, pois raramente se movem durante
o dia se ndo forem perturbados por ruidos. Apenas escurece,
comecam a locomover-se no fundo do aquéario e passam a cap-
turar os alimentos. Essa locomocdo é relativamente lenta, mas
continua.

Os registros de animais integros obtidos no aparelho da
Fig. 1 corroboraram a observacdo precedente (Fig. 18). Em
média, percorrem os animais ca. de 210 m por noite. Geral-
mente iniciam a atividade com o crepuUsculo, entre 18 e 19 ho-
ras na primavera e cessam-na pela manha (nos registros 7.04 hs.
em outubro) (VALENTE e EDWARDS, 1955).

O registro da atividade motora de um Tr. integro mostra,
além disso, ndo ser ela continua, durante a noite, pois ha in-
terrupcdo periddica como se pode verificar no respectivo gréa-
fico (Fig. 19) relativo a locomogdo durante uma noite, quan-
do o movimento se iniciou as 20,30 hs. e cessou as 7 horas do
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dia seguinte. O percurso durante ésse periodo foi de 209 me-
tros.

Dificuldades técnicas impediram-me de registrar conco-
mitantemente a atividade locomotora e o consumo de 02. To-
davia, ndo é supérfluo confrontar a velocidade locomotora com
os dados obtidos pelo consumo de oxigénio de normais e mono
ou bi-apedunctomizados durante o dia. Tr. normais percor-
rem 210 m durante um ciclo de 24 horas e tém um consumo de
oxigénio de 0.066 mm3/03/mgr/hr, durante o dia.

O comportamento dos animais mono-pedunculados no apa-
relho foi o seguinte:

Nota-se desde logo que a locomocdo é aritmica (Fig. 20) e
caracteristicamente continua embora desordenada. O animal
caminha desordenadamente durante as 24 horas, numa média
que ndo ultrapassa o registro respectivo (Fig. 20) néo ultra-
passa 9 m num ciclo de 24 horas para um consumo de oxigénio
diurno também mais reduzido (em média de 0.045 ...
mmVth/gr/h).

Nos Tr. apedunculados. a locomocdo apresenta caracteris-
ticas semelhantes as anteriores (Fig. 21), mas o percurso per-
corrido é maior, pois varia de 1 a 45 m no ciclo de 24 horas
para um consumo de oxigénio diurno, todavia bem maior.

Os resultados, pois, indicam que a locomoc¢do do Tr. inte-
gro é ritmica e dependente da luminosidade, cuja influéncia
inibidora se d& logo que o animal est4d sob a influéncia da luz.
A Fig. 19 representa o registro da atividade locomotora de um
Tr. durante uma noite, com o quimdégrafo de revolucdo mais
rapida para mostrar as caracteristicas dos movimentos. Neste
registro vé-se que, numa hora, ha cérca de 46 movimentos do
disco o que corresponde a 23m/h. Nota-se, todavia, que o mo-
vimento ndo é continuo, havendo entre cada 2-6 movimentos
parada do animal.

Os Tr. mono-pedunculados perdem, como se viu, a ritmi-
cidade, mas ndo a capacidade de movimentar-se, sendo até im-
possibilitados de permanecer em repouso durante o dia, como
os Tr. integros, o que pode significar que algo neles ocorre
a impedir a inibicdo do movimento como se observa durante
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o periodo diurno. Por outro lado, como vimos, tais Tr. conso-
mem em média 0.045 mm32gr/hr durante o dia e percor-
rem no ciclo de 24 hs. uma distdncia bem menor, de ca. de 9
m por ciclo de 24 hs. E’dificil conciliar o menor consumo diur-
no registrado nos Tr. monopedunculados com a existente em-
bora pequena atividade locomotora observada durante o dia
também. Talvez em tais animais o fato de ainda subsistir os
6rgaos neurosecretores localizados nos pedunculos se acha re-
lacionado com o fenémeno.

Nos Tr. apedunculados ha também perda de ritmo, sendo
muito mais acentuada que nos monopedunculados a atividade
locomotora continua (Fig. 21). Os animais exibem todavia ati-
vidade locomotora bem menor que a dos animais integros, pois
o percurso em um ciclo de 24 horas é de ca. de 45 m. Entende-
se neste caso, porque o consumo de 02 diurno destes animais é
muito maior que os dos normais (0.13 mm32mg/hr), o que se
deve evidentemente a falsa atividade locomotora diurna, ao
passo que nos Tr. integros a atividade é apenas noturna.

b. Acdo da luz

Um dos fatores que influencia a atividade dos Crustaceos
€ a luz. Viu-se (p. 22) que os Tr. sdo animais tipicamente no-
turnos. A Fig. 22 registra 0s movimentos executados durante
a noite e as fases de repouso diurno. Essas duas fases do ciclo
de vinte quatro horas do animal coincidiam com os periodos
de luminosidade e de obscuridade. Todavia, dever-se-ia ainda
verificar se o fendbmeno era dependente, na realidade, da in-
terferéncia da luz ou de outros fatores. A andlise experimen-
tal do fendbmeno iniciou-se com a manuten¢do dos animais du-
rante 24 horas na obscuridade e depois, durante o igual pe-
riodo, sob a agdo ininterrupta da luz artificial. A fim de ve-
rificar a influéncia tdo somente désse fator: luz e falha de
luz, procurei manter os Tr. em ambiente privado de outras
fontes de estimulagdo, principalmente ruidos.

Assim o disco foi posto a funcionar durante uma sema-
na sob a iluminacdo de lampada de 200 watts colocada a 50
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cms de distdncia. A quantidade de luz recebida pelo animal
era de 400 Westons, medida com um fotobmetro Weston.

A Fig. 22 mostra que a despeito da iluminacdo continua,
subsistem os ritmos, embora os periodos de atividade corres-
pondente a noite sejam mais atenuados. Em conseqiéncia, a
extensdo percorrida foi menor, pois em média ndo ultrapassa
de 10 ms por noite.

Numa segunda série de experiéncias os animais foram
mantidos ininterruptamente no escuro e registrada a atividade.

Os gréaficos obtidos ndo diferem dos normais (Fig. 22). A al-
terndncia dos periodos de atividade e de repouso é a mesma,
sendo idéntica a extensdo désses periodos. Assim, a auséncia
de luz, durante o dia, ndo parece induzir nessa parte do ciclo
de 24 hs.

Os resultados de t6das estas experiéncias indicam que o
comportamento dos Tr. nas referidas condicfes depende em
certa medida também da luz, mas a ritmicidade estd muito mais
relacionada com fatores internos, sendo pois, um fendmeno in-
trinseco do animal. Voltarei ao assunto na discusséo.

c. Ac¢do do extrato do pedunculo

A remocdo de ambos os pedunculos oculares ndo afeta es-
sencialmente o tipo de atividade exibido por animal que pos-
sui apenas um pedunculo ocular, isto é, nos 2 casos a ativida-
de continua aritmica e continua durante todo o tempo da ex-

periéncia, de sete dias de duracéo.

Viu-se ainda que a ritmicidade deve achar-se relaciona-
da com fatores internos. O passo seguinte, pois, foi verificar
a possivel relacdo entre a presenga ou auséncia dos pedunculos
oculares com ésses fatores. Para isso utilizamos animais inte-
gros, mono e bipedunculados, cuja atividade locomotora era
registrada como acima se descreveu, e que em certa fase dos
experimentos receberam injeces de extrato de peddnculos
oculares.
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D. AzIvIDADE LOCOMOTORA

a. Extracdo do principio ativo

Para extragdo do principio ativo, os pedunculos foram tri-
turados e dissolvidos em etanol quente; em seguida, o alcool
foi evaporado naturalmente a 37°C e os cristais assim obtidos
foram disolvidos em Ringer para Crustdceos segundo a seguin-
te formula (VALENTE, 1958):

Liquido para perfusdo de Trichodactylus (Braquiuros
de agua doce). Valores em grs/litro. pH 55

NaCl 5,5788
KCI 0,6769
CaC12 1,6082
MgC12 0,6982
Na3P04 0,1163

A solucdo usada equivale a 20 pedinculos por ml, o que,
na base do ml 01 injetados, corresponde finalmente, a uma
concentracdo de 2 pedinculos por animal.

Nos pedunculos oculares encontramos a glandula do seio
formada exclusivamente por termina¢c8es nervosas repletas de
granulos. Estes estdo envolvidos por uma membrana permeéa-
vel a dgua e a eletrolitos e impermeaveis aos ndo eletrélitos
como sacarose e albumem. Segundo PEREZ GONZALEZ
(1957) os homogenados da glandula do seio, em sacarose, liber-
tam os horménios contidos nos granulos quando submetidos aos
seguintes tratamentos: 1. Diminui¢do da tonicidade do meio;
2. resfriamento e aquecimento sucessivos; 3. aguecimento, du-
rante 5 minutos em banho-maria; 4. acdo de detergentes e ou-
tras substancias; 5. em solucdes eletroliticas.

No nosso caso, fizemos a extragdo e rompimento da mem-
brana que envolve os granulos contenedores de hormdnios a
custa do resfriamento e aquecimento sucessivos e sua extracao
em banho-maria dada a sua solubidade em etanol quente.
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b. Acgédo do extrato de peddnculo sbbre a atividade lo-
comotora de Trichodactylus integros.

Para estudar a agdo do hormdnio (ou horménios) do pe-
dinculo ocular, fiz inicialmente experimentos em animais nor-
mais. Colocado o caranguejo no disco plastico, apds 5 dias e
4 noites sucessivos durante os quais se obtiveram gréaficos nor-
mais de atividade locomotora (Fig. 23), injetei na quinta noi-
te, as 19 horas, momento ésse que esteve para recomecar a
atividade locomotora, 0,2 ml de extrato dissolvido em Ringer
para crustdceo. Nessa dose, o extrato inibiu parcialmente a
atividade locomotora durante 3 noites voltando o animal a
normalidade na 4a. noite. Esse resultado sugere a existéncia,
no extrato de pedinculo ocular, de uma substancia ativa que
tem a propriedade de inibir a locomocdo de Tr. que aos pou-
cos se foi gastando.

c. Acdo do extrato do pedinculo sdbre a atividade
locomotora:

I. Trichodactylus pedunculectomisados.

Numa segunda etapa fiz experiéncias com animais ope-
rados. Como vimos, os Tr. desprovidos de peddnculos ocula-
res ttm uma atidade locomotora aritmica e continua, sugerin-
do que na auséncia da fonte da substdncia hormonal ndo ces-
sa a atividade locomotora. Véarios animais sem pedudnculo,., fo-
ram colocados, 48 hs. ap0s a operagdo no disco plastico, iu-
rante varios dias. Como se pode notar na Fig. 21, das 18 no-
ras de segunda-feira até as 14 horas de terca-feira, o animai
se locomoveu continuamente. Nesse momento injetou-se no
abdomem 0,1 ml de extrato de pedunculo em solucdo de Rin-
ger. Observou-se completa parada da atividade locomotora
durante as 18 horas subseqiientes, ap6s o que a locomocéao re-
comecou de uma maneira mais lenta e desordenada.

Repetiu-se essa experiéncia varias vézes com intervalos
de 3 dias conseguindo-se o mesmo resultado, i. €, injecdo de
extrato sempre provocou uma parada do movimento do ani-
mal durante ca. 16 horas, sendo interessante observar que, no
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periodo de 42 horas (terca-feira, 14 horas, até quinta-feira, as
8 horas) o animal se locomoveu apenas 3 metros. No mesmo
grafico pude verificar o retorno a atividade locomotora e a
uma nova injecdo de ml 0,1 de extrato houve paralisacdo de
10 horas. Essa experiéncia também vem confirmar a agéo
inibidora da atividade locomotora do extrato total do pedun-
culo ocular.

Il. Trichodactylus integros

Finalmente, procurei determinar a acdo do extrato do pe-
dinculo s6bre o comportamento de Tr. ndo operados, a noite.
O gréafico 23 mostra que num animal que vinha apresentan-
do o ritmo normal, caracterizado por atividade noturna e pau-
sa diurna j& ha 4 noites, a inje¢do, as 19 horas de extrato de
pedinculo, nitidamente induziu um esmorecimento da ativi-
dade locomotora nessa noite. O efeito acentuou-se poderosa-
mente na noite subseqiiente, sobrevindo afinal a recomposi-
cdo da atividade noturna completamente na 8a. noite de expe-
rimentacao .

d. Acdo oxitocicomimética do extrato do pedunculo.

S8o conhecidas as semelhancas entre muitos dos efeitos
hormonais dos elementos incretdrios localizados no pedinculo
ocular de Tr. e os da hip6fise, o que me levou a estudar a pos-
sivel analogia fisiolégica entre o sistema hipotdlamo-hipofi-

Fig. 24 -— Acao de doses crescentes de extrato de prddnculo isdbre o Gtero dct ratsfc em
diestro. Tempo: 30 segundos.
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sario dos Vertebrados e o complexo “drgdo-X-glandula do seio”
dos Crustaceos. Procurei saber se, de fato, o aparelho hipo-
talamico dos Vertebrados tem seu correspondente no érgdo
X dos Crustaceos, pois que possuem ambos células neurosecre-
toras com fibras que inervam dérgdos endocrinos complexos,
como pituitaria e glandula do seio de Crustaceos. Tanto em
Vertebrados como em Invertebrados, tais fibras nervosas con-
tém o coldide, que pode ser seguido até o 6rgdo de deposito.
Relativamente ao horménio ou hormdnios contidos na glan-
dula do seio dos Crustaceos verificou-se até agora ter influén-
cia na regulacdo da mudanca de cor, na adaptacdo dos olhos
compostos a diferentes intensidade de luz, na ecdisis, no me-

Fig. 25 — Contragdes uterinas secundarias de ratas em estro-m:tes ro provocadas pela
acdo do extrato neduncular de Trichcd+ctylus. Tempo: 30 segundos.

tabolismo (consumo de oxigénio), na concentracdo de acu-
car no sangue, na regulacdo do calcio e do fosforo e na ma-
turidade sexual. Pouco ou nada se tem feito no sentido de
averiguar a acdo de extrato de pedlinculo sObre estruturas de
Vertebrados.

De um extrato de 30 pedinculos oculares consegui 0,118
mgrs. de substdncia séca, as quais foram dissolvidas em Ty-
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rode modificado, sem glicose e que considerei como padrao,
pois que o musculo uterino reage bem em tal solucdo (GRIN-
KRAUT & SAWAYA, 1957). A composicdo désse liquido é a
seguinte: NaCl 9 grs; KC1 0,42; CaC12CI2 0,06; MgC12 0,005;
NaHCO03 0,5 Relacdo Na/K = 214; Relacdo Mg/Ca = 0,083;
seu pH ¢ 8.

Empregou-se o musculo uterino de ratas virgens, WIS-
TAR, de 180 grs (20 gr) fornecidas pelo Instituto Butanta.
Féz-se a perfusdo em aparelho Palmer para 6rgdo isolado, a
37°C (£ 1°C) em 40 cm3 de Tyrode. O ciclo estral das ratas
era verificado antes de cada experiéncia por um simples es-
fregaco vaginal corado por azul de metileno a 0,5%. Como se
sabe, ésse ciclo repete-se cada 108 a 109 horas (LONG &
EVANS 1922). O Gtero em proestro apresenta poucos movi-
mentos espontidneos: em estro a contracdo € aumentada com
duracdo de 18-25 hs; no metestro, regridem as contracdes e,
finalmente em diestro é a fase melhor para pesquisas com o
extrato, 0os movimentos espontdneos sdo nulos ou quase nulos,
tendo duracdo de cérca de 57 a 60 hs.

Acdo do extrato do pedanculo ocular pode ser facilmen-
te verificada pela Fig. 24, que corresponde ao gréfico obtido
com Gtero em diestro, sob a influéncia de 20 ml de uma solu-
¢cdo de 0,118 mgrs de extrato em 100 ml, contendo cada ml por-
tanto, mgr. 0,00118. Assim que foram adicionados os 20 ml, o
Gtero se contraiu com pequenos intervalos de repouso. Mes-
mo adicionando-se mais 5 ml por 2 vézes, éle apresentou o
mesmo tipo de contracdo. Num Utero em estro-metestro (Fig.
25) repetiu-se a dose da experiéncia anterior (20 ml) e sur-
giram contragdes duplas, secundarias com diminuicdo da fre-
qiéncia das contracBes espontdneas, aumentando de muito a
amplitude das contracdes.

Dada, assim, a semelhanca de resposta com a obtida em
ensaios da atividade oxitocica (LANGREBE, KETTERER &
WARING, 1956) dos Mamiferos, fiz uma série de experiéncias
de controle para ver qual o comportamento dos ratos a pro-
pria pitocina dos Mamiferos. A pitocina usada (Parke Davis
Co. Ltda.) continha 5 unidades internacionais de oxitocina e
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a sua acdo em diestro (Fig. 26) revelou-se semelhante a do ex-
trato do pedinculo ocular.

Outra semelhanca relativamente & oxitocina é concernen-
te a empregada. Tanto por oxitocina como por extrato do pe-
dinculo ocular a amplitude é proporcional a concentragdo
(Fig. 26). Na Fig. 27 vé-se que depois de um pequeno repou-
so das contragBes uterinas espontdneas, quando se injetou 1 ml
de extrato do peddnculo e obtiveram-se pequenas contragdes.

Fig. 26 — Acdo do extrato peduncular de Triohodactylus e de pitocina sobre Utero de
ratas em diestro. Tempo: 30 segundos.

Fig. 27 — Contragdes uternas, de ratas em proestro, provocadas pelo extrato de

pedinculo de Trichcdactyltis. Tempo: 30 segundos.

Com mais 1 ml, a amplitude de contracdes foi maior, aumen-
tando sucessivamente com mais 3 ml e mais 5 ml. Portanto, com
um total de 10 ml obtivemos, em proestro, contracdes secun-
darias como podem ser vistas na parte terminal do grafico 20.
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IV — DISCUSSAO

Os resultados das experiéncias relatadas sdbre o funciona-
mento dos 6rgdos incretorios, confirmam em parte os de outros
autores e, estabelecem alguns novos pontos de vista sébre o
problema que poderdo talvez contribuir para o maior entendi-
mento do mecanismo da neurosecrec¢éo.

Discutirei a seguir os resultados obtidos tendo em vista os
pontos acima indicados.

1. Relativamente ao consumo de oxigénio pelos Tr. veri-

ficou-se que a ablagdo de um dos pedinculos oculares determi-
na uma diminuicdo, ao passo que a extirpacdo dos dois pedin-
culos ocasiona, praticamente, uma duplicacdo do consumo de
oxigénio (Fig. 28). Tal comportamento claramente sugere que

PUG ILATOR PUGILATOR PUGNAX TRiCHODACTYLUS
(WOODS HOLE) (FLORIDA) (SAO PAULO)
Fig. 28 — Grafico comparativo da pedunculoectomia em diferentes crustaceos.

a falta parcial ou total dos elementos incretorios elaborados pe-
los o6rgdos localizados nos pedunculos oculares do Crustaceo
interfere no processo respiratdrio. Comparando os animais mo-
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no- e bi-pedunculados com os integros, observa-se que os pri-
meiros consomem, em média, 34% menos e os segundos 54%
mais que os Gltimos. A bi-pedunculectomia dos animais deter-
mina assim um aumento de 88% no consumo de oxigénio em
relacdo a monopedunculectomia.

Ja foi dito que é dificil explicar porque a ablagdo de um
s6 pedunculo irnplicou essa diminui¢cdo do consumo, quando a
extirpacdo de ambos redunda em aumento. EDWARDS (L c,
grafico 22) observou em Uca aumento do consumo também no
caso da monopedunculectomia. De ac6rdo com o0s meus resulta-
dos poder-se-ia pensar em um desequilibrio surgido pela su-
pressdo apenas parcial de horménio causado pela monopedun-
culoectomia.

Tais resultados, ndo obstante, indicam que nos pedunculos
oculares do Tr. existem elementos que influem no processo res-
piratorio, fato alids ja conhecido de numerosas pesquisas, Ulti-
mamente sumariadas por SCHARRER & SCHARRER (1954,
p. 233; 1955, p. 66). Alias, sabe-se que o consumo do oxigénio
se relaciona também com a fase da muda do animal (SCHAR-
RER & SCHARRER, 1954, p. 425), mas no caso de nossas ex-
periéncias, os Tr. estavam todos fora désse periodo.

2. A remocdo de um ou de ambos os pedunculos ndo oca-
siona perturbacdo nos batimentos dos escafognatitos, o que su-
gere que éstes independem da presen¢a de um ou dos dois pe-
dunculos. Comparados éstes resultados com os do item ante-
rior, pode-se inferir que a ventilacdo das camaras branquiais,
que se da pelos escafognatitos, ndo se modifica pela auséncia
da fonte de hormonios representada pelos pedinculos oculares,
e que a diminuicdo ou 0 aumento do consumo de oxigénio, men-
cionados ha pouco ndo se acham relacionados com essa venti-
lagéo .

3. Visto que a presenca ou auséncia parcial ou total dos
pedunculos oculares influi acentuadamente no metabolismo res-
piratério dos Tr. estudaram-se os elementos neurosecretores
que ocorrem nesses Orgdos e que sdo bem conhecidos em ou-
tros Decapodes.
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Revendo a bibliografia verifiquei serem muito escassas as
referéncias sbbre a relacdo entre atividade locomotora e me-
tabolismo respiratdrio. A maioria dos autores apenas aborda
a questdo do metabolismo respiratério relacionado com a pre-
senca ou auséncia dos pedunculos oculares. Assim, BAUCHAU
(1948, p. 84 )féz a extirpacdo dos pedunculos em Ericheir si-
nensis e verificou um rapido aumento do consumo do oxigénio
que chega até a 60% relativamente ao gas consumido pelos
crustdceos integros. Pelo processo dos enxertos de g. s. con-
cluiu ser éste o6rgdo responsavel por estas modificagbes do me-
tabolismo respiratdrio.  Criticando SCUDAMORE (1947, p.
200), que trabalhou com Cambarus e encontrou grande varia-
¢cdo das medidas de 02 consumido BAUCHAU (L c., p. 73) atri-
bui o fato as anomalias devidas aos movimentos do animal.
Estes trabalhos referem-se apenas a influéncia da presenca e
da auséncia dos pedunculos oculares sébre o consumo do oxi-
génio. A relacdo entre essas duas condi¢Bes e a atividade loco-
motora foi estudada por EDWARDS (1950, p. 38). De suas ex-
periéncias efetuadas com Uca, conclui (p. 49) que a respira-
cdo dos monoapedunculados é intermedidria entre a dos ani-
mais integros e os biapedunculados, e que a extirpagdo de am-
bos os pedinculos faz aumentar a respiragdo do crustaceo. De
acordo com a Fig. 2 que ilustra o seu trabalho, a falta dos pe-
dunculos oculares provoca diminuicdo da atividade locomo-
tora coordenada.

Em minhas experiéncias® como se viu, essa diminuigdo
também se verifica com a extirpacdo de um ou de ambos os
pedunculos.

No que se refere ao consumo de oxigénio relacionado com
a atividade locomotora e auséncia de um ou dos dois pedun-
culos oculares, verificou-se que aquela atividade diminui
e € menos coordenada quando falta um pedanculo, ao passo
que o consumo de p2 em animais nessas condicdes é
menor. Ha pois, nestes casos, uma correlacdo entre a diminui-
¢do da coordenagdo da atividade locomotora e o consumo de
oxigénio. No caso de animais completamente cegos, também
ocorre uma diminuicdo e maior descoordenagdo da atividade
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locomotora, mas em virtude da continuidade ininterrupta des-
sa atividade, o consumo de oxigénio é mais elevado que o dos
animais integros. Compreende-se tal fato em virtude de nes-

tes Gltimos haver um repouso de doze horas, que ndo existe
nos apedunculados.

4. Um Tr. integro percorre ca. de 210m em 12 horas notur-
nas. Essa atividade locomotora se inicia ao crepdsculo (entre 18 e
19 horas no outono) e cessa pela manhd (ca. de 7 horas). Du-
rante o dia os Tr. integros consomem em média 0.066 mm3 O J
mgr/hr. A mono-pedunculectomia determina modificagdo acen-
tuada do ritmo dos movimentos noturnos, havendo pausas pro-
longadas e instala a locomogdo diurna. Esse decréscimo da
atividade locomotora noturna (animais nestas condicdes per-
correm 9 m em 24 horas) e a instalacdo da atividade diurna
paralelamente coincide com a diminuicdo do consumo de O,
medida durante o dia, j4 apontada. Os Tr. bi-pedunculectomi-
zados apresentam um aumento acentuado da atividade loco-
motora continua, relativamente a dos monoapedunculados (45
m de percurso em 24 horas). Aqui, concordantemente obser-
va-se 0 aumento do oxigénio consumido durante o dia. Vé-se
pois, que ja a auséncia de um peddnculo determina aritmia
locomotora (comparada com a dos integros), caracterizada pe-
la incapacidade de permanecerem em repouso durante o dia.
Essa aritmia caracteriza-se por longos periodos de repouso a
noite, o que num ciclo de 24 horas, determina um decréscimo
da atividade locomotora total. Nos animais cegos pela bi-pe-
dunculectomia, a aritmia é muito maior, diminuindo acentua-
damente os periodos de repouso, com conseqliente aumento da
atividade locomotora total. Sobrevem, pois, incapacidade da-
quele repouso diurno que caracteriza os animais integros. Os
resultados que aqui apresento concordam com os de EDWARDS
(1950, p. 38) que, em Uca, verificou determinar a falta de am-
bos os pedinculos oculares, uma diminuicdo da atividade lo-
comotora coordenada. Nossos resultados indicam na bipe-
dunculectomia uma correlacdo entre a diminuicdo de coorde-
nacdo da atividade locomotora e o consumo de oxigénio.
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Assim, pois a pedunculectomia parece claramente interfe-
rir com a produgdo de uma substancia inibidora do metabolis-
mo e da atividade locomotora do Tr.

Deixei de lado outros aspectos da interferéncia dos ele-
mentos neurosecretores no metabolismo do animal, como p. e,
a muda, ja exaustivamente estudada por varios autores en-
tre outros, CARLISLE & DOHR (1953, p. 69).

5. Os Tr. tém atividade preponderantemente noturna.
Este fato induziu-me a verificar se a luz é um dos fatores ex-
citantes da neurosecrecdo. Meus resultados indicam que a ati-
vidade locomotora noturna dos Tr. integros independe de cer-
to modo do fator luz, pois submetidos a iluminacdo ininterrup-
ta durante 24 horas, apresentam éles o periodo “diurno de re-
pouso”. Apenas é mais atenuada a atividade noturna. A ma-
nutencdo dos Tr. continuamente no escuro, todavia, ndo su-
prime os periodos diurnos de repouso. O ritmo normal, pois,
ndo seria dependente da alterndncia diaria de luz e escuro mas
antes de fatbres internos constituindo o que os autores deno-
minaram “cron6metro biolégico”. Com ésse nome designam-
se os chamados “relégios e calendarios” dos séres vivos
(BROWN JR., 1957, p. 129; 1957a, p. 302). Realmente, h& nos
animais e nas plantas um ciclo de atividades hoje bastante es-
tudado . Por ex., nos animais que habitam a zona entre as ma-
rés. Possivelmente o ritmo ciclico da atividade locomotora do
Tr. segue essa chamada “cronometria biologica”, a qual se acha,
como nos outros animais, intimamente relacionada com fatores
hormonais.

6. Para comprovar essa asser¢do poderia indicar os resul-
tados das experiéncias efetuadas com a injecdo de extrato do
pedinculo, em animais apedunculados. De fato, depois de pro-
duzida uma substiuicdo do ritmo pela atividade continua fazen-
do a ablacdo de ambos os pedunculos oculares, a injecdo de ex-
trato de peddnculo ocular, provocou uma inibigdo dessa
atividade, e um certo retorno do ritmo. Estas experiéncias,
preliminares, sugerem que no extrato de pedinculo ocular exis-
te uma ou varias substancias que interferem na coordenacdo da
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atividade locomotora de Tr. Além disso, o fato verificado por
varios autores, entre éles EDWARDS (1950) de que a injecdo
de extrato de pedunculo ocular diminui o consumo do oxigénio
em Uca cegos, corrobora também a assercdo do final do item an-
terior e os resultados que obtive nos Tr. também cegos, quanto
a atividade locomotora. Segundo KNOWLES & CARLISLE
(1956, p. 445) acontece com o Leander o mesmo verificado em
Uca. Acentui-se, afinal, que os meus resultados confirmam a
hipotese de EDWARDS de que a ablagdo dos pedinculos ocula-
res levaria o animal a adotar um permanente habito noturno,
em que pese a opinido contraria de KNOWLES & CARLISLE
(L c., p- 446).

7. Levando em consideracdo a existéncia de uma certa se-
melhanca de efeitos entre o material das células neurosecre-
toras dos Crustadceos e o da hipéfise, consegui verificar que no
extrato de Tr. existe um principio oxitocicomimético. Os re-
sultados da acdo do extrato do peddnculo ocular sbbre a mus-
culatura uterina pareceu ndo deixar ddvidas a respeito. O
comportamento das fibras musculares désse 6rgdo em relagdo
ao extrato é semelhante ao que exibem em presenga da oxi-
tocina. A acdo do extrato, com a da oxitocina, pode ser ava-
liada quantitativamente, isto é, as contracbes da fibra mus-
cular uterina aumentam & medida que recebem maior quan-
tidade de extrato de pedunculo ocular. Estes resultados sdo
os primeiros de uma série de pesquisas que se acham em cur-
so, e que constituem a nosso ver, um fato novo no estudo da
endocrinologia dos invertebrados. Tais resultados também in-
dicam a existéncia de uma analogia fisiolégica entre o siste-
ma — hipotdlamo — hipofisario dos Vertebrados e o complexo
"orgdo-X-glandula do seio "dos Crustaceos, como foi lembra-
do recentemente por HANSTROM (1956, p. 29).

V — CONCLUSOES

1. Submeteu-se o caranguejo dagua doce, Tr. petropoli-
tanus, a varios experimentos a fim de estudar o funcionamen-
to de 6rgdos endécrinos contidos no pedinculo ocular.
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2.  Comparados com os animais integros, os Tr. com um
s6 pedinculo ou sem pedunculo apresentam acentuadas mo-
dificagbes do metabolismo respiratério. Os Tr. mono-pedun-
culados consomem 34% menos oxigénio, e os apedunculados
consomem mais 54% que os integros.

3. As modificagbes indicadas no item anterior devem-se
considerar como resultantes de interferéncias na producdo de
principios neurosecretores por elementos especializados exis-
tentes nos peddnculos oculares.

4. A remocdo de um ou de ambos os pedunculos ocula-
res ndo interfere na ventilacdo das cdmaras branquiais, avalia-
da pelo funcionamento dos escafognatitos.

5. Os elementos neurosecretores existentes nos peddn-
culos oculares dos Tr. apresentam aproximadamente as mesmas
caracteristicas que nos demais crustaceos Decapodes.

0. A ablacdo de um pedunculo ocular provoca descoorde-
nacdo da atividade locomotora, perda do ritmo e o aparecimen-
to de atividade diurna.

7. Tr. cegos apresentam igualmente atividade locomoto-
ra continua, com perda de ritmo e maior consumo de oxigénio
pelos animais durante o dia.

8. A injecdo do extrato de peddnculo ocular de Tr. apli-
cada em animais cegos, nas condi¢Bes indicadas no item ante-
rior, provocam inibicdo da atividade locomotora, induzindo um
certo retorno ao ritmo normal.

9. lluminagdo continua dos animais apenas rarefaz a ati-
vidade noturna. Manutenc¢do no escuro, ndo altera o ritmo nor-
mal.

10. Lembrou-se a hipotese de a atividade locomotora co-
ordenada devida a influéncia da secrecdo pelos 6rgdos neurose-
tores, achar-se relacionada com fatdres intrinsecos. Dada a sua
ritmicidade, a atividade relaciona-se com o que se chama “cro-
nometria bioldgica” existente em véarias plantas e animais.

11. E’evidente uma acdo oxitocicomimética do extrato de
peddnculo ocular do Tr.
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VI — SUMMARY

CONTRIBUTION TO THE STUDY OF THE NEURO-
SECRETION ON CRUSTACEANS

This paper deals with the neurosecretion system of Tricho-
dactylus petropolitanus (Tr. petr.), one of commonest fresh-

water Decapod living in the rivers of the outskirts of Sao
Paulo.

The animals were caught usually at night and transferred
to the laboratory. They were kept in small glass aquarium
containing little tap water and fed by small pieces of beef or
shrimps. Under these conditions the crustaceans can live several
months. Some were mantained in running freshwater in order
to keep them a longer time. In the laboratory the following
points were studied:

a) Motor activity.

Recordings were obtained on the motor activity by using
Fig. 18 shows the normal recordings of activity of the Crusta-
cean, during one week. It is konown that Tr. petr. has nocturnal
habits. According to the recording the animals walk ca. 210 m
every night. Its activity initiates at dawn, between 6 to 7 p.m.
and stops at 7 a.m. Fig. 19 shows that the activity at night is
discontinued.

Removing of one eyestalk of Tr. petr. produces a disordered
activity. The animal moves without interruption during 24
hours. Fig. 20 is characteristic of this situation.

When both eyestalk are removed similar behaviour is shown
by Tr. petr., but the animal walks faster than that with only one
eyestalk.

It seems interesting to note that the removal of both eyes
determine a continous walking of the crustacean. This means
that in the eyestalk something exists responsible for the inhibi-
tion of the movement.

Blind Tr. petr. loses the rythm, but its activity is higher
than that of the Tr. petr. provided with only one eyestalk.
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Fig. 22 refers to a recording of night activity of the animal.
It can be seen that resting phase and moving phase correspond
to periods of light and darkness respectively. Tr. petr, man-
tained continuously under the influence of light during 24 hours,
showed that the two phases persist (Fig. 22), but the movements
are slower. Tr. petr. left in complete darkness during 24 hours
has also both phases of activity and resting. In consequence,
we can say that the lack of light during day time has no effect
on the 24 hours cycle. This means that the behaviour
of Tr. petr. under the conditions referred to, depends upon the
light in a certain measure, but the rythmicity is much more
related to some internal factors.

Analysis of these presumed factors were made by injecting
an extract of the eyestalk in normal (not operated) Tr. petr.

For preparation of this extract both eyestalk were cut off
and ground in a mortar. Hot ethanol was added and a little later
the alcohol was evaporated at 37° C. Some crystals were
obtained and then dissolved in a special Ringer for crustacean
(formula see pp. 49).

The solution employed corresponds to 20 eyestalks per 1
ml. From this solution 1 ml was taken and injected into the
animal, the concentration corresponding to two eyestalks per
animal.

Fig. 23 shows the record from ainormal Tr. petr. Four
days later the animal was subjected to a second injection with
2 ml of extract. The movement was partially inhibited during
the following three nights. At the 4th night the normal rythm
was reestablished. This seems to indicate that in the eyestalk
of the Tr. petr. exists some movement inhibiting substance:
Tr. petr. without one or both eyestalks after receiving small
quantity of extract, shows sigus of regulation of the movements
as can be seen on Fig. 21.

b) Oxygen Consumption and Respiration.

The oxygen consumption by Tr. petr. either normal or
without one or both eyestalks was determined. The animal in
which one eyestalks was cut off shows a decreasing oxygen
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consumption, and those without both eyestalks double the
consumption of oxygen (Fig. 28). We can assume that
incretory secretion produced by the structures existing in
the eyestalks interfere with the respiratory metabolism.
By comparing animals with only one eyestalk and eyeless
with the normal ones it was seen that the former consume
34% less, and the second 54% more oxygen than the later.
This means that the removal of both eyestalks is responsible
for the 88% increase of the oxygen consumed. It is rather
difficult to explain why the animals without only one eyestalk
consume less oxygen, and why the absence of both eyestalks
determine an increasing of the oxygen consumption. It seems
that the supression of one eyestalks determines some distur-
bance in the production of the corresponding hormon.

Removing one, or both eyestalks does not affect the scapho-
gnathite beatings. The movement of the organs of ventilation
seems independent of the hormone produced by the neurose-
cretory organs of the eyestocks.

c) Neurosecretion and Pituitary.

The study of the neurosecretory structures of the eyestalk
was made. The similarity of the effects determined by the
secreted substance by such structures and by the secretion very
well known from the pituitary, led us to perform some expe-
riments in order to verify if the neurosecretory cells of the Tr
petr. eyectocks have something similar to the pituitary hor-
mones. It is shown that the extract of Tr. petr. eyestalk contains
substances which act on the contraction of the Rat uterus. It
seems that this oxytocic element of the eyestock extract has
the same influence on the Rat myometrium as that of oxytocin
of the Vertebrate pituitary. These results are preliminary and
have induced a new serie of experiments in order to isolate
the oxytocic principle from the Crustacean eyestalks, which
will be published later elsewhere. For the moment, it is possible
to say that some analogy exists between the hypothalamus-
pituitary system of the Vertebrates and the X-organ-sinus
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.gland” system of the Crustacean according to the indication
mf Hanstron (1956, p. 29).

CONCLUSIONS

1. The eyeless or one eystalked animals show a great
change in their respiratory metabolism. In animals with only
one eyestalk the oxygen consumption is 34% less but in the
eyeless ones it is 54% highter than the normal (not operated)
animals.

2. The neurosecretion of the “X-organ” and the sinus
glands is responsible for the modifications in the oxygen-con-
sumption.

3. The neurosecretion does not change the activity of the
scaphognathites of the animals.

4. The neurosecretion-cells of Tr. petr. do not differ from
those known in other Decapods.

5. Removal of one or both eyestalks causes a decreasing
in the total activity and breaks the normal 24 hours rhythm.

6. Injections of eyestalk extract into blind the animals
provokes a return toward normal, but not rhythmic, activity.

7. Injection of eyestalk extract into normal animals during
the period of evening activity blocks out the activity of the
animal.

8. Animals in constant artificial light decreases the acti-
vity during the night, but hot the rhythm of the movements.

9. The relation between the regulation of the activity
rhythm and “biological cronometry” is considered.

10. Preliminary experiments were made on the action of
the eyestalk extracts on the uterus of the rats in various oestrial
periods. It is clear the existence of a oxytocimimetic action in
ihe extract.
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