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RESUMO

Dentre os teledsteos, o Astronotus ocellatus (Oscar) se destaca pela sua beleza e
docilidade despertando grande interesse dos aquariofilistas, necessitando de maior
compreensdo dos elementos que compde sua reproducdo. Com isso, objetivou-se
caracterizar as génadas de machos de Astronotus ocellatus (Oscar) juvenis, através de
avaliacGes morfoldgicas, morfométricas e estereoldgicas. Macroscopicamente 0s animais
tiveram seus dados biométricos coletados e suas gbnadas avaliadas quanto localizacéo e
morfologia. Microscopicamente as gbnadas foram processadas através de histologia
padrdo de luz e avaliadas quanto a sua morfologia, estereologia e morfometria. Através
do calculo de didmetro, os dados obtidos foram submetidos a estatistica descritiva através
do DP (z desvio padréo), no qual foram determinados o didmetro das espermatogdnias
primarias e secundarias. Macroscopicamente as génadas apresentaram estruturas lisas,
bilaterais, filiforme, alongadas, uniforme, de cor translicida a esbranquigada, aderidos
dorsalmente a cavidade celomatica, cranialmente bifurcados e caudalmente se unem
originando o ducto espermatico, que segue até a papila urogenital para que ocorra a
espermiacdo, apresentando 1GS de 0,023. Microscopicamente foi observado a presenca
da thnica albuginea revestindo o testiculo na sua porgao externa e internamente observou-
se a diferenciacdo das gbnadas em regido tubular e intertubular. Na regido tubular foram
observados cistos de células grandes, com nucleo redondo a ovoide, basofilico, cromatina
condensada apresentando um ou dois nucléolos e citoplasma pouco evidente, que foram
identificadas como espermatogdnias primarias e secundarias. As espermatogonias
primarias apresentaram maior tamanho entre as células da linhagem germinativa (9,85 +
1,13 um) e cromatina menos densa. J& as espermatogdnias secundarias possuiam tamanho
menor (7,04 £ 0,78 um), cromatina mais densa, com aglomerados redondos dispostos
sobre o envelope nuclear. Na regido intertubular foram observados a presenca de vasos
sanguineos, tecido conjuntivo frouxo e células de Leydig. Na avaliacdo estereoldgica do
compartimento testicular, foi evidenciado maior predominancia das estruturas que
compdem o compartimento tubular (88%), como espermatogbnias primarias,
espermatogdnias secundarias e células de Sertoli, e menor propor¢do de compartimento
intertubular (12%).

Palavras-chave: Aquicultura ornamental. Espermatogénese. G6nada. Histologia. Peixes

teledsteos.



ABSTRACT

Among the teleosts, Astronotus ocellatus (Oscar) stands out for its beauty and docility,
arousing great interest among aquarists, requiring a greater understanding of the elements
that make up its reproduction. Thus, the objective was to characterize the gonads of
juvenile Astronotus ocellatus (Oscar) males, through morphological, morphometric and
stereological evaluations. Macroscopically, the animals had their biometric data collected
and their gonads evaluated for location and morphology. Microscopically, the gonads
were processed through standard light histology and evaluated for their morphology,
stereology and morphometry. Through the diameter calculation, the data obtained were
submitted to descriptive statistics through the SD (x standard deviation), in which the
diameter of the primary and secondary spermatogonia were determined. Macroscopically,
the gonads presented smooth, bilateral, filiform, elongated, uniform, translucent towhitish
structures, dorsally attached to the coelomic cavity, cranially bifurcated and caudally they
unite, originating the spermatic duct, which goes to the urogenital papilla for spermiation
to occur, showing IGS of 0.023. Microscopically, it was observed the presence of the
tunica albuginea covering the testis in its external portion and internally, the
differentiation of the gonads in tubular and intertubular regions was observed. In the
tubular region, large cell cysts were observed, with round to ovoid, basophilic nuclei,
condensed chromatin with one or two nucleoli and little evident cytoplasm, which were
identified as primary and secondary spermatogonia. The primary spermatogonia showed
the largest size among the germ line cells (9.85 + 1.13 um) and less dense chromatin.
Secondary spermatogonia had a smaller size (7.04 + 0.78 um), denser chromatin, with
round clusters arranged on the nuclear envelope. In the intertubular region, the presence
of blood vessels, loose connective tissue and Leydig cells were observed. In the
stereological evaluation of the testicular compartment, a greater predominance of the
structures that make up the tubular compartment (88%), such as primary spermatogonia,
secondary spermatogonia and Sertoli cells, and a lower proportion of the intertubular
compartment (12%).

Keywords: Ornamental aquaculture. Spermatogenesis. Gonad. Histology. Teleost Fish.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura ornamental é uma das atividades que mais cresce mundialmente,
principalmente pela variedade de espécies e organismos presentes em diversas partes do
mundo tanto de agua doce quanto de agua salgada, o que a torna uma atividade bastante
lucrativa e explorada por criadores profissionais e amadores (VIEIRA, 2021).

Na aquicultura ornamental, os teledsteos sdo peixes 0sseos da subclasse
Actinopterygii, fortemente presentes, constituindo 96% das espécies conhecidas,
apresentando um bom desempenho em diversos ambientes, devido a diversas estratégias
reprodutivas (NOBREGA, 2006). Embora essa subclasse de peixe seja considerada
amplamente monomorfa sexualmente, estudos demonstram que os machos dessa
subclasse possivelmente crescem mais rapido do que as fémeas (BARROS et al., 2016).
Os teledsteos atingem a maturidade sexual com cerca de um ano de idade e se reproduzem
até 0s 9 a 10 anos (GARCIA et al., 2013). A frequéncia e tempo de sua reproducéo podem
estar relacionados ao processo reprodutivo modulado por fatores ambientais, como:
temperatura, pluviosidade, fotoperiodo e dentre outros parametros (HONJI; MOREIRA,
2017).

Além disso, as complexas e multiplas interacdes hormonais entre 0s 6rgdos
sensoriais e reprodutivos, associadas aos eventos reprodutivos, sdo endogenamente
proporcionadas por um sistema neuroenddcrino, que envolve essencialmente a
participacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas (H-H-G), que libera e sintetiza, o
horménio liberador de gonadotrofinas, as gonadotropinas, o hormonio foliculo-
estimulante e o horménio luteinizante, os esteroides gonadais (andrégenos, estrogenos e
progestagenos), além de neuromoduladores do processo reprodutivo que podem estimular
ou inibir esse processo (como exemplo: dopamina, &cido gama-aminobutirico, horménio
inibidor de gonadotropinas, fator de crescimento similar a insulina, neuropeptideo Y,
Kisspeptina) e entre outras substancias (ZOHAR et al., 2010; LEVAVI-SIVAN et al.,
2010).

Dentre os peixes teledsteo destaca-se Astronotus ocellatus da familia Cichlidae
conhecido popularmente como apaiari ou oscar, € um peixe sul-americano originario da
bacia amazo6nica, compreendendo paises como Brasil, Venezuela, Coldémbia, Equador,
Argentina, Paraguai e Peru. Essa espécie foi bastante difundida no nordeste brasileiro pelo
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) em meados dos anos 1938
(FONTENELE, 1982; GARCIA et al, 2018). Por possuir cores vibrantes que apresentam



tons de vermelho-carmim e um comportamento ddcil, a espécie é bastante apreciada pelos
aquariofilistas possuindo um alto valor de mercado (FONTENELE; NEPOMUCENO,
1983).

S&o peixes de substrato reprodutivo biparental apesar de informacdes sobre sua
reproducdo na natureza ainda serem limitadas. Em cativeiro geralmente os pares sdo
conhecidos por selecionar e por limpar as superficies lisas verticais ou horizontais onde
depositam de 1000 até 3000 ovos, com maturidade sexual ocorrendo em torno de 12
meses (VAZZOLER, 1996; BARROS et al., 2016).

Entretanto, diversas espécies em cativeiro apresentam dificuldade para
reproducdo, formacdo de casais e baixa fecundidade, com periodo reprodutivo curto,
levando a reducédo de exemplares (FISHBASE, 2020). Sendo a ecobiologia de algumas
espécies ainda desconhecida, dificultando o desenvolvimento de protocolos reprodutivos,
o conhecimento reprodutivo de espécies de peixes é de grande interesse para a aquicultura
ornamental, principalmente visando a reproducéo artificial em cativeiro (SOUTO et al.,
2017).

Nesse contexto, estudar o desenvolvimento gonadal na fase de puberdade se faz
necessario para um maior entendimento e controle de seu comportamento reprodutivo,
maturacdo gonadal e producdo de gametas, auxiliando na elaboracdo de estratégias para
adaptacdes em seus padrées de producdo (PASSINI, 2017).

Assim, o emprego de novas biotécnicas reprodutivas como o transplante de
células tronco germinativas, fertilizacdo in vitro, sexagem de embrifes e marcadores
moleculares podem ser alternativas com alto potencial biotecnoldgico e aplicabilidade
para reproducdo de peixes (WISCHRAL; GOMES FILHO, 2009; YOSHIZAKI; LEE,
2018).

Com isso, objetivou-se nesse estudo avaliar os testiculos de peixes Astronotus
ocellatus jovens, através da caracterizacdo das células germinativas utilizando técnicas
morfoldgicas, morfométricas e estereoldgicas. No qual, estas técnicas tem se mostrado
apropriadas para o aprofundamento do conhecimento da estrutura testicular e do processo
de espermatogénese, auxiliando como base para estudos futuros em peixes e para

implantacéo de novas biotecnologias nessa espécie.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a morfologia das génadas de machos de peixes Oscar (Astronotus

ocellatus) juvenis com 6 meses de idade.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Descrever macroscopicamente as gbnadas de A. ocellatus;

2.2.2. Estimar o peso das gonadas em relacdo ao peso total de A. ocellatus;

2.2.3. ldentificar as estruturas que formam os nichos de espermatogénias de A. ocellatus;
2.2.4. Descrever a estereologia do compartimento testicular de A. ocellatus;

2.2.5. Caracterizar morfologicamente as gonadas de A. ocellatus;

2.2.6. Descrever morfometricamente as espermatogonias primarias e secundarias de A.

ocellatus;



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. MERCADO DA AQUICULTURA ORNAMENTAL

A aquicultura ornamental pode ser entendida como um conjunto de condi¢des que
visa a criacdo e manejo de organismos Vvivos como peixes e plantas, possuindo
caracteristicas que necessitam de condicfes e cuidados individuais para cada grupo de
espécies (CARRACA, 2016). A producdo de peixes ornamentais € um ramo bastante
antigo pelo mundo, dados historicos remontam que essa atividade surgiu a 400 a.C, com
a criacdo do peixe-japonés conhecido popularmente como peixinho-dourado, além de
relatos antigos do livro do peixe vermelho chinés. Contudo essa prética teve inicio na
europa apenas por volta do século XVII (SAMPAIO; NOTTINGHAM, 2008).

No Brasil esta atividade ndo é recente, tendo seu inicio em meados de 1920, sendo
introduzida por imigrantes japoneses na regido sudeste, que iniciaram a reproducdo de
algumas espécies em cativeiro. Entretanto, na década de 40 essa préatica se tornava mais
difundida, porém limitada a poucas propriedades e apresentando pouca variabilidade
genética. Nas décadas seguintes de 1950 e 1960 o destaque passa a ser a regido Norte com
a venda de peixes ornamentais amazonicos (VIDAL JR., 2003; SAMPAIO;
NOTTINGHAM, 2008). Com o crescimento constante da aquariofilia mundialmente, a
Amazonia vem ampliando a producéo de peixes ornamentais tanto para o abastecimento
do mercado interno como do mercado externo nos ultimos anos, afirmando a sua
importancia no cenario mundial (ALHO, 2010).

Esse crescimento pode ser explicado pelas tradicdes milenares em criacdo de
peixes ornamentais ou até mesmo por uma melhora nos padrdes de vida da populacao,
ultrapassando os US$ 6800 bilhdes em 2019 no mercado global, onde devera ter um salto
de crescimento para US$ 11336,47 em 2025 aumentando para 10% sua taxa de
crescimento anual (TECHSCI RESEARCH, 2021).

As especies de peixes ornamentais que sao apreciadas na aquariofilia, sdo as que
apresentam maior variedade de cores, habitos e formas, conquistando admiradores ao
redor de todo o mundo, essas espécies agregam maior valorizagdo de mercado
(WABNITZ et al., 2003). Singapura surge como maior exportador de peixes ornamentais
(US$ 50.2 milhdes), sequido da Espanha (US$ 34.6 milhdes) e Japdo (US$ 30.4 milhdes).
Ja o Brasil ocupa a 13° posicdo, com US$ 6,5 milhdes anuais provenientes das



exportacOes de peixes ornamentais (FARIA et al., 2016; INTERNATIONAL TRADE
CENTER, 2018).

Uma vez inserido no “comércio Pet”, 0 mercado de peixes ornamentais
movimenta em torno de 1,5 bilhGes de dolares ao ano com a venda de espécies,
juntamente com os 27,2 bilhdes de ddlares resultantes da compra de artigos necessarios
para a manutencao desses peixes em todo o mundo (PLOEG, 2013). Contudo, o Brasil
ndo apresenta informacgdes mais precisas e dados mais consistentes sobre o numero de
produtores, lojas e exemplares comercializados, tornando a atividade alvo de
clandestinidade. Dentre os principais paises compradores de peixes ornamentais
brasileiros estdo Hong Kong, Tailandia, Jap&o, Estados Unidos e Alemanha (ARAUJO et
al., 2017).

No estado do Rio Grande do Norte a aquicultura ornamental vem se
desenvolvendo nos ultimos anos, principalmente na regido de Natal, sendo uma
importante fonte de renda até para os pequenos produtores que ndo dispdem de grandes
espacos para suas producdes, entretanto, muitos produtores ainda trabalham
informalmente, necessitando de maiores investimentos para o setor (DE FARIA et al.,
2019).

3.2. ASTRONOTUS OCELLATUS

O Astronotus ocellatus € um peixe da ordem Perciformes, pertencente a familia
Cichlidae, possuindo vaérias linhagens, como o oscar red ruby, oscar red ruby albino,
oscar red tiger e oscar red tiger albino, com mistura de cores (branco, laranja, vermelho,
dourado, preto) vibrantes e marcantes, com presenga de um ocelo quase circular, de cor
preta ou vermelho-carmim, localizado no peddnculo caudal (FONTENELE;
NEPOMUCENDO, 1983).

O A. ocellatus, popularmente conhecido como Oscar, € um peixe teleosteo,
originario da bacia amaz6nica, compreendendo paises como Brasil, Colémbia e Peru
(ROBINS, 2017). Suporta baixos indices de oxigénio dissolvidos na agua, podendo
resistir em niveis inferiores a 0,4 mg/L (MUUSZE et al., 1998). Resistente a faixa de pH
variando de 6 a 7, tendo pouca tolerancia a salinidade, baseando-se na sua distribuicao
pelo rio Amazonas (WEBB; MAUGHAN; KNOTT, 2007).



Na natureza atingem a primeira maturacdo gonadal entre 10 e 12 meses de idade,
com média de 12 cm (PINTO-PAIVA, 1989.), momento em que se acasalam e desovam
(BRAGA, 1962), variando em numero de desovas entre 3 a 4 vezes por anos (SILVA et
al., 1993), principalmente no nordeste brasileiro, com desovas que variam entre outubro
e abril (FONTENELE, 1982). Essa espécie apresenta cuidado parental (SILVA et al.,
1993), os ovos sdo adesivos e desova entre 1500 a 2000 unidades por desova colocados
em locais limpos e lisos (BRAGA, 1962; ROBINS, 2017) e ndo apresentam dimorfismo
sexual, apesar de os machos tenderem ser maiores e mais coloridos (ROBINS, 2017).

Os A. ocellatus desempenham papel biparental, onde ap6s a eclosdo dos ovos,
cerca de 4 dias, a protecdo as larvas por varias semanas € realizada principalmente pelas
fémeas (BAERENDS; BAERENDS-VAN RON, 1992). E uma espécie gregaria
concentrando-se em cardumes quando alevino e juvenil, constituindo casais na fase adulta
permanecendo mais distanciados do grupo (FELDBERG; PORTO; BERTOLLO, 2003).
Contudo, em cativeiro algumas variedades apresentam dificuldade para reproducao,
formacdo de casais e baixa fecundidade, com periodo reprodutivo curto. Estes fatores
dificultam a disponibilidade de exemplares em continuidade no mercado (FISHBASE,
2020).

Possui caracteristicas para fins ornamentais, devido a sua grande beleza e
docilidade, como também é um importante recurso pesqueiro, se destacando em algumas
regibes do Brasil na culinaria por apresentar carne branca e saborosa, firme e sem
espinhas intramusculares (FONTENELE; NEPOMUCENO, 1983), podendo ser
encontrado em agudes e rios nordestinos ou cultivados em diferentes sistemas controlados
(BORGES, 2010).

No Brasil esta espécie se desenvolveu no ano de 1938 através do departamento
Nacional de Obras contra as Secas (DNOCS) ao realizarem peixamento em lagoas no
pais, se destacando pela sua habilidade de disseminacdo e possuindo a capacidade de
adaptacdo em novos ambientes, chegando a uma produgdo em 100 agudes a uma meédia
de 506,76 t/anos nos anos de 1978 a 1988 (SILVA; REGIS; BEZERRA, 1993).

3.3. PEIXES TELEOSTEOS E O PROCESSO REPRODUTIVO

Os peixes vertebrados abrangem cerca de 32.000 espécies, representando mais da
metade dos vertebrados vivos no mundo (NELSON et al., 2016 ). Os teleGsteos se

destacam por serem bastante numerosos, representando 96% das espécies de peixes,
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apresentando grande variacdo morfologica, ciclo de vida e reproducéo, favorecendo seu
desenvolvimento nos mais variados ambientes, influenciando diretamente na sua
gametogénese (ALEXANDRINO et al., 1985; NOBREGA, 2003; NOBREGA, 2006).

Esses peixes surgiram ha 30 milhdes de anos, apresentam quatro subclasses, e
atualmente s@o conhecidos como peixes 6sseos modernos, com mais de vinte mil espécies
em 4.064 géneros, 426 familias, 38 ordens (NELSON, 1994), sendo que o estudo da
biologia reprodutiva dessas espécies de peixes é fundamental para a aplicacdo e
desenvolvimento de novas biotécnicas reprodutivas (AGULLEIRO et al., 2006).

A temperatura ambiente afeta diretamente no metabolismo e desempenho
reprodutivo nos teledsteos (VAGNER et al., 2019), durante a reprodugdo o0s peixes
recebem estimulos ambientais e enddcrinos que fazem com que o eixo hipotalamo,
hipdfise e gdnadas iniciem o processo reprodutivo (TAKEY; LORETZ, 2006). Estes
estimulos ambientais e enddcrinos promovem a maturagcdo gonadal dos peixes que irdo a
depender do tipo de fertilizacdo (interna ou externa) promover o encontro dos gametas
masculinos e femininos, sendo mais comumente a liberagdo em ambiente aquaticodurante
a reproducédo (TYLER; SUMPTER, 1996; ROCHA; ROCHA, 2006).

Na maioria dos teledsteos, os testiculos sdo pares, alongados aderidos a parede
abdominal através do mesérquio, que unificados formam o Unico ducto espermatico,
tendo o sémen eliminado através da papila urogenital (NAGAHAMA, 1983; EVANS;
CLAIBORNE, 2006). Os testiculos ainda apresentam células de Leydig, responsaveis
pela formacéo de esteroides e possuem formacao de células germinativas situadas no seu
compartimento germinativo (SCHULZ; NOBREGA, 2011). Nos teledsteos o epitélio
germinativo é dividido em continuo e descontinuo, sendo o ultimo responséavel pela
liberacdo de células germinativas quando ocorre liberacdo dos espermatozoides (GRIER;
TAYLOR, 1998; GRIER; LO NOSTRO, 2000).

Em relacdo a sua fecundidade, os teledsteos apresentam uma amplitude enorme
(cerca de 10 até milhGes de ovocitos), sendo divididas em guardadoras, ndo guardadoras
e carreadoras. Espécies ndo guardadoras liberam grande ndmero de ovdcitos e
espermatozoides livres no meio aquatico, quantidade esta suficiente para balancear as
pressdes ambientais e que ndo dispensam qualquer guarda a sua prole. Ja as carreadoras,
sdo espécies com fecundacdo e desenvolvimento internos, onde a liberacdo apenas
quando o novo organismo esta capaz de viver independentemente (VAZZOLER, 1996).

Ainda existem as guardadoras, que sdo espécies que dispensam cuidado a prole em graus
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diferentes. Nos teledsteos, a maioria das espécies sao nao guardadoras, se seguindo das
guardadoras e das carregadoras (VAZZOLER, 1996; HONJI; MOREIRA, 2017).

3.4. CELULA TRONCO GERMINATIVA E ESPERMATOGENESE

As células tronco da linhagem germinativas sdo células indiferenciadas, que
podem se diferenciar para formar gametas de ambos os sexos, tendo sua origem a partir
das células germinativas primordiais (NOBREGA et al., 2010). Essas células tém papel
fundamental na transmissdo do material genético para a préxima geracdo, garantindo
assim a perpetuacdo da espécie e sua diversidade (LEE et al., 2013).

As células germinativas primordiais migram para a crista gonadal, onde irdo se
fixar e realizar seu desenvolvimento em célula tronco germinativa, se especializando em
espermatogdnia nos machos e oogobnias nas fémeas, originando mais tarde
espermatozdides e oocitos, respectivamente (MOLYNEAUX; WYLIE, 2004).

Essas células tronco da linhagem germinativas, também sdo evidenciadas na
literatura como espermatogdnia primaria ou tipo A, se apresentando morfologicamente
como células de tamanho e diametro grande, contendo cromatina esparsa, membrana
nuclear e nucleo proeminente sendo ainda composta de agregacao de RNAs e proteinas
(SCHULZ et al., 2010).

A espermatogénese consiste no processo especializado de formacgédo de gametas
masculinos que ocorre dentro dos testiculos e se apresentam em forma de cistos com
eventos coordenados, no qual células espermatogénicas diploides realizam inUmeras
mitoses, duas meioses e se diferenciam em espermatozoides maduros. A fase mitética
caracteriza-se pela presenca de espermatogonias indiferenciadas e diferenciadas; a fase
meiotica é composta por espermatdcitos primarios e secundarios, enquanto que na fase
espermiogénica as espermatides se capacitam alterando sua morfologia até se tornarem
espermatozoides para a fecundacédo, podendo ser observada na Figura 1 (SCHULZ et al.,
2010; RIBEIRO., 2021)

As espermatogobnias necessitam diretamente da presenca de células somaticas de
Sertoli para desenvolver a espermatogénese, no qual sdo responsaveis pela sua
continuidade, sobrevivéncia, funcdo de secrecdo e de fagocitacdo de restos celulares
resultantes de apoptose e compor a barreira hemato testicular (SCHULZ et al., 2010)

(Fig.1).
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Inimeros estudos vém sendo realizados com o objetivo de aperfeicoar o
isolamento e purificacdo das células da linhagem germinativa tronco, resultando na
obtencdo de espermatogbnias que poderdo ser usadas para diversos estudos e novas
biotecnologias com essa linhagem celular (LACERDA et al., 2006, 2013).

Figura 1- Processo de espermatogénese em peixes teledsteos. Processo de espermatogénese em peixes
teledsteos. Segmentos de tlbulos espermatogénicos ilustram as relagdes existentes entre a célula de Sertoli
e células germinativas no desenvolvimento da espermatogénese cistica. O epitélio germinativo contém
Sertoli (SE) e células germinativas, delineadas por uma lamina basal (BL) e células midides peritubulares
(MY). Espermatogodnias indiferenciadas do tipo A = (A und = ) (provavel células-tronco); espermatogdnias
indiferenciadas tipo A (Aund ); espermatogdnias diferenciadas tipo A (A diff ); espermatogdnia tipo B [B
(precoce-tardia)]; espermatocitos primarios leptoténicos / zigoténicos (L / Z); espermatécitos primarios
paquiténicos (P); espermatdcitos diploténicos / metafase | (D / MI); espermatdcitos secundarios / metéfase
11 (S/ MII); espermétides precoces (E1), intermedirias (E2) e finais (E3); espermatozdides (SZ). Adaptado
de Schulz et al., 2010.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Tecnologias Reprodutivas e
Inovagdes de Modelos Animais (TRIMA) em parceria com o Laboratério de

Morfofisiologia Animal aplicada (LABMORF). Ambos os laboratoérios estdo situados na
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Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) campus Mossord, Rio Grande do
Norte.

4.2. OBTENCAO DOS PEIXES

Foram adquiridos 7 exemplares de peixes da espécie Astrounotus ocellatus macho
da linhagem red tiger, possuindo aproximadamente 6 meses de idade. Os exemplares
eram oriundos da criagdo e reproducao em cativeiro da piscicultura comercial de peixes
ornamentais localizada no municipio de Aquiraz, no estado do Ceara (Fig 2). Para seu
deslocamento os animais foram acondicionados em duplas ou trios, em sacos plasticos
com agua e oxigénio suficiente para cada animal, e transportados em carro particular até
a cidade de Mossord, Rio Grande do Norte, onde foram conduzidos e alojados na
Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O protocolo instituido neste estudo foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, UFERSA (PID 20034-202).
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Figura 2- Localizacdo geografica do municipio de Aquiraz no estado do Ceara onde fica situada
a piscicultura. Retirado de http//:Googlemaps.com
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4.3. ADAPTACAO DOS EXEMPLARES DE ASTRONOTUS OCELLATUS

Os exemplares foram aclimatados na Universidade Rural do Semi-arido
(UFERSA), no setor da piscicultura em tanques de 1.000 L com aeragdo constante por
cerca de 3 dias, utilizando um sistema de abastecimento de recirculacdo de agua
previamente purificada e oxigenada, sendo monitorados a cada 12 horas. Parametros
importantes relacionados ao bem estar dos animais foram observados, tendo seus valores
de temperatura estabelecidos a 27°C, pH 6,5, oxigénio dissolvido como média de 4,9
mg/L.

O controle de luz foi instituido através do fotoperiodo, com 12 horas de luz e 12
horas de escuro e a nutricdo utilizada tendo base racdo comercial contendo farelo de soja,
farinha de lula, farinha de peixe, fécula de mandioca, farinha de milho, Gammarus, 6leo
de soja refinado, leveduras, fonte de nucleotideos (2%), spirulina desidratada, premix
vitaminico mineral, proteina texturizada de soja, corante natural urucum, premix mineral,
aditivo prebidtico (0,09%), astaxantina (0,08%), antioxidantes (Etoxiquin, acido citrico,
acido fosforico, BHA, BHT), aditivo enzimatico (0,05%). Espécies doadoras de gene:
Agrobacterium tumefaciens, Bacillus thuringiensis, Streptomyces viridochromogenes,
sendo ragoadas duas vezes ao dia e suspendida no periodo de 24 horas que antecederam

as analises.

Figura 3- Exemplares em tanques aclimatados na Universidade Rural do Semi-arido (UFERSA).
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4.4. COLETA E BIOMETRIA

O processamento testicular dos animais ocorreu no Laboratério de Tecnologias
Reprodutivas e Inovacdes em Modelos Animais (TRIMA). Os animais apresentavam o
mesmo padréo de idade, tamanho e peso (Fig. 4A). Posteriormente, os peixes foram
retirados dos tanques e anestesiados usando uma dose sub-letal de 0,1 mg/mL de
Benzocaina até a reducdo seguida da parada total da motilidade opercular e,
subsequentemente, foram eutanasiados por seccdo medular. Com o uso de um paquimetro
e balanga digital, o comprimento total e o peso corporal foram mensurados,
respectivamente (Fig. 4B).

Os peixes A. ocellatus foram apoiados em dectbito dorsal em uma superficie
previamente adaptada, e seguiu-se para a seccdo na papila urogenital, com corte ventral
no sentido posterior-anterior. Os 7 animais tiveram seus dados biométricos registrados,
tendo suas gbnadas observadas in situ, coletadas e em ex situ avaliados anatomicamente
com caracteristicas de coloracdo, volume, peso e comprimento (Fig. 7B,C). Os dados
coletados serviram como base para calcular o indice gonadossomatico (IGS) seguindo
protocolo proposto por Vazzoler, 1996, no qual o IGS= PG/PT x 100, sendo PG o0 peso
das gbnadas e PT o peso total do animal. Este indice é considerado importante para
interpretacdo das fases do ciclo reprodutivo, no qual seus valores estdo intimamente

correlacionados com as fases de maturagdo das células germinativas.

Figura 4- Avaliagdo anatdbmica e biométrica dos exemplares de Astronotus ocellatus. A: Exemplar de
Astronotus ocellatus. (Escala de 1 cm). B: Avaliacdo anatdmica e biométrica dos exemplares.
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4.5. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DAS GONADAS E MORFOLOGIA

Ap0s coletados, os testiculos foram identificados, avaliados e imediatamente
fixados em paraformaldeido a 4% onde permaneceram por 24 horas, seguindo
posteriormente para o processamento histologico e avaliacdo das gdbnadas em microscopia
de luz.

Para o processamento histologico as gbnadas foram retiradas do fixador,
colocadas em cassetes previamente identificados, passando por banhos de desidratagéo
em alcool crescente nas concentracdes de 70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 100% e a
diafanizacdo com banhos em xilol, onde seguiram para a inclusdo em parafina.

No bloco em parafina foi realizada a técnica de trimagem, para facilitar o corte,
assim como o desbaste. Posteriormente foi realizado cortes seriados e o tecido foi
seccionado a 3 um, com o auxilio de micrétomo (Leica RM 2125 RTS). As sec¢des
obtidas foram preparadas em banho maria e seguiram para o processamento de coloracéo
em Hematoxilina/ Eosina (HE). As laminas seguiram para avaliacdo histoldgica e suas

imagens captadas através do microscopio (Leica ICC50 HD) (Fig. 5).

e

Figura 5- Avaliacdo histolégica através do microscépio (Leica ICC50 HD)
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4.6. AVALIACAO MORFOMETRICA DAS ESPERMATOGONIAS

Através do software Image Proplus® versdo 4.5, foram realizadas as mensuracdes
e obtidos resultados da média do didmetro do nucleo das espermatog6nias primarias e
secundérias, sendo mensurado as maiores distancias da area do didmetro da célula e
calculadas a partir da féormula para volume de uma esfera, V = 4/3 nr®, no qual R=
didmetro do nucleo/2. A anélise ocorreu por toda a extensdo do testiculo, considerando
as caracteristicas morfoldgicas mais evidentes, no qual 100 espermatogbnias para cada
tipo de linhagem tiveram seus ndcleos mensurados, sendo utilizados os 7 animais para
essa andlise. Os dados coletados serviram para caracterizar a média do nucleo da

espermatogonia primaria e secundaria do A. ocellatus.

4.7. AVALIACAO ESTEREOLOGICA DO TESTICULO

A analise estereoldgica foi realizada com o auxilio do software Image Proplus®
versdo 4.5, no qual foram avaliadas todas as gonadas, obtendo imagens de 10 areas de
cortes histoldgicos com aumento de 400 vezes de cada animal. Os intervalos foram
estimados em 20um entre 0s cortes para evitar a repeticdo da contagem da mesma célula.
A andlise visa identificar células que caracterizam os compartimentos tubulares e

intertubulares (Fig. 6).

Figura 6-Avaliacéo estereologica com auxilio do software Image Proplus®
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5. ANALISE ESTATISTICA

Com a analise morfométrica e atraves do calculo de didmetro, os dados obtidos
foram submetidos a estatistica descritiva através do DP (+ desvio padrdo), no qual foram

determinados o diametro das espermatog6nias primarias e secundarias.

6. RESULTADOS
6.1. AVALIACAO MACROSCOPICA DAS GONADAS

As gbnadas de A. ocellatus sdo estruturas lisas, bilaterais, filiforme, alongadas,
uniformes, de cor translicida a esbranquicada, aderidas dorsalmente a cavidade
celomatica, cranialmente bifurcadas e caudalmente se unem originando o ducto
espermatico, que segue até a papila urogenital para que ocorra a espermiacédo (Fig. 7B).

Apb6s a coleta dos dados biométricos, foram realizados os célculos para

determinacéo do indice Gonadossomatico (IGS), no qual a média dos valores obtidos foi
de 0,023.

Figura 7-Visualizacdo da cavidade anatdmica do testiculo do Astronotus ocellatus. A: Imagem do peixe
Astronotus ocellatus. B: Distribuicdo anatdmica do testiculo do A. ocellatus in situ. C: Anatomia do
testiculo do A. ocellatus ex situ. (escala 1cm).
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6.2. AVALIACAO MORFOLOGICA DAS GONADAS

Na analise morfoldgica das gonadas, foi observada a presenca da tunica albuginea
revestindo o testiculo na sua porcao externa (Fig. 8A). Internamente o desenvolvimento
gonadal ocorre de forma cistica, se diferenciando em regido tubular e intertubular (Fig.
8B). Na regido tubular foram observados a presenca de cistos de células grandes (as
maiores células encontradas no tecido), com nucleo redondo a ovoide, basofilico,
cromatina que variava sua condensacao, apresentando um ou dois nucléolos e citoplasma
pouco evidente, que foram identificadas como espermatog6nias primérias e secundarias
(Fig. 8C, D). Essas celulas germinativas foram diferenciadas principalmente através do
tamanho dos seus nucleos e disposi¢cdo da cromatina, no qual a primeira apresenta nucleo
com maior tamanho de todas as células da linhagem germinativa (9,85 + 1,13 um) e
cromatina menos condensada (Fig. 8D). J& a segunda possui nucleo de tamanho menor,
cromatina mais condensada, com aglomerados redondos dispostos sobre o envelope
nuclear (7,04 + 0,78 um) (Fig. 8C). Elas foram observadas por toda a regido testicular e
sempre envolvidas pelos prolongamentos citoplasmaticos de células de nucleo com
formato esférico ou triangular e alongadas, identificadas como células de Sertoli (Fig.
8C).

Na regido intertubular foram observados a presenca de vasos sanguineos, tecido
conjuntivo frouxo e células que tinham como caracteristica nicleo esférico ou ovoide e
cromatina descondensada, identificadas como células de Leydig (Fig. 8C). Além disso,
foram observadas células fusiformes, alongadas de nicleo denso, caracterizadas como
células midides peritubulares e a membrana basal delimitando o compartimento tubular

do compartimento intertubular (Fig. C).
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Figura 8- Corte histoldgico de testiculo de Astronotus ocellatus, corado com Hematoxilina e Eosina (HE). A: TUnica
Albuginea (TA). B: Diversos tdbulos seminiferos em organizagdo cistica (*). C: Componentes testicular com
diferentes células germinativas, espermatogbnias primdrias (G1), espermatogdnias secundérias (G2), Membrana Basal
(MB), células midides peritubulares (M), células de Sertoli (S), células de leydig (LY), D: Espermatogdnia primaria.

6.3 AVALIACAO ESTEREOLOGICA DO TESTICULO

Na avaliacdo estereoldgica do compartimento testicular, foi evidenciado maior
predominancia das estruturas que compdem o compartimento tubular (88%).
Principalmente espermatogénias primérias, espermatogonias secundarias e células de
Sertoli (Fig. 8C, D), foram visualizadas com frequéncia nas extremidades do testiculo,
préximo a tanica albuginea. Além de difundidas por toda a extensdo do testiculo. J& o
compartimento intertubular foi evidenciado em menor propor¢do (12%), sendo também
visualizado em toda extensdo testicular e identificado principalmente pela presenca de
tecido conjuntivo (Fig. 8 C).
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7. DISCUSSAO

Diversos estudos estdo sendo desenvolvidos utilizando peixes como modelo
experimental, objetivando principalmente o conhecimento sobre sua reproducéo através
da espermatogénese. Nesse contexto, conhecer a biologia reprodutiva dessas espécies se
faz necessaria para desenvolver novos mecanismos de preservacdo, quanto para o
aperfeicoamento de novas biotecnologias reprodutivas (DIAS et al., 2017, VIANA et al.,
2022; YOSHIZAKI, 2018).

O presente estudo visa demonstrar o desenvolvimento morfol6gico gonadal do
Astronotus ocellatus, visto a importancia que a espécie representa no cenario da
aquicultura mundial. Assim, difundir ainda mais os conhecimentos sobre a reproducao de
peixes teledsteos, como também, a caracterizacdo morfoldgica de células que compGem
a espermatogénese na idade reprodutiva nessa espécie. Nesse contexto, a espécie possui
um grande potencial para trabalhos futuros com uso de biotecnologias reprodutivas.

A avaliacdo macroscopica das gonadas foi realizada dentro e fora da cavidade
celomética, permitindo sua identificacdo em gdnadas masculinas, no qual esses testiculos
se apresentavam como estruturas lisas, bilaterais, filiforme, alongadas, uniforme, de cor
translucida a esbranquicada, aderidos dorsalmente a cavidade celomatica, cranialmente
bifurcados e caudalmente se unem originando o ducto espermatico, que segue até a papila
urogenital para que ocorra a espermiacao, assim como estudo em Astronotus ocellatos,
adulto, com 12 meses de idade descrito por Mansur (2018). Entretanto, em estudo
realizado em teledsteo Arapaima gigas (AMARAL, 2020) foi observado presenca apenas
da gbnada esquerda em todos o0s peixes analisados, mesmo em peixes de tamanho variado,
ndo havendo indicagdo de desenvolvimento gonadal no lado direito.

Morfologicamente as gonadas tem sua coloracdo e forma variando de acordo com
0 estaddio de maturacdo que se encontra, sendo que, animais em estadio de maturagdo
menos avangada as gdnadas apresentam-se delgadas, filiformes e esbranquicadas. J& com
0 avanc¢o da maturacao essas génadas se tornam mais volumosas e apresentam coloracéo
mais amarelada (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2013).

O estadio de maturacdo das gbnadas também pode ser analisado através dos
métodos qualitativos expressados pelo indice gonadossomatico (IGS), auxiliando no
entendimento do periodo reprodutivo no qual o peixe se encontra. Neste caso, quanto

menor é a porcentagem desse indice, maior € a imaturidade dessa génada (VAZZOLER,
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1996). Portanto, pelo baixo valor encontrado pelo IGS em conjunto com as caracteristicas
macroscapicas, 0s animais ndo apresentavam estadio de maturacdo gonadal avancgado.

Microscopicamente foi possivel confirmar o sexo gonadal dos peixes, no qual
apresentaram em sua por¢ao mais externa a presenca da tanica albuginea revestindo as
gbnadas. Além disso, como ocorreu em outros peixes teledsteos, internamente o
desenvolvimento gonadal ocorre de forma cistica, se diferenciando em regido tubular e
intertubular (BATLOUNI, ROMAGOSA, BORELLA, 2006).

Na regido tubular foram observados a presenca de cistos de células grandes (as
maiores células encontradas no tecido), com nucleo redondo a ovoide, basofilico,
cromatina menos condensada apresentando um a dois nucléolos e citoplasma pouco
evidente, que foram identificadas como espermatogbnias primarias. Ja as
espermatogdnias secundarias eram células menores em relagdo as primarias com nucleo
mais condensado, redondo a ovoide, com um ou dois nucléolos, corroborando com 0s
achados de (Dias et al., 2017).

Na regido intertubular foram observados a presenca de vasos sanguineos, tecido
conjuntivo frouxo e células com ndcleo esférico ou ovoide e cromatina descondensada e
citoplasma acidofilo, reconhecida como células de Leydig (DIAS et al., 2017, VIANA et
al., 2022).

As espermatogdnias primarias e secundarias foram observadas por toda a regido
testicular e sempre acompanhadas por células de nucleo com formato esférico ou
triangular e alongadas, sendo caracterizadas como células de Sertoli (BATLOUNI,
ROMAGOSA, BORELLA, 2006).

Entretanto, ndo foi possivel visualizar células germinativas em diversos estadios
de maturacgéo, resultado de uma diferenciacdo testicular aparentemente mais lenta,
resultando no atraso da proliferacdo das demais células germinativas, diferentemente dos
achados de Prochilodus lineatus (Dias et al., 2017), no qual os exemplares estavam em
idade reprodutiva avancada, podendo ser visualizado todo o processo de
espermatogénese.

Braga (1962), por sua vez, concluiu que a maturagdo em peixes A. ocellatus ocorre
entre 10 a 12 meses na natureza. Todavia, peixes submetidos a condicdo de cativeiro
necessitam de mais estudos para o melhor entendimento da sua maturacdo gonadal, visto
que fatores ambientais incompativeis com a espécies, causam estresse cronico, resultando
em baixa alimentacdo, reducéo da adaptacéo, dificuldades reprodutivas e suscetibilidade
a doencas (URBITINATI et al., 2015).
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Os achados morfométricos evidenciaram que as espermatogdnias primarias eram
as celulas germinativas que apresentavam maior volume nuclear dentre as células
germinativas. Nestas células, o padrdo de volume nuclear apresentou um pouco maior do
que no estudo realizado utilizando métodos similares em Prochilodus lineatus (DIAS et
al., 2017). Ja as espermatogbnias do tipo B apresentaram diametro nuclear similar as
espécies de peixes de grande porte Prochilodus lineatus (DIAS et al., 2017), Danio rerio
(LEAL et al., 2009), Oreochromis niloticus (SCHULZ et al., 2005 ). Desta forma, as
células germinativas podem variar de didmetros tanto entre espécies diferentes como
dentro de um mesmo grupo de espécie (NAGAHAMA, 1983).

Estudos sobre as espermatogonias sdo de extrema importancia para a abertura de
novas perspectivas biotecnoldgicas, impactando tanto em pesquisas atuais como futuras.
Transplantes de espermatogonias ja sdo uma realidade em peixes, trazendo novos ganhos
para a aquicultura mundial (LACERDA, 2018). Notadamente esses transplantes vem se
desenvolvendo em diversas espécies, estudos como o de Lacerda et al. (2010)
demonstram a eficiéncia da técnica com a obtencdo do povoamento de espermatogdnias
nos testiculos de receptores de tilapias adultas.

A estereologia visou através da analise das estruturas que compdem o testiculo
avaliar a proporgéo volumétrica em porcentagem do compartimento tubular eintertubular.
As espermatogdnias primarias e secundarias, foram visualizadas com frequéncia nas
extremidades, proximo a tunica albuginea, como também difundida por todo o testiculo.
Quanto a distribuicdo das espermatogbnias, o testiculo pode ser divididoem restrito,
irrestrito e intermediario (PARENT]I, 2004).

No tipo de distribuicdo intermediaria as espermatogbnias primarias apresentam
predilecdo pela tunica albuginea, porém é vista em outras regifes do testiculo
(LEAL,2009). Essa distribuicdo intermedidria vista no presente estudo, também foi vista
em peixe da mesma ordem Perciforme (VILELA, 2003), como em outras ordens
Gadiformes (ALMEIDA, 2008) e Pleuronectiformes (GARCIA-LOPEZ, 2005).
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8. CONCLUSAO

O testiculo do peixe A. ocellatus apresenta aspectos morfolégicos e de
componentes testiculares semelhantes aos apresentados por outros teledsteos. Contudo,
0s peixes nessa idade, demonstram néo estar aptos para a reproducéo, apresentando IGS
baixo e imaturidade testicular. Microscopicamente os testiculos foram caracterizados
como intermediario, apresentando processo de espermatogénese tardio em comparagédo
com outros teledsteos, ndo sendo possivel visualizar todo processo espermatogénico. As
espermatogdnias primarias foram identificadas como as maiores células visualizadas nos
testiculos, seguidas pelas espermatogbnias secundarias.

Nesse contexto, o peixe A. ocelattus apresenta-se como um excelente modelo para
novos estudos relacionados a biotecnologia da reproducdo, por possuir uma
espermatogénese tardia facilitard no acompanhamento e observacdo da diferenciacdo
celular durante o desenvolvimento morfoldgico de suas gonadas por um tempo mais
longo. Além disso, a compreensdo da biologia reprodutiva dessa espécie, ajudara o
desenvolvimento de novos estudos evolutivos em peixes teledsteos e para o melhor

desenvolvimento dessa espécie no cendrio aquicola.
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