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Resumo

A piracanjuba, Brycon orbignyanus, é uma espécie reofilica muito importante para
aquicultura, para estudos voltados a diversidade genética, espermatogénese, criopreservagédo de
sémen, taxonomia e como indicador bioldgico. Entretanto, sua popula¢do vem sofrendo um
declinio em consequéncia de ac¢des antropicas, como a instalacdo de barragens hidrelétricas,
dentre outros fatores que auxiliaram a perda de estoques naturais, assim, levando a espécie a
quase extinc¢do. Frente aos estudos que utilizam a piracanjuba como modelo, atualmente ndo ha
uma andlise estereoldgica da espermatogénese nesta espécie que permite a obtencdo de
resultados quantitativos, por meio de uma avaliacdo tridimensionais da cinética das células
testiculares. Diante deste exposto, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a
espermatogénese de B. orbignyanus a partir da analise estereologica, podendo assim,
quantificar o nimero de células germinativas e das células de Sertoli, 0 nimero de geracédo
espermatogonial, o rendimento da espermatogénese, indice meidtico e a porcentagem da morte
celular. Também realizar uma adequacédo na nomenclatura e uma redescricdo das caracteristicas
das células germinativas. Para tal, os testiculos de cinco espécimes de B. orbignyanus com um
ano de idade foram coletados, fixados em glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 4% e
processados para microscopia de luz. O material foi seccionado em cortes seriados para que
ocorresse a quantificacdo das células. Foram identificados trés tipos de espermatogonias:
espermatogonia indiferenciada do tipo A e espermatogénias diferenciadas do tipo A e B. Com
base no numero de espermatogonias B por cistos foi estimado que as espermatogdnias sofreram
aproximadamente 9 divisdes mitdticas antes de se diferenciarem em espermatocito primario.
Também foram identificados trés tipos de espermatides -inicial, intermediaria e final. No cisto
de espermaétides finais, houve 1204 células germinativas, indicando um rendimento
espermatogénico de 58%. Devido ao aumento das células germinativas, também houve um
aumento no nimero de células de Sertoli, cessando seu crescimento na fase espermiogénica.
Desta maneira, o entendimento da analise estereoldgica na espermatogénese é essencial para

um melhor entendimento do processo reprodutivo desta espécie, como para as demais espécies.

Palavras-chave: Célula de Sertoli, Estereologia, Geracdes espermatogoniais, Indice

meidtico, Rendimento espermatogénico.



Abstract

The piracanjuba, Brycon orbignyanus, is a very important reophilic species for
aquaculture, for studies aimed at genetic diversity, spermatogenesis, cryopreservation of semen,
taxonomy and as a biological indicator. However, its population has been suffering a decline as
a result of anthropic actions, such as the installation of hydroelectric dams, among other factors
that have helped the loss of natural stocks, thus leading the species to near extinction. In view
of the studies that use piracanjuba as a model, there is currently no stereological analysis of
spermatogenesis in this species that allows quantitative results to be obtained through a
threedimensional assessment of testicular cell kinetics. In view of this, the present study aims
to evaluate the spermatogenesis of B. orbignyanus from stereological analysis, thus being able
to quantify the number of germ cells and Sertoli cells, the number of spermatogonial generation,
the spermatogenesis yield, index meiotic and the percentage of cells death. Also perform an
adaptation in the nomenclature and a redescription of the characteristics of the germ cells. For
this purpose, the testicles of five specimens of B. orbignyanus with one year of age were
collected, fixed in 2.5% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde and processed for light
microscopy The material was sectioned in serial sections so that the cells could be quantified.
Three types of spermatogonia were identified: undifferentiated spermatogonia type A and
differentiated spermatogonia type A and B. Based on the number of B spermatogonia per cysts
it was estimated that the spermatogonia suffered approximately 9 mitotic divisions before
differentiating into primary spermatocytes. Three types of spermatids were also identified -
initial, intermediate and final. In the final spermatids cyst, there were 1204 germ cells,
indicating a spermatogenic yield of 58%. Due to the increase in germ cells, there was also an
increase in the number of Sertoli cells, stopping their growth in the spermatids phase. Thus, the
understanding of stereological analysis in spermatogenesis is essential for a better

understanding of the reproductive process of this species, as well as for the others species.

Keywords: Meiotic index, Sertoli cell, Stereology, Spermatogonial generation,

spermatogenic yield.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os Characiformes formam o maior e mais diversos grupo de peixes de adgua doce
distribuidos na América e Africa e apresentam grande importancia na pesca, na aquicultura, na
aquariofilia (peixes ornamentais) e na ecologia geral dos ecossistemas (BUCKUP, MENEZES
e GHAZZI, 2007; OLIVEIRA et al., 2011; NELSON, GRANDE e WILSON, 2016; FRICKE,
ESCHMEYER e FONG, 2020). Os peixes desta ordem apresentam variacfes na estrutura
mandibular, anatomia interna, alimentacdo (VARI, 1998; BUCKUP, 1998), bem como no
comprimento do corpo, a exemplo, do género Astyanax podem apresentar menos de 3 cm de
comprimento (KAVALCO, 2008), enquanto a espécie Hydrocynus goliath chega medir até 150
cm de comprimento (GERY, 1977).

Os Characiformes contam com mais de 2.300 espeécies descritas, em 24 familias, sendo
19 exclusivamente de peixes neotropicais (Nelson et al.,2016; Fricke et al.,2020). Dentre essas
familias, a Bryconidae se destaca por sua ampla distribui¢do geogréfica, importancia comercial,
diversidade de espécie e indicador ambiental (ABE et al., 2014). Atualmente, ha 50 espécies
validadas e, cerca de 89 espécies para avaliacdo, divididas nas subfamilias Bryconinae e
Salmininae (FRICKE, ESCHMEYER e FONG, 2020).

Nos Bryconinae, o género Brycon dispde de mais de 40 espécies validas, composta por
peixes de grande porte, com mais de 70 cm de comprimento, distribuidas do Sul do México até
Ameérica do Sul (LIMA, 2004; FRICKE, ESCHMEYER e FONG, 2020), entre elas estdo
Brycon cephalus Giinther, 1869, Brycon amazonicus Valenciennes 1850, Brycon hilarii
Valenciennes 1850, Brycon orbignyanus Valenciennes 1849 e Brycon pesu Miller e Troschel
1845.

O Brycon orbignyanus, um peixe neotropical de agua doce, popularmente conhecido
como piracanjuba, era inicialmente encontrado por toda Bacia do Prata, formada pelos Rios
Parand, Uruguai e Paraguai (REIS 2003; LIMA 2017), no entanto, Bertoletti e colaboradores
(1989) e Zamboni, Nufier e Meurer, (2000) ndo encontraram nenhum espécime de B.
orbignyanus no alto Uruguai e, de acordo com Agostinho, Zaniboni-Filho e Lima (2004) a
espécie também esta praticamente extinta em parte do Alto Parana. Devido a essa queda da
populacédo, atualmente a piracanjuba é encontrada unicamente nas bacias do Rio Grande e
Paranapanema e em alguns trechos nao represados do rio Parana e, entre o reservatério de Itaipu
e Porto Primavera (AKAMA et al., 2018).

No presente momento, a piracanjuba esté listada no Livro Vermelho da Fauna Brasileira

Ameacada de Extincdo (BRASIL, 2018) na categoria em perigo de extingdo (EM - A2c), em
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vista a sua visivel sensibilidade e intolerancia a ambientes alterados (ZAMBONI-FILHO e
SCHULZ, 2003; LOPERA-BARRERO, 2009). Além disso, as populacGes remanescentes
demonstram uma baixa variabilidade genética, dado que reflete diretamente na manutencéao da
espécie no futuro (ASHIKAGA et al., 2015).

Considerada um peixe de grande porte, possui comprimento oscilando entre 68 - 80 cm
de comprimento, corpo com cor acinzentada, sendo alongado e fusiforme, o dorso apresenta
cor cinza-esverdeado com uma mancha umeral azulada e, a nadadeira caudal possui coloracao
avermelhada (GODOY, 1975; CECCARELLI et al., 2005). Semelhante a alguns peixes do
género, quando adulto, apresenta habito alimentar onivoro, alimentando-se de frutas e
sementes, entretanto, no periodo larval apresenta um habito alimentar carnivoro
(CAVALCANTI, 1998; ZANIBONI-FILHO e SCHULZ, 2003; CECCARELLI et al., 2005).

Como outras espécies de Bryconidae, a piracanjuba também apresenta dimorfismo
sexual no periodo reprodutivo, os machos apresentam os primeiros raios da nadadeira caudal
asperos pela presenca de espiculas e, normalmente, as fémeas sdo maiores que 0s machos
(FURUYA e FURUYA, 2001; MOREIRA et al., 2001; CECCARELLI et al., 2005;
GONCALVES et. al.,, 2005; GODINHO, 2007; PEREIRA, 2012; LENIS-SUCERQUIA,
CRUZCA-SALLAS, DAVID-RUALES, 2015; NUNES et al., 2015; BRANDAO e BAZZOLI,
2017).

Estudos apontam que a partir do primeiro ano para 0s machos e o terceiro para as
fémeas, a piracanjuba atinge a maturidade sexual (VAZ, TORQUATO E BARBOSA, 2000;
ZAMBONI-FILHO e SCHULZ, 2003; CECCARELLI et al., 2005). Assim, como outras
espécies de peixes neotropicais reofilicos, é necessario que realizem migragdes reprodutivas
entre 0s meses de outubro a janeiro, além disso, apresentam fecundacdo externa, desova total e
sazonal e o desenvolvimento oocitario é sincrénico (WINEMILLER, 1989; CASTAGNOLLI,
1992; VAZZOLER e MENEZES, 1992; VAZZOLER, 1996; ZAMBONI-FILHO e SCHULZ,
2003; CECCARELLI et al., 2005, HILSDORF € MOREIRA, 2008).

As migragdes reprodutivas acontecem no periodo conhecido por piracema, no qual 0s
peixes realizam longas jornadas subindo o rio, contra a correnteza, vencendo muitos obstaculos
naturais, como cachoeiras e corredeiras e, artificiais, em busca de areas propicias para a desova
e alimentacdo das larvas (CAROLSFELD et.al., 2003; HILSDORF e MOREIRA, 2008; IEF,
2010; DE SOUSA, 2014; SILVA, 2020). Esse fendmeno acontece todos 0s anos e é modulado
por fatores enddgenos e exdgenos (LOWE-MCCONNELL, 1999; HILSDORF e MOREIRA,
2008). Primeiramente, sinais ambientais (fatores exdgenos) como 0 aumento da temperatura,

do fotoperiodo e das chuvas sdo captados pelos olhos, narinas e receptores cutaneos do peixe,
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e entdo, processados e convertidos em mensagens neurais (LOWE-MCCONNELL, 1999). O
eixo responsavel pelo processamento dos sinais ambientais e, posteriormente, pelas respostas
hormonais (fatores endogenos) é o eixo hipotdlamo-hipofise-gébnada (BONETTO, 1963;
VAZZOLER 1996, VENTURIERI e BERNARDINO, 1999; HILSDORF e MOREIRA, 2008;
ANDRADE et al., 2015; LEIRA et al., 2018).

Frente a isso, no dia 12 de fevereiro de 1988 foi sancionado e decretado a Lei n® 7.653
que proibe a pesca no periodo de migracdo de espécies nativas de peixes brasileiros (BRASIL,
1988), sendo denominado, periodo de defeso, que visa controlar a pesca na época da reproducéo
dos peixes, assegurando a reposic¢ao dos estoques (VASQUES e COUTO, 2011).

Tanto nos machos como nas fémeas, o desenvolvimento gonadal e maturacdo dos
gametas para posterior fecundacdo ocorre neste periodo de migracdo, porém, quando a
migracdo destes animais é de alguma forma interrompida o processo natural de maturacéo dos
gametas € alterado (SILVA, 2020) e, os principais causadores pela interrup¢do da migracéo dos
peixes sdo: construcBes de barragens para usinas hidrelétricas que causam represamento dos
rios e modificam o fluxo das aguas; fragmentacbes de habitats, que provocam o
desaparecimento das vegetaces ribeirinhas, afetando diretamente na disponibilidade de
alimento do espécime adulto, além de modificar e/ou destruir &reas de desovas (GODOY,1975;
QUIROS, 1990; ESPINACH-ROS e PARODIS, 1997; AGOSTINHO, THOMAZ e GOMES,
2005; CECCARELLI et al., 2005)

Além dos fatores citados acima, poluicdo das aguas, introducéo de espécies exoticas e
atividades pesqueiras - predatérias e esportivas-, contribuem diretamente na queda da
populacdo de B. orbignyanus, uma vez que, sua carne é de excelente qualidade e apreciada,
mostrando um grande valor comercial e, seu comportamento agressivo é apreciado entre 0s
pescadores (LIMA e CASTRO, 2000; HILSDORF et al.,, 2002; ZAMBONI-FILHO e
SCHULZ, 2003; CECCARELLI et al., 2005; ROSA e LIMA, 2008; OLIVEIRA et al., 2017,
BRASIL, 2020).

Diante deste cenario, a espécie B. orbignyanus é considerada uma espécie sensivel a
alteracdes ambientais e vem destacando-se como modelo bioldgico de estudos: biogeogréaficos
e como indicador ambiental, uma vez que, o reaparecimento da espécie em areas antes
degradadas é um sinal de que aquela area voltou a ter 0 minimo possivel para a sobrevivéncia
da espécie (ABE et al, 2014; ASHIKAGA et al., 2015; LOPERA-BARRERO, 2009); bem
como estudos taxonémicos (TRAVENZOLI et al.,, 2015; PEREIRA e CASTRO, 2016;
ARRUDA et al., 2019); conservacionistas (OLIVEIRA et al., 2017); genéticos (YASBECK et
al., 2018), criopreservagéo do sémen e embrido (MURGAS et al., 2003; MURGAS et al., 2004;
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MARIA etal., 2006; GALO et al., 2011; MARIA e CARNEIRO, 2012; FORNARI et al., 2014)
e estudos cientificos ligados a reproducdo destes animais (DUMONT-NETO et al., 1997;
AIRES et al., 2000; GANECO et al., 2001; GANECO et al., 2003; ZANIBONI-FILHO et al.,
2007; GANECO et al., 2008; CASTRO, 2015; ZARDO, 2018).

Neste sentido, a espermatogénese é um dos aspectos avaliados na biologia reprodutiva
dos peixes, sendo um processo complexo e altamente coordenado, no qual as células diploides
iniciais conhecidas como espermatogbnias e, consideradas como celulas tronco, sofrem
proliferacdo e diferenciacdo para produzir as células haploides, ou seja, 0s espermatozoides
(GRIER et al., 1980; NOBREGA et al., 2009; SHULZ et al., 2010).

ORGANIZACAO TESTICULAR EM PEIXES

Na maioria dos machos dos peixes teledsteos, o testiculo é envolto pelo tecido
conjuntivo fibroso, € um o6rgdo par e alongado, unidos somente na extremidade caudal,
localizado na cavidade celomaética. Sua espessura difere de acordo com o ciclo reprodutivo,
apresentando uma estrutura delgada e filiforme fora do periodo reprodutivo e, uma estrutura
mais consistente e robusta no periodo reprodutivo. No entanto, a coloragédo do testiculo e sua
massa também dependem do periodo reprodutivo, do desenvolvimento e da alimentacdo do
animal (GRIER, 1981; ALEXANDRINO et al., 1985; RATTY, 1990; KOULISH, KRAMER
e GRIER, 2002; QUAGIO-GRASSIOTTO, ANTONELI e OLIVEIRA, 2003).

No testiculo é possivel distinguir dois tipos distintos de compartimentos: o
compartimento intersticial ou intertubular, responsavel pela esteroidogénese (producéo
hormonal) e, 0 germinativo (tubular/lobular) responsavel pela espermatogénese (formacéo do
espermatozéide), sendo separados por uma membrana basal (GRIER, 1981, 1993;
NAGHAMA, 1983; GRIER e LO NOSTRO, 2000; KOULISH, KRAMER e GRIER 2002;
GRIER e URIBE-ARANZABAL, 2009).

O compartimento intersticial/intertubular € composto por vasos sanguineos, células
mioides, tecido conjuntivo e nervoso e, células de Leydig (GRIER, VAN DEN HURK E
BILLARD, 1989; PUDNEY, 1995; KOULISH, KRAMER e GRIER 2002). Adicionalmente, 0
compartimento germinativo é composto pelas células somaticas (célula de Sertoli) e, as células
germinativas (espermatogdnias, espermatocitos, espermatides e espermatozoide) (GRIER,
1993, 2002; GRIER e LO NOSTRO, 2000; GRIER, URIBE e PARENTI, 2007).

Com relacdo a organizacdo desses compartimentos, o testiculo pode ser classificado em
dois tipos: i) Tubular Anastomosado e, ii) Lobular (GRIER, 1980). No testiculo do tipo tubular

anastomosado, o0 compartimento germinativo é formado por alcas e tdbulos que se
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interconectam da periferia até o ducto testicular, formando uma rede anastomosada, sendo
dificil identificar onde comeca e termina o tabulo (Fig. 1A). Este tipo testicular € presente nos
peixes mais basais como os salmonideos, ciprinideos e lepisosteides (GRIER, 1993; PUDNEY,
1995). No entanto, no testiculo lobular, o compartimento germinativo, possui um formato
digitiforme, se estendendo para a periferia do testiculo e terminando em um fundo cego (Fig.
1B). Neste tipo testicular, conforme a disposicao das espermatogdnias ao longo do l6bulo, pode-
se classificar o tipo lobular de duas maneiras: restrito ou irrestrito (Fig. 2). (GRIER, 1993;
LOIR, et al., 1995; PUDNEY, 1995).

Figura 1: Diferentes arranjos dos tdbulos testiculares e do (s) duto (s) principal (MD) foram observados
no testiculo de peixes. Os ductos principais longitudinais podem estar localizados ao longo da borda dorsal do
testiculo ou dentro do mesentério que liga o testiculo a parede corporal dorsal. Os tibulos dorsoventrais primarios
(1T) se estendem do ducto principal e podem se ramificar dentro do proprio testiculo (A e B). Destes, os tubulos
secundarios (2T) se estendem lateralmente em direcdo a periferia testicular (A e B). Os tibulos secundarios podem
ser anastomosados (A) ou ramificados (B). Os tibulos secundarios podem ser anastomosados (A) ou ramificados.

Diferentes arranjos dos tubulos testiculares e do (s) duto (s) principal (MD). Traduzido de Grier et al., 1980

1T
T
A B
Testiculo Tubular Testiculo Lobular

Fonte: Grier et al., 1980

Assim, os testiculos do tipo lobular restrito, presente em Atherinomorpha, as
espermatogonias sdo encontradas somente na regido periférica dos I6bulos, desta forma, durante
a espermatogéneses, 0s cistos de espermatogdnias migram ao longo do lébulo em direcédo ao
ducto eferente (Fig. 2A). Diferente do lobular restrito, o testiculo lobular irrestrito, presente em
Neoteledsteos, as espermatogdnias ndo estdo confinadas apenas em um local, assim, podendo
ser encontradas por toda a extensdo do I6bulo (Fig. 2B) (GRIER et al., 1980; GRIER, 1993;
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GRIER e LO NOSTRO, 2000; PARENTI e GRIER, 2004; GRIER e URIBE-ARANZABAL,
2009).

Figura 2: RepresentacOes esquematicas de dois tipos testiculares tubulares observados em teledsteos. O
"testiculo espermatogonial restrito" (A) é tipico de F. grandis, F. seminolis e outros Atheriniformes. Os cistos se
formam no terminal distal do tdbulo, mas entram em contato com os ductos eferentes antes da espermiagao.
Durante a espermiacéo, as células de Sertoli do cisto se transformam e se tornam células do ducto eferente. No
“tipo testicular espermatogonial irrestrito” B), tipico de Salmoniformes, Percifomes e Cypriniformes, as
espermatogonias estdo localizados ao longo do comprimento do tdbulo. Traduzido e modificado de Grier et al.,
1980

SPERM

EFFERENT DUCT

BASEMENT
MEMBRANE

SPERMATOCYTES

SERTOLI CELLS
SPERMATOGONIA

Fonte: Grier et al., 1980

No compartimento germinativo o epitélio pode se apresentar de duas maneiras: continuo
ou descontinuo (GRIER, 1993; GRIER e TAYLOR, 1998). O epitélio continuo é caracterizado
por possuir uma populacao continua de células germinativas e células de Sertoli por todo o
comprimento do Iébulo. No entanto, no epitélio descontinuo ha perdas graduais das células
germinativas, em razdo da liberacdo dos espermatozoides, entretanto, essa descontinuidade do
epitélio ndo ocorre de maneira uniforme (GRIER e TAYLOR, 1998; GRIER e LO NOSTRO,
2000; BROWN-PETERSON et al., 2002; GRIER e ARANZABAL, 2009).

Deste modo, a partir das caracteristicas do epitélio germinativo (EG) continuo ou
descontinuo e das células germinativas presentes, foi possivel estabelecer fases do

desenvolvimento testicular, inicialmente proposto por Grier (1981) e posteriormente
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padronizado por Brown-Peterson e colaboradores (2011), criando assim, uma classificacéo para

auxiliar na melhor compreensdo da maturacéo testicular (Tabela 1).

Tabela 1: Descri¢gbes macroscopicas e microscopicas das fases do ciclo reprodutivo de peixes machos.
O tempo dentro de cada fase depende das espécies. Alguns critérios listados para fases podem variar dependendo
da espécie, estratégia reprodutiva ou temperatura da agua. As subfases que se aplicam a todos os peixes sao
listados; adicional as subfases podem ser definidas por pesquisadores individuais (EG: epitélio germinativo; Sg1:
espermatogonia primaria; Sg2: espermatogdnia secundaria; Scl: espermat6cito primario; Sc2: espermatécito

secunddrio; St: espermatide; Sz: espermatozoides). Traduzido de Brown-Peterson et al., (2011).

FASE

CARACTERISTICAS M’ACROSCOP ICASE
MICROSCOPICAS

IMATURO
(Nunca desovou)

DESENVOLVIMENTO
(Testiculos comecam a
crescer e se desenvolver)

APTO A DESOVA
(Peixes estdo se
desenvolvendo e

fisiologicamente capazde
desovar neste ciclo)

REGRESSAO
(Cesséo a desova)

REGENERACAO
(Sexualmente madura,

reprodutivamente inativa)

Fonte: Brown-Peterson et al., 2011.

Testiculos pequenos, geralmente claros e com aparéncia de fio.
Apenas SG1 presente; sem lumen nos lobulos

Testiculos pequenos, mas facilmente identificados.
Espermatocistos evidentes ao longo dos I6bulos. SG2, SC1, SC2,
ST E SZ podem estarpresentes nos espermatocistos. SZ ndo esta
presente no limen dos I6bulos ou nos ductos espermaticos. EG
continuo por toda parte.subfase de desenvolvimento inicial: SG1,
SG2 E SC1 apenas

Testiculos grandes e firmes. SZ no limen dos lébulos e / ou
ductos espermaticos. Todos 0s estagios da espermatogénese (SG2,
SC, ST, SZ) podem estar presentes. Espermatocistos em todo o
testiculo, espermatogénese ativa. O EG pode ser continuo ou
descontinuo. subfase de desova ativa (macroscopica): leite
liberado com uma leve pressdo no abddémen. subfases histologicas
baseadas na estrutura do EG. GE inicial: EG continua em todos os
I6bulos ao longo dos testiculos. EG médio: EG continuo em
espermatocistos na periferia do testiculo, EG descontinuo em
I6bulos préximos aos ductos. EG tardio:EG descontinuo em todos
os l6bulos ao longo dos testiculos

Testiculos pequenos e flacidos, sem liberacdo de sémen com
pressdo.SZ residual presente no lumen dos I6bulos e nos ductos
espermaticos. Espermatocistos amplamente dispersos perto da
periferia contendo SC2, ST, SZ. pouca ou nenhuma
espermatogénese ativa. Proliferacdo espermatogonial e
regeneracdo de EG comuns na periferia dostesticulos

Testiculos pequenos, geralmente semelhantes a fios. Sem
espermatocistos. O lumen do I6bulo geralmente nédo existe.
Proliferacdo da espermatogdnia ao longo dos testiculos. EG
continuopor toda parte. Pequena quantidade de SZ residual
ocasionalmente presente no limen dos l6bulos e no ducto
espermatico.
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A espermatogénese nos peixes ocorre de forma semelhante & de outros vertebrados. E
um processo complexo, conservativo e regulado, no qual uma célula germinativa pouco
diferenciada se desenvolve e d& origem aos espermatozoides, essencial na manutencdo da
fertilidade dos machos. Em comparacdo aos mamiferos, a espermatogénese em peixes € mais
curta, além de ser influenciada pela agua, pois a motilidade do gameta masculino é ativado
quando entra em contato com agua (VAN LOOK e KIME, 2003; GRIER e URIBE-
ARANZABAL 2009; NOBREGA, BATLOUNI e FRANCA, 2009; SCHULZ et al., 2010;
ZORAH 2010; GARCIA, 2017). Tal processo é tdo importante para a manutencdo da vida que
pode ocorrer de duas formas em peixes: a espermatogénese semicistica e cistica (MATTEI et
al., 1993; SCHULZ et al., 2010).

Na espermatogénese semicistica o desenvolvimento das espermatogonias e dos
espermatécitos ocorrem dentro de cistos, formados pelas jun¢es citoplasmaticas das células de
Sertoli e, ao final da meiose I, os cistos se rompem liberando assim, as espermatides no lumen
do Iébulo, onde, terminam o seu desenvolvimento. (MATTEI et al., 1993).

Ja na espermatogénese cistica todo o desenvolvimento das células germinativas ocorre
dentro de cistos, estes sdo formados por projecdes citoplasmaticas da célula de Sertoli, no qual
sdo rompidas apenas no Ultimo estagio da espermatide (Fig. 3). No interior dos cistos, as células
germinativas estdo conectadas uma as outras por pontes citoplasmaticas, devido a citocinese
incompleta que ocorre nas divisdes celulares, deste modo, tornando todo o desenvolvimento
celular sincrénico (GRIER, 1981, 2002; GRIER; URIBE-ARANZABAL, 2009; NOBREGA,
BATLOUNI e FRANCA, 2009; SCHULZ et al., 2010).

Basicamente, a espermatogénese cistica pode ser dividida em trés fases distintas: I)
mitdtica ou proliferativa, 1) meiotica e, Ill) espermiogénica, que acontecem de forma
simultanea e sincrdnica no compartimento germinativo de acordo com a fase reprodutiva em
que o testiculo se encontra. SCHULZ et al., 2010).

Na primeira fase da espermatogénese, um cisto contendo apenas uma célula
indiferenciada (espermatogdnia indiferenciada do tipo A, Spg Aind) esta envolto por uma célula
de Sertoli, sofre uma divisdo mitotica, dando origem a duas espermatogonias diferenciadas do
tipo A (Spg A) (Fig. 3). A partir deste momento, ocorrem sucessivas divisdes mitoticas e o
primeiro grande aumento no nimero de células germinativas e células de Sertoli. Por sua vez,
o cisto de Spg A, da origem as espermatogdnias do tipo B (Spg B) (Fig. 3), sendo este, o ultimo
tipo espermatogonial. As Spg B passam por mais divisbes mitéticas, tendo outro aumento
dréstico no nimero de células no cisto (Fig. 3). Estes aumentos tanto das células germinativas

como das células de Sertoli, podem ser quantificados através da analise estereologica, além de



19

fornecer o nimero de geracOes das espermatogonias da espécie e o didmetro nuclear de cada
tipo celular (PUDNEY, 1996; LE GRAC e LOIR, 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2001;
LEAL etal., 2009; SCHULZ et al., 2010; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2013; RODRIGUES
etal., 2017; SOUTO et al., 2017; ZARDO, 2018).

Figura 3: Testiculo do tipo cistico do zebra-fish. Células de Sertoli (SE), lamina basal (BL), células
mioides peritubulares (MY), células intersticiais de Leydig (LE), vasos sanguineos (BV), espermatogbnia
indiferenciada* do tipo A (Aund *) (espermatog6nia-tronco); espermatog6nia indiferenciada do tipo A (Aund);
espermatogonia diferenciada tipo A (Adiff); espermatogonia tipo B [B (precoce-tardio)]; espermatécitos primarios
em leptéteno/zigoéteno (L / Z); espermatdcitos primarios em paquiteno (P); espermatécitos em diploteno/metéafase
I (D / MI); espermatécitos secundarios/metafase 11 (S / MII); espermétides precoces (EL), intermediarias (E2) e
finais (E3); espermatozdides (SZ). Retirado de Schulz e N6brega,2010

seo
D.,::

z
EEES

Fonte: Schulz e Nobrega, 2010

Durante o processo mitético, os nucléolos desaparecem, os cromossomos duplicados
aparecem como cromatides-irmas, inicia-se a formagdo do fuso mitotico, posteriormente, o
envelope nuclear fragmenta-se, 0os cromossomos condensam ainda mais, 0s centrdmeros se
posicionam em lados opostos da célula, ocorre a formacédo da placa metafasica, as cromatides-
irmas se separam, os cromossomos filhos migram para a extremidade, assim, formam-se duas
células diploides (REECE et al., 2015) Nas células formadas o envelope nuclear volta a se

formar, o nucléolo reaparece, 0s cromossomos tornam-se menos densos € ndo ocorre a
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citocinese completa (REECE et al., 2015). Ao termino da divisdo mitética, as Spg B sofrem um
processo de diferenciacdo, para assim, darem origem aos espermatdcitos primarios, células da
segunda fase da espermatogénese (SCHULZ et al., 2010).

Os espermatocitos primarios sofrem a primeira divisdo mei6tica, chamada de meiose |
ou divisdo reducional. Neste periodo € possivel identificar as etapas da préfase | —
leptoteno/zigbteno, paquiteno e diploteno. Durante a meiose | ocorre a condensacao dos
cromossomos, o desaparecimento do nucléolo, o pareamento dos cromossomos homalogos e 0
crossing over. Ao término da meiose |, tem-se 0s espermatocitos secundarios e o inicio da
meiose 1, também conhecida como divisdo equacional, um vez que, ao final tem-se a metade
do nimero de cromossomos da célula-mae e, esta fase € marcada pela segregacdo das
cromatides irmas, que, juntamente com o crossing over geram a diversidade genética,
resultando na formacdo de quatro células hapldides, as espermatides, lembrando que, assim
como na mitose, a citocinese na meiose continua incompleta (QUAGIO-GRASSIOTTO et al.,
2001; GRIER e URIBE-ARANZABAL, 2009; SCHULZ et al., 2010; ZOHAR et al., 2010;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2012; REECE et al., 2015).

Na dltima fase da espermatogénese — a espermiogénese-, € marcada por mudancas
morfoldgicas que ocasionam a diferenciacdo das espermatides em espermatozoides (SCHULZ
et al., 2010) Os cistos espermaticos podem ser divididos em espermatides: iniciais,
intermediarias e finais. Neste momento, ndo ha mais nenhum tipo de diviséao celular, sejam elas
mitdticas ou meioticas, mas sim uma diferenciacdo celular e mudancas estruturais e
morfologicas. Tais mudancas sdo a maxima compactacdo nuclear, formacdo da peca
intermediaria, aparecimento do flagelo, eliminagdo de organelas e citoplasma. Todo residuo
gerado no cisto é fagocitado pelas células de Sertoli. Ao final da espermiogénese, ocorre a
ruptura das pontes citoplasmaticas e os espermatozoides ficam individualizados e, logo, as
juncdes citoplasmaticas da célula de Sertoli, formadoras do cisto celular, sdo rompidas e 0s
espermatozoides sdo liberados no lumen, prontos para serem liberados e para, posterior,
fecundagdo (PLOEN e COURTENS, 1986; GRIER, 1992, AIRES et al., 2000, QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2001; SCHULZ e MIURA, 2002, BATLOUNI et al., 2005; GRIER e
URIBE-ARANZABAL, 2009, SCHULZ et al., 2010; ZARDO, 2018).).

Diante do exposto acima, o conhecimento do ciclo reprodutivo e das caracteristicas
morfoldgicas das células germinativas, é fundamental para a compreensdo da espermatogénese
(RODRIGUES et al., 2015; CHAGAS, NINHAUS-SILVEIRA, VERISSIMO-SILVEIRA,
2016; ZARDO, 2018; POSTINGEL-QUIRINO et al., 2020). Entretanto, nos tltimos anos, outra

ferramenta vem sendo utilizada para se obter um melhor entendimento da
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espermatogénese, a analise estereoldgica (VILELA et al., 2003, SCHULZ et al., 2005, LEAL
etal., 2009, VIGOYA, 2016; RODRIGUES et al., 2017).

A analise estereoldgica € um recurso que permite a obtencédo de resultados quantitativos,
a partir de amostras sistematicas, uniformes e aleatorias, podendo ser aplicado a qualquer
estrutura em que o estudo morfométrico for possivel (DEHOFF, 2000; DIAS, 2010). A
quantificacdo das estruturas, atraves de imagens — seja por lamina, radiografias, ultrassom -
podem ser feitas de duas maneiras: Opticas ou fisicas. A quantificacdo optica € realizada com o
suporte de um software, no entanto, a quantificacdo fisica usa planos fisicos (RIBEIRO et al.,
2004; RIBEIRO, 2006; LADD et al., 2010; LADD et al., 2012). A partir dos meios de
quantificacdo pode-se estimar o volume (um3), densidade de volume (Vv %), diametro (um),
area, numero de particulas, entre outros parametros (FREERE, 1967; WEIBEL, 1963;
MANDERIM-DE-LACERDA, 1995).

Frente a isso, 0s estudos que utilizam essa ciéncia para abordar a espermatogénese,
buscam um melhor entendimento da dindmica do nimero das células germinativas com o
numero de células de Sertoli, além do entendimento dos mecanismos celulares envolvidos nos
eventos mitoticos e meidticos e, uma melhor compreenséao da cinética celular — equilibrio entre
amorte celular ou apoptose e, a proliferacéo celular, como vemos nos trabalhos com as espécies
Astyanax altiparanae, Oreochromis niloticus, Prochilodus lineatus, Cyprinus carpio e Danio
rerio, que, assim como este trabalho, buscam um melhor entendimento da espermatogénese.
Além disso, esta a andlise estereoldgica ajuda a relacionar o volume do testiculo entre as
desovas, além de auxiliar na quantificacdo da producdo espermatica. (VILELA et al., 2003;
SCHULZ et al., 2005; LEAL et al., 2009; MADUREIRA et al., 2011; HUSZNO E KLAG,
2012; COSTAS et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015; VIGOYA, 2016; DIAS et al., 2017;
NASCIMENTO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2017).

Deste modo, trabalhos que desejam obter resultados quantitativos e mais aprofundados
da espermatogénese, torna-se essencial o uso da analise estereoldgica, para assim, trazer

resultados eficientes e confiaveis.
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OBJETIVOS

A piracanjuba, Brycon orbignyanus, € uma espécie reofilica muito importante na pesca
profissional, na ecologia e na aquicultura, porém esta ameacada em algumas regides do Brasil,
e estudos que esclarecam a dindmica da reproducdo desses animais Sdo essenciais para sua
conservacdo. Neste sentido, o estudo teve por objetivo compreender a cinética da
espermatogénese por meio de analises quantitativas (estereoldgica) das interacdes das células
germinativas e somaticas na obtencdo de informacGes do numero de geracdes
espermatogbniais, magnitude da perda de células germinativas, capacidade de suporte das
células de Sertoli, diametro nuclear dos diferentes tipos celular, além do rendimento meiético

e rendimento espermatogénico em B. orbignyanus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Verificar o nimero de células germinativas e células de Sertoli para cada tipo de

cisto espermatogeénico;

. Verificar a capacidade de suporte das células de Sertoli;

. Prover informacBes do nimero de geragdes espermatogoéniais;

. Dimensionar as perdas de células germinativas (morte celular) durante a
espermatogénese;

. Estimar o rendimento espermatogénico e o indice meiotico.

. Definir o diametro nuclear das células germinativas
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1. INTRODUCAO

A reproducdo é de suma importancia para a perpetuacao das espécies e um elemento
critico para o sucesso evolutivo [1-3]. Em particular, nos vertebrados, o processo de formacao
dos gametas nas fémeas é conhecido como oogénese e, nos machos de espermatogénese. Nos
teledsteos, a espermatogénese ocorre dentro dos tubulos seminiferos, e todo o desenvolvimento
das células germinativas ocorre dentro de cistos formados pelas projecdes citoplasmaticas da
célula de Sertoli [5-6]. A espermatogénese € influenciada por fatores exdgenos como
temperatura, fotoperiodo e precipitacGes pluviométricas, este ultimo sendo o mais importante
para espécies reofilicas, e, tais sinais sdo capturados por érgdos sensoriais, processados e
convertidos em mensagens neurais, assim, desencadeando eventos fisiologicos que conduzirao
a reproducdo bem-sucedida [7-10].

Estudos que abordam a fase reprodutiva de peixes, estdo voltados, em sua maioria, para
0s aspectos morfologicos da espermatogénese e pouco estudos abordam a analise estereolégica
[11-14]. Para Brycon orbignyanus néo € diferente, ha dados sobre a espermatogénese do animal,
tanto em cativeiro quanto em vida livre, abordando aspectos morfoldgicos e ultra estruturais de
diferentes aspectos das células germinativas [15-17]. Entretanto, um aspecto que pode ser
abordado para avaliacdo da espermatogénese é a possivel quantificagcdo das interagdes celulares
entre espermatogonias, espermatdcitos, espermatides e células de Sertoli, de modo que tais
quantificacGes esclarecam informacgdes sobre 0 nimero de geracdes espermatogbnias e o
rendimento das divisdes celulares, estimando a perda de células ao longo do processo, além de
estimar a capacidade de suporte das células de Sertoli [18-22].

Considerando que a piracanjuba, Brycon orbignyanus, é uma espécie que se destaca
devido ao seu alto interesse ecoldgico, por ser uma espécie ameacada de extingdo, além de
grande apelo comercial na aquicultura, pois € considerada uma carne nobre e muito apreciada
e, em meio natural, considerado um bioindicador ambiental, devido a sua sensibilidade a
alteragdes ambientais [23-25], o presente estudo tem por objetivo avaliar a espermatogénese de
B. orbignyanus por meio da anélise estereoldgica. Assim possibilitando melhor interpretacéo
das interacdes existentes entre células somaticas, células germinativas e elementos intersticiais
presentes no compartimento testicular, determinando o ndmero de células germinativas e
células de Sertoli para cada tipo de cisto espermatogénico, o numero de geracdes
espermatogoniais, a magnitude da perda de células germinativas durante a espermatogénese, 0

rendimento meiotico e, por fim, a eficiéncia das células germinativas.
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2. MATERIAL E METODO

2.1. ETICA

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratdrio de Ictiologia
Neotropical -Lineo, UNESP/FEIS, aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da UNESP
sob o protocolo N°12/2017

2.2.  ANIMAIS E PROTOCOLOS

Foram utilizados 5 exemplares de machos de Brycon orbignyanus, com um ano de
idade, com 24 + 2,07 cm de comprimento médio, criados em cativeiro na Estacdo de
Aquicultura da Usina Hidrelétrica Mério Lopes Ledo, A.E.S - Tieté, em Promisséo-SP (21° 17’
49" S, 49° 47' 0" W), em conjunto com a empresa Big Peixe LTDA-ME.

Os animais foram anestesiados com 0,5g de benzocaina dissolvida em uma solucéo de
5 ml de etanol absoluto e 2 L de &gua. ApGs anestesiados, uma incisdo ventral no sentido
postero-anterior expondo a cavidade abdominal foi realizada, para assim, os testiculos serem
retirados e fixados em solucéo de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2% em tampao fosfato
Sorensen (0,1 M, pH 7,4), por pelo menos 24 h. Os testiculos foram desidratados em solugéo
alcodlica, em série crescente de concentracdo (70 % e 95%) e incluidos transversalmente em
glicol metacrilato. Posteriormente microtomados em cortes seriados a 3,0 um (Fig. 1) de
espessura no microtomo (LEICA® RM 2145, Leica Instruments GmbH, Heidelberg Nussloch,
Alemanha) equipado com navalha de vidro. Os cortes seriados foram numerados para facilitar
a visualizacdo da sequéncia para a analise estereoldgica. O material foi corado em hematoxilina
e eosina (HE). A analise microscopica foi realizada com o uso do microscopio 6ptico
Olympus® e o fotoprocessamento pela camera digital MOTIC® (Moticam 2300 CCD, 3.0 M.

pixel) acoplada ao microscopio.

2.3.  ANALISE MORFOLOGICA
Para realizacdo da adequacdo da nomenclatura e redescri¢do das células germinativas
de B. orbignyanus, avaliamos, com o auxilio de um microscépio de luz, a morfologia de cada

tipo celular, com base nas caracteriscas nucleares e tamanho nuclear.
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2.4, ANALISE ESTEREOLOGICA

Foram contabilizadas as seguintes células germinativas: espermatogonia indiferenciada
(Spg Aind), cistos de espermatogodnias diferenciadas (Spg Adif), espermatogdnias B (Spg B),
espermatdcitos primarios em leptéteno/zigéteno (L/Z), paquiteno (P) e as espermaétides iniciais
(E1), intermediarias (E2) e finais (E3), bem como as celulas de Sertoli (célula somatica). O
diametro de 100 nucleos celulares, de cada tipo de célula germinativa, foi mensurado
utilizando-se o programa Motic Images Plus 2.0.

Para a quantificacdo de um determinado tipo celular, um corte foi escolhido de modo
aleatorio dentro da sequéncia de cortes seriados realizada anteriormente. Por exemplo, o corte
de nimero 15 foi selecionado e analisado e, novamente, de forma aleatdria, um cisto integro foi
escolhido para ser quantificado. No corte seguinte, o de nimero 16, tem 0 mesmo cisto contado
e, 0 mesmo acontecera com 0s cortes seguintes, até o término do cisto. Posteriormente, volta-
se para o corte de inicio (15) e o cisto sera contado para tras (14, 13, 12,11...) até o comego do
cisto, de modo a contabilizar o cisto como um todo (Figs. 1 e 2).

Desta maneira, foram contabilizados cinco cistos por animal, de cada tipo celular
mencionado e as células de Sertoli [19 e 23]. Todos o0s cistos selecionados apresentaram uma

clara delimitacdo das células de Sertoli.

Figura 1: Exemplo de cortes seriados em Brycon orbignyanus. Fonte: Figura modificado de Oliveira, 2021.
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Figura 2: Contagem das células germinativas no cisto espermatogénico. Modificado de Rodrigues et al.,

2017.

2.5.  ANALISE ESTATISTICA

Assim que as premissas necessarias para estatistica paramétrica foram testadas e
certificadas, os dados foram testados utilizando ANOVA, seguido pelo teste de Tukey (P<0.05),
através do software gratuito BioEstat (Instituto Mamiraua). Todos 0s dados sdo expressos

através da média £ desvio padréo.

3. RESULTADOS

MORFOLOGIA DAS CELULAS GERMINATIVAS

Para a realizacdo das contagens estereoldgicas inicialmente foram identificados os
estagios e caracterizacdo das seguintes células germinativas: espermatogoénia indiferenciada;
espermatogonias diferenciadas A e B, espermatocitos em leptdteno/zigdteno e paquiteno, além
de trés tipos de espermaétides, divididas em inicial, intermediaria e final (Tab. 1).
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TIPOS
CELULARES

DESCRICAO MORFOLOGICA

CELULAS GERMINATIVAS

Espermatogonia A
indiferenciada (Spg Aind)

Encontradas isoladas. A maior célula do
epitélio germinativo (8,5+0,79 um). Ndcleo
com contorno irregular e nucléolo bem

demarcado e evidente ( Tab. 2).

Espermatogobnia
Adiferenciada
(Spg Adif)

Apresenta um ndcleo bem delimitado é mais
baséfilo e menor (5,9+0,72 um) que a

anterior, nucléolo bem evidente (Tab. 2).

Espermatogbnia B
(Spg B)

Ultimo tipo espermatogonial, apresentando
um nucleo baséfilo enucléolos dispersos.
Células com formato mais arredondado queas
anteriores, citoplasma escasso e aumento na
guantidade de material heterocromaético.
Diametro nuclear atinge 4,9+0,15 um (Tab.
2).

Leptoteno/zigoteno

Primeiro tipo celular dos espermatocitos
primarios, originados a partir da diferenciagéo
das Spg B. Exibem nucleos arredondados,bem

delimitados e cromatina condensada, ndo ha

(L2) . .
presenca de nucléolos nesta fase. As células
nesta fase apresentam um diametro nuclear de
4,3+0,33 um (Tab. 2).
Os cromossomos estdo mais evidentes, devido
. a condensacao eespiralizacdo adiantada da
Paquiteno ) .
P cromatina. Apresentam um didmetronuclear

de 3,9+0,3 um (Tab. 2).
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Espermatides inicial
(E1)

Originadas da divisdo meidtica dos
espermatdcitos secundarios. Nesta fase,
0s nucleos apresentam uma aparéncia
mais arredondae condensado. As células
estdo mais comprimidas no cisto e
apresentarem um didmetro nuclear de
2,15+0,11 um (Tab. 2).

Espermatides

intermediaria(E2)

Apresentam um nucleo redondo e basdfilo,
possui um grau de compactacdo maior que a
anterior. O didmetro nuclear 2,05+0,13um
(Tab. 2).

Espermatides final
(E3)

Ultima fase das espermétides. Sdo as menores
células da espermiogénese, seu nulcleo esta
basdfilo com um didmetro nuclear de
1,45+0,1 um, as células dentro do cisto
germinativoestdo mais espacadas, em virtude
da formacé&o do flagelo e a eliminacéao de

residuos citoplasmaticos (Tab. 2).

Espermatozoide
(82)

Presentes na luz do tdbulo seminifero, ja

estdo totalmente formados, apresentando

um ndcleo denso. Possuem um didmetro
nuclear de 1,5+0,12 um (Tab. 2).

Tabela 1: Descricdo morfoldgica das células germinativas da espermatogénese de Brycon orbignyanus. Seta

preta: Célula de Sertoli, Seta vermelha: flagelos. Hematoxilina e eosina. Barra de escala: 20 pum
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ESTEREOLOGIA

Ao longo da espermatogénese houve aumento do nimero das células germinativas nos
cistos e, consequentemente, um aumento das celulas de Sertoli por cisto (Tab. 2 e Fig. 3). Por
meio de sucessivas divisdes mitéticas, uma unica espermatogénia A indiferenciada (Spg Aind)
deu origem ao cisto de espermatog6nia A (Spg Adif), com 8 células e, posteriormente, ao cisto
de espermatogdnia B (Spg B), contendo aproximadamente 451 células no cisto (Tab. 2 e Fig.
3), ocorrendo o primeiro grande aumento no nimero de células germinativas. Nesta fase
espermatogonial, ocorreram em torno de 9 divisdes mitdticas e, avalia-se que ocorreu uma
perda celular de aproximadamente 12% no nUmero de espermatogdnias, j& que 0 ndmero
esperado era de 512 células no cisto (29 = 512, sendo 9 o nimero de divisdes mitoticas).

Ao fim das divisbes mitdticas, as Spg B diferenciam-se em espermatocitos primarios.
Os espermatdcitos primarios quantificados foram os cistos em leptoteno/zigéteno (L/Z) e
paquiteno (P). O cisto de espermatdcitos em L/Z continuam cerca de 352 células e o cisto de P,
continham cerca de 349 células germinativas, tendo uma perda celular menor que 1% de um
tipo celular para o outro, assim, ndo mostrando diferenca significativa na quantidade de células
germinativas quando comparado os dois cistos de espermatdcitos (Tab. 2 e Fig. 3). Entretanto,
a perda celular que houve de Spg B (451 células) para L/Z (352 células), foi de
aproximadamente 22%.

Ap0ds as duas divisdes meioticas (a equacional e a reducional) nos espermatdcitos, 0s
mesmos, originam as espermatides, que nesta espécie, foram diferenciadas em trés tipos.
Inicialmente, no cisto de espermatide inicial (E1) o nimero de células é de aproximadamente
1.216, indicando um aumento de 71% no numero de células germinativas, ao compara-la com
0 cisto de espermatécito em P. Tal aumento indica a dindmica natural do processo de
espermatogénese, no qual uma célula diploide origina quatro células haploides. Nos cistos de
espermatides intermediarias (E2), observamos uma diminuicdo no numero de células
germinativas, 1.204 células, entretanto, ndo mostra diferenca significativa com E1. No entanto,
esse decréscimo no namero de células germinativas continua no cisto de espermatide final (E3),
no qual apresente aproximadamente 1.190 celulas. Ao comparar o numero final de células
germinativas com o cisto de E1, temos uma perda celular de aproximadamente 2,2%, mostrando
assim, uma diferenca estatistica significante entre estes dois tipos celulares (Tab. 2 e Fig. 3).

Frente aos dados obtidos a respeito dos nimeros das células germinativas por cisto,
obteve-se um rendimento espermatogénico proximo a 58% (E3 obtidas/ E3 esperadas) e, 0

indice meidtico de aproximadamente 3,3 (E3/L/Z).
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CAPACIDADE DE SUPORTE DAS CELULAS DE SERTOLI

No decorrer da espermatogénese ha um aumento das células germinativas nos cistos,
fato este que, reflete no numero de células de Sertoli e em sua capacidade de suporte.

Na fase espermatogonial, inicialmente ha apenas 1 célula de Sertoli em Spg Aind,
aumentando, para 4 células nos cistos de Spg Adif, chegando a 7 células de Sertoli nos cistos
de Spg B. Deste modo, ha um aumento de 7 vezes no nimero de célula de Sertoli/cisto na fase
mitotica, chegando a um suporte celular de aproximadamente 65 células germinativas para cada
celula de Sertoli (Tab. 2 e Fig. 3)

Nos cistos de espermatdcisto L/Z, apesar da reducdo no nimero de células germinativas,
houve um aumento significativo no nimero células de Sertoli, atingindo 9 células de Sertoli no
cisto, com um suporte celular com cerca de 38 células. Entretanto, quando comparados 0s cistos
de espermatdcitos L/Z com os cistos de P, houve um aumento de 1 célula de Sertoli e a
capacidade de suporte diminuiu para 36 células. Apesar desse aumento, ndo houve diferencas
estatisticas nesses indices quando comparados os dois tipos celulares (Tab. 2 e Fig. 3).

O mesmo foi observado quanto os diferentes cistos de espermatides, em relacdo as
células de Sertoli envolvidas nos cistos ndo houve diferenca significativa em nenhuma das trés
fases. Tanto Ele E2 apresentaram uma média de 14 celulas de Sertoli por cisto, tendo uma
queda para 13 células de Sertoli por cisto em E3 (Tab. 2 e Fig. 3). Em E3, o suporte celular da
célula de Sertoli foi aproximadamente 89 células (Tab. 2 e Fig. 3). Quando comparado o nimero
de células de Sertoli no cisto de E3 com o cisto de P, houve um aumento de 24% de células de

Sertoli e um aumento de 60% na capacidade suporte dessas células.

Tipos C_:elu_las Diametro Celule_ts de Suporte da
germinativas por Sertoli por célula de
celulares . nuclear ) .
cisto cisto Sertoli
(nm)
Spg Aind 1+0° 8.5 +0.79° 1 40.51 1 £0.25%
Spg Adif 8 +0.72 5.9 £0.72° 4 +0.5° 1.75 +0.26°
Spg B 451 +15.52° [512] 4.9 £0.15° 7 £0.48° 65.14 +4.93"
L/z 352 +9.84° [512] 4.3 +0.33¢ 9 +0.56¢ 38.44 £5.54°
P 349 +8.19°[512] 3.9+0.3° 10 +0.51¢ 36.2 £2.17°¢
El 1216 +28.69[2048]  2.15+0.11 14 +0.5° 90.07 +3.28¢
E2 1204 +£31.79¢ [2048]  2.05 +0.13f 14 +0.48¢ 88 +4.54¢
E3 1190 £32.3° [2048] 1.45 +0.19 13 £0.51°¢ 89.57 +4.46¢
Sz - 1.5 +0.129 - -




45

Tabela 2: Andlise estereologia de células germinativas em Brycon orbignyanus. Spg Aind — Espermatogdnia A
indiferenciada; Spg Adif — Espermatogdnia A diferenciada; Spg B — Espermatogonia B; L/Z — Espermatdcito em
leptdteno/zigoteno; P — Espermatocito em paquiteno; E 1 — Espermatide inicial; E 2 — Espermatide intermediaria;
E 3 — Espermétide final; Sz — Espermatozdide. a-g letras diferentes indicam valores médios significativamente
diferentes (P <0,05).

1400 16
o
EE 1200 I'|‘ o 14 E
v 120
S 1000 o
10 &
il -
E 800 | 8 §
£ z
600 6 @&
- 2
T 4
o 400 E
: -
200 =
= ‘ 0 U
@]
0 —_ —_ 2
Spg Aind Spg Adif  Spg B L/Z P El E2 E3
CELULAS GERMINATIVAS
[ Media das células germinativas MMédia das células de Sertoli

Figura 3: Comparagdo do nimero de células germinativas com a quantidade de células de Sertoli por cisto. Spg
Aind: Espermatogbnia A indiferenciada; Spg Adif :Espermatogbnia A diferenciada; Spg B: Espermatog6nia B;
L/z: Espermatdcito em leptoteno/zigéteno; P: Espermatdcito em paquiteno; E1: Espermétide inicial; E2:

Espermaétide intermediaria; E3: Espermatide final; Sz: Espermatozoide. Fonte: Propria autora

4. DISCUSSAO

A espermatogénese € um processo complexo, organizado e conservativo nos
vertebrados, deste modo, conhecer a morfologia e funcdes das células germinativas é uma
importante ferramenta para um melhor entendimento da regulagcdo espermatogénese [20-26].

Para tal, a principal funcéo relacionada a espermatogdnias Aind, também conhecida por
célula-tronco, é o repovoamento celular [5,27]. Resultante da divisdo mitdtica, as
espermatogonias diferenciadas A e B, sdo encontradas em cistos e interconectadas por pontes
citoplasmaticas, que proporcionam o desenvolvimento sincrénico das células [5]. O nimero de
divisdes mitoticas observadas em B. orbignyanus é semelhante ao descrito para A. altiparanae

com cerca de nove geracdes espermatogoniais [19], diferente do que foi visto para Hoplias
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malabaricus, espécie pertencente a mesma ordem da espécie aqui estudada, foi estimado oito
geracdes espermatogoniais [28], para espécies Danio rerio e Cyprinus carpio (Vigoya, 2016),
da ordem Cypriniformes, Como observado, ndo € possivel determinar que as geracdes
espermatogonias estejam relacionadas com a ordem das espécies, mostrando que esse numero
é de caréater espécie-especifico [29].

A fase seguinte da espermatogénese, a fase meiotica, acontece a partir de um processo
de diferenciacdo das Spg B, esta fase ¢ dividia em espermatdcito primario e secundario, no qual,
células diploides dao origem a células haploides. Nesta fase, a contagem estereoldgica ocorre
nos cistos de leptoteno/zigdteno e paquiteno, somente na espécie O. niloticus ha um pequeno
aumento de células germinativas de um cisto para o outro [32], ja para as espécies B.
orbignyanus, A. altiparanae e D, rerio ha perda celular [19,20].

Por fim, no processo espermiogénico, originados ao fim da fase meidtica, identificamos
trés tipos de espermétides para B. orbignyanus, semelhante a outras espécies de peixes
teleosteos [5,8,14,19-20,32,]. A diferenciacdo entre os trés tipos celulares aconteceu com base
na condensacdo nuclear e no tamanho do diametro nuclear [5,29]. Ao fim desta fase, a partir do
indice meidtico junto com o rendimento espermatogénico obtemos a eficiéncia da
espermatogénese, com base nesse entendimento, é possivel evidenciar a perda celular que
ocorreu durante a espermatogénese [8,19-20,29]. Na espécie estudada, o rendimento
espermatogénico foi de 58%, evidenciando uma perda celular de 42% de células germinativas,
em D. rerio o rendimento espermatogénico foi maior, atingindo 62% - com 38% de perda
celular- com um indice meiético de 3,1 [20], entretanto, para O. niloticus o rendimento
espermatogénico atingiu 60% - 30% de perda celular- com um indice meidtico de 2,7 [32]. O
processo de perda celular € um processo normal da espermatogénese, ocorrendo em todas as
fases do desenvolvimento celular, ainda podendo ter relagdo com o suporte de células de Sertoli
[8].

Com o aumento do cisto germinativo no decorrer da espermatogénese, ha um aumento
significativo no nimero de células de Sertoli, assim, evidenciando que as células de Sertoli sdo
outro fator importante no sucesso da espermatogénese [33]. Pois, as células de Sertoli, estdo
anexadas nos cistos germinativos, delimitando-os e, assim, limitando o numero de células
germinativas presentes no cisto [34-35], além de ser responsavel pela nutri¢do [34,36], suporte
hormonal — sintetiza esteroides, FSH e testosterona- [37-39] e fagocitose de residuos [35,40].

Nos mamiferos, assim como nos peixes, as células se Sertoli desempenham o mesmo
papel morfoldgico e funcional, entretanto, o nimero de células de Sertoli nos mamiferos é

definido ainda na puberdade, apds a esse valor estabelecido, ndo ha mais divisdes [33,41], em
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contrapartida, nos peixes, o numero de células de Sertoli aumenta conformo o desenvolvimento
do cisto germinativo [20-21,26,32-33], como podemos ver nas espécies D. rerio [20], P.
reticulara [42], por Vigoya (2016) em Cyprinus carpio e B. orbignyanus, o nimero de células
de Sertoli por cisto aumenta progressivamente no decorrer da espermatogénese, cessando
apenas na espermiogénese (espermatide intermediaria), no entanto, em O. niloticus [8,32] e A.
altiparanae [19], o numero de células de Sertoli também teve um aumento progressivo, porém,
seu aumento cessou na fase de espermatocitos, mostrando uma queda na espermiogénese.

A justificativa de ocorrer um aumento no nimero de células de Sertoli na fase meidtica
e, permanecer em muitos casos na espermiogénese, pode estar relacionado complexidade desta
fase, no qual, células germinativas diploides sofrem divisGes nucleares e recombinacao
genética, para se tornarem células germinativas haploides e assim, aumentando o nimero de
celulas dentro do cisto e consequentemente, carecendo de mais célula de Sertoli para apoiar o
cisto [29,43].

Em resumo, este estudo foi o primeiro a abordar a andlise estereolégica para a
espermatogénese de machos de B. orbignyanus, exibindo assim, a complexidade dos eventos
presentes, avaliando o suporte celular das celulas de Sertoli, indice meidtico e mitético,
eficiéncia espermatogénica e por fim, o crescimento das células germinativas assim, trazendo
um melhor entendimento sobre os eventos que compdem a espermatogénese. Sendo, um dos
poucos estudos nessa area para peixes. Frente a isso, a analise estereoldgica é de suma
importancia para estudos descritivos da espermatogénese, devendo ser utilizada em outras
espécies de peixes. Além de propor uma adequacdo da nomenclatura e redescricdo das

caracteristicas morfoldgicas das células germinativas presentes na espermatogénese.
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