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RESUMO

Os peixes neotropicais migradores, quando mantidos em cativeiros nas pisciculturas,
apresentam alteragdes no desenvolvimento ovariano no decorrer do processo da
gametogénese, impedindo a maturacdo final dos oocitos. Assim, se faz necessario o
entendimento das distintas particularidades das células germinativas da espécie para que
ndo aconteca a supressdo da reproducdo. Deste modo, o objetivo deste estudo foi analisar
o0 desenvolvimento de odcitos primarios em estagio de diploteno da piracanjuba, Brycon
orbignyanus mantidas em sistema de recirculacdo até o terceiro ano de vida, em relagédo
as mudancas no tecido ovariano, quando associados as fases reprodutivas e valores do
indice gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS). Para tal, foram utilizadas dezoito
fémeas de B. orbignyanus com idades de quatro meses, um ano, dois anos (n = 5 por
idade) e trés anos (n = 3), mantidas em sistema controlado de recirculacdo. Os ovarios e
figados foram removidos para célculos dos indices sométicos e 0s ovarios processados
para microscopia de luz. Para a analise morfométrica e quantitativa dos oocitos foram
definidos trés estagios celulares presentes nas (n = 18) fémeas, denominados por:
diploteno precoce pelo grau da basofilia nuclear, dipléteno intermediario pelo inicio da
basofilia citoplasmatica e, o perinucleolar com os nucléolos rentes ao cortex nuclear. As
fémeas de B. orbignyanus permanecem imaturas até os dois anos, apresentando no
epitélio germinativo apenas oocitos pre-vitelogénicos e aos trés anos de idade inicia o
desenvolvimento ovariano inicial, com a presenca de odcitos em vitelogénese inicial,
além dos pré-vitelogénicos. Os diplétenos precoces e intermediarios ndo diferiram
significativamente quando comparados as médias do didmetro (um) celular e nuclear
entre 0s espécimes, entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu com o0s perinucleolares,
apresentando diferencas significativas (p <0,05) entre todas as idades. Estatisticamente
ocorre a maior presenca dos dipl6tenos precoces e intermediarios nas fémeas com quatro
meses e um ano de idade. Ja os perinucleolares, apresentam maior nimero aos dois e trés
anos. Houve o aumento nos valores de IGS, com maior pico nas fémeas com trés anos,
porém, o0 maior pico de IHS ocorreu nas fémeas com quatro meses, cujo, estes fatores ndo
sdo correlacionados. Conclui-se que em B. orbignyanus com diferentes idades, 0s
diplotenos precoces e intermediarios apresentam os mesmos padrées morfométricos. Por
outro lado, os perinucleolares aumentam de tamanho juntamente com o desenvolvimento
ovariano, conforme o avan¢o da idade. O aumento no volume celular coincide com o
aumento do IGS, mas quando associados as fases do ciclo reprodutivo, as fémeas de
quatro meses a dois anos encontram-se imaturas e somente aos trés anos alcangam a fase
adulta. Este estudo forneceu informac@es que contribuirdo no entendimento da cinética
do desenvolvimento do odcito de crescimento primario em estagio de dipléteno em
relacdo as alteracfes no ovario de B. orbignyanus, que serviram de base em conjunto com
os dados de IGS e IHS como parametros indicativos da fase reprodutiva que a espécie se
encontra em sistema de cultivo ao longo do tempo.

Palavras-chave: diametro celular; fases reprodutivas; idade; odcitos primarios; peixes
neotropicais; sistema de recirculagao.



ABSTRACT

Neotropical migratory fish, when kept in captivity in fish farms, present alterations in the
ovarian development during the gametogenesis process, preventing the final maturation
of oocytes. Thus, it is necessary to understand the different characteristics of the germ
cells of the species so that reproduction is not suppressed. Thus, the objective of this study
was to analyze the development of primary oocytes at the diplotene stage of piracanjuba,
Brycon orbignyanus kept in a recirculation system until the third year of life, in relation
to changes in the ovarian tissue, when associated with reproductive stages and values of
the gonadosomatic index (GSI) and hepatosomatic index (HSI). For this purpose,
eighteen females of B. orbignyanus with ages of four months, one year, two years (n =5
per age) and three years (n = 3) were used, kept in a controlled recirculation system. The
ovaries and livers were removed for somatic index calculations and the ovaries processed
for light microscopy. For the morphometric and quantitative analysis of the oocytes, three
cellular stages were defined in the (n = 18) females, designated as: early diplotene by the
degree of nuclear basophilia, intermediate diplotene by the onset of cytoplasmic
basophilia, and perinucleolar with nucleoli flush with the nuclear cortex. The females of
B. orbignyanus remain immature until two years of age, presenting in the germinative
epithelium only pre-vitellogenic oocytes and at three years of age the initial ovarian
development begins, with the presence of oocytes in initial vitellogenesis, besides the pre-
vitellogenic ones. Early and intermediate diplotene did not differ significantly when
comparing the mean cell and nuclear diameters (um) between specimens, however, the
same did not occur with the perinucleolar ones, showing significant differences (p <0.05)
between all ages. Statistically, there was a greater presence of early and intermediate
diplotene in females four months and one year old. The perinucleolar ones, on the other
hand, present a higher number at two and three years of age. There was an increase in
GSI values, with a higher peak in females at three years of age; however, the highest HSI
peak occurred in females at four months of age, and these factors are not correlated. It is
concluded that in B. orbignyanus at different ages, early and intermediate diplotene show
the same morphometric patterns. On the other hand, perinucleolar increase in size along
with ovarian development as age advances. The increase in cell volume coincides with
the increase in GSI, but when associated with the phases of the reproductive cycle,
females from four months to two years are immature and only at three years reach
adulthood. This study provided information that will contribute to the understanding of
the kinetics of primary growth oocyte development at the diplotene stage in relation to
changes in the ovary of B. orbignyanus, which served as a basis in conjunction with the
GSI and HSI data as parameters indicative of the reproductive phase that the species is in
the culture system over time.

Keywords: cell diameter; reproductive phases; age; primary oocytes; neotropical fishes;
recirculation system.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Aspectos reprodutivos de fémeas de peixes com énfase na oogénese e

foliculogénese

Espécies de peixes reofilicas nativas das bacias hidrogréaficas brasileiras com
potencial comercial e econdmico tém ganhado atencdo especial na aquicultura, devido a
rapida adaptacdo e crescimento em ambientes controlados (NUNES et al., 2018;
ZANIBONI-FILHO; WEINGARTNER, 2007), bem como, na reducdo da pressédo de
populagdes nos estoques naturais (ZARDO et al., 2021; SGNAULIN et al., 2018).

Entretanto, o cultivo controlado de peixes exige um conjunto de protocolos
especificos que contemplem a sincronia entre os fatores enddgenos e exdgenos,
otimizando no sucesso de inducéo a desova (NUNES et al., 2018; ZANIBONI-FILHO;
WEINGARTNER, 2007), pois a falha desta atividade influencia diretamente no
desenvolvimento oocitario e, consequentemente, na qualidade, integridade e viabilidade
do odcito (ZARSKI et al., 2011).

As etapas do desenvolvimento oocitario envolvem uma série de eventos
morfolégicos celular, que constituem na formacdo completa do complexo folicular e
alteracdes no tecido ovariano (GRIER, 2012; MAZZONI; GRIER; QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2010; GUIMARAES; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2005). Este processo,
denominado por obgenese, compreende o crescimento primario (pré-vitelogénese),
envolvendo a foliculogénese e o crescimento secundario (vitelogénese) (GRIER,;
NEIDIG; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2017; QUAGIO-GRASSIOTTO et al.,, 2011;
GRIER; URIBE; PARENT]I, 2007).

Deste modo, o epitélio germinativo feminino é composto por dois tipos celulares:
as células somaticas epiteliais que estdo unidas por desmossomos e juncdes de oclusao,
apoiadas sobre uma membrana basal, cujas passam por diferenciagdo em células pré-
foliculares e foliculares quando associadas as células germinativas primordiais (PGC’s),
outro tipo celular (QUAGIO-GRASSIOTO et al., 2011; GRIER, 2000).

Por divisdes mitoticas as PGC’s diferenciam-se em oogonias A-indiferenciadas,
A-diferenciadas e oogobnias-B (QUIRINO et al., 2021; QUAGIO-GRASSIOTTO;
WILDNER; ISHIBA, 2013), que por sua vez sdo as precursoras da oogénese. As oogonias
indiferenciadas permanecem sempre isoladas em ninhos, ja as diferenciadas séo

circundadas pelas células pré-foliculares e organizadas em cisto dentro do ninho que
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margeiam as lamelas ovigeras (MAZZONI; BOMBARDELLI; QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2020; JESUS-SILVA et al., 2018).

As oogonias-B se diferenciam em 00citos que entram em meiose e permanecem
nos cistos como oocitos profasicos (foliculogénese) (MAZZONI; BOMBARDELLI,
QUAGIO-GRASSIOTTO, 2020). A foliculogénese é caracterizada pela presenca de
odcitos de crescimento priméario em préfase da primeira divisao, progredindo aos distintos
estagios celulares: leptoteno, zigdteno, paquiteno e diploteno, sendo distinguidos de
acordo com a organizagdo da cromatina para a recombinacao génica (SANTOS-SILVA
et al., 2015; MAZZONI; GRIER; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2010).

Os odcitos em diploteno, sdo individualizados pelas células pré-foliculares, que
passam a ser denominadas por foliculares, e estas sintetizam uma nova membrana-basal
continua a membrana do epitélio lamelar (GRIER; NEIDIG; QUAGIO-GRASSIOTTO,
2017; QUAGIO-GRASSIOTO et al., 2011), formando-se o foliculo ovariano e a
finalizacdo da foliculogénese (JESUS-SILVA et al., 2018; GRIER; URIBE; PARENTI,
2007). Agora, na fase pré-vitelogénica, os odcitos em diploteno passam por aumento do
volume celular e o aparecimento de substancias citoplasmaticas lipidicas e proteicas,
entre outras estruturas respectivas ao crescimento folicular (GUIMARAES; QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2005; WALLACE, SELMAN, 1990).

De maneira geral, o dipléteno é caracterizado pela origem do nucléolo no nucleo
que gradativamente aumentam em quantidade e tamanho, migrando para a periferia
nuclear, passando a ser classificado como od6cito perinucleolar (QUAGIO-
GRASSIOTTO; WILDER; ISHIBA, 2013; MAZZONI et al., 2010). Neste, o citoplasma
apresenta forte basofilia, podendo ser observadas estruturas chamadas de corpulsculos de
Balbiani em torno do nicleo (SANTOS-SILVA et al., 2015; GUIMARAES; QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2005). Os corplsculos de Balbiani representam um aglomerado de
organelas membranosas relacionadas as atividades ribossémicas, associadas ao nucléolo
(SELMAN; WALLACE, 1989).

Na fase final da pré-vitelogenese ocorre o aparecimento dos alvéolos corticais,
rentes a periferia citoplasmatica (GRIER, 2012; LOWERRE-BARBIERI et al., 2011),
apresentados como vesiculas proteicas que serdo liberadas no espaco perivitelinico no
momento da fertilizagdo (R1ZZO et al., 2002).

O surgimento dos alvéolos corticais € uma caracteristica intermédia entre o
crescimento primario e secundario dos o6citos, indicando o avanco da oogénese (GRIER;
NEIDIG; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2017; BROWN-PETERSON et al.,, 2011).
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Simultaneamente, pode ocorrer a origem da zona radiata e indicios da formacéo das tecas
interna e externa, originarias das células mesenquimais do estroma ovariano (GRIER;
URIBE; PARENTI, 2007).

No decorrer da formacéo folicular, inicia-se a deposi¢éo de vitelo que conduz no
crescimento secundario (vitelogénicos) (GRIER, 2012). A vitelogenina é uma glicofosfo-
lipoproteina responsavel pela maturagdo e ovulagéo, que servira de reserva energética ao
embrido em desenvolvimento (QUAGIO-GRASSIOTTO et al.,, 2013; MAZZONI;
GRIER; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2010).

A meiose | é somente retomada no final da maturacdo do foliculo, caracterizado
pela migracdo do nacleo para a regido da micrépila (GANECO; NAKAGHI, 2003),
ocorrendo a finalizacdo da primeira divisdo (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2013). A
segunda divisdo meidtica s6 ira ocorrer ap0s a penetracdo do espermatozoide na
micropila, no momento da fecundacdo (JESUS-SILVA et al., 2018; QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2013).

O conhecimento das caracteristicas morfoldgicas celulares é de grande
importancia na classificacdo das fases do ciclo reprodutivo e no entendimento das
alteracGes no ovario. Estes aspectos agregam informacfes primordiais na adocdo de
estratégias de manejo em condi¢des de cultivo e na conservagao da espécie.

A exemplo da piracanjuba, Brycon orbignyanus, cujo interesse econémico é
voltado para a producao comercial de alevinos por programas de repovoamento (ZARDO
et al., 2021) considerada uma espécie com status “criticamente em perigo” no Livro
Vermelho da Fauna Ameacada de Exting¢do, sendo classificada na categoria (CR), com
base no declinio estimado de aproximadamente 97% da area de ocupacdo original nas

Bacias Brasileiras dos rios Parana e Uruguai (ICMBIO, 2022).

1.2. Espécie do estudo e caracterizagdo da problematica

Figura 1. Exemplar adulto de Brycon orbignyanus.

Fonte: Préoprio autor.
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Brycon orbignyanus (VALENCIENNES, 1850), pertence a familia Briconidae,
subfamilia Bryconinae e género Brycon (ABE et al., 2014). Popularmente conhecida
como piracanjuba, com ocorréncia natural na Bacia do Prata, formada pelos rios Parana,
Uruguai e Paraguai (LIMA, 2017).

Espécie que desperta interesse comercial em razdo de seu rapido crescimento e
carne saborosa (CECCARELLI et al., 2010), com destaque na pesca esportiva pelo
seu comportamento agressivo que favorece a atividade (OLIVEIRA et al.,, 2017;
CASTAGNOLLLI, 1992).

Apresenta a cabeca pequena, com boca em posicédo terminal, o corpo fusiforme e
prateado, dorso castanho escuro com uma mancha negra na base do peddnculo caudal,
estendendo-se até os raios caudais medianos (CECCARELLI et al., 2005; VAZ;
TORQUATO; BARBOSA, 2000).

Possui habito alimentar onivoro e devido as alteracbes ao longo do
desenvolvimento ontogenético, durante a fase larval preferem alimentos de origem
animal e zooplancton, ja na fase juvenil e adulta se alimentam de frutas e sementes
(BORBA; FRACALQOSSI; PEZZATO, 2006; CECCARELLI et al., 2005). A fémea
atinge cerca de 80 cm de comprimento total e até 8,2 kg de peso vivo, enquanto 0 macho
alcanca 68 cm e 3,6 kg (CECCARELLI et al., 2010).

A piracanjuba possui desova total e sazonal, com primeira maturacdo tardia
(CECCARELLLI et al., 2010). A fémea alcanca a maturidade sexual por volta dos trés
anos de idade (QUIRINO et al, 2021), ja 0 macho, por volta dos dois anos (ZARDO et
al., 2021). Migra longas distancias para se reproduzir, subindo o rio entre setembro e
outubro, e desovando entre novembro e janeiro (LIMA, 2017), periodo comumente
conhecido por piracema que se estende a época de chuvas, com maiores indices
pluviométricos, altas temperaturas e maior disponibilidade de alimentos (VAZ;
TORQUATO; BARBOSA, 2000; VAZZOLER; MENEZES, 1992).

Trata-se de uma espécie com grande importancia ecolégica devido a sua visivel
sensibilidade e intolerncia as mudancas da dindmica da dgua (TONELLA et al, 2019;
LOPERA-BARRERO, 2009). Desta maneira, 0 aumento das populagdes nos rios onde se
encontra sinaliza 0 bom estado de conservagdo ambiental, por outro lado, a ndo habitagéo
da populacdo, considera-se indicios de problemas no local (LOPERA-BARRERO, 2009).

Para tanto, por motivo de inUmeras intervencGes antropicas, tais como a
construgcdo de barragens que impede o processo de migragdo reprodutiva, a pesca

irregular, a poluicdo das aguas e a introducdo de especies exoticas, contribuem na
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destruicdo do habitat e das areas de desovas (CECCARELLI et al., 2010; VAZ;
TORQUATO; BARBOSA, 2000). Conforme pontuado por Tonella e colaboradores
(2019), na qual a degradacéo da vegetacdo ribeirinha afeta diretamente na dieta alimentar
natural da piracanjuba, refletindo-se no seu declinio populacional.

Consequentemente, a espécie esta enfrentando um risco muito alto de extin¢do na
natureza (ICMBIO, 2022), com registros unicamente nas bacias do Rio Grande e
Paranapanema e, considerada frequente no trecho ndo represado do Rio Parana entre o
reservatorio de Itaipu e Porto Primavera (TONELLA et al, 2019; OLIVEIRA et al.,
2017).

Todavia programas de desovas, criacdo em cativeiros e armazenamentos de
reservatorios induzidos, promovidos por concessionarias hidrelétricas para o
repovoamento tém sido implementados com o propdsito de mitigar os efeitos extrinsecos
negativos, mas, para que isso seja possivel é fundamental o conhecimento da biologia
reprodutiva da espécie, principalmente entender como a organizacdo do desenvolvimento
das células gaméticas € definida (OLIVEIRA et al., 2017; LOPERA-BARRERO, 2009).

Neste intuito, procedimentos adequados para a sua manipulacdo em criadouros
vém sendo estudados a fim de estabelecer protocolos para o sucesso reprodutivo (ZARDO
etal., 2021; QUIRINO et al., 2021; BORBA et al., 2003; GANECO et al., 2001).

Por um lado, o acondicionamento da piracanjuba se torna propicio a sua boa
aceitacdo a racdo artificial que se curvam sob domesticacdo, fazendo deste peixe um
6timo modelo para o desenvolvimento de programas de melhoramento e de conservagao
em ambientes aquicolas, no que poderia assegurar a sua preservacdo (NOGUEIRA;
GODINHO; GODINHO, 2012; BORBA; FRACALOSSI; PEZZATO, 2006) e de outro
modo, a adaptacdo reprodutiva nesse sistema ainda encontra-se em grandes dificuldades
por serem animais migratdérios e consequentemente, sofrerem com o estresse do manejo
(LOPERA-BARRERO et al., 2009).

Considerando a importancia ecoldgica e econémica de B. orbignyanus em razao
de sua interacdo sincrénica com o meio ambiente e, devido as dificuldades que ainda se
deparam na conservacao da espécie, podendo agravar progressivamente seu risco de total
extingdo. Se faz necessario, estudos histolégicos do desenvolvimento oocitario de
especimes em condicGes de sistema de recirculagdo que permitem contribuir no
entendimento das alteracdes ovariana e no ciclo reprodutivo. Agregando conhecimentos
ao planejamento do manejo biotecnolégico de conservacgéo e cultivo para que atendam as

peculiaridades especificas da espécie sob sistema controlado.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

- Em fémeas de Brycon orbignyanus mantidas em sistema de recirculagdo nos trés
primeiros anos de vida, os odcitos de crescimento primario em estagio de diplotenos
precoces e intermediarios apresentam tanto o didmetro nuclear, quanto o celular os
mesmos parametros morfométricos, independentemente da idade do animal.

- Os o0citos perinucleolares aumentam o diametro nuclear e celular, conforme o
avanco da idade.

- Ocorre maior presenca de oocitos diplotenos precoces e intermediarios nas
fémeas com quatro meses de vida e um ano de idade, enquanto os odcitos perinucleolares
estdo em maior quantidade nas fémeas com dois e trés anos, simultaneamente ao
desenvolvimento do tecido ovariano.

- O aumento do volume celular coincide positivamente com o aumento dos valores
de IGS.

- As fémeas permanecem imaturas até dois anos de idade e apds, procedem para
desenvolvimento inicial (adulto).

- Esses dados s6 foram conclusivos com base no estudo histolégico que foi
significativo na compreensdo da fase reprodutiva que a espécie se encontra em condi¢des

de cultivo ao longo do tempo.





