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RESUMO

Os peixes durante o periodo reprodutivo, mobilizam grande parte de suas reservas energéticas
para 0 processo de maturacdo dos odcitos, por isso quando em cativeiro, € necessario 0
fornecimento de uma dieta nutricionalmente adequada, com cuidado com o manejo alimentar
e a escolha da racédo, aonde os reprodutores devem receber uma dieta com componentes de alta
qualidade e digestibilidade. O objetivo foi verificar se a adi¢do de 5% de 6leo de peixe marinho
a dieta Gymnocorymbus ternetzi promovera uma incorporacdo de &cidos graxos essenciais no
tecido ovariano e possivel alteracdo no desenvolvimento gonadal. Para tal, foram estabelecidos
dois sistemas compostos com espécimes adultos de G. ternetzi, sendo um denominado grupo
controle - GC, em que os animais foram alimentados com racéo comercial e o outro grupo 6leo
- GO que foram alimentados com a mesma racdo com adic¢éo de 5% de dleo de peixe marinho,
por um periodo de 12 meses. Mensalmente, foram realizadas coletas do tecido hepatico e
gonadal de fémeas de G. ternetzi, para determinacdo dos indices hepatossomatico (IHS) e
gonadossomatico (IGS), para quantificacdo e determinacdo do tamanho dos odcitos, para
analise das fases reprodutivas e determinacdo quanto ao perfil dos acidos graxos. Os dados de
biometria dos animais, ndo diferiram estatisticamente entre os grupos testados. A determinacéo
dos acidos graxos dos tecidos hepético e gonadal, apresentou valores constantes e similares de
acidos graxos poli-insaturados - familia 6mega 3 (PUFAs n3) para ambos os grupos. O indice
gonadossomatico (IGS) ndo diferiu estatisticamente entre o0s grupos, mas o indice
hepatossomatico (IHS), nos meses de abril/2018 (GO- 1,06 + 0,25%; GC- 0,77 £0,17%) e
outubro /2018(GO- 1,15 + 0,29%; GC- 0,73+ 0,28%) diferiram estatisticamente (p > 0,05)
para GO e dezembro/2017(GC- 1,30 = 0,17%; GO- 0,80+ 0,36%) com (p > 0,05) para GC.
G.ternetzi manteve-se na fase de apto a desova, subfase de desova ativa, por todo o periodo de
coleta em ambos 0s grupos. Quanto a andlise estereoldgica, 0 GO teve um aumento
significativo (p > 0,05), quanto ao percentual de o6citos maduros nos meses de dezembro/2017
(GC- 3,95%; GO - 6,90%), mar¢o/2018 (GC- 4,18% ; GO- 6,07%) e junho/2018 (GC- 3,93%;
GO- 5,63%) e de odcitos atrésicos em junho/2018 ( GC- 3,27%; GO- 4,68%). Com relacdo a
area dos odcitos em vitelogénese final (Vtg3) ou dos o6citos maduros, GO apresentou a area
maior (p>0,05), nos meses de mar¢o/2018 (GC- 333069,37 um?; GO- 960478,45 um?),
junho/2018 (GC- 327197,86 um?; GO- 1262535,47 um?) e outubro/2018( GC- 315383,10 umz;
GO- 1253784,697 um?). Portanto, infere-se que a suplementacdo de PUFASs n3 na dieta de G.
ternetzi, levou a alteracdo no desenvolvimento gonadal da espécie, principalmente na maturagéo
final dos odcitos.

Palavras-chave: reproducdo, morfologia, tetra negro, acidos graxos essenciais.



ABSTRACT
Fish during the reproductive period mobilize most of their energy reserves for the oocyte
maturation process, so when in captivity, it is necessary to provide a nutritionally adequate diet,
careful with food management and choice of feed, where breeders should receive a diet with
high quality components and digestibility. The objective was to verify if the addition of 5% of
marine fish oil to the Gymnocorymbus ternetzi diet will promote the incorporation of essential
fatty acids in the ovarian tissue and possible alteration in gonadal development. For this
purpose, two composite systems were established with adult G. ternetzi specimens, one called
control group - GC, in which the animals were fed with commercial feed and the other oil - GO
group that were fed with the same feed with the addition of 5% marine fish oil for a period of
12 months. The liver and gonadal tissue were collected monthly from G. ternetzi females to
determine hepatosomal (IHS) and gonadosomatic indices (IGS), to quantify and determine
oocyte size, to analyze the reproductive phases and to determine the profile. of fatty acids.
Animal biometrics data did not differ statistically between the groups tested. The determination
of fatty acids from hepatic and gonadal tissues presented constant and similar values of
polyunsaturated fatty acids - omega 3 family (PUFAs n3) for both groups. The gonadosomatic
index (IGS) did not differ statistically between the groups, but the hepatosomatic index (IHS),
in April / 2018 (GO-1.06 £ 0.25%; GC- 0.77 + 0.17%). and October / 2018 (GO- 1.15 £ 0.29%;
GC- 0.73 £ 0.28%) differed statistically (p > 0.05) for GO and December / 2017 (GC- 1.30 +
0.17%; GO-0.80 + 0.36%) with (p > 0.05) for CG. G.ternetzi remained in the spawning-fit
phase, active spawning sub-phase, throughout the collection period in both groups. Regarding
the stereological analysis, the GO had a significant increase (p > 0.05), regarding the percentage
of mature oocytes in the months of December / 2017 (GC- 3.95%; GO - 6.90%), March / 2018.
(GC 4.18%; GO 6.07%) and June 2018 (GC 3.93%; GO 5.63%) and of atresic oocytes in June
2018 (GC 3.27%; GO- 4.68%). Regarding the area of final vitellogenesis oocytes (Vtg3) or
mature oocytes, GO presented the largest area (p>0.05) in March / 2018 (GC-333069.37 pum?;
G0-960478.45 pum3). , June / 2018 (GC- 327197.86 um; GO-1262535.47 um) and October /
2018 (GC- 315383.10 um; GO-1253784.69 pm). Therefore, it can be inferred that the
supplementation of PU3s n3 in the diet of G. ternetzi led to alteration in the gonadal

development of the species, especially in the final maturation of oocytes.

Keywords: reproduction, morphology, black tetra, essential fatty acids.
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1. INTRODUCAO

A reproducdo na maioria dos peixes € ciclica e sazonal, apresentando uma variedade
de estratégias reprodutivas, que permite sua adaptacdo em diferentes ambientes, nos quais as
condi¢des bioticas (disponibilidade de alimento e pressdo de predacdo) e abidticas
(temperatura, fotoperiodo e oxigénio) variam amplamente no espaco e no tempo. Esta
adaptacdo reflete diretamente na morfo-fisiologia das gbdnadas de diferentes espécies,
garantindo seu sucesso reprodutivo, que ocorre em funcdo da variacdo das condicdes
ambientais, onde o desenvolvimento gonadal inicia em uma época anterior aquela da
reproducdo, completando sua maturagdo no momento em que as condigdes ambientais forem
adequadas a fecundacdo e desenvolvimento da prole (NAGAHAMA, 1983; VAZZOLER,
1996; GODINHO, 2007).

Segundo Ribeiro e Moreira (2012), os processos fisioldgicos envolvidos na reproducgéo
dos peixes incluem a diferenciagdo das godnadas, gametogénese, liberacdo de gametas,
fertilizacdo e eclosdo das larvas. Sendo assim, 0 conhecimento das caracteristicas morfologicas
das gbnadas constitui uma etapa basica e essencial para o entendimento da biologia reprodutiva
das espécies, pois com a caracterizacao dos estagios do desenvolvimento oocitario é possivel
inferir sobre a fase do desenvolvimento gonadal, caracterizando o ciclo reprodutivo das
espécies, servindo como base para constituir o estado funcional da génada e o tipo de desova
(SELMAN; WALLACE, 1989; LIMA et al., 1991; CREPALDI et al.,, 2006; QUAGIO-
GRASSIOTO; WILDINER; ISHIBA, 2013; DOS SANTOS-SILVA et al., 2015).

O desenvolvimento gonadal pode ser analisado macroscopicamente com as alteracdes
de forma, tamanho, cor e textura das gbnadas e também pela analise microscépica que
possibilita uma descricdo mais detalhada das transicdes e modificacbes morfoldgicas
(VAZZOLER, 1996; WALLACE; SELLMAN, 1981; CASSEL et al., 2017). Em fémeas, o
entendimento das caracteristicas morfologicas dos o6citos € importante para a compreensdo da
dindmica da gametogénese (TYLER e SUMPTER, 1996), no intuito de descrever e classificar
as fases de desenvolvimento gonadal durante o ciclo reprodutivo e dos estagios do
desenvolvimento oocitario dos peixes neotropicais. Brown-Peterson et al. (2011),
desenvolveram uma terminologia para identificar as fases das gbnadas dentro do ciclo
reprodutivo, facilitando a comparagdo entre os estudos de biologia reprodutiva dos peixes,
independentemente da posicdo filogenética, género ou estratégia reprodutiva. Estas fases
constituem uma descricdo morfoldgica dos eventos gonadais necessarios para a producdo e

renovacdo dos gametas, como o desenvolvimento, diferenciagdo, maturacdo e liberacdo de
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gametas vidveis (WILDNER; GRIER; QUAGIO-GRASSIOTO, 2012; QUAGIO-
GRASSIOTO et al., 2011; DOS SANTOS-SILVA et al., 2015).

Em peixes, 0s ovarios sdo envoltos por um tecido conjuntivo, denominado tunica
albuginea, a qual emite septos para o interior do orgdo, formando lamelas ovuligeras, que
contém oogdnias e oocitos em diferentes estagios de desenvolvimento. As oogonias sdo células
iniciais do processo de foliculogénese, que se proliferam e ddo origem aos ninhos de células
germinativas, estas sdo individualizadas gradualmente pelas células somaticas epiteliais, as pré-
foliculares, que envolvem as oogonias separando-as do ninho. As oogbnias passam por varias
divisdes mitdticas para manter a populacdo de células ou iniciam a fase de meiose formando
odcitos em diferentes fases de profase (FRANCA; GRIER; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2010).

O crescimento do o6cito pode ser classificado em pré-vitelogénico ou crescimento
primario e crescimento secundario, conhecido como vitelogénese. No inicio do crescimento
primario, as células foliculares sdo adjacentes ao odcito, seguindo da camada basal e a teca,
uma camada vascularizada (SELMAN; WALLACE, 1989; GUIMARAES; QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2001; QUAGIO-GRASSIOTTO; GUIMARAES, 2003). No crescimento
secundario ocorre a deposicdo de granulos de vitelo no citoplasma e 0 espessamento da zona
radiata (PATINO; SULLIVAN, 2002; GONCALVES; BAZOLLI; BRITO, 2006; MARTINS
et al., 2010; DOS SANTOS-SILVA et al., 2015). Durante a maturagcdo do o6cito, o nlcleo
migra para o p6lo animal onde esta localizada a micropila (FRANCA; GRIER; QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2010). A ovulacao é o estagio em que o odcito € liberado para o Ilimen ovariano
para posterior fertilizacdo, restando no ovario os foliculos pés-ovulatérios (FRANCA; GRIER,;
QUAGIO-GRASSIOTTO, 2010; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011).

Durante o de desenvolvimento do o6cito ocorre a vitelogénese, nessa etapa acontece o
aumento do volume do odcito pelo sequestro e incorporacdo da vitelogenina, uma
glicolipofosfoproteina precursora de vitelo. Este crescimento oocitario € mediado pelo
horménio foliculo estimulante (FSH) e sob sua acdo no esteroide sexual estradiol (E2)
sintetizado pelas células foliculares ovarianas. O E2 nesta fase quando carreado pela corrente
sanguinea até o figado, estimula a sintese e secrecdo de vitelogenina pelos hepatocitos. A
vitelogenina entdo é carreada pela corrente sanguinea aos ovarios, sendo incorporada pelos
odcitos e formando o vitelo elemento fundamental para o crescimento destes. Apds a
fecundacdo, o vitelo vai servir como aporte nutricional para o desenvolvimento embrionario e
larval. Assim, um processo de vitelogénese bem desenvolvido é de suma importancia no
sucesso da reproducdo e geracdo de proles vidveis (NAGAHAMA et al, 1993, MYLONAS;
FOSTIER; ZANUY, 2010; ALMEIDA, 2013; BALDISSEROTO, 2013). Para o processo da
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maturagdo ovariana, é necessaria uma grande disponibilidade de macro e micronutrientes, para
0 acimulo de uma grande reserva energeética, que sera transferida aos seus o0citos e assim
completarem sua maturacdo (CEJAS et al., 2004).

Para mobilizarem uma grande parte de suas reservas energeéticas para 0 processo de
maturacdo dos odcitos, quando em cativeiro, é necessario o fornecimento de uma dieta
nutricionalmente adequada para os peixes, por isso o cuidado com o manejo alimentar e a
escolha da racdo é de grande importancia na alimentacdo dos reprodutores, visto que que a
alimentacéo € feita quase que somente com ragdes para peixes de corte. Apesar de existir uma
grande preocupagdo com as exigéncias nutricionais para os peixes, alguns nutrientes como
acidos graxos, vitaminas e minerais, devem adicionados a ragdo visto que para espécies de
peixes ornamentais a exigéncia destes nutrientes pode ser maior (ZUANON; SALARO e
FURUY A) Existem alternativas para aumentar e melhorar a qualidade da racdao, como a adi¢ao
de componentes com alto conteddo caldrico, que contenham em sua composi¢do grande
concentracdo de &cidos graxos essenciais, como por exemplo, os lipidios provenientes de
gorduras animais e 0leos vegetais (RIBEIRO et al., 2012).

Os lipideos ou acidos graxos absorvidos durante a dieta podem ser metabolizados pelo
organismo como fonte energética, na forma de triglicerideos ou transferidos para a membrana
como fosfolipideos, dependendo da necessidade do peixe (ADAMS, 1999). Como os demais
vertebrados, os peixes de dgua doce ndo possuem as enzimas dessaturases Al2 e Al5, assim
ndo conseguem realizar a sintese de acidos graxos insaturados (linoléico - LA, C18:2n-6 e
linolénico LNA,C18:3n-3), devendo ser incluidos na dieta dos reprodutores uma vez que estes
ndo sdo metabolizados, evitando deficiéncias nutricionais (SARGENT; TOCHER; BELL,
2002; PERIZ, 2009).

Os acidos graxos linoléico (dmega6 ou n-6) e linolénico (6mega3 ou n-3) sdo
essenciais para funcGes celulares normais, e atuam como precursores para a sintese de acidos
graxos polinsaturados de cadeia longa como os acidos araquidonicos (AA), eicosapentaenoico
(EPA) e docosahexaenoico (DHA), sendo o EPA e o DHA &cidos graxo altamente insaturados
(HUFA). Estes desempenham funcdo energética, metabdlica, estrutural e hormonal. Neste
sentido, um dos componentes lipidicos de alta qualidade contendo &cidos graxos poli-
insaturados da familia 6mega 3 que podem ser adicionadas durante a formulacao das races, €
0 0Oleo de peixe marinho.

Os acidos graxos altamente insaturados (HUFA), sdo considerados imprescindiveis na
formacdo de odcitos viaveis e simétricos e 0s mesmos podem atuar na composi¢do dos

fosfolipidios presentes na membrana, auxiliando na manutencdo e na fluidez desta e em
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atividades como, crescimento e reproducdo (desenvolvimento gonadal e producdo de
horménios gonadotrépicos) (IZQUIERDO; FERNANDEZ-PALACIOS; TACON, 2001,
KATES; MOLDOVEANU; STEWART, 1993; SARGENT; TOCHER; BELL, 2002), atuando
na composicdo do vitelo e na formacdo estrutural do embrido (WILSON, 1995) garantindo o
sucesso da reproducdo.

Costa, et al., (2018) e Bashiyo - Silva (2018), colaboradores do grupo de pesquisa no qual
esse trabalho foi desenvolvido, testaram a incorporacdo de acidos graxos em dietas de
reprodutores. Costa, et al., (2018) , mostrou que o fornecimento de 6leo de peixe marinho
(&cidos graxos poli-insaturados) na dieta de reprodutores de Prochilodus lineatus, possibilitou
a transferéncia dos &cidos graxos essencias nas gbnadas e na membrana do embribes
produzidos por P. lineatus, em que os embrides produzidos obtiveram uma maior plasticidade,
suportando maiores tensdes e que suas células ficaram mais permeaveis, o que permitiria um
aperfeicoamento no método de criopreservacdo para a espécie. Bashiyo - Silva (2018),
utilizando uma dieta rica em &cidos graxos poli-insaturados para reprodutores de Astyanax
altiparanae, demonstrara que os PUFAS na dieta esta ligada a maturacdo ovariana e que 0S
acidos graxos sdo armazenados no figado, mobilizados para o0 ovario e permanecem nos
embrides advindos de fémeas com dieta rica em 0mega 3.

Entretanto, ndo ha estudos histolégicos dos ovarios que demonstrem que 0 acréscimo
de acidos graxos poli-insaturados na dieta, altera morfologicamente a estrutura ovariana. Além
disso a analise microscopica do ovario elucida o ciclo reprodutivo das espécies. Deste modo, a
qualidade dos componentes das racGes € essencial para que desenvolvimento normal e
adequado aos organismos, garantindo ndo s6 o crescimento, mas a producdo de células
germinativas de boa qualidade, que dardo origem aos embrides e larvas bem desenvolvidas.

Levando em consideracdo a importancia da nutricdo no desenvolvimento ovariano e
na fisiologia reprodutiva de peixes de agua doce, 0 modelo bioldgico deste trabalho foi a espécie
Gymnocorymbus ternetzi (Boulenger, 1895), (Characiformes: Characidae: Stethaprioninae),
comumente conhecido como Tetra Negro ou Black Tetra. Originarios das Bacias dos rios
Paraguai e Guaporé (Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai), onde a temperatura de conforto da
agua variam de 20 a 27°C, trata-se de um peixe bastante agil, de comportamento pacifico e
atrativo pela sua coloragdo. Tem como habito alimentar onivoro, com preferéncia para vermes
e pequenos crustaceos. E de facil criagdo por serem poucos exigentes quanto a sua manutencao
(LIMA et al., 2003 FRANKEL 2004; UMA e CHANDRAN, 2008). Cabe destacar também,

gue G. ternetzi apresenta de grande importancia no comércio de peixes ornamentais



16

(aquariofilia), tanto a nivel nacional, quanto mundial, considerada sua producao é considerada
um agronegdcio rentavel (ROBINS et al., 1991; RIBEIRO, 2008).

Dentre as pesquisas ja realizadas com a espécie podemos citar: Morfologia testicular
e a estrutura da espermatogénese (MOJICA, 2007); Desenvolvimento embrionario e larval
(CELIK et al., 2011); Comparacdo morfoldgica do trato alimentar e do figado, para fins
filogenéticos (ALONSO, MIRANDE, PANDOLFI, 2015); Revisdo da taxonomia e filogenia
molecular (BENINE et. al., 2015); Inducdo e sobrevivéncia de clones androgénicos,
desempenho reprodutivo e testes de progénies de clones androgénicos, com sémen
criopreservado (DAVID, 2016 a, 2016 b); Estabelecimento da membrana basal no epitélio
germinativo durante a diferenciacdo gonadal e presenga, localizagdo e morfologia dos teldcitos
durante o desenvolvimento gonadal (MAZZONI; GRIER; QUAGIO-GRASSIOTO, 2015;
MAZZONI; VIADANNA; QUAGIO-GRASSIOTO, 2019). Portanto para seu cultivo em
cativeiro, como para qualquer espécie animal, hd a necessidade de conhecimento de suas
necessidades nutricionais, como também de sua biologia reprodutiva, nas quais informaces

cientificas sobre estes aspectos sao escassas ou inexistentes
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Verificar se a adi¢cdo de 5% de Gleo de peixe marinho a dieta Gymnocorymbus ternetzi
promoverd uma incorporacdo de acidos graxos essenciais no tecido ovariano e possivel

alteracéo no desenvolvimento gonadal.
2.2 Especificos

. Avaliar pela analise do perfil dos acidos graxos se havera incorporacédo de acidos
graxos essencias (AGE) nos tecidos hepético e ovariano pela suplementacdo nutricional de 5%
de 6leo de peixe marinho na dieta Gymnocorymbus ternetzi;

. Avaliar a suplementacdo com 6leo de peixe marinho ocasiona alteracbes dos
indices hepatossomatico e gonadossomatico;

. Avaliar a morfologia do desenvolvimento ovariano, com a suplementacdo com

5% de 0Oleo de peixe marinho na dieta G. ternetzi.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Para realizacdo do experimento foram utilizados 600 espécimes adultos de machos e
fémeas de Gymnocorymbus ternetzi, com comprimento 6,0 + 0,24cm e massa de 2,45 + 0,22g,
(Fig.1) provenientes de um viveiro de peixes ornamentais localizado na cidade de Pereira
Barreto, S&o Paulo. Os animais foram alocados nas dependéncias do Laboratorio de Ictiologia
Neotropical (L.I.NEO), Departamento de Biologia e Zootecnia (DBZ), UNESP/FEIS, em dois
conjuntos de 6 aquarios de 45 L (50x30x30) dispostos em dois sistemas fechados com
recirculacdo de agua constante, com troca parcial (140 L) de &gua uma vez por semana. Os
animais foram aclimatados por um periodo de 15 dias. Foi realizada biometria inicial dos
espécimes para o calculo da racéo, que foi fornecida duas vezes ao dia (3% do peso vivo). A
densidade foi de 50 animais por aquario, totalizando 300 animais por sistema, com um

fotoperiodo de 12hs e temperatura média de 28 + 1,57 °C.

Figura 1. Gymnocorymbus ternetzi
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Fonte: Delgado (2019)

Foram estabelecidos, grupo controle - GC, em que os animais foram alimentados
com racgdo comercial (Tetra Color Bits®) e, grupo 6leo - GO que foram alimentados com a
mesma ra¢do adicionada com 5% do peso da ragdo com 6leo de peixe marinho (Campestre Ind.
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e Com. de Oleos Vegetais LTDA.®), com altas porcentagens de &cidos graxos altamente
insaturados (DHA - &cido docosaexaenoico e EPA - acido eicosapentaenoico). A andlise da
composicdo do Oleo de peixe marinho esta representada na Tabela 1 e a composicdo

bromatoldgica da racdo fornecida na dieta dos peixes na Tabela 2.

Tabela 1. Composicdo de &cidos graxos do Oleo de peixe marinho adicionado a dieta
administradas aos reprodutores de Gymnocorymbus ternetzi

Acidos Graxos (%)  Oleo de Peixe

C16:0 18,22
Cl6:1 8,04
C18:0 3,81
C18:1 14,57
C18:2n6 13,15
C18:3n3 1,96
C18:4n3 1,97
C20:4n6 1,29
C20:5n3 17,96
C22:5n3 1,92
C22:6n3 9.49

Fonte: propria autora. Acidos graxos saturados (SAT): C16:0 - acido palmitico (PA), C18:0 - 4cido esteérico
(EA). Acidos graxos monoinsaturados (MUFA): C16:1 - acido palmitoleico (PLA), C18:1 - acido oleico (OA).
Acidos graxos poli-insaturados (PUFA): Familia 6mega 6 (PUFA n6): C18:2n6 - 4cido linoleico (LA) e
C20:4n6 - acido araquidénico (AA). Familia dmega 3 (PUFA n3): C18:3n3 - 4cido a-linolénico (ALA), C18:4n3
- &cido esteariddnico (STD), C20:5n3 - acido eicosapentaendico (EPA), C22:5n3 - &cido docosapentaendico
(DPA), C22:6n3 - 4cido docosahexaendico (DHA). Dados obtidos pela porcentagem da matéria seca.

Tabela 2. Composicdo bromatoldgica das racGes experimentais

Grupo Controle Grupo Oleo
Cinzas (%) 9.61 9.36
Extrato Etéreo (%) 6.91 10.19
Proteina Bruta (%) 52.45 50.51
Fibra Bruta (%) 0.29 1.84
Omega 3 (%) 13.54 16.3

Fonte: Propria Autora. Analise bromatologica obtida pela porcentagem da matéria seca
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A andlise da quantidade de 6mega 3 presente nas racbes foi determinada no
Laboratério de Estudos em Fisiologia Animal (LEFISA), Departamento de Biologia e
Zootecnia, FEIS/ UNESP e no Laboratério de Metabolismo e Reproducdo de Organismos
Aquaticos (LAMEROA), USP/ Campus S&o Paulo e a analise bromatoldgica das racdes foi
realizada no Laboratério de Bromatologia, Departamento de Biologia e Zootecnia,
FEIS/UNESP.

3.2 Coletas

A tabela 3 refere se ao cronograma das coletas realizadas A coleta zero foi realizada
apos aclimatacao dos peixes, mas antes de iniciarem a dieta e, as coletas posteriores, ap6s um

més do inicio do inicio do fornecimento das dietas tratamento aos grupos de peixes.

Tabela 3. Cronograma de coletas para Gymnocorymbus Ternetzi.

Meses
out/17 nov/17 dez/17 jan/18 fev/18 mar/18 abr/18 mai/18 jun/18 jul/18 ago/18 set/18 out/18
Coletas 0 l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fonte: Propria Autora

Mensalmente, por um periodo de 13 meses, foram coletadas 10 fémeas do grupo controle
e do grupo 6leo. Apds cada amostragem os animais foram eutanasiados por imerséo em solucao
de benzocaina alcodlica (0,1 mg/ml). De cada espécime amostrado foi realizado a mensuragéo
do comprimento total (cm) (CT) e da massa corpérea (g) (MC), com o uso de uma balanca
mecanica e um ictibmetro. Em seguida era realizada uma incisdo na regido ventral do animal,
no sentido péstero-anterior, expondo toda a cavidade abdominal para retirada do ovario e figado
(Figura 2A e B). Foi efetuada a mensuracdo da massa hepatica (g) (MF) e a massa do ovario
(9) (MG).

Para andlise do perfil de &cidos graxos, uma por¢do de cada ovario e figado amostrado
foi armazenado em ultra- freezer a -80°C. A outra porcao destes 6rgéos foi fixado em solucéo
de Karnovsky modificada (paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2%, em tampao fosfato Sorensen
0,1 M, pH 7,2) para analise histoldgica e determinag&o dos estagios e fases do ciclo reprodutivo.
A partir dos valores da massa do ovario e do figado, foram calculados os seguintes indices IGS
e IHS segundo Vazzoler (1996):
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e Indice hepatossomatico (IHS)- determina a relagdo da massa do figado em relacio a
massa corporea do animal, a relacdo € expressa em porcentagem, dada pela seguinte
formula: IHS=[(MF/MC) x 100].

e Indice Gonadossomatico (IGS)- determina a relagio da massa do ovario em relagéo a
massa corporea do animal, a relacdo € expressa em porcentagem, dada pela seguinte
formula: IGS=[(MG/MC) x 100].

Figura 2. Ovério e figado de Gymnocorymbus ternetzi

Figado de G. ternetzi Ovario de G. ternetzi

Fonte: Borges e Delgado (2019). A. Figado de G. ternetzi e B. Ovario de G. ternetzi.

3.3 Analise Morfologica

Os ovérios coletados, foram desidratados em série alcodlica crescente e incluidos em
metacrilato glicol (Historesina Leica®). Para a confecgdo das laminas histoldgicas, o material
foi submetido a cortes de 3um de espessura, obtidos em um micrétomo LEICA RM 2245°,
equipado com navalha de vidro (0,8mm). Posteriormente, o material foi corado com as
seguintes técnicas tintoriais: Hematoxilina / Eosina (H.E) e Azul de toluidina. A anélise
histologica foi realizada sob microscopia de luz em sistema de analise digital composto por um
Microscopio optico Zeiss Axio Scope A1®, acoplado a uma camera digital Axiocam MRc5®.

Para aferir a quantidade de odcitos nos ovarios, fez se a contagem manual, utilizando
a objetiva de 2x (Motic Image Plus 2.0), onde foram contabilizados os meses de dezembro/
2017, marco/2018, junho/2018 e dezembro/2019 com o intuito de abranger o ciclo reprodutivo

da espécie. Foram consideradas as seguintes estruturas: odcitos prévitelogénicos (OPV),



22

odcitos alvéolos corticais (OAC), odcitos em vitelogénese inicial (Vtgl), odcitos em
vitelogénese intermediario (Vtg2), oocitos vitelogénicos finais (Vtg3), o6citos com migragéo
do nucleo (OM), foliculos pés ovulatérios (FPO), odcitos atrésicos (OA).

Para saber se houve diferenca entre os grupos em relacéo ao tamanho dos o6citos em
vitelogénese final e com migracdo do ndcleo, foi realizado a medicdo da area (um?) dos cortes
histolégicos, com o intuito de comparar se haveria diferenca entre 0 GC e GO. Para a
mensuracdo da area dos odcitos, foram mensurados oocitos em vitelogénese final (Vtg3) ou
com migracdo do nucleo (OM), foi estabelecido os mesmos meses utilizados para a
quantificacdo dos odcitos citados a cima. Para a visualizagdo dos o6citos em vitelogénese final
ou com migracdo da vesicula germinativa, com o intuito de abranger toda a area do corte
histolégico do ovario, utilizou se a objetiva de 2x e apds visualizados os odcitos, sua
mensuracao foi realizada na objetiva de 10x, onde foram circundados 5 odcitos aleatérios por
animal, sendo 10 animais por coleta., totalizando 50 o6citos para cada més estabelecido de
cada grupo experimental (GC e GO), utilizando software ZEN lite. Os estagios e as fases
reprodutivas foram classificados de acordo com o descrito por Brown-Peterson et al. (2011) e
Quagio - Grassioto, Wildner, Ishiba (2013). O processamento dos materiais biologicos foi
realizado no Laboratorio de Ictiologia Neotropical (L.I.NEO), Departamento de Biologia e
Zootecnia, FEIS, UNESP.

3.4 Anélise do perfil de &cidos graxos

Os lipideos totais foram extraidos das dietas e tecidos amostrados (figado e ovario)
com uso de uma solucdo de Cloroférmio/Metanol/Agua (2:1:0,5) segundo o método de Folch,
Lees, Sloane Stanley (1957), adaptado por Parrish (1999) para amostras de organismos
aquaticos. O extrato lipidico total foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio para a eliminacgéo
do solvente e para que ndo houvesse oxidagdo dos acidos graxos. Os lipideos foram separados
nas fragdes neutra (triglicérides) e polar (fosfolipideos), através de cromatografia de coluna,
método desenvolvido por Yang (1995). A metilacdo das amostras totais foi realizada seguindo-
se 0 método acido proposto por Kitson, Larsen e Mcewen (1996). A determinacdo do perfil dos
acidos graxos foi realizada por cromatografia, utilizando-se um cromatografo gasoso acoplado
a um ionizador de chama (FID) (Varian RC 3900) e a identificacdo dessas moléculas foi feita
com base nos tempos de retengdo, utilizando-se padrdes compostos de metil ésteres (FAME)
(SUPELCO, 37 components, Larodan Chem. Company - Mixture Me93 e Qualmix PUFA fish

M - Menhaden Oil), com resultados expressos em %.
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Para a andlise dos &cidos graxos foi utilizada uma calibracdo do cromatédgrafo com as
seguintes caracteristicas: a leitura foi iniciada a uma temperatura de 170°C mantida por 1
minuto e em seguida por uma rampa de 2.5°C/minuto, até atingir a temperatura final de 220°C,
que foi mantida por 5 minutos. O injetor e o detector foram mantidos a 250°C, e foi utilizada
uma coluna CP wax 52 CB, com espessura de 0,25 mm, diametro interno de 0,25 um e 30 m
de comprimento, tendo o hidrogénio como o gas de arraste (CHRISTIE, W.W. Lipids Analysis.
The Oily Press, Bridgwater, UK, 2003).

Esta etapa foi desenvolvida no Laboratério de Estudos em Fisiologia Animal
(LEFISA), UNESP Campus de llha Solteira, Departamento de Biologia e Zootecnia e no
Laboratdrio de Metabolismo e Reproducdo de Organismos Aquéaticos (LAMEROA), USP

Campus Séo Paulo.

3.5 Analise estatistica

Para a realizagdo das andlises estatisticas relacionadas ao IGS, IHS, andlise
morfologica e lipidica, deste trabalho, utilizou-se o software livre BioEstat (Instituto
Mamiraud). Inicialmente aplicou-se os testes de Bartlett e Shapiro-Wilk para avaliar a
homocedasticidade e normalidade dos dados, para verificacdo das premissas necessarias para
testes paramétricos. Assim que se notou que os dados atendiam a tais premissas, foram
conduzidas analises com Teste-T (comparacao de pares) e correlacdo de Pearson. Os dados que
ndo atenderam as premissas necessarias para testes paramétricos foram analisados utilizando o
teste ndo-paramétrico Mann-Whitney (Teste U). Todos os dados foram expressos pela média e

desvio padrao.

3.6 Comité de ética

Os procedimentos utilizados neste trabalho foram conduzidos de acordo com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)
e aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Engenharia
de Ilha Solteira (FEIS/UNESP), sob protocolo de n° 0014/2017.
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4- RESULTADOS

A analise dos dados de biometria dos animais dos grupos controle e 6leo apresentaram
valores de comprimento total, massa corpérea, massa dos ovarios e do figado, similares
estatisticamente (Tabela 4), durante o periodo coletado de doze meses.

Tabela 4. Dados biométricos médios anual dos exemplares de Gymnocymbus ternetzi, dos
grupos Controle e Oleo.

Medidas Grupo Controle Grupo Oleo
Comprimento Total (cm) 5,35 +0,46 5,29 +£0,49
Massa Corporea (g) 2,92 £0,45 2,85 +0,41
Massa Ovario (g) 0,43 0,12 0,42 £0,11
Massa Figado (g) 0,02 £0,009 0,02 £0,01

Fonte: propria autora
4.1 Perfil dos acidos graxos teciduais

A adicdo de 5% 0leo de peixe marinho na ragdo, resultou em um aumento real de
2,75% de acidos graxos da familia 6mega 3 na racdo do GO em rela¢do ao GC.

A andlise da composicdo de acidos graxos teciduais hepatico e gonadal estdo
apresentadas nas tabelas 5 e 6 e figuras 3 e 4. A determinacéo do perfil de &cidos graxos polares
dos tecidos dos animais permitiu avaliar o percentual de cada &cido graxo e, consequentemente,
dos principais agrupamentos, como 0s &cidos graxos saturados (SAT), monoinsaturados
(MUFA) e poli-insaturados (PUFA) e, dentro deste os &cidos graxos da familia émega 3
(PUFANQ3) e dmega 6 (PUFANG) dos tecidos analisados. O detalhamento do perfil dos &cidos
graxos mostrou, independente do tecido, grande abundéncia dos acidos graxos C16:0, C18:0,
C18:1n9, C18:2n6, C20:4n6, C22:5n6, C22:5n3 e C22:6n3.

Com o detalhamento dos acidos graxos foi possivel observar para ambos os tecidos
que na coleta inicial houve uma porcentagem maior do acido araquidénico (C20:4n6), quando
comparado com o acido docosahexaenoico (C22: 6n3), contudo quando 0s animais passaram a
ser alimentados com a dieta controle e com adic¢do de 6leo de peixe marinho, esses valores se
inverteram, onde houve um aumento na porcentagem do &cido docosahexaendico (C22: 6n3),

com um decréscimo dos valores para o &cido araquiddnico (C20:4n6).
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Figura 3. Perfil de acidos graxos (%) da fracdo polar hepatica de fémeas de Gymnocorymbus
ternetzi,
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Fonte: prépria autora. Legenda: SAT - acidos graxos saturados, MUFA- 4cidos graxos monoinsaturados, PUFA-
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Figura 4. Perfil de acidos graxos (%) da fracdo polar gonadal de fémeas de Gymnocorymbus
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4.2 Analises dos Indices Gonadossomatico e Hepatossomatico

As analises estatisticas para o indice gonadossomatico (IGS) e o indice
hepatossomatico (IHS), foram realizadas a partir das médias mensais e anual para os dois
grupos testados. A média anual do IGS no GC foi 16, 85 + 4,80% e no GO foi 17, 00 + 4,74%,
quanto a média anual do IHS no GC foi 0,94 + 0,32% e no GO 0,98 + 0,34%, sendo que 0s
indices citados ndo diferiram estatisticamente. Em relacdo as médias mensais, o IGS néo
apresentou diferenca significativa entre os grupos (Fig.5-A). Quanto a média mensal do IHS, o
GC no més de dezembro /2017 apresentou diferenga significativa (p<0,05) com média de 1,30
+ 0,17% em relacéo ao GO 0,80 + 0,36 % com valor médio maior para GC. J& nos meses de
abril e outubro/2018, o GO apresentou médias 1,06 £ 0,25% e 1,15 + 0,29% respectivamente e
o GC apresentou médias 0,77+ 0,17% e 0,73+ 0,28%, com médias maiores para GO (p<0,05),
(Fig.5-B). Aplicou-se também o teste de correlacéo linear entre o IGS e IHS resultando em uma

correlacdo negativa fraca (Fig. 6 —B), para GO.
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Figura 5. Valores médios dos indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS), para fémeas
de G. ternetzi dos grupos Controle (GC) e Oleo (GO).
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(p=0,05), de acordo com o Teste t. A- Indice Gonadossomatico. B- Indice Hepatossomatico. Grupo Controle (GC)
e Grupo Oleo (GO).



30

Figura 6.Correlagéo linear entre o indice Gonadossomatico (IGS) e o indice Hepatossomatico
(IHS) em fémeas de G. ternetzi.
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(GO).

4.3- Andlise Morfoldgica

No ovario de Gymnocorymbus ternetzi o desenvolvimento oocitario, inicia-se com
crescimento primario, onde odcitos pré vitelogénicos (opv) sdo observados, apresentando
citoplasma basofilo, nucléolos na regido perinucleolar e camada folicular pavimentosa (Figura

7A, B, C), posteriormente nota-se uma fina camada da zona radiata junto com a deposicao de
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alvéolos corticais na periferia, diferenciando-se em odcitos alvéolo cortical.

Ap0s esse evento tem inicio o crescimento secundério, caracterizado pela deposicao
de pequenos granulos de vitelo no citoplasma do od6cito, na regido periférica junto com os
alvéolos corticais, caracterizando o o0cito vitelogénico inicial (Vtgl) (Figura 7C) e
posteriormente os granulos vitelo gradualmente aumentam seu volume e ocupam o citoplasma,
ocorrendo assim o espessamento da zona radiata, caracterizando o odcito vitelogénico
intermediario (Vtg2) e por fim quando todo o citoplasma for preenchido com granulos vitelo
forma-se entdo o odcito vitelogénico (Vtg3) (Figura 7C, D, E).

O od6cito maduro (om), apresenta todo o citoplasma preenchido por vitelo, complexo
folicular bem desenvolvido e a migracdo da vesicula germinativa em direcdo a micrépila
(Figura 7F, G). Quando esses o0citos maduros sdo liberados na luz do ovaério, é oocitado a
regido da zona radiata, vitelo e granulos corticais, restando apenas a camada da teca e a camada
folicular, e essas formam o foliculo pés-ovulatério (fpo) (Figura 7H). Os odcitos atrésicos (0a)
foram caracterizados pela reabsorcdo dos granulos de vitelo e células foliculares em
degeneracdo (Figura 7F).

Com os estagios da oogénese estabelecidos, foi possivel distinguir histologicamente
as fases reprodutivas entre 0 GC e 0 GO, nos meses de novembro/2017 a outubro/2018. Os
ovarios, tanto do grupo controle quanto no grupo com 6leo, apresentaram como fase de apto a
desova: subfase de desova ativa durante todos meses de coleta (Fig.8A, B), repletos de odcitos
vitelogénicos finais com nucleo central (Fig.8C, D, F) e o6citos maduros com visivel migracédo
do ndcleo em direcdo a micrépila (Fig. 8E,G,H) e com poucos odcitos em crescimento primario
(Fig. 8C,D,E,F).

A anélise estereoldgica foi realizada comparando a porcentagem de o6citos nos
ovarios entre os grupos controle e grupo 6leo, nos meses de dezembro/2017, marc¢o, junho e
outubro/2018. Deste modo, em relacdo a presenca de odcitos pré-vitelogénicos, que séo estagios
iniciais, foi observado o seguinte: nos meses de dezembro/2017 (GC - 64,63%; GO 56,73%)
e outubro/2018( GC — 52,06; GO — 49.51%) o GC apresentou discreto aumento na quantidade,
e para GO este aumento no percentual de odcitos pré-vitelogénicos foi detectado nos meses de
marco/2018 (GC - 58,89% ; GO — 61,10%) e junho/2018 (GC — 54,75%; GO — 59,25%),
contudo estes valores ndo variaram estatisticamente entre os grupos controle e 6leo (Fig.9A).

No caso de odcitos alvéolos corticais, GO apresentou maior quantidade destes, nos trés
primeiros meses analisados, dezembro/2017 (GC - 3,35%; GO 3,72%), mar¢o/2018 (GC —
2,11% ; GO - 3,20%), junho/2018 (GC — 2,03%; GO — 2,28%) e, GC somente no més de
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outubro/2018( GC - 4,87; GO — 3,05%), entretanto os valores nédo diferiram estaticamente
(0=0,05) (Fig.9B).

Os odcitos em vitelogénese inicial (inicio de deposicdo do vitelo na periferia) nos
meses de dezembro/2017 (GC — 2,85%; GO 1,89%) e junho/2018 (GC — 2,75%; GO — 2,55%)
apresentou porcentagens maiores para 0 GC e nos meses de mar¢o/2018 (GC —2,79% ; GO —
3,02%) e outubro/2018 ( GC —2,22; GO — 3,11%), entretanto ndo havendo diferenca estatistica
significante (p>0,05) entre os grupos (Fig.9C).

No caso da quantidade de odcitos em vitelogénese intermediaria ndo foram detectados
valores significativamente diferentes entre os grupos (p>0,05). GC apresentou maiores
percentuais nos meses dezembro/2017 (GC — 4,3%; GO — 3,34%), mar¢o/2018 (GC — 4,09% ;
GO - 2,16%) e junho/2018 (GC - 4,39%; GO — 1,54%) e, GO somente no més de
outubro/2018( GC —4,5; GO —5,98%) (Fig.9D).

A quantidade de odcitos em vitelogénese final entre os grupos também néo diferiu
estatisticamente entre si, mas GO nos meses de dezembro/2017 (GC — 18,76%; GO 26,24%)
apresentou um maior percentual que GC, porém nos meses subsequentes, GC apresentou maior
quantidade de odcitos vitelogénicos finais, mar¢o/2018 (GC — 25,43% ; GO — 21,24%),
junho/2018 (GC — 28,68%; GO — 24,07%) e outubro/2018( GC — 28,71; GO — 27,84%)
(Fig.9E).

Em relacdo a quantidade de odcitos maduros (OM) (migracdo do ndcleo para a
periferia) foi detectado um aumento significativo (p>0,05) para GO nos meses de
dezembro/2017 (GC — 3,95%; GO 6,90%), marco/2018 (GC — 4,18% ; GO - 6,07%),
junho/2018 (GC — 3,93%; GO — 5,63%) em relacdo a GC, ja para o més de outubro/2018 (GC
—6,10; GO — 8,24%), apesar do percentual de OM continuar maior para GO, estatisticamente
ndo houve diferenca (Fig.9F).

O percentual de foliculos pds-ovulatérios foram similares para ambos 0s grupos,
porém GO mostrou um discreto aumento no percentual de presenca destes em dezembro/2017
(GC - 0,10%; GO 0,11%), marco/2018 (GC — 0,04% ; GO — 0,07%) e outubro/2018 (GC —
0,12; GO - 0,24%), podendo indicar que os animais suplementados com 6leo de peixe marinho
tiveram um aumento de desovas, com excec¢do de junho/2018 (GC — 0,20%; GO — 0,00%)
pois nédo foi detectado a presenca de foliculos pos-ovulatorios (Fig.9G).

A presenca de odcitos atrésicos (Fig.8H) nos meses de dezembro/2017 (GC — 2,05%;
GO 1,08%), mar¢o/2018 (GC — 2,47%; GO — 2,57%) e outubro/2018 (GC —1,42; GO — 2,01%)
tiveram similaridade (p>0,05) na comparacdo entre os grupos. No més de junho/2018 (GC —

3,27%; GO — 4,68%), foi detectado um aumento significativo de odcitos atrésicos (p>0,05) para
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GO e, ndo foram encontrados foliculos pos ovulatorios neste periodo, pode-se sugerir que as
fémeas de GO nédo desovaram e que 0s 00citos estavam sendo reabsorvidos.

Figura 7. Descricdo dos estagios da oogénese, em fémeas de G. ternetzi

Fonte: prépria autora. Crescimento Primario: A- O6cito pré-vitelogénico; B- Odcito alvéolo cortical. Crescimento
Secundario: C- Odcito em vitelogenese inicial; D- Odécito em vitelogenese intermediario E- OGcito em
vitelogenese final; F, G- Odcito Maduro; H- Foliculo pds- ovulatério; | - O6cito atrésico. Legendas: n - nlcleo;
ac - alvéolo cortical; gv - granulos de vitelo; zr - zona radiata; f - camada folicular; m - micropila; opv — odcito pré
vitelogénico; oac odcito alveolo cortical; vtgl- odcito vitelogénico inical; vtg2- odcito vitelogénico intermedidrio;
vtg3 odcito vitelogénico final; om- o6cito maduro; ao - o6cito atrésico; fpo - foliculo pds- ovulatério
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Figura 8. Morfologia ovariana de Gymnocorymbus ternetzi. Fase de apto a desova: subfase
de desova: Grupo controle (A, C, E, G); Grupo 6leo (B, D, F, H).

Fonte: prépria autora.: Legendas: n - ndcleo; m - micrépila; opv — odcito pré vitelogénico; vtg2- odcito
vitelogénico intermediario; vtg3 odcito vitelogénico final; om- o6cito maduro.
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Figura 9. Anélise estereoldgica dos estagios da oogénese de Gymnocorymbus ternetzi.
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N&o foi detectada diferenca (p>0,05) em rela¢do ao aumento do tamanho dos o6citos
em vitelogénese final e com migracdo do nucleo, das fémeas amostradas entre 0s grupos
tratamento, para 0 més de dezembro/2017 (GC — 320591,48 um? ; GO 331111,16 pm?), mas
em relacdo aos meses de marco/2018 (GC — 333069,37 umz, GO — 960478,45 um?),
junho/2018 (GC — 327197,86 um?; GO —1262535,47 um?) e outubro/2018(GC — 315383,10
umz;, GO — 1253784,697 um?) foi detectado que os odcitos de GO apresentaram tamanho
significativamente maior (p>0,05) (Fig.10)

Figura 10. Area dos odcitos em vitelogénese final e maduros de
Gymnocorymbus.ternetzi.
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Fonte: prépria autora. Comparagéo da area dos odcitos entre os grupos controle e 6leo, onde letras diferentes
indicam diferengas estatistica (p<0,05), de acordo com o Teste U. Grupo controle (GC) e Grupo 6leo (GO).
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5. DISCUSSAO

Com a adic¢do de acidos graxos da familia dmega 3 na racdo, obteve se o detalhamento
do perfil dos &cidos graxos, em que independente do tecido, figado ou ovério, houve grande
abundancia dos &cidos graxos poli-insaturados. Foi possivel observar uma constancia de
valores, temporal e dependente dos tratamentos avaliados, porém a comparagdo com 0s animais
coletados ao inicio do experimento, momento anterior ao inicio da alimentacdo, mostrou um
nitido padrdo de maiores valores de PUFA n6, notadamente representado pelas porcentagens
de acido araquidénico (C20:4n6), que diminuiu consideravelmente a partir do inicio do
experimento, notadamente na coleta realizada em dezembro/2017, mantendo os baixos valores
para este PUFA, padrdo contrario ao aumento de PUFA n3, representado pelo &cido
docosaexaenoico, DHA (C22:6n3).

Entdo, pode-se dizer que a tendéncia dos animais do presente trabalho em diminuir as
guantidades de &cidos graxos PUFA n6 e aumentar PUFA n3 em ambos 0s grupos, pode estar
relacionada a insercao de uma racdo de melhor qualidade, pois a racdo comercial utilizada para
ambos grupos, com e sem adicdo de Oleo de peixe marinho, possuia 6mega 3 em sua
formulacdo, e anteriormente aos tratamentos, 0s animais eram mantidos em criadouros
comerciais, provavelmente alimentados com dietas pobres em AGE, como descrito por
HORROBIN (1991), que diz que o excesso de PUFA n6 na dieta pode inibir o metabolismo
de PUFA n3, embora em geral, os PUFAS n3 s&o mais eficientes em inibir o metabolismo dos
n-6 PUFAS que vice-versa.

Os acidos graxos altamente insaturados como o acido docosaexaenoico (DHA), acido
eicosapentaenoico (EPA) e é&cido araquidénico (ARA), que mostraram se em grande
porcentagem nas analises dos tecidos hepatico e gonadal, durante o periodo vitelogénico
apresentam potencial de transferéncia, via vitelogenina para 0s ovos, constituindo a maioria dos
componentes estruturais durante a organogénese, como as membranas das células (musculares,
cerebrais, retina) e sdo precursores da atividade fisiologica de moléculas como os eicosanoides
(ABI-AYAD et al., 2004). Os acidos graxos dos triacilglicerdis sdo catabolizados para prover
energia metabolica para o desenvolvimento do ovo e da larva (DHURMEEA et al., 2018)

Outro aspecto a ser discutido ¢ a similaridade dos resultados de PUFAs obtidos entre
0S grupos testados, essa pode estar relacionada a baixa porcentagem de émega 3 incluida na
racdo, uma vez que a racao utilizada para o GC continha 13.54% de 6mega 3, e GO 16.2%, um
aumento de 2.75%. Essa pequena diferenca na porcentagem pode ter influenciado diretamente

na similaridade entres os grupos. Trabalhos utilizando adicdo de 5% de 6leo de peixe marinho
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na racdo, em espécies da ordem Characiformes como: Astyanax altiparanae (Bashiyo-Silva,
2018) e Prochilodus lineatus (Costa et. al., 2018) obtiveram em suas analises bromatoldgicas
maiores porcentagens de dmega 3 nas racdes utilizadas.

A adicdo de 5% de 6leo peixe marinho para Prochilodus lineatus (Costa et al., 2018),
proporcionou um aumento de quase 18% de dmega 3 na racdo para o grupo com adicéo de
O0mega 3 (grupo controle 0,71% e o grupo com adicdo de 6mega 3 18,43%), com isso tiveram
como resultado o aumento da fracdo polar dos embrides de PUFA n6, sendo os &cidos graxos
C18: 2n6 (acido linoleico) e C20: 4n6 (AA), este resultado parece contra intuitivo, ja que
aparentemente a adicdo com 6mega 3 parece ter alterado concentragdes de PUFA n6, uma
explicacdo para este fato pode estar ligada a metodologia, ja que os embrides foram analisados
sem separacdo de tecidos. E conhecido que lipidios sdo armazenados diferentemente em tecidos
de peixe, incluindo o figado, musculo, tecido cerebral e tecidos adiposos perivisceral e
subcutaneo (HEDAYATIFARD e YOUSEFIAN, 2010). Entre as espécies, 0 metabolismo
lipidico é diferente durante o desenvolvimento larval. Esta diferenciacdo é devido ao nivel e
composicdo de lipidios no vitelo, o tempo, a utilizacdo e a classe de lipidios usados para
combustdo ou sintese tecidual e o papel dos diferentes acidos graxos (CEJAS et al., 2004).

Bashiyo-Silva (2018) utilizando como modelo Astyanax altiparanae, adicionando
também 5% de o6leo de peixe marinho a racdo fornecida, obteve um aumento de
aproximadamente 10 % de 6mega 3 na racdo suplementada, sendo 3,81% no grupo controle e
13,48% para o grupo com adicdo de 6mega 3, o0 que resultou em um aumento significativo nos
valores de PUFA para a fracdo polar hepatica, com o aumento do acido araquidénico (AA). Ja
para a fracdo polar ovariana, houve aumento de DHA, ocasionando maiores porcentagens de
PUFA n-3, e para a fracdo polar dos embrides advindos de fémeas com adi¢do do 6leo de peixe
marinho, também foi demonstrado uma elevacdo significativa de PUFA, principalmente de
DHA.

Levando em consideragdo os dados acima citados e os resultados obtidos neste
experimento com G. ternetzi , podemos inferir que a quantidade a ser suplementada de PUFASs
n3 na racdo fornecida aos peixes deve estar relacionada a um limite fisiologico para absorcéo
destes acidos graxos, e este limite deve ser espécie-especifico, pois as espécies possuem
fisiologias reprodutivas, metabolismo e habitos alimentares diferentes.

Ainda ndo se tem definido um limite fisioldgico das espécies de peixes em absorver
os acidos graxos poli-insaturados, muito menos qual sera o seu direcionamento pos assimilagdo
pelo organismo, se é direcionado para o tecido neural, muscular, gonadal, ou mesmo se esta

relacionado a fase ontogenética em que o individuo se encontra. No caso desse experimento,
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como foram analisados apenas o figado e ovério, existe a possibilidade de parte destes
nutrientes terem sido incorporados em outros tecidos que néo foram analisados.

As porcentagens de DHA encontrado em ambos os tecidos, figado e ovario, de G.
ternetzi, pode ser considerado importante para 0 sucesso reprodutivo destes peixes, pois
segundo Harel et al., (2000) e Mourente et al., (1993) o DHA ¢é fundamental para a manutencéo
e aumento da fluidez da membrana, e podem atuar no desenvolvimento do sistema nervoso e
no desenvolvimento embrionario em peixes. Em uma proxima analise, considerando a taxa
fertilizacdo dos ovos e da taxa de eclosédo das larvas dos grupos testados, visto que Yanes-Roca
etal., (2009) relataram que para Centropomus undecimalis ovos com altas concentragdes deste
acidos graxos tiveram maior taxa de fertilizacdo e larvas com maiores taxas de eclosdo e
sobrevivéncia. Muitos estudos relacionam a presenca destes acidos graxos (poli-insaturados
O0mega 3 de cadeia longa) a regulacdo esteroidogénica gonadal e maturacdo dos od6citos
(SORBERA et al., 2001) a formacdo de ovos e maior taxa de sobrevivéncia das larvas
(DAVIDSON et al., 2014).

Quanto a maturacdo oocitaria, que esta ligada diretamente a incorporacdo de
vitelogenina, formacdo do vitelo, crescimento dos odcitos e das gonadas (HAINFELLNER et
al., 2012), ha uma variacdo dos indices hepatossomatico e gonadossomatico neste periodo, e
esta, esta diretamente relacionada com a maturagdo gonadal. Portanto, era esperado que no
inicio da vitelogénese fosse observado um IHS mais alto que o IGS, e nos estagios mais
avancados da maturacdo um comportamento inverso dos indices (ANDRADE; HONJI;
ROMAGOSA, 2010), contudo o IGS e IHS em G. ternetzi manteviram os valores médios
similares para ambos os grupos, por todo o periodo de analise, indicando fase de apto a desova:
subfase de desova ativa. Os valores constantes de IGS podem estar relacionados com a presenca
do macho junto a fémea em cativeiro, como relatado por Navarro et. al (2006) que observou
gue fémeas e machos de Astyanax bimaculatus, apresentavam IGS similares, quando criados
juntos em cativeiro e quando comparados com a mesma espécie quando coletados no ambiente,
ou seja no ambiente o espaco é amplo e os animais estao dispersos, diferente dos animais que
estdo em cativeiro que ficam confinados em um ambiente restrito e também onde a relacdo
macho e fémea pode ser controlada. Em relagdo ao IHS, houve uma discreta variagéo entre os
grupos, mais alto para o grupo controle no més de dezembro/2017, e mais alto para grupo 6leo
nos meses de abril e outubro/2018, essa diferenca ocorreu em momentos distintos e mais
frequente no GO, o que sugere e que a suplementagéo influenciou nesse indice.

Para a andlise histoldgica, ndo houve variacdo nas fases reprodutiva, entre 0s grupos

controle e 6leo, pois ambos estavam na fase de apto a desova: subfase de desova ativa, diferindo
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de Bashiyo-Silva (2018), que notou que para a espécie de Astyanax altiparanae, a incorporagdo
de &cidos graxos na dieta levou a um adiantamento nas fases reprodutivas da espécie quando
comparado ao grupo controle. Porém Bashiyo-Silva (2018), também relatou que os animais
com adicdo do 6leo de peixe marinho obtiveram um maior nimero de o6citos maduros com
migracdo visivel do nacleo em diregdo a micropila. Os dados deste trabalho corroboram com
esta informacéo, pois a analise estereoldgica mostrou diferenca na porcentagem de o0citos
maduros, ou seja, um aumento deste estagio de desenvolvimento oocitario quando comparado
0 grupo 6leo ao grupo controle, para 0s meses de dezembro /2017, marco e junho/ 2018, Sorbera
et al., (2001) onde os acidos graxos poli-insaturados familia do 6mega 3 estdo relacionados a
maturagdo dos odcitos.

Outro aspecto relacionado a maturacdo dos odcitos, é que em todo o periodo de coleta
foram encontrados odcitos maduros nas fémeas, indicando que estes animais estavam sempre
aptos a desova, podendo relacionar esse fato com o que diz David e Marimuthu (2014), que
sugere que o ciclo gonadal do G. ternetzi aparenta ser muito rapido, em torno de quinze dias,
contudo a metodologia utilizada neste trabalho, ndo permitiu observar possiveis alteracdes
guanto a desova, e fases do ciclo gonadal, como de regressdo ou adiantamento da maturagédo
em ambos os grupos, uma vez que as coletas foram realizadas a cada 30 dias.

Levando em conta também, a observacdo de Mazzoni (2013) que a espécie apresenta
desova total, restrita a um periodo do ano, entre final de primavera e inicio do verdo, onde foram
mantidas em aquarios a 28°C e que proximo ao periodo reprodutivo ocorreu se entdo a
simulacdo de chuvas de verdo para que ocorresse a desova, este fato foi diferente no atual
trabalho em pode se sugerir que as condi¢des ambientais constantes em cativeiro, e com
condigdes ideias de alimentacdo, temperatura e luminosidade, mantiveram constante o ciclo
reprodutivo, com disposicdo a desova. Com isso pode-se sugerir duas hipdteses quanto ao seu
tipo de ciclo gonadal: 1) que este € muito rapido e ocorre em um curto espaco de tempo, em
que o amadurecimento dos oo6citos e sua liberacdo (desova total) ou; 2) que had um
desenvolvimento oocitario em grupos, durante todo o ano e, sua liberacéo se efetuara em lotes,
desde que as condi¢fes ambientais sejam favoraveis.

Quanto ao tamanho da area dos o6citos observou -seum aumento consideravel da area
para o0citos vitelogénicos finais ou maduros nos meses marco, junho e dezembro/ 2018 para
GO, por mais que ambos encontrassem na mesma fase reprodutiva. Inferindo que as fémeas
do grupo dleo tiveram uma maior porcentagem de maturacdo de odcitos quando relacionada ao
grupo controle, demostrando que a adi¢cdo de PUFAS n3 na alimentacdo auxiliou na maturagéo

dos odcitos , onde El-Sayed et al, (2003) e Navarro et al, (2009), sugerem que fornecimento de
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uma racao adequada ao peixes, neste caso suplementada com o 6leo, ou seja, com nutrientes
essencias, pode influenciar a reproducéo, o desenvolvimento gonadal, o nimero e a qualidade

de odcitos e espermatozoides.
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a suplementacdo de acidos graxos poli-insaturados PUFAs n3 na
dieta de G. ternetzi:

e Proporcionou um aumento da incorporacdo de dmega 3 nos tecidos estudados;

e Determinou um aumento no percentual de odcitos maduros e na &rea destes para
GO;

e Na&o houve alteracdo dos valores para o IGS, somente para o IHS nos meses de abril
e outubro/2018 para GO e dezembro/2017 para GC,;

e Levou a alteracdo no desenvolvimento gonadal da espécie, principalmente na

maturacéo final dos odcitos.
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