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RESUMO

A aquicultura no Brasil vem se aprimorando e buscando novas técnicas para melhorar a
qualidade do pescado produzido, mas um dos principais problemas ¢é a utilizacdo de
esteroides na inversdo sexual da tilapia, apesar de ser uma técnica difundida e praticada
em vaérias regibes do mundo; é crescente a preocupacdo com um passivo ambiental
gerado pela utilizagdo da 17 a-metiltestosterona. Nesse contexto, esse trabalho teve
como objetivo geral avaliar a utilizacdo de nao-esteroides na inversdo sexual de tilapia
do Nilo. O primeiro experimento foi realizado para avaliar a influéncia do citrato de
tamoxifeno na inversdo sexual de larvas de tilapia a partir dos dois dias de vida, que
foram distribuidas em um delineamento experimental de cinco tratamentos e trés
repeticdes, recebendo dietas com diferentes quantidades de citrato de tamoxifeno: 0, 25,
50, 75 e 100 mg kg™ de racdo. Ap6s 28 dias de tratamento, as larvas restantes em cada
tratamento foram contadas e transferidas para caixas de dgua de 500 L onde receberam
dieta contendo 28% de proteina bruta por 60 dias. Apos este periodo, os alevinos foram
sexados pelo método “squash”. A sobrevivéncia 75,5 + 5,74; 73 + 4,76; 66 + 11,19;
76,5 £ 4,12; 75 + 3,46% e a porcentagem média de individuos machos 62,5 + 5; 70 +
8,1; 60 £ 8,2; 70 £ 0,0; 62,5 = 9,5% para os tratamentos 0, 25, 50, 75 e 100 mg de
citrato tamoxifeno kg de ragdo, respectivamente, ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas. O numero de gdnadas presentes em cada individuo apresentou
reducdo significativa, nos tratamentos com 75 e 100 mg de tamoxifeno (89,3 = 0,527 e
79,3 £ 0,378%) quando comparado com os tratamentos 0, 25 e 50 mg de tamoxifeno
(98,9 £ 1,0; 97,6 + 1,0 e 94,5 + 1,0%, respectivamente), a estrutura histolégica das
gbnadas femininas ndo apresentou diferengas e os ovarios em todos os tratamentos
apresentaram ovocitos bem definidos e em vérios estadios de maturagdo. O segundo
experimento avaliou os efeitos da temperatura 28, 30, 32 e 34°C e do controle (28°C +
ragao acrescida de 60 mg de 17 a-metiltestosterona) na inversdo sexual, sobrevivéncia e

presenca de deformidades na tilapia do Nilo. Os resultados demonstraram diferenca
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estatistica entre a proporcdo de machos, sendo que a temperatura de 32 e 34°C e
controle (91 = 0,71; 96 = 0,59 e 98,33 + 1,0%, respectivamente) apresentaram
resultados superiores aos obtidos para os tratamentos 28 e 30°C (71 = 0,29 e 82 *
0,33%). A sobrevivéncia: 90,49 + 2,32; 88,20 + 2,04; 85,43 + 1,58; 82,16 + 1,63 e
90,74 + 2,28% para as temperaturas 28, 30, 32 e 34°C e controle com hormonio,
respectivamente, ndo apresentou diferencas estatisticas, mas houve diferengas na
sobrevivéncia entre o controle e os tratamentos 32 e 34°C. Na analise das radiografias
ndo foi possivel observar presenca de alteracdes morfoldgicas nos peixes submetidos
aos diferentes tratamentos. Com esse experimento concluiu-se que as temperaturas de
32 e 34°C foram capazes de masculinizar larvas geneticamente fémeas, e que ndo houve
incremento na mortalidade e na presenca de deformidades que possam ser atribuidas aos
tratamentos. Essa técnica € uma alternativa para a utilizacdo de hormdnios esteroides. O
terceiro experimento foi realizado com o objetivo de descrever as gbnadas de alevinos
de tildpia do Nilo (Supreme) com 75 dias de idade, utilizando técnicas citoldgicas,
estruturais e ultraestruturais como ferramenta. Na técnica citologica, as gbnadas coradas
com acetato carmim foram prensadas entre lamina e laminula e observadas em
microscopia de luz. Para a preparacgdo estrutural, as gdbnadas ap6s processamento foram
cortadas em micrétomo na espessura de 5 um, coradas com hematoxilina-eosina e
observadas em microscopia de luz. No método ultraestruturais, as gdnadas foram
fotodocumentadas em microscopio eletrénico de varredura FEI QUANTA 200. As
preparaces citoldgicas e estruturais dos ovarios permitiram a visualizacdo de ovocitos,
seus limites celulares, os nucleos e nucléolos associados. Nos machos, a preparacdo
citoldgica ndo permitiu a identificacdo clara das estruturas, mas na prepara¢ado estrutural
dos testiculos foi possivel visualizar cistos espermaticos, células de sertoli e o inicio da
formacéo de tubulos seminiferos. A microscopia eletronica de varredura, utilizada para
a visualizacdo de superficie, permitiu apds a fratura das gbnadas, observar estrutura
internas, tais como espermatogonias, ovocitos e fibras de coldgeno. Os resultados
obtidos demonstraram que as trés técnicas foram eficientes na distingdo do sexo do
individuo, permitindo a observacdo e a comparacdo das estruturas presentes nas
gbnadas.

Palavras-chave: receptor de estrogeno, disruptores enddcrinos, monossexo, gbnadas,

microscopia eletrdnica, microscopia de luz.



ABSTRACT

Aquaculture in Brazil has been improving and finding new techniques to improve the
quality of fish produced, one of the main problems is the use of steroids in sex inversion
of tilapia, despite being a widespread technique and practiced in various regions of the
world is increasing concern to environmental liabilities generated by the use of 17 a-
methyltestosterone. In this context, this study aims to evaluate the overall use of non
steroids in sex inversion of Nile tilapia. The first experiment was conducted to evaluate
the influence of citrate tamoxifen on sex inversion of Nile tilapia larvae from two days
of life, they were divided into an experimental design of five treatments and three
replicates, and fed diets with different amounts of citrate tamoxifen: 0, 25, 50, 75 and
100 mg kg™ of feed. After 28 days of treatment, the larvae remaining in each treatment
were counted and transferred to water tanks of 500 liters which were fed a diet
containing 28% crude protein for 60 days. After this period the fry were sexed by the
"squash" method. The survival 75.5 + 5.74, 73 £ 4.76, 66 + 11.19, 76.5 + 4.12, 75 *
3.46 and average percentage of male individuals 62.5 £ 5, 70 £ 8.1, 60 £ 8.2, 70 £ 0.0,
62.5 + 9.5 for treatments 0, 25, 50, 75 and 100 mg of citrate tamoxifen kg™ diet,
respectively, showed no statistically significant differences. The number of gonads in
each subject experienced a significant reduction in the treatments with 75 and 100 mg
of citrate tamoxifen (89.3 and 79.3 £ 0.527 + 0.378) when compared with treatments 0,
25 and 50 mg of citrate tamoxifen (98, 9 £ 1.0, 97.6 = 1.0 and 94.5 £ 1.0, respectively),
the histological structure of female gonads did not differ and ovaries in all treatments
showed well-defined and oocytes at various stages of maturation. The second
experiment evaluated the effects of temperature 28, 30, 32 and 34°C and control (28°C
+ ration plus 60 mg of 17 a-methyltestosterone) in sexual inversion, survival and
presence of deformities in Nile tilapia. The results showed a statistical difference
between the proportion of males, with a temperature of 32 and 34°C and control (91 +
0.71; 96 = 0.59 and 98.33 = 1.0%, respectively) showed better results than those



Xiv

obtained for 28 and 30 degrees treatments (71 and 82 = 0.29 + 0.33%). Survival: 90.49
+2.32,88.20 £ 2.04, 85.43 + 1.58, 82.16 + 1.63 and 90.74 + 2.28% for temperatures 28,
30, 32 and 34°C, respectively, showed no statistical differences, but there were
differences in survival between the control and treatments 32 and 34°C. In the analysis
of radiographs was not possible to observe the presence of morphological changes in
fish subjected to different treatments. With this experiment it was concluded that
temperatures of 32 and 34°C larvae were able to genetically masculinizing females, and
that there was no increase in mortality and in deformities presence that can be attributed
to treatment. This technique is an alternative to the use of steroid hormones. The third
experiment was conducted in order to describe gonads of Nile tilapia fingerlings
(Supreme) with 75 days of age, using as a tool cytological techniques, structural and
ultrastructural. Cytological technique gonads were stained with carmine acetate pressed
between slide and coverslip and observed under light microscopy. To structural prepare
gonads, after processing, were cut in microtome at thickness of 5 mm, stained with
hematoxylin-eosin and observed under light microscopy. At the ultrastructural method,
gonads were photo documented in a scanning electron microscope FEI QUANTA 200.
The structural and cytological preparations allowed the visualization of the ovaries of
oocytes, cell boundaries, nuclei and nucleoli associated. In males the cytologic
preparations did not allow a clear identification of the structures, but in preparing
structural testicular sperm was possible to visualize cysts, Sertoli cells and the
beginning of the formation of seminiferous tubules. The scanning electron microscopy,
used to visualize surface allowed, after the fracture of the gonads, to observe internal
structure, such as spermatogonia, oocytes and collagen fibers. The results showed that
all three techniques were efficient in distinguishing the sex of the individual, allowing
observation and comparison of the structures present in the gonads.

Keywords: estrogen receptor, endocrine disruptores, monosex, gonads, electron

microscopy, light microscopy.



| - INTRODUCAO GERAL

1.1 A TILAPIA E SUAS CARACTERISTICAS

Embora cerca de 70 espécies de ciclideos recebam a denominacdo de tilapia,
somente Oreochromis niloticus, O. mossabicus, O. aureus, Tilapia rendali e seus
hibridos apresentam importancia para a aquicultura mundial (STICKENY, 1997). Sendo
que a tilapia do Nilo (O. niloticus) esta entre os sete mais importantes peixes tropicais
produzidos pela aquicultura (FAO, 2009).

A producdo da aquicultura brasileira para 0o ano de 2009, de peixes de &guas
continentais segundo Lopeira-Barrero et al. (2011), foi de 337.353 toneladas, sendo que
desse montante a familia Cichlidae, com destaque para a tilapia do Nilo variedade
chitralada, contribuiu com 132.957 toneladas, representando 39,5% da produgéo total de
peixes.

A produtividade crescente das tilapias explica-se pela qualidade que esse peixe
exibe e que elevam seu potencial para a piscicultura, tais como alimentar-se dos itens
basicos da cadeia trofica e aceitar grande variedade de alimentos; responder com a
mesma eficiéncia a ingestdo de proteinas de origem vegetal e animal; e apresentar
resposta positiva a fertilizacdo dos viveiros (SIPAUBA-TAVARES, 1995). A estas
caracteristicas soma-se ainda a rusticidade e resisténcia a doencas, ao superpovoamento
e a baixos teores de oxigénio dissolvido; e finalmente a disponibilidade de alevinos
durante todo o0 ano nas regifes mais quentes do pais (BOSCOLO et al., 2001).

1.2 CONTROLE REPRODUTIVO DA TILAPIA
O controle reprodutivo é de fundamental importancia para o cultivo racional da

tilapia do Nilo, evitando assim problemas provenientes dos gastos energéticos com a

copula e desova, excesso populacional nos viveiros, além de que nesta espécie, 0 macho



apresenta maior crescimento que a fémea (MEURER et al., 2005; NEUMANN et al.,
2009). As técnicas mais estudadas e empregadas para controle reprodutivo sdo a
sexagem manual (DUNHAM, 1990); manipulacdo cromossémica (WOLFARTH;
HULATA, 1981; THORGAARD, 1983; DIAZ;, MALDONADO, 1994) e inversdo
sexual (DESPREZ et al., 2003; DESPREZ et al., 2006).

1.2.1 Sexagem manual

A presenga de gbnadas masculinas ou femininas em peixes ndo é uma
caracteristica de facil observacdo e muitas vezes pode levar a erros na determinagdo
sexual de peixes. A presenca de diferencas morfoldgicas entre machos e fémeas, que
podem ser classificadas como temporarias ou permanentes, podem ser utilizadas para a
sexagem. As tilapias apresentam dimorfismo sexual secundario permanente,
representado principalmente pela papila urogenital distinta entre os sexos (BORGES,
2002), o que facilita a separacdo entre machos e fémeas. As principais desvantagens
deste método sdo: a sexagem é feita em juvenis com idade entre 60 e 90 dias, 0 que
demanda maior espaco fisico e uso de insumos; falta de méo de obra treinada; grande
demanda de tempo para a selecdo; mortalidade ap6s o manejo; descarte das fémeas;
margem de erro consideravel, principalmente quando a sexagem é feita com alevinos
pouco desenvolvidos ou por pessoas sem muita experiéncia, alcancando percentuais de
machos inferiores a 90% (KUBITZA, 2000; BEARDMORE et al., 2001).

1.2.2 Manipulagdo cromossémica

Véarios sdo 0s processos de manipulagdo cromossémica com potencial para

alterar a proporc¢éo entre machos e fémeas.

1.2.2.1 Hibridacdo interespecifica

Esse processo é realizado a partir do cruzamento entre casais formados por
especies diferentes, com o objetivo de se obter populacdes em que, aproximadamente,
90 % ou mais sdo machos hibridos. A existéncia de pelo menos dois sistemas
cromossémicos de determinacdo de sexo nas espécies de tilapia permitiu o

desenvolvimento da tecnologia da hibridizagdo. Na tilapia do Nilo (O. niloticus) e na



tilapia de Mogambique (O. mossambicus), o sexo é determinado por cromossomos X e
Y. As fémeas sdo homogaméticas XX e os machos heterogaméticos XY. Na tilapia azul
(O. aureus) e na tilapia de Zanzibar (O. hornorum), os machos ZZ sdo homogaméticos e
as fémeas ZW sdo heterogaméticas (WOLFARTH, 1994).

O cruzamento de individuos fémea XX (O. niloticus) com individuos macho ZZ
(O. hornorum ou O. aureus) propiciou avango na tilapicultura. A progénie formada
apresenta a combinacdo de cromossomos sexuais ZX, que resulta em fendtipo macho.
Infelizmente, a producdo de progénie 100% macho por meio desta técnica ndo é sempre
possivel. A dificuldade de manutencdo de estoques de reprodutores puros,
principalmente em condi¢6es de campo, conjugada com a possivel existéncia de genes
autossdmicos epistaticos envolvidos na determinacdo sexual, além da influéncia de
fatores ambientais, devem ser as principais causas da ocorréncia de progénies com
ambos os sexos (BEARDMORE et al., 2001). Kubitza (2000) e Phelps e Popma (2000),
ainda, relatam que a incompatibilidade comportamental dos reprodutores durante o
acasalamento e a necessidade de méo de obra especializada fazem com que essa técnica

ndo seja muito utilizada.

1.2.2.2 Alteracdo do nimero de cromossomos

A manipulacdo dos conjuntos cromossémicos em peixes € praticavel pela
facilidade com que os gametas desses animais podem ser manipulados e fertilizados
artificialmente (OLIVEIRA, 1999). A producdo de populacdes monossexo é possivel
com a esterilizacdo de macho e fémeas, que cultivados juntos ndo despenderiam energia
para a reproducdo. Essa esterilizacdo pode ser alcancada por meio de técnicas de
manipulacdo cromossémica, formando-se individuos poliploides que s&o aqueles que
possuem um ndmero de cromossomos multiplos de seu conjunto de base haploide.
Segundo Hulata (2001), a producdo de poliploides vem sendo descrita em varias
espécies de salmonideos, carpas, tilapias, pacus e tambaquis, com bons resultados em
relacdo & taxa de poliploidia e sobrevivéncia. Outra maneira de manipulacdo
cromossdmica é aquela em que os descendentes se desenvolvem a partir de um so
progenitor, ou seja, da mée (ginogenética) ou pai (androgenético) (CHOURROUT,
1982, 1984; GRAHAM, 1983; YAMAZAKI, 1983; THORGAARD, 1986; LOPEZ;
TORO, 1990; CHAPARRO, 1994).



1.2.2.3 Supermachos

Com base na hipotese de determinacdo sexual monofatorial, varios autores
propuseram um programa de melhoramento genético, no qual machos com
cromossomos sexuais Y'Y obtidos por manipulagdo genética de espécies como a O.
mossambicus (YANG et al., 1980;. VARADARAJ; PANDIAN, 1989) e O. niloticus
(BAROILLER; JALABERT, 1989) seriam cruzados com fémeas normais XX. O
resultado desse cruzamento é a obtencdo de descendentes 100% machos
(BALDISSEROTTO, 2002). Toguyeni et al. (2002) afirmaram que machos com
genotipo XY devem ser utilizados na producdo comercial, por apresentarem melhores
desempenhos de crescimento do que o genoétipo YY.

A vantagem da utilizacdo de supermachos de tilapia para a producdo em grande
escala de populages monossexo, segundo Beardmore et al. (2001), e que essa técnica
ndo utiliza hormonios esteroides, e portanto, considerada ambientamente amigavel
qguando comparada a outras técnicas como a hibridizacdo e a inversdo sexual. Outra
vantagem € gque 0s machos produzidos para cultivo sdo geneticamente normais. Os
mesmos autores afirmam também que embora o processo seja demorado e trabalhoso,
uma vez desenvolvida a técnica de producdo de machos monossexo, ela pode ser
mantida pela feminilizacdo eventual de individuos gendtipos YY. Desde que a pureza
dos reprodutores possa ser mantida, a tecnologia pode ser aplicada em sistemas de
incubacdo existentes, sem instalaches especiais ou exigéncias do trabalho, e que
descontando 0s custos iniciais de desenvolvimento, os custos adicionais para a

aplicacdo desta tecnologia pelo produtor € minimo, propiciando vantagens econdmicas.

1.2.3 Inversao sexual

A diferenciagdo sexual em vertebrados inferiores, incluindo peixes € um
processo muito instavel e, em muitos casos, alto grau de plasticidade fenotipica do sexo
persiste ao longo da vida inteira (BLAZQUEZ et al., 1998). A determinagdo do sexo em
peixes esta principalmente sob controle genético, mas também pode ser influenciada por
fatores ambientais. Os peixes, durante sua fase de larva, possuem gbénadas especialmene

suceptiveis & acdo de fatores indutores de diferenciacdo sexual exdgenos e enddgenos.



1.2.3.1 Fatores exogenos que influenciam a inversdo sexual

Pela instabilidade da diferenciacdo, influéncias exogenas relacionadas ao
ambiente, podem alterar a diferenciacdo sexual em inUmeras espécies de peixes
(BAROILLER et al., 1995; PAVLIDIS et al., 2000). Vérios fatores ambientais sdo
descritos como tendo influéncia sobre a proporcdo sexual de peixes, entre eles a
temperatura (CONOVER; KYNARD, 1981; CONOVER, 1984) o pH (RUBIN, 1985;
ROMER; BEISENHERZ, 1996), densidade de estocagem (OLIVIER; KAISER, 1997),
poluicdo (ANDERSSON et al.,, 1999; HARRIES et al., 1999), e a supressdo da
concorréncia reprodutiva, provavelmente por meio de mecanismos de feedback sobre as
vias neuroendocrinas (BAROILLER et al., 1999) e outras condi¢Ges sociais
(TOGUYENI et al., 1997).

Os casos da influéncia da temperatura sobre a propor¢do entre 0S Sexos Sao
numerosos e amplamente relatados. Mair et al. (1990) observaram que houve maior
proporcdo de machos (89%) quando larvas de O. mossambicus foram mantidas a 19°C
que a 28°C (0%). Em outro experimento, 0s autores observaram que houve excesso de
fémeas (80%) quando O. Aureus foi mantida em temperatura de 32°C, enquanto que a
proporcéo sexual de fémeas no controle a 29°C foi de 97%. Em um estudo realizado por
Baroiller et al. (1995), com O. niloticus proveniente de cruzamento de fémeas XX com
machos XX invertido mantidos em temperaturas elevadas, a propor¢do de machos na
grupo tratado a 36°C teve um incremento entre 14,1 e 91%, em comparagdo com o
controle criados a 28°C. J& Mbahinzireki e Dabrowski (1997) realizaram um
experimento com larvas O. niloticus criadas a temperatura de 35 + 1°C por um periodo
de 60 dias, e obtiveram 80% de individuos do sexo masculino, enquanto que o controle
mantido a 22 + 1°C a proporgéo foi de 1:1.

A exposicdo em longo prazo da tilapia do Nilo a alta temperatura durante um
tratamento masculinizante pode diminuir a sobrevivéncia, e diminuir o seu crescimento
de forma substancial, sendo que temperaturas iguais ou acima de 37 a 38°C estdo
préximas as consideradas letais para a tilapia do Nilo e tilapia azul. Além disso, essa
temperatura elevada no inicio do desenvolvimento pode gerar problemas de aclimatagéo
quando os alevinos forem transferidos para ambientes com temperatura em torno de 27-
28°C (BARRAS, 2000).



1.2.3.2 Fatores enddgenos que influenciam a inversdo sexual

Os indutores enddgenos naturais das gbnadas dos peixes sdo 0s esteroides
sexuais. Os estrogénios atuam como indutores feminino e os androgenos funcionam
como indutores masculino. Evidéncias sobre a funcdo dos hormonios esteroides sexuais
na diferenciacdo sexual de peixes vem se acumulando, sendo que VAarios autores
relataram terem tido sucesso na inversdo sexual de peixes usando esteroides (HUNTER,;
DONALDSON, 1983; PANDIAN; SHEELA, 1995; NAKAMURA et al., 1998;
BAROILLER et al., 1999; GUIGUEN et al., 1999).

Diferentes andrdgenos, estrdgenos, ou precursores de esteroides, administrado
por imersdo ou na dieta em varios estagios de desenvolvimento dos peixes, podem
influenciar o processo de definicdo gonadal (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002). Phelps e
Popma (2000) afirmaram que 60 mg kg™ de racdo, de 17 a-metiltestosterona na dieta por
periodos de 21 a 28 dias € capaz de induzir a inversdo sexual de larvas de tilapia do Nilo
para machos em 80 a 100%. Os autores ainda propdem que para obter sucesso no
processo de inversdo, as larvas ndo devem exceder a 14,0 mm de comprimento inicial, a
densidade deve ser de 3.000 a 5.000 individuos m™, e o alimento contendo o horménio
deve ser de boa qualidade nutricional e palatabilidade para favorecer a ingestéo.

O equilibrio hormonal entre os estrogenos e andrdgenos € crucial no processo de
formacdo e diferenciacdo gonadal dos peixes (teledsteos). Este equilibrio depende da
disponibilidade e atividade das enzimas de sintese de esteroides, e em particular sobre o
complexo aromatase citocromo P450 (P450arom), que é capaz de converter, nas células
da granulosa do ovario, a testosterona para 17 B-estradiol (DEVLIN; NAGAHAMA,
2002).

A inibicdo da enzima P450arom durante as fase larval de desenvolvimento de
peixes gonocoricos leva a diferenciacdo sexual de fémeas geneticamente defenidas para
machos fenotipicos (PIFERRER et al., 1993; KITANO et al., 2000; KROON; LILEY,
2000; KWON et al., 2000; AFONSO et al., 2001; KOBAYASHI et al., 2003), no
salmdo (PIFERRER et al., 1994), linguado japonés (KITANO et al., 2000), e zebra fish
(FENSKE; SEGNER, 2004; UCHIDA et al.,, 2004), sugerindo que o0 estrégeno
enddgeno desempenha papel importante no desenvolvimento natural do ovario. A
feminilizacdo de machos genéticos induzida por estrogeno foi comprovada em tilapias
Oreochromis mossambicus por Nakamura e Takahashi (1974) e O. niloticus por
Kobayashi et al. (2003).



O momento em que o processo de diferenciagéo e desenvolvimento das gonadas
inicia a biossintese de hormonios esteroides é ainda desconhecida, ja que nessa fase
inicial as gbnadas ainda estdo demasiado pequenas para se detectar quimicamente a
presenca de esteroides. Em geral, horménios sexuais sdo produzidos por dois tipos
especiais de células: a) as células produtoras de esteroides (CPE) localizadas nas
camadas da teca em torno de odcitos no ovario, e b) células de Leydig nos intersticios
entre os cistos de células germinativas espermatogénica do testiculo (NAKAMURA,
2003).

ObservagOes recentes utilizando fémeas e machos de tildpia geneticamente
controlados mostraram que as CPEs sdo capazes de diferenciar a area ao redor dos
vasos sanguineos nas gbénadas indiferenciadas em ovarios, mas ndo em testiculos. Esta
pesquisa mostrou que as CPEs aparecem inicialmente na época da diferenciacédo sexual.
Em contrapartida, as enzimas da esteroidogénese ndo se expressam durante a
diferenciacdo testicular em tilapias sugerindo que os horménios esteroides, incluindo
androgenos, nao tém papel importante na diferenciacdo testicular natural. Essa hipotese
é contrariada ao se utilizar andrdgenos exogenos para inverter sexualmente fémeas
genéticas para machos fenotipicos (NAKAMURA et al., 2003).

1.2.4 Inverséao sexual utilizando hormonio esteroide 17 a-metiltestosterona

A eficcia desse processo depende de fatores ambientais, do horménio, sua
concentracdo e do momento em que o procedimento esta sendo utilizado (DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002). Entre os hormoénios pesquisados, o androgeno sintético 17 a-
metiltestosterona, administrado por via oral, € hoje 0 método mais utilizado em cria¢bes
comerciais, sendo que esse andrdogeno tem sido bastante empregado no processo de
inversdo sexual, por apresentar vantagens tais como: pode ser aplicado em grande
escala; a reproducéo de tilapias em tanques € minimizada ou eliminada; as fémeas néo
sdo desprezadas, como ocorre durante a sexagem manual; o cultivo de populagGes s6 de
macho possibilita maior produtividade pelo melhor crescimento dos machos; e o
método ndo é muito trabalhoso ou oneroso (ROTHBARD et al., 1990; POPMA;
GREEN, 1990; CURTIS et al., 1991; MAINARDES-PINTO et al., 2000;
BOMBARDELLI et al., 2007; ZANARDI et al., 2011).

Entre as desvantagens da utilizagdo do 17 a-metiltestosterona estdo os residuos

dos esteroides administrados sdo carcinogénicos e podem afetar os consumidores;



estresse gerado durante a inversdo pode reduzir a sobrevivéncia; a reversao sexual pode
retardar a maturidade sexual e reduzir a fecundidade dos peixes; altas dosagens podem
levar a esterilidade, reversdo sexual paradoxal e supressdo do crescimento (PANDIAN;
SHEELA, 1995).

Apesar de ter sido demonstrado em estudos especificos que a utilizacdo do
hormdnio ndo resulta no acimulo de residuos nos tecidos dos peixes tratados, ainda ha
preocupacfes quanto a sua liberacdo no ambiente e a reacdo dos consumidores
(BEARDMORE et al., 2001; KARAYUCEL et al., 2003; ZANARDI, et al., 2011).
Essas preocupacdes tém feito com que se busque a melhor qualidade e eficiéncia no
processo, com a diminuicdo dos custos e riscos e, principalmente, com reducdo de
impactos ambientais (PANDIAN; SHEELA, 1995; BARAS et al., 2000).

1.2.5 Inversdo sexual por desreguladores endécrinos

Os mecanismos dos efeitos de desregulacdo endocrina foram classificados por
Sonnenschein e Soto (1998) em os que imitam os efeitos dos hormdnios enddgenos, tais
como estrogenos e androgenos; antagonizam os efeitos normais dos hormonios
enddgenos; alterando o padrdo de sintese e metabolismo de hormdnios naturais; e que
altera receptor de hormonio. Atualmente, a atencdo tem sido focada em compostos que
exercem seus efeitos pela interacdo com o receptor estrogénio (RE) e, assim, sdo
estrogeno-ativo.

A acdo do estrégeno é mediada por pelo menos dois tipos de receptores, 0 REa e
o REB, que sdo membros da familia de receptores nucleares. A ligacéo ativa do RE ao
estrogénio regula a expressdo de genes diretamente pela vinculacdo a um cis-elemento
denominado elemento estrogénio responsivo ou indiretamente pela interagdo com outros
fatores de transcricdo implicados em casos especificos de vias transcricional
(MATTHEWS; GUSTAFSSON, 2003).

A existéncia, em peixes teledsteos, dos dois subtipos de RE (a e B) foi
confirmada em algumas espécies tais como a tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus
(CHANG et al., 1999), dourada, Sparus aurata (SOCORRO et al., 2000.), bagre do
canal, Ictalurus punctatus (XIA et al., 1999, 2000), e no linguado Japonés, Paralichthys
olivaceus (KITANO et al., 2006). Além disso, duas formas de REP foram encontradas
na corvina do Atlantico Micropogonias ondula (HAWKINS et al., 2000) e no peixe-



zebra, Danio rerio (MENUET et al., 2002). No entanto, segundo Kitano et al. (2007), o
papel dos receptores de estrogeno em peixes teledsteos continua por ser esclarecida.

O tamoxifeno € um composto derivado do trifeniletileno, amplamente utilizado no
tratamento de cancer de mama primario e recorrente (CARLSON, 1997), e desde a sua
aprovacao pela Food and Drug Administration (USA) em 1977, tornou-se 0 antiestrogeno
preferido para tratamento para mulheres pés-menopausa (BRYSON; PLOSKER, 1993), é
facilmente absorvido via oral, atingindo niveis plasméaticos maximos 4 a 7h apés a ingestéo.
Este farmaco que possui solubilidade de 0,01% em meio aquoso (BERUBE et al., 2006),
mostra duas fases de eliminacdo tendo a primeira fase uma meia-vida de 7 a 14h, e a
segunda de 4 a 11 dias (GRAHAME-SMITH; ARONSON, 2002).

A acdo farmacéutica do tamoxifeno € a de um antagonista do RE, formando um
complexo relativamente estdvel com o receptor 17 B-estradiol e, assim, reduzir o
namero de receptores disponiveis (JORDAN et al., 1977). Estudos recentes demonstram
que o tamoxifeno também tem propriedades agonisticas do estrogénio, dependendo da
espécie e tecido (OSBORNE et al., 1997). Pela sua acdo multipla, o tamoxifeno é
referido como sendo um modulador do RE (MUELLER; KORACH, 2001). Kawahara e
Yamashita (2000) relataram que a invers@o de sexo causada pela administragédo oral de
17 pB-estradiol em “Medaka” (Oryzias latipes) foi completamente inibida pela
administracdo do tamoxifeno.

Efeitos do tamoxifeno sobre a diferenciacdo do sexo gonadal foram relatados em
aves (KOO et al., 1985) e em répteis (DORIZZI et al., 1991) com determinacéo do sexo
dependente da temperatura. Nos peixes teledsteos, a acdo do tamoxifeno pode variar
dependendo da espécie. Em experimento realizado por Guiguen et al. (1999), os autores
ndo conseguiram promover a inversao sexual da truta (Oncorhynchus mykiss) e tilapia
(Oreochromis niloticus), usando doses de 5 e 20 mg kg™ de ragdo para a truta e
25 mg kg™ de racdo para a tilapia. No linguado japonés, o tamoxifeno foi capaz de
induzir a masculinizagdo de peixes indiferenciados, sendo o efeito do tamoxifeno
dependente da dose e capaz de atuar de forma eficiente nos receptores de estrégeno do
tipo a e B (KITANO et al., 2007).

1.2.5.1 Ecotoxicidade do tamoxifeno

Além do tamoxifeno, grande variedade de compostos quimicos naturais e

sintéticos presentes no ambiente sdo capazes de afetar as vias de sinalizacdo hormonal.
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Industrias como a plastica, de embalagens de alimentos, petréleo, pesticidas, produtos
agricolas e de produtos quimicos produzem substancias que atuam como disruptores
enddcrinos, entre eles destacam-se o0s solventes industriais, detergentes, pesticidas e
fitoesteroides, que sdo capazes de induzir efeitos agonista ou antagonista do estrogeno
no ambiente natural (WITORSCH, 2002).

O tamoxifeno também tem sido proposto para 0 uso como um agente de
promocdo do crescimento na aquicultura (PARK et al., 2003) e, neste contexto,
representaria um risco adicional para 0s organismos aquaticos. Os autores avaliaram a
utilizacdo do tamoxifeno na sobrevivéncia e ganho de peso do bagre Pseudobagrus
fulvidraco, mantidos em aquérios por 60 dias e observou a reducdo nos indices de
sobrevivéncia, e que o farmaco proporcionou maior crescimento e acumulo de lipideo.
Contudo, o cultivo do bagre ndo alcancou o estagio para que pudesse ser avaliado
economicamente.

Durante a década passada, anormalidades no sistema reprodutor masculino de
peixes, répteis e mamiferos tém sido observadas e tém sido sugerido que perturbacoes
quimicas no ambiente podem ser responsaveis pelo aumento na incidéncia de anomalias
reprodutivas (TOPPARI et al., 1996). Estudos mostram que a exposicdo de diversas
espécies animais a um ou mais compostos quimicos estrogénicos € capaz de induzir
uma gama de efeitos adversos como hermafroditismo, hipospadia, criptorquidismo,
reducdo do tamanho normal dos testiculos, comprometimento do funcionamento normal
das células de Leydig, reducdo da qualidade e quantidade de espermatozoides, alteracéo
do ciclo estral, entre outros (LATHERS, 2002; WITORSCH, 2002). Como qualquer
outro medicamento utilizado por humanos, o tamoxifeno pode contaminar o ambiente
aquatico, principalmente em efluentes de esgotos municipais e causar efeitos
ecotoxicoldgicos (HILTON; THOMAS, 2003; ASHTON et al., 2004).
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Il - OBJETIVOS GERAIS

Este estudo foi realizado com o0s seguintes objetivos:

1- avaliar a influéncia do citrato de tamoxifeno na inversao sexual da tilapia do
Nilo e se esse agente pode ser causador de alteracfes na sobrevivéncia das
larvas;

2- avaliar a influéncia da temperatura na inversao sexual da tilapia do Nilo
variedade Supreme, bem como se esse agente fisico pode ser causador de
alterac6es morfoldgicas e de reducao de sobrevivéncia;

3- descrever as gbnadas de alevinos de tilapia do Nilo com 75 dias, utilizando

métodos citoldgicos, estruturais e ultraestruturais.



111 — Avaliacéo da eficiéncia do citrato de tamoxifeno, na inversao sexual de tilapia

do Nilo (Oreochromis niloticus)

RESUMO. O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia do tamoxifeno
na inversdo sexual de larvas de tilapia a partir dos dois dias de vida. Os animais foram
distribuidos em um delineamento experimental de cinco tratamentos e trés repeticOes,
recebendo dietas com diferentes quantidades de tamoxifeno: 0, 25, 50, 75 e 100 mg kg™ de
racdo. Apos 28 dias de tratamento, as larvas restantes em cada tratamento foram contadas e
transferidas para caixas de &gua de 500 L onde receberam dieta contendo 28% de proteina
bruta por 60 dias. Apds este periodo, os alevinos foram sexados pelo método “squash”. A
sobrevivéncia 75,5 + 5,74; 73 + 4,76; 66 £ 11,19; 76,5 £ 4,12; 75 * 3,46% e a porcentagem
média de individuos machos 62,5 £ 5; 70 + 8,1; 60 £+ 8,2; 70 + 0,0; 62,5 + 9,5% para 0s
tratamentos 0, 25, 50, 75 e 100 mg de tamoxifeno kg” de racdo, respectivamente, n&o
apresentaram diferencas estatisticas significativas. O nimero de gbnadas presentes em cada
individuo apresentou reducdo significativa, nos tratamentos com 75 e 100 mg de tamoxifeno
(89,3 £ 0,527 e 79,3 + 0,378%) quando comparado com os tratamentos 0, 25 e 50 mg de
tamoxifeno (98,9 + 1,0; 97,6 + 1,0 e 94,5 £+ 1,0%, respectivamente), a estrutura histoldgica
das gbnadas femininas ndo apresentou diferengas e 0s ovarios em todos os tratamentos
apresentaram ovacitos bem definidos e em varios estadios de maturagéo.

Palavras-chave: receptor de estrogeno, monossexo, desruptor enddcrino.

Evaluation of tamoxifen citrate efficiency on sexual inversion of Nile tilapia

(Oreochromis niloticus)

ABSTRACT. The experiment was conducted to evaluate the influence of tamoxifen on
sexual inversion of Nile tilapia larvae from two days of life, they were divided into an
experimental design of five treatments and three replicates, and fed diets with different
amounts of tamoxifen: 0, 25, 50, 75 and 100 mg kg™ of feed. After 28 days of
treatment, the larvae remaining in each treatment were counted and transferred to water
tanks of 500 liters which were fed with a diet containing 28% crude protein for 60 days.
After this period the fry were sexed by the "squash™. The survival 75.5 + 5.74, 73 +
4.76, 66 £ 11.19, 76.5 £ 4.12, 75 + 3.46 and average percentage of male individuals
62.5+5,70+8.1,60+8.2, 70 + 0.0, 62.5 = 9.5 for treatments 0, 25, 50, 75 and 100 mg

of tamoxifen kg™ diet, respectively, showed no statistically significant differences. The
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number of gonads in each subject experienced a significant reduction in the treatments
with 75 and 100 mg of tamoxifen (89.3 and 79.3 + 0.527 + 0.378) when compared with
treatments 0, 25 and 50 mg of tamoxifen (98, 9 £ 1.0, 97.6 + 1.0 and 94.5 + 1.0,
respectively), the histological structure of female gonads did not differ and ovaries in all
treatments showed well-defined and oocytes at various stages of maturation.

Keywords: estrogen receptor, monosex, endrocrine disruptor.

Introducéo

O cultivo de peixes monossexo € desejavel em diversos sistemas de producgéo
aquicola, sendo que os beneficios de sua utilizacdo incluem a maior taxa de
crescimento, eliminacdo de reproducdo, reducdo do comportamento territorial, reducéo
da variacdo no tamanho de despesca e reducgéo do risco de impacto ambiental resultante
da fuga de espécies exdticas (BEARDMORE et al., 2001).

Atualmente, o0 método mais pratico e eficiente para a obtencdo de populagdes
monossexas de tilapias é pela incorporacéo de hormonios esteroides a racdo, sendo o0 17
a-metiltestosterona 0 mais utilizado (PHELPS; POPMA, 2000). A utilizacdo deste
esteroide na producdo de monossexo de peixes, ja foi questionada no passado. Sobre
isto, Johnstone et al. (1983) afirmaram que seu uso preocupa pelos residuos que podem
permanecer nos peixes tratados e que podem ser transferidos ao consumidor, ou
liberados no ambiente, contudo Zanardi et al. (2011) observaram que em alevinos
tratados 17 a-metiltestosterona, a quantidade deste andrdgeno, 30 dias ap6s o término
do periodo de reversdo, eram semelhantes aos niveis de producdo enddgena.

Na maioria dos vertebrados, os embrides tém gbnada bipotencial que pode evoluir
para um ovario ou testiculo. As génadas de peixes em geral s&o muito instaveis em relacdo
a determinacdo do sexo, uma interacdo gene/ambiente, determina o desenvolvimento sexual
futuro (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002; PIFERRER; GUIGEN, 2008).

A atuacdo dos estrogenos na diferenciacdo ovariana esta firmemente
estabelecida na maioria dos vertebrados, entre os quais: aves (SMITH; SINCLAIR,
2004), répteis (PIEAU; DORIZZI, 2004), anfibios (HAYES, 1998; MIYATA; KUBO,
2000) e peixe (DEVLIN; NAGAHAMA, 2002). Nos peixes, é possivel comprovar a
importancia dos estrégenos pela presenca de enzimas responsaveis pela esteroidogénese
ou pelo estrogeno produzido na época da diferenciacdo sexual (NAKAMURA et al.,

2003; BHANDARI et al., 2006), outra comprovacdo € a constatacdo de que o
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tratamento com estrogeno exodgeno feminiza sexualmente peixes indiferenciados de
diferentes espécies (PIFERRER, 2001).

A agdo do estrogeno ¢ mediada por, pelo menos, dois receptores, denominados o
(REa) e B (REP), que sdo membros da familia de receptores nucleares. A ligacdo entre o
receptor e 0 estrogeno regula a expressdo de genes diretamente, pela sua vinculagao a um cis-
elemento, denominado elemento estrogénio responsivo (EER) ou indiretamente por meio da
interacdo com outros fatores de transcricdo especifica (MATTHEWS; GUSTAFSSON,
2003). Nos peixes teleGsteos, a existéncia de dois subtipos de RE foi confirmada em
Oreochromis niloticus (CHANG et al., 1999); Sparus aurata (SOCORRO et al., 2000);
Ictalurus punctatus (XIA et al., 1999, 2000); Paralichthys olivaceus (KITANO et al., 2006).

O tamoxifeno € composto derivado do trifeniletileno, amplamente utilizado no
tratamento de cancer de mama priméario e recorrente (CARLSON, 1997), sendo
facilmente absorvido via oral, atingindo niveis plasmaticos maximos 4 a 7h apds a
ingestdo. Este farmaco, que possui solubilidade de 0,01% em meio aquoso (BERUBE et
al., 2006), mostra duas fases de eliminacdo tendo a primeira fase uma meia-vida de 7 a
14h, e a segunda de quatro a 11 dias. (GRAHAME-SMITH; ARONSON, 2002).

A acdo farmacéutica do tamoxifeno é a de um antagonista do RE, formando um
complexo relativamente estavel com o receptor 17 B-estradiol e, assim, reduzir o nimero de
receptores disponiveis (JORDAN et al., 1977). Estudos recentes demonstraram que 0
tamoxifeno também tem propriedades agonisticas do estrogénio, dependendo da espécie e
tecido (OSBORNE et al., 1996). Pela sua acdo multipla, o tamoxifeno é referido como
sendo um modulador do RE (MUELLER; KORACH, 2001).

Efeitos do tamoxifeno sobre a diferenciacdo do sexo gonadal foram relatados em
aves (KOO et al., 1985) e em répteis (DORIZZI et al., 1991) com determinacdo do sexo
dependente da temperatura. Nos peixes teledsteos, a acdo do tamoxifeno pode variar
dependendo da espécie, em experimento realizado por Guiguen et al. (1999). Os autores
ndo conseguiram promover a inversdo sexual da truta (Oncorhynchus mykiss) e tilapia
(Oreochromis niloticus), usando doses de 5 e 20 mg kg™ de racéo para a truta e 25 mg kg™
de racdo para a tilapia. No linguado japonés, o tamoxifeno foi capaz de induzir a
masculinizagdo de peixes indiferenciados, sendo o efeito dependente da dose e capaz de
atuar de forma eficiente nos receptores de estrogeno do tipo o e § (KITANO et al., 2007).

Esse experimento avaliou se a inversdao sexual da tilapia do Nilo (O. niloticus)
pode ser obtida pela acdo do citrato de tamoxifeno em diferentes dosagens e periodos de

tratamento.
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Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Reproducédo de Espécies Nativas
da Estacao de Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina (Epuel), no periodo de
09 de junho a 06 de agosto de 2011(duracdo: 59 dias). A qualidade de &gua das
unidades experimentais foi mantida pela sifonagem dos residuos e das fezes e pela
renovagao constante; a temperatura foi mantida a 26,0°C com o auxilio de termostatos e
aquecedores elétricos.

Foram realizadas semanalmente coletas de amostras de &gua, para a avaliacdo
das seguintes varidveis de qualidade de agua: pH (potenciémetro digital), oxigénio
dissolvido (mg L™) e temperatura (°C) (oximetro YSI - Yellow Spring Instruments),
alcalinidade CaCO3 (mg L) (titulagdo) e aménia (mg L™) (colorimétrico), utilizando a
metodologia de Golterman et al. (1978).

As larvas de tilapia do Nilo (O. niloticus), variedade Supreme com dois dias pos-
eclosdo, utilizadas nesse experimento foram provenientes da Piscicultura Aquabel
(Roléandia, Estado do Parand). Apos serem transportadas até a Epuel, as larvas foram
separadas ao acaso em 20 grupos de 50 animais, e distribuidas nas unidades
experimentais, as quais eram constituidas por recipientes plasticos com volume de 40 L.
Apbs um dia de aclimatacdo, as larvas passaram a receber quatro vezes ao dia (“ad
libitum”) as dietas experimentais, contendo 0, 25, 50, 75 e 100 mg de Citrato de
Tamoxifeno por kilograma de racdo com 42% de proteina, o Citrato de Tamoxifeno foi
pesado em balanca de precisdo, macerado em cadinho e diluido em 500 mL de alcool e
sO entdo misturado a racdo. A dieta controle foi preparada misturando-se a 1,0 kg de
racdo e 500 mL de alcool. Ap6s a evaporacdo do alcool, as ragdes que formaram o0s
diferentes tratamentos e controle foram empacotadas e guardadas em um freezer a -4°C.

O crescimento das larvas durante o experimento foi avaliado por meio de
biometrias realizadas, sendo que na biometria inicial uma amostra de 15 individuos foi
retirada ao acaso antes de serem distribuidas nas unidades experimentais. Outras
amostras de cinco individuos foram tomadas no 14° e 28° dias de tratamento. Nas trés
coletas, os animais foram insensibilizados com benzocaina (3 g 100 mL™ de &lcool),
sacrificadas em alcool 70, e armazenados em frascos de vidro identificados por
tratamento. Posteriormente, as larvas foram medidas com o auxilio de um paquimetro
digital, secas em papel toalha e pesadas em balanca analitica. Para o célculo de

sobrevivéncia, as larvas sacrificadas durante as biometrias ndo foram consideradas.
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Apos essa fase, as larvas foram transferidas para caixas d’agua plasticas de 500 L.
A temperatura, durante essa fase, foi mantida em 26°C com o auxilio de um aquecedor.
O manejo alimentar foi realizado duas vezes ao dia, oferecendo-se ragdo comercial com
28% de proteina bruta, até a saciacéo; a cada dois realizou-se a sifonagem dos restos de
alimento e fezes, retirando de cada unidade experimental um volume aproximado de
1.000 mililitros (2,5%) de &gua em cada procedimento.

Ap0s 60 dias, dez individuos de cada repeticdo foram escolhidos aleatoriamente,
anestesiados com o auxilio de benzocaina, sacrificados em solucéo bouin, armazenados
em vidros com identificacdo e, posteriormente, colocados em &lcool 70. Para a anélise
da porcentagem de inversdo sexual, os alevinos tiveram seu peso e medidas tomados
com o auxilio de uma balanca de precisdo e um paquimetro digital. A cavidade
abdominal foi aberta com o auxilio de tesoura e pinca, e as gbnadas avaliadas quanto ao
namero presente em cada animal. Apds a determinacdo do numero de gbnadas
presentes, essas foram retiradas, pesadas e transferidas para uma lamina, onde foram
coradas com acetato-carmim, prensadas com o auxilio de uma laminula (Squash) e
avaliadas em microscopia 6ptica em aumento de 40 vezes.

Foi sacrificada uma amostra de dez individuos de cada tratamento, apds serem
anestesiados com o auxilio de benzocaina, suas gbnadas retiradas e fixadas em solucéo de
Bouin. Ap6s 12h no fixador, as gbnadas foram lavadas em agua e desidratadas em uma
bateria de alcool e diafanizadas em xilol, incluidas em paraplast e cortadas na espessura de 5
pm. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina e observados em microscopia de luz.

Os dados obtidos de sobrevivéncia, porcentagem de machos e nimero de
gbnadas, por apresentarem uma caracterizacdo binaria, em que se verifica a
sobrevivéncia ou a morte, a ocorréncia de machos ou fémeas e a presenca de uma ou de
duas gbnadas, foram submetidos a analises estatisticas utilizando a metodologia de
modelos lineares generalizados, implementado no PROC GENMOD do sistema
computacional SAS. Para as variaveis, considerou-se a distribuigdo binomial com
funcdo ligagdo logit. Ajustou-se uma regressdo logistica da percentagem de
sobrevivéncia e ocorréncia de machos em funcéo das diferentes temperaturas de cultivo.

Para avaliar o ganho em peso dos animais submetidos aos diferentes tratamentos
nesse experimento, os resultados de peso final obtidos na dltima biometria foram

submetidos ao teste de analise de variancia.
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Resultados e discussao

Os resultados obtidos das variadveis fisicas e quimicas da agua, no interior das
unidades experimentais foram: temperatura da agua: 26 + 1,5°C; oxigénio dissolvido
(mg L™): 4,8 +0,5; pH: 6,9 + 0,2; alcalinidade total: 60 mg L™ e ambnia total: < 0,5
ppm. Esses resultados, de acordo com Boyd (1990) e Popma e Lovshin (1996), estdo
dentro do considerado como sendo o recomendado para a aquicultura e na faixa de
conforto para a espécie estudada.

Na biometria inicial, os individuos amostrados apresentavam o0s seguintes
valores médios de peso e comprimento total: 0,00134 + 0,00029 g e 10,542 + 0,41 mm,
respectivamente. Os dados, avaliados estatisticamente, ndo apresentaram diferenca,
demonstrando um grupo homogéneo. Bombardelli e Hayashi (2005), apds testarem a
inversdo sexual de Oreochromis niloticus utilizando banhos de imersdo com 17 a-
metiltestosterona, em larvas que mediam de 9,10 a 13,30 mm, obtiveram melhores
resultados de masculinizacdo utilizando larvas de 13,30 mm, sugerindo que esse
tamanho pode ser considerado como inicio do periodo ontogénico de maior
sensibilidade a agdo hormonal, nessa espécie.

As médias de ganho em peso obtidas nas biometrias das larvas de tilapia do Nilo
submetidas aos diferentes tratamentos foram utilizadas na curva de ganho em peso
(Figura 1).
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Figura 1. Curva de ganho em peso de larvas de tilapia do Nilo variedade Supreme,
submetidas a tratamentos com dietas contendo diferentes quantidades de citrato de

tamoxifeno (0, 25, 50, 75 e 100 mg kg™ de ragdo), por um periodo de 28 dias.
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Os valores de peso final das larvas submetidas aos tratamentos 0, 25, 50, 75 e
100 mg de citrato de tamoxifeno kg™ de racéo foram, respectivamente, 0,121 + 0,0300;
0,144 + 0,038; 0,173 = 0,0402; 0,112 = 0,040 e 0,178 £ 0,061 g e ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas. O coeficiente de variagdo de 57,15% demonstra
crescimento heterogéneo, e segundo Volpato et al. (1989), o crescimento heterogéneo
entre larvas e alevinos de tilapia, € uma caracteristica comum e esta relacionada ao
estabelecimento de hierarquias entre 0s peixes.

Os valores encontrados para sobrevivéncia foram 75,5 + 5,74; 73 £ 4,76; 66 +
11,19; 76,5 £ 4,12; 75 + 3,46% para os tratamentos 0, 25, 50, 75 e 100 mg de citrato de
tamoxifeno kg” de racdo respectivamente. A anélise estatistica demonstrou ndo haver
diferencas estatisticas entre as médias da porcentagem nesse experimento, as quais S&o
menores que as obtidas por Hines e Watts (1995) que encontraram valores de sobrevivéncia
entre 84 a 90% de larvas de tildpia (O. niloticus x O. aureus) alimentadas com dietas
contendo tamoxifeno, os autores ainda relatam que ndo encontraram diferencas
significativas de sobrevivéncia. Segundo Cruz e Mair (1994), a sobrevivéncia esta
relacionada a fatores sociais de dominancia ja que individuos dominantes dentro de uma
populacdo podem consumir mais alimentos e crescer mais rapido, deixando menos alimento
para os individuos submissos que tém menor crescimento e que, portanto se tornam
vulneraveis ao canibalismo e a morte por inanicao.

As médias de sobrevivéncia obtidas nesse experimento variaram entre 66 *
11,19 a 76,5 + 4,12%, os quais estdo proximos aos considerados ideais por Popma e
Green (1990) para larvas com 28 dias mantidas em ambientes externos, que segundo 0s
autores varia entre 70 a 90%, contudo este experimento foi realizado em condicdes
controladas em tanques internos e, segundo Phelps e Popma (2000), a inversdo sexual
guando realizada em tanques internos apresentam mortalidade maior do que em tanques
ao ar livre. Popma (1987) relatou uma taxa de apenas 40% de sobrevivéncia quando O.
niloticus foi submetida a inversdo de sexo em tanques internos, resultado menor que 0s
obtidos nesse experimento.

Os resultados de inverséo sexual: 62,5 = 5; 70 + 8,1; 60 + 8,2; 70 £ 0,0; 62,5 £ 9,5%
para 0s tratamentos 0, 25, 50, 75 e 100 mg de citrato de tamoxifeno kg” racdo,
respectivamente, ndo apresentaram diferencas estatisticas (p < 0,05), o que difere dos
resultados obtidos por Hines e Watts (1995) que estudando a acdo de substancias ndo-

esteroides (citrato de tamoxifeno) na inversdo sexual de hibridos de tilapia (Oreochromis
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niloticus x O. aureus), obtiveram resultados que variaram de 66 a 100% de inverséo sexual
das larvas alimentadas com 5 a 100 mg kg™ de tamoxifeno presente na dieta.

A acdo do tamoxifeno, segundo Nagahama (2005), é a de antagonista do
receptor de estrogeno em fémeas genéticas e, portanto altera o fendtipo fémea para
macho, o que reforca a ideia de que o estrégeno enddgeno e seus receptores tém papel
importante na diferenciacdo dos ovérios de tilapia. Contudo, nesse experimento, o
tamoxifeno ndo foi efetivo na inversao sexual de tilapias.

Experimentos realizados por Guiguen et al. (1999) também ndo obtiveram
resultados positivos na inversao sexual de Trutas (Oncorhynchus mykiss) utilizando 5 e
20 mg de tamoxifeno por kilograma de racdo e também na Tilapia (Oreochromis
niloticus) na quantidade de 25 mg kg™ de racdo. Os autores, ainda, sugerem que a
possivel explicacdo para a falta de resultados pode ser por um efeito agonista do
tamoxifeno, uma vez que quando formado o complexo tamoxifeno-receptor de
estrdgeno, o receptor pode permanecer parcialmente ativo e, portanto, capaz de
transmitir tanto os efeitos estrogénicos como os antiestrogénicos (JORDAN, 1977).
Esse efeito estrogénico foi comprovado por Navarro-Martin et al. (2009) que em
estudos realizados com Dicentrarchus labrax alimentados com dietas, contendo 100 mg
citrato de tamoxifeno, obtiveram 100% de fémeas.

A quantidade de gdnadas pares presentes em cada animal nos tratamentos que
utilizaram 75 e 100 mg de citrato de tamoxifeno kg™ de racio (89,3 + 0,527 e 79,3 +
0,378%) sofreu reducéo significativa quando comparada aos tratamentos 0, 25 e 50 mg
(98,9+£1,0;97,6 £1,0e 94,5+ 1,0%, respectivamente) (Figura 2).
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Figura 2. Curva e reta de regressdo do numero de gbnadas pares observadas em
alevinos de tildpia do Nilo submetidas a dietas contendo diferentes quantidades de

citrato de tamoxifeno na dieta.
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Segundo Hines e Watts (1995), o uso de altas dosagens (acima de 150 mg) de
citrato de tamoxifeno, influéncia o desenvolvimento das gbnadas, aumentando a
incidéncia de anormalidades, e também causando problemas na formacdo Ossea do
animal.

O citrato de tamoxifeno é considerado um desregulador enddcrino, que atua
ligando-se a receptores de estrégeno nas células do ovério e do cérebro, competindo ou
mimetizando a acdo do horménio estrogénio, estimulando a acdo (agonista) ou
bloqueando e reduzindo a acédo do efeito bioldgico (antagonista), e, segundo Sharpe et
al. (2004), este processo pode desregular a sintese hormonal, transporte e metabolismo,
resultando em mudancas organizacional e funcional do drgdo alvo. Neste experimento,
apesar de haver uma reducdo significativa no nimero de gbnadas presentes nos
individuos do tratamento com 75 e 100 mg de citrato de tamoxifeno kg™ de racdo, a
andlise dos cortes histologicos (Figura 3) demonstrou ndo haver alteragdes estruturais na
histologia nos ovarios nos diferentes tratamentos, 0s quais apresentavam ovacitos em
diferentes estaddios de maturacdo com nucleos e citoplasma evidentes demonstrando

desenvolvimento normal.
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Figura 3. Micrografias de gbnadas de tilapia do Nilo, coradas com hematoxilina-eosina
e observadas em aumento de 40 vezes, submetidas a diferentes dietas contendo citrato
de tamoxifeno. Os ovarios apresentam ovoécitos normais em diferentes estadios de

maturacao.
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Concluséao

Pelos resultados obtidos neste experimento, pode-se concluir que o Citrato de
tamoxifeno ndo promoveu a inversdo sexual de tilapias. A reducdo do ndmero de
gbnadas em individuos submetidos aos tratamentos com 75 e 100 mg de citrato de
tamoxifeno aponta para a possibilidade do farmaco ser utilizado na produgdo de animais
estéreis, 0 que sugere a realizacdo de novos estudos que possam esclarecer essa

possibilidade.
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IV — Efeito de diferentes temperaturas na inversdo sexual de tildpias do Nilo
(Oreochromis niloticus)

RESUMO. Atualmente, o cultivo de tilapia depende da producdo de populagdes de
machos monossexo, obtidas com esteroides. Este experimento avaliou os efeitos da
temperatura 28, 30, 32 e 34°C e do controle (28°C + raco acrescida de 60 mg kg™ de 17
a-metiltestosterona) na inversdo sexual, sobrevivéncia e presenca de deformidades na
tilapia do Nilo. Os resultados demonstraram diferenca estatistica entre a propor¢édo de
machos, sendo que a temperatura de 32 e 34°C e controle (91 £ 0,71; 96 £ 0,59 ¢ 98 +
1,0%, respectivamente) apresentaram resultados superiores aos obtidos para o0s
tratamentos 28 e 30°C (71 £ 0,29 e 82 + 0,33%). A sobrevivéncia: 90,49 + 2,32; 88,20 +
2,04; 85,43 £ 1,58; 82,16 + 1,63 e 90,74 + 2,28% para as temperaturas 28, 30, 32 e
34°C, respectivamente, ndo apresentou diferencas estatisticas, mas houve diferencas na
sobrevivéncia entre o controle e os tratamentos 32 e 34°C. Na analise das radiografias
ndo foi possivel observar presenca de alteracdes morfoldgicas nos peixes submetidos
aos diferentes tratamentos. Com esse experimento, concluiu-se que as temperaturas de
32 e 34°C foram capazes de masculinizar larvas geneticamente fémeas, e que ndo houve
incremento na mortalidade e na presenca de deformidades que possam ser atribuidas aos
tratamentos. Essa técnica é uma alternativa para a utilizacdo de hormonios esteroides.

Palavras-chave: sobrevivéncia, alteracdes morfoldgicas.

Evaluation of different temperatures on sexual inversion of Nile tilapia

(Oreochromis niloticus)

ABSTRACT. Currently the cultivation of tilapia production depends on the population
of males monosex obtained with steroids. This experiment evaluated the effects of
temperatures 28, 30, 32 and 34°C and control (28°C + diet plus 60 mg of 17 a-
methyltestosterone) on sexual inversion, survival and deformities presence in Nile
tilapia. The results showed a statistical difference between the proportion of males, with
temperatures of 32 and 34°C and control (91 £ 0.71; 96, = 0.59 and 98.33 + 1.0%,
respectively) showed better results than those obtained for treatments 28 and 30°C (71
and 82 + 0.29 £ 0.33%). Survival: 90.49 + 2.32, 88.20 + 2.04, 85.43 + 1.58, 82.16 +
1.63 and 90.74 + 2.28% for temperatures 28, 30, 32 and 34°C, respectively, showed no

statistical differences, but there were differences in survival between the control and
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treatments 32 and 34°C. In the analysis of radiographs was not possible to observe the
presence of morphological changes in fish subjected to different treatments. With this
experiment it was concluded that at temperatures of 32 and 34°C larvae were able to
genetically masculinizing females, and that there was no increase in mortality and in the
deformities presence that can be attributed to treatment. This technique is an alternative
to the use of steroid hormones.

Keywords: survival, morphological changes.

Introducéo

O cultivo de peixes em tanques e viveiros vem tornando-se uma atividade
econémica de grande importancia para a producéo de proteina animal. A tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), depois das carpas, é a espécie de agua doce mais utilizada nos
cultivos comerciais, principalmente por sua rusticidade, rapido crescimento, carne de
6tima qualidade e boa aceitacdo pelo mercado de lazer (pesque-pague), e alimenticio
(frigorificos) pelas qualidades nutritivas e organolépticas do seu file (MEURER et al.,
2000; MEURER et al., 2002; MEURER et al., 2003; BORGES et al., 2005).

Por outro lado, as caracteristicas reprodutivas da tilapia do Nilo, como alta
capacidade de reproducdo, maturidade sexual precoce, fecundidade relativamente
elevada e desova frequente, tém gerado um dos principais problemas encontrados pelos
criadores de tilapias, que €é a superpopulacdo dentro dos viveiros de cultivo,
prejudicando a taxa de crescimento dos individuos (POPMA; GREEN, 1990; BORGES,
2002).

O cultivo racional da tilapia tem como uma das suas prioridades, a inversdo
sexual de fémeas genéticas para machos fenotipicos 0s quais possuem crescimento mais
rapido, e também evita problemas provenientes da reproducdo e seus gastos energéticos
(MEURER et al., 2005). O metodo mais comum para a criagdo de populacbes
monossexo € a inversdo sexual de larvas com a utilizagdo de ragdes contendo horménios
esteroides sexuais sintéticos (POPMA; GREEN, 1990). Entre o0s hormdnios
pesquisados, o androgeno sintético 17 a-metiltestosterona tem sido bastante empregado
no processo de reversdo sexual, por apresentar a vantagem de ser facilmente excretado
logo ap6s o periodo do tratamento hormonal (POPMA; GREEN, 1990; ROTHBARD et
al., 1990; CURTIS et al., 1991; PHELPS; POPMA, 2000).
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A influéncia da temperatura na inversdo do sexo de peixes foi inicialmente
demonstrada em estudos sobre o peixe rei Menidia menidia, por Conover e Kynard
(1981) que demonstraram um periodo termossensivel durante a ontogénese. Estudos
mais recentes (BARAS et al., 2000; WANG; TSAI, 2000; BARAS et al., 2001; BARAS
et al., 2002; KARAYUCEL et al., 2003; BORGES, 2005; BEZAULT et al., 2007;
WESSELS; HORSTGEN-SCHWARK, 2007; AZAZA et al., 2008; ANGIENDA, et al.,
2010; WESSELS et al., 2011) confirmam essa caracteristica em diferentes espécies de
tilapia, que apresentam desvios significativos na proporcdo de fendtipos masculinos
quando submetidos a temperaturas altas na fase inicial de desenvolvimento, quando o
sexo fenotipico do individuo ainda ndo se desenvolveu. Este experimento buscou
avaliar a influéncia da temperatura no percentual de machos, sobrevivéncia e presenca
de deformidade, de larvas de tilapia do Nilo (O. niloticus) mantidas durante o periodo

de diferenciacdo sexual em temperaturas de 28, 30, 32 e 34°C.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério da Estacdo de Piscicultura da
Universidade Estadual de Londrina (Epuel), no periodo de 05 de abril a 03 de maio de
2011 (duracdo: 28 dias). As larvas de tilapia da variedade Supreme, com 48h poés-
eclosdo, utilizadas nesse experimento, foram obtidas junto a empresa Adquabel
(Rolandia, Estado do Parand). As 1.200 larvas transportadas em saco plastico foram
distribuidas em 30 grupos de 40 individuos escolhidos ao acaso. Cada grupo foi
transferido para uma unidade experimental, preparada com a utilizacdo de garrafas pets
com volume de 2 L, que tiveram o fundo retirado para facilitar o manejo alimentar; a
tampa foi substituida por um pedaco de tela pléastica “mosquiteiro” e a regido mediana
foi perfurada para facilitar a troca de agua com o0 meio externo.

De um total de 30 unidades experimentais, 24 foram montadas no interior de
quatro  incubadoras do tipo Woynarovich de 220 L (6 unidades
experimentais/incubadora). Ap6s um periodo de adaptacdo de 24h, a temperatura das
incubadoras foram acrescidas em 2°C a cada dia, com a ajuda de aquecedores e
termostatos elétricos, até atingir as temperaturas propostas para 0 experimento que
foram 28, 30, 32 e 34°C, a racdo oferecida para a larvas nesses tratamentos continha
48% de proteina bruta. Uma quinta incubadora de 220 L, foi utilizada como controle

onde seis unidades experimentais foram mantidas a temperatura de 28°C recebendo
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dieta com 60 mg de 17 a-metiltestosterona por kilograma de racdo com 48% de proteina
bruta. A renovacgdo de dgua nas incubadoras utilizadas no experimento foi constante e
ajustada a manutencéo da temperatura proposta em cada uma.

O crescimento das larvas durante o experimento foi avaliado por meio de
biometrias. Na fase inicial, uma amostra de 15 individuos foi retirada ao acaso antes das
larvas serem distribuidas nas unidades experimentais. Outras amostras de cinco
individuos de cada repeticdo foram tomadas a cada 14 dias (14 e 28 dias). Nas trés
coletas, os animais foram insensibilizados com benzocaina (3 g 100 mL™ de alcool),
sacrificados em &lcool 70, e armazenados em frascos de vidro identificados por
tratamento. Posteriormente, as larvas foram entdo medidas com o auxilio de um
paquimetro digital, secas em papel toalha e pesadas em balanca analitica, a média dos
pesos obtidos em cada biometria foi utilizada para calcular a curva de ganho em peso.
Para o calculo de sobrevivéncia, as larvas sacrificadas durante as biometrias ndo foram
consideradas.

Apds o 28° dia de tratamento a etapa de inversdo sexual foi encerada e as larvas
transferidas para caixas d’agua plasticas de 500 L. A temperatura, durante essa fase, foi
mantida em 27°C com o auxilio de um aquecedor elétrico. O manejo alimentar foi
realizado duas vezes ao dia, oferecendo-se ragdo comercial com 28% de proteina bruta,
até a saciacdo. A renovacdo da agua foi constante e a cada dois dias foi realizada a
sinfonagem dos restos de alimento e fezes. Apo6s 60 dias de cultivo, dez individuos de
cada repeticdo foram retirados aleatoriamente, anestesiados com o auxilio de
benzocaina, sacrificados em solucdo bouin e armazenados em vidros identificados.

Para a analise da porcentagem de inversdo sexual, os alevinos tiveram sua
cavidade abdominal aberta com o auxilio de tesoura e pinga. As suas gonadas foram
retiradas e transferidas para uma lamina, onde foram coradas com acetato-carmim,
prensadas com o auxilio de uma laminula (Squash) e avaliadas em microscopia Optica
em aumento de 40 vezes.

Para a avaliacdo de possiveis alteragdes morfologicas, uma segunda amostra de
dez individuos de cada tratamento foi sacrificada, medida com auxilio de paquimetro
digital e examinadas por meio de radiografias (adaptado de ALMEIDA, 2003) em
equipamento radiolégico General Eletric® modelo 1000 utilizando-se filmes Kodak®
com area de 18X24 cm, a distancia focal foi de 60 cm e o equipamento calibrado em 10
mA e 45 KV, os peixes foram distribuidos sobre o chassi radiologico na posicéo lateral.

Para a avaliacdo do desvio de coluna, duas linhas foram tracadas sobre a imagem da
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radiografia; uma ligando a parte inicial da coluna vertebral (préximo a cabeca) a parte
final da coluna e a segunda ligando a extremidade posterior da primeira linha ao ponto
mais distante da curvatura da coluna. Os animais foram considerados como portador de
desvio na coluna vertebral em que o angulo formado entre as duas linhas foi superior a
15°. Também foi observado se houve a presenca de alteracbes na forma dos ossos da
cabeca e opérculo.

A qualidade de &gua foi avaliada semanalmente para as seguintes variaveis: pH
(potenciémetro digital), oxigénio dissolvido (mg L™) (oximetro YSI - Yellow Spring
Instruments), alcalinidade CaCO3 (mg L™) e aménia (mg L™), utilizando a metodologia
de Golterman et al. (1978).

Os dados obtidos de sobrevivéncia e porcentagem de machos por apresentarem a
caracterizacdo binaria, em que se verifica a sobrevivéncia ou a morte e a ocorréncia de
machos ou fémeas, foram submetidas a analises estatisticas utilizando a metodologia de
modelos lineares generalizados, implementado no PROC GENMOD do sistema
computacional SAS. Para ambas as variaveis, considerou-se a distribuicdo binomial
com funcdo ligacdo logit. Ajustou-se uma regressdo logistica da percentagem de
sobrevivéncia e ocorréncia de machos em fungéo das diferentes temperaturas de cultivo.
Comparou-se 0 tratamento controle (de 28°C recebendo dieta com 60 mg de 17 a-
metiltestosterona por kilograma de ragdo) com aqueles em que variou as temperaturas.

Para avaliar o ganho em peso dos animais submetidos aos diferentes tratamentos
nesse experimento, os resultados de peso final obtidos na Gltima biometria foram

submetidos ao teste de analise de variancia.
Resultados e discussao

Os resultados obtidos das varidveis fisicas e quimicas da agua, no interior das
unidades experimentais foram: oxigénio dissolvido (mg L™): 4,4 + 0,8; pH: 6,8 + 0,2;
alcalinidade total: 60 mg L™ e amonia total: < 0,5 ppm. A temperatura manteve-se
dentro das faixas propostas para os tratamentos 28, controle (28 + 60 mg de 17 a-
metiltestosterona), 30, 32 e 34°C e os valores médios foram de 28,06 + 0,24; 28,10 +
0,28; 30,60 + 2,33; 32 + 0,61 e 34,44 + 0,26, respectivamente. Os resultados de
oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade total e aménia total observados nesse experimento
encontram-se dentro da faixa do recomendada por Boyd (1990) e Popma e Lovshin

(1996), contudo a temperatura, nos tratamentos com 30, 32 e 34°C, é considerada acima
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da recomendada pelos autores, o que pode influenciar a qualidade do cultivo e na
sobrevivéncia das larvas.

As curvas de ganho em peso podem ser observadas na Figura 1, as quais se
comportam de modo similar nos diferentes tratamentos durante o experimento. As
médias finais, obtidas na ultima biometria, de peso final para os tratamentos 28,
controle, 30, 32 e 34°C foram, respectivamente, 0,109 + 0,029; 0,1344 + 0,0456;
0,1024 £ 0,0357; 0,0912 + 0,0291 e 0,1138 + 0,0697, e a analise estatistica dos
resultados demonstraram ndo haver diferencas entre os pesos obtidos na ultima
biometria. Esses resultados diferem dos obtidos por Baras et al. (2001) que afirmaram
que a exposicdo de larvas de tilapia do Nilo a temperaturas masculinizantes, pode
diminuir significativamente as taxas de crescimento quando comparadas com
temperaturas normais de cultivo. Essa reducdo de crescimento é explicada por
Schimittou (1993) ao afirmar que peixes como a tilapia do Nilo reduzem o consumo ou
mesmo cessam a alimentacdo com a variagdo da temperatura da agua para além da sua

faixa ideal.

Curva de ganho em peso
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Figura 1. Curva de ganho em peso das larvas de tilapia do Nilo mantidas em diferentes
temperaturas: 28, 30, 32 e 34°C e alimentadas com ragdo contendo 60 mg kg™ de 17 a-
metiltestosterona, por um periodo de 28 dias.

Os dados de ganho em peso ao serem analisados demonstraram ndo haver
diferenga estatistica significativa. Esses resultados, no entanto, séo diferentes dos
obtidos por Dias-Koberstein et al. (2007) que observaram diferencas significativas no
ganho em peso de larvas alimentadas com dietas contendo 17 o-metiltestosterona.

Segundo Rinchard et al. (1999), o efeito anabdlico deste esteroide é dependente de
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varios fatores, como estagio de desenvolvimento, tempo de administracdo do hormdnio,
método de aplicacdo, temperatura e fatores dietéticos.

Os resultados médios de porcentagem de individuos machos dentro de cada
tratamento em que se testaram diferentes temperaturas 28, 30, 32, 34°C foram,
respectivamente, 71 £ 0,29; 82 + 0,33; 91 £ 0,71 e 96 + 0,59%, e o controle resultou em
98,33 + 1,0% de individuos machos. A analise de regresséo logistica indicou que com o
aumento da temperatura houve aumento na porcentagem de machos (Figura 2). A
comparacdo das médias obtidas pela analise estatistica demonstrou nao haver diferenca
significativa entre os tratamentos 28 e 30°C e entre os tratamentos 32 e 34°C, no entanto
quando as médias dos tratamentos 28 e 30 foram comparadas com os 32, 34 e controle +
17 a-metiltestosterona, ha diferenca estatistica significativa (p < 0,05).

Ponts d eressc0 =exp(.555.0 895 empr . CLemp2Y L4600 5330 895emp+0.021+tmpr2)

R%0.94719
0.98

0.96

8 0.90

m de individuos mach

g 0.80

28 30 32 34

Tratamentos

Figura 2. Reta e equagdo da regresséo linear da inversdo sexual de alevinos de tilapia

do Nilo induzidos por diferentes temperaturas.

Os resultados obtidos com a tilapia do Nilo variedade Supreme demonstram
haver um comportamento quadratico (P < 0,05) entre 0 maior numero de individuos
machos e 0 aumento da temperatura, com nivel para melhor desempenho em
temperatura de 32 e 34°C, confirmando os resultados ja obtidos por diversos autores em
estudos prévios para outras linhagens de tilapia do Nilo (BAROILLER et al., 1995;
LIKONGWE et al., 1996; ABUCAY et al., 1999; BARAS et al., 2001; KARAYUCEL
et al., 2003; BORGES, 2005; BEZAULT et al., 2007, WESSELS; HORSTGEN-
SCHWARK, 2007; AZAZA et al., 2008; ROUGEOT et al., 2008; ANGIENDA et al.,
2010; WESSELS et al., 2011), bem como para outras espécies de tilapias (DESPREZ;
MELARD, 1998; BARAS et al., 2000; WANG; TSAI, 2000; BARAS et al., 2002).
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O aumento na propor¢do de individuos machos, observado em tildpia do Nilo
submetidas a temperatura alta, segundo Abucay et al. (1999), deve-se provavelmente a
um efeito sobre a estrutura ou a acdo de um ou mais hormdénios que agem na
diferenciacdo sexual. Wang e Tsai (2000) afirmaram que a determinacdo do sexo em
peixes é baseada na concorréncia entre a 5 a-reductase e a P450 aromatase pelo
substrato andrdégeno no cérebro e nas gbnadas indiferenciadas, sendo que as
temperaturas que determinam o sexo feminino podem promover aumento na producéo
de receptores de aromatase e/ou estrogénio que, por sua vez, promovem O
desenvolvimento do sexo feminino. Por outro lado, a determinagdo do sexo masculino
pela temperatura, deve-se ao aumento na producdo de redutase e/ou receptor de
androgeno.

Algumas variedades de tilapia, segundo Abucay et al. (1999) e Baras et al.
(2001), sdo mais susceptiveis aos efeitos da temperatura na propor¢do de macho, do que
outras variedades. Esses autores relataram resultados em que a razdo sexual de
progénies, de diferentes reprodutores, criados em 35°C variou entre 51 a 90%.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Baroiller et al. (1995) ao relatar
que reprodutores da mesma variedade poderiam resultar em progénies que seriam pouco
ou muito pouco sensiveis a temperatura. Essa discrepancia entre os resultados obtidos
dentro de uma mesma variedade de tilapias, segundo Baras et al. (2001), pode ser
atribuida a heterogeneidade das linhagens avaliadas, sendo que quanto maior heterose,
maior a variagdo na propor¢ao dos sexos.

Neste experimento, as porcentagens de macho obtidos nos diferentes tratamentos
ndo foram discrepantes, demonstrado haver baixo grau de heterose. Esta afirmacdo é
comprovada por Baroiller et al. (1995) que indicam as linhagens Chitralada e a Boauké,
como possuindo maior sensibilidade aos tratamentos com temperatura. Borges et al.
(2005) postularam que essas duas linhagens representam as melhores opc¢des para o
desenvolvimento da tecnologia de producéo de populagdes monossexo macho por meio
da temperatura.

Os valores médios de sobrevivéncia foram 90,49 + 2,32; 88,20 £ 2,04; 85,43 *
1,58 e 82,16 = 1,63% para os tratamentos 28, 30, 32 e 34, respectivamente, e 90,74 +
2,28% para o controle. Em estudo realizado por Rougeot et al. (2008), os autores
observaram que a temperatura acima de 35°C, durante o periodo de diferenciacéo sexual
das larvas de tilapia do Nilo, diminuiu drasticamente as taxas de sobrevivéncia dos

alevinos. No presente experimento, a maior temperatura foi 34°C e a taxa de
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sobrevivéncia ndo apresentou diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos
com temperatura 28, 30, 32 e 34°C, mas houve diferenca entre o controle e os
tratamentos 32 e 34°C. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Desprez e
Mélard (1998), que também obtiveram taxas de sobrevivéncia semelhantes de larvas de
tilapia azul (O. aureus), mantidas em temperaturas de 34 e 27°C (controle). Wessels et
al. (2011) afirmam que larvas com mais de 15h pos-fertilizacdo sdo mais resistentes ao
processo de inversdo sexual utilizando temperaturas altas, do que larvas com menos de
12h pdés-fertilizacdo. Essa afirmacdo contribui para esclarecer a auséncia de diferenca
estatistica na sobrevivéncia das larvas submetidas as temperaturas de 28, 30, 32 e 34°C
neste experimento, uma vez que as larvas utilizadas apresentavam mais de 48h de vida
guando foram submetidas a temperaturas mais elevadas.

As radiografias dos alevinos de tilapia do Nilo submetidas aos diferentes
tratamentos de temperatura mediram 51,8 + 11,6 mm, e neste experimento nao
apresentaram deformidades estruturais na coluna vertebral, costelas, 0ssos do cranio,

mandibula, maxila e opérculos (Figura 3).

Figura 3. Radiografias de alevinos de tilapia, medindo 51,8 + 11,6 mm submetidos aos

diferentes tratamentos nas temperaturas 28, 30, 32, 34°C e do controle (28B).

Em experimento realizado por Wang e Tsai (2000), foi observado que quando
larvas de tilapia (O. mossambicus) com zero a cinco dias de idades foram expostas a
temperaturas entre 28 a 32°C, houve aumento na propor¢do de individuos que
apresentam deformidades, enquanto que temperaturas em torno de 20°C nédo teve
influéncia nessa proporc¢do. Graham e Hop (1995) também encontraram maior numero
de deformidades em larvas de bacalhau quando foram expostas a temperaturas mais

altas. Wang e Tsai (2000) também afirmaram que os mecanismos pelos quais
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temperaturas elevadas induzem a deformidade de teledsteos ainda nédo € clara e precisa

ser mais investigada.

Concluséao

Este experimento permitiu concluir que as temperaturas de 32 e 34°C foram
eficientes em promover a inversdo sexual de larvas de tilapia do Nilo, variedade
Supreme, sem provocar alteragdes morfoldgicas, sugerindo que a temperatura pode ser
uma alternativa para a substituicdo do hormoénio 17 a-metiltestosterona, utilizado

durante o processo de inversdo sexual.
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V — Utilizagao de diferentes técnicas: citologica, estrutural e ultraestrutural na

descricdo de gbnadas de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)

RESUMO. Este estudo foi realizado com objetivo de descrever gonadas de alevinos de
tilapia do Nilo (Supreme) com 75 dias de idade, utilizando como ferramenta as técnicas:
citoldgica, estrutural e ultraestrutural. Na técnica citoldgica, as génadas coradas com
acetato carmim foram prensadas entre lamina e laminula e observadas em microscopia
de luz. Para a preparacdo estrutural, as gbnadas apds processamento, foram cortadas em
micrétomo na espessura de 5 pm, coradas com hematoxilina-eosina e observadas em
microscopia de luz. No método ultraestrutural, gbnadas foram fotodocumentadas em
microscopio eletrdnico de varredura FEI QUANTA 200. As preparacfes citoldgicas e
estruturais dos ovarios permitiram a visualiza¢do de ovdcitos, seus limites celulares, o0s
nacleos e nucléolos associados. Nos machos, a preparacdo citolégica ndo permitiu a
identificacdo clara das estruturas, mas na preparacdo estrutural dos testiculos foi
possivel visualizar cistos espermaticos, células de sertoli e o inicio da formacdo de
tubulos seminiferos. A microscopia eletrbnica de varredura, utilizada para a
visualizacdo de superficie permitiu, ap6s a fratura das gdnadas, observar estruturas
internas, tais como espermatogdnias, ovoécitos e fibras de colageno. Os resultados
obtidos demonstraram que as trés técnicas foram eficientes na distingdo do sexo do
individuo, permitindo a observacdo e a comparacdo das estruturas presentes nas
gbnadas.

Palavras-chave: microscopia eletronica; microscopia de luz; sexagem.

Use of different techniques: cytological, structural and ultra structural in the

gonads description of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT. This study intended to describe gonads of Nile tilapia fingerlings
(Supreme) with 75 days of age, using as a tool cytological techniques, structural and
ultrastructural. Cytological technique gonads were stained with carmine acetate pressed
between slide and coverslip and observed under light microscopy. To structural prepare
gonads, after processing, were cut in microtome at thickness of 5um, stained with
hematoxylin-eosin and observed under light microscopy. At the ultrastructural method,
gonads were photo documented in a scanning electron microscope FEI QUANTA 200.

The structural and cytological preparations allowed the visualization of the ovaries of
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oocytes, cell boundaries, nuclei and nucleoli associated. In males the cytologic
preparations did not allow a clear identification of the structures, but in preparing
structural testicular sperm was possible to visualize cysts, Sertoli cells and the
beginning of the formation of seminiferous tubules. The scanning electron microscopy,
used to visualize surface allowed, after the fracture of the gonads, to observe internal
structure, such as spermatogonia, oocytes and collagen fibers. The results showed that
all three techniques were efficient in distinguishing the sex of the individual, allowing
observation and comparison of the structures present in the gonads.

Keywords: electron microscopy, light microscopy, sexing.

Introducéo

O sucesso reprodutivo de animais adultos de qualquer espécie depende do
desenvolvimento normal das gbnadas que se inicia nos primeiros estagios de formacédo
do embrido e envolve o processo de diferenciacdo sexual, que nos invertebrados
inferiores € um processo muito instavel de alta plasticidade fenotipica, sendo a
determinacdo do sexo em peixes controlada principalmente por fatores genéticos, mas
também fortemente influenciada por fatores ambientais (BLAZQUEZ et al., 1998,
DEVLIN; NAGAHAMA, 2002; STRUSSMANN; NAKAMURA, 2002).

A precocidade sexual é desejavel na producdo em escala de individuos jovens,
contudo é um complicador para o cultivo da tilapia do Nilo, pois as fémeas ainda jovens
com peso proximo a 30 g podem iniciar sua vida reprodutiva (WASSERMANN;
AFONSO, 2002). A capacidade reprodutiva acentuada e precoce é um dos principais
entraves no processo de engorda e producdo de individuos adultos para abate,
justificando a adocao de técnicas de cultivo monossexo masculino (GALE et al., 1999;
DAN; LITTLE, 2000). Segundo Wassermann e Afonso (2002), apesar do
desenvolvimento e difusdo de novas tecnologias de inversdo sexual em peixes, ainda
faltam meios eficazes na avaliacdo da qualidade destas novas técnicas.

A eficiéncia do processo de inversdo sexual pode ser avaliada utilizando-se
técnicas de preparagdo histoldgica das gonadas (CARVALHO; FORESTI, 1996;
PALLER; GUERRERO Ill, 2001), ou por métodos citologicos, nos quais as génadas
coradas com acetato carmim sdo prensadas entre uma lamina e uma laminula. Esse
método desenvolvido por Guerrero e Shelton (1974) foi validado para a tilapia do Nilo

por Wassermann e Afonso (2002). Varios trabalhos foram realizados utilizando o
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método de sexagem corando-se as gbnadas das tildpias com acetato carmim
(GUERRERO; SHELTON, 1974, WASSERMANN; AFONSO, 2002;
BOMBARDELLLI et al., 2004; TACHIBANA et al., 2004; NEUMANN, 2009), embora
ndo tenham sido descritos os aspectos histologicos das gdnadas e nem terem sido
realizadas avaliagBes comparativas quanto a sua eficiéncia frente aos outros métodos
testados.

Para compreensdo dos processos de determinacdo do sexo, em peixes, Sao
necessarios estudos que expliquem o desenvolvimento de células e 6rgaos envolvidos
na formacédo da génada (YAMAMOTO, 1953; CHAN, YEUNG, 1983; NAKAMURA
et al., 1998). Este experimento teve como objetivo descrever as gonadas masculinas e
femininas da tilapia do Nilo, utilizando preparacdes citoldgicas e métodos estrutural e
ultraestrutural, comparando os métodos quanto a eficiéncia na avaliagdo do sexo do

individuo.

Material e métodos

Os alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), utilizados nesse
experimento, foram da variedade Supreme e proveniente da estacdo de piscicultura
Agquabel (Roléandia, Estado do Parand). As larvas recém-eclodidas foram transferidas
para a Estacdo de Piscicultura da Universidade Estadual de Londrina, onde foram
mantidas em uma incubadora do tipo calha, recebendo uma dieta contendo 28% de
proteina bruta.

A qualidade de agua foi avaliada semanalmente para as seguintes variaveis: pH
(potencidmetro digital), oxigénio dissolvido (mg L) e temperatura (oximetro YSI -
Yellow Spring Instruments), alcalinidade CaCOs (mg L™) e aménia (mg L™), utilizando
a metodologia de Golterman et al. (1978).

Para a analise citoldgica das gbnadas, uma amostra de dez individuos com 75
dias de idade foi sacrificada ap6s insensibilizagdo em um recipiente contendo 1 L de
agua, onde foram adicionados 5 mL de extrato alcodlico de cravo. Os peixes foram
acondicionados em um frasco contendo solucdo de formol a 10% e apés a fixagédo
tiveram a cavidade abdominal aberta com o auxilio de tesoura e pinga. Sobre as gonadas
foi adicionada uma gota do fixador Bouin para enrijecer o tecido e facilitar a retirada.
Logo apo6s, as mesmas foram transferidas para uma lamina onde foram coradas com

acetato carmim e prensadas levemente sob uma laminula. A estrutura foi observada em
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microscopio de luz comum, onde foram capturadas imagens por meio de uma camera
digital (MOTICAM, 3,0 megapixels).

Para a analise histologica, uma segunda amostra de peixes foi escolhida
aleatoriamente dentro da populacéo, os quais foram transferidos, um de cada vez, para um
recipiente plastico contendo 1 L de agua, onde foram insensibilizados conforme
procedimento para a analise citologica. Os peixes tiveram sua cavidade abdominal aberta
e uma gota de Bouin foi adicionada as gonadas, que foram dissecadas e transferidas para
microtubos plasticos nos quais havia 1,0 mL de fixador (Bouin). Esse procedimento foi
repetido até atingir o nimero de 12 individuos. Apos 6h no fixador, as gbnadas foram
lavadas no interior dos microtubos plasticos, com seis banhos de 30 min. de &gua
destilada e, ap6s a lavagem, as génadas passaram pelo processo de desidratagdo em uma
série de etanol com concentraces crescentes e diafanizadas em xilol. A inclusdo foi
realizada em uma mistura de parafina purificada contendo polimeros plésticos (paraplast),
e os cortes foram realizados em micrétomo na espessura de 5,0 wum, montados em laminas
de vidro, corados com hematoxilina-eosina (HE). A analise foi feita com o auxilio de um
microscopio de luz e os melhores cortes foram fotomicrografados.

Para estudos de microscopia eletrénica de varredura, gbnadas inteiras foram
retiradas de cinco peixes também com 75 dias, escolhidos ao acaso e insensibilizados
conforme os procedimentos anteriores. As gbnadas foram retiradas com o auxilio de
tesoura e pinca e fixadas por imersdo em solucdo de Karnovsky modificada. Apos a
fixacdo, as gbnadas foram transferidas para uma placa de Petri e, para expor a regiao
interna, as gbnadas foram cortadas em pequenos segmentos com o auxilio de uma lamina
de bisturi e de um microscopio estereoscopico. A desidratacdo foi realizada por uma série
de etanol, iniciando em alcool 70% até chegar a alcool 100% e posteriormente obteve-se
0 ponto critico com didxido de carbono liquido. As amostras foram montadas em suporte,
para serem metalizadas com uma mistura coloidal de ouro. O material foi analisado e

fotodocumentado em microscopio eletrdnico de varredura FEI QUANTA 200.
Resultados
Os resultados obtidos das variaveis fisicas quimicas da &gua, no presente

experimento, foram: temperatura da 4gua: 28 + 1,3°C; oxigénio dissolvido (mg L™%): 4,3

+0,7; pH: 6,7 £ 0,2; alcalinidade total: 60 mg L™ e aménia total: < 0,5 ppm.
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Os peixes sacrificados para a anélise citologica apresentavam um par de gdnadas
filamentosas localizadas na cavidade celomatica, dorsalmente ao tubo digestorio, e ventro-
lateralmente ao longo da bexiga gasosa, estando presa a parede celomética e a bexiga
natatoria por uma prega do peritonio, estendendo-se desde a cabeca até a papila genital.

Nos machos, as go6nadas, normalmente, apresentavam-se mais finas e
transparentes enquanto que nas fémeas as gbnadas eram um pouco mais largas que nos
machos, mas ainda filamentosas e apresentavam coloracdo esbranquicada (opacas). A
identificacdo entre machos e fémeas, utilizando o método citoldgico, foi evidente, pois
as gonadas femininas apresentavam-se bem definidas. A Figura 1 mostra o tecido
ovariano em um microscépio de luz corada com acetato carmim, demonstrando a
presenca de ovocitos com seus ndcleos evidentes e seus respectivos limites celulares,
enquanto que na Figura 2, também coradas com acetato carmim, os testiculos ainda

indiferenciados apresentam gonias, mas ndo apresentam tubulos seminiferos distintos.

Figura 1. Fotomicrografia de ovario de tilapia do Nilo coradas com acetato carmim, é
possivel reconhecer os ovécitos com nucleos evidentes (seta) e seus limites celulares

(cabeca de seta).

s, -

Figura 2. Fotomicrografia de gonadas masculinas em fase inicial de desenvolvimento

testicular e com a presenga de gonias (seta).
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Os cortes histologicos, corados com HE, também foram eficientes na
determinacdo sexual dos alevinos de til&pia do Nilo. Os testiculos podem ser observados
nas Figuras 3 e 4 que mostram as gbnadas envolvidas por uma delgada capsula de
tecido conjuntivo e também o inicio da formacdo dos tubulos seminiferos, que
apresentavam no seu interior cistos espermaticos repletos de espermatogbnias com

citoplasma que apresenta pouca afinidade pelos corantes HE.

DS SER

Figuras 3. Fotomicrografia de cortes histoldgicos do érgdo masculino corado com HE -

presente a espermatogdnia com citoplasma com pouca afinidade pelo corante HE (seta).

A cabeca da seta indica um tdbulo seminifero em fase inicial de desenvolvimento.

Figuras 4. Fotomicrografia de cortes histolégicos do 6rgdo masculino corado com HE,
as setas largas apontam para a capsula de tecido conjuntivo e o circulo branco destaca
um cisto espermatico repleto de espermatogonias. A cabeca de seta indica uma célula de

Sertoli envolvendo células germinativas do cisto em destaque.
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Os cortes histoldgicos dos ovérios, corados com HE, podem ser observados nas
Figuras 5 e 6 e apresentavam ovogonias e ovocitos em diferentes fases de maturagao,
sendo visivel o nucleo imerso em citoplasma com forte basofilia e a presenca de varios

nucléolos associados a membrana nuclear.

Figura 5. Corte histoldgico de gdnadas femininas de Oreochromis niloticus, coradas
pelo método de HE - presente as varias ovogdnias em diferentes estadios de maturacéo.

O asterisco destaca a presenca de citoplasma basofilo presente no interior da ovogonia.

Figura 6. Corte histologico de gbnadas femininas de Oreochromis niloticus, corada
pelo método de HE a seta fina aponta o nicleo de uma gonia e a cabeca de seta um dos

nucléolos presentes no nucleo.

Os resultados obtidos com a microscopia eletrénica de varredura podem ser
observados nas Figuras 7 a 11, em que as gbnadas inteiras apresentavam-se como
estruturas delgadas e alongadas, que apds o processamento, tornavam-se enoveladas
(Figura 7). O epitélio de revestimento visto na Figura 8 envolve toda a gbnada, ndo
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permitindo a visualiza¢do de estruturas internas, as quais so se tornavam visiveis apos a
fragmentacdo das gbnadas. As eletronmicrografias dos fragmentos demonstravam a
presenca nos testiculos de uma rede frouxa de fibras de colageno e a presenca de células
germinativas (Figura 9). Nos ovarios, além de uma densa rede de fibras de colageno
(Figura 10) também se pode observar a presenca de células da linhagem germinativa em

diferentes estadios de maturagdo (Figura 11).

Figura 7. Eletronmicrogafias de uma génada inteira de tilapia do Nilo, que se apresenta

enovelada, apos a obtengédo do ponto critico.

Figura 8. Eletronmicrogafias do epitélio de revestimento de gbnadas de tilapia do Nilo.
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Figura 9. Eletronmicrogafias de gdnadas masculinas de tilapia do Nilo presente a rede

frouxa de fibras de colageno e presenca de células germinativas (setas brancas).

Figura 10. Eletronmicrogafias de génadas femininas de tilapia do Nilo, a seta branca
aponta para uma rede densa de fibras de colageno.

Figura 11. Eletronmicrogafias de gbnadas femininas de tilapia do Nilo, as setas brancas
apontam para ovocito em diferentes estadios de maturacao.
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Discussao

Os resultados de qualidade de agua observados durante o periodo de 75 dias de
cultivo estdo dentro do considerado como ideal por Popma e Lovshin (1996) e
Tachibana et al. (2004), para o desenvolvimento de peixes de &gua doce.

Neste experimento, os resultados macroscopicos das gbnadas demostraram haver
diferencas anatdmicas entre testiculos e ovarios. Resultados semelhantes aos
apresentados neste trabalho também foram observados por Meijide et al. (2005) que
mostraram que os testiculos em estadios iniciais de desenvolvimento de Cichlasoma
dimerus eram menores que 0s ovarios de mesmo estadio. Wassermann e Afonso (2002)
também relataram diferencas entre as génadas de machos e fémeas de alevinos de
tilapia do Nilo, sendo que as gbnadas femininas eram mais grossas, opacas,
arredondadas e com a parte anterior disposta mais caudalmente do que o testiculo. Os
autores ainda afirmaram que a avaliacdo macroscépica das gbnadas permitiu identificar
0 sexo dos individuos, uma vez que 100% dos resultados obtidos por meio da analise
macroscépica coincidiram com a analise histoldgica de tais gbnadas. Contudo, segundo
Razak et al. (1999), a caracterizagdo visual das gbnadas da tilapia € um método pouco
preciso, tornando necessaria a utilizacdo de métodos como o histologico, para a
confirmacdo do sexo do animal. Em particular no caso do presente trabalho, o tamanho
dos alevinos ndo permitia uma analise macroscopica confiavel.

O método citolégico mostrou-se confiavel na avaliacdo do sexo da gbdnada
estudada e demonstrou que os individuos diagnosticados como machos aos 75 dias de
vida apresentavam estruturas semelhantes a tibulos seminiferos e aqueles identificados
como fémeas exibiram ovocitos em diferentes estadios de desenvolvimento. Makino et
al. (2009) afirmaram que o método de sexagem com coloracdo a fresco das gonadas
com acetato carmim é eficiente quando realizado em peixes com idades maiores que 60
dias, uma vez que, segundo Carvalho e Foresti (1996), a diferenciacdo morfologica das
gbnadas masculinas da tilapia do Nilo ocorre somente ap6s 68 dias de vida, enquanto
que nas fémeas a diferenciagdo sexual acontece precocemente aos 48 dias de vida.
Segundo Babiker e Ibrahim (1979), o desenvolvimento das gonadas na tilapia do Nilo
esta intimamente associado ao crescimento corporal.

A microscopia eletrdnica de varredura é utilizada, normalmente, para a
observacdo de superficies. Contudo, nesse experimento, a fragmentacdo das gonadas,

logo apds a fixacdo do material, permitiu a visualizacdo de estruturas internas de
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gbnadas masculinas e femininas. Uma andlise comparativa entre os resultados obtidos
pela técnica de microscopia eletrénica de varredura e da técnica histologica permitiu a
confirmacéo da identificacdo de tais estruturas.

Resultados de microscopia de luz semelhantes aos desse experimento foram
obtidos por Géarcia-Lopez et al. (2005), em cortes transversais de gbnadas masculinas de
Solea senegalensis. Tais autores relataram a presenca de duas regides principais,
denominadas de regido cortical e medular. A regido cortical é formada pela tanica
albuginea (capsula fina de tecido conjuntivo), e por lobulos seminiferos, formados por
celulas germinativas associadas a células somaticas de Sertoli. A regido medular é
caracterizada por apresentar espermatocistos em desenvolvimento, normalmente em
pequena quantidade. Vilela (2003) descreveu o testiculo da tildpia do Nilo como um
orgdo externamente revestido pela tunica albuginea, estando os ductos espermaticos
localizados dorsalmente. A regido compreendida entre essas duas estruturas é
denominada pelo autor como parénquima testicular, o qual é formado pelos tubulos
seminiferos e pelo compartimento intertubular, onde se encontram as células de Leydig.
O compartimento tubular é caracterizado por apresentar células de Sertoli e as células
germinativas que irdo formar os espermatozoides (KOULISH et al.,, 2002; LO
NOSTRO et al.,, 2003). No intersticio sdo encontrados vasos sanguineos, fibras
nervosas, células e fibras do tecido conjuntivo, além das células de Leydig. Nos peixes,
as células de Sertoli também apresentam capacidade esteroidogénica. No entanto,
semelhantemente aos mamiferos as células de Leydig sdo a principal fonte de
esteroides, que sd@ hormodnios importantes para a diferenciacdo sexual,
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias, comportamento sexual e para a
regulacdo da espermatogénese (SCHULZ, 2003).

Nos resultados da microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar a
presenca de fibras de coldgeno. Marques et al. (2000) afirmaram que o estroma de
testiculos de Hoplias malabaricus é constituido por tecido conjuntivo de aspecto fibroso
frouxo, onde se localizam agrupamentos de células da linhagem germinativa.

As células germinativas denominadas espermatogbnias foram observadas nos
testiculos de tilapia do Nilo, nos trés diferentes métodos utilizados nesse experimento.
As espermatogonias sdo as maiores células da linhagem germinativa e encontram-se
solitarias ou em cistos. Seu citoplasma apresenta pouca afinidade pelo corante e
apresentam um nucleo esférico grande e evidente, com cromatina condensada em

grumos localizados perifericamente e com um uUnico nucléolo grande e central
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(PUDNEY, 1995; MIURA, 1999; MARQUES et al., 2000; KOULISH et al., 2002;
SCHULZ; MIURA, 2002; LO NOSTRO et al., 2003). No interior dos espermatocistos,
as espermatogonias primarias se associam as celulas somaticas (celulas de Sertoli) que
as envolvem com processos citoplasmaticos. Portanto cada espermatocisto possui no
seu interior células germinativas em uma mesma fase de desenvolvimento (ANDRADE
et al.,, 2001). As células de Sertoli sdo descritas como tendo o nucleo com forma
variavel, podendo ser triangular, fusiforme, ovalado, achatado ou sem formas definidas,
e que tém geralmente cromatina condensada na periferia da membrana nuclear, nucléolo
proeminente e Unico, posi¢cdo excéntrica ou central, e em raras ocasifes podem ser
observados dois nucléolos proeminentes (SELMAN; WALLACE, 1986; FLORES;
BURNS, 1993; ROMAGOSA et al., 1999).

Nos teledsteos, 0 processo espermatogénico € classificado quanto a distribuicéo
das espermatog6nias ao longo dos tubulos seminiferos, o primeiro tipo é denominado
espermatogonial restrito, onde as espermatogbnias estdo restritas a posi¢do distal do
tubulo seminifero e o tipo espermatogonial irrestrito, onde as espermatogoénias estdo
aleatoriamente distribuidas ao longo do tubulo seminifero. Segundo Vilela (2003),
aparentemente a tilapia do Nilo apresenta um arranjo peculiar quanto a distribuicdo dos
cistos de espermatogonias, as quais ocupam posi¢do intermediaria ente 0s tipos restrito
e irrestrito, sendo que nessa espécie o0s cistos de espermatogdnia, embora se encontrem
mais concentrados na extremidade distal do tabulo seminifero, também s&o observados
ao longo do restante do tabulo.

As fotomicrografias dos cortes histoldgicos das gbnadas femininas apresentavam
ovocitos em diferentes estadios de maturacdo. Esses resultados sdo semelhantes aos
descritos por Neves et al. (2009) em ovarios de tilapia do Nilo, que relataram a presenca
de uma céapsula de tecido conjuntivo que envolve grande nimero de odcitos de diametro
pequeno e imaturos, rodeado por fibras de colageno e vasos sanguineos raros. Os
mesmos autores ainda descreveram a presenca de dois tipos de od6citos
morfologicamente distintos, um tipo em menor quantidade, com ovécitos menores e
arredondados que apresentavam nucleo central com dois ou trés nucléolos baséfilos e
citoplasma raro e basofilo. O segundo tipo é encontrado em maior nimero no ovario,
com didmetro maior, forma poligonal, nucléolos mdaltiplos localizados na regido central
ou periférica do nucleo, o citoplasma baséfilo mais abundante e é rodeado por células

foliculares pavimentosas.
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Morfologicamente, o ovario dos teledsteos, de acordo com Ravaglia e Maggese
(2002), é envolvido por uma serosa peritoneal, constituida pelo mesotélio e por uma
lamina de tecido conjuntivo fibroso e que contém principalmente fibras musculares lisas
e tecido conjuntivo denso. As fibras musculares sdo orientadas em diferentes maneiras e
parecem estar dispostas em pelo menos trés camadas distintas. A tdnica albuginea de
natureza conjuntiva esta logo abaixo, sendo que essa emite septos para o interior dos
ovarios, formando as lamelas ovuligeras, nas quais se encontram ovogonias e ovocitos
em diferentes fases de desenvolvimento.

O método citoldgico de coloracdo a fresco com acetato carmim foi utilizado com
sucesso em varios trabalhos (GUERRERO; SHELTON, 1974; CARVALHO;
FORESTI, 1996; PALLER; GUERREIRO IlI, 2001; WASSERMANN; AFONSO,
2002; BOMBARDELLI et al., 2004; TACHIBANA et al., 2004; MAKINO et al., 2009;
NEUMANN, 2009). Wassermann e Afonso (2002) recomendaram tal método como
uma alternativa na reducdo de custos, sendo menos dispendioso e de mais simples
execucdo que a andlise das gbnadas na rotina histoldgica. O método histoldgico também
foi, nesse experimento, uma ferramenta precisa para a determinacao sexual de alevinos
de tilapia, quando utilizada em peixes com tamanho suficiente para ser manipulado.
Nakaghi et al. (2009) utilizaram cortes histologicos para avaliar o sexo gonadal de
alevinos de tilapia com 35 dias de vida e relataram que 88,7% dos individuos
apresentavam gbénadas indiferenciadas. O mesmo foi descrito por Makino et al. (2009),
ao observar que a sexagem histoldgica em tilapias do Nilo aos 35 dias de idade
mostravam go6nadas imaturas e com grande quantidade de tecido de natureza
conjuntivo-fibrosa. Os mesmos autores ainda relataram que peixes com idade proxima
de 35 dias sdo ainda muito pequenos, o que torna dificil a retirada e o processamento
histoldgico das génadas. Além disso, segundo Makino (2009), o processo de sexagem
que utiliza a histologia das gbnadas necessita de reagentes, corantes e equipamento para
analise, 0 que torna a técnica dificil e onerosa impossibilitando a sua aplicacdo para o

piscicultor.

Conclusao

Nesse experimento, tanto as técnicas citoldgicas, como as estruturais e

ultraestruturais foram eficientes para reconhecer o sexo das gonadas de tilapia do Nilo,
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sendo que as estruturas presentes em cada uma das gbnadas foram facilmente

observadas.
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