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Resumo

O tambaqui Colossoma macropomum € o peixe mais produzido em cativeiro dentre as
espeécies nativas brasileiras. A fémea se destaca por pesar cerca de 18% a mais que o macho
em sistema de cultivo intensivo (dados ndo publicados). Quando as caracteristicas zootécnicas
de um género sdo mais rentaveis que de outro é comum o cultivo monosexo. As técnicas de
inversdo sexual podem ser utilizadas no direcionamento da diferenciacéo sexual para o género
desejado. Este trabalho teve como objetivo identificar a melhor dose de 17B-estradiol (Ez)
para a feminizagdo direta de tambaqui. O experimento foi dividido em dois ensaios
(setembro/novembro e outubro/dezembro de 2014). Para cada ensaio utilizou-se 500 pés-
larvas de tambaqui (100/tratamento), com trinta dias p6s-eclosdo (dpe) e com comprimento
médio 14,87 mm. Foram alimentadas com dietas contendo diferentes doses de E; na racao (0,
20, 40, 80 e 120 mg/Kg) por seis semanas. Ap0s 0s tratamentos os peixes foram transferidos
para tanques-rede onde permaneceram até a realizacdo da amostragem. Sessenta dias ap0s 0
tratamento foi realizada coleta de sangue. A coleta das gbnadas foi realizada quando os peixes
tinham entre cinco e sete meses. Nos animais com comprimento padrdo (CP) médio de 13,96
+ 1,29 cm ndo foi possivel a identificacdo do sexo, devido a auséncia de evidéncias
histologicas comprovatorias de ovarios ou testiculos. Nos animais sexados, o E; demonstrou
grande influéncia no aumento de fémeas na dose mais elevada. A concentracdo de E; no
plasma dos animais mostrou que este esteroide foi totalmente metabolizado pelo organismo
dos peixes, sendo estatisticamente igual para 20, 40 e 80 mg E,/Kg de racdo e o controle. Para
dose de 120 mg/Kg os animais apresentaram uma concentracdo plasmatica de estradiol
significativamente menor que o controle e demais tratamentos. Sugerindo que para essa
concentracdo o organismo dos peixes ndo s6 metabolizou todo o esteroide consumido, mas
também diminuiu a producdo enddgena desse hormdnio. As anélises da agua utilizada nos
tratamentos, antes e apds cloracdo, demonstraram a eficiéncia deste método na eliminagéo
total dos resquicios hormonais de estradiol. Nossos resultados mostraram que 120 mg de E;
por quilograma de racdo, administrados durante seis semanas, € o tratamento mais eficaz para
a feminizacao de larvas de tambaqui a partir de 14 mm de comprimento. E a cloracdo da agua
apos o tratamento com estradiol é 100% eficaz na eliminacéo de residuos deste esteroide.

Palavras-chave: tambaqui, cultivo intensivo, fémea, 17p-estradiol.



Abstract

The tambaqui Colossoma macropomum is the main farmed fish among the Brazilian native
species. The female tambaqui stands out because it grows 18% more than the male in
intensive farming fish system (unpublished data). When monosex cultivation is more
profitable is fish industry, techniques of sex reversal can be used for directing the sexual
differentiation towards to desired gender. The objective of this research was to identify the
best dose of 17p-estradiol (E;) for direct feminization of tambaqui, as the first step in
developing a protocol for effective sex reversal for the specie. Due to experimental control
and to avoid the possible genetic effects on the results, the study was divided into two tests
(September / October and November / December 2014). In every test, it was used 500
tambaqui fries (100 fries/treatment) of 30 days post hatch (dph) with an average length 14.87
+ 2.85 mm. The fries were fed diets containing different doses de E, (0 - control, 20, 40, 80
and 120 mg/kg of E; diet) for six weeks. After the treatments, the fish were transferred to
cages where they remained growing for the sampling. Sixty days after the end of the
treatment, blood sample was collected to determine the concentration of E; in plasma.
Sampling of the gonads was performed when the fish was around seven months. In the
animals with standard length (SL) mean of 13.96 + 1.29 cm it was not possible to identify the
sex, due to lack of histological evidence of ovaries or testes. In the individuals in which sex
could be determined, E, demonstrated great influence on the increase in females at the highest
dose. The E;, concentration in the plasma of the animals showed that this hormone was fully
metabolized by the fish body, as treated (20, 40 and 80 mg/kg E, feed) and control presented
similar plasma E, values. However, in the treatment 120 mg of E, kg of feed the animals
presented a lower plasma concentration and statistically different from the control and other
treatments. This suggests that the higher dose of E, was not only fully metabolized by the
organism, but also decreased the endocrine production of this hormone (negative feed-back).
The water of the treatment was analyzed before and after coloration. Results showed that
there was a residual presence of E; after the experiment which disappeared after chlorine. Our
results indicate that 120 mg/kg E, of diet administered for six weeks is the most effective
treatment for tambaqui feminization from 14 mm length, and that water chloration after

estradiol treatment eliminates every residue of this steroid.

Keywords: tambaqui, intensive farming, female, sex reversal, 173-estradiol.
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1 Tambaqui: taxonomia e caracteristicas gerais

O tambaqui € o segundo maior peixe de escama da América do Sul (ISAAC e
RUFFINO, 2000) e é encontrado em estado silvestre nas bacias do rios Solimées/Amazonas e
Orinoco e seus afluentes (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998). O tambaqui foi a primeira
espécie de peixe nativo amazbnico que atraiu um numero relativamente grande de
pesquisadores (ecologos, bidlogos pesqueiros, fisiologistas) e aquicultores (ARAUJO-LIMA
e GOULDING, 1998). Descrito pela primeira vez por Bardo George Von Cuvier no inicio do
século XIX, atualmente pertence a ordem dos Characiformes e a familia Characidae (Tabela
1), a qual abrange 963 espécies descritas (REIS et al, 2003).

Tabela 1. Classificagdo taxondmica do tambaqui.

Reino Animalia
Filo Chordata
Classe Actinopterygii
Ordem Characiformes
Familia Characidae
Subfamilia Serrasalminae
Género Colossoma
Espécie Colossoma macropopum
Nomes populares Tambaqui — Brasil

Gamitana — Peru

Canhama — Venezuela
Cachama negra — Coldmbia
Black-pacu — USA

Fonte: Aradjo-Lima e Goulding, 1998.

Durante o seu desenvolvimento até chegar a idade adulta, o tambaqui passa por
grandes mudancas principalmente na sua forma e coloracdo. Segundo Araudjo-Lima e
Goulding (1998) artigos em jornais da década de 90 nos Estados Unidos mencionavam a

captura de piranhas gigantes com quase 5 kg em rios, lagos e canais, porém estes pretensos
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gigantes eram tambaquis pequenos que foram introduzidos por criadores de peixes
ornamentais ou piscicultores dos EUA. Devido a essas grandes mudancas durante sua
ontogenia, desde sua descri¢do até hoje a espécie ja foi considerada pertencente a seis géneros
e ja possuiu a0 menos 12 nomes cientificos diferentes. Seu nome cientifico tem origem no
latim, “colossoma” que significa corpo sem chifres, isso porque ele ndo possui o0 espinho pré-
dorsal, muito comum na maioria dos membros da subfamilia dos pacus; e “macropomum”
significa opérculo grande (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998).

Nos lagos, os adultos e jovens sdo capturados na agua aberta e na floresta alagada
(ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998; CORREDOR, 2004) e os alevinos, na vegetacio
aquéatica (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998). Caracteriza-se por ter o corpo alto e
levemente comprimido lateralmente. De coloracdo escura, sendo amarelada no dorso, com o
abddmen esbranquicado. Os rastros branquiais sdo longos e numerosos, possui dentes
robustos, implantados fortemente na mandibula. Apresenta de 13 a 14 raios peitorais, 30 a 31
raios caudais, nadadeira adiposa raiada e 67 a 76 escamas na linha lateral. Espécie de grande
porte que pode alcancar 90 cm de comprimento total e 30 kg de peso (Figura 1). E encontrada
livremente a coluna d’agua, sendo considerada uma espécie pelagica e abundante nos lagos e
rios de &guas brancas, claras e pretas (FERREIRA et al, 1993,1998; ISAAC e RUFFINO,
2000; SAINT-PAUL et al, 2000; CLARO-JR., 2003; YAMAMOTO, 2004).

Figura 1. Exemplar de tambaqui adulto. Fonte: www.canaldoprodutor.com.br

1.1 Habito alimentar

Em relacdo ao pulso anual dos rios, o tambaqui se alimenta preferencialmente de
frutos e sementes no periodo de enchente e cheia, porém em épocas de vazante e seca,
consome principalmente zooplancton. Por esse motivo seu habito alimentar € comumente
definido como onivoro-oportunista (HONDA, 1974; GOULDING e CARVALHO, 1982).
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Apresenta variagbes ontogénicas na alimentacdo, os individuos adultos consomem
principalmente frutos, sementes e zooplancton (GOULDING, 1980; ROUBACH, 1991;
SILVA, 1997; ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998; MERONA e RANKIN-DE-
MERONA, 2004), ao passo que 0s juvenis ingerem principalmente algas filamentosas, arroz
silvestre, insetos, claddceras, copépodas e larvas de quironomideos (GOULDING e
CARVALHO, 1982; ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998). Algumas vezes macrofitas,
insetos, algas, moluscos e peixes sdo consumidos por individuos adultos simultaneamente
com os alimentos principais (HONDA, 1974; GOULDING e CARVALHO, 1982).

A dieta dessa espécie na natureza durante a enchente dos rios é composta por pelo
menos 133 espécies de arvores, e seus 0s frutos e/ou sementes sdo encontrados inteiros ou
triturados no contetido estomacal (SILVA et al, 2003). A grande disponibilidade de frutos e
sementes leva a espécie a incluir em sua dieta uma mistura destes para conseguir melhor
equilibrio de proteina, carboidratos, gorduras e vitaminas (ARAUJO-LIMA e GOULDING,
1998).

1.2 Migracéo e reproducao

O tambaqui é uma espécie de habito diurno, migradora, com desova total,
fecundacdo externa que ndo possui cuidados parentais. As fémeas iniciam 0 processo de
maturacdo sexual entre 55 e 61 cm, com idade média entre 3,5 e 5 anos (ARAUJO-LIMA e
GOULDING, 1998). Machos sexualmente maduros ja foram encontrados com o comprimento
variando entre 62 e 95 cm (VIEIRA et al, 1999).

Em seu estudo Villacorta-Correa e Saint-Paul (1999) ndo especificaram o género,
mas relataram que o comprimento da maturidade sexual do tambaqui € de 60,69 cm. Em
ambiente natural, o periodo reprodutivo desta espécie vai de setembro a fevereiro, com
desovas concentradas entre 0s meses de setembro/outubro até janeiro/fevereiro
(VILLACORTA-CORREA e SAINT-PAUL, 1999). Na vazante (setembro), o tambaqui se
organiza em cardumes para desovar em areas de pausadas ou vegetacdo marginal nos rios de
aguas brancas e a reproducdo ocorre na enchente (VILLACORTA-CORREA e SAINT-
PAUL, 1999). Sua fecundidade varia de 1 a 1.2 milhdes de oocitos (VIEIRA et al, 1999).

Em condicGes de confinamento o tambaqui perde os estimulos ambientais (areas para

deslocamento, fotoperiodo e temperatura) necessarios para a maturacdo gonadal final e
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consequentemente para a reproducdo natural, uma vez que é uma espécie reofilica. Desta
forma, para sua reproducdo em cativeiro sdo necessarias técnicas de inducdo a desova.
Através dessas técnicas pode-se induzir os peixes a maturacéo final e liberacdo dos gametas
para a reproducdo. O método que utiliza injecdes peritoneais de extrato bruto de hipéfise de
carpa é o mais utilizado na reproducéo artificial do tambaqui.

2 Aaquicultura e a piscicultura

A aquicultura sustentadvel desempenha um papel crucial na seguranca alimentar e
nutricional, proporcionando os meios de subsisténcia de milhGes de pessoas e contribuindo
para 0 bem-estar e prosperidade no mundo. O consumo per capita mundial de pescado
aumentou de 9,9 kg (peso vivo) em 1960 para 18,4 kg em 2009 (FAO, 2012). No Brasil,
segundo um levantamento preliminar, em 2013 o consumo médio per capita de pescado por
habitante/ano foi em torno de 14,5 kg (BRASIL, 2014).

Uma fatia consideravel dos peixes consumidos nos paises desenvolvidos consiste das
importacdes, e devido a demanda constante e ao declinio da producdo pesqueira desses paises
representado pela queda de 10% no periodo 2000 a 2010, a sua dependéncia das importacdes
em especial de paises em desenvolvimento estd projetada para crescer nos proOximos anos
(FAO, 2012).

Com 12% da agua doce disponivel do planeta, um litoral de mais de oito mil
quildmetros, o Brasil possui enorme potencial para a piscicultura. Apenas com o
aproveitamento de uma fragdo desta lamina d’agua ¢ possivel criar com fartura, e de forma
controlada, peixes, crustaceos (camardes, lagostas, etc.), moluscos (mexilhdes, ostras, vieiras
etc.) e algas, entre outros seres vivos (BRASIL, 2011). Mesmo dispondo de condicdes
favoraveis, de empresas globalmente competitivas no setor de carnes e de um expressivo
mercado consumidor potencial, 0 nosso pais ndo ocupa posi¢do de destaque no mercado
mundial de pescados. O setor ainda ndo estd plenamente estruturado, os métodos utilizados
tanto na captura quanto no cultivo ainda sdo muito artesanais, havendo espaco para

modernizacédo e desenvolvimento tecnolédgico (SIDONIO, 2012).

Atualmente o pais produz aproximadamente 1,25 milhdes de toneladas de pescado,
sendo 38% cultivados, a atividade gera um PIB pesqueiro de R$ 5 bilhdes, mobiliza 800 mil

profissionais entre pescadores e aquicultores e proporciona 3,5 milhdes de empregos diretos e
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indiretos (BRASIL, 2011). A previsdo é de que até 2030 a demanda internacional de pescado
aumente em mais 100 milhdes de toneladas por ano, de acordo com a Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2012). O Brasil € um dos poucos
paises que tem condicdes de atender a crescente demanda mundial por produtos de origem
pesqueira, sobretudo por meio da aquicultura, pois em 2030 a producdo pesqueira nacional

teria condicdes de atingir 20 milhGes de toneladas (FAO, 2012).

Cada regido brasileira vem se especializando em determinados tipos de pescado. Na
Regido Norte predominam peixes como o tambaqui e o pirarucu. No Nordeste a preferéncia é
pela tilapia e pelo camardo marinho. No Sudeste a tilapia tem grande presenca na aquicultura.
No Sul predominam as carpas, as tilapias, as ostras e 0os mexilhdes. Ja no Centro-oeste 0s

destaques sdo o tambaqui, o pacu e os pintados (BRASIL, 2011).

2.1 Importancia econdmica do tambaqui

O peixe é um dos recursos naturais mais abundantes e consumidos na regido
Amazonica. Onde se desta tanto na pesca quanto na aquicultura, pelo seu alto valor comercial
e a tradicional preferéncia do consumidor. O consumo de peixe per capita/ano no Amazonas é
de 30 kg, muito superior ao recomendado pela Organizacdo Mundial da Sadde (12
kg/habitante/ano), configurando o primeiro lugar entre os estados do Brasil (BRASIL, 2010).
O tambaqui tem sido explorado pela pesca comercial desde o século XIX. No entanto, a
producdo pela pesca comercial tem sofrido consideravel diminuicdo em virtude do grande
esforco de pesca investido no passado (BATISTA e PETRERE JR., 2003). Para suprir a
demanda desta espécie, intensos esforcos tém sido investidos para o seu cultivo em cativeiro
(SANTOS et al, 2006). Segundo o 1° Anuério Brasileiro da Pesca e Aquicultura (2014), as
espécies redondas como tambaqui e pacu tém muita forca no mercado doméstico, e mesmo
tendo espinhos é possivel produzir produtos sem espinhos a partir delas, o principal deles € a

costelinha de tambaqui, sua parte mais nobre.

Em 2011 o Amazonas atingiu a sétima colocacdo em producdo de pescado da
aquicultura continental por Unidade da Federacdo (BRASIL, 2011). De acordo com o Censo
Aquicola Nacional, em 2008 o Brasil possuia mais 4,2 mil unidades produtivas (UP), sendo
considerada UP toda unidade aquicola que estivesse em funcionamento em 2008, e cuja
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producdo destinou-se a comercializacdo, bem como unidades destinadas a pesquisa e unidades
demonstrativas (BRASIL, 2013).

Com a finalidade de comercializagdo existiam 3.870 UPs, sendo predominante na
regido Norte. No Norte também foram predominantes as unidades “demonstrativas/pesquisa”,
e 0 Amazonas concentrou 24% das UPs. O cultivo pesque-pague apresentou 372 UPs, que
foram observadas de forma mais concentrada nas regides Sudeste e Centro-Oeste. Em 2011
dentre as especies nativas de agua doce o tambaqui apresentou a maior producdo na
aquicultura brasileira, sendo ultrapassado somente pela tilapia que é uma espécie exotica
(Tabela 2) (BRASIL, 2011). Diante da importancia econdmica e ecoldgica, o tambaqui foi
selecionado como uma das espécies aquaticas de maior interesse para pesquisa no Brasil
(QUEIROZ et al, 2002).

Tabela 2. Producdo de pescado (t) da aquicultura continental por espécie em 2011.

Espécie Producao
Bagres - Bagre bagre, Bagre marinus, Bagre panamensis, Bagre 7.048.1
pinnimaculatus
Carpa - Cyprinus carpio 38.079,1
Cascudo - Hypostomus spp. 58,0
Curimata - Prochilodus spp. 7.143,1
Jundié - Rhamdia spp. 1.747,3
Matrinxa - Brycon amazonicum 5.702,1
Pacu - Metynnis spp., Myleus spp., Myloplus spp., Mylossoma spp. 21.689,3
Piau - Leporinus spp. 4.309,3
Pirarucu - Arapaima gigas 1.137,1
Pirapitinga - Piaractus brachypomus 9.858,7
Piraputanga - Brachyplatystoma vaillantii 265,0
Pintado - Pseudoplatystoma corruscans 8.824,3
;I'aml?]ac)u - Colossoma macropomum (fémea) + Piaractus mesopotamicus 49.818,0
macho

Tambagqui - Colossoma macropomum 111.084,1
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Tambatinga - Colossoma macropomum (fémea) + Piaractus brachypomus 14.326 4
(macho)

Tilapia - Oreochromis spp. 253.824,1
Traira - Hoplias malabaricus 926,5
Truta arcoiris - Oncorhynchus mykiss 3.277,2
Outros 5.372,2
TOTAL 544.490,0

Fonte: Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura 2011.

Dentre as principais razdes que justificam o cultivo crescente da espécie, destacam-
se a facilidade de obtencdo de juvenis, bom potencial de crescimento, alta produtividade e
rusticidade e grande aceitacdo pelo mercado consumidor (GOMES et al, 2010). Atualmente
muito se tem investido no aperfeicoamento das técnicas de cultivo, com o objetivo de
melhorar o desempenho produtivo e econdmico na sua criagdo. Apesar de tantos esforcos,
nossos sistemas de producdo de peixes em cativeiro ainda estdo muito aquém em comparagao
a paises mais desenvolvidos e em relacdo as outras espécies, principalmente mamiferas
(suina, bovina, caprina e ovina) e aves. Portanto, pesquisas que fomentem o desenvolvimento
e inovacdo de tecnologias de producdo de peixes em cativeiro sdo necessarias e urgentes no

Brasil.
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Capitulo

Determinacéao sexual e desenvolvimento gonadal em teledsteos: 2

bases para a producéo de populagbes monosexo em peixes.
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1 Classificacdo sexual em teledsteos

Quanto ao sexo, 0s peixes sdo classificados em trés tipos: hermafroditas,
unissexuados e gonocoricos. O hermafroditismo é dividido em: sincrdnico (simultaneo),
quando os Ovulos e espermatozdides amadurecem ao mesmo tempo, e assincronicos
(consecutivo), quando o peixe pode exercer as fungdes exclusivas do sexo masculino ou do
sexo feminino a qualquer momento (PIFERRER, 2001). A ocorréncia de unisexualidade em
peixes é mais rara que a do hermafroditismo, e os exemplos sdo conhecidos por produzirem
apenas descendentes fémeas. Nos gonocoricos, maioria das espécies de peixes, ha separacao
total do sexo nos individuos. Ha ainda a classificacdo dos gonocéricos em indiferenciados ou
diferenciados. Nos indiferenciados, a gdnada inicia o seu desenvolvimento assemelhando-se a
um ovario, mas depois em uma parcela da populacdo esse ovario inicial regride e ocorre o
desenvolvimento testicular definitivo, enquanto que no restante do grupo o ovério inicial
continua se desenvolvendo normalmente. Um exemplo cléssico deste tipo é o zebrafish Danio
rerio (MAACK e SEGNER, 2003; CHEN e GE, 2013), um peixe muito utilizado como
modelo para varias pesquisas em genética de vertebrados (CARROLL e NORTH, 2014,
VLIEGENTHART et al, 2014; WAGER et al, 2014). Nos diferenciados, a gdnada diferencia-
se diretamente em testiculo ou ovério (BRASIL, 2004).

2  Determinacdo sexual

Em vertebrados, a formagdo das gbnadas envolve uma serie complexa de eventos
genéticos, moleculares e celulares que culminam com a formacdo e atividade (durante a
puberdade) de ovérios e testiculos. E esse complexo processo de formacdo das gbnadas
depende fundamentalmente de dois fatores distintos, porém de semelhante importancia: o
sistema de determinacdo sexual e o processo de diferenciacao sexual. Enquanto o primeiro se
refere a soma dos mecanismos geneticos e ambientais que determinam a expressao do sexo de
um individuo, o segundo corresponde a todas as alteracbes morfoldgicas pelas quais uma

gbnada indiferenciada passa até se consolidar como ovario ou testiculo.

Os teledsteos possuem uma extraordinaria variedade de mecanismos de determinacéao
do sexo que, em larga escala, podem ser agrupados em determinacdo sexual genética (GSD,
Genetic Sex Determination), determinacdo sexual ambiental (ESD, Environmental Sex
Determination) ou ainda pela combinacdo de ambos (Tabela 1).



Tabela 1. Exemplos de tele6steos com sistema de determinag

do sexual conhecido.
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Espécie Determinacéao sexual Referéncias
Cyprinus carpio C Davidson et al, 2009
Danio rerio C (ZW/ZZ) — estirpes S; Wilson et al, 2014

P - estirpes L. Liew et al, 2012
Dicentrachus labrax P - &> temperatura Piterrer et al, 2005

Hippoglossus hippoglossus C

Leuresthes tenuis P - o fotoperiodo
Odontesthes bonariensis  GSD e TSD
Oncorhynchus mykiss C

Oncorhynchus tshawytscha C (XX/XY)

Oreochromis aureus C (WZ/ZZ) - gene autossdmico

Oreochromis hornorum  C (WZ/ZZ)

C (XX/XY) - o> temperatura -

Oreochromis niloticus .
gene autossémico

Oryzias latipes C (XX/XY)

Paralichthys lethostigma C (XX/XY) - o>temperatura
Paralichthys olivaceus C (XX/XY) - >temperatura

Poecilia reticulata C

Scophthalmus maximus C(ZZ12ZW)

Sebastes schlegeli P - o> temperatura

Vandepultte et al, 2007

Palaiokostas et al, 2013
Brown et al, 2014
Yamamoto et al, 2014
Yano et al, 2012

Devlin et al, 1994

Desprez e Mélard, 1998
Desprez et al, 2003

Lee et al, 2004

Lee et al, 2004

Tanaka, 1995
Nanda et al, 2002

Luckenbach et al, 2003

Yamaguchi et al, 2010

Kavumpurath e Pandian, 1993

Martinez et al, 2009
Haffray et al, 2009

Ospina-Alvarez e Piferrer, 2008

C - sistema de determinacdo sexual cromossdmico; P - sistema de determinacdo sexual poligénico; GSD -
sistema de determinacdo sexual genético; ESD - sistema de determinacdo sexual ambiental; TSD - sistema de

determinac&o sexual dependente da temperatura; Seta significa influéncia.
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2.1 Determinagéo sexual genética

Comumente conhecida pela sigla GSD (Genetic Sex Determination), inclui sistemas
monofatoriais e sistemas multifatoriais. Os sistemas monofatoriais também sdo conhecidos
por determinagdo sexual cromossdmica, onde um ou mais pares de Cromossomos sexuais
determinam o sexo do individuo. Nos sistemas multifatoriais, trés ou mais fatores determinam
0 sexo do individuo. Esse sistema pode ainda ser classificado como polifatorial ou poligénico,
pois 0 sexo € determinado pela combinacdo de varios fatores distribuidos ao longo do
genoma, dificeis de caracterizar, e cada um com um efeito aditivo. Nestes, ndo ha
cromossomos sexuais e podem existir grandes flutuacdes na proporcao sexual entre familias.
Ademais, as interacbes Gendétipo X Ambiente sdo frequentes nestes casos (PENMAN e
PIFERRER, 2008; LIEW et al, 2012).

2.1.1 Determinacdo sexual cromossomica

Implica na presenca de cromossomos sexuais, Ou seja, um ou mais pares de
cromossomos que acumula a maioria dos genes responsaveis pelo desenvolvimento sexual
(TAVE, 1993; SHEN e WANG, 2014). Nestes casos, 0 sexo € determinado no momento da
fertilizacdo (resultados da fusdo dos cromossomos sexuais oriundos do pai e da mée). Poucas
espécies de peixes, mesmo 0s gonocoricos, apresentam este tipo de determinacdo
(BEARDMORE et al, 2001), ou ainda, a auséncia de heteromorfismo dos cromossomos

sexuais dificulta a sua identificacao.

Baseados em analises citogenéticas, inversao sexual e cruzamentos controlados, oito
sistemas cromossdmicos ja foram descritos em peixes. Os que ja foram descritos variam entre
sistemas simples como XX/XY e ZW/ZZ, até os mais complexos, envolvendo mais de um par
de cromossomos sexuais ou diferentes nameros de cromossomos dependendo do sexo
(PIFERRER, 2001). Por exemplo, na tilapia do Nilo Oreochromis niloticus o sistema de
determinacdo sexual é XX/XY, enquanto que outras espécies de tilapias, apesar da
proximidade filogenética, como a tilapia Zanzibar Oreochromis hornorum e a tilapia Azul
Oreochromis aureus, tém seus sexos determinados pelo sistema ZW/ZZ. Nestas espécies, 0
sexo heterogamético é a fémea (ZW), ao contrario do que acontece no sistema anterior
(PIFERRER, 2001; PANDIAN, 2011). Uma das espécies mais estudadas em relacdo a

determinacdo sexual é o medaka Oryzias latipes (sistema cromossémico heterogamético
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masculino, XX/XY), primeira espécie de teledsteo que teve o gene determinante do sexo
identificado, o0 dmy (NAGAHAMA, 2005). O medaka é amplamente utilizado em estudos de
determinacéo e diferenciacdo sexual, e muito do que se sabe hoje sobre a complexa cascata de
eventos que ocorrem durante a organizagdo gonadal de peixes foi primeiramente estudado

nesta espécie.

2.1.2 Determinacéo sexual poligénica

Na determinacdo sexual poligénica, também chamada multigénica ou multifatorial,
0s genes com forte influéncia sobre a determinacéo do sexo e/ou diferenciacdo gonadal estdo
distribuidos ao longo do genoma, e entdo a combinacgdo dos seus alelos determina o sexo do
individuo (LIEW et al, 2012). Além disso, as proporcdes sexuais podem variar durante

sucessivas ninhadas provenientes dos mesmos pais (PIFERRER, 2001; LIEW et al, 2012).

Liew e colaboradores (2012) investigando a determinagdo sexual em zebrafish néo
encontraram cromossomos sexuais aparentes (heteromdrficos). Mas analisando a proporcao
sexual de um grande numero de familias observaram que: 1) as propor¢des sexuais variavam
entre diferentes familias; 2) os parentais tiveram um grande efeito sobre a proporc¢éo entre os
sex0s, mostrando que esta espécie possui caracteristicas de uma determinacdo sexual
poligénica. Entretanto, um recente estudo identificou o sistema cromossémico ZW/ZZ no
zebrafish selvagem (WILSON et al, 2014). Os autores concluem que durante duas décadas de
cultura em laboratorio a linhagem hoje utilizada perdeu os cromossomos sexuais durante a

evolucéo e selecéo restritiva e tem o sistema polifatorial de determinacdo sexual.

2.2 Determinagédo sexual ambiental

Este é outro exemplo de sistema polifatorial, onde fatores ambientais, tais como
temperatura, fotoperiodo, salinidade ou densidade da populagdo, possuem grande influéncia
no processo de determinacdo sexual. Os genes envolvidos no processo de determinacdo sexual
sdo dificeis de caracterizar, e cada um apresenta um efeito aditivo. Nas espécies com
determinacdo sexual ambiental ESD (Environmental Sex Determination), onde ndo existem
diferengas genéticas consistentes entre 0s sexos, 0 sexo é determinado apés a fertilizacéo
(VALENZUELA et al, 2003; SARRE et al, 2004; VALENZUELA, 2008).
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Embora algumas espécies tenham sido identificadas como ESD, e mais
especificamente TSD (Temperature Sex Determination, determinacdo sexual dependente da
temperatura), Ospina-Alvarez e Piferrer (2008) mostraram que: 1) determinacdo sexual
influenciada pela temperatura € menos comum do que se pensava anteriormente; sendo que
em muitos casos onde é atribuido TSD, as temperaturas utilizadas em laboratério ndo séo
relevantes ecologicamente; 2) em contraste com 0s répteis, 0s peixes tém apenas um unico
padrdo de proporcdo sexual quando do aumento da temperatura: mais machos na populacéo;
3) algumas populagdes sensiveis ao aumento da temperatura (verdadeiros TSD) poderdo
servir como modelos de previsdo para a magnitude do aquecimento global.

O peixe-rei Odontesthes bonariensis € um excelente modelo para o estudo de
determinacdo sexual dependente da temperatura. Nesta espécie, a proporcdo sexual pode
chegar a 100% de machos ou 100% de fémeas em temperaturas ambientais de 29 e 17°C,
respectivamente (YAMAMOTO et al, 2014). Acredita-se que a masculinizagdo devido a altas
temperaturas ocorre via cortisol, que € um indicativo de stress (FERNANDINO et al, 2013).
Este padrdo (em que altas temperaturas sdo masculinizantes) é observado também em
exemplares de atherinideos, poecilideos, ciclideos, pleuronectideos e ciprinideos (OSPINA-
ALVAREZ e PIFERRER, 2008).

Algumas espécies, como as tilapias do Nilo e Azul, embora consideradas com
determinacdo sexual cromossdmica, como descrito anteriormente, podem também sofrer forte
influéncia da temperatura na diferenciacdo sexual de suas gbnadas (BAROILLER et al, 2009).
Fémeas (XX) de Oreochromis niloticus podem ser completamente induzidas a machos
funcionais se mantidas em altas temperaturas (acima de 34°C) durante um periodo critico da
diferencia¢ao sexual (D’COTTA et al, 2001; BAROILLER et al, 2009; POONLAPHDECHA
et al, 2013; WESSELS et al, 2014). E em Oreochromis aureus até 100% de machos podem
ser obtidos com temperaturas elevadas (DESPREZ e MELARD, 1998). Ou sgja,
provavelmente nestas espécies existe um ou mais fatores, ou genes autossémicos suscetiveis a
condi¢Bes ambientais especificas que exercem forte influéncia na diferenciacdo sexual dos
individuos, chegando até se sobrepor ao comando do(s) gene(s) determinante(s) do sexo

presentes NOs Cromossomos sexuais.
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3 Diferenciacéo sexual

A diferenciacdo sexual foi demonstrada inicialmente por Padoa (1937) em truta arco-
iris Oncorhynchus mykiss, e se refere aos os eventos morfoldgicos que ocorrem durante o
desenvolvimento gonadal que permitem a expressdo do sexo genético para o sexo fenotipico
apropriado. Segundo Bruslé e Bruslé (1983), a diferenciacéo de sexo abrange todos os eventos
que ocorrem na gonada primordial, incluindo a migracdo de células germinativas primordiais,

0 estabelecimento de cristas gonadais e a diferenciacdo das gbnadas em testiculos ou ovarios.

A diferenciagdo sexual ocorre primeiro nas fémeas com a entrada da oogonia em
meiose e/ou a proliferacdo de células somaticas para formar a cavidade do ovario (BRUSLE e
BRULSE, 1983), ja nos machos a diferenciacdo sexual ocorre mais tarde e é caracterizada
pelo aparecimento das espermatogdnias, o arranjo das células germinativas e células
somaticas em cistos e a diferenciacdo do sistema vascular do testiculo, incluindo a veia
testicular, a artéria testicular e os canais deferentes (PIFERRER, 2001). Normalmente, o
gendtipo feminino da origem a um fenétipo feminino, da mesma forma que o sexo masculino
é produto do gendtipo masculino. No entanto, como apontado por Adkins-Regan (1987), em
alguns animais, particularmente em vertebrados inferiores, a diferenciacdo sexual pode ser tdo
facilmente alterada por fatores ambientais que o sexo fenotipico resultante pode diferir do

Sexo genético.

3.1 Tipos de diferenciacdo sexual

A diferenciacdo sexual em peixes pode seguir duas estratégias diferentes. A primeira
é das espécies diferenciadas, onde a gbnada se diferencia diretamente em um ovario ou em
um testiculo. Os exemplos de espécies de teledsteos onde ja se conhece o processo de
diferenciacdo sexual estdo listados na Tabela 2. A natureza do indutor da diferenciacdo sexual
¢ de suma importancia, e ainda ndo houve acordo quanto ao modelo que explica
satisfatoriamente o processo de diferenciacdo sexual em vertebrados ndo mamiferos, mas as
investigacOes de Piferrer e colaboradores (1994), Nakamura e colaboradores (1998), Guiguen
e colaboradores (1999), Gonzalez e Piferrer (2000), Nagahama (2000) e Vizziano-Cantonet e
colaboradores (2011) sdo as melhores evidéncias obtidas para sustentar a ideia de que os
esteroides sexuais séo, de fato, os indutores naturais da diferenciacdo sexual em peixes. Os

esteroides sexuais atuam através de receptores especificos em células alvo.
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Tabela 2. Exemplos de teledsteos com o tipo de diferenciacao sexual conhecido.

Espécie Diferenciacéo sexual Referéncias

Abramis brama Direta Talikina, 1995

Anguilla anguilla Direta Geffroy et al, 2013

Barbus tetrazona Indireta Takahashi e Shimizu, 1983
Cyprinus carpio Direta Komen et al, 1992

Chen e Ge, 2013
Carroll e North, 2014

Danio reino Indireta Vliegenthart et al, 2014
Wager et al, 2014

Dicentrachus labrax Direta Blazquez et al, 1998

Esox masquinongy Direta Lin et al, 1997

Oncorhynchus kistuch Direta Piferrer e Donaldson, 1989

Oncorhynchus mykis Direta Takashima et al, 1980

Sebastes schlegeli Direta Lee et al, 1996

4  Diferencas de desempenho zootécnico entre sexos em peixes

Em animais, geralmente existe uma variacdo fenotipica entre machos e fémeas da
mesma espécie, principalmente na fase adulta (pos-pubere). Na piscicultura, essa diferenca
pode representar ganhos econdmicos significativos, ou seja, pode haver uma agregacdo de
valor ao produto se forem produzidos somente individuos do sexo com superioridade
zootécnica. Dependo da espécie, existem diferentes caracteristicas fenotipicas que
fundamentam a producéo de populagcdes monosexo de peixe em pisciculturas comerciais. Tais
caracteristicas podem estar relacionadas com a taxa de crescimento, tempo de maturacdo e
idade, a forma ou coloracgdo do corpo ou a composi¢do da carcaca (ARAI, 2001; CNAANI e
LEVAVI-SIVAN, 2009). Mesmo quando ndo h& diferengas significativas entre 0s sexos
nessas caracteristicas economicamente importantes, 0s estoques monosexo podem ser
vantajosos em determinadas espécies a fim de evitar a reproducdo em cativeiro descontrolada,

que resulta em lotes desuniformes e, portanto de baixo valor comercial (CNAANI e LEVAVI-
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SIVAN, 2009, TURRA et al, 2010). Além disso, em algumas espécies de teledsteos altas
incidéncias de brigas e de doencas estdo relacionadas com a puberdade (TARANGER et al,
2010).0 controle do sexo em peixes € um procedimento relativamente simples e de facil
sucesso. Isso porque a diferenciacdo de ovérios e testiculos em peixes é muito tardia e
altamente suscetivel a esteroides. Em comparacdo com os mamiferos, a via de diferenciacdo
sexual em peixes € um processo relativamente flexivel e pode ser afetado e modificado por
varios fatores enddgenos e exdgenos (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002).

Yamamoto (1969) postulou que para a inverséo sexual eficaz, os esteroides sexuais
devem ser administrados antes de qualquer sinal de diferenciacdo gonadal, em uma dose
relacionada com a espécie tratada e com a natureza do esterdide, e que a administracdo do
horménio deve ser continuada até depois da época em que a diferenciacdo sexual
normalmente ocorre. Androgenos e estrdgenos mimetizam os efeitos dos esteroides sexuais
enddgenos, direcionando, assim, o desenvolvimento das gbnadas para testiculos e ovarios,
respectivamente (DESPREZ et al, 2006). Os hormdnios androgénicos sdo usados também
para a esterilizacdo de individuos, se administrados em concentracBes relativamente altas
(PIFERRER, 2001). Para a inversdo sexual de peixes, o andrégeno mais utilizado para
masculinizagdo € a 17a-metil-testosterona, ¢ entre os estrogenos o 17f-estradiol € o mais
empregado para feminizacdo (CNAANI e LEVAVI-SIVAN, 2009). A inversdo do sexo nem
sempre é 100% efetiva, e pode ainda ser um processo de dificil sucesso em determinadas
espécies. Nestes casos, o desenvolvimento de estoques com a totalidade de individuos
pertencentes a apenas um sexo pode ser feito pela combinacdo destas técnicas com
cruzamentos especificos (BOMBARDELLI e HAYASHI, 2005; DESPREZ et al, 2006),

conforme detalhado adiante.

O primeiro trabalho experimental de inversdo sexual de peixes foi realizado por
Yamamoto (1958) utilizando o medaka Oryzias latipes. No &mbito de espécie de valor
comercial, o primeiro relato de producéo de populagdo monosexo em peixes foi realizado com
salmonideos na década de 80 (DONALDSON e HUNTER, 1982), quando lotes exclusivos de
fémeas foram produzidos. Hoje, mais de 60 espécies de teledsteos distribuidas em 16 familias
ja foram invertidas sexualmente com o uso de esteroides sexuais (aproximadamente 16
androgenos e 12 estrogenos) (PIFERRER, 2001), e em ao menos 20 espécies de importancia

comercial tem sido usada populagdo monosexo de fémeas (Tabela 3).
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Tabela 3. Espécies em que ha producdo monosexo (comercial ou experimentalmente).

Espécie E Vantagem Referéncias
)
Anguilla anguilla F  Maior crescimento Tzchori et al, 2004
Betta splendens M  Coloragéo e nadadeiras Kirankumar e Pandian, 2002
Cyprinus carpio F  Valor de ovos (00citos) Kocour et al, 2003
Dicentrarchus labrax F  Crescimento 20-50% maior  Navarro-Martin et al, 2009
Epinephelus marginatus M  Escassez de reprodutores Sanches et al, 2009
Gadus morhua F  Qualidade da carne Lin et al, 2012
Hippoglossus hippoglossus F  Maior crescimento Hendry et al, 2003
Ictalurus punctatus M  Crescimento 10-30% maior  Dunham et al, 2001
Lepomis macrochirus M  Maior crescimento Wang et al, 2008
Bye e Lincoln, 1986
Oncorhynchus mykiss F  Qualidade da carne Kuzminski e Dobosz, 2010
Razmi et al, 2011
Oncorhynchus tshawytscha F  Qualidade da carne Hunter et al, 1983
Oreochromis sp. M I\/Iqior cresciment9 Drummond et al, 2009
Evitar a reproducéo Turra et al, 2010.
Paralichthys lethostigma ~ F  Maior crescimento Luckenbach et al, 2003
Poecilia latipinna M  Nadadeira dorsal Kavitha e Subramanain, 2011
Poecilia reticulata M  Coloragéo; nadadeira caudal Kavumpurath e Pandian, 1993
Pomoxis nigromaculatus M  Maior crescimento Arslan e Fhelps et al, 2004
Puntius gonionotus F  Maior crescimento Pongthana et al, 1999
Rhamdia quelen F  Crescimento 20-30% maior  Junior et al, 2008
Salmo salar F  Qualidade da carne igggi%?’ ?0%211976
Scophthalmus maximus F  Maior crescimento Imsland et al, 1997
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5 Espécies em que ha producdo de populagdo monosexo

S&o varios os exemplos de caracteristicas zootécnicas desejaveis que justificam a
producdo de lotes monosexuados em peixes de valor comercial. Na producdo de peixes
ornamentais, por exemplo, o interesse maior esta na producdo de linhagens monosexo de
machos, que sdo apreciados pela presenca de nadadeiras de visual atrativo e/ou coloracédo
intensa. A producdo monosexo de machos ornamentais ja € praticada para o betta Betta
splendens (KIRANKUMAR e PANDIAN, 2002) e para o guppy Poecilia reticulata
(KAVUMPURATH e PANDIAN, 1993). A inversdo sexual tem sido também utilizada para
manejo de reprodutores. Um exemplo interessante € a criacdo da garoupa verdadeira
Epinephelus marginatus. A espécie é hermafrodita protoginica, ou seja, matura inicialmente
como fémea e, em determinado momento sofre uma inversdo sexual, tornando-se macho.
Nesse serranideo a mudanca de sexo é socio demograficamente controlada (SANCHES et al,
2009). A auséncia de individuos jovens pode fazer com que fémeas nunca iniciem o processo
de inversdo, em razdo da complexidade do processo de inversdo sexual. Na busca por
alternativas para contornar este problema, a andronizacdo de fémeas em cativeiro tem-se
demonstrado extremamente vidvel para a obtencdo de reprodutores machos no plantel
(SANCHES et al, 2009).

Na producdo de peixes de corte sdo raros 0s casos em que 0s machos sejam mais
vantajosos que as fémeas. Nas espécies de tilapias, os machos apresentam crescimento mais
rapido, devido a diferencas fisiologicas especificas, além de serem espécies altamente
proliferas nos tanques de piscicultura. Por isso, a criacdo de linhagens monosexo masculinas
em tilapia é amplamente praticada em varios paises, inclusive no Brasil, levando a obtencao
de boas taxas de crescimento, evitando a reproducdo em cativeiro e consequentemente
produzindo lotes uniformes na despesca (TACHIBANA et al, 2004; BOMBARDELLI et al,
2007; TURRA et al, 2010; ZANONI et al, 2013). Com excecdo de poucos exemplos, na
maioria dos peixes de corte as fémeas representam o género mais rentavel por apresentarem
crescimento mais acelerado. Esse fato explica os estudos voltados a producdo de populacGes
de fémeas em linguado do sul Paralichthys lethostigma nos Estados Unidos, enguia europeia
Anguilla anguilla em Israel, robalo Dicentrarchus labrax na Espanha e Franca, bacalhau
Gadus morhua na Noruega e Canada, alabote Hippoglossus hippoglossus na Noruega, Canada
e Escdcia, sargo Lepomis macrochirus nos Estados Unidos, crappie Pomoxis nigromaculatus

nos Estados Unidos e Puntius gonionotus na Australia (Tabela 3).
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O grupo dos salmonideos, ja amplamente estudado, apresenta caracteristicas bem
semelhantes entre eles. Durante o periodo da maturidade sexual, ocorre uma deterioracédo da
qualidade da carne, reduzindo drasticamente o preco do produto. Nestas espécies, as fémeas
tém maturacdo sexual mais tardia que os machos, resultando em crescimento mais acelerado.
Neste caso, a producdo de populacdes monosexo femininas tem sido amplamente utilizada
(principalmente nas fazendas de truta e salméo), permitindo um melhor manejo do estoque e
tornando a producdo mais lucrativa, tanto pela qualidade da carne quanto pela terminagéo
precoce (SOLAR et al, 1994; DONALDSON, 1996; TARANGER et al, 2010).

Outra indicacédo e uso de lotes femininos se baseia na producdo de ova. Em lIsrael, o
governo produz popula¢bes monosexo de carpa comum Cyprinus carpio e as distribui para o0s
produtores, para producdo de ova, que é um produto altamente valorizado naquele pais
(GOMELSKY et al, 1994; KOCOUR et al, 2003; ROTHBARD, 2006). Em relacdo a espécies
nativas brasileiras, as fémeas de jundid Rhamdia quelen e de tambaqui Colossoma
macropomum crescem em torno de 20 a 30% (JUNIOR et al, 2008; ALMEIDA et al, 2014)
mais que os machos, respectivamente, a0 momento do abate. Por isso, nestas espécies
brasileiras idealiza-se a populacdo monosexo de fémeas para aumento da rentabilidade da
atividade.

6 Meétodos para producdo de populacdo monosexo

A producdo de lotes monosexo de peixes pode ser obtida por manipulacbes
genéticas, como ginogénese e triploidia, ou com o uso de esterdides sexuais. Ainda, em
algumas espécies de peixe a masculinizacdo é feita com a administracdo de inibidores de
aromatase (por exemplo, Fradozole). A inibicdo da aromatase, e consequente o bloqueio da
conversdo de androgenos a estradiol, resulta em uma masculinizacdo mais préxima a
fisiologica se comparado a administragdo direta de androgenos. Entretanto, devido a esta
ampla diversidade de procedimentos nos restringiremos a discutir o tratamento com

horménios, por ser o método mais utilizado atualmente.

A formagéo de populacdes monosexuadas de peixes com o uso de hormonio pode ser
obtida pelo método direto - em uma etapa, ou indireto - em duas ou mais etapas. O método
direto pode ser utilizado em qualquer espécie de peixe, independentemente do sistema de
determinacdo sexual. Sua simplicidade representa a principal vantagem do método direto e
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explica seu frequente uso na maioria das espécies onde pretende-se obter populacGes
monosexuadas de peixes (PIFERRER, 2001). Entretanto, existe uma associacdo negativa da
aquicultura com essas praticas de administracdo hormonal, e em alguns paises
(principalmente europeus) ha uma preocupacdo sobre a comercializacdo (e consumo) de
peixes que foram tratados com esterdides sexuais. E importante ter consciéncia que 0s peixes
cujo fenotipo sexual foi manipulado ndo podem se tornar parte de um programa de

melhoramento, uma vez uma parcela das fémeas possui genotipo de machos ou vice-versa.

Ja 0 método indireto é adequado apenas para as espécies em que seja conhecido o
sistema de determinacgéo sexual, que, ademais, deve ser cromossémico simples, como XX/XY
ou ZW/ZZ, para o sucesso da técnica. O método indireto € mais demorado, pois sdo
necessarias duas ou mais etapas de cruzamentos para obtencdo dos lotes monosexuados. A
grande vantagem, porém, é que os peixes dos lotes monosexuados ndo recebem hormonio.
Uma vez alcancado o lote de reprodutores (invertidos), a producdo de lotes monosexuados é
constante e assim somente reposi¢cdes temporarias dos parentais se fazem necessarias (ver
exemplos a seguir) (PIFERRER, 2001; DEVLIN e NAGAHAMA, 2002, BRASIL, 2004).

Para fins do controle do sexo, seja pelo método direto ou indireto, trés formas de
administracdo dos hormdnios podem ser usadas: 1) tratamento dietético, como incorporacao
na racdo; 2) banhos de imersdo; 3) injecdes, que € a via menos utilizada devido a dificuldade
de aplicacdo (PIFERRER, 2001).

6.1 Método direto para producdo de lotes monosexo

Nesse método é realizado o tratamento hormonal durante as fases iniciais de
desenvolvimento larval, para a producdo do sexo fenotipico desejado no préprio lote que
recebe o tratamento (Figura 1) (BOMBARDELLI et al, 2007). As larvas e/ou alevinos devem
ser alimentados com racdo contendo andrégenos ou estroégenos, ou mantidos por certo tempo
em agua contendo concentracfes diluidas destes horménios (BRASIL, 2004). Se aplicado
corretamente, 0 método direto é considerado seguro: 1) por utilizar doses baixas; 2) pela curta
duracdo do tratamento (pode variar entre dias, semanas ou no maximo dois meses); 3) pelo
fato do tratamento ser precoce (e portanto terminar muito antes do abate); 4) pela répida
eliminagdo dos hormonios (0s peixes eliminam cerca de 100% do hormonio em questéo de 3-

4 semanas apés o final de tratamento). No entanto, 0 método direto implica em riscos de
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contaminagdo da agua e do solo e a necessidade de alta qualificacdo de funcionérios para a

manipulacdo e manejo do hormonio.

Tratamento com androgenos Tratamento com estrogenos

|

Lote de animais indiferenciados

(f’ XY —Machos normais ? XX — Fémeas normais
(f’ XX — Neo-machos C_PXY — Neo-fémeas

Figura 1. Diagrama ilustrando o método direto para producdo de lotes monosexo em
teledsteos. Simbolos indicam o sexo fenotipico (Q feminino e & masculino) e letras indicam o
sexo genético (XX feminino e XY masculino).

6.2 Método indireto para producédo de lotes monosexo feminino em espécies XX/XY

Nas espécies XX/XY as fémeas sdo homogaméticas e linhagens monosexuadas de
fémeas podem ser produzidas em duas etapas. Na primeira, ocorre o tratamento de peixes
sexualmente indiferenciados com andrégenos, tornando todos os animais machos fenotipicos.
Os machos genéticos continuam do sexo masculino, mas as fémeas genéticas tornam-se
machos fenotipicos, também chamados neo-machos, pois apresentam todo o fendtipo
masculino, inclusive com producdo de sémen. Entretanto, por serem geneticamente fémeas,
produzem somente espermatozoides contendo cromossomo sexual X, e isso resulta em prole

100% de fémeas quando cruzados com fémeas normais (XX), como mostra a Figura 2.

Como ndo é possivel separar 0s neo-machos (XX) dos machos normais (XY) pelas
suas caracteristicas sexuais externas, marcadores sexuais genéticos ou cariotipagem sdo
utilizados para a identificacdo dos neo-machos. Na auséncia de marcador ou impossibilidade
de realizar a cariotipagem dos machos, pode ser feito um teste de progénie (PIFERRER, 2001,
BRASIL, 2004). O teste consiste no cruzamento entre casais de fémeas normais e machos
tratados hormonalmente (mistura de machos e neo-machos), identificados individualmente.
Cada familia é entdo criada separadamente até que a descendéncia possa ser sexada. Caso a
descendéncia se mostre constituida por 50% de fémeas e 50% de machos, o0 macho parental é
XY e deve ser descartado. Se, por outro lado, a descendéncia for 100% fémeas, entdo o

macho parental testado é um neo-macho (portanto XX) e deve ser mantido como reprodutor



36

para a producdo de sucessivas linhagens de fémeas (HUNTER e DONALDSON, 1983;
BLAZQUEZ et al, 1999). Uma vez alcancado um estoque genotipico e fenotipico desejado, é
relativamente facil de manter a producdo, com a masculinizacdo anual de uma pequena
porcao da propria prole (100% XX) para fornecer mais neo-machos, fechando assim o ciclo
de producdo. Embora inicialmente tedioso e demorado, o método indireto tem a vantagem dos
peixes comercializados ndo serem tratados com esterdides. Este método ja é utilizado ha
muito tempo em escala comercial no cultivo de fémeas de truta arco-iris, no Reino Unido
(BYE e LINCOLN, 1986) e de salmédo no Canada (DONALDSON, 1986).

FO XX XY

? =y

<+—— Tratamento com Androégenos

Fl QXX XX JxY XX Q@

Neo-machos

(_? XX — 50% Fémeas

F2 Q@ XX -100% Fémeas
&' XY - 50% Machos

Figura 2. Diagrama ilustrando o método indireto para producdo de lotes monosexo feminino em
espécies XX/XY. Simbolos indicam o sexo fenotipico (2 feminino e & masculino) e letras
indicam o sexo genético (XX feminino e XY masculino). Adaptado de Piferrer (2001).

6.3 Método indireto para producédo de lotes monosexo masculino em espécies XX/XY

A obtencéo de linhagens monosexo de machos em espécies XX/XY pode ser feita
por meio da producdo de matrizes de supermachos (machos que s&o Y'Y ao invés de XY). E
um dos mais eficientes métodos de producdo de machos, porém, em contrapartida, € um
método demorado, pois a obtencdo do reprodutor YY demanda trés descendéncias (Figura 3).
A primeira etapa consta do tratamento das larvas sexualmente indiferenciadas com
estrégenos, com a finalidade de produzir neo-fémeas ou fémeas invertidas (XY). Ao fazer a
sexagem, verifica-se que os peixes tratados com horménio sdo todas fémeas, porém
distribuidas em duas categorias: fémeas invertidas (XY) e fémeas normais (XX) (PIFERRER,
2001). Por marcador genético ou cariotipagem (ou em ultimo caso, o teste de progénie),

identificam-se as neo-fémeas, que passam para a segunda etapa: o cruzamento com machos
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normais, que resulta na producéo de 75% de machos. Dentre esses 75% de machos, 50% s&o
machos normais XY e 25% sdo os machos de interesse - Y'Y, os supermachos (BRASIL,
2004). O posterior cruzamento de supermachos com fémeas normais dara origem a proles

inteiras de machos (XY), conforme mostra a Figura 3.

FO XX XY

? J

«+——— Tratamento com Estrogenos

F1 JxyY XX Q Q@ XY xyd
Neo-féemeas
F2 @ XX - 50% Fémeas Qxx dJ'xy |SvY XX Q
S'XY - 50% Machos Supermachos
F3 XY - 100% Machos

Figura 3. Diagrama ilustrando o método indireto para producéo de lotes monosexo masculino em
espécies XX/XY. Simbolos indicam o sexo fenotipico (§ feminino e & masculino) e letras
indicam o sexo genético (XX feminino e XY masculino). Adaptado de Piferrer (2001).

Este método de producdo é chamado de supermachos e é utilizado em tilapias do
Nilo, em que matrizes de supermachos podem ser produzidas pela combinacdo das
biotecnologias de inversdo sexual, ginogénese e temperatura da agua, ja que sao espécies com
sistema de determinacdo do sexo tipo XX/XY com influéncia da temperatura (TURRA et al,
2010). A mesma forma de obtencdo de machos ja foi descrita para o guppy
(KAVUMPURATH e PANDIAN, 1993).

6.4 Meétodo indireto para producédo de lotes monosexo feminino em espécies ZW/ZZ

Para a producdo indireta de lotes de fémeas nas espécies em que a fémea é
heterogamética, deve ocorrer a producdo de matrizes superfémeas (WW). Para sua obtencéo,
realizam-se trés etapas, sendo as mesmas para obtencdo dos supermachos Y'Y, seguindo os
mesmos procedimentos, porém com hormonios diferentes (BRASIL, 2004). Nas etapas em

que era utilizado esterdide feminilizante usa-se masculinizante (andr6genos), como mostra a
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Figura 4. Se necessérios, os testes de progénie também sdo os mesmos, para identificacdo das
superfémeas. A producéo de superfémeas para obtencdo de lotes de fémeas ja foi realizado na
tilapia Azul (DESPREZ et al, 2003) e no ornamental molinésia negra Poecilia sphenops

(GEORGE E PANDIAN, 1998).
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Figura 4. Diagrama ilustrando o método indireto para producdo de lotes monosexo feminino em
espécies ZW/ZZ. Simbolos indicam o sexo fenotipico (@ feminino e & masculino) e letras indicam o
sexo genético (XX feminino e XY masculino). Adaptado de Piferrer (2001).

7 O 17p-estradiol (E2)

O estrogénio ovariano biologicamente mais potente é o 17p-estradiol (E,), que esta
relacionado ao desenvolvimento das caracteristicas secundarias sexuais femininas e a
reproducdo (IKEHATA et al, 2006). Possui 18 carbonos com um anel fendlico (Figura 5) que
é o componente estrutural responsavel pela alta afinidade em ligar-se ao receptor de
estrogénio e elucidar a resposta estrogénica (HUBER et al, 2003). Dessa forma, processos que

sejam capazes de alterar o anel fendlico tendem a ser efetivos na remog¢éo do seu potencial

estrogénico.
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Figura 5. Estrutura quimica do 17p-estradiol.

Por ser um potente estrogénio, o E, pode causar alteragcdes nos sistemas endocrinos
de organismos vivos mesmo em baixas concentracdes na &gua, da ordem de ng/L
(SUMPTER, 2005). As caracteristicas fisico-quimicas que mais influenciam no
comportamento dessas substancias sdo: a solubilidade em agua, natureza hidrofobica estimada
pela constante de particdo octanol: agua, pressao de vapor e a constante de sor¢do. Na Tabela
4 sdo apresentadas algumas propriedades fisico-quimicas desse estrogeno de acordo com Feng
e colaboradores (2005) e Ying e colaboradores (2002).

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas do17p-estradiol (E>)

Parametro 17p-estradiol (E>)
Formula Molecular C18H2402

Massa Molar (g/mol) 272,4

Ponto de Ebulicéo (°C) 178-179

Massa Especifica (20°C) 1,170
Solubilidade (mg/L) (a 20°C) 13

Pressdo de Vapor (mm Hg) 2,3.10%

LogKow (coeficiente de particdo octanol agua) 3.1

Koc (coeficiente de sorcao) 3300

Meia-Vida (dias) 2-3

8 Riscos ambientais

Coletivamente conhecidos como ‘“endocrine-disrupting chemicals” (EDC), os

desreguladores enddcrinos representam uma gama extensiva de substancias e podem ser
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produtos naturais, como os fitoestrogénios (isoflavonas, lignanos e coumestanos), produzidos
pelas proprias plantas e bastante comuns em produtos de origem animal e vegetal, ou
compostos quimicos sintéticos (xenoestrogénios), na sua grande maioria organoclorados,
empregados nos mais variados usos industriais, comerciais e domesticos (detergentes
surfactantes, resinas, aditivos e monémeros utilizados na producéo de pléasticos) (FERREIRA,
2008). Os horménios presentes em cosmeéticos e anabolizantes utilizados em ragdes animais
também séo considerados desreguladores endocrinos (ALVES et al, 2007). Os compostos
quimicos exdgenos interferem na atividade hormonal pela ativacdo de receptores (MAIA e
DEZOTTI, 2007)

Os estrogénios tém sido classificados como os maiores contribuintes, dentre 0s
desreguladores endocrinos, em provocar alteracdes endocrinas em organismos presentes em
aguas superficiais (GOMES et al, 2004). Isso ocorre porque 0s estrogénios naturais e
sintéticos sdo efetivos em niveis de ng/L, enquanto que a maioria dos compostos quimicos
apresenta atividade estrogénica em niveis de pg/L e o sistema hormonal dos organismos é
estimulado por baixissimas concentracGes de esterdides, da ordem de partes por bilhdo (ppb)
ou partes por trilhdo (ppt) (NOGUEIRA, 2003).

Os efeitos desencadeados pelos hormoénios dispostos no ambiente atingem desde
microinvertebrados até grandes vertebrados, sendo amplamente relatados na literatura
cientifica e considerados como uma questdo de ambito global (REIS-FILHO et al, 2006).
Varios efeitos tém sido atribuidos a exposicdo a esses compostos, tais como a diminuic¢do do
volume seminal nos homens, o aumento de cancer de mama em mulheres e o aumento de
certas anormalidades no sistema reprodutivo humano (LAGANA et al, 2004). Em peixes,
foram observados efeitos como feminizacdo e inversdo sexual, inibicdo do crescimento
testicular, inibicdo da espermatogénese, decréscimo da capacidade de fertilizacdo dos ovos
pela reducdo da producdo dos hormdénios sexuais masculinos e alteracdo no comportamento
reprodutivo (MILLS e CHICHESTER, 2005; SUMPTER, 2005).

A presenca de E, em rios e na agua para abastecimento humano é cada vez mais
frequente. O E; foi detectado em uma fonte de agua nos EUA na concentragdo de 17 ng/L, em
Taiwan na ordem de 1,4 a 33,9 ng/L em aguas superficiais, no Brasil no afluente de uma
estacdo de tratamento de dgua (ETA) convencional na ordem de 3,0 a 9,1 ng/L e na agua de

abastecimento humano com concentracdo de 0,78 a 1,48 ng/L e em mananciais de Belo
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Horizonte e Sdo Paulo com concentragdoes de 1,5 a 36,8 ng/L e 0,72 a 17,1 ng/L
respectivamente (CHEN et al, 2007; GEROLIN, 2008; MIERZWA et al, 2009). A atividade
dos desreguladores enddcrinos no meio ambiente tem sido largamente estudada por meio de
trabalhos realizados em diversos paises. Essas substancias tem sido encontradas em afluentes
e efluentes de ETA, de Estac6es de Tratamento de Esgoto (ETE), lodo biolégico das ETE, em
sedimentos marinhos e solos e nas aguas superficiais, subterraneas e potaveis (FERREIRA,
2008). Para o E; o tratamento mais recomendado seria a remoc¢éo por carvao ativado, que tem
uma elevada eficiéncia de remoc¢éo de 97% ap0s 4 h de contato com 5 mg/L de carvao ativado
(WESTERHOFF et al, 2005). Contudo, é um tratamento caro e que necessita de um
tratamento posterior para o residuo gerado e, adicionalmente, o tempo de detencdo de 4 h €
elevado para ser utilizado em uma ETA. A oxidacdo, por conseguinte, € um método utilizado
nas ETA e pode ser usado para a remocdo dos compostos estrogénicos. Pereira e
colaboradores (2011) compararam o0 uso de diferentes oxidantes para a transformacdo de
compostos estrogénicos, indicando que os tratamentos que apresentam as maiores eficiéncias
de remocdo sdo o ozénio, ion ferrato e didxido de cloro. Contudo, segundo Pereira e
colaboradores (2013), o cloro é amplamente utilizado como desinfetante e, por sua
caracteristica oxidante, pode remover compostos organicos ou converter compostos toxicos

em nao téxicos.
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Resumo

Pesquisas recentes comprovam que em sistema de cultivo intensivo as fémeas de tambaqui
Colossoma macropomum crescem aproximadamente 18% a mais que 0s machos. Na
aquicultura, em casos como este, cultivar o género mais rentavel pode proporcionar o
aumento da produtividade sem precisar aumentar a area de cultivo. O objetivo deste trabalho
foi identificar a melhor dose de 17B-estradiol (E,) para a feminizacéo direta de tambaqui, para
um futuro desenvolvimento de protocolo de inversdo sexual eficaz para a espécie. Pos-larvas
de tambaqui, com aproximadamente 30 dias pds-eclosdo (dpe) e comprimento médio de 14,87
mm, foram alimentadas com dietas enriquecidas com cinco concentragdes de E; (0, 20, 40,
80, 120 mg/Kg de racao) durante seis semanas consecutivas. Ao final do tratamento, os peixes
foram transferidos para tanques-rede, onde permaneceram entre trés a cinco meses, até a
andlise histoldgica das gbnadas. Baseado nas analises histoldgicas, as proporgdes sexuais
foram estatisticamente iguais nos tratamentos 0, 20, 40, 80 mg E,/Kg de ragdo. Nos animais
que receberam a dieta com maior concentracdo de E,, nenhum macho foi encontrado, embora
peixes intersexo tenham sido identificados, além das fémeas. Apds 60 dias do término dos
tratamentos foi realizada coleta de sangue para analise da concentragdo plasmatica de 17p-
estradiol. Os resultados encontrados para os tratamentos 0, 20, 40, 80 mg E,/Kg de ragéo
foram estatisticamente iguais, mas diferiram do tratamento 120 mg E,/Kg de racdo, que foi
inferior. Os resultados apontam a dose de 120 mg de E, por quilograma de racdo como mais

eficaz na feminizacao de tambaqui, dentre as quatro testadas.

Palavras-chave: aquicultura, tambaqui, feminizacéo, 17p-estradiol.
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Abstrat

Recent studies show that under intensive farming the female tambaqui Colossoma
macropomum grow approximately 18% more than males. In aquaculture, in similar condition
the cultivation of female monosex population provides the most profitable production. The
objective of this study was to identify the best dose of 17pB-estradiol (E;) in direct
feminization of tambaqui, for further development of effective sex reversal protocol for the
species. Post-larvae tambaqui, with approximately 30 days post-hatch (dpe) and average
length of 14.87 + 2.85 mm, were fed diets enriched with five concentrations of E; (0, 20, 40,
80, 120 mg/Kg E; in the feed) for 6 consecutive weeks. At the end of the treatment, the fish
were transferred to cages where they stayed from 3 to 5 months until the histological
examination of the gonads for sexing. Based on histological analysis, the sex ratios were
statistically the same in treatments 0, 20, 40, E2 80 mg/Kg E; in the feed. In animals that
received the diet with greater E, concentration, no male was found, although intersex fish
were identified, in addition to females. Sixty days after treatment blood sampling was
performed for analysis of plasma levels of 17p3-estradiol. The results for the treatments 0, 20,
40, E2 80 mg/Kg E; in the feed were statistically equal, but differed from treatment 120
mg/Kg E; in the feed, which was higher. The results point the dose of 120 mg/Kg E; in the

feed as the most effective in the feminization of tambaqui, among the four tested.

Keywords: aquaculture, tambaqui, feminization, 173-estradiol.
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1 Introducéo

O tambaqui Colossoma macropomum € uma espécie migradora nativa da regido
Amazonica, pertence a ordem Characiforme, familia Characidae subfamilia Serrasalminae.
Ocorre naturalmente do rios Solimdes/Amazonas e Orinoco e seus afluentes (ARAUJO-
LIMA e GOULDING, 1998). E a espécie que mais se destaca na Regido Amazonica, tanto na
pesca quanto na aquicultura, pois possui um alto valor comercial e a preferéncia do

consumidor.

Segundo o boletim estatistico do Ministério da Pesca e Aquicultura, em 2011 dentre
as espécies nativas de adgua doce o tambaqui apresentou a maior producdo na aquicultura
brasileira com 111.084,1 t, sendo ultrapassado somente pela tilapia Oreochromis spp. que é
uma espécie exotica e atingiu 253.824,1, t. Atualmente corresponde a aproximadamente 90%
da aquicultura da regido Norte, e ja se expandiu para as regides Nordeste, Centro Oeste e
Sudeste (BRASIL, 2011). Recentemente constatou-se que em sistema de cultivo intensivo as
fémeas crescem 18% a mais e que seu inicio de maturacdo sexual ocorre mais tarde que nos
machos (dados ndo publicados). Diante da sua importancia econémica e ecoldgica, o
tambaqui foi selecionado como uma das espécies aquaticas de maior interesse para pesquisa
no Brasil (Queiroz et al, 2002).

Na aquicultura, se o inicio da puberdade ocorre em tamanho pré-despesca,
geralmente ocorrem consequéncias indesejaveis aos parametros de produgdo como por
exemplo: taxa de crescimento, conversdo alimentar, caracteristicas de qualidade de carne,
aparéncia externa, comportamento, salde, bem-estar, taxas de sobrevivéncia e uniformidade
dos lotes (TARANGER et al, 2010). Além disso, existem caracteristicas de alto valor
econémico que estdo relacionadas com a maturacdo sexual dos peixes, como padrdo de cor e
forma que sdo importantes em espécies de peixes ornamentais. Para contornar esses
problemas relacionados a puberdade de peixes, uma técnica muito utilizada € a inversao
sexual , onde lotes inteiros de peixes de um sé sexo sdo produzidos. Mesmo quando ndo ha
diferengas significativas entre 0s sexos nas caracteristicas economicamente importantes, 0s
lotes monosexo podem ser vantajosos a fim de evitar reproducdo descontrolada dos lotes
(TURRA et al, 2010). Por essas razdes, a producao do género com as melhores caracteristicas
morfoldgicas, fisiologicas e/ou etiologicas através de culturas monosexo tem sido utilizada

mundialmente na producdo aquicola.
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A producgdo em escala comercial de estoques totalmente femininos, por exemplo,
pode ser realizada através da exposicdo de peixes ao estrégeno (feminizacao direta) ou atraves
do cruzamento de peixes sexualmente-induzidos com peixes normais (feminizacdo indireta)
(DEVLIN e NAGAHAMA, 2002). O método direto pode ser aplicado em qualquer espécie do
peixe, enquanto que o método indireto é adequado apenas espécies em que as fémeas séo
homogaméticas, ou seja, com sistema de determinacdo do sexo XX/XY fémea/macho
(PIFERRER, 2001). A identificacdo do periodo labil (estagios iniciais de desenvolvimento),
da dose e da duracdo do tratamento hormonal sdo passos criticos para a inversao sexual bem
sucedida de peixes indiferenciados (CHATAIN et al, 1999).

O 17p-estradiol é o esteroide mais utilizado para a formacdo de populacdes de
fémeas, sendo usado na inversdo de varias espécies de enguias, salmonideos, ciclideos,
ciprinideos, anabantideos, poecilideos, ictalurideos e bagres, embora alguns efeitos negativos
do seu uso tenham sido relatados sobre a reproducéo, crescimento e sobrevivéncia dos peixes
tratados (PIFERRER, 2001; DEVLIN e NAGAHAMA, 2002). Em termos praticos,
tratamentos hormonais bem sucedidos devem atingir o maior percentual de inversdo sexual
com 0 menor impacto aos animais ao meio ambiente (LIN et al, 2012). No caso dos esteroides
naturais, os residuos no peixe desaparecem em menos de um més ap6s término do tratamento
(PIFERRER, 2001).

Com a finalidade de fomentar a industria da piscicultura do tambaqui com tecnologia
que permita o0 aumento da producdo em 18%, este trabalho buscou identificar a melhor dose
de 17p-estradiol para a feminizacdo de tambaqui, como 0 primeiro passo para O

desenvolvimento de um protocolo de inversdo sexual eficaz e seguro para a espeécie.

2 Material e métodos

2.1 Animais e condicGes experimentais

Por razbes de controle experimental e para evitar possiveis efeitos (genéticos) da
familia sobre quaisquer resultados, o experimento foi dividido em dois ensaios
(setembro/novembro e outubro/dezembro de 2014). Para cada ensaio, os reprodutores e
matrizes da Estagdo de Piscicultura de Balbina, localizada no municipio de Presidente
Figueiredo — AM, foram induzidos por hipofisacdo para a producéo das larvas de tambaqui.
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Com trinta dias pds-eclosdo (dpe), 500 pos-larvas foram transferidas para o Setor de
Piscicultura da Embrapa Amazonia Ocidental, onde ficaram em aclimatacdo por cinco dias, e
atingiram comprimento de 1,36 = 0,21 cm (ensaio 1) e 1,61 + 0,28 cm (ensaio 2). Durante
aclimatacdo, as ja entdo pds-larvas foram alimentadas com ragdo comercial com 45% de

proteina bruta (PB), na taxa de 10% do peso corporal distribuida 4x por dia.

Apols a aclimatacdo, as pds-larvas foram distribuidas aleatoriamente em cinco
tanques experimentais de polietileno em uma densidade de 100 larvas/200 L. Em cada tanque
houve renovacdo parcial de 4gua, aeracdo constante e temperatura mantida na faixa de 28 °C
com auxilio de termostatos. Diariamente foram mensurados temperatura, oxigénio e pH da

agua dos tanques.

2.2 Tratamento hormonal

As dietas experimentais foram enriquecidas com quatro diferentes concentractes de
17-B estradiol (Sigma®; Tabela 1). A racdo utilizada foi previamente triturada e peneirada,
obtendo-se uma granulometria de aproximadamente 0,5 mm. O E;, foi incorporado na ragédo
por meio de solucdo do horménio em alcool etilico (EtOH) 90%, que foi adicionada por
aspersdo para assegurar uma distribuicdo uniforme do hormonio de acordo com a metodologia
descrita por Popma e Green (1990). Para maior praticidade, foi preparada uma solucdo
estoque de E, (1g/L EtOH 90%) que posteriormente foi diluida conforme cada tratamento
(Tabela 1). Para permitir a total evaporacdo do etanol (500 ml/kg racdo; Tabela 1), as racfes
ficaram espalhadas em bandejas em temperatura ambiente por 48h. Toda a racdo necessaria
para os tratamentos foi preparada de uma sé vez, antes do inicio do experimento. Como

controle, 1 kg de racéo foi tratado apenas com 500 ml de EtOH 90%.

As dietas tratamento foram fornecidas durante seis semanas initerruptamente. Apds
esse periodo, cada grupo de peixes foi transferido para um tanque-rede (no total de cinco
tanques-rede alocados em um mesmo tanque escavado) onde permaneceram até a realizacédo
das amostragens. Esse periodo nos tanques rede (que variou de 3 a 5 meses) foi necessario

para que os peixes alcangassem tamanho suficiente para identificacdo e coleta das gonadas.
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Tabela 1. Diluicdo da solucdo estoque para preparo das racoes.

Tratamento Solucéo estoque  Alcool 90% Racéo
Concentracéao de E,/Kg (ml) (ml) (Kg)
0 mg 0 500 1
20 mg 20 480 1
40 mg 40 460 1
80 mg 80 420 1
120 mg 120 380 1

2.3 Amostragem

Sessenta dias ap0s o término dos tratamentos foi realizada coleta de sangue por
puncdo da veia caudal em 10 animais de cada tratamento para determinagdo da concentracao
plasmética de E, nos peixes. As amostras de plasma foram separadas por centrifugacao,

congeladas e armazenadas em ultrafreezer (—80°C) até a realizacdo das analises.

Quando os peixes estavam com idade entre cinco e sete meses foram sedados com
Benzocaina 10% e sacrificados para sexagem. Apo6s sacrificio, as gbnadas foram
imediatamente dissecadas, fixadas em solugdo Bouin por 24 horas e entdo mantidas em EtOH

70% até processamento histoldgico.

2.4 Concentracdo plasmatica de E;

A concentracdo de E; circulante foi determinada por diagnéstico imunoenzimaético
ELISA (KAQO0621, Invitrogen Corporation®), seguindo as instru¢cbes do fabricante.
Resumidamente, 50 pL de cada amostra (incluindo os controles padrdes do kit e branco) e 50
ML de reagente conjugado estradiol-HRP foram pipetadas nos pogos apropriados. Em seguida,
50 pL de anticorpo anti-estradiol foi adicionado a cada pogo e a placa ficou em um agitador
horizontal por 2 h. Apds a incubacdo, os pocos foram lavados quatro vezes com tampéo de
lavagem. Para cada poco, 200 pL de solugdo cromdgena foram adicionados e a placa ficou
durante 30 minutos protegida de luz para incubacdo. A reacédo foi parada pela adi¢do de 50 pL
solugédo de paragem a cada pogo e a placa foi lida a 450 nm utilizando um leitor de
microplacas. Para cada padrdo e amostra foi determinado os valores das concentracdes de E; a

partir da curva padréo e os resultados foram expressos em pg/mL.
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2.5 Sexagem

Os fragmentos de gbnadas foram desidratados em concentracdo crescente de alcool,
clarificados em xilol, e incluidos em parafina para microtomia. As sec¢es de 5 pum foram
montadas em laminas histoldgicas, coradas com Hematoxilina e contrastadas com Eosina. Foi
realizado o estudo morfol6gico, onde para as fémeas investigou-se a estrutura de lamelas
ovarianas, e/ou a presenca de ninhos de oogbnias, e/ou o inicio de meiose. Para a
identificacdo dos machos verificou-se a presenca de cistos espermatogoniais iniciais
(espermatog6nias tipo A em associacdo com ceélulas de Sertoli) dispostos em corddes
testiculares. Baseado na identificacdo histoldgica das gbnadas (ovério, testiculo ou intersexo)
foi estimada a eficacia de cada tratamento em comparagdo com o grupo controle, procurando

identificar o melhor protocolo para a inversao.

2.6 Cloragdo da agua

Antes do inicio do experimento e logo apos término dos tratamentos foram coletadas
amostras de agua (500 mL) de cada tanque experimental (em ambos ensaios) e posteriormente
congeladas. Ao final do tratamento, quando os peixes foram transferidos para os tanques rede,
toda a agua utilizada nos experimentos foi armazenada em um tanque reservatorio Unico.
Como tentativa de promover a degradacdo do E, residual, foi realizada a cloragcdo da agua
deste reservatério segundo adaptacdo de Pereira e colaboradores (2013). Em suma, foi
utilizada uma dosagem de 150 g de Hipoclorito de célcio (cloro granulado usado para limpeza
de piscinas) dissolvida em dois litros de &gua (solucdo de cloro 75.10° g/mL). Cinco dias
apo6s o término do experimento, essa solugdo de cloro foi cuidadosamente adicionada e
homogeneizada no tanque reservatorio de 2.000 L. Para confirmar a eficacia da cloracdo,

amostras de agua deste tanque foram coletadas antes da cloracédo e 30 dias ap0s a cloracéo.

Todas as amostras (individuais dos tanques experimentais e do tanque reservatorio)
foram enviadas congeladas por Sedex para o Laboratorio de Residuos e Contaminantes da
Embrapa Meio Ambiente, Campinas - SP, onde foram realizadas as andlises para verificacdo

de residuos hormonais de E,.
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2.7 Extracdo e quantificacdo de E, na agua

As amostras coletadas antes do inicio dos tratamentos foram utilizadas como
testemunhas em todas as andlises, e a amostra inicial da etapa 2 ainda foi utilizada para a
verificacdo do método, com recuperacdo de 79,2 %. Para a ANVISA (2003), é desejavel que
os valores de recuperacdo, na validacdo dos métodos voltados para anélises de tragos, sejam
préximos a 100%, admitindo-se valores menores desde que nao apresentem precisdo e
exatidao superiores a 20%. Ribani e colaboradores (2004) afirmam que intervalos de
recuperacdo entre 70 e 120% sdo aceitaveis, informagdo corroborada por Brito e
colaboradores (2003) e Amarante Junior e colaboradores (2005).

Para a extracdo do horménio da agua foram filtradas aliquotas de 150 mL das
amostras de agua, com trés repeticdes analiticas, em papel de filtro comum e transferiu-se
para erlenmeyer de 250 mL. Adicionaram-se, nas amostras fortificadas (dgua 2 - 2° LOTE),
0,075 pg do padréo etinilestradiol (referéncia externa) e 0,015 pg do padréo de estradiol. Em
todas as amostras, adicionaram-se 15 mL de metanol P.A. correspondendo a 10% do volume
da amostra e ajustou-se o pH para 3 utilizando-se solucdo de acido cloridrico 5M
(aproximadamente 4 gotas). Acondicionaram-se os cartuchos SPE C18 (OASIS HLB 30 pm,
200 mg, 6 mL) passando-se 10 mL de metanol, seguido de 10 mL de agua ultrapura pH 3. As
amostras foram percoladas sob vacuo nos cartuchos pré-condicionados e em seguida lavadas
com 5 mL de solucdo metanol:dgua 50% pH 3 (esse percolado foi descartado). Secou-se 0s
cartuchos por aproximadamente 5 minutos, ainda sob vacuo, e em seguida passou-se 5 mL de
metanol e o filtrado foi coletado em frascos de vidro. A solucdo foi evaporada até a secura
com nitrogénio. As amostras foram retomadas em 300 pL + 30 (0,3 mL) de metanol grau
HPLC e transferidas para vials préprios para o amostrador e analisadas por Cromatografo
Liquido de Alta eficiéncia (HPLC).

Para a quantificacdo do horménio, as andlises das amostras foram realizadas em
cromatografo liquido modelo Class VP, marca Shimadzu, com detector de fluorescéncia RF-
10Axl. Os extratos foram separados e analisados por meio da coluna ODS hypersil C18 (4,6
mm, 250 mm, 5 um de tamanho de particula) e pré-coluna (4,6 mm, 12,5 mm, 5 um de
tamanho de particula) a temperatura ambiente. A fase movel consistiu de mistura acetonitrila
e agua, 48:52 (v/v), isocratico. O fluxo utilizado foi de 0,8 mL/min. No detector de

fluorescéncia utilizou-se a radiagdo de excitagdo 230 nm e de emissdo de 310 nm. Para as
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andlises, foram injetadas aliquotas de 10 pL do extrato. Nestas condicBes, o tempo de

retencdo da substancia foi de 11,3 minutos.

2.8 Andlise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. Em ambos
ensaios foram testados as mesmas 5 concentragbes de E, (tratamentos; 0, 20, 40, 80 e
120mg/kg de ragdo), sob as mesmas condicdes, e cada peixe foi tratado como uma réplica. De
cada tratamento foi realizada a sexagem de 07 a 31 peixes. Essa variagdo no nimero de
amostras (réplicas) se deu em razdo da grande dificuldade de se identificar o sexo de peixes
pequenos (embora a coleta das génadas tenha sido fécil). Cada peixe foi entdo classificado em
macho, fémea ou intersexo. Para analise da proporcdo de sexos entre cada tratamento e 0
controle foi utilizado o teste Qui-Quadrado (x2). O mesmo teste foi também utilizado para
comparar as proporgdes de sexo entre os controles de ambos ensaios. As concentragdes
plasmaticas de E, o foram avaliadas por anélise de varidncia (ANOVA). Um nivel de

significancia de 5% foi utilizado para todas as analises.

3 Resultados

3.1 Condicdes Experimentais

A temperatura média da agua em todos os tanques de ambos os ensaios do
experimento foi de 28,4 + 0,42°C, o pH teve média de 5,3 + 0,31 e 0 oxigénio dissolvido de
7,2 = 0,38 mg/L (Tabela 2). No inicio houve grande mortandade dos animais, resultando na

taxa de sobrevivéncia final média de 41% (Tabela 3).

Tabela 2. Parametros da agua durante os tratamentos com E;,
Ensaio 1 Ensaio 2

Valores
Parametro Doses de E; (mg/KQ) Doses de E; (mg/KQ)

0O 20 40 80 120 O 20 40 80 120
Oxigénio dissolvido 7 69 72 65 73 74 75 78 72 73 7,2+0,38
Temperatura 28 28 284 288 294 285 283 28,1 28,6 28,3 28,4+0,42
pH 5 49 55 55 58 53 55 51 58 5 53+0,31

meédios
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Tabela 3. Taxa de sobrevivéncia (%) durante os tratamentos.

Concentracéao de E,/Kg Ensaio 1 Ensaio 2 Média

0mg 46 39 43

20 mg 36 38 37

40 mg 41 41 41

80 mg 44 39 42

120 mg 44 40 42

Geral (%) 42 39 41

3.2 Sexagem

Nos animais com comprimento padrdo (CP) < 13,96 + 1,29 cm ndo foi possivel a
identificacdo do sexo, devido a falta de evidéncias histologicas de ovarios ou testiculos. Ao
final do experimento, o comprimento padrédo (CP) das fémeas foi de 16,91 £ 2 cm e seus
ovarios foram identificados pela presenca de oogbnias (Ogs) em proliferacdo (mitose). As
Ogs estavam agrupadas em meio ao tecido conjuntivo contornadas pelas células pré-
foliculares, formando ninhos de oogdnias. A presenca destes ninhos de Ogs foi a evidéncia
fundamental para a identificacdo das fémeas. Todas as fémeas identificadas exibiram ninhos
de oogbnias distribuidos ao longo do epitélio germinativo (Figura l1a). Além desta
caracteristica, algumas fémeas ja apresentavam as lamelas ovarianas, tipicas do arranjo
estrutural deste 6rgdo. Dentre todos os tratamentos, houve uma Unica fémea (de 15 cm CP do
tratamento 120 mg E,/Kg de racdo) que além de ninhos de oogbnias apresentou grande
quantidade odcitos primérios, indicando inicio precoce da meiose (Figura 1b). Os machos
identificados tinham 14,59 + 2,44 cm CP médio, e todos apresentaram testiculos com
espermatogonias A envoltas pela célula de Sertoli formando cistos espermatogénicos iniciais,
caracteristica marcante de machos imaturos (Figura 1c). Entretanto dois individuos (CP =
16,5 cm) do tratamento 80 mg E,/Kg de racdo apresentaram testiculos ja com a meiose e
espermatogénese completas no interior dos cistos. Nesses machos com desenvolvimento mais
avancado pode-se observar a presenca de espermatocitos e espermatides dentro de cistos, e
alguns espermatozoides livres no testiculo (Figura 1d). Houveram ainda animais considerados
como intersexo, pois apresentavam do tecido conjuntivo de machos com células germinativas
caracteristicas de fémeas e machos, ou partes do tecido gonadal caracteristico de machos e

outras partes totalmente peculiares a fémeas (Figura 1e).
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Figura 1. Cortes histoldgicos de génadas de tambaqui corados com HE. a) ovéario imaturo repleto de NOg; b)
ovario imaturo com a presenc¢a de OP; c) testiculo imaturo com SpA em arranjo de corddes; d) testiculo imaturo,
mas com a presenca de Sc, St e Sz; e) gbnada de animal intersexo, tecido conjuntivo caracteristico de ovario com
ninho de oogdnias, notar espermatozéides livres. cPF — célula pré-folicular; cSe — célula de Sertoli; L — lamelas
ovarianas; n — nlcleo; NOg — ninho de oogbnias; Og — oogbnia; OP — odcito primario; Sc — espermatdcito; SgA
— espermatogobnia A; St — espermatide; Sz — espermatozoéide; Vs — vaso sanguineo.
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3.3 Efeito do E; na propor¢do de machos e fémeas na populagéo

A percentagem total de fémeas, machos, intersexos em cada ensaio é apresentada na
Tabela 4.

Tabela 4. Percentual de fémeas, machos, intersexos por ensaio e somatorio dos ensaios.

Ensaio 1 Ensaio 2 Y. Ensaiole 2
Percentual
de E2 (mg/Kg) E2 (mg/Kg) E. (mg/Kg)
individuos

0 20 40 80 120 0O 20 40 80 120 O 20 40 80 120

Fémeas* 45,2 46,2 6,7 28,6 77,8 63,6 77,8 77,8 54,5 875 50 59 33 44 84

Machos* 54,8 538 53,3 286 - 364 - 11,1455 - 50 32 38 39 -
Intersexo* - - 40 428222 - 222111 - 125 - 9 29 17 16
Total de

peixes 31 13 15 7 9 11 9 9 11 16 42 22 24 18 25

sexados**
*QOs valores de fémeas, machos e intersexo estdo expressos em percentagem. **Ndmeros absolutos.

As duas populagdes utilizadas nos dois ensaios (controles dos ensaios 1 e 2)
apresentaram a mesma proporcdo de machos e fémeas (x’= 0,0109). Desta forma, as
proporcOes sexuais obtidas em ambos ensaios foram agrupadas para analise do teste qui-
quadrado e somente foram utilizados os peixes devidamente sexados. Isso foi necessério
porque em dois tratamentos o nimero de amostras estava muito reduzido para a realizagdo do
qui quadrado. E este agrupamento foi possivel uma vez que as duas diferentes populacdes,
mesmo com background genético diferente, apresentaram a mesma proporc¢do original (no
controle) de machos e fémeas. Para analise da propor¢do sexual nos diferentes tratamentos,
ndo foram contabilizados os animais intersexo, uma vez que essa analise estatistica compara a
frequéncia de eventos esperados (proporgédo sexual 1:1 - controle) com os eventos observados
(proporgéo sexual obtida). As proporgOes sexuais foram estatisticamente iguais nos
tratamentos 20, 40, 80 mg E,/Kg de racdo e no controle (Figura 2). Diferente dos demais
tratamentos, ndo foram identificados machos no tratamento 120 mg E,/Kg de ragdo. A
dosagem mais alta afetou significativamente propor¢do sexual dos individuos (Figura 2),

sendo que sua propor¢do sexual de fémeas e machos foi de 21:0 (numeros absolutos). Apesar
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de n&o apresentar machos em sua populacdo, o tratamento 120 mg E,/Kg de racdo obteve
16% de animais intersexo.

100+ —2 a a a b
I Macho
[CJFemea
75+
X 50+
25+
“Controle 20 40 80 120
Tratamentos

Figura 2. Efeito de diferentes doses de E, na proporcdo de machos e fémeas de tambaqui. Os
valores dos tratamentos estdo expressos em mg E,/Kg de ragdo. Letras iguais significam
semelhanca estatistica e letras diferentes significam diferenca estatistica (x> = 12,03; p < 0,005).

3.4 Niveis plasmaticos de E; apds tratamentos

A concentragdo plasmatica de E; nos peixes 60 dias ap6s término dos tratamentos foi
estatisticamente igual nos tratamentos 20, 40, 80 mg E,/Kg de racdo (249, 255 e 274 pg/mL,
respectivamente) e controle (282 pg/mL). Ja no tratamento 120 mg E,/Kg de racdo a média
dos niveis plasmaticos de E, foi de 234 pg/mL, semelhante aos demais tratamentos, porém
estatisticamente inferior ao do controle (Figura 3).
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Figura 3. Concentracdo plasmética de E, em tambaquis 60 dias apds tratamentos. Nos tratamentos
e 0s valores sdo expressos em mg E,/Kg de racdo. Letras iguais significam semelhanca estatistica e
letras diferentes significam diferenga estatistica (p < 0,05).
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3.5 Niveis de E; residual na 4gua do experimento

Os niveis residuais de E, nas amostras de agua coletadas logo apo6s término dos
tratamentos apresentaram valores bem superiores ao do controle. Na agua do tanque
reservatorio antes da cloragdo (ambos ensaios) a quantidade de E; detectada ja era menor que
a apresentada logo apds o término dos tratamentos. E 30 dias ap6s cloracdo ndo foi detectada

a presenca do hormonio 17p-estradiol na agua (Figura 4).

2.0~
1.54

1.0+

Ho/L

0.5

0.0~
0 20 40 80 120 Antes Apos

Tratamentos Cloragao

Figura 4. Concentracdo de estradiol na &gua antes e ap0s a cloragdo. Para os tratamentos as
coletas foram realizadas 3 dias apds seu término.

4 Discussao

Possuindo cerca de 13% de toda a 4gua doce do mundo e com uma costa marinha
superior a 10.000 km, o Brasil é um pais com enorme potencial para a aquicultura. A
estimativa de potencial de producdo de peixes em cativeiro no pais € de 20 milhdes de
toneladas/ano (SIDONIO et al, 2012). Neste cendrio, o tambaqui destaca-se por ser a principal
espécie nativa com valor econdmico, sendo produzida em todas as regides brasileiras, como
puro ou hibrido. Embora o ciclo de producdo da espécie ja esteja dominado, ainda existe
muito espago para o aumento da produtividade do tambaqui. Baseado na diferenca de peso
entre machos e fémeas de tambaqui aos 3 kg (tamanho de mercado na regido Amazonica),
este trabalho buscou identificar uma dose efetiva de estradiol (E;) para a feminizacédo de lotes
de tambaqui, com o propdsito de contribuir para a validacdo de um protocolo eficiente e

seguro de formac&o de populacdo monosexo de fémeas para a espécie.
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Durante o experimento, tanto os niveis de oxigénio dissolvido (meédia acima de 7
mg/L) quanto os valores de pH da dgua (media de 5,3) atenderam as exigéncias para o cultivo
de tambaqui. Segundo Araujo-Lima e Gomes (2005) e Aride e colaboradores (2004), o
tambaqui tem seu crescimento normal em valores de OD superiores a 3 mg/L e o pH entre 4,0
e 6,5. A temperatura também mostrou-se adequada (média de 28,4°C) para uma espécie de
clima tropical, que tem seu crescimento 6timo na faixa de 28 a 32°C (KUBITZA, 1999). De
qualquer forma, houve uma alta mortalidade em todos os grupos de ambos ensaios (42%
ensaio 1 e 39% ensaio 2), que pode ser atribuida as condigdes de estresse devido a grande
frequéncia de sifonagem para a limpeza dos tanques de polietileno. Na fase de crescimento
nos tanques-rede ndo houve mortalidade relevante. Embora os esteroides sexuais tenham
influéncia no crescimento e sobrevivéncia dos peixes (BLAZQUEZ et al, 2001; PIFERRER,
2001), o tratamento com E; exdgeno ndo foi o causador das perdas no presente experimento,
pois mesmo a maior concentracéo testada ndo apresentou diferenga da mortalidade observada

nos grupos controles de ambas etapas.

Em teleosteos, a diferenciacdo sexual ocorre primeiro nas fémeas, com a proliferacéo
de células somaticas para formar a cavidade do ovario acompanhada ou ndo pela entrada da
oogdnia em meiose (BRUSLE e BRULSE, 1983). Nos machos a diferenciacio sexual ocorre
mais tarde e é caracterizada pela diferenciacdo das células germinativas primordiais (CGPs)
em espermatogobnias e pelo arranjo caracteristico destas com as células somaticas em cistos
(PIFERRER, 2001). Embora j& diferenciados, a identificacdo do sexo do tambaqui por
histologia de fragmentos gonadais ndo é possivel em juvenis com comprimento total inferior a
14 cm. Até este tamanho, as gbnadas apresentam as células germinativas envoltas por células
somaticas, com dificil distincdo entre espermatogdnias e oogobnias e ndo ha odcitos nos
ovarios. Por exemplo, no grupo controle ndo foram observados odcitos nem na maior fémea
analisada, que tinha CP de 20 cm. Desta forma, em tambaqui menores que 20 cm, a
identificacdo de testiculos e ovarios deve ser realizada somente pela disposi¢do das células
germinativas, em corddes testiculares ou em ninhos de oogbnias, respectivamente, o que
requer um certa experiéncia do observador. Alguns efeitos secundarios da aplicacdo de
esteroides sexuais em peixes, como a esterilidade e o retardo no desenvolvimento sexual
(BLAZQUEZ et al, 1998; DESPREZ e MELARD, 1998), poderia explicar esse eventual
atraso na diferenciacdo sexual do tambaqui. A exposicdo cronica de zebrafish Danio rerio ao

E,, por exemplo, atrasou significativamente o desenvolvimento gonadal na espécie (XU et al,
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2008). Porém, a auséncia de células meidticas em ovérios de tambaqui foi observada tanto em
peixes tratados como no controle, excluindo a possiblidade de um eventual efeito do E,. Ao
contrario do observado em zebrafish, o tratamento com E; parece acelerar o desenvolvimento
ovariano em tambaqui, pois odcitos primarios foram observados em uma fémea de 15 cm

(CP) que recebeu a mais alta concentracédo de E;.

O efetivo sucesso da inversdo sexual com a utilizacdo de estrogenos parece ser de
dificil alcance quando comparado com a inversao sexual de fémeas através de androgenos
(PIFERRER e DONALDSON, 1989). Por isso, existe a necessidade de dosagens maiores de
estradiol para feminizar efetivamente os peixes se comprado a quantidade de andrégenos para
a masculinizacdo (HENDRY et al, 2003). Por outro lado, os estrogenos tém sido utilizados
para induzir a diferenciacdo sexual em pelo menos 56 espécies de teledsteos pertencentes a 24
familias diferentes (PIFERRER, 2001).

O tratamento hormonal com 120 mg de E; por quilograma de racdo para larvas a
partir de 14 mm efetivamente inverteu o sexo fenotipico de tambaqui, uma vez que nenhum
macho foi identificado em ambos ensaios. Entretanto, nesta concentracdo houve ainda uma
pequena percentagem de intersexos (22,2 e 12,5 % nos ensaios 1 e 2, respectivamente) na
populacdo. Wang e colaboradores (2008) demostraram que para bluegill sunfish Lepomis
macrochirus, doses inferiores a 100 mg E,/Kg de racdo feminizaram lotes, mas também
produziram animais intersexo, ao passo que doses entre 150 a 200 mg E,/Kg de racdo durante
60 dias produziram 100% de fémeas. Doses altas (90, 100, 110 mg E,/Kg de racéo) desse
esteréide incorporadas a racdo também foram utilizadas para feminizar o jundia Rhamdia
guelen, mas nesse caso, além de animais intersexo, a dosagem mais alta ainda apresentou
machos (JUNIOR, et al, 2008). J& para a truta arco-iris Oncorhynchus mykiss, o esteroide
sintético Valerato de Estradiol em uma dosagem de 20 mg E,/Kg de racdo durante 56 dias,
atingiu uma eficiéncia de 97% de fémeas e 3% de intersexo (GUZEL et al, 2008).

Como o periodo (comprimento) de diferenciacdo sexual ainda ndo foi identificado
para o tambaqui, a administracdo precoce (logo ao inicio da alimentacédo inerte) do horménio
foi de suma importancia para o sucesso da inversao fenotipica. Como os s tratamentos foram
iniciados muito precocemente e as analises histologicas foram realizadas cerca de cinco meses
apos os tratamentos, a alteracdo do sexo fenotipico do tambaqui pode ser considerada

permanente. Em espécies gonocoricas a inversao sexual é geralmente permanente, pois a acdo
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dos genes determinantes do sexo gonadal é restrita ao periodo de diferenciagdo sexual,
diferente de espécies hermafroditas onde esses genes podem ser expressos em estagios mais
avancados de desenvolvimento gonadal (YAMAZAKI, 1983). A morfologia do tecido
gonadal também pode ser afetada pelos esteroides sexuais (BLAZQUEZ et al, 1998;
PIFERRER e DONALDSON, 1992). Peixes com tecidos ovariano e testicular concomitantes
(intersexo) tém sido observados frequentemente em experimentos de inversdo sexual (LIN et
al, 2012). O intersexo pode ser resultado de doses ou periodos de tratamento inadequados
(WANG, et al, 2008).

Segundo Piferrer (2001), os residuos hormonais no peixe desaparecem em menos de
um més ap6s término do tratamento, no caso de uso de esterdides sexuais naturais. A
concentracdo de estradiol no plasma dos animais tratados com doses de 20, 40 e 80 mg E»/Kg
de racgdo foi estatisticamente igual ao controle, mostrando que em 60 dias o estradiol exdgeno
foi totalmente metabolizado pelo organismo dos peixes. Resultados semelhantes foram
encontrados para machos de jundia, que foram submetidos a injecBes peritoneais de 0.1 e 1
mg de E, por quilograma de peso corporal e ap6s 17 dias apresentaram concentracdo
plasmética semelhante a dos machos ndo tratados (COSTA et al, 2010). Porém, no tratamento
de 120 mg E,/Kg de ragdo os animais apresentaram uma concentracdo plasmética media de
234 pg/mL, estatisticamente inferior ao controle (282 pg/mL). Esse fato sugere que a maior
concentracdo de E, teve um efeito de feed back negativo muito forte e/ou prolongado na

producdo enddgena deste esterdide.

A presencga de E; em rios e na dgua para abastecimento humano € cada vez mais
frequente, principalmente ao redor de grandes centros urbanos (CHEN et al, 2007;
GEROLIN, 2008; MIERZWA et al, 2009). Grande parte dessa contaminacdo pode vir de
compostos quimicos sintéticos, empregados nos mais variados usos industriais, comerciais e
domeésticos (detergentes, resinas, aditivos e mondmeros utilizados na producao de plasticos;
FERREIRA, 2008; PEREIRA et al, 2011). Apesar de infima, quantidade encontrada de E;
residual no grupo controle ndo era esperada. Muito provavelmente houve uma contaminagao
acidental através do uso comum dos equipamentos de limpeza dos tanques experimentais
(sifonamento) ou dos equipamentos de afericdo da agua (oximetro digital, peagametros). De
qualquer forma, a utilizagéo de 150 g de cloro adicionados a 2 mil litros da agua remanescente
dos tratamentos, aplicado cinco dias apds término da segunda etapa do experimento é 100%

eficaz na degradacdo do E, O cloro, por sua caracteristica oxidante, é conhecido pela
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capacidade de remover compostos organicos ou converter compostos toxicos em nao toxicos
(PEREIRA et al, 2013).

A producdo de populacdo monosexo € um avanco para a cultura de peixes, e ja
provou ser eficiente para o aumento da produtividade em diversas espécies, tais como a
enguia Anguilla Anguilla (TZCHORI et al, 2004), carpa comum Cyprinus carpio (KOCOUR
et al, 2003), robalo Dicentrarchus labrax (NAVARRO-MARTIN et al, 2009), bacalhau do
Atlantico Gadus morhua (LIN et al, 2012), truta arco-iris Oncorhynchus mykiss
(KUZMINSKI e DOBOSZ, 2010) e outros salmonideos. O presente estudo € pioneiro na
feminizacéo direta de tambaqui, e apresenta resultados promissores para o desenvolvimento
desta técnica para a principal espécie nativa brasileira, uma vez que as fémeas de tambaqui
crescem cerca de 18% a mais que 0os machos em sistema de cultivo intensivo (dados nédo
publicados). Entretanto, mais estudos se fazem necesséarios a fim de reduzir o tempo de
tratamento, investigar possiveis residuos de E, na carne do peixe (aspectos de seguranca
alimentar), e principalmente avaliar a viabilidade econdémica da populacdo monosexo de

fémeas em tambaqui.

5 Conclusao

Considerando efeito do E; na feminizagdo de tambaqui, a dose de 120 mg de E; por
quilograma de racdo administrados durante 6 semanas mostrou ser um tratamento eficaz, com
uma inversdo sexual de 84% da populagdo. E o tratamento da &gua com cloro na concentracao
de 75.10° g/L de 4gua elimina resquicios do estradiol, garantindo a seguranca ambiental do
procedimento.
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Em muitas espécies de teledsteos, o desempenho zootécnico ou caracteristicas
morfofisioldgicas da fémea a tornam economicamente superior ao macho (HENDRY et al,
2003; JUNIOR et al, 2008; KOCOUR et al, 2003; KUZMINSKI e DOBOSZ, 2010; LEE et
al, 2004; LIN et al, 2012; LUCKENBACH et al, 2003; NAVARRO-MARTIN et al, 2009;
TZCHORI et al, 2004). Essa situacdo pode ser observada em tambaqui, principal espécie
nativa cultivada para corte no Brasil. A presente dissertacdo apresenta o trabalho que
objetivou determinar uma concentracdo efetiva de estrogénio para a feminizacdo de tambaquis
machos, com a finalidade de contribuir com informacdes precisas para o desenvolvimento de
um protocolo de formacdo direta de populacdo monosexo de fémeas para a espécie. Além
disso, contém uma vasta revisdo de literatura sobre populacdes monosexo de peixes de valor
comercial, bem como sobre os eventos fisioldgicos (determinacdo e diferenciacdo sexual) que

permitem a inversdo sexual fenotipica em teledsteos.

Na presente investigacdo foi possivel constatar que a meiose € um evento muito
tardio em fémeas de tambaqui. Enquanto que na maioria das espécies de teledsteos a meiose
nas fémeas ocorre durante o processo de diferenciacdo sexual, ou seja, bem no inicio do
desenvolvimento ovariano (revisado em DEVLIN e NAGAHAMA, 2002; MAZONI et al,
2010), em tambaquis ndo ha a presenca de odcitos em fémeas de até 20 cm (comprimento
padrdo). Esse fato dificulta a identificacdo do sexo na espécie por histologia de fragmentos de

gbnadas.

Os resultados obtidos comprovaram a eficiéncia do horménio esteroide 17p-estradiol
na feminizacdo de tambaqui, na concentragdo de 120 mg E,/Kg de ragdo. Como o tamanho em
que ocorre a diferenciacdo sexual do tambaqui ainda ndo foi identificado, o tratamento
dietético deve ter inicio tdo logo as pos-larvas iniciem sua alimentacdo exdgena
(aproximadamente 14 mm de comprimento) e deve ser interrupto por um periodo de seis
semanas. Apesar do sucesso na feminizagdo do tambaqui com 120 mg E,/Kg de ragdo, mais
pesquisas se fazem necessérias a fim de verificar o melhor tempo de duragdo do tratamento,
ou seja, se é possivel uma redugdo no tempo de 6 semanas, Vvisto que em outras especies, 0
tratamento por uma semana pode ser eficiente. Também a viabilidade econémica desse novo
modelo de producdo, aplicado na cultura do tambaqui, é outro fator que devera ser analisado

futuramente.
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Atenta aos possiveis riscos ambientais da técnica de inversdo sexual, a presente
investigacdo utilizou a cloracdo para tratar a agua remanescente das dietas terapéuticas com
E,. Analises das amostras da agua dos tanques experimentais antes e apos a cloracdo foram
realizada na Embrapa Meio ambiente, Campinas, SP, para confirmacdo da eficiéncia da
cloragdo na depuracdo de residuos hormonais. O uso do cloro eliminou 100% do hormonio

residual da agua dos experimentos.

Ha muito tempo a inversdo sexual direta tem sido utilizada em producdes de tilapias
e salmonideos, e nessas familias, os residuos hormonais desaparecem do organismo do peixe
30 dias ap6s o tratamento (PIFERRER, 2001). Para validagdo e implementagdo de um
protocolo de inversdo sexual direta no cultivo de tambaqui, é importante garantir a
biosseguranca do produto final, sem riscos de presenca residual do E,. Ja com vistas nesse
compromisso com a seguranca alimentar, foram coletados filés dos animais utilizados (dos
grupos controles e tratados) para analise de possiveis residuos hormonais. A analise por
cromatografia liquida-espectrometria de massa de alta eficiéncia (HPLC-MS) esta sendo
realizada no laboratério de Toxicologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Unicamp, Campinas. Tdo logo os resultados das analises de resquicios
hormonais no filé dos peixes estejam prontos, os dados serdo analisados e incluidos no artigo
apresentado no Capitulo 3. Certamente a inversdo sexual pelo método indireto evita 0s
problemas relacionados a seguranca alimentar, visto que peixes tratados sao utilizados como
reprodutores e portanto ndo sdo consumidos. Porém sem a identificacdo do sistema de
determinacdo sexual da espécie em questdo, que muito varia entres os teledsteos, essa técnica

se torna impossivel.

Embora o testes sobre a seguranca alimentar da técnica ainda esteja sendo realizado,
0 presente trabalho representa um grande avango na feminizacdo direta de tambaqui. O
estabelecimento de um protocolo seguro de inversdo sexual direta para producdo de
populacdo monosexo feminina de tambaqui certamente elevara a rentabilidade da atividade,
uma vez que permitira o aumento da produtividade (em kg de peixe produzido) sem precisar
aumentar a area de lamina d’agua cultivavel, garantindo assim sustentabilidade da cadeia

produtiva.
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