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RESUMO

A aquicultura mundial esta crescendo mais rapido do que qualquer outra atividade do
setor primario. O Brasil reune condicdes extremamente favoraveis a piscicultura, além
do grande potencial de mercado, o pais conta com clima favoravel, boa disponibilidade
de areas, grandes safras de gréos e invejavel potencial hidrico. As tilapias sdo nativas do
continente africano e da Asia menor. Cerca de 70 espécies estio taxonomicamente
classificadas. A tilapia esta amplamente distribuida pelo territorio brasileiro e é criada
nos mais diversos sistemas de producdo. O desenvolvimento e a intensificacdo da
piscicultura sdo dependentes do sucesso no controle e manipulacdo de algumas funcbes
fisiologicas e, dentre elas, a reprodugdo. Nos Ultimos anos, as pesquisas tém se voltado
para a procura de metodos confiaveis de producdo de progénies de individuos de um
determinado sexo. A técnica mais préatica de se obter popula¢cdes monosexo de tilapias é
a manipulacdo do sexo fenotipico do peixe, pelo tratamento com esteroides sexuais. O
presente trabalho teve por objetivo, avaliar o desempenho do crescimento gonadal da
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) nos primeiros 30 dias de vida e fase final de
engorda; alimentadas com ragOes adicionadas dos hormoénios a-17 metil testosterona e
B — estradiol, utilizados para inducdo da reversao sexual fenotipica, bem como realizar
estudo morfolégico das génadas de populacdes de machos e fémeas, ndo submetidos a
tratamento hormonal. O experimento foi realizado na base de piscicultura da UFRPE e
no Laboratério de Histologia do DMFA/UFRPE. Foram utilizadas 400 larvas e 30
adultos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). As larvas foram divididas em 03
grupos distinto :Grupo T1: 100 animais alimentados com racdo comercial adicionada
de B — estradiol (20 mg/kg). Grupo T2: 100 animais alimentados com ragcdo comercial
adicionada de 17 - o - metiltestosterona (60 mg/kg) Grupo Controle (GC): 200
animais alimentados com racdo comercial livre de aditivos. Os animais de todos os
grupos foram alimentados 5 vezes ao dia, durante 35 dias. Os adultos foram cultivados
por 24 semanas em tangues rede recebendo racdo adicionada de horménios nos
primeiros 30 dias e racdo comercial livre de aditivos e especifica para cada fase de
cultivo nas fases seguintes. O material histologico foi, coletado, processado e analisado
de acordo com os métodos usuais de rotina para histologia. Para andlise estatistica
foram aplicados os testes de ANOVA de Tukey.

Palavras-chave: gbnadas, hormdnios, morfologia



ABSTRACT

The global aquaculture is growing faster than any other activity of the primary sector.
The Brazil has extremely favorable conditions for fish farming, in addition to the great
market potential, the country has favorable climate, good availability of areas, large
crops of grain and enviable water potential. Tilapia are native to Africa and Asia Minor.
About 70 species are taxonomically classified. The tilapia is widely distributed
throughout Brazil and is created in various production systems. The development and
intensification of farming are dependent on the successful control and manipulation of
some physiological functions, among them, playing. In recent years, research has
focused on the demand for reliable methods of producing progeny of individuals of one
sex. The most practical technique of obtaining populations monosex tilapia is handling
the phenotypic sex of the fish by treatment with sex steroids. This study aimed to
evaluate the performance of gonadal growth of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in
the first 30 days and final fattening phase; fed with added hormones a -17 methyl
testosterone and P - estradiol, used to induce phenotypic sex reversal as well as perform
morphological study of the gonads of male and female populations, not undergoing
hormonal treatment. The experiment was conducted on the basis of the fish UFRPE and
Laboratory of Histology DMFA / UFRPE. A total of 400 adults and 30 larvae of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus). The larvae were divided into 03 distinct groups: Group
T1: 100 animals fed with commercial feed with added B - estradiol (20 mg / kg). T2:
100 animals fed with commercial feed with added 17 - a - methyltestosterone (60 mg /
kg) Control Group (CG): 200 animals fed with commercial diet free of additives. Mice
from all groups were fed five times a day for 35 days. The adults were cultured for 24
weeks in tanks fed diet added network of hormones in the first 30 days and commercial
diet free of additives and specific to each stage of cultivation in the later stages. The
histological material was collected, processed and analyzed according to the usual
methods for routine histology. Statistical analyzes were applied ANOVA Tukey.

Keywords: gonads, hormones, morphology
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1. INTRODUCAO

A aquicultura mundial estda crescendo mais rdpido do que qualquer outra
atividade do setor priméario (TAKASHIMA e STRUSSMANN, 1997). O cultivo de
animais aquaticos tem o potencial de suprir alimento de alta qualidade, particularmente
de proteina animal (LOVELL, 1991; MUIR e NUGENT, 1995; HEGGBERGET, 1996;
SHANG, 1996). Responsavel por 7,5% de toda a producdo global de alimentos, o
pescado € atualmente a quinta maior fonte, perdendo apenas para arroz, produtos
florestais, leite e trigo (BORGHETTI, 1996).

No Brasil a rapida expansdo da aquicultura, vem sendo considerada como uma
das melhores alternativas para diminuir a pressdo da pesca sobre 0s estoques pesqueiros
naturais, como também para reduzir os impactos negativos que a exploracdo pesqueira
indiscriminada pode causar nos ecossistemas aquaticos (ROTTA e QUEIROZ, 2003). O
Brasil retne condigcdes extremamente favordveis a piscicultura, além do grande
potencial de mercado, o pais conta com clima favoravel, boa disponibilidade de areas,
grandes safras de gréos (soja, milho, trigo, entre outros que geram matérias primas para
racdes animais) e invejavel potencial hidrico (BOZANO, 2002; KUBITZA, 2003).

A piscicultura é reconhecida como uma importante atividade agroindustrial,
capaz de gerar grande retorno financeiro para 0s produtores e para as industrias
processadoras de peixes, numa visdo sisttmica de cadeias produtivas (PINHEIRO et al.,
2006).

As tilapias sdo nativas do continente africano e da Asia menor (GURGEL,
1998). Cerca de 70 espécies estdo taxonomicamente classificadas (ICLARM, 1984). A
primeira espécie que chegou ao Brasil foi a Tilapia rendalli, em 1952 (GURGEL,
1998). As tilapias sdo predominantemente de dguas quentes, a temperatura da dgua pode

variar de 20 a 30 °C, embora possam tolerar temperaturas de aproximadamente 12 °C



(SWIFT, 1993). Uma das tilapias mais procuradas no Brasil para cultivo é a chitralada,
conhecida principalmente como tailandesa, linhagem desenvolvida no Japdo e
melhorada no Palécio Real de Chitral na Tailandia. Esta linhagem foi introduzida no
Brasil em 1996 a partir de alevinos doados pelo Asian Institute of Technology (AIT) e,
nos ultimos anos, vem passando por processo de melhoramento genético em nosso pais
(ZIMMERMANN, 2000).

A Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), segundo Vannuccini (1999), tem
sido etiquetada como o “novo pescado branco”. Esta espécie apresenta os requisitos
tipicos dos peixes preferidos pelo mercado consumidor, tais como carne branca de
textura firme, sabor agradavel e facil filetagem, ndo tendo espinha em “Y” nem odor
desagradavel. Possui, além disso, as caracteristicas que a colocam no pddio das
principais espécies cultivadas comercialmente, as quais, de acordo com Kubitza e
Kubitza (2000), séo: a facilidade de reproducdo e obtencéo de alevinos, a possibilidade
de manipulagdo hormonal do sexo, aceitagcdo de diversos alimentos e capacidade de
aproveitar alimentos naturais em viveiros; converséo alimentar entre 1 e 1,6; excelente
crescimento em cultivo intensivo; grande rusticidade (manejo intenso e baixos niveis de
oxigénio dissolvido) e resisténcia a doencas.

O avango da tilapicultura no mundo inteiro esta levando a uma intensificacéo
dos cultivos, provocado principalmente pela diminuigdo da pesca marinha e maior
procura pelo pescado devido as qualidades saudaveis de sua carne (SANTOS et al.,
2007).

A tilapia esta amplamente distribuida pelo territorio brasileiro e é criada nos
mais diversos sistemas de producdo. A intensificacdo da producdo desta espécie no
Brasil e o estabelecimento pelo Ministério da Agricultura de um programa de

desenvolvimento da cadeia produtiva, principalmente para combater a importacdo de



pescado, tém demandado pesquisas por linhagens geneticamente melhoradas e
adaptadas aos nossos ambientes (HILSDORF, 1995).

A tildpia é a segunda espécie mais cultivada mundialmente (JORY et al., 2000).
Segundo Castillo Campo (2001), os Estados Unidos, em 2000, importaram 40.469
toneladas de tilapia, sendo 27.781 toneladas de peixe inteiro congelado, 5.185 de filé
congelado e 7.501 de filé fresco. O mesmo autor menciona que o consumo de tilapia,
produzida no pais e a importada, foi de 90.720 toneladas em peso vivo, no final do ano
2000, enquanto em 1998 foi de 50.803 toneladas. Os principais exportadores de tilapia
inteira e filés congelados sdo os paises asiaticos, como a Tailandia, Taiwan e Indonésia;
e de filés frescos, paises latino-americanos como a Costa Rica, o Equador e Honduras
(JORY et al., 2000). Em relacéo ao Brasil, em 1995, a producédo de pescado advindo da
aquicultura foi ao redor de 27.250 toneladas, o que colocava o Brasil em trigésimo
terceiro entre os principais paises que praticam a aquicultura (HILSDORF e PEREIRA,
1999). De acordo com Kubitza (2000), a producdo anual de tilapia esta entre 30 e 40 mil
toneladas.

Tilapia é o nome genérico de um grupo de ciclideos endémicos da Africa
(POPMA e MASSER, 1999). O grupo consiste em trés géneros importantes para a
aquicultura — Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia (SANTOS, 2004). Todas as
espécies de tilapias constroem ninhos e os ovos fertilizados sdo incubados na boca. S&o
facilmente identificadas por uma interrupcdo em sua linha lateral, que é uma
caracteristica da familia Cichlidae, a qual pertencem. Elas sdo lateralmente comprimidas
e com uma longa nadadeira dorsal, onde a parte anterior & profundamente espinhada,
espinhas também sdo encontradas na pélvis e na nadadeira anal (RIBEIRO, 2001).

A piscicultura brasileira experimentou crescimento substancial na ultima década,

atraindo as industrias de ragdo com diversificacdo na qualidade e consequente alta nos



precos (ARAGAO, 2002; EMATER, 2002). O fato tornou 50 a 70% da producéo de
peixe dependente de fatores como a qualidade e o custo, direcionando os nutricionistas
ao estudo sobre viabilidade econémica da criacdo (EL-SAYED, 1999; FURUYA,
2001).

A inadequagdo nutricional causa baixa taxas de crescimento e converséo
alimentar, além de tolerdncia @ manipulacdo e transporte, aliados a alta deformidade
anatémica e sinais clinicos de deficiéncias vitaminica e mineral e com maior incidéncia
de doenca e morte (LALL, 1988; KUBITZA e CYRINO, 1999).

O desenvolvimento e a intensifica¢do da piscicultura sdo dependentes do sucesso
no controle e manipulacdo de algumas funcdes fisioldgicas e, dentre elas, a reproducéo.
Nos Ultimos anos, as pesquisas tém se voltado para a procura de métodos confiaveis de
producdo de progénies de individuos de um determinado sexo. Varias sdo as opcoes
para se conseguir isto, incluindo métodos genéticos, ndo genéticos ou mesmo a
combinacéo entre eles (PANDIAN e SHEELA, 1995).

A técnica mais pratica de se obter populacdes monosexo de tilapias é a
manipulacdo do sexo fenotipico do peixe, pelo tratamento com esterdides sexuais. O
percentual de machos fenotipicos apo6s tratamento hormonal de reversdo sexual
frequentemente fica acima de 95%. (LEONHARDT, 1997).

Pandian e Sheela (1995) relacionaram algumas vantagens e desvantagens do uso
de horménios na reversdo sexual em peixes, dentre as vantagens esta a maximizacao do
crescimento que leva ao aumento do valor comercial dos peixes, em contrapartida como
aspecto negativo os autores acreditam que os horménios utilizados nas técnicas de
reversdo possam ser carcinogénicos e que estes hormoOnios podem afetar 0s
consumidores, além desse aspecto ressaltam ainda que os horménios administrados em

cultivos abertos podem contaminar o ambiente.



Leonhardt (1997) sugere que o uso de horménios ndo traria nenhum dano ao
consumidor j& que o peixe € criado durante muitos meses sem esteroides antes do abate.

A venda de tildpia tratada com esterdides ndo é aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA), seguindo essa recomendacdo as tilapias tratadas com esterdides
em qualquer estagio do seu ciclo de vida é considerada ilegal para ser vendida nos
Estados Unidos.

Embora a administracdo de esterdides naturais ou sintéticos em peixes em
crescimento resulte em aumentos na taxa de crescimento e/ ou reversdo sexual, sdo
poucos os trabalhos que abordam os mecanismos pelos quais os esterdides influenciam
a diferenciacdo sexual na tilapia, o conhecimento das bases fisiologicas do processo
pode auxiliar produtores nas decisdes sobre o uso de hormonios na reversdo sexual em
tilapias (HINES e WATTS, 1997).

Diante das perspectivas promissoras da piscicultura, aliada a escassez de
informagdes sobre a acdo dos hormonios utilizados no processo de reverséo sexual na
morfofisiologia da reproducdo de peixes de manejo comercial, evidenciou-se a
necessidade de se fazer pesquisas relacionadas com a eficiéncia de administracdo desses
hormdnios e sua influéncia na alteracdo morfoldgica das gbnadas e composicao corporal
dos individuos no processo reprodutivo como um todo, visto que a eficiéncia de um
manejo se da por conta, principalmente do sucesso reprodutivo da especie.

Para tanto o presente trabalho teve por objetivo, avaliar o desempenho do
crescimento gonadal da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) nos primeiros 30 dias de
vida e fase final de engorda; alimentadas com ragdes adicionadas dos hormonios o-17
metil testosterona e B — estradiol, utilizados para inducéo da reverséo sexual fenotipica,
bem como realizar estudo morfologico das génadas de populagdes de machos e fémeas,

ndo submetidos a tratamento hormonal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TILAPIA DO NILO

Os teleodsteos incluem mais de vinte mil espécies, constituindo, assim, 0 maior e
provavelmente mais diversificado e antigo grupo de vertebrados. O habitat destes
vertebrados é bastante variado sugerindo que ao longo de sua historia evolutiva os
peixes desenvolveram um eficiente processo adaptativo ao meio ambiente. Desta forma,
0s mesmos foram capazes de colonizar e de se reproduzir numa variedade grande de
ambientes (BILLARD, 1986).

A tildpia nilética (O. niloticus) (Fig. 01) € um peixe teledsteo pertencente a
ordem Perciformes, familia Cichlidae e a subfamilia Tilapiinae (TREWAVAS, 1983).
Seu cultivo, que remonta mais de 3.000 anos no Egito, esta atualmente espalhado por
quase todos os paises do mundo. A producdo total mundial de tilapia s6 € menor que a
de carpas e de salmonideos, tendo aumentado drasticamente, chegando mesmo a dobrar
entre 1986 e 1992 (ENGLE, 1997).

Constitui uma das espécies de peixe mais produzidas no mundo devido as boas
caracteristicas organolépticas de sua carne (TORRANS, 1998; FAO, 2003), o que faz da
tildpia uma espécie promissora para a aquicultura do século XXI (FITZSIMMONS,
2000).

A éarea de distribuicdo geografica natural da tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, é o Leste Africano (bacia do rio Nilo), o0 Congo e o Oeste Africano (bacias
dos rios Niger e Senegal), sendo, a partir dai, disseminada pelo homem para Israel,
Sudoeste Asiatico (Indonésia, Filipinas, Formosa), para o0 EUA (Alabama e Florida) e,
ainda, para a América do Sul (Brasil, México e Panama) (BALARIN e HATTON,
1979).

Segundo Lund e Figueira (1989), a tilapia do Nilo é uma espécie que apresenta
escamas grandes, pouco brilhantes, nitidas listras verticais na nadadeira caudal e ainda
manchas esbranquicadas no ventre e coloracdo prateada no dorso. Ela é tipica de
ambiente tropical, adaptando-se melhor em clima onde a temperatura varie entre 18 °C e
28 °C.



As tilapias sdo espécies oportunistas, que apresentam uma grande capacidade de
adaptacdo aos ambientes lénticos. Além disso, suportam grandes variagdes de
temperatura e toleram baixos teores de oxigénio dissolvido. A alimentacdo pode variar
dependendo da espécie: podem ser onivoras, herbivoras ou fitoplanctéfagas. Algumas
espécies se reproduzem a partir dos seis meses de idade, sendo que a desova pode
ocorrer mais de quatro vezes por ano. Como protegem a prole, o indice de sobrevivéncia
é bastante elevado (SOUSA, 2010).

O Brasil oferece condigdes altamente favoraveis para seu cultivo, motivo pelo
qual a tilapia nildtica foi recentemente indicada pelo Ministério da Agricultura como o

principal peixe para abastecimento da cadeia produtiva do pescado de agua doce, tendo

sido alocados financiamentos para pequenos produtores que se interessam em cultivar
essa espécie (MONTOYA, 2008).

Figura 01. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
2.2. CARACTERISTICAS REPRODUTIVAS

Na natureza, a tilapia do Nilo chega a sua primeira maturacdo sexual a partir de
20 cm. Ja em cativeiro pode atingi-la com quatro a cinco meses, com 10 a 17 cm de
comprimento. Uma fémea pode por de 1.500 a 2.000 ovos por vez, desovando pelo
menos trés vezes ao ano (LEONHARDT, 1997).



Em locais de clima quente, reproduzem o ano todo e, se a temperatura
ultrapassar 24°C, o intervalo entre duas desovas consecutivas pode ser de 28 dias. Uma
caracteristica da reproducdo desta espécie é o fato de a fémea incubar os ovos na boca,
onde permanecem por sete a oito dias, so saindo apos a absorcao do saco vitelino, o que
da melhor protecédo a prole. Este fato, aliado a precocidade sexual e a caracteristica de
se reproduzirem durante todo o ano em locais de temperatura alta, garante uma grande
disponibilidade de alevinos desta espécie para o cultivo (LUND e FIGUEIRA, 1989).

2.3. REVERSAO SEXUAL DA TILAPIA DO NILO

A reversdo sexual em peixes deve comegar antes que o tecido gonadal das
fémeas e machos genéticos tenham se diferenciado em ovarios e testiculos
(YAMAMOTO, 1969; NAKAMURA et al., 1998).

Green e Teichert-Coddington (1993) sugerem que larvas de tilapias com
comprimento de 9 a 11 mm s&o adequadas para a reversdo por ainda serem sexualmente
indiferenciadas. Segundo esses autores, a administracdo de androgenos nesses peixes
por trés ou quatro semanas resulta em uma populacdo com 97% a 100% de animais

revertidos fenotipicamente.

Ribeiro (1996) afirma que ap6s o periodo de reversao poucas larvas tém menos
do que 14 mm de comprimento total e sua média de peso deve estar entre 0,1 ¢ 0,3 g. O
horménio na dieta deve ser suspenso quando as gdnadas estiverem desenvolvidas ao

ponto de manter os niveis de hormonios enddgenos numa faixa de normalidade.

O momento exato em que o tratamento pode ser interrompido ainda ndo esta
definido (NEUMAN, 2004).

O 17-a-metiltestosterona e o 17-B-estradiol sdo os hormonios preferidos para a
indugdo da masculinizagdo e feminizagéo, respectivamente. O tratamento na dieta e 0S
banhos de imersdo sdo os métodos mais aceitos na administracdo dos esterdides. A
reversdo sexual em ciclideos e ciprinideos pode resultar em crescimento de duas a trés
vezes mais rapido, quando o tratamento é realizado com doses consideradas Otimas
(LEONHARDT, 1997).



2.3.1 FEMINILIZACAO

A expressdo do sexo depende de dois eventos: da determinacdo sexual e da
diferenciacdo sexual. A determinacdo sexual é responsavel pelo sexo genético (ou
genotipico), enquanto que a diferenciacdo sexual é responsavel pelo desenvolvimento
das gonadas (sexo gonadal ou fenotipico). A interacdo desses dois eventos resulta em
dois fendtipos: macho e fémea, seja, morfologico, comportamental, ou funcional
(PIFERRER, 2001).

Contudo, Harrington (1974) relata que a diversidade entre 20.000 espécies de
teledsteos e o conhecimento limitado sobre sua sexualidade ndo permite generalizagdo
dos mecanismos de determinacéo e diferenciacdo de sexo. Segundo Harper (1990), a
diferenciacdo sexual envolve uma série de sequéncias de processos ordenados que
podem ser descritos como: cromossomo sexual agindo nas génadas sexuais e refletira

no fenotipo sexual.

Segundo Yamamoto (1969) e Yamazaki (1983) o sexo fisiol6gico dos peixes é
determinado na ontogénese pelo processo bioquimico realizado sob controle genético, e

vai depender do tipo primario de gbnada, isto é, do sexo gonadal.

2.3.2 MASCULINIZACAO

As doses efetivas de metil-testosterona na racao para esta transformacéo variam,
como por exemplo, na truta arco-iris doses de 0,5 a 1,0 mg/kg de racdo sdo suficientes
para provocar a inversao, mas em tilapias € necessario utilizar 30 a 60 mg/kg. Doses
altas de andrégenos podem levar a uma feminilizacdo paradoxal, pois reagem com
receptores de esterdides e também porque pode haver uma grande conversdo de
androgenos a estrogenos por causa de uma maior ativacdo da aromatase (DEVLIN e
NAGAHAMA, 2002). A imersdo de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) de 14 dias
por 4 horas em metil-testosterona, metildihidrotestosterona ou etinil-testosterona so
causa masculinizagio com doses acima de 600 pg/L no caso de metil-
dihidrotestosterona ou 1800 pg/L para os outros androgenos (WASSERMANN e
AFONSO, 2003).

Para Popma e Lovshin (1996), o cultivo comercial em larga escala de tilapia é

quase exclusivamente com monosexos machos, ou seja, mais de 95% de machos. O



cultivo de machos previne ou reduz a desova, e tem como vantagem O maior

crescimento dos machos quando comparado as fémeas.

2.4. CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS E MORFOLOGICAS DA TILAPIA
DO NILO

O estudo da morfologia das formas iniciais do ciclo de vida dos peixes,
combinado com a discriminagdo morfométrica do crescimento, aumenta a probabilidade
de se observar transformaces correlacionadas que levam a diferencas morfologicas em

jovens e adultos.

Ehlinger (1991) afirma que o desafio funcional é, na maioria das vezes, a
discriminagdo estatistica de grupos de seres vivos, para poder descrever variacdes
morfologicas dentro de populagdes, caracterizando estas populacdes em termos

bioldgicos e, consequentemente em termos produtivos.

O tamanho do corpo fixado em relagdo a idade é um tragco comum a ser
observado na performance dos peixes. No decorrer do periodo Larval, muitos peixes
teledsteos sofrem mudancas draméticas na forma do corpo, pois muitos sistemas
corporais estdo incompletos até o momento da eclosdo (digestério e respiratorio,
principalmente), e as mudangas que ocorrem durante o desenvolvimento afetam
diretamente o crescimento e a sobrevivéncia dos espécimes jovens (BLAXTER, 1969;
GISBERT et al., 2000). A forma morfoldgica definitiva ¢ assumida ap6s um curto

periodo de vida.

Segundo Ricker (1979), o padrdo de crescimento em peixes muda rapidamente
no inicio do desenvolvimento e deve ser mensurado em curtos intervalos de tempo, com

a descri¢do numérica do crescimento.

Apesar das tilapias estarem entre 0s peixes de dguas tropicais mais cultivados do
mundo, pouco se sabe sobre varia¢fes entre linhagens quanto as taxas de fecundidade,

crescimento, sobrevivéncia e efetividade da reversao sexual.

2.5. CARACTERISTICAS DAS GONADAS

Os ovarios dos teledsteos sdo estruturas normalmente alongadas e que dispbem

aos pares na por¢éo dorsal da cavidade abdominal (SANTOS, 1991).



Geralmente os testiculos estdo localizados na cavidade celomatica, sdo pares
podendo estar parcialmente fundidos entre si, apresentando tamanho similar entre o
direito e o esquerdo e sdo frequentemente alongados (LE GAC e LOIR, 1999).

Para Bazzoli et al. (1990) e Fragoso et al. (2000), a analise histologica das

gbnadas € essencial para a verificacdo do sexo e estado maturacional das espécies ictias.

As fémeas desta espécie apresentam ovarios em maturacdo e maduros, tal como
¢ visto na maioria dos teledsteos (NAGAHAMA, 1983), constituidos por ovogonias e
ovocitos envoltos por células foliculares, suportadas por tecido conjuntivo fibroso
(CARVALHO e FORESTI, 1996). A desova é do tipo parcelada assincronica
(VAZZOLER, 1996), e dependendo do grau de maturacdo sexual do peixe, 0s ovarios
podem exibir ovécitos em vérios graus de desenvolvimento, podendo ser classificados
em ovogonias e ovocito I, ovocito I, ovécito maduro e ovocito em degeneracdo
(BABIKER e IBRAHIM, 1979; CARVALHO e FORESTI, 1996; MSISKA, 2002).

Nos machos, a organizacgdo testicular das tilapias do Nilo é semelhante a quase
todos os peixes teledsteos, sendo basicamente constituidos por numerosos l6bulos
seminiferos (BABIKER e IBRAHIM, 1979). Cada I6bulo seminifero é formado por
cistos que contém dois tipos de linhagem celular: germinativas e somaticas distintas, na
periferia dos l6bulos (NAGAHAMA, 1983). Em geral todas as células da linhagem
germinativa de um mesmo cisto estdo na mesma fase de desenvolvimento durante o
processo de maturacdo do testiculo (NAGAHAMA, 1983; CARVALHO e FORESTI,
1996; PALLER e GUERRERO Il11, 2001).

O processo de desenvolvimento maturacional dos testiculos pode ser dividido
em fases assim como nos ovarios, com diferencas fisiol6gicas proprias a cada sexo,
sendo assim os testiculos apresentam normalmente 3 fases distintas: a) Fase
proliferativa (espermatogonial), b) Fase meiética (espermatocitaria) e c) Fase de

diferenciacdo (espermiogénica) (RUSSEL et al. 1990).

O peso das gonadas das tilapias, raramente excede 6% do peso total do corpo,
estando muito proximo do limite inferior do peso gonadal para peixes teledsteos (ILES,
1973 apud LORENZEN, 2000), onde a fecundidade é proporcional ao peso do corpo
(JALABERT e ZOHAR, 1982 apud LORENZEN, 2000).



3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na base de piscicultura da Universidade Federal
Rural de Pernambuco e o processamento do material histologico no Laboratério de
Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal - DMFA/UFRPE.

Foram utilizadas 400 larvas e 30 adultos de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus).

Apos a eclosdo nos viveiros as larvas foram estocadas em aquérios. As larvas

foram divididas em 03 grupos distintos, a saber:

Grupo T1: 100 animais alimentados com ra¢do comercial adicionada de  — estradiol
(20 mg/kg).

Grupo T2: 100 animais alimentados com ragdo comercial adicionada de 17 - o -
metiltestosterona (60 mg/kg)

Grupo Controle (GC): 200 animais alimentados com racdo comercial livre de aditivos.

Os animais de todos os grupos foram alimentados 5 vezes ao dia, durante 35

dias.

Os adultos foram cultivados por 24 semanas em tangues rede recebendo ragédo
adicionada de hormonios nos primeiros 30 dias e ragdo comercial livre de aditivos e

especifica para cada fase de cultivo nas fases seguintes.
Para preparo da racdo dos grupos T1 e T2, foram utilizadas solucdes de alcool —

horménio segundo Popma e Green (1990).

Para a obtencdo do material histoldgico das larvas foram realizadas 5 coletas,
com intervalo de 5 dias entre elas (15, 20, 25, 30 e 35 dias do ciclo de vida dos
animais), Foram coletados 10 animais de cada grupo (T1, T2 e GC) por coleta. Para
tanto os animais foram eutanasiados por apdxia, aferido seu comprimento total (CT)
com paquimetro digital Caliper (150mm), pesados em balanca digital de precisdo e
fixados em formol neutro tamponado a 10%, no momento da fixagdo foram retiradas a

nadadeira caudal e cabeca a partir da base do opérculo.

Os adultos foram eutanasiados por apéxia, posteriormente foram aferidos os

comprimentos, CT (comprimento total), CP (comprimento padrdo), utilizando-se



paquimetro digital Caliper (150mm), bem como o peso total do animal (PT) e 0 peso
eviscerado (PE), utilizando balanca digital de precisdo. Logo ap6s, os animais foram
identificados macroscopicamente quanto ao sexo e estado maturacional. Em seguida as
gbnadas foram retiradas, medidas, pesadas e fixadas em formol neutro tamponado a
10%.

No laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal / DMFA da Universidade Federal Rural de Pernambuco, as amostras foram
clivadas e recolocadas na solugdo fixadora, por um periodo de 48 horas. Apos esse
tempo as mesmas foram transferidas para o alcool a 70% (JUNQUEIRA e
JUNQUEIRA, 1983)

Os fragmentos das gonadas foram desidratados em etanol em ordem crescente de
80% a 100%, em seguida foram diafanizados pelo xilol, impregnados em parafina em
estufa regulada a temperatura de 58°C e incluidos em parafina (BECAK e PAULETE,
1976; BEHMER et al., 1976; JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983).

Os blocos foram cortados em micrétomo (Leica), ajustado para 5 micrdmetros
(um). Em seguida os cortes obtidos foram corados pelo método de
Hematoxilina/Eosina-Floxina e Tricrdmicro de Gomori. A andlise histologica foi
realizada utilizando um Microscopio Bioldgico Trinocular NIKON 50i acoplado a um
sistema de captura de imagem Microscopica. Para a analise morfométrica foi utilizado o

programa imagelab versdo 2000.

Para analise estatistica foram aplicados os testes de ANOVA para evidenciar
diferencas entre os tratamentos realizados e de Tukey para mostrar as diferencas entre
0s grupos estudados (MENDES, 1999).
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ANALISE BIOMETRICA E HISTOLOGICA DA TILAPIA DO NILO
(Oreochromis niloticus) SUBMETIDAS A ALIMENTACAO ADICIONADA DOS
HORMONIOS 17 - « METILTESTOSTERONA E - ESTRADIOL DURANTE

0S 30 PRIMEIROS DIAS DE DESENVOLVIMENTO

Maria Goretti Soares e Joaquim Evéncio Neto

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo, avaliar o crescimento biométrico e analisar a
histologia das gbnadas da Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas a
alimentacdo adicionada dos hormonios 17 - o metiltestosterona e § — estradiol durante
os 30 Primeiros dias de desenvolvimento. Foram utilizadas 400 larvas de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus). Apos a eclosdo nos viveiros as larvas foram estocadas por 35
dias em aquérios sob os mesmos parametros da agua e com temperatura variando entre
25°C ¢ 29°C. As larvas foram divididas em 03 grupos distintos Grupo T1: 100 animais
alimentados com ra¢do comercial adicionada de B — estradiol (20 mg/kg), Grupo T2:
100 animais alimentados com ragdo comercial adicionada de 17 - o - metiltestosterona
(60 mg/kg) e Grupo Controle (GC): 200 animais alimentados com ra¢do comercial
livre de aditivos. Foram coletados 10 animais de cada grupo aferidos seu comprimento
total (CT) e pesos. Os animais foram processados de acordo com 0s métodos usuais
para microscopia de luz. Para verificacdo estatistica foram utilizados os testes de
ANOVA e Tukey. Os resultados da biometria mostraram que ndo houve diferenca de
comprimento entre 0s grupos porém em relacdo ao ganho de peso entre os grupos T1 e
T2 em relagdo ao grupo controle houve diferenga, histologicamente ndo houve
diferenciacdo das gbnadas. Concluimos que populacbes de tilapias revertidas
sexualmente apresentam maior crescimento e ganho de peso comparados a grupos néo
revertidos e verificamos ainda que ndo é possivel ser realizada sexagem das gbnadas da
tilapia do Nilo até os 35 dias de desenvolvimento, devido a indiferenciagdo morfologica

tanto anatdmica quanto histologica dessas estruturas até essa idade de crescimento.

Palavras-chave: desenvolvimento, morfologia, sexagem



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the growth and analyze biometric histology of the gonads
of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) submitted the power of hormones added 17 -
methyltestosterone o and B - estradiol during the 30 first days of development. A total
of 400 larvae of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). After hatching the larvae in the
ponds were stocked in aquaria for 35 days under the same parameters and the water
temperature between 25 ° C and 29 ° C. The larvae were divided into 03 distinct groups
Group T1: 100 animals fed with commercial feed with added B - estradiol (20 mg / kg),
group T2: 100 animals fed with commercial feed with added 17 - o - methyltestosterone
(60 mg / kg ) and Control Group (CG): 200 animals fed a commercial diet free of
additives. We collected 10 animals in each group measured their total length (TL) and
weights. The animals were processed according to usual methods for light microscopy.
For statistical verification tests were used ANOVA and Tukey. The results of the
biometry showed no difference in length between the groups but in relation to weight
gain between groups T1 and T2 in the control group was no difference histologically
there was no differentiation of gonads. We conclude that populations are more sexually
reversed tilapia growth and weight gain compared to groups not yet reversed and found
that it can not be held sexing gonads of tilapia up to 35 days of development, due to
morphological differentiation and anatomic and histologic these structures to age

gronwt.

Keywords: development, morphology, sexing



Introducéo

Em vérias regides do planeta, inclusive em &guas brasileiras, muitas espécies de
importancia comercial vém apresentando producdes estagnadas e até mesmo em
declinio devido a sobrepesca, ao aumento de taxas de mortandade e a diminuicdo dos
indices de sobrevivéncia, principalmente de formas juvenis. Estes dois Gltimos fatores
relacionam-se com condi¢Oes ambientais negativas que gradativamente tém alterado
muitos ecossistemas aquaticos (Ipeasc, 1996).

Contudo, ha um crescimento da populacdo mundial e, conseqientemente, da
demanda por pescado e seus subprodutos. Desta forma, o desenvolvimento de pesquisa
no setor de piscicultura é de suma importancia, ja que cabera a aquicultura o papel cada
vez mais preponderante de atender as necessidades da sociedade contemporanea, nio
permitindo uma alteracdo drastica nos ecossistemas naturais remanescentes (Lemos,
2004).

A piscicultura é reconhecida como uma importante atividade agroindustrial,
capaz de gerar grande retorno financeiro para os produtores e para as industrias
processadoras de peixes, numa visdo sistémica de cadeias produtivas (Pinheiro et al.,
2006).

A tildpia-do-Nilo é o peixe mais criado no Brasil com uma producéo estimada de
238.662 toneladas em 2005 (Sinau, 2006) e com perspectivas de aumento da producao

para suprir a demanda brasileira e de exportagdes.

A tildpia do Nilo é uma espécie gonocorista indiferenciada. Neste caso, as
gbnadas desenvolvem-se, primeiramente, com estrutura semelhante a ovarios; depois,
cerca da metade dos individuos da populacdo desenvolvem-se em machos e a outra
metade em fémeas, fator que possibilita a completa e funcional reversdo de sexo nesta

espécie (Yamazaki, 1983).



A maioria das pisciculturas utiliza populagdes monosexo — macho de tilapia para
a producdo comercial. A técnica mais utilizada para obtencdo de populagdes de machos
e fémeas é a reversdo sexual pelo método direto, que consiste na utilizagdo de
horménios na dieta dos animais (Guerrero, 1975; Phelps et al., 1995). Portanto, a forma
de alimentacdo da tilapia na fase larval é bastante importante, pois é durante esse
periodo que se faz a reversdo sexual adicionando hormdnios masculinizantes e
feminilizantes a rag&o, a qual é fornecida aos animais (Phelps et al., 1995; Carrasco et
al., 1999; Meurer et al., 2003).

A fase de diferenciacdo do sexo na reversdo varia conforme as condicGes
experimentais de temperatura, densidade de estocagem, quantidade de racdo oferecida,
tipo e dosagem do horménio empregado, via de administracdo e condicdes fisioldgicas
particulares de cada espécie (Carvalho e Foresti, 1996).

Alguns trabalhos de reversdo sexual mostram experimentos em que O
fornecimento de racdo, com a presenca de horménio masculinizante, dura de 20 a 45
dias, ja o feminilizante um pouco menos, 20 a 35 dias (Mainardes-Pinto et al., 2000;
Toyama et al., 2000; Makino, 2005). Todavia, as analises histolégicas das gbnadas séo
realizadas posteriormente a esse periodo, quando 0s animais ja atingiram um tamanho
consideravel.

O processo da reversao sexual normalmente é praticado, quando um dos sexos
possui marcada superioridade na taxa de crescimento em relacdo ao outro, além de ser
vantajoso no controle da reproducdo, na contencdo de gastos energéticos na reproducao,
uniformidade de tamanho e na reducdo dos efeitos da maturacdo sexual sobre a
aparéncia e a qualidade da carne (Beardmore et al., 2001).

O presente trabalho teve por objetivo, avaliar o crescimento biométrico e

analisar a histologia das gonadas da Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas



a alimentag&o adicionada dos hormonios 17 - o metiltestosterona e § — estradiol durante
o0s 30 Primeiros dias de desenvolvimento.
Material e Métodos
Foram utilizadas 400 larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Apds a
ecloséo nos viveiros as larvas foram estocadas por 35 dias em aquarios sob 0s mesmos

parametros da agua e com temperatura variando entre 25°C e 29°C. As larvas foram

divididas em 03 grupos distintos, a saber:

Grupo T1: 100 animais alimentados com ragdo comercial adicionada de § — estradiol
(20 mg/kg).

Grupo T2: 100 animais alimentados com ragdo comercial adicionada de 17 - o -
metiltestosterona (60 mg/kg)

Grupo Controle (GC): 200 animais alimentados com racdo comercial livre de aditivos.

Os animais de todos os grupos foram alimentados 5 vezes ao dia, durante 30

dias.

Para preparo da ragdo dos grupos T1 e T2, foram utilizadas solucdes de alcool —
horménio segundo Popma e Green (1990). Onde os hormonios foram diluidos em
solucdo de éalcool absoluto e misturados a racdo. Ap6s a secagem em temperatura
ambiente a racdo foi acondicionada em recipientes apropriados para entdo ser

administrada aos animais.

Para a obtencdo do material histologico das larvas foram realizadas 5 coletas,
com intervalo de 5 dias entre elas (15, 20, 25, 30 e 35 dias do ciclo de vida dos
animais). Foram coletados 10 animais de cada grupo (T1, T2 e GC) por coleta. Para
tanto os animais foram eutanasiados por apdxia, aferido seu comprimento total (CT)
com paquimetro digital Caliper (150 mm), pesados em balanga digital de precisdo e
fixados em formol neutro tamponado a 10%, no momento da fixacdo foram retiradas a

nadadeira caudal e cabeca a partir da base do opérculo.



Os fragmentos das gonadas foram desidratados em etanol em ordem crescente de
80% a 100%, em seguida foram diafanizados pelo xilol, impregnados em parafina em
estufa regulada a temperatura de 58 °C e incluidos em parafina (Becak & Paulete, 1976;

Behmer et al., 1976; Junqueira e Junqueira, 1983).

Os blocos foram cortados em micrétomo (Leica), ajustado para 5 micrdometros
(um), de forma seriada da regido cranial para a caudal do animal. Em seguida os cortes
obtidos foram corados pelo método de Hematoxilina/Eosina-Floxina e Tricromicro de
Gomori. A analise histoldgica foi realizada utilizando um microscopio bioldgico
trinocular NIKON 50i acoplado a um sistema de captura de imagem microscopica.

Para andlise estatistica foram aplicados os testes de ANOVA para evidenciar

diferencas entre os tratamentos realizados e de Tukey para mostrar as diferencas entre
0s grupos estudados (Mendes, 1999).

Resultados e Discussao

A média de comprimento biométrico dos animais durante os primeiros 35 dias
de vida foi de 14,01 mm para o grupo controle (GC), 15,73 mm para o grupo T1 (B —
estradiol) e 15,77 mm para o grupo T2 (17 - o - metiltestosterona), mostrando que na
fase inicial do desenvolvimento o crescimento do grupo controle foi um pouco menor
que dos demais grupos, apresentando uma variacdo de P=0,0002 de significancia em
relacdo aos grupos tratados. Entre os grupos tratados ndo houve variacdo significativa

guando comparadas as médias de crescimento (Tabela 01, e Figura 01).

Em estudo comparativo de populacBes monossexo de tilapias (Oreochromis
niloticus), Mainardes Pinto (1985) afirmou que as fémeas apresentavam crescimento,
tanto em peso como em comprimento menor quando comparadas ao dos machos, o que

diferencia dos resultados obtidos nesse trabalho.



Fryer e lles (1972) afirmaram que o crescimento superior dos machos em
ciclideos tem base genética e ndo é apenas uma funcdo do processo reprodutivo.
Segundo Carvalho (1985), esta informacéo parece contraditoria, uma vez que ele obteve
melhor crescimento dos grupos submetidos a tratamento hormonal, onde havia fémeas
revertidas entre os individuos. Lundstedt et al. (1997), observou comprimento inferior
entre machos e fémeas de grupos controles estudados, em relacdo aos individuos
submetidos a tratamento hormonal apresentando diferenga significativa entre estes.
Essas afirmacdes dos autores supracitados corroboram com os resultados encontrados
no presente estudo.

Tabela 01. Tamanho dos animais dos Grupos Controle, T1 e T2 nos diferentes periodos
do experimento (ANOVA).

Grupo Contagem Soma Média Variancia
CT 50 700,67 14,0134 7,487949
T1 50 786,88 15,7376 14,36035

T2 50 631 15,775 12,48835




Figura 01. Médias do comprimento dos animais do Grupo Controle, T1 e T2 nos diferentes
periodos do experimento (ANOVA/Tukey).

Em relacdo ao peso dos individuos durante os primeiros 35 dias de
desenvolvimento os resultados obtidos demonstraram que houve diferenca entre os trés
grupos (GC, T1 e T2). Entre o grupo controle e o T1 a diferenca foi de P=0,01 entre o
GC e 0 T2 a diferenca foi de P=0,0001 e entre o grupo T1 e T2 a diferenca foi de
P=0,065. Desse modo pode-se demonstrar que o grupo T1 apresentou maior ganho de
peso em relacdo aos demais grupos, seguido do grupo T2 que obteve o segundo melhor
desempenho de crescimento quando comparado ao grupo controle.

Analisando as relagdes entre peso total médio Mainardes Pinto (1985) mostrou
que de um modo geral, os machos de Oreochromis niloticus séo relativamente mais
pesados que as fémeas, discordando dos resultados obtidos nessa pesquisa onde as
fémeas tratadas com hormonio apresentaram maior ganho de peso em relacdo aos

demais grupos.



Carvalho (1985) determinou maior aumento de peso das tilapias tratadas com
hormbnios e afirmou que o aumento do peso em individuos sexo-revertidos pode ser
resultado da combinacdo da acdo dos androgenos com fatores genéticos.

Segundo hipotese de Fagerlund e McBride (1975), in Carvalho (1985), o
anabolismo do andrdgeno manifestar-se-ia pela superior digestdo e assimilacdo dos
alimentos ou por uma mudanca na regulacdo génica. Ja Yamazaki (1976) afirmou que o
tratamento androgénico ndo sO provoca a reversao de sexo, mas, também aumento na
taxa de digestdo e de absorcdo de alimentos decorrente de acréscimo na atividade das
proteases digestivas. O que justifica o maior aumento de peso nos individuos

alimentados com ragGes adicionadas de hormonios neste trabalho.

Tabela 02. Peso dos animais dos Grupos Controle, T1 e T2 nos diferentes periodos do
experimento (ANOVA).

Grupo Contagem Soma Média Variancia
GC 50 1,9798 0,040404 0,001309
T1 50 3,1867 0,065035 0,003017

T2 50 2,4555 0,062962 0,00205
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Figura 02. Médias de peso dos animais do Grupo Controle, T1 e T2 nos diferentes periodos do
experimento (ANOVA/Tukey).

No que diz respeito a avaliagdo de comprimento em relagdo ao peso entre 0s
grupos ndo houve diferenca estatistica em relagdo as médias de comprimento, porém em
relacdo ao ganho de peso houve diferenca entre os grupos T1 e T2 em relagdo ao grupo
controle, demonstrando maior ganho de peso entre os grupos que foram alimentados
com racao adicionada de hormonios.

Tabela 03. Diferencas entre médias de peso e comprimento entre 0s grupos estudados
(ANOVA/Tukey).

Média
Tratamentos
Peso (Q) Comprimento(cm)
Controle (GC) 0,04 14,01
Tratamento 1 (T1) 0.06*C 15.73*¢C
Tratamento 2 (T2) 0.06*¢C 15.77*¢C

* distribuicdo ndo apresenta diferenca estatistica entre as médias.
“Cdistribuicio apresenta diferenca estatistica em relacdo a média do tratamento controle.



Para verificar se houve diferenca significativa entre o peso e o comprimento foi
utilizado anélise de variancia (ANOVA; P=0.05) e a posteriormente o teste de Tukey
para identificar quais grupos diferiram um do outro.

Na andlise histologica das gonadas em microscopia de luz ndo foram observadas
diferengas morfoldgicas entre os trés grupos experimentais (T1, T2 e GC), sendo
observadas nos individuos de todos os grupos avaliados a presenca das gdnadas em
pares, localizadas na cavidade celomatica, protegidas por um peritbnio em posicdo
dorsal em relagdo aos intestinos e ventralmente aos rins e vértebras. As gonadas se
encontraram revestidas por tecido epitelial simples pavimentoso protegendo um estroma

conjuntivo subjacente, onde estdo localizadas células gonadais indiferenciadas.

Em todos os grupos as gonadas s6 foram evidenciadas a partir de 25 dias de
idade. Até os 35 dias de desenvolvimento as génadas permaneceram indiferenciadas

anatomicamente e

histologicamente.



Figura 03. Fotomicrografias da cavidade abdominal de tilapias do Nilo com 30 dias de
desenvolvimento, cortadas transversalmente em posic¢éo cranial — caudal. A grupo Controle; B
grupo Tl e C grupo T2. Setas = Gbnadas indiferenciadas. Em A e B aumento de £200X. Em
C aumento de +100X. Coloragdo: A Hematoxilina/ Eosina. B e C Tricromico de Gomori.



Concluséo

Constatamos em nossos resultados o que outros autores afirmam que populacdes
de tilapias revertidas sexualmente utilizando-se horménios andrdgenos nesse processo
apresentam maior crescimento e ganho de peso comparados a grupos ndo revertidos, o
que sugere que os horménios utilizados nos tratamentos sejam responsaveis por esta
resposta.

Verificamos ainda que ndo € possivel ser realizada sexagem das gbnadas da
tilapia do Nilo até os 35 dias de desenvolvimento, devido a indiferenciagdo morfologica

tanto anatdbmica quanto histologica dessas estruturas até essa idade de crescimento.
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SEGUNDO ARTIGO:

ESTUDO MORFOLOGICO E BIOMETRICO DE OVARIOS E TESTICULOS
DA TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus) SUBMETIDOS A
TRATAMENTOS HORMONAIS PARA REVERSAO SEXUAL

Maria Goretti Soares e Joaquim Evéncio Neto

RESUMO

Este trabalho objetivou estudar a morfologia e biometria de ovérios e testiculos da
tilapia do Nilo (oreochromis niloticus) que foram submetidos a tratamentos hormonais
para reversdo sexual. Foram utilizados 30 adultos da tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus). Os animais foram cultivados por 24 semanas em tanques rede recebendo
racdo adicionada de horménios. Durante os 30 primeiros dias de desenvolvimento as
larvas foram divididas em 03 grupos - Grupo T1: ragdo comercial adicionada de 17 - § —
estradiol (20 mg/kg), Grupo T2: racdo comercial adicionada de 17 - o -
metiltestosterona (60 mg/kg) e Grupo Controle (GC): animais alimentados com racao
comercial livre de aditivos. Apos essa fase os animais foram alimentados com ragéo
comercial especifica para cada fase do cultivo. Para preparo da racdo dos grupos T1 e
T2, foram utilizadas solug¢bes de alcool — horménio segundo Popma e Green (1990).
Para obtencdo do material biométrico os animais foram eutanasiados por apoxia, foram
aferidos os comprimentos, CT (comprimento total), CP (comprimento padrdo), bem
como o peso total do animal (PT) e o peso eviscerado (PE). Logo apds os animais foram
identificados macroscopicamente quanto ao sexo. Em seguida as gbnadas foram
retiradas, medidas, pesadas e fixadas em formol neutro tamponado a 10% por 24 horas e
processadas segundo os métodos usuais para histologia de rotina. Para analise estatistica
foram aplicados os testes de ANOVA e de Tukey. A analise biométrica revelou que os
animais analisados dos trés grupos tiveram média de 20,8 cm de comprimento e peso
médio de 161,9 g. Em relacdo ao peso também houve diferencas entre o grupo controle
e os tratados, onde o grupo controle teve ganho de peso inferiora Tl e T2 eentre Tl e
T2 o ganho foi similar. Os resultados encontrados nessa pesquisa mostraram
histologicamente que os animais tratados 17 - o - metiltestosterona apresentaram
alteracdes no estroma testicular. No que diz respeito aos animais tratados com 17 — 8
estradiol, ndo houve alteracbes morfologicas e histolégicas Com base nos resultados
obtidos pudemos concluir que a adi¢do de hormdnios esteroides da dieta alimentar da
Tilapia do Nilo no inicio do seu desenvolvimento repercute significativamente no
comprimento e ganho de peso final dos animais e que 0 processo de reverséao utilizando
0 hormonio f estradiol (Grupo T1) se mostrou mais eficaz que nos animais tratados com
a metiltestosterona. Histologicamente todos os grupos apresentaram caracteristicas
comuns aos demais teledsteos, com diferencas do padrdo considerado normal apenas
nos animas classificados como intersexo.

Palavras-chave: gonadas, hormdnios, teledsteos



ABSTRACT

This study investigated the morphology and biometry of ovaries and testes of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) who underwent hormonal treatment for sex reversal. We
used 30 adult Nile tilapia (Oreochromis niloticus). The animals were cultured for 24
weeks in tanks receiving feed network with added hormones. During the first 30 days of
development of the larvae were divided into 03 - Group T1 was added commercial 17 -
B - estradiol (20 mg / kg) Group T2: commercial feed added 17 - a - methyltestosterone
(60 mg / kg) and Control Group (CG): animals fed with commercial diet free of
additives. After this phase the animals were fed with commercial feed specific to each
stage of cultivation. To prepare the ration of T1 and T2 were used solutions of alcohol -
second hormone Popma and Green (1990). To obtain the biometric material animals
were euthanized by apoxia were measured lengths, CT (length), CP (standard length)
and the total weight of the animal (PT) and gutted weight (PE). Soon after the animals
were macroscopically identified as to sex. Then the gonads were removed, measured,
weighed and fixed in neutral buffered formalin 10% for 24 hours and processed
according to the usual methods for routine histology. Statistical analyzes were applied
ANOVA and Tukey. The biometric analysis revealed that the three groups of animals
tested had a mean of 20.8 cm long and weighing 161.9 g. In relation to weight also were
no differences between the control and treated, where the control group had weight gain
less than T1 and T2 and between T1 and T2, the gain was similar. The results found in
this study showed that animals treated histologically 17 - a - methyltestosterone
exhibited alterations in testicular stroma. With respect to animals treated with 17 -
estradiol, no morphological and histological Based on the results we concluded that the
addition of steroid hormones in the diet of Nile tilapia at the beginning of its
development significantly affects the length and gain final weight of the animals and
that the reversal process using the hormone f estradiol (T1 Group) was more effective
than animals treated with o methyltestosterone. Histologically, all groups showed
features common to other teleosts, with differences considered normal only in animals
classified as intersex.

Keywords: gonads, hormones, teleosts



Introducéo

Pertencentes a Ordem Perciformes, familia Cichlidae, as tilapias sdo oriundas do
continente africano, sendo encontradas principalmente nas bacias dos rios Nilo, Niger,
Tchade e nos lagos do centro—oeste (Verani, 1980). Foram introduzidas em mais de 100
paises das regibes tropicais e subtropicais, tanto para melhorar a produtividade
pesqueira como para auxiliar o desenvolvimento da aquicultura (Coward e Bromage,
2000; Léveque, 2002).

O avango da tilapicultura no mundo inteiro esta levando a uma intensificacéo
dos cultivos, provocado principalmente pela diminuicdo da pesca marinha e maior
procura pelo pescado devido as qualidades saudaveis de sua carne. Um dos sintomas
dessa intensificacdo é a busca por linhagens de desempenho superior.

Varias linhagens de tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1757) tém
surgido no mundo, dentre estas a Tailandesa ou Chitralada e a Genomar Supreme, que
vém merecendo especial atencdo devido a seu comportamento ddcil e elevado potencial
de producéo.

O comportamento reprodutivo da tilapia é profundamente influenciado pela
forma de reproducdo da espécie. No género Oreochromis, por exemplo, 0s machos
constroem 0s ninhos para a desova e desenvolvem estruturas sexuais secundarias
(Turner e Robinson, 2000).

De acordo com Brummett (1995), a temperatura, a intensidade da luz, a
qualidade da agua, a quantidade e qualidade do alimento séo fatores que influenciam na
reproducéo da tilapia.

O principal problema da criacdo de tilapia é a maturacdo e reproducdo precoce

(trés a seis meses, dependendo da espécie), resultando em uma superpopulacdo nos



viveiros de engorda, ocasionando assim, uma interrup¢do no crescimento dos peixes
(Stickney, 2000; Biswas, 2005).

Yamamoto (1969) descreve que hormdnios esterdides podem ser usados para
modificar, fenotipicamente, o sexo dos peixes. Desde entdo, hormoénios andrégenos vém
sendo amplamente utilizados para produzir populacGes exclusivamente masculinas em
varias espécies de til&pia, como pode ser visto nas pesquisas de Mc Andrew (1993),
Macintosh e Little (1995) e Green et al. (1997).

A producdo monossexo de machos de tilapia, através da adi¢do do horménio
andrégeno 17 — a metiltestosterona na ragdo ofertada as larvas, ¢ considerada a forma
que apresenta os melhores resultados na reversdo sexual da tilapia (Penman e Mc
Andrew, 2000).

Estudos recentes sobre a tilapia do Nilo, demonstraram que as altas temperaturas
da agua causam efeitos semelhantes aos provocados pelos hormoénios esterdides na
reversdo sexual, com variacbes nas propor¢des macho/fémea de acordo com a
termossensibilidade das linhagens e das familias dos peixes estudados (Baroiller et al.,
1995; Abucay et al., 1999; Baroiller et al., 1999; Baras et al., 2001).

O processo da reversao sexual é praticado, quando um dos sexos possui marcada
superioridade na taxa de crescimento em relagdo ao outro, além de ser vantajoso no
controle da reproducdo, na contencdo de gastos energéticos na reproducao,
uniformidade de tamanho e na reducdo dos efeitos da maturagdo sexual sobre a
aparéncia e a qualidade da carne (Beardmore et al., 2001).

As tilapias apresentam varias caracteristicas favoraveis a criagdo, entre elas
podem ser citadas: altas taxas de crescimento, principalmente nos machos (Toguyeéni et

al., 2002), alta conversdo alimentar aparente (Kubitza, 2000), resisténcia a doencas



(Plumb, 1997; Ardjosoediro & Ramnarine, 2002), a altas densidades (Gall & Bakar,
1999) e a baixas concentragdes de oxigénio dissolvido (El-Sayed & Kawanna, 2004).

Castro et al. (2003) relataram que ja € reconhecida a importancia dos estudos da
morfologia em peixes para o desenvolvimento de uma piscicultura competitiva. No
entanto, tem sido muito comum, a criagdo de peixes sem o prévio conhecimento de suas
estruturas e do seu comportamento, acarretando consequéncias no custo da producéo,
deficiéncia alimentar e alto indice de mortalidade.

A demanda de peixes em nosso pais vem aumentando progressivamente, com
obtengcdo de alevinos de boa qualidade como parte fundamental no processo de
producdo. A larvicultura corresponde ao periodo mais importante dentro da cadeia
produtiva, pois € a partir do bom gerenciamento dessa fase que se obtém os melhores
indices de qualidade e producdo animal, desejados nas fases posteriores (Meurer et al.,
2005).

Para tanto, este trabalho objetivou estudar a morfologia e biometria de ovérios e
testiculos da tilapia do Nilo (oreochromis niloticus) que foram submetidos a tratamentos
hormonais para reverséo sexual.

Material e Métodos

Foram utilizados 30 adultos da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Os
animais foram cultivados por 24 semanas em tanques rede recebendo rac¢ao adicionada
de hormonios. Durante os 30 primeiros dias de desenvolvimento as larvas foram
divididas em 03 grupos - Grupo T1: animais alimentados com racdo comercial
adicionada de 17 - 3 — estradiol (20 mg/kg), Grupo T2: animais alimentados com racéo
comercial adicionada de 17 - o - metiltestosterona (60 mg/kg) e Grupo Controle (GC):

animais alimentados com racdo comercial livre de aditivos. Apds essa fase os animais



foram alimentados com racdo comercial especifica para cada fase do cultivo. Os

animais de todos os grupos foram alimentados 5 vezes ao dia, durante 30 dias.

Para preparo da ragdo dos grupos T1 e T2, foram utilizadas solucdes de alcool —
horménio segundo Popma e Green (1990). Onde os hormonios foram diluidos em
solugdo de alcool absoluto e misturados a ragéo.

Para obten¢do do material histologico os animais foram eutanasiados por apdxia,
posteriormente foram aferidos os comprimentos, CT (comprimento total), CP
(comprimento padrdo), utilizando-se paquimetro, bem como o peso total do animal (PT)
e 0 peso eviscerado (PE), utilizando balanca eletronica digital com precisdo de 0,01g.
Logo apds os animais foram identificados macroscopicamente quanto ao sexo e estado
maturacional. Em seguida as gonadas foram retiradas, medidas, pesadas e fixadas em
formol neutro tamponado a 10% por 24 horas.

Os fragmentos das génadas foram desidratados em etanol em ordem crescente de
80% a 100%, em seguida foram diafanizados pelo xilol, impregnados em parafina em
estufa regulada a temperatura de 58 °C e incluidos em parafina (Becak & Paulete, 1976;
Behmer et al., 1976; Junqueira e Junqueira, 1983)

Os blocos foram cortados em micrétomo (Leica), ajustado para 5 micrdmetros
(um). Em seguida os cortes obtidos foram corados pelo método de
Hematoxilina/Eosina-Floxina e Tricrdbmicro de Gomori. A andlise histologica foi
realizada utilizando um microscépio biolégico trinocular NIKON 50i acoplado a um
sistema de captura de imagem microscopica. As imagens obtidas foram analisadas pelo

sistema de analise de imagem IMAGILAB 2000.

Para andlise estatistica foram aplicados os testes de ANOVA para evidenciar
diferencas entre os tratamentos realizados e de Tukey para mostrar as diferencas entre

0s grupos estudados (Mendes, 1999).



Resultados e Discussao
A andlise biométrica revelou que os animais analisados dos trés grupos tiveram
média de 20,8 cm de comprimento e peso médio de 161,9 g. Urbinati (1999) verificou o

mesmo padrdo de comprimento e peso para Tilapia do Nilo.

O comprimento dos animais apresentou-se diferente entre os grupos Controle,
T1 e T2. Em relagdo ao grupo controle, os grupos T1 e T2 tiveram crescimento mais
significativo (ANOVA), (tabela 1, figura 1). J& entre os grupos T1 e T2, o crescimento
foi semelhante, isso sugere que o tratamento hormonal com estradiol e testosterona no

inicio do desenvolvimento dos animais influenciou nessa diferenciacéo.

Tabela 01. Diferenga de comprimento entre 0s grupos.

*Ge/Tl Gc/T2 T1/T2
Difere p<0.05, p=0.0245 Difere p<0.05, p=0.011 N&ao Difere, p>0.05, p=0.187
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Figura 01. Diferenca de comprimento entre os tratamentos (ANOVA).

Segundo Weatherley (1972), o peixe cresce rapidamente quando o alimento e o

espaco fisico sdo satisfatorios. No caso de peixes crescidos em viveiros, esse padrao



pode ser alterado (URBINATI, 1999). Nossos resultados mostraram alto crescimento
nos grupos tratados, o que deve ser atribuido ao uso dos hormonios esteroides,

substituindo uma possivel suplementacdo alimentar.

Hanson et al. (1983) e Pandian e Sheela (1995), demonstraram que Tilapias sexo

revertidas tem crescimento duas vezes maior, 0 que corrobora com nossos resultados.

Em relacdo ao peso também houve diferengas entre o grupo controle e 0s
tratados, onde o grupo controle teve ganho de peso inferiora Tl e T2eentre Tle T2 0

ganho foi similar (figura 2).
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Figura 02. Diferenca de ganho de peso entre os tratamentos estudados. G¢/T1 P<0,05
P=0.000113; Gc/T2 P<0.05 P=0.0006; T1/T2 P>0.05 P=0.45.

Leonhardt e Urbinati (1999) descreveram ganho de peso final de 0,87 kg, sendo
assim esse estudo ndo alcangou a capacidade mé&xima em ganho de biomassa para

cultivo em tanques-rede.



Em relacdo a caracterizacdo anatbmica das gonadas Carvalho (1985) revelou que
em larvas de tilapia do Nilo submetidas a doses de 30 mg/kg do horménio 17 - o -
metiltestosterona por até 40 dias de tratamento ndo foram encontradas alteracdes nos

testiculos.

Os resultados encontrados nessa pesquisa mostraram histologicamente que 0s
animais tratados com 60mg/kg do horménio 17 - o - metiltestosterona durante 30 dias
apresentaram alteragfes no estroma testicular, mostrando certa desorganizagéo
estrutural e vestigios de tecido ovariano. Essa alteragdo sugere um excesso na dose do
horménio metabolizado pelos animais, atuando nas células indiferenciadas induzindo o
aparecimento de alteracbes morfoldgicas durante a mudanca da gbnada de ovario para
testiculo. Carvalho (1985) classifica como intersexos 0s animais que apresentam essas

caracteristicas.

No que diz respeito aos animais tratados com 17 — [ estradiol, ndo houve
alteracbes morfoldgicas e histolégicas e nos animais coletados para anélise a reversdo

para fémeas ocorreu em 100% dos individuos avaliados.
Histologia dos Ovarios

Os ovarios sdo estruturas pares, cilindricas que se situam na regido dorsal da
cavidade abdominal e estdo firmemente presos a essa cavidade.

Histologicamente os ovérios se apresentaram revestidos por epitélio simples
plano e logo abaixo uma tunica albuginea de tecido conjuntivo, cuja espessura variou de
acordo com a fase de maturacdo encontrada.

A tanica albuginea esta constituida por tecido conjuntivo, células musculares
lisas e vasos sanguineos. No parénquima do ovario se observou células em diferentes

estagios de desenvolvimento maturacional. Foi observado que o desenvolvimento



ovocitario estd caracterizado em duas fases distintas: Fase pré-vitelogénica e Fase
vitelogénica, onde foram encontrados quatro tipos de células (ovogénias, ovacitos I,
ovécitos Il e ovécitos maduros). Segundo Vazzoler (1996), a fase pré-vitelogénica se
caracteriza por apresentar células germinativas jovens, ovocitos em estoque de reserva e
inicio da formacdo da vesicula vitelinica; j& a fase vitelogénica apresenta o inicio da
deposicao de proteinas na forma de plaquetas acidofilas, aumento e amadurecimento do
ovacito e deposicdo de lipidios.

Na fase preé-vitelogénica as células germinativas encontradas foram ovogénias e
ovécitos |. Na fase vitelogénica as células germinativas mais abundantes foram os
ovécitos 1l e ovocitos maduros. Esses resultados corroboram com os encontrados por
Lima et al (1986) para S. maxillosus e Verengue e Orsi (2003) para Astyanax

scabripinnis.

O mesmo critério de classificacdo histoldgica levando em consideracdo as fases
de vitelogénese foi utilizado por Agostinho (1991) para a espécie Hypophthalmus

edentatus teledsteo da ordem Siluriforme.
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Figura 03. Fotomicrografias de Ovérios de Tilapia do Nilo. Observar em A e B ovocitos
| (cabeca de seta) e 11 (seta). Coloragdo: Hematoxilina/Eosina e Tricrémicro de Gomori.
Aumento: +100X. Em C e D ovdcitos maduros (seta). Coloracdo: Hematoxilina/Eosina
e Tricrébmicro de Gomori. Aumento: C= £100X e D= £400X.

Histologia dos Testiculos

Os testiculos formam estruturas pares, localizados dorsalmente na cavidade
celomética e nela fixadas. Se apresentou como uma estrutura triangular com a porcéo
caudal mais afilada. Histologicamente estdo revestidos por uma tunica albuginea de
tecido conjuntivo que se apresenta espessa na regido dorsal do 6rgdo de onde se

originam septos que dividem o 6rgdo em lobos testiculares.

No parénquima testicular visualisou-se tubulos seminiferos, com células

germinativas em varios estagios de maturacdo, onde a determinagéo do tipo celular foi



realizada de acordo com as caracteristicas do citoplasma, ndcleo e tamanho das células.

Este mesmo padréo de diferenciagéo foi utilizado por Zaiden (2000).

Puderam ser observados quatro tipos celulares distintos: espermatogonias,

espermatdcitos, espermatides e espermatozoides.

As espermatogOnias foram as maiores células observadas, apresentando
citoplasma abundante, nicleo grande e esférico com nucléolo Unico. Foram observadas
em todas as fases maturacionais encontradas, proximas as paredes dos tabulos. Os
espermatdcitos aparecem agrupadas em cistos, com nucleo basofilo e citoplasma pouco
distinguivel. As espermatides possuem nucleo arredondado e bem basofilo. Os
espermatozéides sdo as menores células da linhagem germinativa e foram visualizados

ocupando a regido central dos tubulos seminiferos.

Em relacdo a maturagdo gonadal foram observados testiculos em duas fases

distintas: maturacdo e maduro.

Segundo Grier (1993) a fase de maturacdo se caracteriza por apresentar células
em espermatogénese, onde se inicia o processo de diferenciacdo celular, j& a fase
madura as células estdo em espermiogénese produzindo espermatozoides em grande

quantidade, sendo estes armazenados nos tubulos seminiferos.

Na fase de maturacdo os testiculos se apresentaram com coloragdo vermelho-
palido, ocupando consideravel espaco na cavidade abdominal, microscopicamente se
caraterizaram por apresentar cistos, com células germinativas em diferentes fases de
desenvolvimento e no ldmen dos tubulos seminiferos, pequena quantidade de
espermatozoéides. Quando maduros, macroscopicamente os testiculos ocupavam grande
espaco na cavidade abdominal e apresentaram coloragdo esbranquicada,

microscopicamente os lumens dos tubulos seminiferos estavam repletos de



espermatozdides e além dessas células apresentaram apenas a presenga de

espermatogonias isoladas.

Além dessas fases descritas, foram encontrados ainda testiculos denominados
como intersexos, j& descritos por Carvalho (1995) onde macroscopicamente
apresentaram um tipo gonadal e microscopicamente outro, além de apresentar
microscopicamente testiculos em maturacdo gonadal, com tdbulos seminiferos cheios
de espermatozoides, porém com residuos ovocitarios em seu estroma, onde a coloracdo

do tricromico de Gomori diferenciou do estroma conjuntivo adjacente.



Figura 04. Fotomicrografias de testiculos de Tildpia do Nilo. Observar em A vista
panoramica do testiculo com composicdo morfoldgica caracteristica e em fase de
maturagdo. Aumento +40X, Coloragdo: H.E. Em B testiculo maduro, com tubulos
seminiferos cheios de espermatozdides (seta). Aumento: +400X, Coloracdo: H. E. Em C
e D testiculo de animal intersexo, observar estroma com residuo ovariano (seta).
Aumento: +£100X. Coloracdo: em C=H.E. e em D= Tricrédmico de Gomori.

Concluséo
Com base nos resultados obtidos pudemos concluir que a adi¢cdo de horménios
esteroides da dieta alimentar da Tilapia do Nilo no inicio do seu desenvolvimento
repercute significativamente no comprimento e ganho de peso final dos animais em
relacdo aos animais alimentados com racdo sem aditivos.
Concluimos também que o processo de reversdo utilizando o hormonio

estradiol (Grupo T1) se mostrou mais eficaz com taxa de reversdo de 100%, os animais



submetidos a esse tratamento hormonal tiveram ainda aumento no comprimento e ganho
de peso diferenciados em relacdo aos demais grupos (Grupo Controle e Grupo T2).

Os animais tratados com a metiltestosterona (Grupo T2), tiveram aumento de
tamanho e ganho de peso significativos em relagdo ao grupo controle, mas, similares ao
grupo T1. Porém a taxa de reversdo ndo foi total assim como no grupo T1, apresentando
animais com caracteristicas anatdmicas e histoldgicas comuns a ambos 0s sexos, esses
animais foram classificados como intersexo, onde os testiculos apresentaram residuos
de estroma ovariano.

No que diz respeito a avaliacdo histologica, todos 0s grupos apresentaram
caracteristicas comuns aos demais teledsteos, com diferengas do padrdo considerado

normal apenas nos animas classificados como intersexo.
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