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RESUMO

Considerando a importancia econémica, bem como a escassez de estudos aplicados a
reproducédo do peixe Oscar (Astronotus ocellatus), o objetivo geral deste estudo foi avaliar os
métodos para identificacdo do sexo nessa espécie como dosagem de esterdides sexuais
(testosterona e 17B-estradiol), avaliacdo ultrassonografica de gdnadas, avaliacdo morfométrica
e histologia gonadal. Exemplares de A. ocellatus com 12 meses de idade, em um total de 20
animais, foram utilizados para realizacdo deste estudo. Foram coletadas amostras de sangue
para dosagem hormonal de testosterona (T) e 17B-estradiol (E2), com os exemplares também
foi realizada ultrassonografia celomatica, avaliagdo morfométrica e histologia gonadal para
confirmacdo do sexo e avaliacdo de maturacdao gonadal. Os dados obtidos a partir das anélises
foram correlacionados ao sexo dos animais a 5% de significancia pelo programa Minitab®
versdo 18 (Minitab LLC, Stage College, PA). Apds avaliacdo histologica, foram constatadas a
presenca de 13 fémeas e 7 machos, apresentando-se 40% em maturacdo inicial, 15% em
maturacao final, 20% maduros, 10% espermiados/desovados e 15% em repouso. Nenhum dos
animais testados foi caracterizado como imaturo. Os dados morfométricos ndo apresentaram
diferengas estatisticas (p>0,05), entretanto as analises hormonais apresentaram diferenca
estatistica quanto a razdo T/E2 entre machos e fémeas (p=0,013) e apresentou 78,94% de
eficdcia na predicdo do sexo. Ja os resultados da ultrassonografia gonadal apresentaram
ecogenicidades diferentes com padrdes hiperecoicos de ovarios maduros em relacdo a padrdes
hipoecoicos de ovarios em maturagdo. J& 0s machos apresentaram padrdo anecoico na regido
testicular. Pode-se concluir que nas condi¢es em que o experimento foi realizado, 0 método
de sexagem por dosagem hormonal foi validado. Entretanto os dados morfométricos ndo foram
eficientes para a predicdo do sexo. J& os dados obtidos pela ultrassonografia, apesar de
promissores, necessitam de mais trabalhos com um ndmero maior de animais em diferentes
faixas etarias para validacédo da técnica.

Palavras-chave: Aquicultura. Reproducdo. Endocrinologia. Peixe ornamental amazonico.
Piscicultura ornamental.



ABSTRACT

Considering the economic importance, as well as the scarcity of studies applied to the
reproduction of the Oscar fish (Astronotus ocellatus), the general objective of this study was to
evaluate the methods for identifying the sex in this species, such as dosage of sexual steroids
(testosterone and 17pB-estradiol), ultrasonographic evaluation of gonads, morphometric
evaluation and gonadal histology. A. ocellatus specimens with 12 months of age, in a total of
20 animals, were used for this study. Blood samples were collected for hormone dosage of
testosterone (T) and 17p-estradiol (E2). Coelomic ultrasonography, morphometric evaluation
and gonadal histology were also performed on the specimens to confirm sex and assess gonadal
maturation. The data obtained from the analyzes were correlated to the sex of the animals at 5%
significance using the Minitab® program version 18 (Minitab LLC, Stage College, PA). After
histological evaluation, the presence of 13 females and 7 males were verified, with 40% in
initial maturation, 15% in final maturation, 20% mature, 10% spermed/spawned and 15% at
rest. None of the tested animals was characterized as immature. The morphometric data did not
show statistical differences (p>0.05), however the hormonal analyzes showed a statistical
difference regarding the T/E2 ratio between males and females (p=0.013) and showed 78.94%
effectiveness in predicting sex. The results of gonadal ultrasonography showed different
echogenicity with hyperechoic patterns of mature ovaries in relation to hypoechoic patterns of
maturing ovaries. Males, on the other hand, presented an anechoic pattern in the testicular
region. It can be concluded that under the conditions in which the experiment was carried out,
the sexing method by hormone dosage was validated. However, the morphometric data were
not efficient for gender prediction. The data obtained by ultrasonography, although promising,
require further work with a larger number of animals in different age groups for validation of
the technique.

Keywords: Aquaculture. Reproduction. Endocrinology. Amazon ornamental fish. Ornamental
fish farming.
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1. INTRODUCAO

O Brasil vem apresentando constante crescimento na aquicultura, resultado da geografia
do pais que possui uma das maiores bacias hidrograficas do mundo, bem como a disseminacgéo
de conhecimentos para com os produtores aquicolas.

Ao longo dos ultimos anos o cultivo de peixes para consumo e para ornamentacao, se
mostrou uma alternativa rentavel para o mercado brasileiro. Fazendo com que, cada vez mais
se mostre necessaria a producao cientifica visando o dominio sobre as biotecnologias aplicadas
as espécies de interesse.

A identificacdo do sexo nos peixes pode ser considerada o ponto de partida no processo
de reproducdo das espécies de peixes em cativeiro, seja com finalidade produtiva ou producéo
cientifica. Este processo possui como objetivo a divisdo dos animais de acordo com 0 sexo,
proporcionando um melhor controle do plantel de reprodutores bem como a distribuicdo
adequada de machos e fémeas de acordo com a espécie a ser trabalhada.

Em animais sem dimorfismo sexual, a identificacdo do sexo pode ocorrer de forma
subjetiva, ocasionando erros e problemas na selecdo de reprodutores como uma proporcao
inadequada de machos e fémeas sendo que em algumas espécies com comportamento
reprodutivo territorialista essa desproporcdo gera estresse, brigas e até mesmo ao 6bito de
reprodutores.

Tendo em vista essa problematica, faz-se necessaria a implementacdo de técnicas de
sexagem alternativas como a dosagem de esteroides sexuais e ultrassonografia gonadal. Tais
técnicas ja apresentam resultados promissores em espécies sem dimorfismo sexual, mostrando-
se alternativas interessantes para a identificacdo do sexo.

A ultrassonografia gonadal vem sendo empregada em diversos trabalhos e com
resultados promissores, uma vez que, com a visualizacdo das gbnadas pelo aparelho
ultrassonografico é possivel identificar padrées que remetem aos ovarios ou testiculos, além de
ser uma técnica ndo invasiva.

Os esteroides sexuais como a testosterona (T) e o estradiol (E2) possuem importancia
no controle enddcrino da reprodugdo, tendo assim sua concentracdo plasmatica alterada de
acordo com o estigio do periodo reprodutivo e 0 sexo dos animais. A avaliacdo dessas
concentragOes ja foi relatada em diversos trabalhos possuindo um bom indice de correlagéo

com o sexo, sendo assim uma forma alternativa para a sexagem dos animais.
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O Astronotus ocellatus, também conhecido popularmente como Oscar, Apaiari ou
Acard-Acu, é uma espécie que ndo apresenta dimorfismo sexual nas primeiras fases de vida,
além de possuir comportamento reprodutivo territorialista e monogamico, fazendo com que a
espécie se torne potencialmente agressiva durante o periodo de reproducdo. Este
comportamento se torna um empecilho na sua produgdo em cativeiro, uma vez que ao atingirem
a maturidade sexual as interagdes com 0s outros animais se tornam agressivas devido a disputas
por parceiros ou territorio, resultando muitas vezes em brigas e perdas econdmicas.

Diante da necessidade de estabelecer métodos para a identificacdo sexual da espécie,
este estudo propde diferentes abordagens para a sexagem dos animais, como aspectos
morfométricos, ultrassonografia gonadal e mensuracdo de esteroides sexuais em animais
jovens, com objetivo de avaliar as diferentes técnicas de sexagem, além de gerar dados que

contribuam para o desenvolvimento das biotecnologias da reproducéo no Astronotus ocellatus.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Astronotus ocellatus

O Astronotus ocellatus, conhecido popularmente como peixe Oscar, Apaiari ou Acara-
Acu, é uma espécie de peixe nativa da bacia do rio Amazonas, pertencendo a familia Cichlidae
e ordem dos Perciformes (PAVANELLI, 2000). Apesar de ser nativo da Ameérica do Sul,
existem relatos da sua introducdo no estado da Florida nos Estados Unidos, além de ser uma
espécie de grande interesse no aquarismo mundial, podendo ser encontrada em diversos paises
em criacdes de cativeiro ou aquarios para ornamentacdo (FURY, 1994).

O A. ocellatus apresenta comportamento alimentar carnivoro, tendo como base da sua
alimentacdo insetos, crustaceos e peixes de pequeno porte (HONEBRINK, 1990). Suas
caracteristicas fisicas e comportamentais despertam um grande interesse no meio aquarista, pois
a espécie possui cores marcantes e diversas como tons de dourado, vermelho e até mesmo
individuos albinos. Seu comportamento tem feito com que a espécie ganhe uma boa
representatividade no mercado pet devido a sua alta capacidade de condicionamento (PAES et
al., 2012).

Apesar do maior foco de producdo da espécie ser voltada para o aquarismo, algumas
populacdes do norte do Brasil, por meio da pesca extrativista, apreciam a carne da espécie
devido a sua carne saborosa, firme e sem espinhas intramusculares (GURGEL; FREITAS,
1973). Porém, o A. ocellatus possui um crescimento lento e interagdes comportamentais
agressivas e territorialista, fazendo com que a sua producéo para consumo se torne muitas vezes
inviavel pela baixa densidade de estocagem necessaria e o longo tempo de cultivo até atingir o
peso de abate (GURGEL; FREITAS, 1973).

Na fase juvenil os animais apresentam comportamento gregario, formando cardumes,
porém quando chegam em periodo reprodutivo por volta de 1 ano de idade, o A. ocellatus
apresenta um comportamento monogamico e territorialista (OLIVEIRA et al., 2016).

Na producdo em cativeiro, essa fase de mudanga comportamental muitas vezes acaba
gerando perdas econdmicas pelo processo hierarquico e reprodutivo. Sendo necessaria a
intervencao do produtor para que esses animais estejam em uma propor¢édo adequada de machos
e fémeas. O grande entrave desse manejo se da pela auséncia de dimorfismo sexual na espécie
e a subjetividade nas técnicas de sexagem envolvendo caracteristicas morfoldgicas
(CARVALHO et al., 2017).
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2.1.1. Comportamento reprodutivo

O A. ocellatus atinge a maturidade sexual por volta dos 12 meses de idade, durante essa
fase os animais demonstram uma mudanca comportamental, abandonando comportamento
gregario para a formac&o de casais monogamicos (OLIVEIRA et al., 2016).

O processo de formacdo de casais do A. ocellatus ainda ndo é muito bem elucidado pela
literatura, sendo caracterizado como um aumento da agressividade e territorialismo entre 0s
individuos (OLIVEIRA et al., 2016). Na natureza esse processo se da de forma natural devido
ao cuidado biparental que a espécie apresenta com a prole, porém em cativeiro a formacao de
casais pode muitas vezes ocasionar em brigas e até ébito dos animais por diversos fatores como:
altas densidades de estocagem e proporcdes inadequadas de machos e fémeas (GURGEL,;
FREITAS, 1973).

Com preferéncia por aguas Iénticas, os reprodutores modificam o substrato com auxilio
da boca formando ninhos onde é depositada a desova (SLOMAN et al., 2006). Os ovos do A.
ocellatus sdo adesivos, produzindo de 200 a 2000 ovos, que se aderem ao substrato do ninho
eclodindo em torno de 3 a 4 dias, variando de acordo com a temperatura da agua (OLIVEIRA
etal., 2016).

Durante o processo de incubacdo dos ovos, 0s progenitores revezam em duas fungdes,
enguanto um se mantém posicionado em cima da desova movimentando as nadadeiras peitorais
para manter o fluxo de agua nos embrides, 0 outro se mantém por perto com o objetivo de

afugentar outros animais que possam predar a desova (FIGURA 1) (OLIVEIRA et al., 2016).



13

Figura 1- Casal de A. ocellatus pds desova, apresentando comportamento de controle parental
para com a progénie.

Fonte: Do autor (2022).

Pds eclosdo, as larvas sdo mantidas sob cuidado parental até a fase juvenil. Devido a sua
desova ser caracterizada como parcelada, os casais de A. ocellatus podem reproduzir até 4 vezes
durante o periodo reprodutivo, sendo que muitas vezes os reprodutores utilizam o mesmo ninho,

mantendo o comportamento territorialista durante todo esse periodo. (SLOMAN et al., 2006).

2.1.2. Dimorfismo sexual

O dimorfismo sexual pode ser definido como a manifestacdo de divergéncias fisicas
entre machos e fémeas, tais diferencas se manifestam a partir de aces hormonais na

manifestacdo do fendtipo ou caracteristicas sexuais secundarias (IGARASHI, 2016).

As caracteristicas sexuais secundarias podem ser definidas como manifestacGes
fenotipicas influenciadas pelo sexo dos animais. Desse modo a avaliagdo dos pardmetros
morfométricos associados a machos e fémeas, pode ser uma ferramenta util da definicdo do
sexo em peixes (NAVARRO et al., 2006).
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O A. ocellatus possui uma ampla variedade de coloragdes, indo do marrom ao vermelho
e bronze. Durante o periodo reprodutivo as tonalidades tendem a se intensificar, principalmente
0 carmesim na base do opérculo e nas faixas verticais que se estendem do dorso ao ventre dos
animais (FONTENELE, 1951).

Mesmo com a intensificacdo das coloragdes, a espécie ndo apresenta dimorfismo sexual
aparente, principalmente na fase juvenil (CARVALHO et al., 2017). Na cadeia produtiva é
utilizada a sexagem manual a partir da avaliacdo das papilas urogenitais (FIGURA 2), nas quais
segundo NEPOMUCENO, 1989 ¢ possivel a identificacdo do sexo pela conformacéo dessas
estruturas.

Figura 2- Conformacao da papila urogenital de A. ocellatus

NADADEI'RAS PEITORAIS

NADADEIRAS VENTRAIS

ABERTURA ANAL

— ABERTURA UROGENITAL

NADADEIRA ANAL —

Fonte: NEPOMUCENO (1989).

Entretanto, segundo CARVALHO et al., 2017 o método de sexagem manual se mostrou
subjetivo e inconclusivo em animais com 2 meses de idade, possuindo uma taxa de
assertividade de 63% guando comparados a histologia.

O processo de sexagem dos animais € de suma importancia na formacéao de plantéis de
reprodutores, como no ciclideo Oreochromis niloticus que apresenta dimorfismo sexual e existe
na literatura proporgdes ideais de machos e fémeas, simplificando assim a reproducdo na
espécie (IGARASHI, 2016). Quando as propor¢cdes de machos e fémeas se mostram

inadequadas, ocorrem interacdes de dominancia e brigas entre 0s animais, comportamentos
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esses prejudiciais a salde dos animais e ao processo de reproducdo em cativeiro (IGARASHI,
2016).

2.2. Endocrinologia reprodutiva em peixes.

Durante o periodo reprodutivo, os animais sofrem uma variacao no sistema endocrino a
partir do hipotalamo, essa glandula localizada no SNC ¢ influenciada por fatores externos como
fotoperiodo e temperatura, secretando o horménio liberador gonadotrofinas (GnRH)
(PANKHURST, 2008).

O GnRH por sua vez, atua na hipofise estimulando a producdo das gonadotrofinas, o
hormdnio luteinizante (LH) e o hormdnio foliculo estimulante (FSH) (FIGURA 3). O aumento
sérico das gonadotrofinas estimula a maturacdo das génadas e consequentemente o aumento
dos niveis séricos de esteroides sexuais como a testosterona (T) e o estradiol (E2) (MOLES et
al., 2007).

Figura 3- Esquematizacdo do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Gonada

kisspeptina
+

Hipotdlamo
(neurosecrecdo)

Fonte: Almeida (2013).

As gonadotrofinas FSH e LH, possuem como principal funcao o estimulo da maturacao
de gametas, sendo o FSH principal modulador das fases iniciais da gametogénese e o LH como

principal modulador das fases finais da gametogénese (ALMEIDA, 2013).
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As gonadas masculinas e femininas apresentam sitios de a¢Bes para as gonadotrofinas
controlando o processo reprodutivo em duas fases distintas: a esteroidogénese, caracterizada
pela producdo de esteroides sexuais e a gametogénese, caracterizada pela producéo de gametas
(ZOHAR, 2021).

A esteroidogénese ocorre a partir das interagdes entre as gonadotrofinas e sitios de
ligacdo especificos como as células foliculares do ovario em fémeas e células de Leydig nos
testiculos dos machos (PANKHURST, 2008), os produtos dessas interacdes sao o0s esteroides
sexuais que podem ser definidos em trés categorias, sendo elas 0s progestagenos, estrogenos e
andrdgenos. Tendo funcéo primordial no controle do eixo enddcrino tanto em machos quanto
em fémeas (ZOHAR, 2021).

Os esteroides sexuais apresentam-se em diferentes concentracdes séricas no plasma dos
peixes (ZOHAR, 2021; ALMEIDA, 2013; PANKHURST, 2008), sendo influenciados
principalmente pela fase do processo reprodutivo em que o animal se encontra e pelo sexo, uma
vez que devido as suas interacbes com as gonadas masculinas e femininas, os hormdénios
apresentem feedbacks positivos e negativos entre eles (ZOHAR, 2021). Como a conversao de
androgenos como a testosterona (T) em estrégenos como o estradiol (E2) tendo importancia

fundamental na maturacdo final ovocitaria em fémeas (BOBE et al., 2006).

2.2.1. Progestadgenos em peixes.

Na reproducdo dos peixes, 0s progestagenos apresentam funcdes diretamente ligadas a
maturacdo de gametas. Destaca-se entre os progestagenos a 17,200,21-trihidroxipregnolona
(20BS) com o maior potencial de maturagdo (PANKHURST, 2008).

Durante a fase final da maturagdo ovocitaria, 0s niveis séricos da 20BS se encontram
elevados devido a diminuicdo na expressdo da enzima aromatase P450, sendo essa enzima
responsavel pela conversdo da T em E2 (BOBE et al., 2006). Essa interacdo enddcrina
possibilita a maturacdo final dos ovocitos viabilizando a liberacdo dos ovocitos maduros no
oviduto e posterior desova (GOETZ; GARCYNSKI, 1997).

Nos machos a 20BS também apresenta uma importante fun¢do durante a fase de
maturacdo final, em resposta ao aumento do LH nesse periodo, a via androgénica sofre uma
alteracdo, diminuindo a produ¢do dos androgenos como a T e aumentando a sintese de 20BS
(PANKHURST, 2008). Esse processo viabiliza a maturagdo final dos espermatocitos e a

liberacdo nos ductos seminais, além de induzir alteracdes no pH e fluidez do plasma seminal
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que desencadeiam o processo de ativacdo da motilidade espermatica (SCOTT; SUMPTER,;
STACEY, 2010).

2.2.2. Androgenos em peixes

Os hormdnios androgénicos possuem como principal funcdo, regular as caracteristicas
reprodutivas tanto em machos quanto em fémeas (PANKHURST, 2008). Destacam-se nesse
grupo a 11-cetotestosterona (11-KT) e a testosterona (T) como os principais hormonios dessa
classe (ZOHAR, 2021).

Apesar de serem comumente associados ao sexo masculino, os andrégenos apresentam
uma importante funcdo de substrato para a conversdo de T em E2 sob a acdo da enzima
aromatase P450 (ZOHAR, 2021). Além do aporte de substrato, a 11-KT apresenta a fungdo de
estimular o desenvolvimento de ovécitos na maturacao inicial, como foi constatado no trabalho
de LOKMAN et al., 2007, onde houve um crescimento e desenvolvimento de ovécitos expostos
invitro a 11-KT.

Nos machos os androgenos possuem funcdes importantes no desenvolvimento de
caracteristicas sexuais secundarias e modulagdo do comportamento reprodutivo (ALMEIDA,
2013). Além dessa funcdo, os andrdgenos apresentam sitios de ligacdo nas células de Sertoli
localizadas nos testiculos, sendo responsaveis pela sintetizacdo do horménio anti-mulleriano,
atuando nas fases iniciais da espermatogénese como a diferenciacdo de espermatogbnias em
espermatdcitos (FIGURA 4) (PANKHURST, 2008; SCHULZ et al., 2010).
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Figura 4- Esquema enddcrino da interacdo entre a 11-Cetotestosterona e a maturacdo
espermatica.

11-Ketotestosteron

Sertoli cell

L2

AMH / ©<©

Fonte: Schulz (2010).

2.2.3. Estrogenos em peixes.

Os estrogenos possuem funcGes reprodutivas em ambos 0s sexos, porém nas fémeas
possuem papel chave na reproducdo, como a regulacdo do crescimento e desenvolvimento dos
ovocitos, desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios e estimula a sintese de
vitelogenina hepatica e proteinas da membrana ovocitaria (TOKARZ et al., 2015).

O Estradiol (E2) se apresenta como principal estrégeno em fémeas, liberado pelas
células de Leydig nos ovarios em resposta ao estimulo realizado pelo FSH e possui sitios de
ligacdo no figado e nos ovarios (ZOHAR, 2021). Durante as fases iniciais de maturacdo
ovocitaria o E2 estimula as primeiras divisdes mitdticas em ovogonias, alem de estimular a
sintese de alvéolos corticais nos ovocitos (PANKHURST, 2008).

Além da funcdo direta nos gametas, o E2 apresenta a caracteristica de estimular a
vitelogénese a partir da interacdo com os hepatocitos, induzindo uma maior producdo de
vitelogenina (Vtg) (OKUMURA et al., 2002). Considerada a principal fosfolipoproteina na
formagéo do vitelo, estrutura essa indispensavel no aporte nutricional para o desenvolvimento
embrionario (PANKHURST, 2008).



19

Outra importante interacdo hepatica do E2 estd na estimulacdo de precursores das
proteinas estruturais ZP, responsaveis pelo desenvolvimento da zona peltcida nos ovocitos e
posterior formacdo do corion nos embrides (ZOHAR, 2021).

Nos machos, 0s estrogenos também possuem funcdes fisiologicas na reproducao.
Apesar das concentracdes séricas de E2 normalmente se encontrarem baixas nas primeiras fases
da espermatogénese, o E2 apresenta a funcdo de estimular a renovagdo de células-tronco
espermatogdnicas, e possui importantes relac6es de feedbacks negativos e positivos com outros
horménios ligados a esteroidogénese, auxiliando no controle enddcrino da reproducédo
(SCHULZ et al., 2010).

2.3. Técnicas de sexagem em peixes.

A sexagem nos peixes pode ser definida como a identificacdo do sexo, manejo esse que
pode ser concluido a partir de diversas metodologias de acordo com a fase de vida e espécie a

ser trabalhada.

2.3.1. Sexagem manual ou fenotipica.

Esta técnica se caracteriza pela identificacdo de padrées morfométricos relacionados
com o sexo dos animais. Em espécies que apresentam caracteristicas sexuais bem definidas essa
técnica se mostra Util e economicamente viavel, ja que por meio da observacdo de um
profissional treinado é possivel fazer a diferenciacdo do sexo (CARVALHO et al., 2017).

Espécies de producdo como a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) apresentam
dimorfismo sexual, uma vez que sua maturacdo sexual ocorre de maneira precoce, em torno de
3 a 4 meses de vida. A papila urogenital desta espécie se diferencia de acordo com o sexo do
animal, sendo possivel a separacdo entre machos e fémeas em sistemas de recria e engorda, no
qual sdo utilizadas populacdes masculinas, e principalmente a selecdo de reprodutores a serem
mantidos em proporc¢des adequadas para maior producdo de embrides (IGARASHI, 2016).

Algumas espécies ornamentais como 0 peixe betta (Betta splendens) apresentam
dimorfismo sexual marcante quanto a sua coloragdo e alongamento das nadadeiras caudal, anal
e dorsal nos machos em comparagdo com as fémeas (JUSTUS et al., 2018). Essa espécie possui
um comportamento reprodutivo territorialista e agressivo, o que se faz necessaria a segregacao
entre 0s animais por meio da sexagem manual, evitando assim brigas e até dbitos entre os
reprodutores (JUSTUS et al., 2018).
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Entretanto, em espécies sem dimorfismo sexual esta técnica se torna muitas vezes
imprecisa e subjetiva, uma vez que a baixa expressdo ou auséncia de caracteristicas fenotipicas
ligadas ao sexo ndo permitem uma diferenciacdo precisa entre machos e fémeas (CARVALHO
etal., 2017).

O A. ocellatus apresenta divergéncias na literatura quanto a presenca ou auséncia de
dimorfismo sexual. NEPOMUCENO (1989) afirmou existir uma diferenciagdo no formato da
papila urogenital entre machos e fémeas, entretanto esta técnica apresenta resultados
conflitantes quando testada em outros trabalhos que apresentaram resultados imprecisos na
determinacéo sexual da espécie (CARVALHO et al., 2017).

Existem diversos trabalhos que utilizaram medidas morfométricas e padrdes de
crescimento para avaliar caracteristicas como rendimento de carcaca e manifestaces
fenotipicas em diferentes linhagens de peixe (SANTOS, 2004; RODRIGUES, 2010). Algumas
espécies como o tambaqui (Colossoma macropomum) apresenta diferenca no padrdo de
crescimento influenciado pelo sexo, na qual as fémeas possuem uma taxa de crescimento de

9,34 gramas por dia, enquanto machos manifestam 8,66 gramas por dia (MELLO et al., 2015).

As caracteristicas sexuais secundarias podem ser definidas como manifestacdes
fenotipicas influenciadas pelo sexo dos animais. Desse modo, a avaliacdo dos parametros
morfométricos associados a machos e fémeas, pode ser uma ferramenta Gtil da definicdo do
sexo em peixes (NAVARRO et al., 2006).

2.3.2. Sexagem por niveis séricos de esterdides sexuais.

Os niveis séricos dos esterdides sexuais ja vem sendo um método de sexagem
amplamente estudado e discutido no meio cientifico, espécies como o Pirarucu (Arapaima
gigas) (CHU-KOO et al., 2009), Salmédo (Salmo salar) (POTTINGER et al., 2005) e até o
préprio Oscar (Astronotus ocellatus) (CARVALHO et al., 2017).

Apesar do eixo endocrino dos peixes apresentar variagdes séricas dos esteroides sexuais
como a 11-KT, T e E2, foi possivel observar um padréo nas concentragdes desses horménios
de acordo com o sexo dos animais (CHU-KOO et al., 2008; POTTINGER et al., 2005; NAZERI
etal., 2014).

Segundo CHU-KOO et al., 2008 os niveis plasmaticos de E2 em fémeas adultas de A.

gigas variaram de 14,0 a 637,0 pg/ml enquanto fémeas juvenis apresentaram uma variacao de
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2,4 a 18,0 pg/ml, o que exemplifica a variacdo nas concentragdes sericas do E2 em animais
maduros e imaturos sexualmente.

A dosagem desses horménios pode ser obtida através de ensaios de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA) (CHU-KOO et al., 2008) ou radioimunoensaios (KOHN et al., 2013). Os
androgenos (11-KT e T) séo os principais esteroides sexuais utilizados na caracterizacdo de
machos, bem como o estrégeno E2 é considerado o principal esteroide sexual utilizado na
caracterizacdo de fémeas apresentando uma maior concentracdo serica em machos e fémeas
respectivamente (CHU-KOO et al., 2008; POTTINGER et al., 2005; NAZERI et al., 2014;
CARVALHO et al., 2017).

Apesar dos hormonios, quando analisados individualmente, apresentarem informagdes
importantes para a definicdo do sexo, a razdo entre eles (T/E2) se mostra um método mais
fidedigno (NAZERI et al., 2014), uma vez que durante a maturacéo sexual ou até mesmo no
ciclo reprodutivo os niveis séricos desses horménios apresentam variac6es de acordo com a sua
acdo no organismo (ZOHAR, 2021).

Segundo CARVALHO et al., 2017 a técnica apresentou uma diferenca entre T/E2
correlacionados a machos e fémeas, uma vez que se observou uma média de 0,70 e 0,24
respectivamente em A. ocellatus com 6 meses de vida. A partir dos resultados, foi utilizada a
média como linha de corte (0,45) na qual animais com T/E2 superiores a 0,45 eram
caracterizados como machos e resltados abaixo de 0,45 eram caracterizados como fémeas, 0
que resultou em 80,56% de eficacia na sexagem.

Desse modo se torna imprescindivel a técnica a determinacdo do estagio de maturagédo
gonadal que os animais se encontram, apesar de ser um metodo oneroso devido aos kits de
ELISA ou RIA, a determinacdo do sexo pode intensificar o processo de reproducao em cativeiro
principalmente em espécies que ndo apresentam dimorfismo sexual, uma vez que definidos os
sexos dos reprodutores, o produtor consegue exercer um melhor controle zootécnico do seu
plantel de reprodutores (FEIST et al., 2004; CARVALHO et al., 2017).

2.3.3. Sexagem a partir de exames de imagem.

Na aquicultura, os exames de imagem apresentam uma importancia consideravel na
determinacdo do sexo em peixes, uma vez que a partir da visualizagdo da morfologia gonadal
é possivel caracterizar ovarios e testiculos (FROST et al., 2014; MANSUR et al., 2021).

Dentre as diversas técnicas de diagnéstico por imagem se destaca a ultrassonografia por

ser uma técnica com baixo grau de invasividade (FROST et al., 2014). A técnica ja se mostrou
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efetiva em espécies nativas como o surubim (Pseudoplatystoma coruscans) e a tuvira
(Gymnotus sp.) apresentando 100% e 98% respectivamente de acurécia na determinacdo do

sexo em individuos maduros sexualmente (CREPALDI et al., 2007).

A ultrassonografia utiliza a captacao de sons refletidos ou ecos ao passarem por tecidos
com diferentes impedancias. A partir de uma probe, os sons sdo convertidos em imagem no
aparelho ultrassonografico possibilitando a diferenciacao de estruturas de tecidos moles como
os testiculos e ovarios (GODDART, 1995).

As imagens ultrassonograficas utilizam da ecogenicidade para a diferenciagéo do tecido
avaliado, proporcionando imagens variando do preto ao branco passando por tons de cinza.
Essas diferencas na tonalidade sdo denominadas imagens hiperecoicas, quando se exibem tons

mais claros, e hipoecoicas, quando se exibem tons mais escuros (GODDART, 1995).

Tanto os tecidos ovarianos quanto testiculares, possuem caracteristica hipoecdica o que
resulta em uma imagem escura, entretanto substancias lipidicas como componentes do vitelo e
a membrana ovocitaria composta por fosfolipideos, produzem uma imagem hiperecdica em
relacdo a tecidos aquosos (FROST et al., 2014). Portanto, os ovécitos emitem uma silhueta
hiperecdica quando se encontram em niveis avancados de maturacdo, caracteristica utilizada
para a identificacdo de ovarios (CREPALDI et al., 2007; FROST et al., 2014)

Outra técnica de imagem utilizada na sexagem de peixes, a videoceloscopia gonadal
apresenta altos valores de acurécia na predicdo do sexo (MANSUR et al., 2021). Entretanto, ao
contrario da ultrassonografia, apresenta um alto grau de invasividade, uma vez que para sua
realizacdo, se faz necessario um procedimento cirdrgico denominado celiotomia, o qual
consiste em uma incisdo da cavidade abdominal, para posterior insercdo do endoscopio na

cavidade celomatica visando a visualizacdo das gonadas (MANSUR et al., 2021).

2.4. Histologia gonadal

O corte histologico das génadas é o método padrdo ouro para identificacdo sexual nos
peixes, uma vez que a partir da avaliagdo por microscopia permite identificar estruturas

anatdmicas correspondentes a ovarios ou testiculos.

Além da identificacdo do sexo, a avaliacdo histoldgica das gbnadas permite avaliar o

grau de maturacdo gonadal dos peixes uma vez que tanto no processo de espermatogénese
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quanto na ovogénese as células se diferenciam para formar os gametas (SCHULZ et al., 2010;
EMEL’YANOVA & PAVLOV 2022; MENEZES et al., 2000).

Na espermatogénese (FIGURA 5), as espermatogbnias sofrem um processo de mitose
dando origem aos espermatdcitos primarios, sendo essas células dipldides. Na proxima etapa
da espermatogénese 0s espermatdcitos primarios sofrem a primeira meiose, gerando assim 0s
espermatocitos secundarios, com essa divisdo do material genético, as células se tornam
haploides (SCHULZ et al., 2010).

Os espermatécitos secundarios sofrem uma segunda mitose, na qual cada célula se
divide em duas células com 0 mesmo nimero de cromossomos, chamadas espermatides. Essas
células, ja proximas do Iimen seminifero, comecam a se diferenciar morfologicamente para a
formagdo do gameta masculino final, o qual sera langcado nos ductos seminiferos, recebendo a

denominacdo de espermatozoides (SCHULZ et al., 2010).

Figura 5-Esquema ilustrado de espermatogénese
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Fonte: Retirado de https://www.biologianet.com em 13/10/2022.

A presenca de espermatozoides nos ductos seminiferos € um grande indicativo de

estdgio de maturacdo gonadal avancado em machos, bem como auséncia dos mesmos
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associados com ductos seminiferos pouco definidos, podem ser considerados animais imaturos
sexualmente (SCHULZ et al., 2010).

A morfologia ovariana se distingue da testicular principalmente pela presenca de
estruturas arredondadas de diferentes tamanhos envoltas por tecido conjuntivo denominados
ovdcitos. Assim como na espermatogénese, a ovogénese apresenta diferenciagdes das células
primordiais, denominadas ovogonias, em seis fases de ovocitos: Cromatina-nucléolo (Fase 1),
Perinucleolar (Fase 2), Alvéolo-cortical (Fase 3), Vitelogénico (Fase 4) Pds-vitelogénico (Fase
5) e Atrésico (Fase 6) (EMEL’YANOVA & PAVLOV 2022; MENEZES et al., 2000 ).

A prevaléncia das diferentes fases ovocitarias permitem a avaliagdo do grau de
maturacdo gonadal das fémeas, uma vez que fémeas imaturas apresentardo, em sua maioria,
ovacitos de fases 1,2 ou 3. Por outro lado, fémeas maduras tendem a apresentar ovécitos em

fases 4,5 ou 6, na maioria dos exemplares avaliados (MENEZES et al., 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo é avaliar os métodos para identificacdo do sexo nessa
espécie por meio de dosagem de esteroides sexuais, ultrassonografia gonadal, avaliacdo

morfomeétrica e histologia gonadal em A. ocellatus com 12 meses de vida.

3.2. Objetivos especificos.

e Comparar as diferentes técnicas de sexagem de acordo com a sua eficiéncia na
espécie;

e Identificar padrdes morfométricos de dimorfismo sexual entre machos e fémeas;

e Comparar o grau de maturacdo gonadal dos animais com 0s niveis séricos dos

esteroides sexuais;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Declaracao de ética.

Todos os procedimentos experimentais deste estudo foram conduzidos em estrita
conformidade com o Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Federal de
Lavras- UFLA, Lavras, MG, Brasil, sob 0 n®051/21 e atende as diretrizes do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), seguindo as diretrizes para o cuidado e

uso de animais de laboratorio.

4.2. Animais e estrutura.

Para a realizacao deste trabalho, foram utilizados 20 exemplares de A. ocellatus com 12
meses de idade, com peso médio 188 + 48,8 g. e comprimento total médio de 158 + 15,3 mm

advindos de reproducdo natural no Biotério Central da UFLA.

O periodo pré-experimental consistiu na individualizacdo dos animais em aquarios de
vidro com 10 L de capacidade inseridos em um sistema de recirculacdo de agua com
temperatura controlada a 26 °C. Os parametros limnolégicos como pH e amdnia toxica, foram
avaliados semanalmente com o auxilio de Kits colorimétricos (Labcon Test), durante 30 dias,

visando a ambientacdo dos animais no sistema.

A alimentacdo dos animais era realizada duas vezes ao dia, as 8:00 e 16:00 horas, ad
libitum a partir de ragdo com 32 % de proteina bruta. Os aquérios foram sifonados duas vezes
ao dia pos alimentacdo, para remocdo de fezes e restos de racdo. O fotoperiodo foi mantido a
12 h de luz e 12 h de escurid&o.

4.3. Coleta de sangue e obtencéo do plasma.

As amostras de sangue, para obtencdo do plasma, foram coletadas da veia caudal
utilizando seringas de 5,0 ml com EDTA a 10%. Para tal, os animais foram retirados
cuidadosamente das caixas d’agua com o auxilio de puca e, em seguida, foram imersos em
aquario contendo solucdo anestésica de benzocaina (190 mg/L para sedacdo total)
(CARVALHO et al., 2017) e posterior coleta de sangue.
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As amostras de sangue foram entdo transferidas para eppendorfs e centrifugadas a
14.000 rpm durante 5 minutos para a separacao do plasma sanguineo. Em seguida, as amostras

de plasma foram armazenadas a -80 °C, em ultra freezer, para posteriores analises.

4.4. Dosagem de esteroides sexuais.

A mensuracdo dos esteroides sexuais foi obtida a partir do método ELISA utilizando
kits comerciais (Estradiol (E2) — USA 9140; Testosterona Total — USA 8505) seguindo as
orientacOes do fabricante.

Apbs leitura de absorbancia em espectrofotobmetro os valores foram convertidos
obtendo-se as concentracdes plasmaticas dos horménios em nanograma/mililitro.

4.5. Avaliacao ultrassonografica das gbnadas

Apds a coleta do sangue com os animais ainda sedados, foi realizada a avaliacdo
ultrassonografica das génadas com o auxilio de um ultrassom (ALOKA SSD-500). As imagens
foram obtidas a partir da padronizacdo do ponto de contato da probe paralela & nadadeira

peitoral, regido anatdmica onde estdo presentes as gbnadas na espécie (FIGURA 6).

Figura 6- Posicionamento da probe para avaliacdo ultrassonografica.

Fonte: Do autor (2022).

As imagens foram salvas para posterior avaliacdo de caracteristicas ultrassonograficas
da morfologia gonadal e possiveis diferenciacfes entre os sexos, bem como para verificacdo

dos estagios de maturacdo gonadal.
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4.6. Avaliacdo morfométrica.

Com o auxilio de uma balanga digital, os animais foram pesados e em seguida, com 0
auxilio de um paquimetro, foram realizadas as medidas de pontos especificos nos animais
(FIGURA 7), sendo eles:

e Peso dos animais (P), mensurado a partir de balanca digital.

e Comprimento da cabeca (CC), compreendido entre a extremidade anterior da
cabeca e 0 bordo caudal do opérculo.

e Comprimento padrdo (CP), compreendido entre a extremidade anterior da
cabeca e 0 menor perimetro do pedunculo (inserc¢do da nadadeira caudal)

e Alturas do corpo medidas a frente do 1° raio das nadadeiras dorsal (AC1) e anal
(AC2) e na menor circunferéncia do pedunculo (AC3)

e Larguras do corpo tomadas na regido do 1° raio das nadadeiras dorsal (LC1) e

anal (LC2) e na menor circunferéncia do peddnculo (LC3)

Figura 7- Pontos anatdmicos utilizados na avaliagdo morfométrica

AcCl AC2 JAC3

Fonte: Do autor (2022).

A partir dos dados obtidos, foi realizada a razdo entre eles e correlagdo entre animais

machos e fémeas.
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4.7. Coleta de Gonadas e histologia.

Os animais foram eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico via imerséo em
solucéo de benzocaina (250 mg/L) para coleta das génadas (CARVALHO et al., 2017).

Com o auxilio de uma tesoura e bisturi, foi realizada uma inciséo a partir do orificio
anal até a porcdo final da nadadeira peitoral, as costelas e musculatura da regido foram

removidas expondo a cavidade celomatica e os 6rgaos (FIGURA 8).

As gbnadas ficam alojadas na porg¢ao dorsal da cavidade celoméatica. Com o auxilio de
uma pinc¢a anatdmica, as gonadas foram removidas e fixadas em recipientes contendo solu¢éo
de Bouin por 24 h. Apds esse tempo, as gdnadas foram transferidas para uma solucao de alcool
etilico 70%.

Figura 8- Exemplar de A. ocellatus com a cavidade celomatica exposta.

Fonte: Do autor (2022).

4.8. Confecgdo de laminas histologicas e avaliagdo de estigio de maturacao

gonadal.

As gbnadas em cassetes histologicos foram desidratadas e diafanizadas a partir do
seguinte procedimento histotécnico: banho 1 e 2 em alcool 70%, banho 3 em alcool 80%, banho

4 em alcool 85%, banho 5 em alcool 90%, banho 6 em alcool 95%, banho 7 e 8 em alcool PA,
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sendo 20 minutos cada, banho 9 e 10 em xilol por 30 minutos e, em seguida, passagem pela
parafina por 80 minutos.

Ap0s esses procedimentos, as amostras passaram para o processo de inclusdo em blocos
de parafina em estacdo de inclusdo de parafina aquecida. Apds a etapa de processamento, foram
realizados cortes seriados longitudinalmente em micrétomo. A coloragdo utilizada foi a
Hematoxilina-Eosina (HE). Todo o procedimento histologico padréo e a coloracdo foram feitos

no setor de Histologia da Universidade Federal de Lavras.

A partir da avaliacdo macroscépica das génadas e posterior confirmac&o por histologia,
os animais foram identificados como machos ou fémeas. Em seguida foram classificados de
acordo com o grau de maturacdo gonadal, utilizando o método de MENEZES et al., 2000
(Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas microscopicas do grau de maturacdo gonadal em A. ocellatus.

Estagio Caracteristicas microscdpicas

Imaturo

Maturacio inicial

Maturacio final

Maduro

Dezovado e Esvaziado

Em repouso

Macho

Fémea

Tibulos seminiferos reduzidos, com presenga de
espermatogdnias secundarias.

Presenca de todos os tipos celulares, com muitas

espermatogdnias, espermatdeitos e espermdtides.

Poucos espermatozoides presentes no Idmen.

Presenca de todos os tipos celulares com
predomindncia de espermatides. Maior
guantidade de espermatozoides no lomen.

Poucas espermatides e grande namero de
espermatozoides no limen (ocupando > 70%
do lamen)

Limens vazios, com parede muito fina e com
poucos espermétides e espermatozoides.

Presenca de poucas espermatogdnias e muitos
cistos com espermatdcitos e espermatides.

Estrutura organizada, com predominincia de
odcitos nas fazes [ e IT

Prevaléncia de oocitos na fase I e poucos
odeitos na fase IT1

Presenga de grande nimero de ovocitos IO,
poucos oocitos nas fases Il e IV

Presenga de muitos oocitos na fase IT, poucos
ooecitos nas fases [ e IV e muitos odcitos na
faze V.

Presenga de grande nimero de foliculos pés-ovulatorios.
Muitos oocitos nas fases Te II

Estrutura desorganizada em comparagio com o
estigio imaturo, com poucos odcitos na fase
I e muitos odcitos na fase IL

Fonte: Adaptado de Menezes (2000).

4.9. Analises estatisticas

A partir dados obtidos pela morfometria, foi realizada entdo a razdo entre os parametros
e correlacdo ao sexo, os dados foram testados quanto & normalidade (Shapiro Wilk) e
significancia (teste T para amostras independentes e teste de Mann Whitney). Buscando uma

correlagéo fenotipica (p < 0,05) entre os dados morfométricos e 0 sexo dos animais.
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Para as analises hormonais os dados foram submetidos a teste de normalidade,
homocedasticidade e verificadas as pressuposi¢fes, os dados foram submetidos a anélise de

variancia e teste T.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO.

5.1. Sexagem dos animais por histologia gonadal.

Apos avaliacdo da morfologia gonadal no momento da coleta e confirmagéo a partir das
laminas histoldgicas, foi constatada a presenca de 13 fémeas e 7 machos dentre os 20 animais
avaliados. Apesar de possuirem a mesma idade, foi possivel observar diferentes estagios de

maturacdo gonadal entre eles.

Dentre os animais avaliados, nenhum foi classificado como imaturo. Devido a idade dos
animais ser compativel com a fase de maturacao sexual preconizada pela espécie (12 meses de
vida) foi possivel observar que durante essa fase da vida, os exemplares ja estavam aptos para

reproducéo.

O grau de maturacdo gonadal com maior frequéncia foi maturacao inicial (40%) seguido
de animais maduros (20%), as fases de maturacédo: repouso, espermiado/desovado e maturagéo
final apresentaram frequéncia de 15%, 10% e 15% respectivamente entre os animais avaliados
(FIGURA 9).
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Figura 9- Gréfico de frequéncia dos animais identificados em seus respectivos estagios de
maturacao gonadal.
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w

N

=

Maturacdo inicial Maturacao final Maduro Espermiado/desovado Repouso

Fonte: Do autor (2022).

Foi possivel observar nas fémeas, diferentes fases de maturacdo ovocitaria (FIGURA
10), bem como as concentracdes de cada fase no campo oOptico, possibilitando a caracterizacao

do grau de maturacdo gonadal em cada animal.
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Figura 10- Cortes histoldgicos de ovarios em aumento 4X caracterizados em Maturacdo inicial
(A), Maturacéo Final (B), Maduro (C) e em Repouso (D). Apresentando ovocitos em
Fase 1 (1), Fase 2 (Il), Fase 3 (I11), Fase 4(1V), Fase 5 (V) e Fase 6 (VI).

Nos machos, as estruturas e células que compde a anatomia testicular também foram
identificadas, uma vez que nos cortes histoldgicos apresentaram maiores quantidades de
espermatozoides nos ductos seminiferos em animais sexualmente maduros. Em contrapartida,
nos animais em fases iniciais de maturagdo gonadal, a quantidade majoritaria de células eram
espermatdcitos e espermatides com menor quantidade de espermatozoides no limen seminal
(FIGURA 11).
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Figura 11- Cortes histol6gicos em aumento de 40x de testiculo de A. ocellatus em Maturacéo
inicial (Foto A) Maturacao Final (Foto B) Maduro (Foto C) e em Repouso (Foto
D). Apresentando Espermatocitos Primérios (E1), Espermatocitos Secundarios
(E2), Espermatides (E3) e Espermatozoides (E4).

Fonte: Do autor (2022).

Tais resultados apontam que existem fatores individuais na maturagdo gonadal da
espécie, uma vez que mesmo estando na mesma faixa etaria e nas mesmas condicdes de cultivo,

houve uma divergéncia nos estagios de maturagdo gonadal.
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5.3. Morfometria.

Os dados morfométricos obtidos foram correlacionados de acordo com o0 sexo dos
animais, entretanto ndo foi observada significancia estatistica em nenhuma das razdes testadas
(p > 0,05) (Tabela 2).

Os resultados obtidos com essa analise corroboram com a auséncia de dimorfismo
sexual apontado para a espécie (CARVALHO et al., 2017), uma vez que nessa fase de vida 0s
animais ndo apresentaram diferencas de crescimento nos pontos mensurados influenciados pelo
Sexo0, como acontece em espécies como o Colossoma macropomum, espécie amazénica em que

as taxas de crescimento em fémeas sdo maiores do que em machos (MELLO et al., 2015).

Tabela 2- Razdes morfométricas entre machos e fémeas de A. ocellatus.

Razdes Morfométricas

Variavel Fémea Macho
CC/CP 03310021 0327 +0.008
AC1/CP 0402 +0.022 0.401 £ 0.009
AC2/CP 0436£0025 04370021
AC3/CP 0.116£ 0009 0.119£0010
LC1/CP 0.163 £ 0.009 0.158+£0012
LC2/CP 0106+ 0.018 0.104 £ 0016
LC3/CP 0.028 £ 0.006 0.027 £0.003
AC1/LC1 2468 £0.095 2549+£0.178
AC1/LC2 3.900 04674 3934 +0618
ACI1/LC3 14 885 £ 3 535 15114 =1 889
AC2LC1 2673 £0.071 2779 +£0242
ACHLC2 4229+ (0.683 4275+ 0581
ACHLC3 16,100 £ 3.552 16.464 = 2 067
AC3ILC1 07170077 0755 £0075
AC3ILC2? 1.136£ 0230 1.164 £ 0189
AC3LC3 43541272 446720571

CC: Comprimento de cabeca; CP: Comprimento padrdo; ACI: Altura do corpo ne pento 1; AC2: Altura do corpo no
ponto 2; AC3: Altura do corpo no ponto 3; LC1: Largura do corpo no ponte 1; LC2: Largura do corpo no ponto 2; LC3:
Largura do corpo no ponto 3.

Fonte: Do autor (2022).

Este resultado associado aos diferentes niveis de maturacdo gonadal observados entre

os animais reforcam a teoria de uma auséncia nas manifestacdes fenotipicas associadas ao sexo.

Uma vez que, em animais que apresentam dimorfismo sexual como o peixe-betta (Betta
splendens), o tambaqui (Colossoma macropomum) e a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

manifestam caracteristicas sexuais secundarias, referentes a sua morfometria sob a influéncia
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dos genes ligados ao sexo (MELLO et al., 2015; JUSTUS et al., 2018; IGARASHI, 2016). Tal

interacéo néo foi observada nos pontos mensurados no Astronotus ocellatus.

5.4. ldentificacédo do sexo a partir da razao T/E2

Os niveis séricos de testosterona e estradiol ndo apresentaram significancia estatistica
(p > 0,05) entre machos e fémeas (TABELA 3).

Tabela 3- Niveis séricos de testosterona e estradiol em machos e fémeas de Astronotus

ocellatus.
Niveis séricos de testosterona Niveis séricos de estradiol
(ng/ml) (ng/ml)
Macho Fémea Macho Fémea

Valor minimo 2,32 1,18 0,59 0,91
Valor maximo 4,69 5,61 1,38 1,77
Média 3,54 3,11 1,12 1,40
Desvio padrao 0,86 1,39 0,31 0,28
Distancia Interquartil 1,61 1,85 0,60 0,53
P valor 0,419 0,081

Fonte: Do autor (2022).

Os niveis de T/E2 apresentaram diferencas estatisticas entre machos e fémeas (p=0,013),
sendo os machos apresentando um maior valor da razdo entre os esteroides em relacdo as
fémeas (FIGURA 12).

Tal resultado corrobora com Nazeri et al., 2014, que constatou uma maior acuracia no

uso da razdo T/E2 do que os hormdnios individualizados para a predi¢do do sexo em peixes.
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Figura 12- RelagGes da T/E2 entre machos e fémeas.
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Fonte: Do autor (2022).

Utilizando o método de Carvalho et al., 2017, considerou-se entdo a média (2,59) como
ponto de corte para a classificacdo entre machos e fémeas, desse modo os animais com valores
de T/E2 superiores a 2,59 foram classificados como machos e os animais com valores inferiores
a 2,59 foram classificados como fémeas (FIGURA 13).
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Figura 13- Classificagdo entre machos e fémeas a partir do ponto de corte (2,59) sendo o
simbolo 9 para fémeas e o simbolo & para machos. Os simbolos em vermelho
representam animais erroneamente sexados pelo método.
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Fonte: Do autor (2022).

Tal método de sexagem apresentou eficacia de 78,94% uma vez que 3 fémeas
apresentaram altos valores de T/E2 (3,22; 4,05 e 2,66) e 1 macho apresentou um valor baixo de
T/E2 (2,05). Das 3 fémeas classificadas como machos, 2 estavam maduras e 1 estava em
repouso, apresentando ovacitos vitelogénicos e em reabsorcéo (FIGURA 14).

Sendo o A. ocellatus uma espécie de desova parcelada, tal aumento nos niveis séricos
de T pode ser justificado por sua funcdo de maturacdo de ovécitos em fase inicial
(PANKHURST, 2008), uma vez que esses animais ja estavam em fase de regressdo dos

ovocitos maduros e maturacdo de novos ovocitos para o proximo ciclo reprodutivo.
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Figura 14- Corte histolégico de ovario em aumento de 10x, apresentando ovocitos em
reabsorcéo (Seta).

Fonte: Do autor (2022).

Por outro lado, 0 macho que foi classificado como fémea apresentou baixos niveis de
testosterona circulante (2,82 ng/ml) e altos niveis de E2 (1,37 ng/ml), mesmo estando em fase
de maturacéo final. Este resultado diverge da literatura, uma vez que durante esta fase, a T
apresenta um papel fundamental na maturagéo final dos espermatozoides (PANKHURST,

2008) que se encontravam em grande nimero nos ductos seminiferos (FIGURA 15).

Entretanto, segundo Tokarz et al., 2015, durante a fase final da espermatogénese, a via
esteroidogénica pode sofrer alteracdo sob estimulo do LH, resultando em uma diminuicdo na
sintese dos andrdgenos. Esse efeito se da pela acdo de hormdnios progestagenos como o
17,20BP e 20BS, tendo efeito na liberagao dos espermatozoides para os ductos espermaticos e
posterior espermiacdo (SCOTT et al., 2010). Fato esse que poderia justificar os baixos niveis

de T desse macho.
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Figura 15- Testiculo em aumento de 10x em fase de maturagdo final com abundancia de
espermatozoides (Setas) nos ductos seminiferos.

Fonte: Do autor (2022).

5.5. Avaliacao ultrassonografica

Ap0s avaliagdo das imagens obtidas a partir da ultrassonografia gonadal, foi possivel a
observagdo de estruturas arredondadas na cavidade celomatica, associadas a ovocitos em

fémeas que apresentaram maior grau de maturacdo gonadal (FIGURA 16).
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Figura 16- Imagem ultrassonografica em fémea de A. ocellatus apresentando estruturas
arredondadas (destacado em vermelho) indicativas de ovdcitos.

Fonte: Do autor (2022).

Em machos e em fémeas classificadas em fases iniciais de maturagcdo gonadal nao foi
possivel a visualizacdo de estruturas correspondentes a ovarios ou testiculos, contudo, nas
imagens obtidas foi possivel observar uma discreta diferenca na ecogenicidade das gbnadas
(FIGURA 17).

Este resultado pode ser justificado a partir da composi¢do das estruturas, uma vez que
testiculos de peixes possuem uma composicao aquosa, resultando em imagens hipoecoicas ou
anecoicas, em contrapartida dos ovarios que devido a sua composi¢ao lipidica geram imagens
hiperecoicas (CREPALDI et al., 2007; FROST et al., 2014).
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Figura 17- Imagem ultrassonografica em macho de A. ocellatus (Foto A) apresentando padréo
anecdico na regido das gobnadas (destacado em vermelho) e Imagem
ultrassonografica de fémea de A. ocellatus em maturacdo inicial (Foto B)
apresentando padrdo hiperecoico na regido anatémica das gonadas, porém sem
padrao arredondado dos ovocitos (destacado em vermelho).

Fonte: Do autor (2022).

Durante as fases final de maturacdo ovocitaria ocorre a formacdo do vitelo a partir da
vitelogenina hepéatica, com um aumento de volume dos ovdcitos (ZOHAR, 2021). A
incorporacdo de compostos lipidicos, bem como a membrana ovocitaria madura composta por
fosfolipideos, produzem uma silhueta hiperecoica nas imagens obtidas pelo ultrassom (FROST
et al., 2014), facilitando a observacdo dos ovocitos maduros na imagem a partir de sua
ecogenicidade e formato globoso.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel observar que a avaliagdo morfométrica na faixa etaria
estudada ndo se mostrou eficiente, uma vez que os animais ndo apresentam diferencas
estatisticas da sua morfologia entre machos e fémeas. A técnica de sexagem a partir da razdo
T/E2 apresentou uma maior eficicia na definicdo do sexo em Astronotus ocellatus, o que se

mostra uma técnica satisfatéria aos 12 meses de vida.

Os dados de avaliacdo histol6gica apontam que apesar da divergéncia entre 0s estagios
maturacionais durante essa fase da vida, os animais se encontram em sua totalidade com algum
grau de maturacdo sexual. Por sua vez, a ultrassonografia gonadal se mostra uma técnica
promissora devido aos padrdes ultrassonograficos observados entre machos e fémeas, sendo
necessarios mais estudos em diferentes faixas etérias para a validacdo do método na espécie.
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