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RESUMO

O robalo-flecha @entropomus undecimalisé um hermafrodita
protandrico e um dos entraves para a reproducédeleanatorio é a
captura e manutencéo das fémeas. O objetivo dststeoefoi avaliar o
efeito de implantes do horménio B7estradiol (E2) para induzir a
mudanca de sexo em machos adultos. Foram utiliz3@lgseixes com
peso inicial de 383 + 83 g. Cada peixe foi marcamon um
“transponder” e recebeu um implante. Foram testgdasro dosagens
(0,5;1,0; 4,0 e 8,0 mg klg de E2 em implantes EVAc mais um grupo
controle. Os parametros avaliados foram: crescimestbrevivéncia,
IGS, IHS, morfologia das génadas e figado e a dwsale esteroides (T
e E2) no plasma sanguineo. A sobrevivéncia foi@®% no controle,
0,5 e 1,0 mg kg, de 57 % no 4 mg Kge nenhum sobreviveu no 8 mg
kg'. O ganho de peso nos tratamentos controle e 0,5kggfoi
significativamente maior que 4 mg ke nao diferiu de 1 mg Ky
Todos os peixes tratados com E2 tiveram desenvehtiondos ovarios
enquanto que os do controle continuaram machos. Cordias, 0s
niveis de E2 no plasma aumentaram diretamente calmsagem de
horménio. Os niveis de T no controle foram maioe@s todos os
tempos amostrais em relacdo aos tratados com EZ2reSddtados
demonstram que a dosagem de 0,5 mtydeyE2 em implantes EVAc é
eficiente para induzir a mudanca de sexo em madiogbalo flecha.

Palavras-chave:esteroide, protandrico, mudanca de sexo, reprogduca
estrogeno.






ABSTRACT

The common snookCgntropomus undecimaliss a hermaphrodite
protandric and one of the barriers to reprodudtiotine laboratory is the
capture and maintenance of females. The aim of ghusly was to
evaluate the effect of hormone f'éstradiol (E2) in implantes to induce
sex change in adult males. The study used 39 fisftesan initial body
weight of 383 + 83 g. Each fish was marked withtrar'sponder” and
received an implant. Four dosages (0,5; 1,0; 48)0emg kd') of E2
were tested in EVAc implants and control group. Therameters
evaluated were: growth, survival, GSI, HSI, livemda gonad
morphology and dosage of steroids (T and E2) indlgasma. Survival
was 100% in control, 0.5 and 1.0 mg'k$7% at 4 mg kg and none
survived at 8 mg k§ The weight gain in the group control and 0.5 mg
kg was significantly higher than 4 mg keand had no difference
between 1 mg K§ All fish treated with E2 had ovarian development
while control remained males. At 15 days, the pkadevels of E2
directly increased with the dosage of hormone.vEllewere higher in
control at all times in relation to fish treatedtlwiE2. The results
demonstrate that the dosage of 0.5 mg kf E2 in EVAc implant is
effective for inducing male sex changes in commuoog.

Keywords: steroids, protandrous, sex change, reproduatstnggens.
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1. INTRODUCAO

Os peixes estdo entre os vertebrados com maidicplasle em
relacdo a expressao do sexo: apresentam gonocoisrienogénese,
determinacdo do sexo dependente da temperaturmafheditismo
simultdneo ou sequencial (GODWIN, 2010). Dentrehesmafroditas
sequenciais encontram-se 0s protoginicos, peix@sngiiuram primeiro
como fémeas, 0s protandricos, peixes que maturameipp como
machos e o0s bidirecionais, que podem mudar de séxas vezes
(GARDNER et al., 2005). Segundo MUNDAY et al. (2DO@ssa
flexibilidade para mudanca de sexo € parte de umsimatégia
reprodutiva com grande sucesso entre 0s peixestetss.

Os hormobnios esteroides atuam no eixo hipotalanuitduiia-
gbnada e estdo envolvidos diretamente nos procesatgais de
diferenciacdo sexual, mudanca de sexo e matura@ulgl nos peixes.
Os principais hormbnios esteroides s&o Testosterenall-
Cetotestosterona, para machos, e estradiol, pataat (PIFERRER,
2001; FRISCH, 2004; GUIGUEN et al., 2010).

Um dos pré-requisitos para domesticacdo e estaieleiv de
uma producéo confidvel na aquicultura é a capaeidgdcontrole dos
processos reprodutivos em peixes em cativeiro (MNMAS et al,,
2010). Como por exemplo, o controle do sexo dosegevisa obter
alguma vantagem relacionada ha um dos sexos (PANRISHEELA,
1995).

Vérios autores tem demonstrado a viabilidade darg@o sexual
de peixes em cativeiro com diversas espécies pgrotag: Epinephelus
marginatus(CABRITA et al., 2009Epinephelus coioideéYEH et al.,
2003a) Epinephelus merra BHANDARI et al., 2004)Halichoeres
trimaculatus(NOZU et al., 2009) e com espécies protandritases
calcarifer (ANDERSON e FORRESTER, 2001)Sparus aurata
(CONDECA e CANARIO, 1999)Acanthopagrus schlegelDU et al.,
2003).

Em espécies protoginicas, como a garobpaephelus sp a
inversdo sexual em cativeiro é realizada geralmenta horménios
andrégenos (YEH et al., 2003a; YEH et al., 20036NSHES et al.,
2008). No ambiente natural os machos das espépiasphelus tauvira
e E. marginatussdo encontrados somente a partir dos 10 e 14 anos,
respectivamente. Com essa idade os peixes témduaa2® kg o que
dificulta a captura e manutencdo dos peixes emesadi (YEH et al.,
2003b). Por isso, a mudanca do sexo de fémeasraatso é necessaria
para o controle da reproducdo em cativeiro (CABRETAL., 2009).
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Existem poucos estudos sobre a inversao sexualspécies
protandricas visando a reproducdo em cativeiro.n@raparte dos
estudos foi realizada para obter informacdes saiyeprocessos
enddcrinos e fisiolégicos dos organismos (CHANG akt 1995;
CONDECA e CANARIO, 1999; ATHAUDA et al., 2012; KIMt al.,
2012). Em geral, para mudanca de sexo em esppodndricas
utilizam-se estrogenos. O estradiol E2 é um estidgele naturalmente
€ produzido no ovdcito e atua na diferenciagdo aleeumudanca de
sexo, estimulando desenvolvimento do tecido ovariNAKAMURA
et al., 2003).

Em um estudo com o robalo asiatitates calcarifey uma
espécie hermafrodita protandrica, foi administradarmonio estradiol
em implantes de colesterol nas dosagens de 0,28.4,% 44 mg K¢,
obtendo fémeas nas dosagens de 8,4 e 44 Mg(AYDERSON e
FORRESTER, 2001).

As formas de administracdo mais comuns de horménios
esteroides para peixes adultos sdo na dieta (CORDECANARIO,
1999; CHANG et al., 1995) e com implantes de lib&oagradativa
(PANKHURST et al., 1986; YEH et al., 2003b; SARTERal., 2006).
Os implantes mais comuns utilizados com horménstereides séo de
colesterol/manteiga (YEH et al., 2003a; ANDERSORGRRESTER,
2001), implantes silasticos (CABRITA et al, 200AMAGUTI et al.,
2004) e implantes Etileno Vinil Acetato (EVAc) (SARR et al.,2006).
Dentre estes implantes destaca-se o EVAc que sdaes de serem
manufaturados e as propor¢des dos componentefnagtes (inulina e
soro da albumina bovina) participam ativamenteidética de liberacéo
por terem diferentes tamanhos e composicao quifMOE.ONAS e
ZOHAR, 2001). Os implantes EVAc sdo amplamentdzatilos tanto
para a maturacdo das gbnadas (AIZEN et al., 20RBINIS et al.,
2005; GUZMAN et al., 2011) quanto para inducdo sosia (DUNCAN
et al., 2003; MARINO et al., 2003; GUZMAN et alQ@).

Em um Udnico estudo de inversdo sexual com a garoupa
verdadeirafE. marginatus utilizando implantes EVAc com o horménio
17 a-metil-testosterona foi avaliado que apds 32 dimsnaplantacdo
somente 45 % da carga total do hormonio tinha lgidoada (SARTER
et al., 2006).

O robalo flechaCentropomus undecimalié um peixe da familia
Centropomidae que possui potencial para a pisaieulmarinha e
estuarina além de ter boa aceitagdo e valor deaoher(TUCKER,
2005; CERQUEIRA eTSUZUKI, 2009). Possui ampla distribuicédo
geogréfica no Atlantico, da Florida até o Sul dat&&atarina (RIVAS,
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1986). A espécie foi recentemente incluida entrguaspossuem maior
potencial para a piscicultura marinha no Brasil Y@ALI e
HAMILTON, 2007).

Esta espécie foi amplamente estudada no MéxicagdastJnidos
e Brasil, possuindo diversos estudos sobre a slagid reprodutiva
(TAYLOR et al., 1998; GRIER e TAYLOR, 1998; ROBERES al.,
1999; TAYLOR et al., 2000; PERERA-GARCIA et al, 201
maturacéo e reproducdo em cativeiro (NEIDIG et28lQ0; SOLIGO et
al.,, 2008; FERRAZ e CERQUEIRA, 2010; IBARRA-CASTRD al.,
2011) e ovos e larvas (YANES-ROCA et al., 2009; WENRICH et
al., 2009; RHODY et al., 2010; SOLIGO et al., 2011)

Dentre os estudos sobre a biologia reprodutivaotdalo flecha,
destaca-se TAYLOR et al.,, (2000) que definiu a espé&omo
hermafrodita protandrica. Os mesmos autores camamt que a
transicdo de macho para fémea, em populagtes ndaFl6omeca com
aproximadamente 515 mm e 3,4 anos, sendo raraéac@rde fémeas
menores de 500 mm (TAYLOR et al 2000).

Em um estudo recente sobre inducdo a desova eudwva em
laboratério, IBARRA-CASTRO et al., (2011) discutespe o maior
obstaculo para criagdo desta espécie em escalaaialmeuma forma
confidvel e estavel para producéo de formas jovens.

Em estudos anteriores realizados no Laboratori®@iseicultura
Marinha (LAPMAR) foi constatado dificuldade paradger fémeas a
partir de juvenis mantidos em laboratério (FERRAZERQUEIRA,
2010). Além disso, a dificuldade de captura e nmadej fémeas para
obtencdo de desovas artificiais € um limitante progucdo desta
espécie (SOLIGO et al., 2008). Uma alternativata psoblema seria a
mudanca de sexo de machos visando a obtencdo @afémenores.
Recentemente, foi publicado um trabalho sobre anfeatdo de juvenis
do robalo flecha com o horménio estradiol (VIDAL-PEZ et al.,
2012), entretanto, ainda ndo existem estudos sabneersao sexual de
peixes adultos.

Sendo assim, a proposta deste trabalho foi avaliefeito de
implantes do horménio 1F-estradiol para inversdo do sexo de machos
adultos de robalo-flech&entropomus undecimaliglém disso, avaliar
a morfologia das gbnadas e andlise de estradésitesterona no plasma
em diferentes tempos amostrais.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de implantes de Etileno-Vinil-Ae¢d (EVAC) do
hormoénio 178 estradiol na inversdo do sexo de machos adultos de
robalo-flechaCentropomus undecimalis

2.1.0bjetivos Especificos

« Determinar uma dosagem segura e eficaz para oliwesao
sexual;

* Avaliar as concentragfes dos esteroides sexuategterona e
estradiol) no plasma sanguineo ao longo do periodo
experimental;

* Avaliar o desenvolvimento gonadal de peixes traetadando
tratados hormonalmente.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

Inducéo da inverséo sexual de machos do robalo-fle,
Centropomus undecimalissom implantes do horménio 17

estradiol.

Gabriel Passint’, Cristina Vaz Avelar de Carvalhd', Fabio Carneiro

Sterzeleckt, Vinicius Ronzani Cerqueira

fLaboratério de Piscicultura Marinha — LAPMAR/CCA/SE
Autor para correspondéncigabrielpassini@ig.com.br

RESUMO

O robalo-flecha @entropomus undecimalisé um hermafrodita
protandrico que possui potencial para pisciculmeginha e estuarina
por possuir alto valor e aceitacdo de mercado. Osethtraves para a
reproducdo em laboratorio € a dificuldade de captumanutencéo das
fémeas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efdi implantes do
horménio 178 estradiol (E2), para mudanca de sexo, em machos
adultos de robalo-flecha. Foram utilizados 35 peb@m peso inicial de
383 + 83 g. Cada peixe foi marcado com um “trandpdhe recebeu
um implante. Foram testadas quatro dosagens (@,54,0 e 8,0 mg Kg
) de E2 em implantes Etileno-Vinil-Acetato (EVAc)ai® um grupo
controle. Os parametros avaliados no fim do exparoforam: ganho
de peso, sobrevivéncia, os indices gonadossomatimpatossomatico
(IGS e IHS), morfologia das génadas e figado eghlrsados esteroides
sexuais (testosterona = T e estradiol = E2) nay@aso inicio, 15, 45 e
90 dias. A sobrevivéncia foi de 100 % no contrf|&,e 1,0 mg Kg, de
57 % no 4 mg K§ e nenhum sobreviveu no tratamento 8 mg. kg
figado dos peixes que morreram apresentavam ddeseeranjo celular.
O ganho de peso no controle e 0,5 mg ki significativamente maior
do que 4 mg Kg e nao diferiu de 1 mg KgO IGS foi maior | > 0,05)
nos peixes tratados com E2 e ndo houve diferenci#dd®o Todos os
peixes tratados com E2 tiveram desenvolvimento éetmplos ovarios,
com ovécitos no estagio perinucleolar, enquantamdods peixes do
controle continuaram com morfologia gonadal de gptares macho. Os
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niveis iniciais de E2 e T no plasma foram 146,980#6 pg mf e
202,75 + 27,92 pg 1l respectivamente. Com 15 dias, os niveis de E2
no plasma aumentaram diretamente com a dosagewormério, sendo
maior no tratamento 8 mg k(728,37 + 147,54 pg i). Os niveis de
testosterona no grupo controle foram maiopes (0,05) em todos os
tempos amostrais em relacdo aos peixes tratadog£20@s resultados
demonstram que a dosagem de 0,5 mg #g E2 em implantes de
EVAc é eficiente para induzir a inversdo sexualraathos do robalo
flecha. A mudanca de sexo precoce nesta espécie peduzir
dramaticamente o tempo para obtencdo de fémeasonmetto o
controle da reproducéo em cativeiro.

Palavras chave:protandrico, esterdides, mudanca de sexo, reproduca

estrogeno.

ABSTRACT

The common snook Gentropomus undecimalisis a protandrous
hermaphrodite that has potential for marine andagste fish culture
due to the high value and market acceptance. Onbeobarriers for
reproduction in laboratory is the capture and nesiahce of females.
The aim of this study was to evaluate the effecthef hormone 1B-
estradiol (E2) in implants, for sex change in madkilts of common
snook. The study used 35 fish with an initial begbight of 383 £ 83 g.
Each fish was marked with a transponder and redeoree implant.
Four doses were tested (0.5, 1.0, 4.0 and 8.0 mf) kof E2 in
Ethylene-vinyl acetate (EVAC) implants plus a cohtgroup. The
parameters evaluated at the end of the experimerg:wveight gain,
survival, gonadosomatic and hepatosomatic index| (&&1 HSI),
histology of the gonads and liver and dosage seroisis
(testosterone=T and estradiol=E2) in plasma ab#wnning, 15, 45 e
90 days. The survival was 100% in the control, &8 1.0 mg kg,
57% at 4 mg kg and none survived on 8 mgkgThe liver of the fish
that died had damage and cellular disarray. Theghtegain in the
control and 0.5 mg khwas significantly higher than 4 mg kgnd had
no difference between 1 mg kgThe GSI was higher (p> 0.05) in fish
treated with E2 and no differences were found in. A8 fish treated
with E2 had complete development of the ovarieshvadbcytes at
perinucleolar stage, while all fish in control rened gonadal
morphology of males. Initial levels of T and E2plasma were 146,90 +
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115.28 pg nit and 202,75 + 40,46 pg Mirespectively. At 15 days, the
levels of plasma E2 increased directly with theagdgsof hormone and
were higher in the 8 mg Kg(728.37 + 147.54 pg ™). Testosterone
levels were higher in control group> 0.05) at all sampling times
compared to fish treated with E2. The results destrate that the
dosage of 0.5 mg KgE2 in EVAc implants is effective for inducing
male sex inversion in common snook. Early sex changhis species
can dramatically reduce the time to obtain femaleyproving
reproduction in captivity.

Keywords: protandrous, steroids, sex change, reproductiormgesn.
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3.1. INTRODUCAO

Os peixes da famili&entropomidaepossuem potencial para a
piscicultura marinha e estuarina além de teremdoe#acao e valor de
mercado (CERQUEIRA eTSUZUKI, 2009). O robalo flecha,
Centropomus undecimaligpossui ampla distribuicdo geografica no
Atlantico, da Flérida até o Sul de Santa CatarR&AS, 1986) E um
hermafrodita protandrico e em ambiente naturatamastcdo de macho
para fémea comeca com aproximadamente 550 mm ear3o4
(TAYLOR et al., 2000). Segundo IBARRA-CASTRO et,dR011) o
maior obstaculo para criacdo desta espécie emaesgalercial € uma
forma confiavel e estavel para producao formasnisve

Em estudos anteriores realizados no Laboratori®@iseicultura
Marinha (LAPMAR) foi constatado dificuldade paradger fémeas a
partir de juvenis mantidos em laboratério (FERRAZERQUEIRA,
2010). Além disso, a dificuldade de captura e nuadej fémeas para
obtencdo de desovas artificiais também €& um lirdtan reproducao
desta espécie (SOLIGO et al., 2008). Uma alteraaieste problema
seria a mudanca de sexo de machos visando a obtelecdémeas
menores.

Uma das técnicas utilizadas para controle da regém de
hermafroditas sequenciais € a inducao a mudansexaede individuos
adultos com hormoénios esteréides (FRISCH, 2004;GIHN et al.,
2010). Em peixes protoginicos a inversao sexual aativeiro é
realizada com hormdnios andrégenos (YEH et al. 3200EH et al.,
2003b; CABRITA et al., 2009) e em espécies protaadr com
horménios estrogenos (CHANG et al 1995; ANDERSON e
FORRESTER, 2001). Estes horménios sdo reguladbmeesec para
mudanca de sexo e s@o muito utilizados na pisuieul{PIFERRER,
2001). O estradiol E2 é um estrégeno que naturaém&mproduzido no
ovQcito e atua na diferenciacao sexual e mudangext® estimulando
desenvolvimento do tecido ovariano (NAKAMURA et @003).

As formas de administracdo mais comuns dos horradnio
esterdides sdo a inclusdo na dieta (CONDECA e CARMAR999;
WANG et al., 2008; NAVARRO-MARTIN et al., 2009) eneimplantes
de liberacao prolongada (PANKHURST et al., 1986HYd al., 2003a;
SARTER et al., 2006). Dentre os implantes recentenetilizados
destacam-se os implantes de Etileno-Vinil-AcetaEVAc). Estes
implantes sdo simples de serem manufaturados eowgponentes
aglutinantes (inulina e soro de albumina bovinajigpam ativamente
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da cinética de liberagdo (MYLONAS e ZOHAR, 2001jn Em Unico
estudo com implantes EVAc contendo hormonio estera 14 metil-
testosterona, foi possivel obter inversdo sexuandehos da garoupa
Epinephelus marginatusutiizando apenas inulina como agente
aglutinante (SARTER et al., 2006).

Em um estudo com o robalo asiatitates calcarifer que possui
parentesco proximo com o robalo flecha, foram tiestal dosagens do
hormdénio E2 em implantes de colesterol em machatgndo inversao
em até 28 dias (ANDERSON e FORESTER, 2001). Emacespécie
protandrica, o pargo negrédcanthopagrus schlegeldiversos estudos
demonstraram que o aumento dos niveis de E2 esté&iado com a
mudanca de sexo e que sua administracdo induz gereente esta
mudanca (CHANG et al., 1995; DU et al., 2000; WUakt 2010).
Recentemente, foi publicado um trabalho sobre @nfeat&o de juvenis
do robalo flecha com o horménio E2 (VIDAL-LOPEZ at, 2012),
entretanto, ndo ha registros na literatura de Hmaba utilizando
implantes com 1B-estradiol em adultos de robalo flecha.

Tendo em vista estas informacdes, o objetivo destado foi
avaliar o efeito de diferentes dosagens em im@aBEtéAc do hormdnio
17 estradiol para inversédo de sexo de machos adidtosbalo-flecha,
Centropomus undecimalis

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1.Material bioldgico e desenho experimental

Os individuos utilizados neste trabalho resultademeproducéo
artificial realizada em janeiro de 2009 (PITZ, 2p09s peixes, total 39,
tinham peso inicial de 383 + 83 g e comprimentaltdé 350 + 30 mm e
marcacao individual com um “transponder” (PIT-TA®prth, Animal
Tag, Brasil). Eles foram alimentados duas vezediaa saciedade com
racdo semi-Umida formulada a base de lula e sardidida (FERRAZ
e CERQUEIRA, 2010). As unidades experimentaiszatilas foram dois
tanques de 6 M(2x 2x 1,5m), dentro de um viveiro estuarino do
Laboratorio de Piscicultura Marinha (LAPMAR) de aito de 2011 a
fevereiro de 2012.

Foram testadas quatro dosagens do horménio E21(®54,0 e
8,0 mg kg") mais um grupo controle (implante sem horménia@raP
cada tratamento foram separados aleatoriamentepg®tes. Foram
realizadas quatro amostragens, a inicial e apé9@® 120 dias. Em
cada amostragem todos os peixes foram anesteglaelmzocaina a 60
mg L), medidos e pesados. Na amostragem inicial osaimes com as
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diferentes concentragfes de E2 foram inseridosavidade abdominal,
através de um pequeno corte feito com auxilio de l&mina de bisturi,
abaixo da nadadeira peitoral. Sobre o corte facapd uma pomada
cicatrizante contendo Sulfato de Gentamicina.

No inicio do experimento a temperatura da agualer20.2 °C e
no final do experimento a temperatura era 29.8a¥Cmédias mensais
foram: 21,24 + 1,13 °C, 24,16 + 1,04 °C, 27,54 442C, 28,45 + 0,85
°C e 29,18 + 0,64 °C nos meses de outubro, novend®pembro,
janeiro e fevereiro, respectivamente. Neste periadooxigénio
dissolvido foi 5,82 + 0.56 mg 1, salinidade 25 + 2,40. Apds cada
amostragem as redes dos tanques foram trocadas.

3.2.2.Implantes com 1p-estradiol

Para cada tratamento foi feita uma solucdo comretifes
concentracdes de E2, com base no peso dos peixdésiplantes foram
produzidos com Etileno-vinil-acetato (Sigma-Aldridgstados Unidos),
contendo 1 estradiol (Sigma, Aldrich, Estados Unidos). Umkcéo
contendo 15 % de EVAC e 85 % de Mg@i adicionada a uma
segunda contendo 55% de inulina e 45% de E2. Apd®mdeneizacao,
a solucédo final foi posta sobre uma placa de aliondom uma fina
camada (+ 2 mm) permanecendo durante 48 h em euluged -20°C
para evaporagdo do MeG} mais 24 h e em uma estufa a°@0para
eliminar a umidade. Os implantes foram obtidos al@esatriz com um
faca dermatolégica com diametro 2 mm (ABC instrutogn Keyes
Punch, Brasil) e armazenados a°@@té o inicio do experimento. A
metodologia de fabricagdo dos implantes foi adaptia estudo com
17-0 metil testosterona (SARTER et al., 2006).

3.2.3.Amostragens de gdnadas e figado para andlise bigitd

No inicio do periodo experimental, quatro peixegatio
sacrificados para avaliacdo inicial das gbnadas. #wal do
experimento, 120 dias apés colocacdo dos implatiides 0s peixes
foram sacrificados, pesados e coletados o figads gbnadas para
avaliacdo histoldgica. Para as génadas e figadiy ppsagem, foram
calculados os indices gonadossomatico (IGS) e bsganatico (IHS).
Todos os peixes foram sacrificados com uma supaggos de
benzocaina (100 mg™). Os tecidos foram fixados em solucdo de
Davidson marinho durante 24 h, com posterior cmagd@io em alcool
70%. ApOs desidratacdo, diafanizacao e inclusaoperafina, foram
feitos cortes transversais de 5 um de espessurdamisas foram
coradas com hematoxilina de Harris e Eosina (HER g@osterior
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identificacdo dos tecidos em microscépio. A detaanfio do estadio
microscopica de maturacdo dos ovarios foi feitausdg VAZZOLER
(1996) e os testiculos segundo GRIER e TAYLOR, 8199

3.2.4. Amostragens e analises das concentracbes de edtradi
testosterona no plasma

Foram avaliadas as concentragbes dos esterdideddielste
testosterona nos dias 0, 15, 45 e 90, com excezdstcadiol com 45
dias. No inicio (t=0) foram amostrados 10 peixesl(}) aleatoriamente
dentre todos os tratamentos. Nos demais tempos tramogoram
utilizados 4 peixes de cada tratamento (n=4) . sstras de sangue
foram retiradas por puncdo da veia caudain seringa de 1 mL
contendo anticoagulante (EDTA 10 %) e mantidas ppemrdorfs sobre
o gelo. Ao final da coleta o sangue foi centrifuggéra separacdo do
plasma a 3500 RPM, durante 5 min. a 4°C (Centrif6a0 R,
Eppendorf, Germany).

Os esteroides foram extraidos de 200de plasma de cada
individuo. Em cada amostra foram efetuadas trés lavagensrdecbm
o solvente diclorometano, sendo descartado o satiaewme. Em
seguida, o solvente foi evaporado com vapor degétrio e o residuo
ressuspendido com 2@Dde solucdo padrao do Kit DRG contendo 0 ng
mL* de horménio Estradiol/Testosterona (0,03% Pro@ip@; 0.005%
sulfato de gentamicina). As amostras foram entégeladas a -80 °C
até o inicio do ensaio enzimatico.

Os kits da DRG (DRG Instruments GmbH, Alemanha) de
testosterona e estradiol foram validados para snm@adeCentropomus
undecimalisatravés das analises do paralelismo entre a paihaio e a
do plasma diluido em série, da acuracia do spikeranovery e da
precisdo do inter e intraensaio. Nao houve difexesignificativa entre
as curvas (Regressao linear;PE0,09; E,P=0,22). Foi observada alta
precisdo nos ensaios, com coeficiente de variagidia € interensaio,
respectivamente, de 1,23% e 9,66% para testosteddbiado e 3,20%
para estradiol. A acuracia do spike and recoveryd® 129% para
testosterona e 104% para a estradiol. As amo$trasn lidas no
espectrofotbmetro (Molecular Devices, SpectraMax , MBstados
Unidos) com o comprimento de onda de 450 nm.

3.2.5.Calculos dos dados e andlises estatisticas
Foram calculados IGS = (peso gbnada/peso totd)pf HS =
(peso do figado/peso total) / 100; ganho em peeso(fiinal — peso
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inicial); sobrevivéncia (S%) = (N- Ni, /N;) x 100, onde: N& 0 nimero
inicial de peixes e Né o niumero de peixes mortos.

O tratamento estatistico dos dados de peso, coemidmganho
de peso, IGS e IGH foi feito através da analiseatéincia (ANOVA
uni-fatorial) ao nivel de significAncia de 5% e ga encontradas
diferencas significativas foi aplicado o Teste d&dy. Para avaliar as
concentragcdes de E2 e T no plasma os dados forbmesdos a
ANOVA duas vias (tempo e tratamento), seguido pette de Duncan.
As andlises estatisticas foram realizadas utiliganon software
estatistico (Statistica 7.0, Stat Soft Inc., EUAN aim nivel de
significAncia de 5 %. Todos os dados sé@o apreseitach Média e
Desvio Padréo.

3.3. RESULTADOS

3.3.1.Avalia¢bes dos indices zootécnicos

A sobrevivéncia foi de 100 % nos tratamentos céat@5 e 1,0
mg kg® E2. No tratamento 4 mg RgE2 a sobrevivéncia foi de 57 % e
no tratamento com 8 mg KgE2 nenhum peixe sobrevivelNo
tratamento 8 mg KGE2, a primeira morte foi observada no 18° dia apds
0 inicio do experimento e a ultima foi no 28° ditn tratamento 4 mg
kg' E2 o primeiro peixe morreu no 22° dia e o Gltineo27° dia. Antes
de morrer os peixes perdiam a orientagdo de namg&oisolavam do
cardume, nadando préximo da superficie. Quandmlieervado este
comportamento, os peixes eram sacrificados paesacdbs tecidos.

Nos peixes dos tratamentos 4,0 e 8,0 mg E® que foram
sacrificados durante o experimento havia inchacol@acéo rosada no
poro urogenital. A avaliacdo morfolégica do figadestes peixes
revelou dano e desarranjo celular nos tecidos,olasidevido a perda
do material lipidico e necrose (figura 1B). Ao fide 120 dias, o figado
dos peixes que dos tratamentos controle; 0,5; 4,0 eng kgl E2 nédo
apresentavam sinais de leséo (figura 1A).

Os dados de crescimento e sobrevivéncia além dellBi$ séo
apresentados na Tabela 1. Houve diferenca sigtificgp < 0.05) entre
os tratamentos em relacdo ao peso final. O comptomeédio ao final
do experimento foi de 415,56 + 31,58 mm e néo idifentre os
tratamentos. O ganho de peso apresentou difergngécsativa, sendo
o controle e 0,5 mg KGE2 superior ao tratamento com 4 mg' k&g,
nao houve diferenca entre os demais.

Ao final do experimento, o IGS foi significativantensuperior
nos peixes tratados com E2 em relacdo aos peixemtoole. Nao
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houve diferenca significativa no indice hepatostmméao final do
experimento entre todos os tratamentos. A médidH& de todos os
peixes que morreram no decorrer do experimentded@, 993 £ 0,25.

Tabela 1. Peso inicial, peso final, ganho em piestice gonadossomatico (IGS)
e indice hepatossomatico (IHS) nos robalos-fle€haindecimalisimplantados
com estradiol apés 120 dias

Tratamentos Peso inicial Peso final Ganho em peso
A IGS (% IHS (%
(mgkg'E2) (@) (© (© 0 0

Controle 390 + 83 614 +100 224,36 + 61%360,032 + 0.01 0,737 +0,09
0,5 400 =79 618 +113 218 £5644 0,170 +0,0%5 0,871 +0,16
1 424 +128 589+111 165+51%9 0,157 +0,02 0,806 0,14

4 387 £75 476 £ 42 88+1997 0,175+0,02 0,933 +0,08

Média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesvhana indicam diferenga
significativa (P < 0,05). * As informacdes foramletadas ap6s a morte dos
peixes.
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Figura 1 — Fotomicrografia (A) de corte do figadsuf) de Centropomus
undecimalisdo tratamento 1 mg KgE2 120 dias apds inicio do experimento.
Fotomicrografia (B) de corte do figado (5um)@entropomus undecimaltsatado
com 17§ estradiol por 19 dias do tratamento 8 mg" IER: material hialino (H),
vacuolos devido a perda de lipideo (V) e necroge HE. Barra indica 50 pm.
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3.3.2.0bservagBes macroscopica e microscopica das gdnadas

No inicio do periodo experimental 0s peixes apitasam
testiculos imaturos, sendo possivel observar egpegdnias. No final
foram observadas fémeas apenas nos peixes tratadohormonio,
sendo possivel a distincdo de fémeas e machos soapicamente. As
fémeas possuiam gbnadas arredondadas com colooagdia, enquanto
gue os machos possuiam gbnadas com coloracéo @gsigesda, quase
opaca. Todas as gdnadas das fémeas apresentaveitnoné fase Il de
desenvolvimento (VAZZOLER, 1996), apresentando @@6éc
perinucleolares (Figura 2A) com diametro médio, ¢odos os
tratamentos, de 61,7 £ 7,41 um. Todos 0s peixdsatiimento controle
permaneceram machos, apresentando algum sémen rmo ddi
experimento, sendo possivel identificar espermatiogd
espermatdcitos, espermatides e espermatozéidesd28).
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Figura 2 — Fotomicrografia (A) de corte (5 pm) deamo com ovdcitos de
Centropomus undecimalido tratamento 1 mg kg-! E2 120 dias apos inicio do
experimento com ovdcitos no estagio perinucledatomicrografia (B) de corte (5
pm) de testiculo d€entropomus undecimalio tratamento controle 120 dias apos
inicio do experimento contendo diferentes estagis espermatogénese:
espermatogbnia (SG), espermatdcitos (SC), espeiend8T) e espermatozoides
(SP). HE. Barra indica 50 pum.
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3.3.3.Concentracdes de esteroides no plasma sanguineo

3.3.3.1.Estradiol E2)

A concentracao inicial (n=10) de estradiol foi d&,D0 + 40,46
pg mi* (Figura 3).Houve um aumento significativo nas concentracées
de E2, entre os tratamentos, nos peixes tratadosestradiol 15 dias
apos inicio do experimento. N©5° dia foi observada diferenca
significativa ¢ < 0,05) entre o tratamento controle e os demais
tratamentos, entre os demais ndo houve diferegg#fisativa. Com 90
dias o nivel mais alto encontrado foi no tratamentog kg' (277,33 +
47,57 pg nif) diferindo do tratamento controle (117,09 + 16pg0ml
Y, entre os demais tratamentos ndo houve difersigpificativa.

900 a

800 ab

J00
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500
00,5 mg kg-1E2

400 B1mgkg-1E2

ke mAmgkg-1E2

300 m2mgkg-1E2

Estradiol no plasma pg/ml

200 [

- [ [

0 15

Dias apods implantacao

Figura 3 - ConcentragGes de estradiol no plasmadigMé desvio padrédo) de
Centropomus undecimalimplantados com diferentes dosagens d§ E&tradiol,
no inicio, em 15 e 90 dias. Foram amostrados 1Xepeio inicio do experimento
(n=10). Nos demais tempos foram amostrados 4 ppixeratamento (n=4). Letras
diferentes nas colunas indicam diferenca signifiagp < 0.05).

3.3.3.2.Testosteronal)

A concentracdo inicial (n=10) de testosterona f®iad2,75 +
27,92 pg mf. Nos tempos 15, 45 e 90 dias houve diferencas
significativas p < 0,05) entre o controle e os tratados com esfradi
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(Figura 4). Em 15, 45 e 90 dias as concentragcoegsiesterona nos
tratados com E2 foram significativamente inferiorass valores
encontrados no inicio do experimento.

300

250

200 +

w

[ Controle
[00.5mg kg -1
Elmgkg-1
Wamgke-1
m8mgkg-1

Testosterona no plasma pg/ml
=
(=

0 15 45 90
Dias apds implantagdo

Figura 4 - ConcentracGes de testosterona no plébtédia + desvio padrao) de
Centropomus undecimalisplantados com diferentes dosagens dé ¥stradiol,
no inicio, com 15, 45 e 90 dias. Foram amostrad@ei®es por tratamento por
tempo amostral. Letras diferentes na mesma colunacada tempo amostral
indicam diferenca significativa (P < 0.05).

3.4. DISCUSSAO

No presente estudo, 0s peixes submetidos as desages altas
do horménio (4 e 8 mg KgE2) morreram em decorréncia pelo
estradiol. Isto p6de ser comprovado pelos danosadas no tecido
hepético. Outro fato que reforca esta hipGtese asi@ltos indices
hepatossomatico, acima de 2,9 %, que correspond®isade 3 vezes 0
valor encontrado nos peixes no fim do periodo éwpartal. Em um
estudo de toxicologia com etinil-estradiol na agtitzando machos de
rainbow darter, Etheostoma caeruleuoj observado que, em altas
concentracdes desenvolveu inchaco no poro urofj€RitdAS et al.,
2007). Isto também foi observado nos peixes queraran nas
dosagens de 4 e 8 mgkg
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LesBes no figado também foram observadas por oatrses
em estudos envolvendo estrogenos (BOGERS et &6; 20EBER et
al., 2003; MONCAUT et al., 2003). A presenca deraltdo lipidica e
leséo no tecido do figado de machos do linguBdeaglichthys dentatus
foi observada apds intoxicacdo por E2 com injecddléo de coco.
Entretanto, 30 dias apdés a exposicdo ao horméniégesno o figado
tinha voltado a normalidade (ZAROOGIAN et al., 2p0do presente
estudo, o figado dos peixes tratados com estradiol, fim do
experimento ndo apresentavam desarranjo celuladtaoo ao tecido,
indicando uma possivel recuperacgéo pela acao dodmio.

Segundo HINTON e COUCH, (1998), o figado é um dérgao
sensivel a alteragBes bioquimicas, fisioldégicassteutrais quando
submetidos a exposicdo de quimicos e poluente£RRER (2001)
discute que a administracdo de horménios estrogemoprocessos de
manipulacéo do sexo influéncia diretamente na @&aldg crescimento
em peixes. Inclusive, no presente estudo a difardecganho em peso
entre os tratamentos controle e 0,5 mg &gt,0 mg ki deve ter sido
decorrente a acdo do horménio E2. Em um estuderdimizacdo com
E2, na racdo, da espédiepomis macrochirugoi observado reducdo
nas respostas de crescimento diretamente relacisr@mm as maiores
dosagens de horménio na racdo (WANG et al., 2008).

Cento e vinte dias ap6s o inicio do experiment@oso os
individuos que receberam o horménio estradiol, @ag as dosagens,
possuiam ovarios imaturos, com presenca de ovQg#neucleolares.
Este resultado indica que este esteroide induzgeessdo do tecido
testicular e o desenvolvimento ovariano para mualasg sexo em
machos adultos de robalo flecha.

Em estudos sobre hormdnios esteroides, em espécies
protandricas, foi constatado que o aumento dossndeE2 no plasma
esta associado com a mudancga de sexo, como hd@asbalo asiatico,
Lates calcarifer (GUIGUEN et al, 1993), do pargo negro
Acanthopagrus schlege(CHANG et al.,, 1994) e do peixe palhaco,
Amphiprion melanopuGODWIN e THOMAS, 1993; KIM et al.,
2012).

Um estudo de inversdo sexual com o robalo asiéisoltou em
100 % de fémeas 28 dias ap0ds aplicagédo de impldateslesterol com
8,4 e 44 mg Kk{ de estradiol (ANDERSON e FORRESTER, 2001).
Apesar das dosagens de 4 e 8 m§ Eg utilizadas no presente estudo
terem ocasionado mortalidade com o robalo flechAaggm o robalo
asiatico as dosagens toleradas com implantes deteal foram mais
altas, até 48 mg KgE2. Isto pode ser em decorréncia a maior toléénc
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ao E2 pelo robalo asiatico em relacdo ao robathéleou até mesmo o
tipo de implante utilizado.

Em um estudo de inversédo sexual com o pargo negnoegssivel
observar que a utilizagcdo de E2 na racdo na caagéotde 1 e 4 mg
kg!, por 7 meses, houve regressdo do tecido testicelar
desenvolvimento do tecido ovariano com ovécitosarios (CHANG
et al, 1995). CONDECA €ANARIO (1999) avaliaram a influéncia de
estrogenos nas gbnadas de machos do protandrigm mamropeu,
Sparus auratae verificaram que 15 mg Rgle E2, na racdo, induz o
desenvolvimento de tecido ovariano em 14 semanés agcio do
tratamento. Nestes dois estudos nota-se que aidp@dmtde E2 e o
tempo de tratamento com foram bem maiores do quélivado no
presente estudo, isto reforca que a utilizacaarggantes de liberagéo
para peixes adultos € menos custosa além de redoznejo.

Em um estudo recente de feminizagdo com juvenisodalo-
flecha, foi observado que a administracdo do hoinB& na ragéo por
21 dias, 50 mg K{ resultou em até 93 % de fémeas (VIDAL-LOPEZ et
al., 2012). Estes resultados, junto com o presestiedo demonstram
que o E2 pode induzir tanto a mudanca em peixesgeradciados
(feminizacédo) quanto a inverséo de sexo em addéasbalo-flecha.

No presente estudo, os ovécitos estavam no egi@giucleolar,
com diametro médio de 61,7 + 3,35 um e indice gossmmatico
abaixo de 0,170, indicando que o individdoindaturo ou esta em
repouso (TAYLOR et al.,, 1998). A presenca de somenachos no
tratamento controle ja era esperada, jA que a iespgassui
hermafroditismo protandrico e em geral o tamanhadnglersdo é em
média acima de 515 mm (TAYLOR et al., 2000; PERERARCIA et
al., 2011). O fato de alguns machos do tratameatdrale estarem
liberando sémen, apds massagem abdominal, est&oddoacom o
periodo reprodutivo desta espécie que é de dezemfengereiro no Sul
do Brasil (FERRAZ e CERQUEIRA, 2010).

Os valores de estradiol e testosterona encontradsspeixes
implantados do presente trabalho correspondem a@s fqram
observados em um estudo sobre horménios do robatthaf no
ambiente natural, relacionando periodos do ano @rag@o das
gbnadas. (ROBERTS et al., 1999). As médias dossnde estradiol,
com 90 dias, nos peixes implantados ficaram ab@é800 pg mL, o
que corresponde a fémeas imaturas ou fora do perégodutivo na
natureza. A média niveis de testosterona se maativinferiores a 250
pg mL?, no fim do experimento, o que corresponde a maithagiros
ou fora do periodo reprodutivo.
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Os niveis de testosterona foram maiores nos pdixéstamento
controle em todos os tempos amostrais e semelhamteslor inicial. O
decréscimo dos niveis de T em machos tratados cdraBbém foi
observado nos estudos de mudanca de sexo dasesspemiandricas
Lates calcarife{ANDERSON e FORRESTER, 2001)Aeanthopagrus
schlegeli(CHANG et al., 1995). Esta diminuicdo dos niveisTdpode
ser consequéncia do decréscimo da espermatogémssemachos
implantados com E2.

Estudos prévios de mudanca de sexo utilizaram edifes
veiculos de liberagdo com hormdnios esteroidesuBEnestudo com a
garoupaEpinephelus coioide$yram testados implantes de manteiga de
cacau ex-celulose com uma mistura de androgenos, variaadh@Dl1 a
20 mg kg', conseguindo machos viaveis somente nas dosagess mai
altas (YEH et al.,, 2003). PANKHURST et al. (1986)vastigaram
quatro técnicas de administracdo de E@ucdo salina, solucdo com
6leo, manteiga de cacau e implantes de tubo sitést peixe dourado,
Carassius auratusO maior periodo de liberacdo do hormdnio e de
forma mais continua foi obtido com implante de tudildstico. Um
estudo com o pargo japon&agrus majoravaliando implantes de tubos
silasticos com E2, foi observado que a liberacata éambém
relacionada com o solvente, influenciando diretdmearo tempo de
liberacdo (YAMAGUCHI et al., 2004).

O presente estudo se baseou na metodologia dedghoi de
implantes EVAc contendo &7metil-testosterona de SARTER et al.,
(2006) para inversdo de sexo de fémeas da garoepdadeira,
Epinephelus marginatygjue obteve resultados positivos de mudanca de
sexo e constatou que o tempo de liberacdo, utiizaomente inulina
como agente aglutinante, foi de 45 % do total gade de hormdnio
em 32 dias. No presente trabalho foi demonstrado qE2 também
pode ser utilizado com EVAc, jA que as moléculased&adiol e
testosterona possuem caracteristicas pareciddslizAgéo de implantes
de liberacdo lenta com horménios é uma técnicacaml para a
Aquicultura, pois além de diminuir o dano aos pgiper excesso de
manejo, libera o produto desejado de forma graaldfidYLONAS e
ZOHAR, 2001).

Concluindo, o implante EVAc contendo (7-estradiol foi
eficiente na inversédo sexual de machos adultosodela-flecha e a
dosagem minima testada em que se obteve 100 %ndadé&oi 0,5 mg
kg' E2. Os resultados de estradiol e testosterondasomp dos peixes
implantados estdo de acordo com outros estudasvdeséio sexual em
espécies protandricas. A partir dos resultadogiabtneste estudo séo
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recomendados outros trabalhos para avaliar a idaté das fémeas
invertidas, visto que a maturacdo de fémeas degtacie ainda é um
entrave para reproducdo em cativeiro.
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