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Resumo geral

O estudo teve como objetivo comparar o desempenho produtivo de tilapias do
Nilo revertidas ou ndo por meio da utilizagdo do hormonio 17-a-metiltestosterona (MT)
adicionado a dietas praticas e analisar histologicamente o figado dos peixes. Foram
conduzidos quatro experimentos com tilapias do Nilo, da linhagem tailandesa,
revertidas ou ndo revertidas, desde a larvicultura até a engorda em tanques-rede. As
dietas utilizadas nos experimentos foram formuladas de forma a assemelharem-se as
dietas comerciais utilizadas nas pisciculturas, sendo isocaloricas, variando os niveis e
fontes de proteina bruta. Procurou-se simular as causas de figado gorduroso e fridvel e
mortalidade préxima ao abate de tilapias do Nilo cultivadas em regime intensivo. No
primeiro experimento, conduzido com larvas desde a eclosdo até 60 dias de idade,
observou-se que o nivel de 30 mgMT.kg™ adicionado & dieta, possibilitou eficiéncia na
reversdo, melhor desempenho produtivo e menores danos ao figado que na dosagem de
60 mgMT.kg™. Nesse mesmo experimento, 0s peixes que ndo receberam hormdnio
tiveram maior taxa de sobrevivéncia e ndo mostraram alteragdes histoldgicas no figado.
No segundo experimento, a reversdo sexual favoreceu o desempenho dos juvenis na
fase de recria. Porém, ndo foi possivel observar diferencas no desempenho entre 0s
niveis de proteina da dieta. Um terceiro experimento com tilapias cultivadas em
tanques-rede dos 120 aos 600 g de peso, 0s peixes mostraram melhor desempenho
quando alimentados com dieta contendo 32% PB, sendo que o fato de terem passado
pelo processo de reversdo ou ndo, ndo influenciou o desempenho. Um quarto
experimento foi realizado concomitantemente ao terceiro em laborat6rio com juvenis de
30 g até atingirem 200 g e as tilapias revertidas apresentaram melhor desempenho. As
andlises histoldgicas mostraram alteracdes do figado dos peixes que passaram pela
reversdo dos quatro experimentos, agravadas nos peixes alimentados com teores mais

elevados de proteina bruta na dieta.

Palavras chave: tilapia, reversdo sexual, 17-a-metiltestosterona, alevinagem, tanques-

rede, figado



Abstract

The aim of the study was compared reversed or no reversed Nile tilapia growth
performance and liver histology. Fishes were sex reversed with addition of 17-a-
methyltestosterone (MT) at the diets. The study was divided in four experiments: larval
phase, growth phase and the final phases in cages and at laboratory. The diets were
isocalorics, formulated as commercials diets common used in the Brazil tilapia cultures,
utilizing levels and sources protein. The objective was simulated the fat liver problem
detected at tilapia farms. In the first experiment, there were used fries until 60 days of
culture. There was observed that the level of 30 mgMT.kg™ conducted to efficiency in
the sex reversal with best growth performance and less liver damages than the level of
60 mgMT.kg™. The fishes that didn’t receive MT reached best survival and didn’t show
any liver alteration. In the second experiment, the facts of the fishes were sex reversed
increased the growth performance of juveniles. But there was not difference in the
growth performance by protein levels. The third experiment conducted at cages, with
fishes of 120g until 600g, showed best growth performance when fed with 32% crude
protein, but there was no difference by the fact of they were reversed or no. The fourth
experiment was conducted at the same time of the third, at laboratory with tilapias of
30g until 200g. The reversed fishes showed best growth performance than the no
reversed ones. Alterations of liver histology of the fishes reversed at the four
experiments were noted. But there were more severe in the fishes fed with higher levels

of crude protein.

Key words: Nile tilapia, sex reversal, 17-a-methyltestosterone, growth performance,

cages, liver.



Introducao geral

A demanda por proteina de alto valor bioldgico para a alimentacdo humana no
mundo cresce exponencialmente. Porém, a quantidade de pescado nos mares encontra-
se em franco declinio principalmente por causa da sobrepesca, do efeito estufa e da
poluicdo nos mares. A tecnologia aplicada na pesca marinha é extremamente avancgada,
sem a contrapartida de aplicacdo de medidas de manejo que recuperem e preservem 0s
estoques pesqueiros, e ainda representa agressao aos ecossistemas marinhos. Neste
panorama, a aqlicultura é atividade em ascensdo no mundo, tanto em paises em
desenvolvimento como desenvolvidos. Os alimentos gerados pela aquicultura
sustentavel tanto marinha quanto continental apresentam caracteristicas nutricionais
excelentes para o homem. Segundo a FAO (2006), a maior parte da producdo de peixes,
crustaceos e moluscos vem da aquicultura continental. Dentre as espécies de peixe, 0
grupo das carpas esta em primeiro lugar, seguido dos salmonideos e da tilapia.

Aquicultura Continental € uma das atividades autosustentaveis que mais tem
crescido no Brasil. O nosso pais detém vérios fatores para o desenvolvimento da
atividade: cole¢des hidricas extensas, abundantes e disponiveis, condigdes climéticas
favoraveis (pouca variacdo de temperatura do ar e da agua), tecnologia disponivel
(técnicas de criagdo, equipamentos e insumos). A tilapia é a espécie mais cultivada no
nosso pais (IBAMA, 2005). Estima-se que hoje ja se produza cerca de 100 mil
toneladas de tilapias, num agronegocio que movimenta 105 milhdes de délares por ano.

O continuo crescimento da atividade depende, entre outros fatores, da garantia de
se produzir pescado saudavel para o consumo humano. A ocorréncia de alta mortalidade
com a constatacdo de figado gordo nas tilapias cultivadas em sistemas intensivos tem
colocado em duvida a qualidade desse pescado. Além de niveis de proteina e energia
altos na dieta, algumas hipdteses sobre a causa deste problema tém sido levantadas. A
masculinizagdo das tilapias na fase larval utilizando-se do hormonio 17-a-
metiltestosterona deve ser considerada, pois alteracdes hepéaticas também foram
constatadas no ser humano e outras espécies de mamiferos. O presente estudo foi
desenvolvido com o objetivo de pesquisar as causas destes problemas, procurando
simular o que acontece nas pisciculturas com as tecnologias e as dietas utilizadas para a
alimentacdo das tilapias. Para isso utilizou-se de niveis e fontes protéicas em dietas
praticas para os diversos estagios de vida das tilapias, analisando-se o desenvolvimento

e alteracdes histoldgicas no figado destes peixes.



CAPITULO 1
Considerac0es iniciais

A comunidade cientifica estd preocupada com a situacdo de crescimento
exponencial na demanda por proteina de alto valor bioldgico para a alimentacéo
humana. O pescado representa a mais saudavel opgdo de alimento fornecedor desse
nutriente. De acordo com a FAO (2007a), antes de 2030 serd necessario produzir
aproximadamente 37 milhGes de toneladas adicionais de peixe por ano para manter 0s
niveis atuais de consumo mundial.

Os estoques pesqueiros de origem marinha estdo ameacgados. Segundo a ONU, os
mares estdo comprometidos com a pesca, a producdo de lixo, gases do efeito estufa e
esgoto, além da navegacdo, que também ameaca 0s ecossistemas marinhos. A técnica de
pesca nos mares € realizada por meio de alta tecnologia, com super pesqueiros, sonares
e avides que localizam os cardumes.

Muita pesquisa é necessaria para descobrir como reverter os danos causados aos
oceanos. Porém ndo se sabe o que ainda esta a tempo de ser salvo. Uma solugédo
encontrada para amenizar o declinio dos estoques de pesca € a aquicultura sustentavel.
As fazendas marinhas sdo hoje um dos setores da industria agropecuaria que mais
cresce no mundo. A aquicultura por meio de gestdo responsavel e sustentavel é a
atividade alternativa a pesca que deve ter prioridade nos paises em desenvolvimento por
ser responsavel pela maior parte da producdo de peixes, crustaceos e moluscos do
mundo. Entre as espécies de peixe de agua doce, o grupo das carpas estd em primeiro
lugar, seguido dos salmonideos e da tilapia (FAO, 2007b).

O mundo tem acompanhado situacdo de desenvolvimento rapido e crescente do

Brasil, em varios campos da agropecuaria e da inddstria. Esse desenvolvimento sé sera



efetivo se o setor primario tiver o devido apoio e valorizacdo. Neste contexto, a
aqlicultura continental é uma das atividades autosustentaveis que mais tem crescido.

O nosso pais detem varios fatores para o desenvolvimento da atividade: cole¢des
hidricas extensas, abundantes e disponiveis, condigdes climaticas favoraveis (pouca
variacdo de temperatura do ar e da &gua), tecnologia disponivel (técnicas de criacgéo,
equipamentos e insumos) e grande niumero de espécies nativas e ndo nativas adaptadas e
geneticamente aperfeicoadas. Entre todas as espécies, a tilapia originéria do continente
Africano vem destacando-se muito rapidamente. O cultivo racional de tilapia é
praticado no mundo inteiro, em diversos climas, sistemas de producéo e salinidades, por
sua fisiologia adaptativa, biologia reprodutiva, plasticidade genética, facil domesticacéo
e comercializagdo (Alceste & Jory, 1998).

A producdo comercial de tilapia foi mais difundida em nosso pais na década de
1970, apos a primeira introducdo de tilapia nilotica no Nordeste em 1971, proveniente
da Costa do Marfim. Atualmente, a tilapia é a principal espécie de peixe cultivada no
Brasil, tendo atingido 69078 toneladas em 2004, representando 38,4% da producdo
brasileira de peixes cultivados (IBAMA, 2005). Estima-se que hoje 0 nosso pais ja
produza cerca de 100 mil toneladas de tilapias, num agronegdcio que movimenta 105
milhdes de ddlares por ano.

O Brasil devera se tornar o maior produtor de tilapia cultivada do mundo. Os
EUA atualmente s@o os maiores compradores do peixe, adquirindo 135 mil toneladas
por ano no mercado mundial. Para isso, € preciso que a tilapia brasileira tenha preco e
qualidade competitivos comparados aos dos paises asiaticos e latino-americanos,
tradicionais exportadores de tilapias. Estes requisitos também sdo necessarios para

conquistar e dividir espagco com outras carnes no mercado interno. O consumo brasileiro



tem sido incrementado pelo sabor da carne da tilapia e as técnicas que tém sido adotadas
para agregar valor ao produto.

A tilapia do Nilo apresenta muitos atributos que a torna o melhor peixe para a
piscicultura: rapido crescimento, tolerdncia a ampla faixa de condi¢cBes ambientais
(temperatura, salinidade, baixo oxigénio dissolvido), grande resisténcia a estresse e
doencas, habilidade de reproducdo em cativeiro, baixo intervalo de geragoes,
alimentacdo no nivel trofico mais baixo e aceitagdo de dietas balanceadas
imediatamente ap0ds a absorcao do saco vitelinico (El-Sayed, 2006). A tilapia do Nilo é
uma das espécies mais estudadas no mundo e no Brasil. Devido aos varios sistemas de
seu cultivo, muito ainda tem que ser pesquisado sobre 0s parametros que condicionam o0
desempenho da tilapia em cativeiro.

Na producdo de tilapia, o cultivo monosexo é apontado como solucdo para a
maturidade precoce e a reproducdo descontrolada desta espécie (Meurer et al., 2004). O
potencial para a obtengdo de vantagens desta técnica justifica a sua pratica: alcance de
altas taxas de crescimento, eliminacdo da reproducgédo, reducdo do comportamento
sexual e/ou territorial, reducédo da variabilidade de tamanho final e a reducgéo do risco de
impacto ambiental devido ao escape de peixes exoticos. Varios métodos tém sido
testados ou sugeridos para o cultivo somente de machos de tilapias. Incluindo o
consorcio com espécies adequadas de predadores, a geracdo de larvas estéreis por meio
da triploidia e tetraploidia, e 0 uso de hibridizacdo para produzir estoques monosexos,
além da utilizagdo de reversédo hormonal. Entretanto, somente a ultima técnica tem-se
mostrado verdadeiramente eficiente e viavel.

A reversdo sexual das larvas utilizando-se o hormonio 17-a-metiltestosterona na
racdo € o metodo mais difundido, utilizado indiscriminadamente pelas pisciculturas.

Muito é discutido sobre as técnicas de utilizagdo (dosagens e duragdo), vantagens e



efeitos para o peixe e 0 meio ambiente. Nos paises da Europa, essa pratica é proibida
(El-Sayed, 2006). O consumidor europeu é 0 mais exigente em garantias de produtos
produzidos de forma sustentavel e saudaveis. O mercado consumidor europeu
apresenta-se bastante promissor aos piscicultores brasileiros, que devem procurar
adequar-se as exigéncias desse mercado.

Alguns problemas relacionados com a alta produtividade da tilapia tém surgido
com a intensificacdo dos sistemas de producdo, causando prejuizos econdmicos, e
afetando a salde dos peixes. Os piscicultores tém notado deformidades no figado da
tildpia, como o aspecto gorduroso e friavel, ligadas a alta mortalidade do peixe préximo
ao abate.

Os vertebrados possuem figado definido, sendo o 6rgdo mais volumoso do corpo,
e que sempre ocupa area considerdvel na parte ventral e anterior do abdome
(Hildebrand, 1995). As células hepaticas, os hepatdcitos, possuem inimeras funcdes
como sintese de albumina e fibrinogénio, armazenamento de lipidios e glicidios sob
forma de gorduras neutras e glicogénio, depdsito de vitamina A. Uma funcéo hepatica
importante é a detoxificacdo, onde muitas substancias toxicas sdo neutralizadas e
posteriormente excretadas na bile (Junqueira & Carneiro, 1991).

O figado dos peixes tem como funcgéo principal preparar as substancias nutritivas,
provenientes da absorcdo intestinal, para serem aproveitadas pelo organismo. Outra
funcdo importantissima € estocar gordura. O figado produz sais biliares que fazem
emulsificacdo ou solubilizacdo das gorduras, facilitando a acdo das enzimas
(Baldisserotto, 2002). Substancias toxicas ou estranhas ao organismo sdo também
metabolizadas no figado para posterior excrecao.

O figado nos teleGsteos apresenta-se como orgao principal, controlando muitas

funcbes vitais. O tecido hepatico tem inumeras fungGes importantes nesses peixes.



Participa da sintese de proteinas, lipidios, carboidratos e, principalmente de vitelogenina
(importante na vitelogénese). Tem funcdo catabolica e de excre¢do de nitrogénio e
glicogénio. E responsavel pela detoxificacdo de xenobi6ticos. O figado desses peixes
deveria ser considerado 6rgdo alvo para estudos de muitos parametros ambientais e
bioldgicos que podem alterar sua estrutura e metabolismo: alimentos, poluentes,
toxinas, metais pesados, parasitas e microorganismos (Bruslé & Anadon, 1996).

Figados gordurosos e aumentados de volume, com esteatose ou lipidose hepatica
sdo resultados de acumulo excessivo de lipideos no interior dos hepat6citos. Nos
vertebrados mamiferos, a esteatose pode ser causada por deficiéncia ou excesso de
minerais e vitaminas na dieta, peroxidacdo dos &cidos graxos da dieta, intoxicagdes,
infeccdes, neoplasias. Camundongos tratados com metiltestosterona na dose de cinco
mg/kg de peso via oral por dez meses apresentaram displasia hepatocelular (Taylor et
al., 1993).

No homem, vérias sdo as causas de danos ao figado, mas a terapia de reposicao
hormonal por meio da ingestdo oral de um preparado a base de metiltestosterona
provocou esteatose e cirrose hepatica (Westaby et al., 1977). O uso de esterdides
anabolizantes por atletas e jovens, com a finalidade de aumentar a forca e massa
muscular, tem sido combatido pelos médicos, por provocar graves, e muitas vezes
irreversiveis, efeitos colaterais como a esteatose, cirrose hepatica e cancer no figado.
Sendo assim, a comunidade cientifica tem advertido sobre os efeitos maléficos do uso
de hormonios anabolizantes pelo homem e seu uso é considerado ilicito.

Figado e rins da tilapia sdo os principais 0rgaos responsaveis pela eliminacéo dos
metabolitos do hormonio metiltestosterona (Goudie et al., 1986; Curtis et al., 1991).
Gannam & Lovell (1991) analisaram histologicamente o figado e rins do bagre do canal

alimentado com metiltestosterona e beta estradiol e encontraram alteracfes nos



hepatocitos. Simone (1990) encontrou respostas hepatotroficas em bagre do canal
alimentado com dietas contendo metiltestosterona, retardando o seu crescimento. A
suplementacdo com metiltestosterona na dieta do salmdo visando aumento na taxa de
crescimento e eficiéncia alimentar foi estudada e foram avaliadas as alteracGes hepaticas
(Yuetal., 1979; Fagerlund et al., 1983).

Atualmente, existe a tendéncia dos consumidores exigirem produtos cada vez
mais saudaveis. A demanda do mercado pelo peixe em substituicdo a outros alimentos é
crescente, sendo a tilapia a espécie que vem se destacando em produtividade, cresce a
preocupacdo com a masculiniza¢do das fémeas, pois ainda é considerado que o macho
tem maior capacidade de crescimento. A técnica que ainda é a mais utilizada para isso €
a do uso de 17-a-metiltestosterona na alimentacdo das poés-larvas. Os produtores,
pesquisadores e consumidores vém se preocupando com o risco que a utilizagdo
hormonal na tilapicultura pode trazer a saide humana, a satde do peixe e ao ambiente
aquético. Pesquisas em nutricdo, genética e manejo ainda devem ser realizadas,
objetivando a busca de alternativas que possibilitem a eliminacdo dessa técnica no
cultivo de tilapia.

Com base nos danos causados pelo uso de horménios ao homem e aos mamiferos
em geral, muito j& foi feito com relacdo aos animais produtores de carne, quanto a
proibigdo da utilizagdo de hormdnios na alimentagdo animal. Isto porque, aos técnicos e
pesquisadores da area de producdo animal, cabe a responsabilidade pela cadeia
nutricional humana e a producdo de alimentos saudaveis e de boa qualidade. A
produtividade é importante, porém, atencéo deve ser dispensada a saude humana.

O objetivo do presente estudo foi pesquisar as provaveis causas de figado
gorduroso em tilapias do Nilo, formulando-se dietas praticas com base na proteina bruta

e com niveis e fontes protéicas, simulando as condic¢Ges praticas de producdo nas
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pisciculturas. Para tanto, avaliou-se o desempenho produtivo e o perfil histoldgico
hepético de tilapias submetidas ou ndo a reversdo sexual, durante seus varios estagios de
cultivo: as fases de reversdo, alevinagem e recria em laboratdrio, e de engorda em

tanques-rede. Cada fase, correspondendo a um experimento.
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CAPITULO 2
Reversao sexual e alevinagem de tilapia do Nilo: desempenho produtivo, efetividade

da reversao e histologia de figado

Resumo- No presente experimento avaliou-se crescimento, sobrevivéncia, efetividade da
reversdo sexual e histologia hepatica de tilapias do Nilo da linhagem tailandesa, revertidas
ou ndo. Foi realizado na Universidade Estadual Paulista, Centro de Aquicultura,
Laboratorio de Tilapicultura, Jaboticabal, SP. Foram utilizadas 7200 larvas recém-
eclodidas, distribuidas em 18 caixas de 200 L com sistema de circulacdo de agua e aeragéo
forgcada, na densidade de duas larvas/L. Os peixes foram alimentados com uma dieta basica
comercial farelada contendo 45% de proteina bruta (PB) e trés niveis de 17-a-
metiltestosterona (MT): 0, 30 e 60 mg.kg™ da dieta, na fase de reversdo sexual. A
alimentacéo foi fornecida até a saciedade aparente, seis vezes ao dia. Os parametros fisico-
quimicos da agua estiveram dentro do aceitavel para larvas e alevinos de tilapia. Apés a
fase de reversdo sexual, os peixes foram anestesiados, contados, pesados, medidos e
devolvidos as suas caixas. A fase de alevinagem foi realizada para que 0s peixes
atingissem tamanho suficiente para a identificacdo do sexo e, ao final, foram anestesiados,
contados, pesados, medidos, sacrificados em gelo, fixados em solucdo de formaldeido a
10% por 72 horas. Foram conservados em alcool etilico 80° para posterior identificacdo do
sexo por exame microscopico, utilizando-se da técnica de identificagdo de gdnadas pelo
método do acetato carmim. Obtiveram-se as seguintes propor¢des de machos para 0s
alevinos alimentados com 0, 30 e 60mg de MT.kg' da dieta: 59,6; 98,4; e, 100%,
respectivamente. A taxa de sobrevivéncia dos alevinos que ndo receberam dieta com
horménio foi o dobro das taxas de sobrevivéncia dos alevinos que receberam MT na dieta,
tanto ao final da reversdo sexual quanto ao final da alevinagem. As médias de peso e
comprimento final dos alevinos que receberam 30mg de MT.kg™ da dieta foram as
maiores. Porém, ndo houve diferenca entre 0 peso e o comprimento dos alevinos nao
revertidos e os que receberam 60mg de MT.kg" da dieta. AlteracBes hepaticas
consequentes de modificacbes no metabolismo dos hepatocitos foram identificadas nos

alevinos que receberam horménio na dieta, sendo mais severas na dose de 60 mgMT.kg™.

Palavras chave: til&pia, reversdo sexual, 17-a-metiltestosterona, efetividade da reverséo,

desempenho, histologia de figado
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Growth performance, reversion effectiveness and liver histology of Nile tilapia fries

Abstract- A study with Nile tilapia at the sex reversal and growth phases was carried out
in the S&o Paulo State University, Aquaculture Center, Tilapiculture Laboratory,
Jaboticabal, Sdo Paulo State, Brazil (Lat. 21°15’S, Long. 48°18’W). A total of 7200 fries
were distributed with the density of 2 fries.L™, into 18 boxes of 200L each, in a circulation
system, with control of temperature and forced aeration. Fishes were fed commercial diet
content 45 %CP and the addition of 0, 30 and 60 mg of 17-a-methyltestosterone (MT) per
kilogram of the diet in the sex reversal phase. The diets were distributed six times per day,
until the apparent satiation. All water physical chemicals parameters (morning temperature,
afternoon temperature, dissolved oxygen, pH and ammonia concentration) were the
suggested for tilapia fries. In the end of the sex reversal phase, all fish were anesthetized,
counted, weighted, measured and returned to their boxes. A 30 days pos reversal phase was
carried out with the same manner without the addition of the MT in the diet, until fish
reached an afford size for sex identification. At the end of this phase, all the fish were
anesthetized, counted, weighted, measured and dead into ice, fixed, and conserved into an
ethylic alcohol solution for sex determination by the gonad microscopy visualization. The
male proportions were 59.6; 98.4; and, 100% for the fish fed 0, 30 and 60mg of MT.kg™ in
the diet, respectively. The fish survival was twice the value for fishes that did not received
MT in the diet, both in the end of the sex reversal phase and in the end of the experiment.
Fishes weight and length that received 30mg of MT.kg™ in the diet were higher than fishes
that did not received the MT and that received 60mg of MT.kg™ in the diet, but there was
no difference between these ones. Hepatic alterations that indicated metabolic alterations in
the hepatic cells were found in the liver of the fishes that received hormone in the diet.

They were more severe in fishes fed 60 mg MT.kg™ in the diet.

Key Words: tilapia, sex reversal, 17-a-methyltestosterone, reversion effectiveness, performance,

liver histology
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Introducéo

O cultivo da tilapia sem distincdo de sexo foi pratica comum em muitos paises
durante décadas. Porém, nos ultimos vinte anos, atencdo tem sido dada ao cultivo de tilapia
monosexo (somente machos). A esse tipo de cultivo tém sido atribuidas vantagens que o
tornam excelente opgdo para a piscicultura. Entre essas vantagens estdo: altas taxas de
crescimento e eficiéncia na utilizagdo do alimento, alta tolerancia a condi¢bes de ambiente
desfavoraveis, reducdo da agressividade e territorialidade, maior uniformidade dos lotes,
alta resisténcia a estresse e doengas, e controle da reproducdo indesejavel (El-Sayed,
2006).

Muitos piscicultores e pesquisadores (Meurer et al., 2004) consideram a maturidade
precoce e a reproducdo incontrolada desta espécie como fatores de entrave & producéo de
tildpia, e véem no cultivo monosexo a Unica alternativa para alcancar altas taxas de
crescimento, eliminar a reproducdo indesejada, diminuir o comportamento sexual e/ou
territorial, reduzir a heterogeneidade de tamanho entre 0s peixes e 0 risco de impacto
ambiental devido a fuga acidental de peixes.

Os métodos de reversdo sexual utilizando-se horménios andrégenos na dieta ou em
banhos de imersdo tém sido os mais utilizados e pesquisados, por mostrarem-se eficientes,
de facil utilizacdo e economicamente viaveis. Porém, o uso de hormdnios na reversdo
sexual tem estado sob crescente discussdo devido aos possiveis impactos sobre a saude do
peixe e do homem e sobre 0 ambiente. Esta pratica é permitida nos EUA e proibida na
Europa (El-Sayed, 2006).

A intensificagdo da tilapicultura é cada vez mais crescente. Aliada a esta
intensificacdo, vem sendo discutida a sustentabilidade da atividade, com a busca de custos
e efluentes minimos e a criagdo da tilapicultura organica, que utilize os logotipos

ecologicos na comercializacdo dos seus produtos (Zimmermann & Fitzsimmons, 2004).
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Logicamente, para esse tipo de produto, a utilizacdo de horménio na dieta deve ser
discutida, mesmo na fase larval. A tendéncia do consumidor, principalmente europeu, é
buscar produtos cada vez mais seguros biologicamente, e 0 mercado europeu é o maior
alvo, atualmente, para a exportacdo pela cadeia produtiva brasileira de tilapia.

Segundo Rothbard et al. (1990) e Guerrero Il & Guerrero (1997), o hormonio 17-
a-metiltestosterona utilizado na dieta é o que demonstra melhores resultados para a
reversdo sexual. Essa técnica € a mais utilizada pelos produtores de alevinos no Brasil,
devido a sua eficécia, facilidade de aplicagcdo, menores custo e necessidade de mao-de-
obra. Os piscicultores em geral tém relatado melhor peso, comprimento e homogeneidade
de lotes de alevinos tratados com 17-a-metiltestosterona, em relagéo a lotes ndo tratados
com este horménio. Porém, este método tem sido muito discutido no meio cientifico,
porque ainda ndo se determinaram exatamente as consequéncias desta técnica sobre o
ambiente e o organismo do peixe, desde a alevinagem até a engorda.

Varios autores relataram efeitos prejudiciais ao organismo, principalmente no figado
do homem e de outros mamiferos, causados pela metiltestosterona (Westaby et al., 1977;
Taylor et al., 1993). Também tém sido relatados efeitos nocivos da metiltestosterona no
figado de varias espécies de peixes (Yu et al., 1979; Fagerlund et al., 1983; Simone, 1990;
Gannam & Lovell, 1991).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia, o crescimento e a proporcao de
machos dos alevinos de tilapias alimentadas ou ndo com dietas adicionadas do horménio
17-a-metiltestosterona, em duas doses. E avaliar o efeito da inclusdo do hormonio na dieta

na estrutura do figado dos peixes.
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Material e métodos

Instalacgdes e condigdes experimentais

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Centro de
Aquicultura (CAUNESP), Laboratério de Tilapicultura, localizado em Jaboticabal, Séo
Paulo (Lat. 21°15’S, Long. 48°18’W), durante 60 dias. Larvas de tilapia do Nilo da
linhagem tailandesa foram distribuidas na densidade de duas larvas/L, em 18 caixas de
polietileno de 200 L, com sistema de circulacdo de agua, temperatura da agua controlada e
aeracdo continua.

Durante o experimento, a temperatura da agua foi aferida duas vezes ao dia, as
09h30min e as 15h30min, em duas caixas por tratamento, tomadas ao acaso, usando
termémetro de bulbo de mercdrio, para controle da temperatura da agua de circulagéo.

As variaveis fisico-quimicas da agua foram analisadas semanalmente, as sete horas
da manhd em amostras de duas caixas por tratamento. Foram avaliados potencial
hidrogenionico (potencidmetro digital- Corning OS-30), oxigénio dissolvido na &agua
(mg.L™) e temperatura (°C) (oximetro digital-YSI- Yellow Spring Instruments 54A) e
amonia total (mg.L™) (espectrofotometro).

Material biolégico e manejo

Foram utilizadas 7200 larvas recém-eclodidas de tilapias do Nilo cujos ovos foram
obtidos em coleta diretamente da boca em um mesmo grupo de matrizes do Laboratorio de
Tilapicultura do CAUNESP. A incubacdo das larvas foi realizada no proprio laboratorio,
em incubadoras conicas de 2 L com sistema de circulagdo de agua e controle de
temperatura. As larvas com vinte e quatro horas de ecloséo, reabsorvendo o saco vitelinico
e mostrando capacidade de se alimentar, foram contadas e distribuidas ao acaso nas
unidades experimentais. Foram realizadas amostragens iniciais em que as médias de peso e

comprimento das larvas foram 11,9 £ 0,08 mg e 7,76 £ 0,52 mm, respectivamente. As
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larvas foram alimentadas seis vezes ao dia (as 07h30min, 09h30min, 11h30min, 13h30min,
15h30min e 17h30min) observando-se o consumo da dieta até alcancar-se a saciedade
aparente. As caixas eram limpas diariamente retirando-se os restos de ragdo e fezes
acumulados no fundo, por meio de sifonagem manual com mangueira de borracha as sete
horas da manhad. Nos dias da afericdo dos demais parametros fisico-quimicos da &gua, a
analise era realizada antes da limpeza das caixas. O fotoperiodo no laboratério durante
todo o0 experimento foi de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

Dietas experimentais

Para a alimentacdo utilizou-se dieta comercial farelada contendo no minimo 45% de
proteina bruta, 9% de extrato etéreo, 1% de fésforo e, no maximo, 6% de fibra bruta, 13%
de matéria mineral e 3% de calcio, segundo o fabricante. As dietas experimentais foram
constituidas com a adicdo de trés niveis de 17-a-metiltestosterona: 0, 30 e 60 mg.kg™, e
preparadas no proprio laboratério por meio da adicdo ou ndo do horménio diluido em meio
litro de alcool etilico (92,8°) para cada quilo de dieta industrializada, homogeneizando-se
bem. Em seguida, as dietas foram espalhadas em bandejas plasticas e colocadas para secar
em local bem ventilado, abrigado do sol e da luz direta, revirada de tempos em tempos para
permitir a completa evaporagdo do alcool. Apds 24 horas, as dietas foram estocadas em
sacos plasticos escuros e mantidas sob refrigeracéo a 6°C. Os tratamentos foram sorteados
a0 acaso nas caixas, para arragoamento das larvas.

Delineamento experimental

O ensaio foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés
tratamentos. Os tratamentos corresponderam aos trés niveis de 17-a-metiltestosterona (0,

30 e 60 mg.kg™ ) adicionados & dieta industrializada, com seis repeticoes cada.
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Primeira fase experimental

A primeira fase, de reversdo sexual, em que as larvas foram arragoadas com dietas
contendo ou ndo o horménio 17-a-metiltestosterona, teve duracdo de 30 dias. Ao final
dessa fase, todos os alevinos foram anestesiados em uma solucdo de 10 mg de benzocaina
por litro de &gua, contados, pesados e medidos. Apds a biometria os peixes foram
retornados as suas caixas.

Segunda fase experimental

A segunda fase, para alevinagem dos peixes, ocorreu do 31° ao 60° dia apos a
reversdo (duragdo de 30 dias), quando os alevinos atingiram tamanho suficiente para a
identificacdo do sexo. Nessa fase, 0s peixes foram manejados e alimentados da mesma
maneira que na primeira fase, sem a utilizacdo de horménio.

Ao final da alevinagem, os peixes foram anestesiados e mortos em solug¢do de 20 mg
de benzocaina por litro de agua. Foram contados, pesados, medidos (comprimento total) e
mantidos em um vasilhame plastico com tampa contendo solucéo de formaldeido a 10%
(50 mL de solucdo de formaldeido em 450 mL de &gua), separadamente por réplicas
experimentais, por um periodo de 72 horas. Na sequéncia, os peixes foram transferidos
para uma solucédo de alcool etilico a 80°, para posterior identificacdo do sexo.

Parametros avaliados

Os parametros de desempenho avaliados no experimento foram: peso (g) aos 30 e 60
dias, ganhos de peso (g) nos intervalos de zero a 30 dias e de 30 a 60 dias, comprimento
total (mm) aos 30 e 60 dias, e taxa de sobrevivéncia (%) aos 30 e 60 dias [S= (n° final de
peixes/ n° inicial de peixes) x 100].

Os peixes foram pesados em balanca digital (GEHAKA-B6-1000) e, medidos

utilizando-se paquimetro digital de 0 a 150 mm (UUSTOOLS - Professional - MT 00855).
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Efetividade da reversao

Foi avaliada a efetividade da reversdo pela propor¢cdo de machos [% machos= (n°
machos identificados/n° total final de peixes cujo sexo foi identificado) x 100].

A proporcdo de machos foi determinada pela anélise microscopica das gonadas e
identificacdo do sexo dos alevinos, utilizando-se a técnica do acetato-carmim, descrita por
Guerrero e Shelton (1974), e validada para alevinos de tilapia do Nilo por Wassermann e
Afonso (2002). Inicialmente, o alevino conservado no alcool etilico 80° era medido e as
gbnadas eram retiradas dos alevinos com comprimento maior que 25 mm, por meio da
abertura da cavidade abdominal pelo ventre e colocadas em laminas, coradas com acetato
carmim a 45%, comprimidas levemente com uma laminula e, posteriormente, examinadas
ao microscopio 6tico, sob objetiva 40x.

Coleta e analise histoldgica do figado dos alevinos

No primeiro, 7°, 14° 21° e 28° dia da fase de alevinagem foram coletados
aleatoriamente os figados de quatro alevinos de cada tratamento. Inicialmente, os alevinos
foram insensibilizados e mortos em gelo moido; foram cortadas a cabeca e a cauda e, apds
a abertura da cavidade abdominal, foi retirado o figado. As amostras foram fixadas em
solucdo de glutaraldeido 2,5% com tampéao fosfato (pH 7,2; 0,1 M), por 24 horas. Apés a
fixacdo, realizou-se o procedimento das oito lavagens, uma por dia, em tampéo fosfato (pH
7,2; 0,1 M) para retirada da solugéo fixadora. A seguir, o material foi mantido em alcool
80° para posterior realizagdo da analise histolégica. A inclusdo do material foi realizada em
historesina (Historesin® - Leica). A microtomia foi realizada em micrétomo automético
(Leica-RM2155, Germany) com a obtencdo de cortes com trés um de espessura, € 0
material foi corado em Hematoxilina — Eosina e Azul de Toluidina 0,5%/ Fucsina basica
0,5% (Behmer, 1976). Os cortes histoldgicos foram analisados e fotomicrografados com

fotomicroscopio Leica em software gwin.
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Anélise Estatistica

Os dados resultantes do ensaio foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
ao nivel de 5% de probabilidade. Nas analises em que houve diferencas significativas, 0s
dados foram submetidos a teste de comparacao de médias ao nivel de 5% de significancia,

pelo programa Statistical Analysis System (SAS, 2001).

Resultados e Discussao

CondigOes ambientais de cultivo

A temperatura média e os demais parametros fisico-quimicos da agua durante as
fases de reversdo sexual e alevinagem sé@o mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios dos parametros fisico-quimicos da dgua durante o experimento.

Parametro 0 a 30 dias 31 a 60 dias
Temperatura/ manha (°C) 27,56 £ 0,39 27,66 £ 0,49
Temperatura/ tarde (°C) 28,26 £ 0,53 28,35 + 0,57
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,44 + 1,15 5,24 £ 0,70
pH 7,34 +£ 0,64 7,94 +0,12
Amonia (mg/L) 0,09 + 0,05 0,54 + 0,20

Os valores médios de temperatura pela manha e a tarde, oxigénio dissolvido e pH
estiveram dentro das recomendacGes para a aquicultura (Boyd, 1992; Sipauba - Tavares,
1995; Popma & Phelps, 1998).

As condigdes ambientais de cultivo durante o ensaio foram favoraveis ao cultivo da
tilapia. Segundo Kubitza (2000) a temperatura de conforto para o cultivo da tilapia deve
estar entre 27 e 32°C, a faixa de pH considerada boa para tilapia é entre 6,0 e 85 ¢, a
concentragdo de amdnia adequada deve estar abaixo de 0,24 mg.L™. Apenas a
concentracdo de aménia na fase de alevinagem esteve acima dos padrdes recomendados
pelo autor. Porém, o mesmo autor relatou que a concentracdo de aménia se eleva
gradualmente durante o cultivo, o que pode permitir gradual adaptagéo das tilapias a um

nivel de amdnia mais elevado. A toxicidade da amonia depende dos valores de oxigénio
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dissolvido e pH (que estiveram dentro de limites ideais). Os alevinos de tilapia podem
apresentar, relativamente, alta resisténcia aos niveis altos de aménia por curtos periodos de
tempo.

Os valores médios de temperatura da agua pela manha e a tarde foram de 27,17°C e
28,92°C, durante as duas fases do ensaio, respectivamente, proximas da temperatura 6tima
considerada por El-Sayed (2006) que relatou que a temperatura é essencial para se obter o
crescimento maximo na fase inicial de vida da tilapia e que o melhor crescimento de

alevinos de tilapia em sistema de circulagdo de 4gua ocorreu a temperatura de 28°C.
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Os resultados da analise estatistica dos parametros analisados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de F e médias dos parametros de desempenho e sobrevivéncia de tilapias do Nilo alimentadas com dietas contendo 0, 30 e 60 mg.kg™ de

17-a-metiltestosterona (MT) durante a reversdo sexual (30 dias) e alevinagem (31 a 60 dias).

Desempenho na reversdo sexual

Desempenho na alevinagem

Estatisticas Peso Ganho de peso  Comprimento  Sobrevivéncia Peso Ganho de peso  Comprimento  Sobrevivéncia
(9) (9) (mm) (%) (9) (9) (mm) (%)

F para tratamentos 542" 542" 0,56" 28,3 9,53 8,83 5,98" 21,23"

CV (%) 12,54 12,87 5,02 14,96 17,92 20,26 5,89 27,99

Meédias p/ as dietas c/:

0mgMT kg™ da dieta 041+005b® 040+005b 27,04+114 6058+851la 248+0,39b 2,08+042b 4746+224b 32,63+843a

30mgMT.kg™ da dieta 0,52+0,08 a 051+008a 2764+189 3588+6,48b 390+0,87a 338+08la 5322+4,06a 14,00+£4,38b

60 mgMT kg™ da dieta 049+004ab 048+004ab 2684+085 3571+397b 306+021ab 257+021ab 4937+21lab 14,25+255hb

** significativo (P<0,01); * significativo (P<0,05); ns- ndo significativo
© Medias seguidas de mesmaletra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Ao final da fase de reverséo sexual (30 dias), houve diferenga entre os tratamentos
para os valores médios de peso (P<0,05), ganho de peso (P<0,05) e taxa de sobrevivéncia
(P<0,01). Porém, ndo houve diferenca quanto ao comprimento (P>0,05).

Nesta fase, 0 peso e o ganho de peso foram maiores (P<0,05) para os alevinos
alimentados com a dieta contendo horménio, ndo havendo diferenca quanto as doses
administradas (P>0,05). Porém, os alevinos que ndo receberam hormonio na dieta tiveram
0 mesmo crescimento em peso e ganho de peso que 0s que receberam 60 mg MT. kg™ na
dieta. A média de sobrevivéncia dos alevinos apds os primeiros 30 dias de experimento foi
quase o dobro (P<0,05) para os que ndo foram alimentados com dieta contendo MT, em
relacdo a dos que receberam dieta com as duas dosagens de MT, que ndo apresentaram
diferencas entre si (P>0,05).

Houve diferenga para o ganho de peso dos 30 aos 60 dias (fase de alevinagem)
(P<0,01), que foi maior para os alevinos submetidos ao tratamento de reversdo, ndo
havendo diferenca quanto as doses administradas (P>0,05). Porém, os alevinos que ndo
receberam hormdnio na dieta tiveram o mesmo ganho de peso que 0s que receberam 60 mg
MT.kg™ na dieta.

Ao término do ensaio houve diferenca entre os tratamentos para os valores médios de
peso (P<0,01), comprimento (P<0,05) e taxa de sobrevivéncia (P<0,01). Ap6s 60 dias de
cultivo, o peso e o comprimento foram maiores para os alevinos alimentados com
hormonio na dieta, ndo havendo diferenca quanto as doses administradas (P>0,05). Porém,
0 peso e 0 comprimento dos alevinos que ndo receberam horménio na dieta foram
equivalentes aos dos que receberam 60 mg.kg™ de MT na dieta. A taxa de sobrevivéncia ao
final do ensaio para os alevinos que ndo foram alimentados com dieta contendo hormonio
na fase de reversao sexual foi mais que o dobro dos que receberam hormdnio (P<0,05), ndo

havendo diferenga quanto a sobrevivéncia em relagdo as doses administradas na dieta
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(P>0,05). A menor sobrevivéncia dos alevinos que receberam hormdnio pode ser devida ao
fato de serem menos resistentes pela sobrecarga no figado na metabolizagdo da MT.

As médias de peso e comprimento dos alevinos que receberam o hormdnio MT na
dieta apresentaram valores proximos aos valores minimos de peso e comprimento descritos
por Kubitza (2000), de 0,5a1,5g e 3 a5 cm, apds 28 dias de reversdo sexual, indicando
gue 0 manejo adotado na fase de reversao sexual foi adequado.

A taxa média de sobrevivéncia dos alevinos que receberam o hormdnio na dieta,
apos os 30 dias do inicio do experimento, esteve bem abaixo das taxas de sobrevivéncia
encontradas para a tilapia do Nilo submetidas a reversdo sexual, por diversos autores (Rani
& Macintosh, 1997; Guerrero 11l & Guerrero, 1997; Phelps et al., 1995). A menor taxa de
sobrevivéncia mencionada pelos autores foi de 75%, para dosagem entre 10 a 40 mg de
MT. kg™ da dieta, por 28 dias.

Segundo Patterson & Salter (1985), o horménio 17-a-metiltestosterona (MT),
esterdide sintético, é considerado substancia anabolizante biologicamente exdgena. Os
anabolizantes sdo substancias quimicas que aumentam o acUmulo de nutrientes no
organismo animal, como o nitrogénio protéico fornecido pela proteina da dieta,
aumentando a sintese protéica e aumento de massa muscular pelo animal, tornando-se
substancia quimica residual (Duarte et al., 2002). Segundo Rinchard et al. (1999), o efeito
anabolizante da metiltestosterona depende do estagio de desenvolvimento, tempo de
administracdo do hormonio e fatores nutricionais. O melhor crescimento dos peixes
revertidos nas duas fases do experimento poderia ser explicado, desta forma, pela acéo
anabolizante do horménio 17-a-metiltesosterona.

O fato de os alevinos que ndo receberam MT na dieta apresentarem 0 mesmo
crescimento dos que receberam a dosagem de 60 mg de MT. kg™ foi devido a maior

resisténcia e saude desses peixes corroborada pelos melhores resultados de sobrevivéncia
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(aproximadamente o dobro dos que receberam hormoénio) e a auséncia de alteracGes
histopatoldgicas no figado desses alevinos.

Efetividade da reversdo

As gbnadas, ao final da fase de alevinagem, foram visualizadas para a identificacdo
do sexo. Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados da andlise estatistica e as médias de
proporcdo de machos por tratamento.

Tabela 3.Valores de F e médias de proporc¢éo de machos de grupos
alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dietas contendo

0,30 e 60 mg MT.kg™

Proporcéo de Machos

Estatisticas (%)

F para tratamento 276,33

CV (%) 3,94
Médias para as dietas com:

0mg MT.kg™ da dieta 59,42 + 5,60 b
30mg MT kg™ da dieta 98,43+1,76 a
60 mg MT .kg™” da dieta 100,00 + 0,00 a

** significativo (P<0,01)
(1) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Houve diferenca entre os resultados de proporcdo de machos por tratamento
(P<0,01). A proporcao de machos foi maior para os grupos de alevinos que receberam as
duas doses de hormdnio na dieta em relacdo ao que ndo recebeu (P<0,05). Ndo houve
diferenca entre as doses de horménio (P>0,05). Os resultados mostraram efetividade na
masculinizacdo para as duas dosagens.

As médias de proporcdo de machos foram altas para os grupos de alevinos que
receberam o hormonio na dieta. A menor dose recebida mostrou-se eficiente para obtencéo
de lotes monosexo. Varios autores tém recomendado para a tilapia do Nilo doses entre 30 e
60 mg MT.kg™ da dieta por periodos variando entre 21 e 30 dias. Smith & Phelps (1996)
obtiveram 82 a 92% de machos com 60 mg MT.kg” da dieta por 28 dias. Gale et al.

(1999), alimentando alevinos com 60 mg MT.kg™ na dieta por 30 dias, encontraram 92%



27

de machos. Mainardes-Pinto et al. (2000), trabalhando com dois tipos de dieta comercial,
encontraram 89 e 92% de machos para tilapias alimentadas com 30 mg MT.kg™ da dieta
por 45 dias e, 99 e 98% de machos de til4pias alimentadas com 60 mg MT.kg™ da dieta por
45 dias. Melhores resultados foram obtidos no presente trabalho (98,4 e 100% de machos
para as doses de 30 e 60 mg MT.kg™ da dieta, respectivamente) com a administragdo por
30 dias da dieta. Os altimos autores citados encontraram para os alevinos controle (que nédo
receberam o horménio na dieta) as médias de 58 e 56% de machos de duas linhagens
diferentes, semelhantes a do presente trabalho (59,6% de machos) para os alevinos ndo
revertidos. Os resultados do presente trabalho concordam com recomendagdes de varios
autores de doses entre 30 e 60 mg MT.kg™ por 25 a 30 dias (Guerrero & Guerrero, 1988;
Vera-Cruz & Mair, 1994; Green et al., 1997). Kubitza (2000) recomenda doses entre 30 e
60 mg MT.kg™ da dieta por 21 a 28 dias, em 5 a 6 refeicdes diarias, para obtencéo de lotes
com 98 a 100% de machos.
Histologia de figado

As amostras de figado dos alevinos que ndo receberam 17-a-metiltestosterona na
dieta, provenientes das coletas efetuadas ao longo da fase de alevinagem, mostraram-se
semelhantes quanto a histologia. Na analise histolégica, exibiram hepatécitos arredondados
e arranjados em uma organiza¢do cordonal, em torno dos capilares sinusdides. Os
hepatocitos apresentaram nucleo central com alta basofilia e citoplasma com pequenas
vesiculas e alta acidofilia. Neste tecido foi também observada a presenca de
hepatopancreas e granulos de glicogénio no citoplasma dos hepatocitos. A partir da veia
central se formavam pequenos capilares sinusoides que estavam em contato direto com 0s
hepatocitos. Na coleta efetuada aos 14 dias apos o final da reversdo, a organizagdo em
corddes dos hepatocitos estava mais definida que nas primeiras duas coletas, e no

citoplasma observou-se a presenca de pequenas vesiculas (Figura 1A).



28

Os resultados conferem com a descri¢do histoldgica do figado de teledsteos (Kendall
& Hawkins, 1975; Bruslé & Anadon, 1996), inclusive da tilapia do Nilo (Vicentini et al.,
2005), o que permite caracterizar a histologia do figado dos peixes que ndo receberam
horménio com um padréo estrutural tipico da espécie.

As amostras de figado dos alevinos alimentados por trinta dias com dieta contendo
17-o-metiltestosterona na dose de 30 mg.kg™®, revelaram caracteristicas histoldgicas
variaveis entre as coletas. Ao término da reversao e apés sete dias, a histologia do figado
foi semelhante a do figado dos alevinos que nao receberam horménio na dieta; porém,
havia aumento nas vesiculas presentes no interior do citoplasma dos hepatdcitos. Apés 14
dias do término da reversdo sexual, as amostras de figado apresentaram aumento na
congestdo sanguinea nos capilares sinuséides. Apds 21 e 28 dias, as amostras apresentaram
muitas vesiculas no citoplasma, e este se mostrou claro (Figura 1B).

Logo apds o término da reversdo sexual, as amostras de figado dos alevinos que
receberam dieta com 17-o-metiltestosterona na dose de 60 mg.kg™, também apresentaram
alteracdes histoldgicas, com aumento do volume dos hepatdcitos, deslocamento do nicleo
dos hepatocitos para a periferia da célula e a presenga de vesiculas no interior no
citoplasma (FiguralC). O deslocamento do nucleo é um indicativo de que a célula esta
com a atividade metabdlica alterada. Sete dias apds o término da reversdo sexual, as
mesmas alteracbes do figado foram visualizadas e ainda o citoplasma dos hepatocitos
apresentava-se claro, com baixa acidofilia, onde p6de ser verificado o desarranjo da
organizacdo cordonal dos hepatdcitos (Figura 1D). Apés 14 dias do término da reversdo
sexual, os capilares sinusoides apresentavam congestdo sanguinea aumentada. Nas
amostras de figado coletado apds 21 e 28 dias do término da reversdo sexual, ocorreu
aumento da congestdo sanglinea nos capilares sinusoides. Neste periodo, ocorreu a

presenca de grandes vesiculas no citoplasma dos hepatocitos.
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O figado dos peixes, a semelhanca de todos os outros vertebrados é um o6rgéo vital,
responsavel pela acumulacdo, biotransformacdo e excrecdo de compostos quimicos
estranhos ao organismo. O figado pode apresentar diferentes formas de hepatodistrofias
relacionadas a processos toxicos, e suas extensdo e gravidade dependem do tipo, duracgdo e
severidade da agressdo e do estado fisioldgico da célula envolvida (Robbins e Cotran,
2005).

Nas amostras de figado retiradas dos alevinos deste experimento, foram
visualizadas pequenas alteragdes microscopicas no tratamento com adi¢cdo de 17-a-
metiltestosterona na dosagem de 30 mg.kg™ na dieta. Alteracdes histoldgicas mais severas
foram encontradas nas amostras de figado dos alevinos que receberam a dose superior (60
mg.kg™).

Santos et al. (2004) avaliaram a histopatologia de figados de O. niloticus, para o
monitoramento de contamina¢do ambiental decorrente das atividades humanas na gua da
represa de Guarapiranga, e dentre as alteragcbes encontradas estavam 0 aumento da
vacuolizagdo citoplasmatica. Essas vacuolizagGes citoplasmaticas indicam a existéncia de
regibes com provavel concentracdo de lipideos e glicogénio ou a combinacdo de agentes
toxicos com lipideos intracitoplasmaticos. O acumulo de lipideos e a diminuicdo de
glicogénio no citoplasma dos hepatdcitos prejudicam suas atividades metabdlicas. Os
autores concluiram que, provavelmente, as alteragcdes encontradas estivessem relacionadas
a acdo de substancias toxicas ou xenobioticas presentes na agua. No presente estudo, as
alteracdes nos hepatdcitos dos peixes , como o0 aumento da vacuolizacdo citoplasmatica,
ocorreram em conseqiiéncia da adicdo de 17-a-metiltestosterona na dieta. Isto €
corroborado pela auséncia de alteragcbes no figado dos alevinos que ndo receberam
horménio, e pelas alteracdes mais severas nos hepatocitos dos alevinos tratados com a

maior dose do hormonio na dieta. A histologia do figado das tilapias que receberam
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horménio na dieta caracteriza esteatose no figado causada pelo hormdnio, mais grave na

maior dose estudada.

Flgura 1. Fotomlcrografla de figado de tllaplas do N|Io allmentadas com dletas
contendo trés doses de 17-a-metiltestosterona na dieta. Em A) 14 dias ap6s a fase de
reversdo sexual com dose de 0 mgMT.kg” demonstrando o arranjo cordonal dos
hepatdcitos (traco), hepatocitos (H) e veia central (V). Azul de Toluidina 0,5%, 400x.
Em B) 21 e 28 dias ap6s a reverséo sexual com dose de 30 mgMT.kg™ - ocorréncia de
vesiculas (Ve) no interior dos hepatocitos. Azul de Toluidina 1%/Fucsina basica 0,5%.
400x. Em C) Ao término da reverséo sexual com dose de 60 mgMT.kg™- Aumento do
volume celular. Azul de Toluidina 1%/Fucsina basica 0,5%. 400x. Em D) Sete dias
apos o término da reversdo sexual com dose de 60 mgMT.kg'1l - Desarranjo cordonal
dos hepatdcitos. Azul de Toluidina 1%/Fucsina basica 0,5%.400x.
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Conclus6es

A reversdo sexual através da adigdo de 17-a-metiltestosterona deveria ser abolida nos
cultivos de tilapia, pois causa danos aos hepatdcitos e influencia na saide dos peixes.

A adicdo do hormonio 17-a-metiltestosterona na dieta de tilapias na fase de reversdo
sexual promoveu alteracBes histoldgicas no figado desses peixes, caracterizando
intoxicacao pelo horménio, mais grave na dose de 60 mg.kg™.

Para a reversdo sexual, o nivel de adicdo de 30 mg de 17-a-metiltestosterona por
quilograma da dieta, por trinta dias, foi considerado o ideal. Pois causou menor

desorganizacao na estrutura histolégica do figado entre os peixes revertidos.



32

Referéncias

Behmer, A.O.; Tolosa, E.M.C.; Freitas-Neto, A.G. (1976) Manual de técnicas para
histologia normal e patologica. 1.ed. Sdo Paulo, Ed. Edusp/Edart. 239p.

Boyd, C. Water quality management for ponds fish culture. (1992) In:
Developments in aquaculture and fisheries science. 9. ed. New York, Elsevier. 482p.
Bruslé, J. & Anadon, G.G. (1996) The structure and function of fish liver. In: Fish

Morphology. Science Publishers. 300p.

Duarte, K. M. R;; Silva, F. M. S. M.; Meirelles, C. F. (2002) Residuos de anabolizantes na
producdo animal: importancia e métodos de deteccdo. Ciéncia Rural, 32, 731-737.

El-Sayed, A.-F.M. (2006) Tilapia culture. 1.ed. Cambridge, CABI Publishing. 277p.

Fagerlund, U.H.M., Higgs, D.A., McBride, J.R., Plotnikoff, M.D., Dosanjh, B.S. & Market,
J.R. (1983) Implications of varying dietary protein, lipid and 17-alpha-
methyltestosterone content on growth and utilization of protein and energy in juvenile
coho salmon (Oncorhynchus kitstch). Aquaculture, 30, 109-124.

Gale, W.L.; Fitzpatrick, M.S.; Lucero, M. & Contreras, W.M. (1999) Masculinization of
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) by immersion in androgens. Aquaculture, 178,
p.349-357.

Gannam, A.L. & Lovell, R.T. (1991) Effects of feeding 17-alpha-methyltestosterone, 11-
ketotestosterone, 17-beta-estradiol and 3,5,3-triiodothyronine to channel catfish,
Ictalurus punctatus. Aquaculture, 92, p.377-388.

Green, B.W., Verrica, K.L. & Fitzpatrick, M.S. (1997) Fry and fingerling production. In:
Dynamics of Pond Aquaculture (Egna, H.S. & Boyd, C.E. ed), pp. 215-243. CRC
Press, Boca Raton, Florida, USA.

Guerrero 111, R.D. & Guerrero, L.A. (1988) Feasibility of commercial production of sex-
reversed Nile tilapia fingerlings in the Philippines. In: Pullin, R.S.V., Bhukaswan, T.,
Tonguthai, K. & Maclean, J.L. (eds). Proceedings of the Second International
Symposium on Tilapia in Aquaculture. ICLARM Conference Proceedings, 15,
Department of Fisheries, BangKok, Thailand, and ICLARM, Manila, Philippines, 183-
186.

Guerrero I, R.D. & Guerrero, L.A. (1997) Effects of androstenedione and
methyltestosterone on Oreochromis niloticus fry treated for sex reversal in outdoor net
enclosure. In: International Symposium on Tilapia in Aquaculture, 4, Orlando,
Proceedings..., 12, p.772-777.

Guerrero 111, R.D. & Shelton, W.L. (1974) An aceto-carmine squash techinique for sexing
juvenile fishes. The Progressive Fish-Culturist, 36, p.56.

Kendall, M.\W. & Hawkins, W.E. (1975) Hepatic morphology and acid phosphatase
localization in the channel catfish (Ictalurus punctatus). Journal of Fisheries Research
Board of Canada, 32, p. 1459-65.

Kubitza, F. (2000) Tilapia: Tecnologia e Planejamento na Produgdo Comercial. 1.ed.
Jundiai, SP, F. Kubitza. 289p.

Mainardes-Pinto, C.S.R.; Fenerich-Verani, N.; Campos, B.E.S. & Silva, A.L. (2000)
Masculinizagéo da Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, utilizando diferentes ragoes
e diferentes doses de 17 o-metiltestosterona. Revista Brasileira de Zootecnia, 29,
p.655-659.

Meurer, F.; Hayashi, C.; Costa, M.M. Boscolo, W.R. (2004) Uso da Saccharomyces
cerevisiae como probiotico para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante o
periodo de reversdo sexual. In: Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Zootecnia,
41, Campo Grande. Anais... Campo Grande: Sociedade Brasileira de Zootecnia, [2004]
(CD-ROM)



33

Patterson, R. L. & SALTER, L. J. (1985) Anabolic agents and meat quality: a review. Meat
Science, Savoy, 14, p. 191-220.

Phelps, R.P., Salazar, G.C., Abe, V. & Argue, B.J. (1995) Sex reversal and nursery growth
of Nile tilapia, Oreochromis niloticus (L.), free-swimming in earthen ponds.
Aguaculture Research, 26, 293-295.

Popma, T. J. & Phelps, R. P. (1998) Status report to commercial tilapia producers on
monosex fingerling productions techniques. In: Congresso Sul Americano de
Aquicultura, 1, Anais... Recife: Simposio Brasileiro de Aqicultura, p.127-145.

Rani, A & Macintosh, D.J. (1997) An evaluation of the effects of hormone concentration,
treatment period, feding regime and rearing salinity on production of all-male Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) fry using 17-a-methyltestosterone. In: Tilapia
Aquaculture — Proceedings of the IV International Symposium on Tilapia in
Aquaculture, 2, Orlando, FL, USA, p. 791-802.

Rinchard, J.; Dabrowski, K.; Garcia-Abiado, M. A. & Ottobre, J. (1999) Uptake and
depletion of plasma 17- -metyltestosterone during induction of masculinization in
muskellunge (Esox masquinongy). In: . Effect on plasma steroids and sex
reversal, 64, p. 512-525. (Steroids)

Robbins, R.; Cotran, R.S. (2005) Patologia - Bases Patologicas das Doencas. In:
KUMAR, V.; ABBAS, A.K. & FAUSTO, N. (Eds) Rio de Janeiro, Elsevier, 1592p.
Rothbard, S.; Zohar, Y.; Zmora, N.; Sivan, B.L.; Moav, B. & Yaron, Z. (1990) Clearance
of 17-a-ethynyltestosterone from muscle of sex-inversed tilapia hybrids treated for

growth enhancement with two doses of the androgen. Aquaculture, 89, p.365-376.

Santos, A.A.; Ranzani-Paiva, M.J.T.; Felizardo, N.N. & Rodrigues, E.L. (2004) Anélise
histopatologica de figado de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, criadas em tanque-
rede na represa de Guarapiranga, Sdo Paulo, SP, Brasil. Boletim do Instituto de Pesca,
30, p.141-145.

SAS INSTITUTE INCORPORATION. (2001) Statistical Analysis Software User’s guide
statistics, 5. ed., Cary, NC, SAS Institute Inc., 956.

Simone, D.A. (1990) The effects of the synthetic steroid 17-alpha-methyltestosterone on
the growth and organ morphology of the channel catfish (Ictalurus punctatus).
Aquaculture, 84, p.81-93.

Sipauba-Tavares, L.H. (1995) Limnologia aplicada a aquicultura. 1. ed. Jaboticabal,
FUNEP, 70p.

Smith, E.S. & Phelps, R.P. (1996) Reproductive efficiency, fry growth, and response to sex
reversal of Nile and red tilapia. In: Annual Technical Report, 14, Oregon. Fourtheenth
Annual Administrative Report, Oregon: Pond Dinamics/ Aquaculture Collaborative
Research Support Program/ Sustainable Aquaculture for a Secure Future, Oregon State
University, Corvallis, Oregon, p.112-1109.

Taylor, W.; Snowball, S. & LESNA, M. (1993) The effects of long-term administration of
methyltestosterone on the development of liver lesions in BALB/c mice. American
Journal of Pathology, 143, p.211-218.

Vera-Cruz, EIM.V. & Mair, G.C. (1994) Conditions for effective androgen sex-reversal in

Oreochromis niloticus (L.). Aquaculture, 122, 237-248.

Vicentini, C.A.; Franceschini-Vicentini, 1.B.; Bombonato, M.T.S.; Bertolucci, B.; Lima,
S.G. & Santos, A.S. (2005) Morphological study of the liver in teleost Oreochromis
niloticus. International Journal of Morphology, 23, p.211-216.

Wassermann, G.J. & Afonso, L.O.B. (2002) Validation of the aceto-carmin technique for
evaluating phenotypic sex in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fry. Revista Ciéncia
Rural, 32, p.113-139.



34

Westaby, D., Ogle, S.J., Paradinas, F.J., Randell, J.B., Murray-Lyon, .M. (1997) Liver
damage from long-term methyltestosterone. Lancet, 2, 8032, 262-263.

Yu, T.C., Sinhubber, R.O., Hendricks, J.D. (1979) Effect of steroid hormones on the
growth of juvenile coho salmon (Oncorhynchus kisutch). Aquaculture, 16, p.351-359.

Zimmermann, S. & Fitzsimmons, K. (2004) Tilapicultura intensiva. In: Cyrino, J.E.P.;
Urbinati, E.C.; Fracalossi, D.M & Castagnolli, N. Topicos especiais em piscicultura de
agua doce tropical intensiva. Sdo Paulo, TecArt, 533p.



35

CAPITULO 3
Niveis de proteina bruta em dietas praticas para alevinagem e recria de tilapias do
Nilo submetidas ou ndo a reversao sexual: efeitos no desenvolvimento e estrutura

do figado.

Resumo- Foram estudados os efeitos do hormonio 17-o-metiltestosterona sobre o
desempenho produtivo e alteracbes no figado nas fases de alevinagem e recria de
alevinos de tilapias do Nilo da linhagem tailandesa. O experimento foi conduzido na
Universidade Estadual Paulista, Centro de Aquicultura, Laboratério de Nutricdo de
Organismos Aquaticos, Jaboticabal, Sdo Paulo. Os alevinos utilizados no experimento
foram provenientes da Piscicultura Aquabel, sendo que metade deles foi submetida a
reversdo sexual por meio da adigcdo de 17-a-metiltestosterona na dieta comercial. Ao
chegarem ao Laboratdrio, os dois grupos de alevinos (revertidos ou ndo) foram
distribuidos em 32 caixas de fibra de vidro de 420 L na densidade de 1 alevino/L. A
fase de alevinagem dos peixes foi realizada durante 35 dias, quando foram avaliadas as
médias de peso e comprimento no inicio e final desta fase e calculada a sobrevivéncia.
A fase de recria dos alevinos teve duracdo de 70 dias. Para o inicio dessa fase foi
realizada contagem de todos os alevinos e ajustou-se a densidade nas caixas para 1
alevino/1,5L. Nessa fase, os alevinos receberam quatro dietas praticas isocaldricas que
variavam no teor de proteina bruta: 32, 36, 40 e 44%. Nas duas fases, 0s alevinos foram
alimentados seis vezes ao dia, até a saciedade aparente. Ao final do experimento, foi
analisada a proporc¢do de machos. Durante o experimento foram coletadas amostras de
figado dos alevinos para anélise histoldgica. Os alevinos revertidos apresentaram, ao
final da fase de alevinagem, maiores médias de peso e comprimento. A sobrevivéncia
foi semelhante para os dois grupos de alevinos. Ao final da fase de recria, os alevinos
revertidos apresentaram maiores medias de peso e ganho de peso, mas ndo houve
influéncia do nivel de proteina bruta sobre estes parametros. A média de proporcdo de
machos para os peixes revertidos foi maior do que para os nao revertidos (87% e 67%,
respectivamente). Nao foram identificados desarranjos na estrutura do figado nos peixes

nao revertidos alimentados com 32% PB.

Palavras chave: tilapia, reversdo sexual, alevinagem, recria, desempenho, figado.
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Crude protein level for sex reversed or no sex reversed tilapia fingerlings:

performance and liver histology

Abstract- The effects of the addition of 17-a-methyltestosterone in the diet as sex
reversal technique were studied in the performance and liver histology of Nile tilapia
fingerlings and juveniles. The experiment was carried out in the S&o Paulo State
University, Aquaculture Center, Aquatic Organisms Nutrition Laboratory, Jaboticabal,
Séo Paulo State, Brazil (Lat. 21°15’S, Long. 48°18’W). The fingerlings utilized came
from the Aquabel Pisciculture, where half of them were submitted to sex reversal by
that technique. At the Laboratory, the two groups of fingerlings, sex reversed or no sex
reversed, were randomly distributed into 32 420 L fiber boxes at a density of 1 fish/L.
Initial period was carried out during 35 days, where the average weight and length were
measured at the initial and the end of this period, and the average weight gain and
survival were calculated. The second period was carried out in 70 days. In the beginning
of this period, all the fishes were counted and density was adjusted for 1 fish/1.5L. In
this period, fishes from the two groups (reversed or no reversed) were fed with four
types of practical diets which varied in their crude protein level: 32, 36, 40, and 44%. At
the end, the average weight and length were measured and the average weight gain was
calculated. Fishes were fed six times per day until apparent satiation at both periods.
The reversion effectiveness was analyzed at the end of the experiment. During the
experiment liver samples were collected for histology. Sex reversed fishes showed at
the end of the initial 30 days higher average weight and length than the no sex reversed
ones. Survival of fishes from the two groups was similar. At the end of the experiment,
sex reversed fishes showed higher average weight and weight gain. There was no
influence from the crude protein level in those parameters. The average of male's
proportion for the sex reversed fishes was higher than for the no reversed ones (87% e
67%, respectively). There was no identified alteration in the liver only in the group from
the no reversed fishes fed with 32%CP.

Key Words: tilapia, sex reversion, fingerlings, growth performance, liver
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Introducéo

A tilapia do Nilo é a espécie de peixe mais cultivada no Brasil (IBAMA, 2005). A
tailandesa, linhagem que esta em primeiro lugar nos cultivos, descende de um grupo de
tilapia do Nilo levada do Egito ao Japdo, que seguiu para Tailandia e outros paises do
sudeste asiatico. Nestes paises, esta linhagem melhorada geneticamente, apresentou
melhor desempenho, comportamento mais docil e melhor adaptagdo aos cultivos
intensivos, principalmente em tanques-rede (Kubitza, 2006). Os primeiros alevinos
foram trazidos ao pais em 1996. Mais recentemente, novo material genético de tilapia
tailandesa foi importado para o Nordeste brasileiro.

O sucesso do cultivo depende da qualidade dos alevinos e sua criagdo, entre
varios fatores. Muitos pontos devem ser considerados na avaliacdo da qualidade dos
alevinos de tilapia, entre eles a eficiéncia da reversdo sexual e o desempenho de cada
lote de alevinos recebidos (Kubitza, 2006).

Para varios piscicultores e pesquisadores, o cultivo de lotes monosexo é
considerado determinante do sucesso da criagdo de til&pia (Meurer et al., 2004). A
reversdo sexual utilizando-se hormonio 17-a-metiltestosterona incorporado a dieta de
pos-larvas de tilapia tem sido o método mais utilizado para o cultivo de lotes de
alevinos monosexo. Segundo Rothbard et al. (1990) e Guerrero Il e Guerrero (1997),
0 horménio 17-a-metiltestosterona utilizado na dieta € o que demonstra melhores
resultados para a reversao sexual. Os piscicultores, em geral, tém relatado melhor peso,
comprimento e homogeneidade de lotes de alevinos alimentados com dietas acrescidas
de 17-a-metiltestosterona, em relacdo a lotes que ndo recebem o hormonio na dieta.
Porém, este método tem sido discutido no meio cientifico porque ainda ndo se
determinaram exatamente as consequiéncias desta técnica sobre o ambiente e o

organismo do peixe, desde a alevinagem até a engorda. Os produtores e consumidores
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vém preocupando-se com o risco que a utilizacdo hormonal na tilapicultura pode trazer
a saude humana, a sadude do peixe e a0 ambiente aquatico.

O objetivo deste experimento foi comparar o desempenho de alevinos submetidos
ou nao a reversdo sexual, na fase de alevinagem alimentados com dieta comercial e na
fase de recria alimentados com diferentes niveis de proteina bruta na dieta, buscando-se
simular o problema de figado gorduroso que acontece nas pisciculturas. E analisar o

perfil histol6gico hepatico dos peixes.

Material e Métodos

Instalacgdes e condigdes experimentais

O ensaio foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Centro de
Aquicultura (CAUNESP), Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos
(LANOA), Jaboticabal, S&o Paulo (Lat. 21°15’S, Long. 48°18’W).

Foram utilizadas 32 caixas de fibra de vidro com capacidade de 420 L. As caixas
eram abastecidas continuamente por agua proveniente de mina com taxa de renovagdo
de aproximadamente 20 vezes ao dia, e dotadas de aeracdo forcada proveniente de
compressor radial, por meio de assopradores e mangueiras plasticas flexiveis com pedra
porosa.

Durante o0 ensaio, a temperatura da agua foi aferida duas vezes ao dia (9h30min
e 15h30min), aleatoriamente, em duas caixas por tratamento, usando termdmetro de
bulbo de mercurio, para controle da agua de cultivo. Variaveis fisico-quimicas da agua
foram analisadas semanalmente, as 8h0Omin e as 16h00Omin, em amostras de duas
caixas por tratamento. Foi avaliado o potencial hidrogeninico (potencidémetro digital-
Corning 0S-30), o oxigénio dissolvido na 4gua (mg.L™) e temperatura (°C) (oximetro

digital-YSI-  Yellow Spring Instruments 54A) e a amonia total (mg.L™)
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(espectrofotémetro). O fotoperiodo no laboratério durante todo o experimento foi de 12
horas de luz e 12 horas de escuro.

Material biolégico e manejo

Os alevinos de tilapia do Nilo utilizados no ensaio foram provenientes da
Piscicultura Aquabel, Fazenda Belmonte, localizada em Rolandia, Parana. Eram
descendentes de um mesmo lote de 500 fémeas e 150 machos de tilapia do Nilo,
linhagem tailandesa. Metade dos alevinos foram revertidos na propria piscicultura,
seguindo o manejo de adicdo de 60 mg.kg’' de 17-a-metiltestosterona na dieta
comercial, fornecida oito vezes ao dia, por 38 dias. A composicdo da dieta utilizada na
piscicultura foi: 88% MS, 56% PB, 10% EE, 4% FB, 14% MM 3,6% Ca e 1,5% P,
segundo o fabricante.

A fase de alevinagem dos peixes (primeira fase experimental) foi realizada
durante 35 dias. Ao chegarem ao LANOA, os grupos de alevinos revertidos ou néo
foram distribuidos na densidade de 1 alevino/L nas caixas ao acaso. Nesta fase, a dieta
que os alevinos recebiam na piscicultura de origem foi substituida gradualmente por
outra dieta comercial cuja composicao foi: 87,5% MS, 45% PB, 9% EE, 6% FB, 13%
MM, 3% Ca, 1% P, segundo o fabricante.

A fase de recria dos peixes (segunda fase experimental) iniciou-se ap0s a fase de
alevinagem (36 dias ap6s o término da reversdo sexual) e teve duracdo de 70 dias.
Inicialmente, foi realizada a contagem de todos os alevinos e a biometria de 10% deles.
Durante essa biometria, retirou-se 28% dos alevinos (grandes e pequenos) para ajustar a
densidade nas caixas para 1 alevino/1,5L, e para que se tivessem lotes mais homogéneos
nas caixas, deixando-se 280 alevinos em cada caixa. Foi realizada biometria de 20% dos

alevinos apos setenta dias do inicio do arragoamento com as dietas experimentais. Os
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peixes foram deixados em suas caixas de origem para serem utilizados em um
experimento posteriormente.

Nas duas fases, os alevinos foram alimentados seis vezes ao dia (7h30min,
9h30min, 11h30min, 13h30min, 15h30min e 17h30min), observando-se o consumo da
dieta até alcancar-se a saciedade aparente. Para o arragoamento, a entrada de &gua era
fechada por meia hora.

Todas as caixas foram limpas em dias alternados para retirada das sobras de racéo
e fezes do fundo das caixas, utilizando-se sifonagem manual com mangueira de
borracha, as sete horas da manha. Nos dias da afericdo dos demais pardmetros fisico-
quimicos da agua, a analise era realizada antes das caixas serem sifonadas.

Na realizacdo das biometrias, os alevinos eram anestesiados em uma solucéo de
0,1 g/L de benzocaina e obtidos o peso (g) utilizando-se balanca digital (GEHAKA-B6-
1000) e o comprimento (mm) utilizando-se paquimetro digital de 0 a 150 mm
(UUSTOOLS - Professional - MT 00855).

Delineamento experimental

A fase de alevinagem foi realizada em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com dois tratamentos e dezesseis repeticbes cada. Os tratamentos
corresponderam aos peixes ndo revertidos (NR) e revertidos (RV).

A fase de recria foi realizada em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com oito tratamentos em esquema fatorial 2 X 4, correspondente aos dois lotes de
peixes (ndo revertidos e revertidos) e aos quatro tipos de dietas (32; 36; 40; 44; % PB),
com quatro repeti¢des cada. Os tratamentos foram:
= NR32- alevinos ndo revertidos e alimentados com a dieta contendo 32% PB;
= NR36- alevinos ndo revertidos e alimentados com a dieta contendo 36% PB;

= NR40- alevinos ndo revertidos e alimentados com a dieta contendo 40% PB;



41

= NR44- alevinos néo revertidos e alimentados com a dieta contendo 44% PB;
= RV32- alevinos revertidos e alimentados com a dieta contendo 32% PB;
= RV36- alevinos revertidos e alimentados com a dieta contendo 36% PB;
= RV40- alevinos revertidos e alimentados com a dieta contendo 40% PB;
= RV44- alevinos revertidos e alimentados com a dieta contendo 44% PB.

Dietas experimentais utilizadas na fase de crescimento dos alevinos

As andlises dos ingredientes e das racfes foram realizadas no LANOA do
CAUNESP, segundo a metodologia descrita pela A.O.A.C. (2000). As dietas
experimentais isocaldricas foram formuladas de forma a apresentarem 32, 36, 40 e 44%
de proteina bruta (PB) com 44, 40, 36 e 32% de extrativo ndo nitrogenado (ENN),
respectivamente. Os niveis de PB e os ingredientes que foram utilizados foram
escolhidos procurando-se simular as formulagdes das ragdes comerciais. A composi¢do
percentual e quimico-bromatolégica calculada e analisada das dietas experimentais sdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Composi¢ao percentual e quimico-bromatolédgica das dietas experimentais

Ingredientes (%) Dietas

32%PB 36%PB 40%PB 44% PB
Milho 47,30 41,00 32,00 24,60
Farelo de Trigo 8,80 7,00 7,00 6,20
Farelo de Soja 16,10 20,00 25,50 30,00
Oleo de soja 1,50 1,40 1,50 1,50
Protenose® (66% PB) 3,50 5,00 5,50 6,00
Farinha de peixe (70% PB) 17,80 19,60 22,50 24,50
Farinha de sangue (89% PB) 4,00 5,00 5,00 6,20
Suplemento Vitaminico e Mineral® 1,00 1,00 1,00 1,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicdo bromatol ogi ca®?
Matéria seca (%) 88,50 88,63 88,84 89,01
Proteina bruta (%) 32,00 36,01 40,00 44,00
Extrato etéreo (%) 6,60 6,39 6,40 6,27
Carboidratos totais (%) 47,24 43,14 38,65 34,43
Matéria mineral (%) 4,19 4,58 5,10 5,48
Energia bruta (kcal.kg™) 3981 3969 4007 3985
Composicéo bromatol 6gica®
Matéria seca (%) 92,37 92,91 92,55 92,99
Proteina bruta (%) 33,18 36,70 40,16 44,25
Extrato etereo (%) 8,02 6,48 6,12 7,48
Carboidratos totais (%) 47,49 45,72 41,50 36,99
Matéria mineral (%) 3,68 4,01 4,77 4,27
Energia bruta (kcal.kg™) 4599 4580 4567 4738

PB= proteina bruta

(1)Niveis de garantia por kg de produto: vit A 860.000 Ul; vitamina D3 240.000 UI; vitamina E 10.500 Ul;
vitamina K3 1400 mg; vitamina B1 2100 mg; vitamina B2 2150 mg; vitamina B6 2100 mg;

vitamina B12 2200 mcg; Niacina 10.000mg; Pantotenato de calcio 5600 mg; Acido folico 580 mg;

Biotina 17mg; vitamina C 18000 mg; metionina 100.000 mg; colina 60.000 mg; cobre 1800 mg

manganes 5000 mg; zinco 8000 mg; iodo 90 mg; cobalto 55 mg; selenio 30 mg; antioxidante 10000 mg.
(2) Composicéo calculada a partir da composicio analisada dos ingredientes

(3) Composicao analisadadas ragdes

As dietas foram preparadas na fabrica de racdo do CAUNESP misturando-se 0s
ingredientes em um misturador horizontal, para posteriormente ser realizada a
granulacdo em peletizadora. O tamanho dos granulos foi sendo adaptado ao tamanho
dos peixes, a cada processamento. Para o arragoamento, as dietas foram sorteadas ao

acaso nos grupos de peixes (revertidos ou nao revertidos).
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Parametros avaliados

Na fase de alevinagem, foram avaliadas as médias de peso e comprimento no
inicio e final dos 35 dias, e calculada a sobrevivéncia (%) para os dois grupos de
alevinos [Sob= (n° final de peixes/ n° inicial de peixes) x 100].

Na fase de recria, foram avaliadas as médias de peso no inicio e no final e o
comprimento no final dos 70 dias de arragoamento com as dietas experimentais. Foi
calculado também o ganho de peso total. Foi determinada a proporcdo de machos (%)
[%omachos= (n° machos /n° total de peixes sexados) x 100].

Identificacao do sexo dos alevinos

Ao final da fase de recria dos alevinos, oito peixes por caixa foram
insensibilizados, mortos em gelo moido e conservados no alcool etilico para
identificacdo do sexo. A proporcdo de machos foi determinada pela anélise
microscopica das gbnadas e identificagdo do sexo dos alevinos, utilizando-se a técnica
do acetato-carmim, descrita por Guerrero e Shelton (1974), e validada para alevinos de
tilapia do Nilo por Wassermann e Afonso (2002). As gbdnadas dos alevinos eram
retiradas por abertura da cavidade abdominal pelo ventre, e eram colocadas em laminas,
coradas com acetato carmim a 45%, comprimidas levemente com laminula e,
posteriormente, examinadas ao microscopio 6tico.

Coleta e analise histoldgica do figado dos alevinos

Durante a fase de recria dos alevinos, foi coletado o figado de quatro alevinos de
cada tratamento, sorteando-se as caixas de onde seriam retirados os alevinos, no inicio
do fornecimento das racdes e apo6s 30, 50 e 70 dias. Inicialmente, os alevinos foram
insensibilizados e mortos em gelo moido, foram cortadas as cabecas e as caudas e, apos
a abertura da cavidade celomatica, foi retirado o figado. Estes foram fixados em solucgéo

de glutaraldeido 2,5% em solucdo tampao fosfato (pH 7,2; 0,1 M), por 24 horas. Apos a
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fixacdo, procederam-se as oito lavagens, diariamente, em tampdo fosfato (pH 7,2; 0,1
M) para retirada da solucdo fixadora. A seguir, o material foi mantido em alcool 80°
para posterior realizacdo da analise histoldgica. A inclusdo do material foi realizada em
historesina (Historesin® - Leica). A microtomia foi realizada em micrétomo automatico
(Leica-RM2155, Germany) com a obtencdo de cortes com trés um de espessura. A
seguir, foi realizada a coloragdo em Hematoxilina — Eosina e Azul de Toluidina 0,5%/
Fucsina basica 0,5% (Behmer, 1976). Os cortes histologicos foram analisados e
fotomicrografados com fotomicroscopio Leica em software gwin.

Anélise Estatistica

Os dados resultantes do experimento foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade. Nas analises em que houve diferengas
significativas, os dados foram submetidos ao teste de comparacdo de médias de Tukey

ao nivel de 5% de significancia, pelo programa Statistical Analysis System (SAS, 2001).

Resultados e Discusséo

Condigdes ambientais de cultivo

Os parametros fisico-quimicos médios da agua durante a fase de alevinagem e a
fase de recria dos peixes sao mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua durante
0 experimento

Parametro Fase de alevinagem Fase de recria
Temperatura/ manha (°C) 25,61 £ 0,96 19,80 + 1,54
Temperatura/ tarde (°C) 26,52 +1,01 21,19+ 1,70
Oxigénio dissolvido/ manha (mg/L 2,66 + 0,96 543+ 1,10
Oxigénio dissolvido/ tarde (mg/L) 1,43+£0,54 3,55+1,48
pH/ manh& 6,74 £ 0,10 6,44 £ 0,25
pH/ tarde 6,74 £ 0,03 6,46 + 0,16

Amobnia total (mg/L) 2,75+ 0,76 1,14 £ 0,36
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A diferenca nas temperaturas pela manha e a tarde ocorrida entre as fases do
experimento deveu-se a uma necessidade de trocar a fonte de suprimento de agua no
laboratdrio, de agua proveniente de mina para dgua proveniente de represa.

El-Sayed (2006) considerou a faixa de temperatura de 20 a 35°C para o
desenvolvimento normal, reproducdo e crescimento da til&pia. As temperaturas pela
manhd e a tarde nas duas fases do experimento estiveram dentro destes limites. Mas,
esse mesmo autor considerou a temperatura de 28°C essencial para se obter o
crescimento maximo na fase inicial de vida da tilapia. As temperaturas pela manhé e a
tarde nas duas fases do experimento estiveram abaixo da recomendada. Porém, segundo
Ribeiro (2001) somente temperaturas abaixo de 12°C podem causar mortalidade.

A temperatura de conforto para o cultivo da tilapia deve estar entre 27 e 32°C, a
faixa de pH considerada boa para tilapia é entre 6,0 e 8,5 e a concentracdo de amonia
total adequada deve estar abaixo de 0,24 mg.L™ (Kubitza, 2000). Pelas recomendages
do autor, somente o pH manteve-se satisfatorio para a tilapia. Porém, segundo
Watanabe et al. (2002) a espécie tolera condi¢gBes ambientais adversas, como baixo
oxigénio dissolvido (1,0 mg/L), altos niveis de am6nia (2,4 a 3,4 mg/L de ambnia ndo

ionizada), pH entre 5,0 e 11,0.



Desempenho produtivo na fase de alevinagem

Os resultados estatisticos dos parametros analisados na fase de alevinagem sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de F e médias de peso, comprimento e sobrevivéncia de tilapia do Nilo revertidas ou ndo revertidas e
alimentadas com dieta comercial durante 35 dias de alevinagem

Peso inicial Comprimento inicial Peso final Comprimento final ~ Sobrevivéncia
Estatisticas (9) (mm) (9) (mm) (%)
F p/ tratamentos 111,257 111,38" 26,8" 26,37 0,02"
CV (%) 40,62 13,06 13,11 6,94 2,90
Meédias p/ os alevinos:
N&o revertidos 028+0,15b"Y  27,00+4,13b 342+0,56 b 55,31 +3,09 b 91,98 + 3,08
Revertidos 0,46+0,15a 31,63+ 3,50a 4,36 £0,46 a 62,75+ 4,90 a 92,10 +£2,19

** significativo (P<0,01); ns- néo significativo

(1) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de T ukey (P>0,05)
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O peso e o comprimento no inicio da fase de alevinagem foram maiores (P<0,01)
para oS peixes revertidos, indicando que os alevinos vieram da piscicultura com
diferenca no peso entre os grupos. Essa diferencga persistiu até o final dessa fase como
mostra 0 peso e comprimento aos 35 dias, maiores (P<0,01) para os peixes revertidos.
N&o houve diferenca (P>0,05) entre o lote de peixes néo revertidos e revertidos quanto a
sobrevivéncia, que se mostrou alta.

Os alevinos de tilapia devem medir no minimo 3 cm, ao final da reversdo sexual
com o horménio 17-a-metiltestosterona, aos 28 dias de vida (Kubitza, 2006). No inicio
da fase de alevinagem, os peixes revertidos apresentavam comprimento semelhante ao
indicado pelo autor e 0s peixes ndo revertidos eram menores.

Leonhardt (1997), em um experimento comparando peso e comprimento de
alevinos de tilapia entre grupos ndo revertidos e revertidos, encontrou peso e
comprimento de 0,33 g e 2,53 cm para 0s ndo revertidos e 0,34 g e 2,65 cm para 0s
revertidos, apos 28 dias de cultivo. Semelhantes médias de peso e comprimento no
inicio da fase de alevinagem no presente ensaio foram encontrados, 0,28 g e 2,70 cm
para o lote de alevinos ndo revertidos e 0,46 g e 3,16 cm para o lote de alevinos
revertidos.

Segundo Patterson & Salter (1985), o horménio 17-a-metiltestosterona (MT),
esteroide sintético, é considerado substancia anabolizante biologicamente exdgena. Os
anabolizantes sdo substancias quimicas que aumentam o acumulo de nutrientes no
organismo animal, como o nitrogénio protéico fornecido pela proteina da dieta,
aumentando a sintese protéica e aumento de massa muscular pelo animal, tornando-se
substancia quimica residual (Duarte et al.,2002). Segundo Rinchard et al.(1999) o efeito
anabolizante da metiltestosterona depende do estagio de desenvolvimento, tempo de

administracdo do hormonio e fatores nutricionais.



48

Os maiores peso e comprimento dos alevinos revertidos durante a alevinagem
podem ser devido a estes alevinos terem chegado ao laboratério, maiores que 0s nao
revertidos.

No presente experimento, ndo houve diferenca para a sobrevivéncia dos dois
grupos, ao contrario do que é relatado pelos piscicultores, que afirmam maiores
resisténcia e sobrevivéncia de lotes de alevinos que passaram pela reversdo por meio de
administracdo de MT.

Vérios autores encontraram resultados discordantes quanto ao peso de alevinos
revertidos por meio da utilizacdo da MT adicionada a dieta. Simone (1990) encontrou
menores pesos para os alevinos que receberam o horménio, em relagcdo aos que ndo
receberam. Mainardes-Pinto et al. (2000) mostraram que n&o houve diferencas
significativas entre os tratamentos com testosterona em tilapia do Nilo, com relagdo ao

ganho de peso.

Desempenho produtivo na fase de recria

Os resultados estatisticos dos parametros analisados na fase de recria dos alevinos

sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores de F e médias dos parametros de desempenho de alevinos de tilapia do Nilo
revertidos ou ndo revertidos, alimentados com dietas praticas contendo niveis de proteina bruta
durante 70 dias de recria (dos 36 aos 105 dias de idade)

Peso inicial Peso final Ganho de peso  Comprimento
Estatisticas (9) (9) (9) (cm)
F p/ Rev 31,38" 29,03” 20,66 44,61
Fp/PB 2,53"™ 0,90™ 0,83™ 1,55"™
F p/ interacio Rev x PB 1,19™ 2,51" 2,77" 3,06
CV (%) 12,12 10,56 11,97 3,28
Médias para:
Alevinos NRV 3,42+ 0,56 b(® 19,06 +2,09b 1563+190b 9,74 £ 0,33
Alevinos RV 436+046a 2332+266a 1896+252a 10,53 £ 0,41
Médias para dietas com:
32% PB 3,54 +£ 0,57 20,39 + 2,33 16,85 £ 2,11 9,98 + 0,35
36% PB 4,17 £ 0,63 20,93+ 1,75 16,75+ 1,47 10,06 £ 0,37
40% PB 3,97 £ 0,58 22,18 + 4,38 18,21 + 3,91 10,31 + 0,69
44% PB 3,89+ 0,90 21,25 + 4,00 17,36 + 3,25 10,19 + 0,69

Rev = reversdo; PB = proteina bruta; NRV = ndo revertidos; RV = revertidos
(*) Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05);

Houve diferenca significativa (P<0,01) para as médias de peso inicial e peso aos
70 dias e a média de ganho de peso total na fase de crescimento dos alevinos. Estes
parametros foram maiores (P<0,05) para os peixes revertidos. N&o houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os niveis de proteina bruta na dieta sobre os parametros
citados (Tabela 4).

Houve interacdo (P<0,05) entre os efeitos da reversdo sexual e nivel de proteina
na dieta sobre as médias de comprimento total ao final da fase de crescimento dos
alevinos (Tabela 4).

As médias de comprimento dos alevinos apo6s 70 dias de recria sao mostradas na

Tabela 5.
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Tabela 5. Médias de comprimento (cm) de alevinos de tilapia do Nilo revertidos ou néo revertidos,

alimentados com dietas praticas contendo de proteina bruta apds 70 dias de recria
Niveis de proteina na dieta

Alevinos 32% 36% 40% 44%
Nao revertidos 983+034A2% 976+014Aa 9,79+046Ab 9,58 +0,40 Ab
Revertidos 10,12+ 035Ba 10,37 +0,22 Aa 10,83+ 0,44 Aa 10,78 +0,09 Aa

(1) Médias seguidas de mesma letra, minGsculas para comparagdes na vertical e mailisculas para comparagdes na horizontal

néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Para os alevinos ndo revertidos, ndo ocorreu diferenca (P>0,05) quanto ao
comprimento entre 0s niveis de proteina na dieta. Para os alevinos revertidos, 0s niveis
a partir de 36% PB levaram a maiores médias (P<0,05) de comprimento que o nivel de
32%PB. Para os alevinos alimentados com 40 ou 44% PB na dieta, os revertidos
apresentaram a maior média (P<0,05) de comprimento ao final da recria.

O maior ganho de peso dos alevinos revertidos em relagdo aos ndo revertidos
reflete o maior peso inicial desde o inicio do experimento e inicio da fase de recria, e
pode ser atribuido a interferéncia da MT naquela fase.

Leonhardt (1997), apds 97 dias de cultivo de alevinos de tilapia ndo revertidos e
revertidos, encontrou peso médio de 21,20 g e comprimento médio de 10,83 cm no
grupo de peixes ndo revertidos e, peso médio de 33,78 g e comprimento médio de 12,59
cm no grupo de peixes revertidos. No presente experimento, foi encontrado peso médio
de 19,06 g e 0 maior comprimento médio de 9,83 cm e peso médio de 23,32 g e 0 maior
comprimento médio de 10,83 cm para 0s peixes ndo revertidos (Tabelas 4 e 5).
Considerando que no presente experimento, o periodo total de alevinagem foi de 105
dias, semelhante ao periodo estudado pelo autor e que hoje a tilapia é melhorada
geneticamente, os resultados encontrados para os peixes revertidos foram baixos em
relagdo aos encontrados pelo autor.

Resultados de proporgdes de machos

O resultado da anélise estatistica das propor¢des de machos analisadas ao final da

fase de crescimento dos alevinos é mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6.Valores de F e médias de propor¢do de machos de lotes
de alevinos de tilapia do Nilo, submetidos ou ndo a reversao sexual

Estatisticas Proporcéo de Machos
(%)

F para reversio 8,29

CV (%) 24,93

Meédias para:

Alevinos nio revertidos 67,19 + 20,85 b "’

Alevinos revertidos 86,72+ 13,24 a

** significativo (P<0,01)
(1) Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05)

O lote tratado com hormonio para a reversao sexual apresentou maior (P<0,01)
proporcdo de machos. A proporgdo de machos no grupo revertido esteve entre 73,48 e
99,96%, semelhantes a valores encontrados por diversos autores. Smith e Phelps (1997)
obtiveram 82 a 92% de machos com 60 mg MT.kg™ da dieta por 28 dias. Gale et al.
(1999) em 30 dias alimentando alevinos com 60mg MT.kg™ na dieta encontraram 92%
de machos. Mainardes-Pinto et al. (2000), trabalhando com dois tipos de dieta
comercial, encontraram 89 e 92% de machos para tilapias alimentadas com 30mg
MT kg™ da dieta por 45 dias e, 99 e 98% de machos de tilapias alimentadas com 60mg
MT.kg™ da dieta por 45 dias.

Histologia de figado

As amostras de figados dos alevinos mostraram-se semelhantes quanto a
histologia nos tempos avaliados. Na analise histoldgica, o figado dos alevinos nao
revertidos e alimentados com dieta com 32%PB (NR32) apresentou 0s hepatdcitos
arredondados, com citoplasma claro e nacleo baséfilo e dispostos em arranjo cordonal
em torno dos capilares sinusoides. Foi possivel identificar a presenca de hepatopancreas
entremeado ao tecido hepatico. O figado dos peixes desse tratamento foi considerado
sem anormalidades histolégicas. Os resultados estdo de acordo com a descri¢do

histologica do figado da tilapia do Nilo (Vicentini et al., 2005).
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Os resultados das analises histologicas dos demais grupos de peixes permitiram
afirmar que, tanto o fato de os alevinos terem sido revertidos quanto o maior teor de
proteina na dieta, causaram desorganizacdo na estrutura do tecido hepatico. Foi
identificado aumento de volume dos hepatocitos devido ao aumento nas vesiculas
presentes no interior do citoplasma, assim como aumento na congestdo sanguinea nos
capilares sinusoides, que sdo sinais de acimulo de substancias no interior das células
hepéticas, causado por alteracdo no metabolismo celular.

No tecido hepatico dos alevinos ndo revertidos e alimentados com a dieta
contendo 36%PB (NR36), ocorreu aumento do volume dos hepatdcitos e congestdo
sanglinea no interior dos capilares sinusdides (Figura 1A), mostrando ja os efeitos
deletérios do aporte excessivo de proteina na dieta pela sobrecarga dos capilares que
provocam o desarranjo em forma de corddo dos hepatdcitos. Os alevinos nédo revertidos
e alimentados com dietas contendo 40 e 44% de PB (NR40 e NR44) apresentaram
amostras de figado com desarranjo na organizacdo cordonal e aumento de volume dos
hepatdcitos e presenca de vesiculas no interior dos hepatocitos em algumas regides

(Figura 1B).

Figura 1. Fotomicrografia de figado de r tadas ¢

dietas com niveis de proteina bruta. Em A) Tratamento NR36 demonstrando congestdo
sanguinea (C) no interior dos capilares sinuséides. Azul de Toluidina 1%/Fucsina basica
0,5%. 200x. Em B) Tratamentos NR40 e NR44 com aumento do volume dos hepatécitos

(H) e desarranjo cordonal. Azul de Toluidina 1%/Fucsina béasica 0,5%, 400x.
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Nas amostragens realizadas, o figado dos alevinos revertidos e alimentados com
dieta com 32%PB (RV32) apresentou desarranjo na estrutura cordonal dos hepatdcitos
em algumas regides. Neste tratamento ocorreu aumento no volume dos hepatocitos e
congestdo sangiuinea no interior dos capilares sinusoides (Figura 2A). No tratamento
com alevinos revertidos e alimentados com 36%PB (RV36) ocorreu aumento do volume
dos hepatocitos e congestdo sangiiinea no interior dos capilares sinusoides. Nos
tratamentos com alevinos revertidos e com dietas de 40 e 44% de PB (RV40 e RV44)
ocorreu desarranjo na organizacgdo cordonal dos hepatdcitos e a congestdo sangiiinea no

interior dos capilares sinusoides tornou-se mais evidente em regifes (Figura 2B).

Figura 2. Fotomicrografia de figado de tilapias do Nilo revertidas e alimentadas com dietas
com niveis de proteina bruta. Em A) Tratamento RV32 demonstrando congestéo sangiiinea
(C) no interior dos capilares sinusdides e aumento do volume dos hepatdcitos (H) e
hepatopancreas (HP). Azul de Toluidina 1%/Fucsina basica 0,5%. 400x. Em B) Tratamento
RV44 com desarranjo cordonal (trago) e congestdo sangiinea dos capilares sinusoides (C).
Azul de Toluidina 1%/Fucsina basica 0,5%, 400x.

Santos et al. (2004) avaliaram a histopatologia de figados de O. niloticus para o
monitoramento de contaminacdo ambiental e dentre as alteracfes encontradas estavam o
aumento da vacuolizacédo citoplasmética. Essas vacuolizacfes citoplasméticas indicam a
existéncia de regides com provavel concentracdo de lipideos e glicogénio ou a
combinacdo de agentes toxicos com lipideos intra-citoplasmaticos. O acimulo de

lipideos e a diminuigdo de glicogénio no citoplasma dos hepatdcitos prejudicam suas
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atividades metabolicas. Os autores concluiram que, provavelmente, as alteracdes
encontradas estivessem relacionadas a acdo de xenobidticos presentes na gua.

Robbins & Cotran (2005) afirmaram que o figado dos peixes, a semelhanca de
todos os outros vertebrados, € um o6rgdo vital, responsavel pela acumulacéo,
biotransformacédo e excrecdo de compostos quimicos estranhos ao organismo. O figado
pode apresentar diferentes formas de hepatodistrofias relacionadas a processos toxicos e
suas extenséo e gravidade dependem do tipo, duracdo e severidade da agressdo e do
estado fisioldgico da célula envolvida.

No figado de alevinos deste experimento, notou-se maior severidade nas
alteracOes histoldgicas nos peixes revertidos e nos que receberam dieta com os maiores

teores de proteina.

Conclusoes

Os resultados observados nas condigOes experimentais justificam as seguintes
conclusdes:

1) O nivel de 32% de proteina bruta na dieta permite desempenho satisfatério dos
alevinos, tendo sido revertidos ou ndo.

2) Apenas alevinos ndo revertidos e alimentados com 32%PB na dieta tém
preservada a estrutura do figado.

3) A reversdo sexual e/ou o alto nivel de proteina nas dietas levam a alteragdes

histoldgicas no tecido hepético, sendo mais severas com os dois fatores combinados.
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CAPITULO 4
Desempenho e histologia hepética de tilapias do Nilo de lotes sexualmente
revertidos ou ndo cultivados em tanques-rede com dietas contendo dois teores

protéicos

Resumo- Um experimento foi conduzido em 12 tanques-rede de 4 m? instalados em
uma represa de 1800 m? e profundidade média de 2 m, localizada na Universidade
Estadual Paulista, Centro de Aquicultura, Jaboticabal, Sdo Paulo. Lotes de 200 tilapias
do Nilo com peso médio inicial de 127 gramas foram colocados em cada tanque-rede,
usando dois grupos de peixes, revertidos ou ndo revertidos por meio da utilizagdo do
hormoénio 17-a-metiltestosterona. Os peixes foram alimentados com duas dietas
isocaléricas (4000 kcal de EB.kg™t) contendo 28 ou 32% PB. As tildpias eram
arragoadas cinco vezes ao dia, até a saciedade aparente. Nao houve interacdo entre 0s
fatores reversdo sexual e nivel de proteina na dieta para as médias de peso final (PF),
ganho de peso (GP), converséo alimentar (CA), comprimento final (CF) e,
sobrevivéncia (SO). Ndo houve diferenca entre os peixes ndo revertidos e revertidos
quanto a PF, GP, CF e SO. Porém, os peixes nao revertidos apresentaram pior média de
conversao alimentar (1,83) que os peixes revertidos (1,76). Quanto ao teor de proteina
na dieta, as melhores médias de PF, GP, CA foram apresentadas com 32% PB. Nao
houve diferenca quanto ao CF e a SO. A proporcdo de machos no grupo de peixes néo
revertidos foi de 83,9% e no grupo de peixes revertidos foi de 97,4%. Concluiu-se que
0S peixes ndo revertidos mostraram desempenho produtivo semelhante e a mesma
sobrevivéncia que os peixes revertidos. O nivel de 32% PB na dieta possibilitou melhor
desempenho para a tilapia, em ambos os grupos, nas condi¢des estudadas. Alteragdes
histoldgicas no tecido hepatico como desarranjo da disposi¢do cordonal, aumento de
volume e de vesiculas nos hepatécitos foram encontradas nos peixes revertidos. Porém,
foram mais acentuadas no grupo de peixes revertidos e alimentados com 32% PB na

dieta.

Palavras chave: tilapia, reversao sexual, tanques-rede, proteina, figado
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Performance and liver histology of Nile tilapia sex reversed or not sex reversed

reared in cages and fed with two different protein level in the diet

Abstract- The intensive culture of tilapia in cages is increasing very fast. This research
was carried out with the aim to find out the fat liver in tilapias and its possible causes.
An experiment was carried out with sex reversed or not sex reversed Nile tilapia
cultivated in 12 cages with 4 m? allocated into a 1800 m? pond at Sdo Paulo State
University, Aquaculture Center, Jaboticabal, SP, Brazil (Lat. 21°15’S, Long. 48°18’W).
First, groups of 200 fishes with average weight of 127g were randomly distributed in
the cages by the two groups (sex reversed or not sex reversed). Fishes were fed two
types of diets, which were isoenergetics (4000 kcal gross energy.kg™) with two protein
levels: 28 or 32% of crude protein (CP). Fishes were fed five times per day until the
apparent satiation. There was no interaction between the factors of sex reversal and
level of protein for the mean final weight (FW), total weight gain (WG), feed
conversion (FC), final total length (FL) and survival (SV). For the sex reversal as
variation factor, there was no difference for FW, WG, FL and SV between sex reversed
and not sex reversed fishes. Not sex reversed fishes showed the worst FC (1.83) than the
sex reversed ones (1.76). Fishes fed 32% CP showed the best FW, WG and FC, but
there was no difference for FL and SV. The male proportion for not sex reversed tilapia
was 83.9% and for sex reversed tilapia was 97.4%. It was concluded that not sex
reversed tilapia had the equal performance that the sex reversed ones. The level of 32%
CP in the diet let the best performance for the tilapia for the two groups, in the
conditions of this study. Histological alterations in the liver of sex reversed fishes were
visualized. The alterations were more accentuated in the liver of the sex reversed tilapia
fed 32%CP.

Key Words: tilapia, sex reversion, 17-a-methyltestosterone, cages, protein, liver
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Introducéo

A tilapia do Nilo apresenta atributos que a torna uma das melhores espécies de
peixe para a aquicultura, principalmente nos paises em desenvolvimento: rapido
crescimento, toleréncia a ampla faixa de condigdes ambientais (temperatura, salinidade,
baixo oxigénio dissolvido), resisténcia a estresse e doencas, habilidade de reproducgdo
em cativeiro, baixo intervalo de geracfes, alimentacdo no mais baixo nivel trofico e
aceitacdo de alimentos artificiais imediatamente apds a absor¢do do saco vitelino (El-
Sayed, 2006).

O cultivo racional de tilapia do Nilo esta difundido como o principal no mundo e
Brasil. No nosso pais a producédo de tilapia ja atingiu 69.078 toneladas, representando
38,4% da producdo brasileira total de peixes cultivados (IBAMA, 2005). As
perspectivas sdo de que o Brasil se torne o maior produtor de tilapia cultivada do
mundo.

O sistema de cultivo em tanques-rede é o que tem apresentado maior crescimento
em numero, devido ao menor custo de investimento, tecnologia disponivel atualmente, e
disponibilidade de aguas represadas no pais. O cultivo de tilapias em tanques-rede
requer a alimentagéo exclusiva de dietas nutricionalmente completas e balanceadas, as
quais constituem o principal fator do custo de producdo. Dessas dietas, a proteina é o
nutriente mais importante a ser considerado, tanto para o peixe como para o0 custo da
dieta. O nivel de proteina da dieta depende de inumeros fatores inerentes ao peixe, as
condi¢des ambientais de cultivo, e a propria dieta. Varios estudos tém buscado o melhor
regime de alimentacdo em funcdo dos niveis e qualidade protéicos, visando a reducao
dos custos com alimentacdo. Esses estudos sdo realizados com peixes sexualmente

revertidos. Porém, a reversdo sexual por meio da utilizacdo de hormdnio tem sido
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discutida, por ndo terem determinado ainda as consequéncias desta técnica sobre o
organismo do peixe.

Tém sido notados nas pisciculturas, problemas de acimulo de gordura no figado
das tilapias, aliados a alta mortalidade proxima ao abate. E importante a determinacio
das causas deste problema que afetam a produtividade e a qualidade do pescado para
que se garanta o abastecimento do mercado interno e externo com qualidade do produto.
Pois o consumidor esta cada vez mais exigente em qualidade do que consome e no
conhecimento das condigdes em que o pescado foi cultivado. O procedimento neste
trabalho acompanhou o das pisciculturas, e para tanto, formulou-se ragdes com
ingredientes utilizados pelas industrias de ra¢cGes e com base na proteina bruta.

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho e a estrutura hepatica de tilapias
do Nilo entre lotes sexualmente revertidos ou ndo, por meio da utiliza¢cdo do horménio
17-a-metiltestosterona adicionado a alimentacéo na fase larval, cultivados em tanques-

rede e alimentados com dois niveis protéicos: 28 ou 32% PB.

Material e Métodos

Instalacgdes e condigdes experimentais

O experimento foi realizado em uma represa na Universidade Estadual Paulista,
Centro de Aquicultura, localizada em Jaboticabal, S&o Paulo (Lat. 21°15’S, Long.
48°18’W), com duracdo de 115 dias. A represa tem aproximadamente 1800m? de
lamina d'agua e profundidade média de dois metros. Antes da realizacdo do
experimento, a represa foi esvaziada totalmente, realizada a calagem com cal virgem e
deixada ao sol durante um més. Depois foi abastecida novamente com agua proveniente

de outra represa.
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Os peixes utilizados nesta investigacdo foram estocados em 12 tanques-rede de
4m?, instalados na represa. Os tanques-rede foram dispostos paralelamente em duas
linhas de seis tanques, no sentido longitudinal da represa, e foi colocado um aerador
entre eles, que permanecia ligado das 18h00min até as 6h00min do dia seguinte.

Durante o ensaio, varidveis fisico-quimicas da agua foram monitoradas. O
potencial  hidrogeniébnico  (pHmetro  digital-Corning) e a amdnia total
(espectrofotdmetro) foram medidos semanalmente, as 7h00min da manha. O oxigénio
dissolvido na agua (Oximetro digital-YSI) e a temperatura da agua foram medidos trés
vezes por semana, as 9h00min e as 15h00min. A temperatura da agua foi monitorada
também diariamente, utilizando-se termdmetro de méxima e minima instalado a um
metro de profundidade nos tanques-rede.

Material biolégico e manejo

Foram utilizadas 2400 tilapias do Nilo, da linhagem Tailandesa, provenientes da
Piscicultura Aquabel, localizada em Rolandia, Parana. Metade passou pelo processo de
reversdo sexual utilizando-se 60 mgMT.kg™ adicionada & dieta das pés-larvas por 38
dias na prépria piscicultura, e a outra metade ndo. As tilapias foram mantidas no Centro
de Aquicultura, no Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquéticos até a colocagdo
nos tanques-rede, com peso inicial médio de 127 gramas. Durante a criagdo dos peixes,
entre as fases de alevinagem e recria foi realizada uma repicagem de 15% dos peixes
grandes e 15% dos peixes pequenos. Isso foi realizado nos dois grupos de peixes, ndo
revertidos e revertidos. E o0 objetivo deste passo foi o de adequar a densidade dos peixes
nas caixas de cultivo e homogeneizar os lotes para coloca-los nos tanques-rede.

Foram colocados inicialmente 200 peixes em cada tanque-rede, usando taxa de
estocagem de 50 peixes/m®. Os grupos de tilapias revertidas ou ndo foram distribuidos

nos 12 tanques-rede, ao acaso, por sorteio, assim como a distribuicdo dos tratamentos
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experimentais (dietas) nos tanques-rede de cada grupo. Os peixes foram arragcoados até
a saciedade aparente, observando-se o consumo diario da dieta. O arragoamento foi
realizado cinco vezes ao dia, nos seguintes horarios: 9h30min, 11h30min, 13h30min,
15h30min e 17h30min.

Delineamento experimental

O experimento foi realizado num DIC com quatro tratamentos em um esquema
fatorial 2 x 2, correspondendo aos dois grupos de peixes (revertidos ou ndo) e as dietas
com 28 ou 32% de proteina bruta, com trés repetices cada. Os tratamentos foram:
= NR28 - alevinos néo revertidos e alimentados com a dieta com 28,0% PB;
= NR32 - alevinos néo revertidos e alimentados com a dieta com 32,0% PB;
= RV28 — alevinos revertidos e alimentados com a dieta com 28,0% PB;
= RV32 - alevinos revertidos e alimentados com a dieta com 32,0% PB.

Dietas experimentais

As andlises dos ingredientes e das dietas foram realizadas no Centro de
Aquicultura, no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos, segundo a
metodologia descrita pela A.O.A.C. (2000). As dietas experimentais isoenergéticas
(aproximadamente 4000 kcal de EB/kg) foram formuladas de forma a apresentarem 28
ou 32% de proteina bruta, e 50% da composicdo em proteina proporcionada por
ingredientes de origem animal (farinha de peixe, farinha de carne, farinha de sangue e
farinha de penas, em proporcBes iguais). A composicdo percentual e quimico-
bromatologica calculada e analisada das dietas experimentais sdo apresentadas na

Tabela 1.
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Tabela 1- Composicdo percentual e quimico-bromatoldgica das dietas experimentais

Ingredientes (%) Dietas

28%PB 32%PB
Milho 46,63 38,57
Farelo de trigo 14,63 14,96
Farelo de soja 16,18 22,22
Oleo de soja 1,00 0,50
Farinha de peixe (70%PB) 4,81 5,49
Farinha de carne (44% PB) 4,81 5,49
Farinha de sangue (89% PB) 4,81 5,49
Farinha de penas de aves (89%PB) 4,81 5,49
L-Lys® 0,15 0,00
Fosfato Bicélcico 1,20 0,80
Suplemento Vitaminico e Mineral '’ 1,00 1,00
Total 100,00 100,00
Composicdo bromatdgica®
Matéria seca (%) 89,36 89,76
Proteina bruta (%) 28,00 32,00
Extrato etéreo (%) 4,37 3,78
Carboidratos totais (%) 50,22 46,66
Matéria mineral (%) 6,77 7,32
Energia bruta (kcal.kg™) 4072 4098
Composicao bromatégica(4)
Matéria seca (%) 89,73 90,63
Proteina bruta (%) 26,79 31,02
Extrato etéreo (%) 2,31 2,23
Carboidratos totais (%) 54,72 51,27
Matéria mineral (%) 5,91 6,11
Energia bruta (kcal.kg™) 4002 4090

PB= proteina bruta

(1) L-Lys- niveis de garantia:min 78% lisina base; méax. 1,5% umidade; min 99% pureza

(2) Niveis de garantiapor kg de produto: vit A 860.000 UI; vitamina D3 240.000 Ul; vitamina E 10.500 Ul;
vitamina K3 1400 mg; vitamina B1 2100 mg; vitamina B2 2150 mg; vitamina B6 2100 mg;

vitamina B12 2200 mcg; Niacina 10.000mg; Pantotenato de calcio 5600 mg; Acido folico 580 mg;
Biotina17mg; vitamina C 18000 mg;metionina 100.000 mg; colina 60.000 mg; cobre 1800 mg;

manganes 5000 mg; zinco 8000 mg; iodo 90 mg; cobalto 55 mg; selenio 30 mg; antioxidante 10000 mg.
(3)Composicdo calculada a partir da composicao analisada dos ingredientes

(4)Composic¢do analisada

As dietas experimentais foram processadas na Féabrica de Ragdo da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP, em Jaboticabal, por meio de
mistura dos ingredientes em um misturador horizontal, e posterior extrusdo em

extrusora a vapor em sistema de uma rosca trabalhando a temperaturas de 90 a 130°C,
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com capacidade de processamento de 250 kg por hora. O tamanho dos granulos foi
sendo adaptado ao tamanho dos peixes, a cada processamento.

Parametros avaliados

Foi realizada uma biometria aos 60 dias do inicio do ensaio, por amostragem de
12% dos peixes. Nesse periodo foram avaliados 0s seguintes parametros de
desempenho: peso (P60), comprimento total (C60), ganho de peso (GP60) e conversdo
alimentar aparente (consumo total de dieta de cada parcela/ganho em peso de cada
parcela) (CA60).

Ao final do ensaio foi realizada a despesca nos tanques-rede e a biometria em
todos os peixes, pesando-os e medindo o seu comprimento total. Foram avaliados: peso
(PF), comprimento total (CF), ganho de peso (GP) , conversdo alimentar aparente
(consumo total de dieta de cada parcela/ganho de peso de cada parcela) (CA), taxa de
sobrevivéncia [Sob= (n° peixes final/n® peixes inicial) x 100], e determinada a
proporcdo de machos [% machos=(n°® machos identificados/n® total final de
peixes)x100].

Identificacéo do sexo dos peixes

Na despesca, durante a biometria final, foi realizado o exame macroscopico pela
analise visual da papila urogenital de todos os peixes (Popma & Green, 1990), para
identificacdo do sexo dos peixes e determinacdo da propor¢éo de machos.

Coleta e analise histoldgica do figado dos peixes

Para analise histoldgica, foram coletados figados de quatro peixes de cada
tratamento, aleatoriamente. Inicialmente, os peixes foram insensibilizados e mortos em
gelo moido. Apos a abertura da cavidade celomatica, gotejando-se glutaraldeido 2,5%

em solucdo tampéo fosfato (pH 7,2; 0,1M), foi retirado o figado. Os figados coletados
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foram picados e mantidos na solugdo de glutaraldeido 2,5% em solucdo tampéo fosfato
(pH 7,2; 0,1M) por 24 horas, para fixacao.

Apos a fixagdo, procedeu-se as oito lavagens, diarias, em tampéo fosfato (pH 7,2;
0,1M) para retirada da solugdo fixadora. Em seguida, o material foi preservado em
alcool 80° para posterior realizacéo da anélise histoldgica.

A inclusdo do material foi realizada em historesina (Historesin® - Leica). A
microtomia foi realizada em micrétomo automatico (Leica-RM2155, Germany) com a
obtencédo de cortes com trés um de espessura. Posteriormente, foi realizada a coloragéo
em Hematoxilina — Eosina e Azul de Toluidina 0,5%/ Fucsina basica 0,5% (Behmer,
1976). Os cortes histolégicos foram analisados e fotomicrografados com
fotomicroscopio Leica em software gwin.

Anélise estatistica dos resultados

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de
comparacdo de médias (Tukey), ao nivel de 5% de significAncia, pelo programa

Statistical Analysis System (SAS, 2001).

Resultados e Discussdo

CondigOes ambientais de cultivo

Uma semana imediatamente antes da instalacdo dos tanques-rede e a colocacgéo
dos peixes, a agua da represa apresentava os seguintes valores médios de: oxigénio
dissolvido= 6,43 + 1,63 mg.L™; temperatura da agua= 19,13 + 1,11°C e pH= 6,99 +
0,38.

A media dos parametros fisico-quimicos da agua durante o experimento estdo

apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores medios de parametros fisico quimicos da agua
durante o experimento

Parametros Média
Temperatura/ manha (°C) 25,80 £ 0,89
Temperatura/ tarde (°C) 26,66 + 1,23
Oxigénio dissolvido/ manha (mg.L™") 2,98 £ 0,49
Oxigénio dissolvido/ tarde (mg.L™) 547+ 141
pH 6,78 £ 0,27
Ambnia (mg.L™) 0,062 + 0,004

As tilapias sdo particularmente tolerantes ao baixo oxigénio dissolvido, convivem
com ampla acidez e alcalinidade na agua, crescem e até mesmo se reproduzem em
aguas salobras e salgadas e toleram altas concentra¢Ges de amonia toxica comparadas a
maioria dos peixes cultivados (Kubitza, 2000).

El-Sayed (2006) considerou a faixa de temperatura 20 a 35°C para o
desenvolvimento normal, reproducdo e crescimento da til&pia. As temperaturas pela
manha e a tarde durante o experimento estiveram dentro destes limites.

A &gua nos tanques-rede apresentou baixa concentracdo média de oxigénio
dissolvido pela manha, porém acima do limite minimo de 2,4 mg/L (Kubitza, 2000). A
tildpia € um peixe que tolera baixas concentracdes de oxigénio por algumas horas e/ou
alguns dias consecutivos (Kubitza, 2000).

A faixa de pH considerada boa para tilapia é entre 6,0 e 8,5, e a concentragdo de
amonia total adequada deve estar abaixo de 0,24 mg.L™ (Kubitza, 2000). O pH
manteve-se dentro da faixa considerada boa para a tilapia. A concentragdo média de
amonia total na agua durante o ensaio foi aceitavel.

Tran-Duy et al. (2008) encontraram menores taxas de consumo e de crescimento
de tilapias do Nilo com peso em torno de 190g, em agua com 3,00 mg/L de oxigénio
dissolvido (O,D), comparativamente a de 5,60 mg/L de O,D. Os autores sugeriram uma
mudanca no ritmo de alimentacdo em baixos niveis de O,D. No presente estudo, o baixo

nivel de O,D pela manhd pode ndo ter afetado o consumo de dieta dos peixes, pois
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foram realizadas varias alimentacGes por dia e o consumo de dieta pode ter sido

compensado a tarde com niveis de O,D em torno de 5,47 mg/L.

Resultados de desempenho

Ao serem colocados nos tangue-rede, as médias de peso e comprimento total dos
peixes ndo revertidos foram 120,24 + 33,60 g e 18,26 + 1,52 cm, respectivamente, e dos
peixes revertidos foram 134,14 + 44,83 g e 18,91 + 1,77 cm, respectivamente.

A analise estatistica para as médias de peso (P60), comprimento total (C60),
ganho de peso (GP60), conversdao alimentar aparente (CAG60), apds 60 dias de
alimentacéo sdo apresentadas na Tabela 3.

Nos primeiros 60 dias de cultivo houve interacdo entre os fatores reversdo sexual
(RV) e teor de proteina na dieta (PB) para todos os parametros analisados (Tabela 3), e
0 desdobramento da interacdo para as médias de peso, ganho de peso, conversdo

alimentar e comprimento total sdo apresentadas nas Tabelas de 4 a 7, respectivamente.
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Tabela 3. Valores de F para parametros de desempenho de tilapias do Nilo revertidas ou ndo, cultivadasem
tanques-rede por 60 dias e alimentadas com dietas com dois niveis de proteina

Peso Ganhode Peso  Conversédo Alimentar ~ Comprimento
Estatisticas (9) (9 (9) (cm)
Valores de F para RV 0,61™ 0,30™ 0,17™ 1,54™
Valores de F para PB 30,83" 43,78™ 44,75 26,05
Valores de F para interacio RV x PB 9,70 11,137 10,47 15,27
CV (%) 5,76 7,61 7,51 7,84

RV=reversdo sexual; PB= proteina bruta
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Tabela 4. Médias de peso (g) de tilapias do Nilo ndo revertidas e revertidas, cultivadas
em tanques-rede e alimentadas com dietas praticas contendo dois niveis
de proteina bruta, durante 60 dias.

Niveis de proteina bruta

Alevinos 28% 32%
N&o revertidos 286,09 + 10,62 Bb® 383,89 + 21,07 Aa
Revertidos 330,03 £ 29,49 Ba 357,55 + 10,09 Ab

(1) Médias seguidas de mesma letra (mintasculas para comparag6es na vertical e maiUsculas para comparagdes

na horizontal) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Tabela 5. Médias de ganho de peso (g) de tilapias do Nilo ndo revertidas e revertidas,
cultivadas em tanques-rede e alimentadas com dietas praticas contendo dois niveis
de proteina bruta, durante 60 dias.

Niveis de proteina bruta

Alevinos 28% 32%
N3o revertidos 168,34 + 433 Bb @ 261,15 + 15,14 Aa
Revertidos 194,35 + 27,96 Ba 22494 + 373 Ab

(1) Médias seguidas de mesma letra (minasculas para comparag6es na vertical e mailsculas para comparagdes
na horizontal) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Tabela 6. Médias de conversdo alimentar de tilapias do Nilo ndo revertidas e revertidas,
cultivadas em tanques-rede e alimentadas com dietas praticas contendo dois niveis
de proteina bruta, durante 60 dias.

Niveis de proteina bruta

Alevinos 28% 32%
N3o revertidos 1,93 +0,07 Aa® 1,25 + 0,08 Bb
Revertidos 1,68 + 0,21 Ab 1,45+ 0,01 Ba

(1) Médias seguidas de mesma letra (mindsculas para comparagdes na vertical e maiUsculas para comparagoes

na horizontal) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Tabela 7. Médias de comprimento total (cm) de tilapias do Nilo ndo revertidas
e revertidas, cultivadas em tanques-rede e alimentadas com dietas praticas contendo

dois niveis de proteina bruta, durante 60 dias.
Niveis de proteina bruta

Alevinos 28% 32%
NZo revertidos 23,82+1,84Bb Y 25,91 +1,99 Aa
Revertidos 25,01+ 1,78 Ba 25,29 + 2,20 Ab

(1) Médias seguidas de mesma letra (minGsculas para comparag0es na vertical e maiUsculas para comparagdes

na horizontal) ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)



71

Nos primeiros 60 dias de cultivo das tilapias, o nivel de 32%PB na dieta
possibilitou maiores (P<0,05) médias de peso (Tabela 4), ganho de peso (Tabelab),
comprimento total (Tabela7) e, melhor conversdo alimentar (P<0,05) (Tabela 6) nos
dois grupos de peixes, revertidos ou ndo. No mesmo periodo, 0s peixes revertidos
apresentaram melhor (P<0,05) crescimento e conversdo alimentar que 0s ndo revertidos,
quando arragoados com 28%PB. Porém, o contrario aconteceu quando 0s dois grupos
foram arragoados com 32%PB (P<0,05).

A andlise estatistica e as médias de peso, comprimento, ganho de peso,
conversao alimentar e taxa de sobrevivéncia das tilapias revertidas ou ndo apos 115 dias

de alimentagdo com dietas com 28 ou 32% de PB, sdo apresentadas na Tabela 8.



Tabela 8. Valores de F e medias dos parametros de desempenho e sobrevivéncia de tilapias do Nilo ndo revertidas e

revertidas sexualmente, cultivadas em tanques-rede por 115 dias alimentadas com dietas com dois niveis de proteina bruta

Peso Comprimento GanhodePeso  Conv Alimentar ~ Sobrevivéncia
Estatisticas (9) (cm) (9) (9) (%)
F para RV 2,21™ 0,04"™ 0,07™ 5,65 1,31
F para PB 34,36~ 0,42™ 44,65 70,217 0,13™
F para interacdo RV x PB 3,16™ 0,39™ 2,67" 2,17 0,08"
CV (%) 318 3,46 3,48 2,84 3,98
Médias para tilapias:
N&o revertidas 593,91 + 50,52(1) 31,02 £ 1,22 473,67 £47,24 183+0,17a 90,58 + 3,76
Revertidas 610,34 + 27,87 30,90 + 0,73 476,20 + 28,10 1,76 £0,12 b 93,00 +2,79
Meédias para dietas com:
28% PB 569,77 + 28,29 b 30,76 + 1,09 443,06 + 20,09 b 1,92+ 0,07 a 91,42 +4,38
32% PB 634,49+ 13,34 a 31,16 + 0,86 506,82 + 13,53 a 1,67 +0,06 b 92,17 +2,44

RV= reversdo sexual; PB= proteina bruta

** significativo (P<0,01); * significativo (P<0,05); ns- ndo significativo
(1) Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
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N&o houve interacdo entre os fatores reversdo sexual e nivel de proteina na dieta
para os parametros analisados (P>0,05). Os peixes revertidos ou ndo apresentaram
médias de ganho de peso semelhantes, porém, a conversdo alimentar foi melhor
(P<0,05) para o lote sexualmente revertido. A dieta contendo 32%PB possibilitou
maiores (P<0,05) médias de peso e de ganho de peso, e melhor média de conversao
alimentar (P<0,05). Nao houve diferencas entre as taxas de sobrevivéncia dos dois
grupos de tilapias, nos dois fatores estudados (P>0,05).

Os ganhos totais médios de peso dos peixes revertidos e ndo revertidos e
alimentados com as dietas de 28 e 32% PB podem ser comparados aos resultados de Yi
et al (1996), em condi¢Ges semelhantes de experimento. Estes autores encontraram a
média de 413 g/peixe, para tilapias do Nilo alimentadas com dieta comercial contendo
30% PB, em tanques-rede de 4 m®, na densidade de 50 peixes/m®, em um periodo de 90
dias. A conversdo alimentar encontrada pelos autores foi de 1,46, melhor que todas as
obtidas no presente experimento, em que as tilapias eram alimentadas até a saciedade
aparente. As taxas de sobrevivéncia do presente ensaio foram bastante superiores aquela
encontrada pelos autores (de 83,9%).

Ribeiro (2001) observou os seguintes parametros zootécnicos para tilapias do Nilo
cultivadas em tanques-rede de baixo volume e alta densidade: peso médio individual em
140 dias de cultivo de 407 g com conversao alimentar méedia de 1,73 e sobrevivéncia
média de 95%. Mesmo considerando-se que a densidade no presente experimento era
baixa, foram obtidos melhores médias de peso em menor periodo de cultivo, com
semelhantes médias de converséo alimentar e médias de sobrevivéncia.

Ao contrario do que foi encontrado no presente experimento, Dan & Little (2000)

estudaram trés linhagens diferentes de tilapia do Nilo, cultivadas em gaiolas de 1,2 m®, e



74

alimentadas com dieta contendo 30%PB e verificaram melhores ganhos de peso para as
tildpias monosexo, em relagdo aos grupos mistos (machos e fémeas).

Resultado de proporcdo de machos observado ao final do periodo
experimental

A andlise estatistica e as médias de propor¢Ges de macho nos grupos das tilapias
revertidas ou ndo e alimentadas com dietas com 28 ou 32% de PB, ap6s 115 dias de
cultivo sdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9.Valores de F e médias de proporgao de machos de tilapias

do Nilo ndo revertidas e revertidas sexualmente, cultivadas em tanques-

rede por 115 dias, alimentadas com dietas com dois niveis de proteina
Proporcédo de Machos

Estatisticas (%)

F para RV 4527

F para PB 6,48*

F para interagdo RV x PB 5,09™

CV (%) 3,84
Médias para tilapias:

Nao revertidas 84,33+6,83b "
Revertidas 97,92+1,08 a
Meédias para dietas com:

28%PB 88,56 + 10,35 b
32%PB 93,70+ 5,96 a

RV= reversao sexual; PB= proteina bruta
** significativo (P<0,01); *significativo (P<0,05); ns- ndo significativo (P>0,05)
1) Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem pelo teste de T ukey (P>0,05)

Ocorreu influéncia da reversao sexual sobre a propor¢do de machos (P<0,01). Ao
final do experimento o grupo de tilapias ndo revertidas tinha em média 84,33% de
machos e o grupo de tilapias revertidas, 97,92% de machos (Tabela 9). A proporc¢édo de
machos para o grupo de peixes que passaram pela reversdo sexual por meio de adicao
de hormdnio na dieta na fase larval indica efetividade do processo de reversao.

A propor¢do de machos encontrada no grupo de peixes que ndo receberam o

horménio na fase inicial de vida pode ser considerada relativamente alta, se comparada

aos resultados obtidos por Mair et al. (1995) com 47,22 e 53,19% de machos em
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experimento com duas linhagens de tilapia do Nilo conduzido com peixes ndo
revertidos (grupos de machos e fémeas) cultivados em sistemas de recirculacdo de &gua.
Porém, Beardmore et al. (2001), citando alguns trabalhos com progénies de diferentes
linhagens de tilapia do Nilo, relataram faixas amplas de proporcdo de machos, de 31 a
77% (Oreochromis niloticus, linhagem Auburn) ; de 35 a 55% (Oreochromis niloticus
linhagem Swansea); e de 15,5 a 100% (Oreochromis niloticus linhagem AIT). Estes
autores sugerem que a variagdo na proporcdo de machos é influenciada pela genética,
mas fatores externos também podem modificar as propor¢des de machos em grupos de
tilapias.

No presente experimento, deve-se considerar que durante a alevinagem e recria
dos peixes no laboratorio foi realizada uma repicagem, retirando-se 15% dos peixes
grandes e 15% dos peixes pequenos. Isso foi realizado nos dois grupos de peixes, ndo
revertidos e revertidos. E o0 objetivo deste passo foi o de adequar a densidade dos peixes
nas caixas de cultivo e homogeneizar os lotes para coloca-los nos tanques-rede. Nas
pisciculturas, mesmo trabalhando com peixes masculinizados, ocorre a classificagdo da

tildpia por tamanho, antes da colocacgao nos tanques-rede.
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Histologia de figado

Nas coletas de figado, foi possivel visualizar macroscopicamente manchas

esbranquicadas e aspecto friavel do 6rgao dos peixes revertidos (Figura 1).

Figural- Tilapia do Nilo revertida, cultivada em tanque-rede, alimentada com dieta contendo
32%PB, com a cavidade celomatica aberta mostrando o figado in situ (seta).

As amostras de figados dos peixes mostraram-se semelhantes quanto a histologia.
Na analise histologica, as amostras provenientes dos peixes ndo revertidos e
alimentados com 28% PB exibiram hepatdcitos arredondados, de tamanho normal, com
nucleo central com alta basofilia e citoplasma com pequenas vesiculas e alta acidofilia,
porém em desarranjo na organizacdo cordonal. Neste tecido foi também observada a
presenca de hepatopéncreas e granulos de glicogénio no citoplasma dos hepatécitos. A
partir da veia central formavam-se pequenos capilares sinusdides que estavam em
contato direto com o0s hepatdcitos.

Os resultados conferem com a descricdo histoldgica do figado de teledsteos
(Kendall & Hawkins, 1975; Bruslé & Anadon, 1996), inclusive da tilapia do Nilo
(Vicentini et al., 2005), o que permite caracterizar a histologia do figado desses peixes

com padrao estrutural para a espécie.
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As amostras provenientes dos peixes ndo revertidos e alimentados com dietas
contendo 32% PB e dos peixes revertidos e alimentados com 28% PB, foi visualizada
congestdo sanguinea no interior dos hepatdcitos que estavam mais deslocados quanto a
organizagdo cordonal (Figura 2A). Nas amostras provenientes dos peixes revertidos e
alimentados com dietas contendo 32% PB, as altera¢des no tecido hepatico foram mais
acentuadas, podendo-se notar, além da desorganizacdo nos cordfes de hepatdcitos e
congestdo sanguinea no interior dessas células, aumento do volume das vesiculas no
interior dos hepatdcitos e aumento de volume das células (Figura 2B).

O aumento de volume dos hepatdcitos com deslocamento do nucleo dos
hepatdcitos para a periferia da célula e a presenca de vesiculas no interior no citoplasma
mostrou que as células estavam com a atividade metabdlica alterada. Segundo Santos et
al. (2004), vacuolizacdes citoplasmaticas que aumentam o volume dos hepatdcitos
indicam a existéncia de regibes com provavel concentracdo de lipideos e glicogénio ou
a combinacdo de agentes toxicos com lipideos intracitoplasmaticos. O acimulo de
lipideos e a diminuicdo de glicogénio no citoplasma dos hepatécitos prejudicam suas
atividades metabdlicas. No presente estudo, as alteragdes dos hepatdcitos encontradas
sdo semelhantes as observadas por esses autores e foram mais acentuadas no grupo de

peixes revertidos e alimentados com 32%PB na dieta.



Figura 2. Fotomicrografias de figados de tilapias (O. niloticus) revertidas e alimentadas
com dietas com dois niveis de proteina bruta na dieta. Em A) Tratamento RV28 com
congestdo sanguinea (C) no interior dos capilares sinusoides. Azul de Toluidina 1%/Fucsina
basica 0,5%. 200x. Em B) Tratamento RV32 com aumento do volume dos hepatocitos (H).
Azul de Toluidina 1%/Fucsina béasica 0,5%, 400x.

Conclusodes

Os resultados observados nas condigdes experimentais justificam as seguintes

conclusoes:

1) Lotes de tilapias que foram submetidas a reversdo sexual ndo mostraram
melhor crescimento a nivel de proteina bruta mais alto na dieta.

2) A reversdo sexual ndo influenciou o desempenho produtivo da tilapia do
Nilo. Isto pode ser devido & alta propor¢do de machos no lote nédo
revertido. Assim, a separacdo dos peixes por sexo pode ser alternativa a
reversdo sexual de tilapias que ocasiona prejuizos ao figado dos peixes.

3) O nivel de proteina bruta na dieta de 28% ¢ suficiente para desempenho

satisfatorio da tilapia, e desejavel a saude dos peixes.
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CAPITULO5
Desempenho e histologia hepéatica de tilapias do Nilo revertidas ou nao,

alimentadas com dietas praticas com diferentes fontes e teores protéicos

Resumo- As causas de acimulo de gordura no figado de tilapias cultivadas em regime
intensivo tém sido estudadas. Um experimento foi conduzido com tilapias do Nilo da
linhagem tailandesa na Universidade Estadual Paulista, Centro de Aquicultura,
Laboratdrio de Nutricdo de Organismos Aquaéticos, Jaboticabal, S&o Paulo. Os juvenis
utilizados foram submetidos ou ndo a reversdo sexual por meio da adi¢cdo de 60 mg de
17-a-metiltestosterona por quilograma de dieta comercial. Foram cultivados em 32
caixas de fibra de 420L até atingirem o peso inicial médio de 30,82 + 4,76 e 31,07
3,93 g, revertidos ou ndo, respectivamente. O experimento teve durac¢do de 105 dias, 0s
quais foram divididos em dois periodos, de 45 e 60 dias de duracdo. Os dois grupos de
peixes, revertidos ou ndo, receberam quatro tipos de dietas praticas que variavam no
teor de proteina bruta: 28 ou 32% com 50% de origem animal de dois padrdes: mistura,
em partes iguais, de farinha de carne, farinha de sangue e farinha de penas de aves, ou
somente farinha de peixe. Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia, até a
saciedade aparente. Ao final do experimento, foi analisada a propor¢do de machos.
Foram coletadas amostras de figado dos peixes para analise histologica. Os peixes
revertidos apresentaram ao final do experimento maiores médias de peso, comprimento
e ganho de peso. N&o ocorreu mortalidade nos dois grupos de peixes. A mistura dos
ingredientes farinha de carne, farinha de sangue e farinha de penas de aves se mostrou
mais eficiente no desempenho dos peixes do que a utilizagdo de farinha de peixe como
unico ingrediente protéico de origem animal. As médias de propor¢do de machos para
0s peixes revertidos ou ndo foram: 91 e 58%, respectivamente. AlteracGes histologicas
hepaticas como desarranjo na organizacdo cordonal, aumento de volume e de vesiculas
intracitoplasmaticas nos hepatocitos foram encontradas em todas as amostras
analisadas, porém essas alteracbes foram exacerbadas nos peixes revertidos e

alimentados com a mistura protéica.

Palavras chave: tilapia, reversdo, 17-a-metiltestosterona, juvenis, proteina, figado
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Performance and liver histology of Nile tilapia reversed or not reversed and fed
practical diets with different types and levels of protein

Abstract- The causes for fat liver in Nile tilapia are at the moment well studied. An
experiment was carried out with Nile tilapia at S&o Paulo State University, Aquaculture
Center, in the Laboratory of Aquatic Organisms Nutrition, Jaboticabal, SP (Lat.
21°15’S, Long. 48°18°W). The juveniles were, half of them, submitted by sex reversal
with 60 mg of the hormone 17-a-methyltestosterone per kilogram of an commercial
diet, and cultivated until reached the average weight of 30.82 + 4.76 and 31.07 £ 3.93 g
for the reversed fishes or not reversed, respectively. The experimental period lasted 105
days. The weight, total length and weight gain were measured at 45 days from the
beginning and weight, total length, weight gain and survival at the final of the
experiment. The two groups of fishes, reversed or not reversed were fed with four types
of practical diets which varied from the crude protein level: 28 or 32% and, from the
type of animal protein ingredients. One was formed, in equal parts, by meat meal, blood
meal and poultry feathers hydrolyzed meal. The other was formed only by fish meal.
The fishes were fed four times per day, until the apparent satiation. At the end of the
experiment, the male’s proportion was analyzed for the two groups of fishes. Samples
of fish liver of the fishes were collected for histology. The reversed fishes showed
higher average weight, length and weight gain that the no reversed ones, in the end of
the experiment. There was not fish mortality during the experiment. The type of protein
ingredients formed, in equal parts, by meat meal, blood meal and poultry feathers
hydrolyzed meal was more efficient for the performance fishes that the one that utilized
only fish meal as animal protein ingredient. When the diets were formulated only with
the fish meal as animal protein, there was no difference within the crude protein level of
the diets in the performance fishes. The average male proportion was 91 and 58% for
the reversed fishes and for not reversed ones, respectively. At the histological analysis,
alterations in the hepatic tissue were found in all samples analyzed, but they were more
evident for samples from the reversed fishes and for the ones fed with diet formed by

the three sources protein.

Key Words: tilapia, sex reversal, juveniles, protein, liver
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Introducéo

A Aquicultura é o setor de producdo animal que mais tem crescido no Brasil, e a
tilapicultura é o cultivo de peixes de maior producdo e expansdo no nosso pais
atualmente, representando 38,4% da producdo brasileira total de peixes cultivados
(IBAMA, 2005). As perspectivas sdo de que o Brasil se torne o maior produtor de
tilapia do mundo. A espécie mais cultivada é a tilapia do Nilo. Esse peixe, além de
apresentar varias vantagens em termos de facilidade no cultivo e alta produtividade, tem
Otima aceitacdo pelo consumidor devido as suas caracteristicas organolépticas.
Semelhante ao que acontece em todos os setores de produgdo animal, um dos maiores
desafios é a alimentagdo, que deve ser balanceada qualitativa e quantitativamente da
forma menos onerosa possivel. Os nutricionistas tém buscado intensamente informacoes
visando reducdo de custos com alimentacdo e dos teores de proteina nas dietas, sem
perda do desempenho dos peixes. Muitas sdo as opgdes de fontes protéicas de boa
qualidade nutricional para a tilapia.

A maior parte dos trabalhos em nutricdo de tilapias é desenvolvida com peixes
revertidos sexualmente, geralmente utilizando-se o horménio 17-a-metiltestosterona. A
técnica é largamente difundida nas pisciculturas, ainda que ndo tenham sido
determinadas exatamente as consequéncias sobre o organismo do peixe, principalmente
nas fases de recria e engorda.

Os produtores e consumidores vém-se preocupando com o risco que a utilizacéo
hormonal na tilapicultura pode trazer a saude humana, a satde do peixe e ao ambiente
aquatico. Aliada a essa preocupacéo, estd o fato de se encontrar, com frequéncia no
abate das tilapias, acimulo de gordura no figado.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento e a histologia hepatica de

juvenis de tilapias do Nilo revertidos ou ndo por meio da adicdo do horménio 17-a-



83

metiltestosterona na dieta na fase de reversdo, e alimentados com dietas préaticas

elaboradas com diferentes fontes protéicas para conterem 28 ou 32% de proteina bruta.

Material e Métodos

Instalacgdes e condigdes experimentais

O ensaio foi conduzido na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Centro de
Aquicultura (CAUNESP), no Laboratorio de Nutricio de Organismos Aquéticos
(LANOA), localizado em Jaboticabal, Sdo Paulo (Lat. 21°15’S, Long. 48°18’W), com
duracgéo de 105 dias.

Os peixes utilizados neste experimento foram distribuidos em 32 caixas de fibra
de vidro de 420 L. As caixas foram abastecidas com agua proveniente de mina com taxa
de renovacdo de aproximadamente 20 vezes ao dia e dotadas de aeracdo forgada
proveniente de compressor radial, por meio de assopradores e mangueiras plasticas
flexiveis com pedra porosa. A densidade de estocagem foi de 50 peixes/ m®, durante os
primeiros 45 dias do ensaio e, de 30 peixes/m® no periodo restante.

Durante o experimento, a temperatura da agua foi aferida duas vezes ao dia, as
9h30min e as 15h30min, aleatoriamente, em duas caixas por tratamento, usando
termdmetro de bulbo de mercirio. As varidveis fisico-quimicas da agua foram
analisadas semanalmente, as 8h00min e as 16h00min, em amostras de duas caixas por
tratamento. Foi avaliado o potencial hidrogenidnico (pH) (potencidmetro digital-
Corning 0S-30), o oxigénio dissolvido na 4gua (mg.L™) e a temperatura (oximetro
digital-YSI-  Yellow Spring Instruments 54A) e a amonia total (mg.L™)
(espectrofotdmetro). O fotoperiodo no laboratorio durante todo o experimento foi de 12

horas de luz e 12 horas de escuro.



84

Material biol6gico e manejo

As tilapias utilizadas neste experimento foram provenientes da Fazenda
Belmonte, pertencente a Piscicultura Aquabel, localizada em Rolandia, Parana. Todos
0s peixes descendiam de um mesmo lote de 500 fémeas e 150 machos de tilapia do
Nilo, linhagem tailandesa. Metade dos alevinos foram revertidos na propria piscicultura,
seguindo o manejo de adicdo de 60 mg.kg’' de 17-a-metiltestosterona na dieta
comercial, fornecida oito vezes ao dia, por 38 dias. Os alevinos chegaram ao LANOA
no dia seguinte ao término da fase de reversdo e foram cultivados no laboratério até
atingirem o peso e comprimentos médios de 30,82 + 4,76 g e 12,28 + 0,85 cm para 0s
peixes revertidos e, 31,07 + 3,93 g e 12,21 + 0,50 cm para 0s peixes ndo revertidos.

Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (7h30min, 10h30min, 13h30min
e 16h30min) observando-se o0 consumo da dieta até alcangar-se a saciedade aparente.
Para o arragoamento, a entrada de &gua era fechada por meia hora. As caixas foram
limpas em dias alternados para retirada de sobras de racdo e fezes do fundo das caixas,
por meio de sifonagem manual com mangueira de borracha, sempre sete horas da
manh&. Nos dias da afericdo dos demais parametros fisico-quimicos da &gua, a medida
era realizada antes das caixas serem sifonadas.

As biometrias foram realizadas nos peixes aos 45 e 105 dias apds o inicio do
arragoamento com as dietas experimentais. Na realizacdo das biometrias, os peixes eram
anestesiados em solugéo de 0,1 g/L de benzocaina e eram obtidos o peso (g) (balanca
digital; GEHAKA-B6-1000) e o comprimento (mm) (paquimetro digital de 0 a 150 mm;

UUSTOOLS - Professional - MT 00855).
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Dietas e delineamento experimentais

As dietas experimentais (isoenergéticas, aproximadamente 4200 kcal EB/KkQ)
foram formuladas de forma a apresentarem aproximadamente 28 e 32% de proteina
bruta (PB), e 50% da composi¢cdo em proteina proporcionada por ingredientes de
origem animal, em que cada um dos niveis de proteina possuia dois padrbes de fontes
protéicas utilizadas: um sendo uma mistura de farinha de carne, farinha de sangue e
farinha de penas em proporg¢des iguais e outro, somente farinha de peixe.

O experimento foi em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com oito
tratamentos em um esquema fatorial 2 X 4, correspondentes aos dois lotes de peixes
(revertidos ou ndo), e as dietas com os teores (28 ou 32%) e as fontes de proteina
(mistura em proporgdes iguais de farinha de carne, farinha de sangue e farinha de penas

ou farinha de peixe), com quatro repeti¢des cada. Os tratamentos foram:

= NR28CSP - peixes ndo revertidos e alimentados com a dieta contendo 28% PB e
padrdo protéico composto de farinha de carne, farinha de sangue e farinha de penas;

= NR28PX - peixes ndo revertidos e alimentados com a dieta contendo 28% PB e
padrdo protéico composto somente de farinha de peixe;

= NR32CSP - peixes ndo revertidos e alimentados com a dieta contendo 32% PB e
padrdo proteico composto por farinha de carne, farinha de sangue e farinha de penas;

= NR32PX - peixes nédo revertidos e alimentados com a dieta contendo 32% PB e
padrdo proteico composto somente de farinha de peixe;

= RV28CSP - peixes revertidos e alimentados com a dieta contendo 28% PB e padrdo

protéico composto por farinha de carne, farinha de sangue e farinha de penas;
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= RV28PX - peixes revertidos e alimentados com a dieta contendo 28% PB e padrdo
protéico composto somente de farinha de peixe;
= RV32CSP - peixes revertidos e alimentados com a dieta contendo 32% PB e padrdo
protéico composto de farinha de carne, farinha de sangue e farinha de penas;
= RV32PX - peixes revertidos e alimentados com a dieta contendo 32% PB e padrdo
protéico composto somente de farinha de peixe.

As andlises dos ingredientes e das racfes foram realizadas no LANOA do
CAUNESP, segundo a metodologia descrita pela A.O.A.C. (2000). A composigédo
percentual e quimico-bromatolégica das dietas experimentais calculada e analisada sdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Composigao percentual e quimico-bromatolégica das dietas experimentais

Ingredientes (%) Dietas

28CSP 28PX 32CSP 32PX
Milho 47,70 47,90 38,70 39,00
Farelo de trigo 14,00 14,01 14,00 14,31
Farelo de soja 15,86 16,46 22,52 22,36
Oleo de soja 0,65 0,34 0,97 0,50
Farinha de peixe (70%PB) 0,00 19,98 0,00 22,83
Farinha de carne (44% PB) 6,33 0,00 7,23 0,00
Farinha de sangue (89% PB) 6,33 0,00 7,23 0,00
Farinha de penas de aves (89%PB) 6,33 0,00 7,23 0,00
L-Lys® 0,30 0,00 0,00 0,00
Fosfato bicélcico 1,50 0,31 1,12 0,00
Suplemento Vitaminico e Mineral® 1,00 1,00 1,00 1,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicdo bromatégica(s)
Matéria seca (%) 89,67 89,41 89,83 89,58
Proteina bruta (%) 28,00 28,00 32,00 32,00
Extrato etéreo (%) 3,63 5,03 3,77 5,24
Carboidratos totais (%) 50,47 50,85 46,21 46,61
Matéria mineral (%) 7,57 5,53 7,85 5,73
Energia bruta (kcal.kg™) 4013 4163 4076 4233
Composicao bromatogica™®
Matéria seca (%) 90,48 90,54 90,57 89,65
Proteina bruta (%) 27,87 217,72 31,53 30,49
Extrato etéreo (%) 6,23 6,25 6,22 5,99
Carboidratos totais (%) 50,53 50,92 46,68 47,51
Matéria mineral (%) 5,85 5,65 6,40 5,66
Energia bruta (kcal.kg'l) 4257 4267 4304 4258

PB= proteinabruta; 28= 28%PB; 32= 32%PB; CSP= farinhas de carne, sangue e penas; P=farinhade peixe

(1) L-Lys- niveis de garantia:min 78% lisina base; max. 1,5% umidade; min 99% pureza

(2) Niveis de garantia por kgde produto: vit A860.000 Ul; vitamina D3 240.000 UI; vitamina E 10.500 Ul;
vitamina K3 1400 mg; vitamina B1 2100 mg; vitamina B2 2150 mg; vitamina B6 2100 mg; vitamina B12 2200 mcg;
Niacina 10.000mg; Pantotenato de calcio 5600 mg; Acido félico 580 mg; Biotina 17mg;vitamina C 18000 mg;
Metionina 100.000 mg; Colina 60.000 mg; cobre 1800 mg; canganes 5000 mg; zinco 8000 mg; iodo 90 mg;
cobalto 55 mg; selenio 30 mg; antioxidante 120000 mg.

(3) Composicéo calculada a partir da composigdo analisada dos ingredientes

(4) Composicao analisada

As dietas experimentais foram preparadas na fabrica de racdo do CAUNESP
misturando-se os ingredientes em um misturador horizontal, para posteriormente ser
realizada a granulagcdo em peletizadora. Para o arragoamento, os tratamentos foram

sorteados ao acaso nos grupos de peixes (revertidos ou ndo).
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Parametros avaliados

Nos primeiros 45 dias do ensaio foram avaliados os seguintes parametros de
desempenho: peso (P45), comprimento (C45) e ganho de peso (GP45) nesse periodo.
Apbs a pesagem, foram deixados 12 peixes em cada caixa, retirando-se 0s quatro
maiores peixes e 0s quatro menores peixes. Apés 105 dias do inicio do ensaio foi
realizada a biometria final e foram avaliados: peso (PF), comprimento (CF) e ganho de
peso (GP).

Identificac@o do sexo dos peixes

Durante a biometria final, foi realizado o exame macroscépico pela andlise visual
da papila urogenital de todos os peixes (Popma & Green, 1990), para identificacdo do
sexo dos peixes e determinagdo da proporgdo de machos.

A propor¢cdo de machos foi avaliada em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com dois tratamentos, correspondentes aos dois lotes de peixes
(revertidos ou ndo) e 16 repetigdes.

Coleta e analise histoldgica do figado dos peixes

Para a andlise histoldgica, foram coletados figados de quatro peixes de cada
tratamento ao final do experimento, aleatoriamente. Os peixes foram insensibilizados e
mortos em gelo moido, e, apds a abertura da cavidade celomatica, gotejando-se
glutaraldeido 2,5% em solucéo tampao fosfato (pH 7,2; 0,1M), foi retirado o figado. Os
figados coletados foram picados e colocados em solucdo de glutaraldeido 2,5% em
solugédo tampéo fosfato (pH 7,2; 0,1M), por 24 horas. Apos a fixacdo, procedeu-se as
oito lavagens, diarias, em tampéo fosfato (pH 7,2; 0,1M) para retirada da solucéo
fixadora. A seguir, o material foi mantido em alcool 80° para posterior realizacdo da

analise histologica.
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A inclusdo do material foi realizada em historesina (Historesin® - Leica). A
microtomia foi realizada em micrétomo automatico (Leica-RM2155, Germany) com a
obtencdo de cortes com trés um de espessura. A seguir, foi realizada a coloragdo em
Hematoxilina — Eosina e Azul de Toluidina 0,5%/ Fucsina basica 0,5% (Behmer, 1976).
Os cortes histoldgicos foram analisados e fotomicrografados com fotomicroscépio
Leica em software gwin.

Anélise Estatistica

Os dados resultantes do ensaio foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade. Nas analises em que houve diferengas
significativas, os dados foram submetidos ao teste de comparacdo de médias de Tukey

ao nivel de 5% de significancia, pelo programa Statistical Analysis System (SAS, 2001).

Resultados e Discussdo

CondigOes ambientais de cultivo

A temperatura e 0s demais parametros fisico-quimicos médios da adgua durante o
experimento sdo mostrados Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios dos parametros fisico quimicos da dgua durante

0ensaio

Parametros Valores médios
Temperatura/ manha (°C) 24,98 £ 0,80
Temperatura/ tarde (°C) 25,64 +1,21
Oxigénio dissolvido/ manhd (mg/L) 528+0,74
Oxigénio dissolvido/ tarde (mg/L) 394 + 0,86
pH 6,72+ 0,21
Aménia (mg/L) 0,524 + 0,153

El-Sayed (2006) considerou a faixa de temperatura 20 a 35°C para o
desenvolvimento normal, reproducdo e crescimento da til&pia. As temperaturas pela

manha e a tarde durante o experimento estiveram dentro destes limites.
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O teor de oxigénio dissolvido na &gua manteve-se acima do limite minimo
considerado por Kubitza (2000), de 2,4 mg/L. Segundo este autor, a tilapia é um peixe
que tolera baixas concentracGes de oxigénio por algumas horas e/ou alguns dias
consecutivos. Também, a faixa de pH considerada boa para tilapia é entre 6,0 € 8,5; e a
concentragdo de amdnia total adequada deve estar abaixo de 0,24 mg.L™. Segundo
Watanabe et al. (2002) a tilapia tolera condi¢fes ambientais adversas, como altos niveis

de amobnia (2,4 a 3,4 mg/L de am6nia ndo ionizada).

Desempenho
Os resultados da andlise estatistica dos parametros analisados durante o ensaio sdo

apresentados na Tabela 3.



Tabela 3. Valores de F e médias dos parametros de desempenho de juvenis de tilpia do Nilo ndo revertidos e revertidos cultivados em

laboratorio durante 105 dias e alimentados com diferentes niveis e padrdes protéicos na dieta.
45 dias de alimentacéo

105 dias de alimentagdo

Peso Ganho de peso Comprimento Peso Ganho de peso Comprimento
Estatisticas (9) (9) (cm) (9 (9) (cm)
F para RV 0,67™ 1,74 9,12 22,02 23,277 33,26
F para dietas 10,717 15,57 10,94 5,04 4,95" 3,42
F para interacdo RV x PB 0,49™ 1,48"™ 0,73™ 1,56™ 1,81™ 1,74"™
CV (%) 3,95 5,42 1,31 4,99 5,90 1,80
Médias para tilapias:
NZo revertidas 74,38 +3,63Y  4331+2,79 15,85+ 0,26 b 180,48+ 11,78b  149,41+1194b  21,12+045b
Revertidas 75,23 + 4,50 44,42 + 453 16,07+ 0,32 a 196,07+10,91a 16525+10559a 2191+0/44a
Médias para dietas com:
28CSP 71,75+242¢c  40,73+158b  15,77+0,18b 19594+ 8,82a 164,93+ 823a 21,69+0,25ab
28PX 72,36 +223bc 41,70+1,71b  1577+021b 178,63+ 10,62b 147,97 +1047b  21,20+0,46Db
32CSP 79,06 +399a 48,02+3,75a 16,28+0,32a 191,83+ 16,47a  160,79+16,79a 21,75+0,78a
32PX 76,05+ 241ab 4400+22la 16,01+ 0,20 ab 186,68+ 13,33ab 155,63 +13,80ab 21,42 + 0,67 ab

RV= reversao sexual; PB= proteina bruta

28= 28%PB; 32= 32%PB; CSP=f. carne, f. sangue, f. penas; PX= f. peixe
** significativo (P<0,01); *significativo (P<0,05); ns- ndo significativo
©) Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p=>0,05)
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N&o houve interacdo entre os fatores reversdo sexual e tipo de dieta (P>0,05) para
todos os parametros analisados. Os peixes revertidos apresentaram maiores médias para
0 comprimento aos 45 dias e peso, comprimento e ganho de peso ao final do
experimento (P<0,05).

As dietas com 32% PB proporcionaram melhor média de ganho de peso aos 45
dias do ensaio (P<0,05), independente do padrdo protéico utilizado. Os melhores pesos
e ganhos de peso ao final do ensaio (P<0,05) foram proporcionados pelas dietas
constituidas por farinha de carne, farinha de sangue e farinha de penas como
ingredientes protéicos de origem animal (28 e 32% PB), ndo ocorrendo diferenca com a
dieta composta por farinha de peixe contendo 32% PB. E, entre esta Gltima e a dieta
com 28% de proteina bruta constituida por farinha de peixe como Unico ingrediente
protéico de origem animal.

Os resultados mais satisfatérios de desempenho para os lotes alimentados com as
dietas constituidas pela mistura protéica de farinha de carne, farinha de sangue e farinha
de penas deveu-se provavelmente a maior variabilidade no perfil de aminoacidos dos
ingredientes.

Segundo Patterson & Salter (1985) e Duarte et al. (2002) o horménio 17-a-
metiltestosterona (MT), esterdide sintético, € considerado substancia anabolizante
biologicamente exdgena, a qual aumenta a sintese protéica e € substancia quimica
residual. Segundo Rinchard et al. (1999) o efeito anabolizante da metiltestosterona
depende do estagio de desenvolvimento, tempo de administracdo do hormonio e fatores
nutricionais. Como neste experimento, os juvenis tinham maior idade e haviam recebido
MT na fase inicial de vida, os maiores peso e comprimento dos peixes revertidos nao

podem ser explicados pela a¢do anabolizante da MT.
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Resultados de proporg¢éo de machos
As proporgdes de macho nos grupos das tilapias revertidas ou ndo revertidas, apos
105 dias de cultivo, assim como a analise estatistica desse parametro sdo apresentadas

na Tabela 4.

Tabela 4.Valores de F e médias de proporcdo de machos de
juvenis de tilapia do Nilo revertidas e néo revertidas,
cultivadas em laboratério

Proporcéo de Machos

Estatisticas (%)

F para reversdo sexual 44 ,85**
CV (%) 18,58
Médias para tilapias:

N&o revertidas 58,24 + 17,52 bV
Revertidas 91,10+ 8,85a

** significativo (P<0,01)
(1) Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey (P>0,05)

O lote de juvenis que recebeu tratamento hormonal para a reversdo de sexo
apresentou maior (P<0,01) proporcdo de machos que o lote ndo tratado com MT,
demonstrando a efetividade da reversao na fase larval. Essa maior proporcéo de machos
pode ter refletido sobre o crescimento dos peixes, pois nesse grupo o crescimento foi
maior. O cultivo somente de machos € considerado por alguns autores imprescindivel
para se obter altas taxas de crescimento e homogeneidade dos lotes (Meurer et al.,
2004). Ainda, piscicultores relataram maior desempenho de peixes machos em relagéo
as fémeas, o que poderia explicar os resultados encontrados. Os resultados para
proporcdo de machos dos peixes ndo revertidos concordam com os de Mair et al. (1995)
que encontraram 47,22 e 53,19% de machos em experimentos conduzidos com duas
linhagens diferentes de grupos mistos (machos e fémeas) de tilapias do Nilo em

sistemas de recirculagdo de agua.
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Histologia de figado

As amostras de figado foram semelhantes quanto a analise histologica. As
amostras dos tratamentos NR28CSP e NR32CSP apresentaram desarranjo da
organizacdo cordonal dos hepatdcitos e presenca de vesiculas no interior dos mesmos
(Figura 1A). As amostras dos peixes dos tratamentos NR28P e NR32P ndo
apresentaram desarranjo da organizagdo cordonal dos hepatdcitos, mas a presenca de
vesiculas em algumas regides. Os hepatdcitos apresentaram forma hexagonal com
nucleo central levemente deslocado para a periferia da célula e citoplasma claro (Figura
1B). Este resultado mostra que a mistura protéica dos ingredientes farinha de carne,
farinha de sangue, farinha de penas de aves hidrolisada gerou maiores problemas
hepéticos aos peixes ndo revertidos.

As amostras de figado dos peixes do tratamento RV28CSP apresentaram
histologicamente os hepatdcitos organizados em um arranjo cordonal. Os hepatdcitos
apresentaram forma hexagonal com nucleo central levemente deslocado para a periferia
da célula e citoplasma claro (Figura 1C). As amostras de figado dos animais do
tratamento RVV32CSP apresentaram histologicamente os hepatdcitos organizados em um
arranjo cordonal, porém com desarranjo desta organizacdo em algumas regides. Os
hepatdcitos apresentaram forma hexagonal com ndcleo central levemente deslocado
para a periferia da célula e citoplasma claro. Em algumas regides tambem ocorreu
congestdo sanguinea no interior dos capilares sinusdides. Esta diferenga na analise
histologica mostra alteragdes hepaticas mais severas no maior nivel de PB, devido a

necessidade do figado em metabolizar proteina em excesso .

As amostras de figado dos peixes dos tratamentos RV28P e RV32P apresentaram
histologicamente os hepatécitos organizados em um arranjo cordonal, porém em

algumas regides ocorreu desorganizacdo desta disposicdo (Figura 1D). Os hepatocitos
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apresentaram forma hexagonal com nucleo central levemente deslocado para a periferia
da célula e citoplasma claro e em algumas regiGes ocorreu aumento do volume destas

celulas com a presenca de vesiculas no interior dos hepatocitos (Figura 1E).

As alteracdes histologicas encontradas demonstram alteracdes no metabolismo do
figado dos peixes. Congestdo sanguinea dos capilares sinusoides acontece pela
necessidade do tecido hepatico metabolizar e excretar substancias toxicas. O aumento
no calibre dos capilares sinusdides causam o desarranjo em forma de corddo dos
hpatdcitos. As vesiculas intracitoplasmaticas podem ser de gordura, metabdlito da MT
ou de produtos do metabolismo dos nutrientes em excesso ou desbalanceados
nutricionalmente nas dietas. As alteragcbes no metabolismo dos hepatdcitos foram mais
severas nos peixes revertidos e/ou alimentados com maior nivel de PB na dieta e/ou

fontes protéicas de baixo valor biolégico para a tilapia.
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Figura 1. Fotomicrografia de figado de tilapia (O. niloticus) revertida ou ndo revertida apos
105 dias de alimentacdo com dietas contendo diferentes niveis e fontes de proteina bruta. Em
A) Tratamento NR28CSP com presenca de vesiculas no interior dos hepatdcitos (seta). Azul de
Toluidina 1%/Fucsina basica 0,5%. 400x. Em B) Tratamento NR32P organizacdo hepatdcitos
(H). Azul de Toluidina 1%/Fucsina basica 0,5%, 400x. Em C) Tratamento RV28CSP
demonstrando a organizacdo cordonal dos hepatécitos (traco). Azul de Toluidina 1%/Fucsina
béasica 0,5%, 400x. Em D) Tratamento com RV28P demonstrando a desorganizagéo cordonal
dos hepatocitos (traco). Azul de Toluidina 1%/Fucsina béasica 0,5%, 400x. Em E) Tratamento
com RV 32P com aumento volume dos hepatocitos (H) e presenca de vesiculas (seta). Azul de
Toluidina, 200x.
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Conclusoes

1) A mistura dos ingredientes farinha de carne, farinha de sangue e farinha de
penas de aves para compor a parte protéica de origem animal na dieta, mostrou-se mais
eficiente no desempenho dos peixes que a utilizacdo de farinha de peixe como Unico
ingrediente protéico de origem animal. Porém, gerou maiores problemas hepaticos aos
peixes ndo revertidos, pela necessidade do figado metabolizar ingredientes protéicos de
baixo valor bioldgico para o peixe.

2) As alteracdes histoldgicas encontradas foram conseqliéncias dos peixes terem
passado pela reversdo sexual com adigdo de horménio na dieta na fase larval, fato
agravado pelo maior teor de proteina na dieta. As alteragdes histologicas demonstram
que ocorreu excesso de proteina na dieta com 32% PB.

3) O ideal seria abolir a técnica de reversdo sexual através da utilizacdo de MT
adicionada a dieta.

4) O nivel de 28% PB em uma dieta balanceada qualitativamente deve ser

adotado.
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Consideracoes finais

1. A reversdo sexual da tilapia através da utilizacdo de 17-a-metiltestosterona
adicionada a dieta visando o cultivo monosexo pode ndo ser segura quanto a
salde do peixe e nem desejavel pelo consumidor.

2. Nesse estudo conseguiu-se reproduzir o problema de deformidades no figado da
tilapia, com o aspecto gorduroso e friavel. Porém, ndo ocorreram taxas de
mortalidade altas.

3. A reversdo sexual por meio da adigdo do horménio 17-a-metiltestosterona na
dieta na fase larval causa danos ao figado dos peixes. Esses danos sdo mais
severos quando se utiliza a dose que hoje é a mais preconizada nas pisciculturas,
de 60 mg.kg™ da dieta. Sendo que 30 mgMT.kg™ é suficiente para se obter
efetividade na masculinizacdo das tildpias e, nas condi¢Bes estudadas
possibilitou melhor peso final e comprimento final. Devem-se rever as
vantagens e modo de aplicacdo dessa técnica de masculinizacdo, em relagdo aos
prejuizos a satde dos peixes.

4. Os peixes ndo alimentados com adicdo do horménio se mostraram mais
resistentes e com seus figados sem alteracBes. Em juvenis cultivados em
tanques-rede, cujo lote de peixes ndo revertidos apresentou cerca de 84% de
machos, o cultivo de machos revertidos nédo influenciou o crescimento e a
sobrevivéncia dos mesmos, e os dois lotes (revertidos e ndo revertidos)
apresentaram respostas semelhantes. Mais pesquisas com nutricdo, genética e
manejo ainda deve ser realizada no sentido de se substituir a técnica de reverséo

sexual por meio de adi¢do de horménio na dieta no cultivo de tilapia.
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5. Os problemas causados ao figado dos peixes na fase inicial persistem nas outras
fases de cultivo e sdo agravados pelo alto teor de proteina na dieta e menor valor
nutricional dos ingredientes utilizados na elaboracdo das dietas comerciais.
Apesar de os hepatdcitos serem células com capacidade de metabolizar e
neutralizar substancias toxicas e elimina-las do organismo do peixe, resultados
obtidos no presente estudo indicam que os hepatdcitos se tornam mais
suscetiveis a outros agentes hepatotoxicos, pois o figado tem importante papel
na digestdo e aproveitamento de nutrientes, 0s quais em excesso podem ser

armazenados nos hepatocitos, ja comprometidos com a toxicidade do horménio.
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