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RESUMO

A identificagdo precoce do sexo em peixes € um procedimento importante
para o desenvolvimento de estratégias que facilitem o manejo no plantel de
reprodutores. A endoscopia pode ser utilizada para essa identificagdo, embora em
peixes seu uso ainda seja restrito. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
validar o uso do endoscépio rigido via poro urogenital para determinagcdo do sexo
do bagre americano (Ictalurus punctatus). O equipamento utilizado foi um
endoscépio Multi-Purpose Rigid™ 30° com 2,7 mm de diametro e 18 cm de
comprimento. Foram examinados 60 peixes com peso variando entre 86 e 1032
gramas nos quais foi introduzido o endoscépio via poro genital e logo em seguida
eutanaziados para confirmacdo do sexo. Amostras de tecido gonadal foram
coletadas para avaliacdo histoldgica do estddio de maturacdo e confirmacdo do
sexo. Os resultados mostraram que dos 60 peixes examinados, 57 tiveram
confirmacdo positiva do sexo via endoscopia, 0 que corresponde a 95% da
amostra. Os resultados demonstram que é viavel a utilizacdo da endoscopia para
determinacdo do sexo em bagre americano via poro genital.

Palavras-chave: Peixe. Gonadas. Sexagem.
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ABSTRACT

The identification of sex in fish is an important procedure for developing
strategies to facilitate the handling in the broodstock. Endoscopy can be used for
this identification, although its use in fish is still restricted. Therefore, the
objective was to validate the use of rigid endoscope via the urogenital pore to
determine the sex of the catfish (Ictalurus punctatus). The equipment used was an
endoscope Multi-Purpose Rigid ™ 30th with 2.7 mm diameter and 18 c¢cm in
length. We examined 60 fish weighing between 86 and 1032 grams, in which the
endoscope was introduced via the genital pore and then immediately euthanized to
confirm the sex. Gonadal tissue samples were collected for histological
assessment of maturation stage and confirmation of sex. The results showed that
the 60 fish examined, 57 were confirmed positive sex by endoscopy, which is
95% of the sample. The results show that it is feasible to use endoscopy for sex
determination in catfish via the genital pore.

Keywords: Fish. Gonads. Sexing.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem uma das mais ricas e diversificadas ictiofaunas do mundo,
possuindo mais de 2.000 espécies de peixes de agua doce catalogadas, o que
corresponderia a mais de 20% das espécies mundiais, incluidos em uma ampla
variedade de formas e padrdes comportamentais. O conhecimento de sua
biologia é fundamental para a sua conservacdo, manejo e exploracdo. Nos
peixes, 0 seu potencial como recurso natural, fonte de proteina, pesca predatoria
e a degradacdo ambiental faz com que o estudo de sua reproducdo seja uma
preocupacdo crescente, tanto de instituicdes de pesquisa como de 6rgdos de
protecdo ao meio ambiental.

Nas espécies de peixes brasileiras, principalmente as de piracema, a
reprodugdo em cativeiro é feita utilizando-se a indugdo hormonal. Entretanto, o
sucesso dessa técnica é dependente do hormdnio utilizado e da espécie, mas,
principalmente, da determinagdo exata do momento do inicio do protocolo de
inducdo, o qual depende do estadio de maturagéo gonadal.

A auséncia de dimorfismo sexual em varias espécies de peixes faz com
que a sexagem e, posteriormente, a definicdo do momento exato de maturacéo
gonadal se tornem tarefas extremamente dificeis, tornando a reproducéo
induzida imprecisa e muitas vezes casual. Sendo assim, é necesséria a adocdo de
uma técnica confiavel e pratica.

Atualmente nas pisciculturas, a principal técnica empregada na
reproducgdo é baseada na visualizagdo de caracteristicas externas como aumento
do volume do abdémen, hiperemia e dilatacdo do poro urogenital. Tais técnicas,
por serem subjetivas, podem variar de acordo com as caracteristicas de cada
espécie ou mesmo de individuo, resultando muitas vezes em baixa eficiéncia

reprodutiva nas pisciculturas.
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A identificacdo precoce do sexo em peixes é um procedimento
importante para o desenvolvimento de estratégias que facilitem o manejo no
plantel de reprodutores. Aliada a essa sexagem precoce, a visualizagdo das
gbnadas para determinar a maturacdo gonadal é de suma importancia para o
inicio dos protocolos de indu¢édo hormonal.

Apesar da endoscopia ndo ser uma técnica nova em peixes, Seu UsO
ainda é muito restrito no Brasil. Porém, essa técnica vem sendo bastante
utilizada em vérios paises do mundo, principalmente para espécies ameacadas
ou naguelas em que outras técnicas se mostraram ineficazes, além de ser rapida e
ter a vantagem de poder ser realizada no campo.

A utilizacdo da endoscopia através do poro urogenital, igualmente a
técnica de canulacdo, pode ser realizada em animais vivos, permitindo assim a
visualizagdo em tempo real das gbnadas para determinagdo precoce do sexo e a
deteccdo do melhor momento para aplicacdo de protocolos de inducéo
hormonal.

O objetivo deste trabalho foi validar o uso do endoscépio rigido para
determinacdo do sexo do bagre americano (Ictalurus punctatus) através do poro

urogenital.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bagre americano (Ictalurus punctatus)

O bagre americano ou catfish, é um peixe da ordem Siluriformes,
pertencente a familia Ictaluridae, caracterizando-se por ndo possuir escamas,
apresentar barbilndes sensitivos e ser onivoro (LEE, 1991). E um peixe
originario dos Estados Unidos, encontrado nos estados do Golfo do México e do
Vale do Mississipi. Encontra-se introduzido em provincias do Canada e em
todos os Estados Unidos, assim como em muitos outros paises do mundo
(WELLBORN, 1999). Segundo Lewis (1985), seriam necessarios, pelo menos,
250 dias do ano com temperatura superior a 15,5°C para ser viabilizado o
cultivo econémico deste peixe. Lovell (1989) afirma que o bagre americano
pode atingir 500g de peso vivo em seis meses de cultivo, partindo de juvenis
com 10 g, desde que a temperatura da dgua esteja sempre acima de 23°C.

Segundo Furuya e Ribeiro (1998), o bagre americano apresenta uma
série de caracteres desejaveis para o cultivo, como: normalmente ndo se
reproduzem nos viveiros, apresentam facilidades de desova pelo processo
artificial, aceitam facilmente alimentacdo artificial, adaptam-se a variacGes
bruscas de temperatura e aos varios sistemas de cultivo empregados na sua

criacdo.

2.2 Estrutura macro e microscopica dos testiculos em teledsteos

Os testiculos dos peixes estdo localizados na cavidade celomatica,
dorsalmente ao tubo digestivo, ventralmente ao mesonefro e ventro-lateralmente
ao longo da bexiga gasosa, encontrando-se presos a parede celomatica e a bexiga
gasosa pelo mesérquio (ANDRADE, 1980).
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Macroscopicamente, os testiculos da maioria dos teledsteos estudados
sdo Orgdos pares, podendo estar parcial ou totalmente fundidos entre si.
Apresentam usualmente tamanho similar entre o direito e o0 esquerdo e sdo
frequentemente alongados, podendo também apresentar lobulagdes ou franjas
(LE GAC; LOIR, 1999). Alguns Pimelodidae apresentam testiculos franjados
durante a atividade reprodutiva, com as células espermatogénicas em estagios
assincronos de desenvolvimento (BAZZOLI et al., 1997; LOIR et al., 1989).

Os testiculos de teledsteos sdo constituidos de tecido conjuntivo
envolvente, l6bulos ou tubulos seminiferos, ductos testiculares, células da
linhagem germinativa, células de Sertoli ou cisticas e tecido intersticial contendo
as células intersticiais ou de Leydig (ZAIDEN, 2000). Sao classificados em
lobular quando h& a presenca de um epitélio germinativo confinado em
compartimentos que terminam na periferia do testiculo, e em tubular
anastomosado quando os compartimentos germinativos estdo interconectados e
formam dobras que ndo terminam na periferia testicular (GRIER, 1993).

Externamente, este 6rgdo é revestido por delicada capsula de tecido
conjuntivo, a tanica albuginea, da qual partem septos fibrosos em sentido radial,
delimitando os tubulos seminiferos que apresentam a mesma disposicdo radiada
destes septos. Estes tlbulos convergem para um sistema de ductos eferentes, que
por sua vez desembocam no ducto espermatico principal, o qual se unird ao
ducto espermatico principal do outro testiculo, formando um ducto Unico que
desemboca na papila urogenital (SANTOS; BAZZOLI; SANTOS, 2001).

Em algumas familias as células espermatogénicas estdo presentes ao
longo de todo o testiculo, enquanto em outras familias a regido caudal contém
vesiculas seminais ou estruturas acessorias que ndo tém nenhuma atividade
espermatogénica, mas podem armazenar espermatozoides (LEGENDRE;
LINHART; BILLARD, 1996). Loir et al. (1989) também informam que a regido
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caudal do testiculo de algum Siluriformes mostra uma atividade secret6ria, mas

ndo armazena espermatozoides.

As células de Sertoli executam diversas funcbes para fornecer a
sustentacdo e a nutricdo das células espermatogénicas, além de fagocitar os
espermatozoides residuais (BILLARD, 1970).

As células de Leydig dos teledsteos, como em outros animais
vertebrados, tém caracteristicas tipicas de células esterdides secretoras, e
aumenta de nOmero durante o periodo de desenvolvimento gonadal
(ARBUZOVA, 1995).

Quanto ao padrdo de distribuicdo das espermatogbnias, Grier et al.
(1980) propuseram dois tipos basicos de testiculos: os que apresentam
espermatog6nias em toda a extensdo do tabulo, recebendo entdo a denominacéo
de testiculo espermatogonial irrestrito, e aqueles em que as espermatogénias
estdo restritas a regido distal do tubulo, denominado testiculo espermatogonial
restrito.

Os testiculos sofrem modificacGes ao longo do desenvolvimento do
ciclo reprodutivo de acordo com o grau de maturacdo (DINIZ, 1997). Segundo
Bazzoli (2003), ao analisar as caracteristicas macroscopicas e microscopicas do
testiculo de peixes, observam-se cinco estagios de desenvolvimento gonadal:

1) Imaturo: neste estagio estdo os individuos jovens que ainda ndo entraram em
reproducgdo. Os testiculos apresentam-se translicidos e sem vascularizacdo
evidente. Microscopicamente sdo observadas espermatog6nias primarias;

2) Repouso: neste estadio os testiculos apresentam-se reduzidos, filiformes e
translicidos. Microscopicamente apresentam espermatogbnias primarias
isoladas e alguns cistos de espermatogbnias secundarias e espermatécitos
primarios;

3) Maturacgdo inicial: neste estagio os testiculos apresentam-se desenvolvidos,

com forma lobulada, sendo que, com certa pressdo, sua membrana se rompe,
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eliminando esperma leitoso, viscoso. Microscopicamente, os testiculos
apresentam cistos com células da linha germinativa em diferentes fases de
desenvolvimento, sendo observadas espermatogbnias primarias e
secundarias, assim como espermatdcitos primarios e espermatides; no limen
dos tlbulos seminiferos observa-se uma pequena quantidade de
espermatozdides;

4) Maturacdo avancada/maduro: nesta fase os testiculos apresentam-se
targidos, esbranquicados, ocupando grande parte da cavidade celomética;
com fraca pressdo rompe-se sua membrana, fluindo esperma, menos viscoso
que no estadio anterior. Microscopicamente sdo encontrados cistos de
espermatdcitos primarios e de espermatogbnias secundarias, apresentando os
lumens dos tubulos seminiferos repletos de espermatozéides;

5) Espermiado: os testiculos apresentam-se flacidos, com aspecto hemorragico;
a membrana ndo se rompe com fraca pressdo. Microscopicamente os tubulos
seminiferos  encontram-se com limen aberto, podendo conter

espermatozoides residuais e parede constituida somente de espermatogbnias.

2.3 Estrutura dos testiculos no bagre americano

Os testiculos do bagre americano apresentam projecdes digitiformes ou
franjadas as quais se comunicam com o0s ductos espermaticos. Testiculos
franjados também sdo encontrados em varios Siluriformes incluindo Doradidae
(GIESE et al., 1999), Pimelodiadae (LOIR et al., 1989) e Auchenipteridae
(MEISNER et al., 2000).

O testiculo do bagre americano é dividido em duas partes distintas em
cor, morfologia e textura tecidual, sendo a parte anterior espermatogénica e a
parte posterior glandular. Normalmente, a parte anterior espermatogénica é

branca com I6bulos largos e consiste em um tecido muito macio, enquanto a
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parte posterior glandular é résea com os l6bulos muito finos e o tecido mais duro
(SNEED; HOWARD, 1963).

Sneed e Howard (1963) reportaram que 3/4 da parte anterior do testiculo
dos Ictaluridae sdo espermatogénicas, enquanto que o 1/4 restante da parte
posterior ndo contém espermatoz@ides, e provavelmente possui uma funcédo
secretora que ndo é essencial para a viabilidade das células espermaticas.

Em Siluriformes da familia Pimelodidae, que também possuem essa
distincdo em parte espermatogénica e secretora, Santos, Bazzoli e Santos (2001)
descreveram que a secre¢do produzida na parte posterior secretora reage
positivamente ao PAS e as técnicas de ninhydrin-Schiff, que indicam a presenca
de glicoproteinas neutras. No testiculo em descanso esta secre¢do é ausente, € 0
limen dos tabulos torna-se fechado. Ainda segundo Santos, Bazzoli e Santos
(2001), essa secrecao pode ter funges similares aquelas das vesiculas seminais
que ocorrem em outros grupos de teledsteos. As vesiculas seminais podem
produzir varias substancias, como: glicoproteinas, horménios esterdides, e
feromonios; nas quais podem atuar aumentando o volume do sémen, auxiliar na
fecundagdo e até na atracdo das fémeas (LAHNSTEINER et al., 1992).

Sneed e Howard (1963) afirmam que a parte anterior espermatogénica
do testiculo do bagre americano fica cada vez menos pigmentada, se tornando
mais esbranquicada e aumentada de volume quando se aproxima da época
reprodutiva. Contudo, Edmonde, Avault Junior e Roussel (1978) informam que
nenhuma diferenca sazonal de pigmentacdo foi observada em seu estudo, apenas
uma pequena variacao de cor testicular existente entre individuos.

Guest, Avault Junior e Roussel (1976) demonstraram em seu estudo, que
era possivel encontrar esperma viavel nos testiculos do bagre americano durante

todo o ano, sendo o pico de concentragcdo espermatica em julho.
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2.4 Estrutura macro e microscopica dos ovarios em teledsteos

Segundo Santos e Heid (1981), os ovarios dos teledsteos sdo estruturas
alongadas, globosas e pares que se situam na por¢do dorsal da cavidade
abdominal, ventralmente ao sistema néfrico e a vesicula gasosa. Prolongam-se
no sentido crénio caudal e fundem-se no ter¢o posterior, formando uma estrutura
tubular curta (oviduto) que se estende até a abertura urogenital, por onde os
6vulos alcangcam 0 meio externo.

Os ovarios nos teledsteos, frequentemente sdo érgdos pares compostos
de foliculos derivados do epitélio germinal e que contém as oog6nias as quais se
tornam odcitos (SELMAN; WALLACE, 1989).

Macroscopicamente, a maior parte dos teledsteos apresenta 0s ovarios
como sendo do tipo cistovariano pelo fato de possuir oviduto continuo (HOAR,
1969).

De acordo com Wallace e Selman (1981), trés tipos de desenvolvimento
ovariano sdo descritos: 1- sincronizado: na qual todos os odcitos se desenvolvem
ao mesmo tempo; 2- sincronizado: na qual dois grupos de odcitos sdo
observados, um grupo que se desenvolve e torna-se maduro € 0 outro grupo
permanece em um estagio previtelogénico ou descanso; 3- assincrono: em que
0s odcitos estdo em estagios diferentes do desenvolvimento.

Os ovarios sdo revestidos pela tanica albuginea, constituida de tecido
conjuntivo, fibras musculares lisas e vasos sanguineos. A tlnica albuginea emite
septos em direcdo ao estroma de sustentacdo, formando lamelas ovuligeras, nas
quais se encontram o0s oodcitos nas diferentes fases do desenvolvimento
(RODRIGUES; QUEROL; BRACCINI, 2005).

As lamelas apresentam grandes varia¢des de tamanho, dependendo da
fase do ciclo reprodutivo em que o peixe se encontra, podendo ser observados

oocitos em diferentes fases de desenvolvimento, circundados por envoltérios
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celulares formando foliculos, estando envolvidos por delicadas membranas de
tecido conjuntivo que partem do revestimento lamelar (GANECO et al., 2001).

Romagosa (1998), estudando Brycon cephalus, cita que a cavidade
ovariana na maioria das espécies ovuliparas é formada em virtude das lamelas
ovuligeras ndo se unirem na porcdo mediana. Estas lamelas sustentam as
ovogonias e 0s o0citos, envolvidos por células foliculares e suspensos por tecido
de suporte, o estroma, altamente vascularizado.

O estagio de desenvolvimento das gdnadas é muito importante em
programas de monitoramento e estudos reprodutivos, pois ao longo do ciclo
reprodutivo o ovéario sofre modificagdes em seu grau de maturacdo. Por ser um
processo bastante complexo, os autores o classificam em diferentes fases
(DINIZ, 1997).

Segundo Fragoso et al. (2000), a analise histoldgica é essencial para a
verificagdo do sexo e estadio de maturagdo gonodal em peixes. E, de acordo com
Bazzoli e Rizzo (1990), o conhecimento de caracteristicas morfo-histoldgicas de
estruturas do o6cito constitui a etapa basica e primordial para a compreenséo de
reproducdo natural de peixes brasileiros.

Selman e Wallace (1989) afirmam que o desenvolvimento dos ovocitos
de teledsteos apresenta variagbes nos diferentes grupos de peixes e a
determinacdo da dindmica da ovogénese permite a compreensdo dos processos
de maturacdo e fertilizacdo.

Narahara (1983) utiliza varios critérios para classificar os diferentes
estadgios do desenvolvimento dos ovdcitos, como o tamanho da célula, a
quantidade e distribuicdo de wvarias inclusbes celulares, o processo da
vitelogénese, a morfologia do nicleo e as camadas que envolvem os ovécitos.

Segundo Bazzoli (2003), ao analisar as caracteristicas macroscépicas e

microscopicas pode-se observar cinco estagios de desenvolvimento gonadal:
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1) Imaturo: neste estagio estdo os individuos jovens que ainda ndo entraram em
reproducdo. Os ovarios apresentam tamanho reduzido, ocupando menos de
1/3 da cavidade celomatica, filamentosos, translicidos, sem sinais de
vascularizagdo e o0s ovdcitos ndo sdo observados a olho nu.
Microscopicamente sdo observados ovdcitos na fase de ovogonia e ovocitos
perinucleolar inicial, organizados em lamelas;

2) Repouso: neste estagio as gbnadas estdo com o menor tamanho registrado no
ciclo, sdo delgadas e transltcidas, com pequena vascularizagao e sem ovacito
perceptivel. Sob microscopia, observam-se lamelas ovuligeras e predominio
de ovécitos perinucleolares. Em animais de desova total o repouso ocorre nos
meses mais frios e secos do ano;

3) Maturacdo inicial: nesta fase as gbnadas iniciam o processo de gametogénese
e acumulam gradualmente seus produtos, fazendo aumentar seu peso; tém
coloracdo verde-azulada e os vasos sanguineos e ovécitos sdo visiveis a olho
nu. Histologicamente percebe-se uma maior incidéncia de ovdcitos
vitelogénicos de tamanhos variados, perinucleolares e alvéolo-corticais, além
de alguns atrésicos. A zona radiata mostra-se bastante espessa, especialmente
nas porg¢des cranial e medial do ovario;

4) Maturacdo avangada/maduro: neste estagio as papilas genitais apresentam-se
avermelhadas e o ventre, especialmente das fémeas, abaulado; as gbnadas
atingem seu maior peso e volume, apresentam lamelas ovuligeras
completamente preenchidas por ovécitos grandes em vitelogénese e pos-
vitelogénese, e ocorre a presenca de reduzido nimero de ovécitos pré-
vitelogénicos e cromatina-nucléolo. Em alguns ovécitos pés-vitelogénicos
observa-se vesicula germinal sub-periférica em dire¢do & micrépila. Em
animais de desova total o estddio maduro € alcangado nos meses de verao;

5) Desovado: corresponde ao periodo que se segue & reproducdo; em

consequéncia da eliminagdo dos gametas, as gbnadas estdo reduzidas em
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tamanho, flacidas e sanguinolentas e com ovécitos visiveis a olho nu.
Microscopicamente ocorre a presenca de muitos ovocitos perinucleolares e
alguns ovdcitos atrésicos nas lamelas ovuligeras. Ocorre intensa

reorganizacao das gbnadas que, em breve, estardo em repouso.

2.5 Estrutura dos ovarios no bagre americano

Os ovéarios do bagre americano sdo estruturas tubulares alongadas
emparelhadas, encobertas por um tecido conectivo e com uma musculatura lisa
considerdvel na parede de ovario maduro. O bagre americano possui reproducéo
anual e o desenvolvimento ovariano é sincronizado ocorrendo um evento
ovulatério todos os anos (SILVERSTEIN; SMALL, 2004).

Os ovarios, como os testiculos, unem-se ao rim e a bexiga gasosa por
tecidos mesentéricos. O ovario é oco e o limen se conecta ao oviduto que
termina no poro genital (GRIZZLE, 1985).

Os tecidos que cercam o limen ovariano consistem em folhas lamelares
preenchidas com odcitos. Para a maturacdo o odcito primario submete-se a
mudancgas, iniciando como odcito vitelogénico, odcito secundario, e finalmente
oo6cito amadurecido. Uma oogonia tem inicialmente 12 a 15 micrémetros de
didametro e em um od6cito do bagre americano pode ter de 2 a 3 milimetros de
didmetro na ovulagdo. Este aumento no tamanho é atribuivel principalmente a
acumulacéo de proteinas pelo vitelo (SILVERSTEIN; SMALL, 2004).

2.6 Determinacéo do sexo em peixes via endoscopia
A auséncia de dimorfismo sexual em varias espécies de peixes faz com

que a sexagem se torne uma tarefa extremamente dificil e muitas vezes

demorada, principalmente em peixes que s6 alcangam a maturidade sexual ap6s
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varios anos, pois ainda ndo desenvolveram suas caracteristicas sexuais
secundarias (ORTERNBURGER; JANSEN; WHYTE, 1996).

Caracteristicas externas que indicam o sexo ou a maturidade ndo sdo
consistentes em salmonideos, particularmente antes dos estados avangados de
desenvolvimento gonadal (MARTIN; LONG; PEARSONS, 1995).

Mesmo os adultos de algumas espécies, tais como o milk fish e o Arctic
chaff (Salvelinus alpinus), ndo possuem diferengas perceptiveis consistentes dos
caracteres sexuais externos. Sem tais caracteristicas externas, os peixes tém que
ser eutanaziados para se saber o sexo e 0 estagio de maturacdo gonadal
(MEYER et al., 2003).

Segundo Okuzawa (2002), nos peixes, como em outros vertebrados, 0s
mecanismos intrinsecos a puberdade, especialmente o seu inicio, ndo sdo
compreendidos inteiramente. Estes mecanismos provavelmente sdo diferentes
entre as espécies de teledsteos, 0s quais constituem o maior tdxon entre 0s
vertebrados.

Uma melhor compreensdo da puberdade, quando ela é alcancada e do
seu controle nos teledsteos é de grande importancia (GOOS, 1993). Por isso,
técnicas que possibilitem a diferenciacdo sexual precoce e a indicacdo da
maturacdo gonadal dos reprodutores podem propiciar aos produtores melhores
técnicas de manejo para os diferentes sexos, podendo assim levar a uma
economia de tempo e dinheiro na producéo de alevinos.

A habilidade de identificar o sexo e o grau de maturacdo gonadal nos
peixes é (til tanto para manejar populacdes de peixes selvagens, assim como
naqueles criados em cativeiro para a producdo de alimentos, aumento de
estoques naturais, projetos de pesquisa, ou apenas para exposicdo publica
(HURVITZ et al., 2007).

Diversos métodos tém sido descritos até agora para determinar o sexo e

0 estagio de desenvolvimento gonadal em esturjées. O mais comum e tradicional
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¢ anestesiar 0s peixes e fazer uma incisdo de 3 a 4 cm no abdémen, através da
qual, pela endoscopia, podem ser inspecionadas as gbnadas. Apés o exame, a
incisdo é suturada e desinfectada (HURVITZ et al., 2007).

Outro método para acessar as gbnadas de peixes € a bidpsia com o
auxilio de um “trocar”. O trocar é uma haste de metal afiada de 50 milimetros de
comprimento e com um sulco de aproximadamente 3 milimetros na ponta. O
trocar é introduzido através da parede abdominal até a gbnada e o tecido gonadal
é coletado no sulco através de rotagdo. Este método, embora eficiente na
inspecdo de estagios avancados de vitelogénese ou de machos maduros, é
probleméatico em estagios mais novos, no qual apenas gordura é coletada e
repetidas coletas de amostras sédo necessarias (HURVITZ et al., 2007).

O otoscopio (equipamento médico utilizado para observar o interior do
ouvido) e os endoscopios ja foram utilizados com sucesso como um método nédo
letal para determinar o sexo e a maturidade dos peixes, incluindo o Char do
Artico Salvelinus alpinus (ORTENBURGER; JANSEN; WHYTE, 1996), e
esturjdes Scaphirhynchus platorynchus (WILDHABER et al., 2005).

O uso do boroscépio (endoscopio) através do poro urogenital para
sexagem e determinar o estagio de maturidade dos odécitos em esturjdo foi
descrito por Kynard e Kieffer (2002). Este método, embora ndo cause danos aos
orgdos reprodutivos dos peixes e seja bem sucedido em identificar estagios
avancados de maturagdo, ndo foi preciso para esturjées novos e imaturos.

Hernandez-Divers et al. (2004) descreveram o uso da endoscopia para a
determinacdo de sexo, bidpsia gonadal, ovariectomia e orquiectomia bilateral em
esturjdo do golfo do México (Acipenser oxyrinchus).

Em seus estudos, Hurvitz et al. (2007) indicaram que a endoscopia, via
incisdo lateral da cavidade abdominal do peixe, é um eficiente método tanto para
sexagem precoce dos peixes sem dimorfismo sexual, como para determinacéo

do desenvolvimento gonadal dos esturjdes criados em cativeiro. A visualizacio
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das gbnadas intactas e por inteiro em peixes anestesiados se revela uma
importante fonte de informacdo em pesquisa € manejo com um minimo de dano
ou estresse do peixe.

Em alguns casos, as endoscopias ou biépsias gonadais em animais
anestesiados permitem a identificacdo do sexo, mesmo fora da época de
reproducdo ou em peixes imaturos (BRYAN et al., 2007; SWENSON et al.,
2007).

Trabalho realizado por Wildhaber et al. (2005) analisou a eficacia do
ultrassom e endoscopia para determinar 0 sexo e a maturacdo gonadal do
esturjdo. Concluiu-se que o sucesso dos métodos era dependente de sua
invasividade. O método menos invasivo (ultrassom) era o menos eficaz,
enquanto que o mais invasivo (endoscopia através de uma incisdo abdominal)
era o mais eficaz.

O uso de ultrassom para sexar e determinar o estadgio gonadal em
esturjdes tem a vantagem de ser um sistema ndo invasivo. Porém, o uso do
ultrassom exige um alto grau de experiéncia a fim de analisar as imagens, e
quanto mais jovens forem os peixes, a sua acuracia diminui (WILDHABER et
al., 2005).

Ao contrério do ultrassom, a endoscopia permite uma observacéo direta
da cor da gbnada, tamanho e distribuicdo e, assim, permite uma melhor
avaliagdo de seu estagio de desenvolvimento. A endoscopia ja é usada na
medicina veterindria para examinar 6rgdos internos de peixes via insercdo do
instrumental na cavidade corporal através de uma pequena incisdo
(WILDHABER et al., 2005) ou através do poro urogenital (ORTENBURGER;
JANSEN; WHYTE, 1996).

Segundo Ortenburger, Jansen e Whyte (1996), estudos-piloto revelaram
que o endoscdpio poderia com seguranca ser introduzido através do poro

urogenital, evitando a necessidade de incisdo cirlrgica. A técnica tem a
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vantagem da avaliacdo ndo letal da identificacdo do sexo e da maturacio
gonadal.

Kynard e Kieffer (2002) descrevem que para estudos de campo da
biologia reprodutiva e telemetria dos esturjdes Acipenser brevirostrum é
necessario determinar o sexo e a maturidade gonadal dos peixes. Portanto, eles
utilizaram o boroscépio (endoscopio) via poro urogenital por tal técnica ter
como caracteristicas: (1) ndo causar lesdo as estruturas reprodutivas dos peixes;
(2) utilizacdo em campo em alguns minutos; (3) utilizagdo em qualquer condicdo
de tempo; (4) possibilidade de distinguir ovécitos que irdo ficar maduros na
proxima estacdo reprodutiva; (5) pode ser facilmente ensinado a técnicos de
campo; e (6) ser disponivel.

Assim, a endoscopia via poro urogential, além de ser uma ferramenta
segura e precisa para estudos da biologia reprodutiva em peixes no campo, pode
ser utilizada em pisciculturas para determinar o sexo e 0 estigio de maturacéo
gonadal em varias espécies de peixes, como demonstrado para o Ictalurus
punctatus neste trabalho, auxiliando assim programas de reproducéo e producédo
de alevinos (KYNARD; KIEFFER, 2002).

Ainda segundo Kynard e Kieffer (2002), utilizando telemetria, a
visualizag¢do das gbnadas com a posterior identificagdo de fémeas foi realizada
com sucesso por endoscopio rigido via poro genital em duas espécies de peixes
brasileiros de piracema, a curimba Prochilodus spp. e o surubim
Pseudoplatystoma coruscans.

Para Swenson et al. (2007), o endoscépio € uma ferramenta Util para
identificar o sexo e a maturidade gonadal da truta small brook (Salvelinus
fontinalis), e 0 uso bem sucedido da endoscopia para identificacdo do sexo

também foi relatado para um ndo esturjdo, o “Artic charr” (Salvelinus alpinus).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na estagdo de piscicultura da Universidade
Federal de Lavras — UFLA, no més de maio de 2009. Foram utilizados 60
exemplares de bagre americano (Ictalurus punctatus) com peso que variou de 86
a 1032 gramas. Os peixes se encontravam, desde 2006, em um tanque rede
dentro de um tanque escavado de 40 m? e recebiam rag&o comercial ad libitum.

Cada peixe foi retirado do tanque rede e posteriormente colocado em
balde para imediatamente ser conduzido até a sala de necropsia da estacdo de
piscicultura. Com um auxiliar, o peixe foi contido fisicamente e foi introduzido
0 endoscépio via poro genital para visualizagcdo das gdnadas via imagem no
computador.

O equipamento utilizado foi um endoscoépio rigido Karl Storz Multi-
Purpose Rigid™ 30° com 2,7 mm de didametro e 18 cm de comprimento,
acoplado a uma camisa endoscopica de 5 mm para insuflagdo com soro
fisioldgico estéril, além de cabo de fibra ética e fonte de luz alégena de 150
Watts (Figuras 1 e 2). Para visualizacdo e gravacdo das imagens no notebook,
foi acoplado ao endoscépio uma micro cAmera MedCam ligada a uma placa de

captura de imagens Dazzle Pinnacle™.
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Figura 1 Endoscépio rigido Karl Storz Multi-Purpose Rigid™ 30° e camisa
endoscopica para insuflacdo com soro fisiol6gico estéril

Figura 2 Endoscdpio rigido inserido na camisa endoscdpica e conectado a micro
camera, cabo de fibra Otica e equipo para insuflagdo com soro
fisiologico

A técnica consistiu em identificar as gbnadas e suas caracteristicas como
coloragdo, tamanho e vascularizacdo. As fémeas foram caracterizadas com a

visualizagéo de ovocitos, sendo entdo as gbnadas classificados como imaturos
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ou maduros de acordo com Vazzoler (1996), j& a caracterizagdo dos machos era
feita pela visualizacdo das projecdes digitiformes dos testiculos através da
parede transllcida do canal espermatico.

ApG6s o0 exame endoscdpico, os peixes foram insensibilizados com gelo e
logo ap6s eutanasiados para dissecacdo. Todos os peixes foram pesados com
balanca eletrdnica e feita a biometria para comprimento total e comprimento
padrdo. Na dissecacdo, foi realizada a visualizacdo das gbnadas para comparar
com as imagens geradas através do endoscOpio. Amostras de tecido gonadal
foram coletadas para posterior confirmacgéo dos sexo dos animais e estadio de
maturacgéo.

Para confirmacdo do sexo e estddio de maturacdo, as amostras das
gbnadas de cada peixe foram fixadas em Solucdo de Bouin por 12 a 14 horas, e
logo depois armazenadas em alcool 70% para posterior processamento pelas
técnicas histolégicas de rotina no Departamento de Patologia Veterinaria da
UFLA. O estudo histoldgico das laminas foi realizado em microscopio 6ptico
com aumento de 400 vezes.

Os estddios de maturacdo foram determinados de acordo com as
caracteristicas histoldgicas das gbnadas seguindo a escala de desenvolvimento
gonadal estabelecido por Bazzoli (2003): repouso, maturacdo inicial, maturacéo

avancada/maduro e desovado/espermiado.
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Através da imagem gerada das gbnadas, pelo exame endoscépico (Figura

3), foi possivel identificar no interior do ovério das fémeas a presenca de

ovocitos e suas caracteristicas, como cor, tamanho e auséncia de vascularizagéo.

J& nos machos, a visualizacao das proje¢des digitiformes era realizada através da

parede translicida do canal espermatico (Figura 4), pois esta espécie possui

testiculos do tipo franjado, ndo possibilitando a inser¢do mais profunda do

endoscopio.

Figura 3 Inser¢do do endoscopio

das gbnadas

rigido via poro urogenital para visualizacéo
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Figura 4 Visualizagdo interna de como é feita a imagem através da parede

translicida do canal espermatico em machos.

O exame endoscopico nas fémeas era extremamente facil, ndo

importando o tamanho do peixe, mas nos machos, principalmente os que se

encontravam com menos de 30 cm, a introducéo do endoscopio s6 foi possivel

sem a utilizagdo da camisa endoscopica, 0 que tornava a visualizagdo um pouco

mais dificil, pois ndo se podia fazer a insuflacdo com soro fisiologico estéril.

Resultado semelhante foi descrito por Ortenburger, Jansen e Whyte (1996).

Dos 60 peixes examinados utilizando a endoscopia via poro urogenital e

confirmados via histologia das gbnadas, fez-se uma correta classificacdo do sexo

em 95% (n=57) dos animais (Tabela 1). Resultado semelhante, utilizando a

mesma técnica, foi encontrado em outras espécies de peixes por Kynard e

Kieffer (2002) e Ortenburger, Jansen e Whyte (1996).
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Tabela 1 Acurécia da endoscopia para sexagem do bagre americano comparado
com corte histologico das gbnadas para confirmagao do sexo.

Sexo Endoscopia Avaliacdo histol6gica
Macho 22 25
Fémea 35 35
Indeterminado 3 0
Total 60 60

A ndo identificagdo do sexo em trés peixes machos pode ser atribuida ao
pequeno tamanho dos exemplares, sendo classificados como indeterminado. Em
seu trabalho, Ortenburger, Jansen e Whyte (1996) atribuiram para a nao
identificacdo do sexo em alguns peixes o fato de ocorrer uma ruptura acidental
do ducto espermético em alguns machos apds a inser¢do do endoscopio; tal
situacdo poderia ter ocorrido neste estudo.

Alves e Sawaya (1975) afirmaram que o estadio de desenvolvimento
gonadal imaturo pode apresentar macroscopicamente génadas indiferenciadas,
enquanto Agostinho, Narahara e Godinho (1982) informaram serem as gdnadas
masculinas e femininas perfeitamente distinguiveis a olho nu em todos os
estadios de desenvolvimento. Como neste trabalho todas as fémeas se
encontravam em estadio avancado de maturacdo gonadal e todos os machos
encontravam-se espermiados, seriam necessarios mais estudos utilizando esta
técnica em outras fazes do ciclo reprodutivo do Ictalurus punctatus para
determinar se seria possivel a utilizacdo desta técnica para sexar animais
imaturos.

No exame histol6gico dos machos do Ictalurus punctatus os testiculos se
apresentavam revestidos pela tdnica albuginea, camada de tecido conjuntivo
fibroso que emite septos para o interior dos mesmos, separando e sustentando 0s
tibulos seminiferos, sendo que todas as laminas apresentavam com lume aberto

e com presencga, em algumas laminas, de espermatozoides residuais e parede
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constituida de espermatogdnias, caracteristico de testiculos espermiados segundo
Bazzoli (2003).

Ja no exame histoldgico das fémeas do Ictalurus punctatus os ovarios se
apresentavam revestidos pela tunica albuginea formando lamelas ovuligeras,
sendo que em todas as laminas observou-se a presenca de ovécitos com glébulos
de vitelo ocupando quase todo o citoplasma e com reduzido niimero de ovécitos
pré-vitelogénicos, o que caracteriza fémeas em estado de maturagdo avancada,
segundo Bazzoli (2003).

Para caracterizar as fémeas, as imagens geradas ap6s a insercdo do
endoscépio pelo poro urogenital, pode-se observar numerosas estruturas
cilindricas de coloragdo amarelo vivo sem a presenca de vascularizacdo e
portanto, caracterizados como ovocitos maduros (Figura 5). Ja para os machos,
pode-se visualizar, através da parede translicida do ducto espermatico,
projecBes digitiformes de colora¢do esbranquicada, caracterizando-os apenas

como machos (Figura 6).

Figura 5 Imagem gerada pela endoscopia da fémea na qual se pode observar
ovacitos de coloragcdo amarelo e sem presenca de vascularizag&o.
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Figura 6 Imagem gerada pela endoscopia do macho na qual observam-se as
proje¢Bes digitiformes ou franjas dos testiculos.

Dos 60 peixes examinados, 25 foram machos e 35 fémeas, todos
confirmados via visualizacdo de corte histolégico das génadas (Figura 7). Entre
0s machos examinados 0 menor peixe apresentou comprimento total de 22,2 cm
e 0 maior 44,7 cm, e o peso variou de 108 g a 1032 g. Entre as fémeas
examinadas, 0 menor peixe apresentou comprimento total de 20 cm e 0 maior
40,4 cm, e 0 pesou variou de 86 g & 810 g. Em relacdo ao estagio de maturagéo
das gbnadas, todas as fémeas encontravam-se em estadio avancado enquanto que

todos 0s machos encontravam-se em estadio espermiado.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

- use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrade to

Unlimited Pages and Expane

30

40

35

30

15 4

10

Machos Fémeas

Figura 7 Namero de machos e fémeas de Ictalurus punctatus examinados no
experimento e confirmados via corte histolégico das génadas.

As caracteristicas morfoldgicas dos testiculos do I. punctatus observadas
sdo semelhantes as descritas por Sneed e Howard (1963), se apresentando como
6rgdos pares e digitiformes (Figura 8).

O ovario do Ictalurus punctatus, igualmente como descrito por
Silverstein e Small (2004), é oco e o limen se conecta ao oviduto. Os ovarios,
como os testiculos, estdo anatomicamente relacionados cranialmente com a
bexiga gasosa e caudalmente com os rins, além de unirem-se ao rim e a bexiga

gasosa por tecidos mesentéricos. Ambas as gbnadas terminam no poro genital.
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Figura 8 Testiculo do Ictalurus punctatus com suas projecdes digitiformes ou
franjadas.
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5 CONCLUSAO

Tanto o equipamento quanto a técnica empregada se mostraram
eficientes para visualizacdo das gbnadas e determinacdo do sexo, e sua
classificacdo quanto ao estagio de maturacdo gonadal em fémeas maduras.
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