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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento, tamanho e idade de primeira maturagéo,
niveis hormonais e parametros bioquimicos de Lophiosilurus alexandri. Foram utilizados 400
juvenis produzidos no Laboratorio de Aquacultura da UFMG. Apds completar 90 dias pds-
eclosdo (DPE) foi iniciada a etapa de crescimento, onde os animais foram acompanhados até
0s 968 DPE. Durante o experimento, foram realizadas sucessivas amostragens de machos e
fémeas para andlise histologica das gonadas, acompanhar o crescimento, mensuracdo dos
indices hepatossomatico (IHS) e gonadossomatico (IGS). A partir da diferenciacéo
macroscopica das gonadas, foram realizadas coleta de sangue, aos 372, 481, 845 e 968 DPE
para analises bioquimicas. Analises hormonais (estradiol, testosterona e 17a-
hidroxiprogesterona) foram realizadas aos 845 e 968 DPE, quando ja foram detectadas
gbnadas macroscopicamente desenvolvidas. Os dados obtidos foram sempre comparados
entre machos e fémeas de mesma idade e para individuos do mesmo sexo em idades
diferentes. Ndo houve diferenca para o crescimento em peso e comprimento entre machos e
fémeas (P>0,05). Machos completamente maduros foram encontrados aos 593 DPE, com
29,88+1,76 cm e 444,1+77,03 g. As fémeas atingiram maturacdo avancada aos 845 DPE, com
36,51+1,06 cm e 783,05+£48,57 g. Todos os hormonios avaliados apresentaram-se em niveis
semelhantes entre machos e fémeas aos 845 DPE (P>0,05). Contudo, aos 968 DPE houve
aumento do nivel de E2 nas fémeas, diferindo também do valor encontrado para 0s machos
neste momento (P<0,05). Para testosterona, aos 968 DPE foi registrado maior nivel deste
horménio nas fémeas (P<0,05). Os dados bioquimicos apresentaram poucas diferencas entre
0s sexos. Peixes machos apresentaram maiores valores de alanina aminotransferase (ALT) em
372 DPE, magnésio aos 481 DPE e triglicérides aos 372 DPE e 481 DPE, (P < 0,05),
entretanto a maioria dos dados bioquimicos analisados variou significativamente (P<0,05)
para individuos do mesmo sexo em diferentes idades. Apenas lactato desidrogenase (LDH)
para as fémeas ndo apresentou variacdes (P > 0,05). Os resultados do presente trabalho
fornecem informacdes béasicas e essenciais para o futuro do manejo da pesca e para 0
planejamento producdo comercial de L. alexandri.

Palavras chaves: Bioquimica sanguinea, crescimento, pacamd, primeira maturacao,

reproducéo.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the growth, size and age of first maturation, hormonal levels and
biochemical parameters of Lophiosilurus alexandri. Four hundred juveniles produced at the
UFMG Aquaculture Laboratory were used. After completing 90 days after hatching (DAH),
the growth stage began, where the animals were followed up to 968 DAH. During the
experiment, successive sampling of males and females were performed for histological
analysis of the gonads, monitoring growth, measurement of hepatosomatic (IHS) and
gonadosomatic (IGS) indices. From the macroscopic differentiation of the gonads, blood was
collected at 372, 481, 845 and 968 DAH for biochemical analysis. Hormonal analyzes
(Estradiol, Testosterone and 17a-hydroxyprogesterone) were performed at 845 and 968 DAH,
when macroscopically developed gonads were detected. The data obtained were always
compared between males and females of the same age and for individuals of the same sex at
different ages. There was no difference for growth in weight and length between males and
females (P> 0.05). Completely mature males were found at 593 DAH, with 29.88 + 1.76 cm
and 444.1 + 77.03 g. The females reached advanced maturity at 845 DAH, with 36.51 + 1.06
cm and 783.05 + 48.57 g. All hormones evaluated were at similar levels between males and
females at 845 DAH (P> 0.05). However, at 968 DAH there was an increase in the level of E2
in females, also differing from the value found for males at this time (P <0.05). For
testosterone, at 968 DAH a higher level of this hormone was recorded in females (P <0.05).
Biochemical data showed little difference between sex. Biochemical data showed little
difference between genders. Male fish showed higher values of alanine aminotransferase
(ALT) in 372 DAH, magnesium at 481 DAH and triglycerides at 372 DAH and 481 DAH, (P
<0.05), however most of the biochemical data analyzed varied significantly (P <0, 05) for
individuals of the same sex at different ages. Only lactate dehydrogenase (LDH) for females
showed no variation (P> 0.05). The results of the present work provide basic and essential
information for the future of fisheries management and for the commercial production

planning of L. alexandri.

Key words: Blood biochemistry, growth, pacam4, first maturation, reproduction.
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1. INTRODUCAO

O pacama (Lophiosilurus alexandri) é um peixe nativo da bacia do Rio S&o Francisco
que apresenta potencial de cultivo. Porém, seu crescimento e morfofisiologia reprodutiva até
0 momento foram pouco estudados.

Estudos sobre o desenvolvimento sexual em peixes sdo importantes, tanto para a
cadeia produtiva da aquicultura, quanto para 0 monitoramento ambiental (Budd et al., 2015).
Sob o ponto de vista ambiental, o conhecimento do tamanho a primeira maturacdo gonadal é
fundamental para se determinar o tamanho minimo de pesca para as espécies de vida livre (Da
Silva Santos et al., 2015). Em zootecnia pode ser utilizado para se determinar o0 momento
ideal para selecionar e compor lotes de reprodutores, evitando-se assim a subutilizacdo de
méo de obra e estruturas de cultivo (Sanches et al., 2011).

O controle da reproducdo é essencial para peixes de interesse comercial. A
manipulacdo de fatores bidticos e abidticos, a aplicagdo de tratamentos hormonais, o uso de
técnicas de fertilizacdo in vitro e de criopreservacao de sémen consistem em estratégias para
promover ou aumentar a reproducdo de peixes em cativeiro (Alvarenga et al., 2015). Desta
maneira, a determinacao de parametros quantitativos é fundamental, pois permite controlar e
otimizar as taxas de fertilizacdo e, consequentemente, promover o uso racional dos
reprodutores em sistemas de cultivo (Sanches et al., 2011). Essa otimizacdo pode ocorrer
através do emprego de correta relacdo entre espermatozoides e ovocitos durante o processo de
fertilizacdo, pela selecdo de reprodutores mais aptos a reproducdo, pela identificacdo exata do
periodo reprodutivo, ou até mesmo através da identificacdo de falhas de manejo que
comprometam a viabilidade dos gametas (Leite et al., 2013). Além disso, o controle de
parametros reprodutivos permite selecionar e manter no plantel individuos mais prolificos e,
também permite, determinar o0 momento ideal para substituicdo dos mesmos (Kodama et al.,
2011).

A revisdo a seguir tem por objetivo abordar os principais fatores que interferem no
processo de maturagdo sexual, aléem de conceituar alguns pardmetros reprodutivos e
bioquimicos de L. alexandri, que podem ser utilizados tanto em estudos com enfoque

ambiental quanto para pratica de reproducéo assistida em peixes de interesse zootécnico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O pacama

O Lophiosilurus alexandri (Steindachner, 1876) é um peixe carnivoro de agua doce,
da ordem Siluriformes, endémico da bacia do rio Sdo Francisco, onde é conhecido como
pacamad, pacuma, pacamdo ou niquin (Campeche et al., 2011). Sua carne é de excelente sabor
(Sant"Ana et al., 2016), sem espinhos intramusculares e também desperta interesse no
mercado de peixes ornamentais, devido a sua aparéncia exotica e peculiar (Santos e Luz,
2009). Essas caracteristicas tém incentivado sua introducdo na aquicultura (Lucanus e
Mischook, 1997; Ribeiro et al., 2013). Em sua regido de ocorréncia sofre grande presséo de
captura sobre 0s estoques naturais, 0 que o coloca na lista oficial de espécies ameacadas de
extincdo, na categoria vulneravel (MMA, 2014). Foi introduzido na bacia do rio Doce, mas
seu efeito sobre as espécies nativas ndo foi estudado (Barros et al., 2007).

Esta espécie apresenta desova parcelada e comportamento sedentario (Travassos,
1959). Libera seus ovos no substrato arenoso, onde o macho é geralmente o responsavel pelo
cuidado parental (Sato et al., 2003; Costa et al. 2015). Macroscopicamente, as génadas de
pacama séo pares, franjadas nos machos e saculiformes nas fémeas (Barros et al., 2007). Sua
larvicultura é realizada com sucesso através do emprego de alimento vivo (Melillo Filho et
al., 2014; Santos et al., 2015).

Alguns autores afirmam que pacama ndo apresenta dimorfismo sexual (Travassos,
1959; Sato et al., 2003). Entretanto, Lopes et al. (2013) descreveram diferencas entre as
papilas urogenitais de machos e fémeas adultos, que podem ser observadas a partir da
insercdo de uma sonda uretral na papila, com o intuito de identificar a presenca do oviduto nas
fémeas (terceiro orificio). Melillo Filho et al. (2016) obtiveram melhor precisdo para sexagem
de pacama por técnica cirtrgica de celiotomia, com observacdo direta das gbnadas e precisao
acima de 90% para ambos 0s sexo0s, enquanto que, para sexagem por sonda uretral, a taxa de
precisdo foi de 67,8% e 81,8% para machos e fémeas, respectivamente. Contudo, a idade de

primeira maturagdo gonadal nesta espécie ainda ndo foi descrita.
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2.2 Maturagéo sexual em peixes

A maturacdo gonadal em peixes é desencadeada por sinais ambientais como
fotoperiodo e temperatura, além de mecanismos genéticos que ativam sinais endocrinos
(Zmora et al., 2014). O eixo hipotdlamo-hipofise-gbnadas atua como um papel central na
regulacdo sobre o desenvolvimento reprodutivo em peixes de forma similar a outros
vertebrados (Norris e Jones, 2012). Os sinais ambientais, como aumento da temperatura da
agua para espécies tropicais, estimulam a liberagdo de kisspeptina por regiées do encefalo,
incluindo o hipotalamo, a qual determina a producdo e liberacdo do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotdlamo. O GnRH, por sua vez, estimula a adenohipofise a
produzir e liberar gonadotrofinas, horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH). A kisspeptina também tem a capacidade de estimular diretamente na
liberacdo de FSH e LH pela adenohipofise (Zmora et al., 2014). Estas gonadotrofinas atuam
nas gonadas estimulando a producdo de andrdgenos, estrdgenos e progestdgenos, que
promovem a maturacdo sexual (Figura 1). Nas fémeas, o estimulo inicial se d4,
principalmente, pela acdo do FSH, que é responsavel pelo crescimento do odcito e
desenvolvimento folicular. O FSH estimula a sintese de aromatase pelas células da granulosa,
gue convertem a testosterona produzida pelas células da teca em estradiol. O estradiol, por sua
vez, estimula a sintese hepética de vitelogenina, responsavel pela vitelogénese ou acimulo de
vitelo nos od6citos, ocasionando o crescimento dos mesmos (Lister e van der Kraak, 2008).
Nos machos, o FSH € responsavel, via células de Sertoli, pela proliferacdo espermatogonial
que representa a primeira fase da espermatogénese. Ao mesmo tempo, o FSH ativa receptores
presentes nas células de Leydig estimulando a sintese e secrecdo de andrégenos (Ohta et al.,
2007; Garcia-Lopes et al., 2009). Nessa fase inicial, a testosterona é o principal andrégeno
produzido nos testiculos dos peixes e, possivelmente, auxilia no apoio a fase proliferativa,
porém indiretamente, prevenindo a apoptose das células germinativas durante as primeiras
divisdes celulares (Almeida, 2013). Também nos machos a progesterona desempenha funcées
durante a maturacdo final, estimulando a meiose, espermiogénese e hidratacdo dos
espermatozoides. Em ambosos sexos, a elevacdo dos niveis destes esteroides gonadais em
conjunto com as gonadotrofinas circulantes causam a inibicdo da sintese de GnRH,

controlando o processo por meio de feedback negativo (Norris e Jones, 2012).
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kisspeptina

Hipotdlamo
(neurosecrecao)

Figura 1: Desenho esquematico do eixo hipotdlamo-hipofisario em peixes (Almeida, 2013).

Bazzoli (2003) sugere a classificacdo das gonadas em desenvolvimento nas seguintes
classes:

Imaturo: Os ovarios se apresentam em tamanho reduzido, ocupando menos de 1/3 da
cavidade celomatica, filamentosos, transltcidos, sem sinais de vascularizacdo, os ovécitos ndo
sdo vistos a olho nu e microscopicamente observam-se ovécitos na fase de ovogonia e em fase
perinucleolar inicial, organizados em lamelas;

Repouso: as gbnadas estdio com o menor tamanho do ciclo, sdo delgadas e
translicidas, com pequena vascularizacdo, ovarios sem ovocito perceptivel e
microscopicamente observam-se lamelas ovuligeras e predominio de ovécitos perinucleolares.
Os testiculos nesta fase apresentam-se reduzidos, filiformes e translicidos e
microscopicamente apresentam espermatogbnias primarias isoladas e alguns cistos de
espermatogonias secundarias e espermatdcitos primarios;

Maturacdo inicial: as gbnadas iniciam a gametogénese e acumulam gradualmente
seus produtos, fazendo aumentar seu peso, nos OVArios 0s vasos sanguineos e ovécitos sao
visiveis a olho nu. Microscopicamente observa-se maior incidéncia de ovdcitos vitelogénicos
de tamanhos variados, perinucleolares e alvéolo-corticais, além de alguns ovécitos atrésicos.
Os testiculos apresentam-se desenvolvidos, com forma lobulada e com certa pressdo sua
membrana se rompe, eliminando esperma leitoso e viscoso. Microscopicamente, apresentam

cistos com celulas da linhagem germinativa em diferentes fases de desenvolvimento, sendo
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observadas espermatogdnias primarias e secundarias, assim como espermatocitos primarios e
espermatides; no lume dos tubulos seminiferos observa-se uma pequena quantidade de
espermatozoides;

Maturacdo avangada/maduro: Nas fémeas as papilas genitais apresentam-se
avermelhadas e o ventre abaulado e microscopicamente as gbnadas apresentam lamelas
ovuligeras preenchidas por ovdcitos grandes em vitelogénese e poés-vitelogénese, com
migracao progressiva do nucleo para a periferia da célula (Figura 2). Ocorre a presenca de
reduzido numero de ovdcitos pré-vitelogénicos e cromatina-nucléolo. J& 0s machos
apresentam testiculos targidos, esbranquicados, e ocupam grande parte da cavidade
celomética; com fraca pressdo rompe-se sua membrana, fluindo esperma, menos viscoso que
no estadio anterior e microscopicamente observam-se cistos de espermatdcitos primarios e de
espermatogonias secundarias, e 0s lumes dos tdbulos seminiferos carregados de
espermatozoides;

Desovado: Observado nas fémeas, periodo seguinte a reproducédo, ap6s a eliminacao
dos gametas, as gbnadas estdo reduzidas em tamanho, flacidas e sanguinolentas e com
ovocitos visiveis a olho nu. Microscopicamente hd presenca de muitos ovocitos
perinucleolares e alguns ovocitos atrésicos nas lamelas ovuligeras com intensa reorganizacdo
das gbnadas;

Espermiado: Nos machos, testiculos flacidos, com aparéncia hemorragica; a
membrana nao se rompe com pressdo e microscopicamente os tubulos seminiferos encontram-
se com lume aberto, podendo conter espermatozoides residuais e parede composta somente de

espermatogonia.
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Figura 2. Desenvolvimento oocitario em Hoplias malabaricus, adaptado de Quagio-

Grassiotto et al. (2013).

D Odcito em crescimento secundario com inicio de deposicdo de vitelo.

E Qo6cito completamente desenvolvido, com nicleo ligeiramente excéntrico e citoplasma

repleto de granulos de vitelo.

F Odbcito em maturaco avancada. Notar a migragdo do niicleo para a periferia da célula.
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2.3 Indice gonadossomatico

O indice gonadossomatico (IGS) é um indicador eficiente do estado funcional dos
ovarios, devido a maturacao das células reprodutivas ocorrer concomitantemente com o
aumento do peso das gonadas (Andrade et al., 2006). Segundo Vazzoler (1996), o indice
gonadossomatico pode ser calculado de dois modos distintos:

e IGS1 = (peso da gbnada (g) / peso do corpo (g)) x100

e IGS2 = (peso da gbénada (g) / peso do corpo (g) — peso da gonada (g)) x100

Entretanto, os valores de IGS2 mostram de maneira mais acentuada as varia¢des do
estado fisiologico dos ovarios.

Este indice é utilizado em estudos de primeira maturagdo sexual (Rodrigues-Filho et
al., 2011) como também para melhor compreender a biologia reprodutiva de peixes em
ambiente natural (Erthal et al., 2015).

Romagosa et al. (2018) em estudo de primeira maturagdo de cachara
Pseudoplatystoma fasciatum (Siluriformes, Pimelodidae), em condi¢cbes de cultivo,
encontraram maiores valores de IGS coincidindo com o periodo de maturacdo sexual das
fémeas e maiores valores de temperatura da agua entre os meses de novembro a fevereiro.
Durante o ciclo reprodutivo de Steindachneridion parahybae (Siluriformes: Pimelodidae) em
cativeiro, Tolussi et al. (2018) encontraram correlagdo direta entre altos niveis de proteina e
lipidios nos ovarios e 0 IGS.

Ao correlacionar o IGS com niveis de horménios esteroides sexuais de Eremophilus
mutisii (Siluriformes: Trichomyteridae), Landines et al. (2017) observaram que nas fémeas, 0s
picos de estradiol coincidiram com os maiores valores de IGS, enquanto a testosterona
manteve seu valor baixo, independentemente desse indice. Ja nos machos, a relacdo entre
testosterona e IGS também foi coincidente, embora ndo tenha sido tdo evidente quanto nas
fémeas. N&o foi observada tendéncia clara entre a razéo estradiol e IGS para 0s machos.

A utilizacdo do IGS na prética de reproducdo assistida em aquicultura fica limitada

uma vez que € necessario sacrificar o animal para obté-lo.

2.4 Indice hepatossomatico

O indice hepatossomatico (IHS) é obtido pela seguinte equacao:

e |HS = (peso do figado (g) / peso total (g)) x100
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Este indice reflete a proporcdo existente entre o peso do figado e o peso total do
animal, que tende a diminuir frente a mobilizacdo de reservas energéticas (glicogénio
hepatico), transferidas para as gbnadas no final do processo de maturacdo ovocitaria e
espermiacgéo, apresentando assim correlagdo negativa com IGS (Andrade et al., 2006). Costa
et al. (2005) observaram correlagdo negativa entre IHS e indice de gordura celomética para L.
copelandii, demonstrando uma possivel hipertrofia hepéatica para o catabolismo das reservas
lipidicas, que seriam, entdo, direcionadas ao processo de vitelogénese. Assim, a variacao

sazonal do IHS é um dado auxiliar importante para determinacéo do periodo reprodutivo.

2.5 Fator de condicéo

A relacdo entre peso e comprimento corporal permite calcular o Fator de Condicao
(K). Maiores valores de K correspondem a individuos com maior massa em um dado
comprimento. Portanto, este € um indicador quantitativo do grau de bem-estar momentaneo
do peixe, que varia durante o ciclo de maturidade sexual do individuo e em fungédo do peso
das gonadas, dentre outros fatores (Reboucas et al., 2014). Para peixes migradores, valores
menores de K tendem a acompanhar a proximidade do periodo reprodutivo, apresentando
relacdo inversa com o IGS, devido a que neste periodo a intensidade alimentar pode cessar € a
gordura visceral € entdo utilizada durante o processo de desenvolvimento das gdnadas e
migracdo (Silva Filho et al., 2012). Ja para espécies de comportamento sedentario (ndo
migradoras) ocorre o inverso, maiores valores de K sdo observados durante o periodo
reprodutivo, devido ao acimulo de reservas energéticas (Costa et al., 2005).

O fator de condicdo pode ser obtido pela expressdo K=W/L? (fator de condi¢édo de
Fulton), ou pela expressido K=W/L" (fator de condi¢do alométrico) onde b é estimado pela
equacdo da relacio peso-comprimento (W=aLP®; onde W é o peso e L é o comprimento total e
a e b sdo estimativas dos parametros de correlacdo), ap6s a transformacéo logaritmica e ajuste
pelo método dos minimos quadrados dos dados (Aradjo et al., 2011). O fator de condicao de
Fulton assume que a relacdo entre peso e comprimento é isométrica, ou seja, 0 peso aumenta
com o comprimento elevado ao cubo. Por outro lado, o fator de condigdo alométrico
considera que as varias espécies de peixes podem ter diferentes relagcdes entre peso e
comprimento (Cavalcante et al., 2012). Assim, o fator de condicdo alométrico apresenta maior
precisdo por levar em consideracdo as diferencas nos padrdes de crescimento que sdo especie-

especificos.
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2.6 Parametros bioguimicos

Os niveis plasmaticos de parametros bioquimicos de peixes, quando comparados a
valores de referéncia para uma determinada espécie, fornecem importantes informacdes sobre
0 status metabdlico destes animais. Porém, durante o processo de crescimento de pacama até a
primeira maturacgdo, ndo existem dados comparativos entre machos e fémeas e entre animais
de diferentes tamanhos ao longo do crescimento. Portanto, a seguir serdo descritos alguns

destes parametros e como variagGes em seus niveis podem ser interpretadas.

2.6.1 ALT e AST

As determinacGes da atividade das enzimas alanina-aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) sdo utilizadas como marcadores de lesdo hepética e o
aumento da sua atividade sérica pode ser decorrente da ruptura dos hepatdcitos, que ocorre
como resultado de processos patologicos que levam a necrose celular (Kaneko,1989). A ALT
tem localizacdo citoplasmatica, estd presente em alta concentracdo no figado e menor
concentracdo nos rins e musculos. Sua principal caracteristica funcional € ser um bom
indicador de doencas hepaticas agudas (doencas hepatocelulares, necrose hepatica, obstrugédo
biliar, intoxicacdo e infec¢bes parasitarias). O aumento da ALT esta relacionado com o
namero de células envolvidas, ou seja, com a extensdo e ndo com a gravidade da lesdo.
Portanto, uma lesdo que ndo cause morte celular pode ser suficiente para que ocorra a
liberacdo de ALT na corrente sanguinea (Thulin et al. 2016). A enzima ALT ¢é responsavel
por catalisar de forma especifica a transferéncia do grupo amina da alanina para o
cetoglutarato, com formacdo de glutamato e piruvato, sendo que este Gltimo é reduzido a
lactato por acdo da lactato desidrogenase (Galante, 2012). A AST é uma enzima mitocondrial
e citossdlica que, portanto, necessita de uma lesdo maior para que seja liberada na corrente
sanguinea. A AST catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina do &cido aspértico
para o cetoglutarato com formacéo de glutamato e oxalacetato, o qual é reduzido a malato por
acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto a coenzima NADH é oxidada a NAD
(Galante, 2012).
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2.6.2 LDH

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima presente em Varios tecidos,
principalmente no musculo esquelético, musculo cardiaco, figado e eritrocitos, como também
nos rins, 0ssos e pulmdes. Esta enzima ndo possui especificidade para nenhum 6rgéo,
existindo diversas isoenzimas conhecidas em peixes. Lesdes musculares de etiologias variadas
podem estar relacionadas ao aumento da LDH (Sinha and Ray, 2018). Além disso, uma de
suas principais finalidades é participar da atividade de glicolise no interior das células
musculares. Por isso LDH e retida no interior destas células durante atividades anaerdbicas
que dependem de movimentos de natacdo em rajada. Estas atividades estdo associadas a
comportamentos como desova, migracao, busca de presas e prevencao de predadores. Por isso
em peixes, LDH tem sido utilizada como parametro para diferenciar o metabolismo muscular
e dimorfismo de tamanho de maturacdo sexual entre machos e fémeas, que podem apresentar
diferencas de comportamento. Desta maneira € esperado que individuos com maior atividade
muscular anaerobica apresentem maior retencdo de LDH nos tecidos, diminuindo os niveis

plasmaticos (Schoenebeck et al, 2018).

2.6.3 Célcio, Magnésio e Cloro

Os eletrolitos séricos como célcio (Ca?"), magnésio (Mg®") e cloro (CI7) sdo
comumente usados para determinar a caracteristicas fisioldgicas, toxicidade e estado de satde
dos peixes (Kulkarni, 2017). Os niveis de eletrdlitos indicam a operacdo de uma variedade de
mecanismos homeostaticos no corpo. Os ions divalentes de calcio (Ca? *), por exemplo, tem
varias funcbes em peixes. Combinam-se com fésforo para a deposicdo Ossea durante o
crescimento enquanto 0s 0ssos atuam como reservatorio de calcio para o plasma e os tecidos.
O célcio também é fundamental na reproducdo e na funcdo mitocondrial e tem um papel
importante na osmorregulacdo (Dogan e Canli, 2019). Cloro e magnésio sdo componentes
essenciais de fluidos corporais, como sangue e urina e, ajudam a regular a distribuicdo de
agua ao longo do organismo além de desempenhar um papel importante no equilibrio acido
basico, a deficiéncia destes componentes em peixes provoca drastica diminui¢cdo do

crescimento e da sobrevivéncia (Gatlin et al., 1982).
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2.6.4 Proteina total e Albumina

O nivel de proteina total € um importante indicador do status nutricional e
imunologico. Esta pode ser fracionada em albumina, alfaglobulina, betaglobulina e
gamaglobulina. A gamaglobulina, produzida pelos linfécitos e células plasmaticas, contém
anticorpos, denominados genericamente de imunoglobulinas (Swenson, 1988). A albumina é
a proteina mais abundante no sangue, correspondendo a até 55% da proteina total (Fedonenko
et al., 2016). Apesar da complexidade de fatores que interferem em seu nivel sanguineo como,
aporte de aminoacidos para sua sintese, perda, degradacdo, meia-vida longa e distribuicdo
entre intra e extra-vascular (Rothschild et al., 1972), ela continua sendo importante parametro
bioquimico para avaliacdo de estado nutricional e de indice progndstico em varias doencas,
principalmente as hepéticas por sua forma de deteccdo ser de baixo custo e de facil acesso
(Cabral et al. 2001). Em peixes, a albumina sérica desempenha um papel importante na
manutencdo o equilibrio osmotico entre o sangue circulante e as membranas teciduais (Harper
etal., 1997). Ela é a principal proteina envolvida no carreamento e distribuicdo de substancias
toxicas no organismo e por isso é um bom biomarcador da exposicdo de peixes a poluentes,
apresentando reducdo nestas situacdes (Khan, et al., 2016). A albumina sanguinea também é
responsavel pelo transporte de lipidios (Acharya e Mohanty, 2014) e hormdnios esterdides
(Shahsavani et al., 2010).

2.6.5 Ureia

A ureia é um produto do metabolismo enddgeno da proteina, encontrado em elevadas
concentracfes no plasma de elasmobranquios marinhos (Evans et al., 2004). Porém, sabe-se
gue tanto teledsteos marinhos quanto nos grupos de agua doce (elasmobranquios e teledsteos)
ndo é utilizada para osmorregulacdo (Duncan et al., 2009). A concentracao de ureia no sangue
representa principalmente um equilibrio entre a formacdo de ureia a partir do catabolismo
protéico e a excrecdo de ureia pelos rins. A formacdo de ureia ocorre principalmente no
figado, portanto o declinio da ureia pode indicar doenca hepatica ou inanicdo (Kulkarni,
2017). Por outro lado, em algumas espécies de peixes o aumento da concentragdo de ureia
pode ocorrer como via metabdlica secundaria para detoxificacdo de amonia, entretanto esta
via metabolica promove maior gasto energético (Zimmer et al., 2017). Peixes de agua doce

saudaveis normalmente apresentam niveis de ureia abaixo de 10 mg/dl (Kulkarni, 2017).
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2.6.6 Glicose

A glicose é essencial para o funcionamento dos tecidos e animais vertebrados
possuem a habilidade de manter a concentracdo de glicose sanguinea em nivel relativamente
constante (Hertz et al., 1989). Entretanto, a glicemia aumenta na presenga de fatores
estressantes para suprir a maior demanda energética nestas situacfes. Por isso, a partir da
mensuracdo da glicose é possivel estimar o nivel de estresse ao qual o animal foi submetido,
de forma que este pardmetro é uma das respostas fisioldgicas secundarias mais utilizadas
como indicador de estresse em peixes (Malini, et al, 2018; Zielasko et al, 2019). Peixes
carnivoros, mesmo quando alimentados com racdo comercial, que contém ingredientes de
origem vegetal, tendem a permanecer com baixas concentracfes de glicose no sangue, quando

comparados aos peixes onivoros (Gomes et al. 2019).

2.6.7 Triglicérides e Colesterol

As reservas lipidicas representam grandes reservas de energia em peixes e durante a
maturacdo sexual, sdo mobilizados e direcionados do tecido previamente armazenado as
gbnadas, a fim de sustentar seu desenvolvimento (Nicula et al., 2010). Colesterol e
triglicerideos sdo indicadores metabolicos de mobilizagdo energética e restricdo alimentar em
peixes (Jia et al., 2018). O colesterol sérico e os triglicerideos diminuem durante periodos de
restricdo alimentar e essa reducdo desencadeia a mobilizacdo de reservas energéticas para

suprir a demanda metabdlica (Costas et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a idade, crescimento e tamanho de primeira maturacdo gonadal em pacama
alimentados com dietas formuladas, em sistema de recirculacdo de 4gua com controle total

das condi¢cOes ambientais.

3.2. Objetivos especificos

- Realizar a engorda e avaliar o desempenho de pacama até o momento de primeira
maturacao;

- Quantificar hormonios esteroides sexuais em pacamas;

- Estimar do tamanho e idade de primeira maturacao de pacama.

- Determinar IHS e IGS de pacama em diferentes estadios de desenvolvimento.

- Verificar pardmetros bioquimicos plasmaticos, relativos a idade e o sexo durante o

crescimento de pacama.
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5.ARTIGO 1

Rearing and maturation of Lophiosilurus alexandri (Steindachner, 1876) in controlled

conditions: first reports and future perspective

ABSTRACT

Lophiosilurus alexandri is a freshwater carnivorous fish for which there is fishing pressure in
its natural environment, yet the species has potential for captive rearing. Information on
growth and sexual development for the species is scarce, and age and size at first maturation
have yet to be determined. A total of 400 fish, therefore, were reared from hatching to 968
days after hatching (DAH). Fish gonads were histologically analyzed throughout the rearing
period, and growth, the hepatosomatic index and the gonadosomatic index were compared
between males and females. Estradiol, testosterone and 17a-hydroxyprogesterone
concentrations were quantified at 845 and 968 DAH to compare sexually mature males and
females. Weight and length did not differ between males and females (P > 0.05). Males were
sexually mature at 593 DAH, with body lengths of 29.88 + 1.76 cm and weights of 444.1 +
77.03 g, while females were sexually mature at 845 DAH, with lengths of 36.51 + 1.06 cm
and body weights of 783.05 + 48.57 g. The results provided important information regarding
the minimum capture size of L. alexandri for identifying the appropriate period to begin
reproductive management of the species.

Keywords: Gonad development; Hormonal concentrations; Pacama; Reproduction



33

Introduction

Size at first gonadal maturation is a useful indicator of when fish are able to reproduce,
while histological studies can contribute to understanding sexual maturation and other
reproductive characteristics of fish (Pereira et al., 2017). Although knowledge of size at the
time of reproductive maturation is important for establishing the minimum size at which free-
living species reach the adult phase (Da Silva Santos et al., 2015), this has yet to be
investigated for the genus Lophiosilurus.

Lophiosilurus alexandri (Steindachner, 1876), also known as pacamd, is a freshwater
carnivorous catfish of the order Siluriformes. The species is sedentary, prefers lentic
environments (Travassos, 1959) and reproduces by batch spawning with the release of eggs
on sandy substrate and there is parental care of offspring (Sato et al., 2003). The species has
been used for restocking the Rio S&o Francisco basin and is considered vulnerable to
extinction (MMA, 2014), although it has yet to be classified by the IUNC Red List. This
species has been over exploited because of the attractive market value due to the excellent
quality and flavor of the meat, which has few bones (Luz et al., 2011). Results of previous
studies indicate L. alexandri has an excellent capacity to adapt and reproduce in captive
conditions (Costa et al., 2015), while larviculture procedures for the species has been
successfully performed in different culture systems using live food (Melillo Filho et al.,
2014). Furthermore, the species can be trained to feed on a formulated diet (Silva et al., 2014)
and tolerates dense stocking conditions (Luz and Santos, 2008; Cordeiro et al., 2016).

The objectives of this study were to: (i) determine size and age at first maturation for
L. alexandri with histological analyses of gonads; (ii) obtain information on growth of L.
alexandri; and (iii) measure indexes and hormonal concentrations important for understanding

the reproduction of the species.
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Material and methods

The research was approved by the Committee of Ethics and Animal Experimentation
(396/ 2012 CETEA protocol) of the Federal University of Minas Gerais (UFMG), Brazil.

Management of eggs and larviculture procedures

Larvae of L. alexandri were obtained from the Aquaculture Laboratory of UFMG
(LAQUA), where these were produced by natural spawning following the protocol described
by Costa et al. (2015). The eggs were collected and conditioned for 24 hours in a tank
containing water and the antibiotic Florfenicol (300 mg/L), a procedure recommended as
prophylaxis for possible bacterial contaminants (Batista et al., 2014). The eggs were then
transferred to another tank connected to a recirculating aquaculture system (RAS), with the
thermostat set at 28 °C, supplemental aeration (dissolved oxygen > 5 mg/L) and mechanical
and biological filtration was performed to complete the incubation period.

At 8 days after hatching (DAH), larvae were weighed, measured and distributed in
circular tanks arranged in a RAS at a density of 30 larvae/L. Larviculture was then conducted
for 15 days with newly hatched Artemia nauplii provided as food using the procedure
previously described by Luz and Santos (2008).

Training for feeding was performed during the 15 days immediately following
larviculture using the protocol established by Silva et al. (2014). This training was conducted
to condition the animals to feed exclusively on formulated diet. After feed training, the fish

were housed in the same system until 90 DAH.

Fish growth

Growth was analyzed by evaluating 400 randomly selected L. alexandri juvenile. The
growth stage involved several phases in two RASs (Table 1). These procedures were
conducted and modified based on animal growth patterns and the need to reduce stocking
density due fish growth.

The first RAS, where juveniles were housed for 4 months (Phase 1), comprised four
800 L tanks, mechanical and biological filters and a thermostat set at 28 °C. Subsequently,
between phases 2 and 7, the animals were transferred to 400 L tanks as described in Table 1.
These tanks were connected to a RAS with a unified filtering system equipped with sand and
biological filters, a thermostat set at 28 °C and a supplementary aeration system, with
dissolved oxygen being maintained at a concentration greater than 5 mg/L, total ammonia
between 0 and 0.5 mg/L and pH between 6.5 and 7.8 throughout the experiment with
assessments of these conditions occurring daily using an Asko AK88® multiparameter meter.



35

The animals were redistributed at the time of each collection to equalize density throughout
the experiment and fed an extruded commercial diet for carnivorous fish (Table 1). Feeding
was performed three times a day (09:00, 13:00 and 17:00 h), with unconsumed food being
collected 30 minutes after each feeding, which was oven dried and weighed to determine
consumption of diets by the fish in each tank.

Table 1 Distribution of Lophiosilurus alexandri among the different phases of the experiment

and the different diets provided.

Phase Duration N° Individual volume Fish/tank @ pellet CP?
(DAHY) tanks (L) (mm) (%)
1 90 to 219 4 800 100 1.7-2.5 46-40

2 219 t0 282 6 400 50 4 40

3 28210 372 6 400 40 6 40

4 372 t0 593 18 400 10 6 40

5 593 to 734 10 400 10 6 40

6 734 to 845 10 400 8 10 40

7 845 to 968 12 400 5 14 40

IDAH: days after hatching.
2CP: crude protein of the diet.

Biometric measurements were periodically obtained to monitor growth and determine
survival. Measurements involved carefully collecting the experimental fish in a sieve and
placing them on a towel for measuring. The individual fish were subsequently placed in a
container with water and weighed using a Marte® AD5002 semi-analytical digital balance.

The values for the following variables were calculated using data of body weight,
body length and feed consumption:

- Weight gain (g) (AWG) = final weight - initial mean weight;

- Daily weight gain (g/day) (DWG) = mean weight gain/days of experiment;

- Mean length gain (cm) (LG) = mean final length - mean initial length;

- Feed conversion (FCR) = feed intake/ biomass gain;

- Condition factor (K) = weight/length?;

- Daily specific growth rate (%/day) (SGR): SGR = 100 (In Wf - In Wi)/A4t

where Wi is initial weight, Wf is final weight and 4¢ is the number of days between

samplings.
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Gonadosomatic index and hepatosomatic index

At 481, 593, 734, 845 and 968 DAH, fish were placed in a plastic box of 100 liters of
useful volume, containing 285 mg/L eugenol solution and were then euthanized to remove the
gonads and liver. The gonads were weighed for calculating the gonadosomatic index (GSI).
The liver was weighed for determining the hepatosomatic index (HIS). The GSI was
calculated for each individual using the formula:
GSI = (Wg * 100)/ Whb), where Wg represents gonad weight and Wb represents body weight
of each individual calculated as:
Wb = Wt — Wg, where Wt represents total body weight (Vazzoler, 1996).

The HIS was calculated for each individual using the formula:
HSI = 100 * (WI/ Wt), where WI represents liver weight and Wt the total body weight of each
individual (Silva et al., 2015).

Light microscopy

For histology, gonads were collected at 90, 191, 278, 372, 481, 593, 734, 845 and 968
DAH. The number of animals for gonad collection was adjusted according to sex to ensure
adequate numbers of both males and females. To evaluate gonadal development, samples
were fixed in Bouin’s solution for 12 h and transferred to 70% alcohol until routine
histological processing with paraffin inclusion through dehydration in increasing
concentrations of ethyl alcohol, diaphanization in xylol and staining with Hematoxylin-Eosin,
Periodic Acid Schiff and Gomori Trichrome. Microtomy was performed at a thickness of 5 to
7 um using an optical microscope. Age and size at first maturation were determined when a

minimum of 50% of the animals of the same sex sample had mature gonads.

Hormonal variables

Blood samples for hormonal analyses were collected from the same animals used for
histological analysis at 845 and 968 DAH. The blood was collected by puncture of the caudal
vertebral artery with a ventral access approach. These analyses were performed using animals
at the end of the experiment when macroscopically developed gonads were already detected.
At the first collection (845 DAH), there were a total of 20 samples obtained with nine being
from males and 11 from females, while at the second collection (968 DAH) there were 15
samples obtained with six being from males and nine from females. The samples were

centrifuged for 15 min at 60 g, and aliquots of serum were collected and maintained at -80 °C
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until determination of testosterone (T) and 17p-estradiol (E2) concentrations. Testosterone
concentration was determined using chemiluminescence utilizing the ADVIA Centaur®
testosterone assay of Bayer Corporation, while E2 concentration was determined using
immunofluorometry utilizing an Estradiol Auto DELFIA®, Perkin Elmer. The concentration
of 17a-hydroxyprogesterone (17a-OHP) was determined using a solid-phase
radioimmunoassay with the Coat-a-Count 170-OH progesterone-DPC Kkit. Parallelism
between the dilution curves of plasma samples and the standard curve was evaluated for all
assays, with correlation coefficients ranging 0.947 — 0.999. Inter- and intra-assay coefficients
of variation ranged from 7% to 10% for T, 5% to 8% for E2 and 8% to 10% for 17a-OHP.
Cross-reactivity of the T assay was < 6% with other androgens and < 2% for 11-
ketotestosterone. For E2 and 17a-OHP, cross-reactions with other estrogens and 17a-20b-
dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) were < 4% and 1%, respectively. The sensitivity of the
assays was 5 pg/mL.

Statistical analysis

Homogeneity of variance for continuous variables was verified using the Bartlett test
while normality of the data was assessed using the Anderson-Darling test. The Tukey test (at
5% probability) was used to compare growth and weight data between males and females.
The non-parametric Kruskal Wallis test (at 5% probability) was used to compare hormonal
data, GSI and HIS. Statistical analyses were performed using MINITAB® Statistical
Software, version 18 (State College, Pensilvania, USA). Histological analysis of gonads and

other performance indicators were descriptive.

Results
Fish growth
Performance data for L. alexandri are shown in Table 2.
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Table 2 Descriptive data (mean + SD) for growth, feed conversion rate and survival evaluated according to growth phase of Lophiosilurus

alexandri fed commercial diet in a recirculation aquaculture system.

Phase AT!' DAHi2 DAHf* S* Li® Lf6 Wi’ Wi WG® DWGY LGM FCR? Ki®¥ Kf* SGR®

1 120 90 219 98 8.74+1.18 15.04+1.59 8.72+6.68 42.91+12.26 34.19 0.28 629 189 099 285 0.58
2 63 219 282 99 15.04+1.59 18.32+1.83  42.91+12.26 84.78+26.76 41.87 0.66 328 143 285 463 047
3 90 282 372 99 18.32+1.83 22.97+2.49  84.78+26.76 188.19+62.23 10341  1.15 465 146 463 819 0.38
4 221 372 593 100 22.97+2.49 29.88+1.76 188.19+62.23 444.1+£77.03 25591 116 691 147 819 1486 0.17
5 141 593 734 100 29.88+1.76 33.64+2.43  444.1+77.03 602.63+130.85 15853  1.12 3.76 140 1486 1791 0.09
6 111 734 845 100 33.64+243 36.51+1.06 602.63+130.85 783.05+48.57 180.43  1.63 287 211 1791 2144 0.10

7 141 845 986 98 36.51+1.06 39.73+2.04 783.05+48.57 984.39+140.37 201.34 143 321 313 2144 2477 0.07

'AT: phase duration in days. 2DAHi: initial days after hatching for phase. *DAHT: final days after hatching for phase. *S: survival (%). °Li: initial
mean length (cm). SLf: final mean length (cm). "Wi: mean initial weight (g). ®wWf: mean final weight (g). "WG: mean weight gain (g). *°DWG:
daily weight gain (g/day). 'LG: mean length gain (cm). 2FC: feed conversion rate. *Ki: initial condition factor. *Kf: final condition factor.

15SGR: specific growth rate (%/day).
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Growth in weight (Fig. 1 A) and length (Fig. 1 B) did not differ between male and female L. alexandri throughout the development

period.
1200 45
--o-Male ——Female --o-Male ——Female
1000 40
. 800 _ 35
g g
a 600 ..... g 30
= 400 . 25
200 20
-~ A B
o L2 15
278 372 481 593 734 845 968 278 372 481 593 734 845 968
Days after hatching Days after hatching

Figure 1. (A) growth in weight (mean + SE) of 10 male and 10 female L. alexandri by day of collection for histology, from 278 to 968 DAH; (B)
growth in length (mean + SD) of 10 male and 10 female L. alexandri by day of collection for histology, from 278 to 968 DAH. No significant

differences were observed between males and females by the Tukey test (P > 0.05).
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Gonadosomatic and hepatosomatic indices

The GSI was greater for females than for males for all samplings, with there being an
increase in this index beginning at 593 DAH (Fig. 2 A). The GSI of males remained similar
throughout the experiment.

The HIS fluctuated throughout the experiment, although it was similar between males
and females until 734 DAH (Fig. 2 B). After 845 DAH, the HIS was greater for females.
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Figure 2. (A) Gonadosomatic index (GSI %) (mean £ SE) of ten male and ten female Lophiosilurus alexandri on day of collection for histology,
from 481 to 968 DAH; (B) hepatosomatic index (HIS %) (mean + SE) of ten male and ten female L. alexandri on day of collection for histology,

from 481 to 968 DAH; When there are the same letters at the same time points, there was no difference between males and females when using
the Kruskal Wallis test (P > 0.05)
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Gonadal development

Males were more precocious with regard to size and age at first maturation, with maturation first being identified at 372 DAH, with a
mean length of 22.97 + 2.49 cm and a mean weight of 188.19 + 62.23 g. There were sexually mature males at 593 DAH, with a mean length of
29.88 £ 1.76 cm and a mean weight of 444.1 + 77.03 g (Table 3).

Table 3 Histological characteristics of the testes of Lophiosilurus alexandri during growth at different stages of gonadal maturation.

DAH! GMS2 Histological characteristics of the testes
90 Immature Only dispersed primary spermatogonia, not forming seminiferous tubules.
101 Rest Primary and secondary spermatogonia with the beginning of seminiferous tubule
es
organization.
278 Rest Beginning of meiotic cell division producing cysts.
o ) Wall of the seminiferous tubules formed by cysts of different spermatogenic cells with
372 Initial maturation ] o
luminae containing small amounts of spermatozoa.
Intermediate o _ _ )
481 ) Seminiferous tubules with a greater quantity of spermatozoa than the previous stage.
maturation
Advanced o ) )
593 to 845 ) Seminiferous tubules and sperm duct filled with spermatozoa.
maturation

IDAH: days after hatching. 2GMS: gonadal maturation stage.
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Germ cells in males were initially grouped in structures termed spermatogonia nests
(Fig. 3 A). Interstitial space then increased, which was indicative of the initiation of the
organization of the seminiferous tubules (Fig. 3 B). Subsequent stages of development
preceded the onset of cell division that led to the development of spermatozoa (Fig. 3 C). The
progressive accumulation of spermatozoa inside seminiferous tubules was considered to be
the initial process of sexual maturation in males (Fig. 3 D and Fig. 3 E). The presence of a
large quantity these cells within spermatic ducts at 593 DAH was considered to indicate

sexual maturity and the capacity to reproduce had occurred (Fig. 3 F).
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Figure 3. (A) Transverse sections of testes of Lophiosilurus alexandri: 90 DAH - immature
testis showing only spermatogonia nests (NE); (B) 191 DAH - testis at rest, where the
beginning of seminiferous tubule (TS) organization can be seen; (C) 278 DAH - testis at rest,
where meiotic cell division (arrow) can be seen; (D) 372 DAH - testicle at initial maturation,
characterized by the beginning of the accumulation of spermatozoa (E) inside the
seminiferous tubules; (E) 481 DAH - testicle at intermediate maturation with seminiferous
tubules with greater quantities of spermatozoa (E) than in the previous stage; (F) 593 DAH -
testis in advanced maturation with seminiferous tubules (TS) and spermatic duct (DE) replete

with spermatozoa.
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Initial maturation in females was observed at 734 DAH, with a mean length of 33.64 £+ 2.43 cm and a mean weight of 602.63 £+ 130.85 g,
while advanced maturation was observed at 845 DAH, with a mean length of 36.51 + 1.06 cm and a mean weight of 783.05 + 48.57 g (Table 4).

Table 4 Histological characteristics of the ovaries of Lophiosilurus alexandri during growth at different stages of gonadal maturation.

DAH? GMS? Histological characteristics of the ovaries
90 Immature Predominance of primordial germ cell nests, oogonia and rare initial perinucleolar oocytes.
191 to 372 Rest Organization of ovigerous lamellae containing initial and advanced perinucleolar oocytes.
481 to 593 Rest Absolute predominance of initial and advanced perinucleolar oocytes.
734 Initial maturation Presence of pre-vitellogenic oocytes with characteristic cortical alveoli.
Ad ’ Vitellogenic oocytes replete with globules of acidophilic vitellin and with prismatic follicular
vance
845 _ cells and a thin zona pellucida, in addition to oocytes in other stages, thus characterizing
maturation

asynchronous development.

IDAH: days after hatching. 2GMS: gonadal maturation stage.
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Similar to males, the germ cells of females at 90 DAH were grouped in structures
termed oogonia nests. There were a few oocytes in the initial perinucleolar stage that were
also observed at this stage (Fig. 4 A). There was also tissue organization of the ovary in
ovigerous lamellae at 191 DAH (Fig. 4 B). Gonadal maturation in females occurred
asynchronously in subsequent stages, as characterized by the simultaneous presence of
oocytes at different stages of development (Fig. 4 C). Initial maturation was characterized by
the presence of pre-vitellogenic oocytes with numerous cortical alveoli (Fig. 4 D). In later
stages, there was the gradual accumulation of acidophilic vitellin globules until there was
complete maturation (Fig. 4 E). Details of the morphology of a vitellogenic oocyte are shown
in Figure 4 F.
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Figure 4. (A) Transverse sections of ovaries of Lophiosilurus alexandri: 90 DAH - immature
ovary with only oogonia nests (NO) and perinucleolar oocytes in the initial stage (O1); (B)
191 DAH - ovary at rest where tissue organization is already observed in ovigerous lamellae;
(C) 481 DAH - ovary at rest, oocytes in initial (O1) and advanced (O2) perinucleolar stage;
(D) 734 DAH - ovary in initial maturation, characterized by the presence of pre-vitellogenic
oocytes (O3) with cortical alveoli (AC); (E) 845 DAH - asynchronous ovary in advanced
maturation with perinucleolar oocyte (02), initial vitellogenic oocyte (O4i) with initial
accumulation of acidophilic vitellin globules (arrow), and vitellogenic oocyte (O4); (F) 845
DAH - detail of vitellogenic oocyte, prismatic follicular cells (CF) and thin zona pellucida

Q).
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Sex steroids

Male and females had similar concentrations of E2 at 845 DAH (P > 0.05), however,
females had a greater concentration of E2 at 968 DAH (P < 0.05; Fig. 5 A). Concentrations of
17a-OHP continued to be similar between males and females at 845 DAH, and then decreased
in females between 845 and 968 DAH, however, did not differ between sexes (P > 0.05) (Fig.
5 B). Testosterone concentrations did not differ between males and females at 845 DAH (P >
0.05), while the concentration in females was greater than males at 968 DAH, with males
having a reduction in concentrations between 845 and 968 DAH (P < 0.05; Fig. 5 C).
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Figure 5 (A) Levels of estradiol (E2) in 20 males and 20 females Lophiosilurus alexandri (mean + SE) at 845 and 968 DAH. (B) Levels of 17a-
OHP in 20 males and 20 females L. alexandri (mean = SE) at 845 and 968 DAH. (C) Levels of testosterone in 20 males and 20 females L.
alexandri (mean + SE) at 845 and 968 DAH. The same letters index indicated no statistical difference between males and females by the Kruskal
Wallis test (P > 0.05).
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Discussion

The results of the present study indicate there is no difference in growth between male
and female L. alexandri. This finding provides important information for rearing because it
allows the maintenance of homogeneous stock throughout cultivation without the need for
sexual inversion. The survival and feed conversion rates of L. alexandri in the conditions
imposed in the present study are additional desirable characteristics of this species for
aquaculture enterprises.

There was a greater GSI of females in the present study beginning at 593 DAH,
indicating there was a gradual accumulation of vitellogenic substances in ovaries in
preparation for sexual maturation. Increased gonadal weight of males was little as DAG
increased, being the result of the gradual accumulation of spermatozoa and seminal fluid
throughout maturation. In addition, because males are in the growth phase, increased testicle
size occurred concomitantly with increased body weight, thus leading to a similar GSI
throughout the maturation period. There was a similar difference reported between the sexes
of other siluriforms in previous studies (Zardo et al., 2015; Tolussi et al., 2018). The GSlI,
therefore, is an important indicator of female gonadal development (Andrade et al., 2006;
Flores et al., 2019) while, in the present study, this index was not indicative of the maturation
stage of growing L. alexandri males.

The value for HIS oscillated independently of the values for GSI. This finding is
probably related to the mobilization of liver reserves, which occurs intermittently to supply
the metabolic compounds for maintenance and growth. According Santos et al. (2015), this
dynamic between these two indexes may be altered in situations of nutritional deficit, when
body reserves are utilized and directed to maintaining basal metabolism instead of
vitellogenesis. This finding also indicates that the commercial diet used in the present study
was not sufficient to fully meet the nutrients needed by L. alexandri during maturation.

Brazilian fishing law allows the capture of L. alexandri that are 40 cm in length or
greater (Brazil, 1997) with these values for capture being greater than the average of 29.88 cm
for males and 36.51 cm for females at the time of first maturation in the controlled conditions
in the present study. Feeding a commercial diet, and the maintenance of a constant water
temperature at 28 °C, may have affected the size and age at first maturation in the present
study. There, however, are no previous results reported with L. alexandri for first maturation
in the natural environment for comparison. Results of previous studies indicate that fish

managed in captivity first mature at a lesser body weight than in the natural environment
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(Valderrama et al., 1988; Reyes and Hug, 1990; Resende et al., 1996; and Romagosa et al.,
2003).

All of the evaluated hormones were of a similar concentration in males and females at
the first sampling, at 845 DAH. At 968 DAH, however, the concentrations of E2 and T
increased for females, while 170-OHP decreased. According to Honji and Moreira (2017),
increases of E2 and T are expected during vitellogenesis. Greater concentrations of these
hormones inhibit the synthesis of follicle stimulating hormone (control by negative feedback)
and, together with the action of gonadotropin-releasing hormone (GnRH), stimulate the
secretion of luteinizing hormone (LH), in the final phases of vitelogenesis. Luteinizing
hormone stimulates the theca cells of the ovarian follicle to produce 17a-OHP. In the final
stages of maturation, 17a-OHP is transported to the granulosa cells and converted to 17a,
20B- dihidroxy-4-pregnen-3-one (17a, 203-DHP); 17a, 20B-DHP is known to induce final
follicle maturation and ovulation (maturation-inducing steroid, MIS; Honji and Moreira,
2017).

In males, there was a decrease in T concentrations and no change in other hormone
concentrations at 968 DAH. Increased T concentration in blood plasma is the result of
increased gonadotropin concentrations in response to environmental stimuli. These
concentrations, however, decrease rapidly and no pattern of variation in the concentration of
these hormones has been related to gonadal development in any of a number of species of fish
(Carolsfeld, 1989). In early developmental stages (proliferative phase), testosterone is the
main androgen produced by fish testes, and probably functions to prevent apoptosis of germ
cells during early cell division (Almeida et al., 2009). In addition to final maturation, with
spermiogenesis and sperm release in the lumina of seminiferous tubules, 11-ketotestosterone,
another androgen that is more potent than T in receptor activation, is in greatest

concentrations (Almeida, 2013).

Conclusions

Male and female L. alexandri do not differ in weight or length during growth in
captivity for 968 DAH. When there are conditions of the present study, males first matured at
593 DAH with a mean body length of 29.88 = 1.76 cm and a mean body weight of 444.1 +
77.03 g, while females first matured at 845 DAH with a mean length of 36.51 £ 1.06 cm and
mean weight of 783.05 £ 48.57 g. The GSI is an indicator of gonadal maturation of female L.
alexandri. There were differences in hormone concentrations between male and female L.

alexandri at 968 DAH, with females having greater concentrations of E2 and T.
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6. ARTIGO 2

Parametros bioguimicos sanguineos de Lophiosilurus alexandri (Steindachner, 1876), durante

a fase de crescimento e primeira maturacdo sexual

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar pardmetros bioquimicos do sangue de Lophiosilurus
alexandri durante a fase de crescimento e primeira maturacdo sexual em Sistema de
Recirculacdo de Agua (SRA). Estes parametros sdo importantes indicadores da homeostase,
pois representam a resposta do organismo ao meio ambiente. Para isso foram utilizados 400
animais, mantidos em SRA, durante 968 dias ap6s a eclosdo (DAE). Neste periodo foram
realizadas quatro coletas aos 372, 481, 845 e 968 DAE para comparar os resultados entre
machos e fémeas em todas as idades e entre individuos do mesmo sexo nas diferentes idades.
Os analitos avaliados foram: alanina aminotransferase (ALT), aspartato transaminase (AST),
lactato desidrogenase (LDH), célcio, cloro, magnésio, proteinas totais, albumina, ureia,
glicose, triglicerideos e colesterol. Peixes machos apresentaram maiores valores de ALT em
372 DAH, magnésio aos 481 DAH e triglicérides aos 372 DAH e 481 DAH (P < 0,05). Os
demais analitos ndo apresentaram diferencas significativas (P > 0,05) entre machos e fémeas
em nenhum dos tempos. Os resultados obtidos nos permitem concluir que as variagoes
bioquimicas entre machos e fémeas sdo menos expressivas do que as observadas entre as
diferentes idades, onde apenas lactato desidrogenase (LDH), para fémeas, ndo apresentou
variacdo. Desta maneira, a idade é um importante fator de variacdo para avaliacdo bioguimica
de L. alexandri.

Palavras chave: Bioguimica sérica, crescimento, pacamd, recirculacdo de dgua
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Introducéo

Durante a manutencdo de peixes em condic¢Ges de cultivo é interessante conhecer as
variaveis fisioldgicas normais e assim detectar possiveis alteracdes. O estudo do sangue e de
suas fungdes € importante, pois componentes hematologicos, bioquimicos e imunoldgicos
estdo relacionados a resposta do organismo animal ao meio ambiente (Ramesh et al., 2018). A
avaliacdo desses componentes auxilia na determinagdo da influéncia de condigGes
fisiopatoldgicas que possam afetar a homeostase, colaborando assim, no diagnostico de
condicdes adversas (Pérez et al., 2018). Uma alternativa para a identificacdo dessas condicdes
é a realizacdo de exames bioquimicos, que quando comparados aos valores de referéncia para
a espécie, podem indicar alteracGes relacionadas ao estado nutricional, estresse, idade, fase
reprodutiva e possiveis enfermidades (Tanuja et al., 2017). Entretanto, antes que estes valores
de referéncia sejam estabelecidos para uma determinada espécie é importante conhecer se
variam em funcdo do sexo do animal ou mesmo para diferentes idades (Kulkarni, 2017).

O Lophiosilurus alexandri (Steindachner, 1876) é um peixe conhecido no vale do Séo
Francisco como pacama. Pertence a ordem Siluriformes, € carnivoro, apresenta alto valor de
mercado pela sua carne sem espinhos intramusculares, sabor apreciado pelo consumidor e
também vem despertando interesse do mercado de peixes ornamentais (Santos e Luz, 2009).
Em funcdo da preferéncia dos pescadores em capturar esta espécie, vem sofrendo pesca
excessiva, sendo considerado como espécie vulneravel (MMA, 2014). Esta espécie apresenta
desova parcelada, comportamento sedentario, preferéncia por ambientes Iénticos (Travassos,
1959) e cuidado parental, liberando seus ovos no substrato arenoso (Costa et al., 2015; Junior
at al., 2019). E comumente utilizada em programas de repovoamento da bacia do Rio S&o
Francisco (Navarro et al., 2014). Sua larvicultura j& vem sendo realizada com sucesso em
diferentes sistemas de cultivo com o emprego de alimento vivo (Melillo Filho et al., 2014;
Takata et al., 2014; Cordeiro et al., 2016). Estudos com juvenis tem relatado diferencas em
parametros bioquimicos em funcdo de diferentes condi¢des de cultivo (Costa et al., 2016;
Mattioli et al., 2018; Favero et al., 2019; Iwamoto et al., 2019; Silva et al. 2019). Contudo,
comparagOes destes parametros bioquimicos entre machos e fémeas e entre 0s sexos ao longo
do crescimento ainda ndo foram realizados.

Desta maneira, o objetivo deste estudo foi avaliar os parametros bioquimicos de L.
alexandri saudaveis criados em sistema de recirculacdo de agua (SRA) durante o crescimento,
até a fase adulta. Além disso, verificar se existem diferencas nestes parametros entre
individuos machos e fémeas em quatro fazes diferentes de seu crescimento, com também entre

individuos do mesmo sexo de idades diferentes.
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Materiais e Métodos
A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal (Protocolo
CETEA 396/2012) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil.

Manejo de ovos e larvas

Larvas de mesma idade foram criadas nas mesmas condicGes até 90 dias apos a eclosao
em SRA, no Laboratério de Aquicultura da UFMG (LAQUA). Aos oito dias apds a eclosao
(DAE), as larvas foram distribuidas em tanques circulares dispostos em um SRA na densidade
de 30 larvas/L e alimentados com naupilos de artémia, por 15 dias (Luz e Santos, 2008). Ap6s
esse periodo, foi realizado o treinamento alimentar por mais 15 dias, conforme protocolo
estabelecido por Silva et al. (2014) e mantidos até 90 DAE, recebendo 0 mesmo manejo

alimentar e condicGes de cultivo.

Fase de crescimento

O crescimento foi analisado usando 400 animais selecionados aleatoriamente. O
estagio de crescimento envolveu varias fases em dois SRAs (Tabela 1). Esses procedimentos
foram adotados em funcéo do crescimento dos animais e da necessidade de reduzir a densidade
de estocagem em funcgéo do desenvolvimento dos peixes.

O primeiro SRA, onde os juvenis foram mantidos por quatro meses (Fase 1),
compreendeu quatro tanques de 800L, com filtros mecanicos e bioldgicos e um termostato
ajustado a 28° C. Posteriormente, entre as fases 2 e 7, os animais foram transferidos para
tanques de 400 L, conforme descrito na Tabela 1. Esses tanques foram conectados a um SRA
com um sistema de filtragem unificado equipado com um filtro de areia e um filtro biolégico,
um termostato ajustado a 28 °C e um sistema de aeracdo suplementar, com concentracdo de
oxigénio dissolvido mantida acima de 5 mg/L, amdnia total entre 0 e 0,5 mg/L e pH entre 6,5 e
7,8, durante todo o experimento. Os parametros de qualidade da agua foram verificados
diariamente com um medidor digital multiparamétrico Asko AK88®. Os animais foram
redistribuidos no momento de cada coleta para equalizar a densidade ao longo do experimento.
A alimentacéo foi realizada trés vezes ao dia (09:00, 13:00 e 17:00 h) com dietas de acordo
com o descrito na Tabela 1. A racdo ndo consumida foi coletada 30 minutos ap6s cada
alimentacdo. Medidas biométricas foram realizadas periodicamente para monitorar o

crescimento. As medidas envolviam a coleta cuidadosa de animais em uma peneira e a
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contencdo em uma toalha para a medigdo. Os animais foram posteriormente colocados em um

recipiente com agua e pesados com uma balanca digital semi-analitica Marte® AD5002.

Tabela 1 Distribuicdo do Lophiosilurus alexandri entre as diferentes fases do experimento e

as diferentes dietas fornecidas.

Fase Duragéo N° Volume Peixes/tanque @ pellet PB?2
(DAEY) tanque individual (L) (mm) (%)
1 90a219 4 800 100 1,7-2,5 46-40
2 219 a 282 6 400 50 4 40
3 282 a 372 6 400 40 6 40
4 372 a593 18 400 10 6 40
5 593 a 734 10 400 10 6 40
6 734 a 845 10 400 8 10 40
7 845 a 968 12 400 5 14 40

IDAE: dias ap0s eclosdo; 2PB: proteina bruta da dieta.

Amostras e analises

As amostras de sangue tiveram inicio quando da identifica¢cdo macroscopica de machos
e fémeas. A primeira coleta realizada com 372 DAE obteve um total de 22 amostras, sendo 16
de machos, com médias de 23,56+2,05 cm e 194,57+47,54 g e 6 de fémeas, com médias de
23,15+2,59 cm e 204,43+71,97 g. Na segunda coleta (481 DAE) obteve-se um total de 16
amostras, sendo 8 de machos, com médias de 25,83+3,12 cm e 250,11+94,65 g e 8 de fémeas,
com médias de 27,58+3,08 cm e 325,08+107,48 g. Na terceira coleta (845 DAE) obteve-se
um total de 20 amostras, sendo 9 de machos, com médias de 34,26+2,19 cm e 618,22+98,20
g e 11 de fémeas, com médias de 32,60+1 cm e 664,09+140,06 g, enquanto na ultima coleta
(968 DAE) obteve-se 15 amostras sendo 6 de machos, com médias de 39,83+2,74 cm e
941,83+£127,85 g e 9 de fémeas, com médias de 39,22+1,90 cm e 926,55+129,33 g.

Para as amostras de sangue coletadas, os peixes foram contidos com um pano Umido e
0 sangue coletado por puncdo na artéria caudal vertebral com acesso ventral. Cerca de 300 puL
de sangue foram adicionados a heparina sodica (0,1 a 0,2% mg / mL de sangue). As aliquotas
de sangue total foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos e depois a 3000 rpm por 4
minutos para separar a fragdo sobrenadante. Aliquotas de plasma foram recuperadas e
mantidas a -80°C para andlise posterior. O perfil bioguimico foi obtido por meio de um
dispositivo automatico (CobasMira Plus®-Roche) e kits comerciais (Synermed® International
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Inc. Sdo Paulo, Brasil). Os analitos analisados foram: alanina aminotransferase (ALT),
aspartato transaminase (AST), lactato desidrogenase (LDH), calcio, cloro, magnésio,
proteinas totais, albumina, ureia, glicose, triglicerideos e colesterol.

Apds a coleta de sangue, os peixes foram sacrificados em solucdo de eugenol a 285
mg/L, para determinacdo macroscépica e posterior confirmacdo histoldgica do sexo. As
amostras de gbnada foram fixadas na solucéo de Bouin por 12 horas e transferidas para alcool
a 70% até o processamento histolégico de rotina com inclusdo de parafina por desidratacdo
em concentracdes crescentes de alcool etilico, diafanizacdo em xilol e coloracdo com
Hematoxilina-Eosina, Periodical Acid Schiff e Gomori Trichrome. A microtomia foi realizada

com uma espessura de 5-7 um sob microscopio optico.

Analise estatistica

A homogeneidade de variancia para varidveis continuas foi verificada pelo teste de
Bartlett, enquanto a normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Anderson-Darling. A
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey (com 5% de probabilidade) foram
utilizados para comparar as médias de machos e fémeas nas quatro coletas e para 0 mesmo

Sexo entre as quatro coletas.

Resultados

Dentre os indicadores de funcdo hepética (ALT, AST e LDH), apenas ALT apresentou
diferenca (P = 0,028) entre machos e fémeas aos 372 DAE, com maior valor para as fémeas
(Figura 1 A). Ja entre os ions avaliados, apenas magnésio apresentou maior valor para peixes
machos (P = 0,029) aos 481 DAE (Figura 1 F).

Triglicérides (Figura 2 E) apresentaram maiores valores para peixes machos aos 372
DAE (P =0,019) e para fémeas aos 481 DAE (P = 0,031). Para proteinas totais, aloumina,
ureia, glicose e colesterol ndo foram registradas diferencas significativas (P > 0,05) entre
machos e fémeas em nenhum dos tempos analisados (Figura 2).

Quando comparamos ao longo do tempo, apenas LDH n&o apresentou variacoes (P >
0,05) nas diferentes idades para as fémeas (Figura 1C). Nos peixes machos todos os analitos
apresentaram variacfes (P < 0,05) nas diferentes idades (Figuras 1 e 2). AST, proteina total,
ureia, glicose e triglicérides apresentaram valores menores para peixes mais velhos. ALT,
LDH, célcio, cloro, magnésio, aloumina e colesterol apresentaram variagdes independentes do

aumento da idade. Para as fémeas, assim como nos machos, AST, proteina total, ureia, glicose
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e triglicérides apresentaram valores menores (P < 0,05) para peixes mais velhos (Figuras 1 e
2). ALT, célcio, cloro, magnésio, aloumina e colesterol apresentaram variagdes independentes

do aumento da idade (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. (A) Valores médios ( erro padrdo) de alanina aminotransferase (ALT), (B) aspartato transaminase (AST), (C) lactato desidrogenase
(LDH), (D) célcio, (E) cloro e (F) magnésio de Lophiosilurus alexandri em quatro idades apds a eclosdo (DAE). Letras maidsculas diferentes
indicam diferenca estatistica entre machos e fémeas de mesma idade pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras mindsculas diferentes indicam
diferenca estatistica para animais do mesmo sexo de diferentes idades, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 2. Valores médios (+ erro padrdo) de proteinas totais (A), albumina (B), ureia (C), glicose (D), triglicerideos (E) e colesterol (F) de
Lophiosilurus alexandri em quatro idades ap6s a eclosdao (DAE). Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre machos e

fémeas de mesma idade, pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica para animais do mesmo sexo
de diferentes idades, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Discussao

O sexo geralmente estd associado a variagdes na biogquimica sérica em diferentes
espécies de animais, inclusive em peixes (Fancourt e Nicol, 2019; Kulkarni, 2017). Estudos
relataram maiores valores destes constituintes do sangue para individuos machos em relacdo
as fémeas relacionados a uma maior deplecdo dos componentes metabdlicos pelo processo de
desenvolvimento ovariano e desova (Tavares-Dias et al.,, 2004) ou a diferencas
comportamentais entre machos e fémeas (Kulkarni, 2017). No presente estudo triglicérides
apresentaram maiores valores para peixes machos aos 372 DAE e para fémeas 481 DAE. Este
fato pode indicar diferencas de demanda energética entre 0s sexos 0s nestas fases de
desenvolvimento relacionada ao comportamento. Entretanto, estudos que correlacionam o
comportamento entre 0s sexos com a taxa metabdlica em peixes, apesar de serem
fundamentais para compreender esse tipo de variacdo, sdo escassos (Metcalfe et al., 2016).
Como néo foi observada reproducdo ou mesmo maturacao sexual nas fémeas nestes periodos
(Melillo Filho et al., 2020), estas variacbes ndo podem ser atribuidas ao desenvolvimento
gonadal ou desova. ALT aos 372 DAE e magnésio aos 481 DAE também apresentaram
maiores valores para peixes machos em relacéo as fémeas. Entretanto, como essas diferencas
foram pontuais, ndo nos permitem conclusfes adicionais, uma vez que ainda nao existem
valores de referéncia determinados para estas caracteristicas em L. alexandri.

O colesterol € conhecido por ser um importante precursor hormonal, inclusive para
estradiol e testosterona (Okoye et al., 2020). Neste estudo observamos, em ambos 0s sexos,
aumento deste metabolito aos 845 DAE seguido de queda aos 968 DAE. Essa oscilacdo foi
inversamente proporcional as variages dos niveis de estradiol e testosterona observados por
Melillo Filho et al. (2020) para L. alexandri nesta mesma idade. Isso evidencia o
desencadeamento do ciclo hormonal relacionado ao processo de maturagdo sexual para esta
espécie. J& para glicose foi observada sucessiva reducédo dos 481 DAE para os 845 DAE com
reducdo acentuada até os 968 DEA. Esta variacdo indica maior demanda energética que
coincide com maturacdo gonadal avancada nessas idades (Melillo Filho et al., 2020).

Para determinar se um animal tem alteracGes nas variaveis bioquimicas, é necessaria a
comparacado dos resultados com os valores de referéncias representativos de animais saudaveis.
No entanto, a variacdo destes valores entre diferentes populacGes pode ocorrer por
particularidades ambientais e nutricionais a que estdo submetidos. Sendo assim, o ideal € que
seja determinado um intervalo de referéncia especifico para animais que vivem em ambientes

semelhantes (Horn et al., 2003). Nossos resultados mostram que estas variagdes se estendem a
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idade dos animais, j& que a maioria dos parametros bioguimicos apresentaram valores
diferentes entre as fases de crescimento, mesmo com a manutencéo das condi¢des ambientais
constantes ao longo do tempo. Estudos documentaram mudangas nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos em peixes de acordo com a idade ou tamanho (Satheeshkumar et
al., 2011, Arthanari et al., 2016). Porém, essas investigacGes estdo limitadas e as comparagoes
pontuais entre peixes juvenis e adultos ou exame apenas de peixes capturados na natureza, nos
quais diversos fatores ambientais podem influenciar as variaveis sanguineas (Akrami et al.,
2013; Sheikh et al., 2019) ndo seriam adequadas. Para L. alexandri os estudos bioquimicos
realizados até agora se restringem a juvenis (Costa et al., 2016; Mattioli et al., 2018; Favero et
al., 2019; Silva et al. 2019) sob diferentes condic¢des de cultivo, mas sem diferenciagéo entre
machos e fémeas, o que torna dificil a comparacdo com nossos resultados. E conhecido que
peixes jovens possuem o metabolismo mais acelerado e isso esta relacionado a uma maior taxa
de crescimento nas fases iniciais (Lugert et al., 2016). Esta caracteristica fisiolégica pode
explicar os maiores niveis séricos de proteina total, ureia, glicose, triglicérides e AST
encontrados L. alexandri mais jovens. Porém, Okoye et al. (2016) encontraram niveis de ALT,
AST, proteina total, colesterol e triglicerideos menores para Clarias gariepinus mais velhos.
Diferencas nutricionais e ambientais também podem exercer forte influéncia sobre a
bioquimica sérica em peixes (Zhou et al., 2009). O presente estudo foi realizado com animais
mantidos em sistema de recirculacdo de &gua, com total controle e estabilidade das condicGes
ambientais. Nas diferentes fazes de crescimento em que foram feitas as analises foi utilizada
racdo de mesma composicdo, diferindo apenas no tamanho dos pélets. Isso nos permite excluir

estes fatores como fonte de variagdo nos resultados observados.

Conclusdes

Nossos resultados apontam poucas diferencas nos parametros de bioquimica sérica
entre machos e fémeas de L. alexandri de diferentes idades. Contudo, para um mesmo Sexo ao
longo do crescimento, estas diferencas sdo vistas para a maioria dos analitos mensurados.
Desta forma, a idade é um importante fator de variacdo a ser considerado na avaliacdo

bioquimica de L. alexandri.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O pacamd@ é uma espécie de potencial aquicola e importancia ambiental que,
entretanto, enfrenta ameacas crescentes em seu habitat natural. Além de enfrentar forte
pressdo de pesca e significativa poluigéo, surge agora um novo desafio com o rompimento de
grandes barragens de residuos de mineracdo nos altimos anos. Os recentes desastres
ambientais, dentre eles, o ocorrido Brumadinho (2019), que atingiu o Rio Paraopeba, afluente
do S&o Francisco e habitat original da espécie poderd agravar ainda mais a situacdo. Os
impactos destes incidentes sobre L. alexandri ainda s&o desconhecidos. Desta maneira, este
trabalho se destaca por trazer informacfes inéditas e essenciais para 0 manejo desta
importante espécie, como idade e tamanho de primeira maturacéo sexual. Nossos resultados
revelam ainda detalhes histoldgicos do desenvolvimento gonadal que sdo importantes para
caracterizar as fases de desenvolvimento reprodutivo. Como este estudo foi desenvolvido em
ambiente controlado, as caracteristicas histoldgicas observadas podem ser utilizadas como
base de comparacgdo para verificar possiveis patologias em animais de cultivo ou de vida livre
expostos as alteracBes ambientais. Nossos resultados, por fim, fornecem um panorama da
bioquimica sérica de L. alexandri ao longo do crescimento, o que é fundamental para tracar as
diretrizes de trabalhos futuros que tenham por objetivo determinar valores de referéncia para
essa espécie, pois, se estes valores forem determinados no nivel da espécie, ocultardo

flutuacGes importantes que refletem a homeostase e 0 bem-estar destes animais.



