Rev. bras. zootec., 30(3):911-915, 2001 (Suplemento 1)

Reversdo Sexual de Ra-Touro (Rana catesbeiana) com Hor ménio M asculinizante
Misturado & Racéo de Girinos!

Claudio Angelo Agostinho?, Irani Quagio Grassiotto3, Francisco Stefano Wechsler4

RESUM O - Estetrabal ho consistiu emtestar aeficiénciade um hormdni o masculinizante (173-hidréxi-17-metil-androxi-4-en-3-ona)
nareversdo sexual de girinos dera-touro (Rana catesbeiana). Foram usados 352 girinos com dois atrés meses de idade, nos estadios 30
a36, paratestar quatro niveisdehormdnio naragao (0, 30, 60 90 ng/g) por 45 dias. Apésametamorfose, 167 imagosforam sacrificados
e 185imagosforam criadosatéaidade de quatro mesese, entdo, sacrificados. Asandlises macroscopi cas dasgdnadas e dascaracteristicas
sexuais secundérias confirmaram a masculinizagdo nos tratamentos com horménio. Muitos ovacitos foram observados nos testiculos
dosimagos revertidos (ovotestis); entretanto, quatro meses apds a metamorfose, 0s ovotestis ocorreram esporadicamente. Concluiu-se
que, apos a metamorfose, iniciou-se um processo de reabsorgao dos ovAdcitos nos imagos revertidos, culminando com a quase total
reabsorc¢éo dos ovacitos no quarto més de idade.

Palavras-chave: 17B3-hidrdxi-17-metil-andrdxi-4-en-3-ona, girinos, Rana catesbeiana
Sexual Reversion of Bullfrog with Masculinizing Hormone Added to the Tadpole Ration

ABSTRACT - Thiswork consisted in testing the efficiency of amasculinizing hormone (178-hydroxy-17-methyl-androxy-4-en-
3-one) in the sex reversal of bullfrog tadpoles. Three hundred and fifty two tadpoles with two or three months old, from the stages 30
to 36, were used to test four levels of hormone in theration (0, 30, 60 and 90 ng/g), for 45 days. After metamorphosis, 167 juveniles
were sacrificed and 185 were reared until the fourth month of age and sacrificed thereafter. Macroscopic analysis of the gonads and
secondary traits confirmed the masculinization in the treatments with hormone. Many oocytes were observed in the testes of the
masculinized juveniles; however, four months after metamorphosis the ovotestes were sporadic. It was concluded that, after
metamorphosis, oocyte reabsorption started in reversed juveniles, culminating in almost total reabsorption at the fourth months.
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Introducao

Osmachoseasfémeasderatouro (Rana catesbeiana)
criados em cativeiro apresentam crescimento dife-
renciado, porque, quando as fémeas al cangam a pri-
meira maturagdo sexual, passam a usar os nutrientes
de suadietaparaamaturacdo dosovarios (RIBEIRO
FILHO, 1999). Além de as fémeas crescerem menos,
osovarioseovidutosdeanimaissexual mentemaduros
podem alcancar 15% do pesototal do animal (COSTA
etal., 1998), levando aperdade até 150 kg paracada
tonelada de fémea abatida. Portanto, a adocéo de
algumas técnicas de rotina usadas em piscicultura,
como por exemplo a selecdo para maturagéo sexual
tardia, como é feito em salmdo (GJEDREN e
SKJERVOLD, 1978), ou astécni casdereversio sexual
usadasnaproducdo comercial detilapias(YAMAZAKI,
1983) poderéo resultar em ganho na producéo.

1 Projeto Financiado pela FAPESP (processo n® 96/03405-4)

A expressdo da sexualidade em r&-touro é
controlada pelos cromossomos sexuais, XX em
fémeas e XY em machos, que determinam o sexo
fisiologico. Entretanto, independentemente do sexo
genético, o sexo fisioldgico pode ser manipulado
pel o uso de esteréides sexuai s, que sdo osindutores
primarios de varios fendbmenos reprodutivos que
comegam com a diferenciacéo das gbnadas, pros-
seguem com a gametogénese e terminam com a
ovulacéo ou espermiacao.

A manipulacdo do sexo fisioldgico pelo uso de
esterdides sexuais vem sendo realizada em anfibios
desde a década de 30 (PADOA, 1936), e areversdo
de animais geneticamente machos afémeastem sido
realizadade diferentesformas: pelainjecdo de estro-
geno (benzoato de estradiol) em girinos (OHTA,
1987); imersdo dos girinos em solugdo aquosa de
estrégeno (OHTA, 1987); injecdo de benzoato de
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estradiol apésacastracéo demachosadultos(UEDA,
1990), ou ainda pela implantago intraperitoneal de
tubos com estradiol em girinos (CHANG et al.,
1996).

A reversdo de ras geneticamente fémeas a ma-
chos foi obtida pela injecdo de propionato de
testosterona(OHTA, 1987) . Entretanto, autilizag&o
desta técnica paraa engorda de plantéis revertidos a
machos é muito trabal hosa e onerosaem ranarios co-
merciais, onde aquantidade degirinos por safrapode
alcancar até 500 mil individuos.

Uma forma pratica e viavel de reversdo sexual,
usadanacriagdo detilapianilética, éofornecimento
de horménio masculinizante na ragdo durante os
primeiros 30 dias apdsaecl0sdo, o queresultaem 80
a 99% de machos (PANDIAM e SHEELA, 1995).

Objetivou-se com estetrabalho adaptar atécnica
usada nareversdo datildpiaareversio de girinos de
ré-touro em metamorfose.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Setor de
Raniculturado L aboratério de AquiculturadaUNESP
de Botucatu, no periodo de 15 de julho a 26 de
dezembro de 1997.

Foram usados 352 girinos provenientesdetanque
deterra, criados nadensidade de 40 girinos por litro,
com peso medio de 33 g. O estadio de metamorfose
foi classificado de acordo com GOSNER (1960), em
gue se encontravam variou entre 30 (quando o girino
sO apresenta um vestigio de pata traseira em forma
de apéndice) e 36 (quando a patatraseirajaapresenta
os dedos formados).

Antesdeiniciar o experimento, umaamostrade
50 girinosfoi sacrificada, e verificou-seadiferen-
ciacdo sexual: os testiculos eram pequenos, mas
visiveis a olho desarmado, e apresentavam forma
arredondadae col oracdo opaca, estando |ocalizados
na extre-midade cranial do corpo gorduroso; os
ovarios apresentavam a mesma disposi¢cdo dos
testicul os, mas possuiam formaalongada e col ora-
¢&o hialina, podendo ser facilmente diferenciados
dos testicul os.

Os girinos foram distribuidos em quatro trata-
mentos com 88 animais cada. Os tratamentos con-
sistiram em quatro niveis de hormonio: 0, 30, 60 e
90 ng/g de rag@o comerci-al extrusada (Rana-45
da Nutremix Premix e Ragbes Ltda), com 45% de
proteina bruta, 4% de extrato etéreo, 6% de fibra
bruta, 2,5% de célcio e 1,4% de fosforo, triturada

para obter particulas de aproximadamente 2 mm e
mi sturadaao horméni o masculinizante, 173-hidroxi-
17-metil-androéxi-4-en-3-ona(Testogan daHoescht)
previamente dissolvido em alcool (200 mL/kg de ra-
¢a0). A misturafoi feitaem quantidade suficiente para
uma semana de consumo e armazenada sob refrigera-
¢80. A racéo foi oferecidanaproporcéo de 3% do peso
vivodosgirinos, divididaemquatrorefeicdesedistribu-
idaalanco durante 45 dias.

Os girinos foram mantidos em reservatoérios de
amianto de 1000 litros com inclinagdo do fundo, de
maneira que 0 excesso de racdo e fezes fosse
removido do fundo pelo fluxo de agua e eliminado
atraveés de uma saida conectada a um cano de PVC
de 2,5 cm de diametro.

A aguafoi renovadacontinuamente (10 litros por
hora). Nosprimeiros 25 dias, manteve-seatemperatura
daéaguaa19°C. Em seguida, o reservatorio de aguafoi
aquecido, obtendo-se temperatura ao redor de 26°C,
com o intuito de acelerar a metamorfose, que ocorreu
aproximadamente 20 dias apds 0 aquecimento.

Concluida a metamorfose, 167 animais foram
sacrificados e suas gb6nadas examinadas
macroscopica e histologicamente. A andlise
histol 6gicafoi realizadamediante cortescoradoscom
hematoxilinae eosina.

Umlotedeimagosdecadatratamento foi marcado
edistribuido em baias climatizadas a uma densidade
de 50 animais por metro quadrado, totalizando 185
imagos. As baias foram mantidas a temperatura
média de 26°C e fotoperiodo de 12 horas.

Asrasreceberam amesmaracao dos girinos, que
inicialmentefoi triturada, umedecidaemisturadacom
10% de larvas de Musca doméstica. Apds 30 dias,
guando as ras ja estavam adaptadas ao comedouro e
a racdo, o alimento passou a ser exclusivamente
racéo extrusada com 15 mm de didmetro, movimen-
tada por vibradores el étricos.

Os animais foram pesados mensalmente até com-
pletar quatro meses de recria, quando foram abatidos e
registrados os pesosindividuais de carcaga, gbnadas e
visceras. Asgonadasforamavaliadasmacroscopicamente,
de acordo com ametodol ogia propostapor COSTA et
a. (1998 a e1998b), eamostrasdosovariosetesticul os
foram fixadas em solucdo de KARNOVSKY (1964)
para posteriores analises histol 6gicas.

Os dados de ganho ponderal foram analisados
estatisticamente, consi derando-seosindividuoscomo
parcelas principais e as pesagens como medidas
repetidas, conforme o seguinte model o:

Yijk =+ T+ g+ P+ (TP)iy + wyy
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emque; Yijk =massacorporal doj-ésimoindividuodo
i-ésimo tratamento, obtida na k-ésima pesagem;
T, = efeitodoi-ésimo tratamento (combinagédo deum
nivel de hormdnio com um sexo); €, j=erro aleatério
relativo ao individuo, NID (0,0?); P, = efeito da
k-ésimapesagem; (TP)ik = interacdo entretratamento
epesagem; Wijk = erro aleatério relativo a pesagem,
NID (0, 52).

Osefeitosdetratamento foram desdobradospor meio
de sete contrastes linearmente independentementes,
asaber: efeitoslinear, quadratico ecubicodo horménio
nos machos normais; efeitos linear e quadréatico do
hormonio nos machos revertidos; fémeas versus de-
mais; e machos normais versus revertidos.

Para a analise estatistica dos dados de carcaca,
empregou-se o seguinte model o:

Yijk = 0+ T +B(x;. X)+e;
em gue: Yijk = massa da carcaca ou de algum com-
ponente desta; T, = como no modelo anterior;
B = coeficiente de regresséo; Xj;= massa corpora na
data do abate (covariavel); X = média das massas
corporarais; €; j como no modelo anterior.

Os efeitos de tratamento foram desdobrados tal
como no model o anterior.

Resultados e Discussao

Osimagos sacrificados |ogo apés ametamorfose
foram analisados macroscopi camente, evidenciando-se
amasculinizagdo detodososindividuosemtodosos
tratamentos quereceberam horménio masculinizante.
Constataram-se pequenas deformacfes nas extre-
midades dos testiculos de parte dos animais que
receberam hormoénio. Nestes testiculos, a andlise
histol6gica revelou grande quantidade de odcitos
distribuidosnostubul osseminiferos(ovotestis) (Figural).

Decorridos quatro meses da metamorfose, todos
0s animais que haviam recebido horménio
masculinizante apresentaram caracteristicas secun-
dériasmasculinas, ou seja, maior diametro dotimpano
epapo amarelado. Ao abate, areversdofoi confirmada
pela presenca de testiculos. Nesta idade, deforma-
¢bes nos testiculos revertidos também foram
verificadas nos trés tratamentos que receberam
hormonio masculinizante (Tabelal).

Ostesticul os ndo apresentavam forma definida,
principalmente as extremidades, que geralmente
eram encurvadas, evidenciando que o érgéo, antes
daingestao do horménio, estavaassumindo aforma
deum pequeno ovario. A anélise histol 6gicadestes
testiculos evidenciou a predominancia de células
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germinativas masculinas, classificadas segundo
COSTA (1998a) como espermatogonios primarios
e secundarios, espermatdcitos primarios e secun-
darios, espermatides e espermatozéides. A ocor-
réncia de ovocitos e oocitos em reabsorcao foi
esporadica (Figura 2).

O fato de os imagos recém-metamorfoseados

Figura 1 - Corte transversal do testiculo de imago de ra-
touro, proveniente de tratamento com horménio
masculinizante, ovocito (C = citoplasma e
N = ndcleo); B = ovdcito em reabsor¢éo; | = tecido
intersticial; M = células germinativas masculinas.
Aumento: aproximadamente 300x.

Figura 1 - Cross-section of testis from juvenile bullfrog treated
with hormone, oocyte (C = cytoplasm and N = nucleus);
B = oocyte undergoing reabsorption; | = interstitial
tissue; M = male germinatives cells. Magnification:
approximately 300x.

Tabela 1 - Ocorréncia de machos e fémeas decorridos
quatro meses da metamorfose
Table 1 - Incidence of males and females four months after

metamorphosis
Categoria Horménio®
Class Hormonel

0 30ug/g 60ug/g 90pg/g

Fémeas 23 0 0 0
Females
Testiculosnormais 21 21 5 26
Normal testes
Testiculos 0 2% 15 28
deformados
Deformed testes
Total 4 47 40 4

1 Dose de horménio masculinizante na ragéo.
1 Dose of masculinizing hormone in the ration.
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Figura 2 - Corte transversal de testiculo de ra-touro com
quatro meses de idade, proveniente de tratamento
com horménio, predominando os cistos com
células germinativas masculinas em diferentes
fases de desenvolvimento e ovdcitos ocorrendo
esporadicamente. C = cisto com espermatdécitos;
E= cisto com espermatides; S = luz dos tubulos
seminiferos, | = tecido intersticial; Ovdcito
(O = citoplasma e N = nlcleo); R = ovdcito em
reabsorcéo, Aumento: aproximadamente 300x.

Figura 2 - Testis cross-section of four-month-old bullfrog treated
with hormone, with predominance of cysts with male
germinative cells in different development phases and
the sporadic occurrence of oocytes. C = cyst with
spermatocytes, E = cystwith spermatids; S = seminiferous
tubules; | = interstitial tissue; oocyte (O = cytoplasm e
N = nucleus); R = oocyte undergoing reabsorption.
Magnification: approximately 300Xx.

provenientes dos tratamentos com hormonio terem
apresentado ovotestis em grande quantidade era es-
perado, pois, segundo LOFTS(1974) e DUELLMAN
e TRUEB (1986), os girinos nos estadios 30 a 36
(GOSNER, 1960) jaestao diferenciados sexua mente.
Segundo YAMAZAKI (1983), a reversdo sexual
artificial em espécies cuja diferenciacdo sexual ja
tenhaocorrido provavel mente sera permanente, pois
acredita-se que a agdo dos genes determinantes do
sexo fisiol6gico estarestrita a um periodo de tempo
rel ativamente curto durante o desenvolvimentoinicial
das gbnadas; estes genes tornam-se latentes ou ina-
tivos depois da dife-renciacdo sexual das gbnadas.

A reabsor¢do dos ovacitos nas fémeas revertidas
quatro meses ap6s a metamorfose (Figura 2) confirma
areversdo definitiva e aeficiéncia da 17p-hidroxi-17-
metil-androxi-4-en-3-ona em reverter girinos gque ja
apresentavam diferenciacéo sexual (estadios 30 a36) .

Nenhum doscontrastesfoi significante (P>0,005)
a excecdo da comparacdo fémeas versus demais. As
fémeas apresentaram peso médio significativamente
maior no quarto més de idade, quando comparadas
com os machos normais e machosrevertidos (Tabela
2). Todavia, RIBEIRO FILHO (1999) observou peso
médio maior nos machosque nasfémeas. PANDIAN
e SHEELA (1995) verificaram menor desempenho
de peixescomo conseqiiénciadaingestdo dehormdnio
masculinizante; entretanto, no presente estudo, esta
diferenca também foi verificada na testemunha, o
que invalida esta hipotese.

Tabela 2 - Médias de quadrados minimos do peso do animal e do peso das gdnadas, figado, corpo gorduroso, visceras e
carcaca (ajustado para peso vivo) das fémeas (1), machos normais (2), machos revertidos (3) quatro meses apés

a metamorfose

Table 2 - Least squares means of live weight and weight of gonads, liver, fat, viscera and carcass (adjusted for live weight) in females (1),
normal male (2) and reversed males (3) four months after metamorphosis

Horméniol  Sexo Peso aos 4 meses Gonadas Figado Gordura Visceras Carcaca
Hormonel Sex Weight at 4 months Gonads Liver Fat Viscera Carcass
0 1 168,88* 4,00* 527 7,29%* 54,19 75,99

2 129,02 025 537 7,02 54,42 7717
30ua/g 2 123,29 027 559 6,30 56,35 77,38

3 149,44 0,08 577 6,37 55,12 7758
60 ug/g 2 148,68 0,08 514 559 55,86 77,03

3 148,83 0,07 5,98 712 54,89 77,65
90ua/g 2 129,63 023 5,69 6,35 55,40 76,90

3 130,62 0,22 537 6,32 55,81 7747

1

*

Dose de horménio masculinizante na racéo.

1 Dose of masculinizing hormone in the ration.
™ Females are different from the others (P<.01 and P<.05, respectively).

+ ™ Fémeas diferentes dos demais (P<0,01 e P<0,05, respectivamente).



Rev. bras. zootec.
Conclusdes

O horménio masculinizante 173-hidroxi-17-metil -
androxi-4-en-3-ona misturado a ragéo e oferecido a
girinosfoi eficiente em reverter sexualmente os ani-
mais geneticamente fémeas a machos em todos os
tratamentos.

A reversdao sexual de ra-touro (Rana
catesbeiana) pode ser feita em girinos com dois a
trés meses de idade, estadio 30 a 36, quando ja
ocorreu a diferenciagdo sexual.

Sugere-se avaliar niveis mais baixos que 30 ug
de horménio masculinizante num proximo experi-
mento, pois mesmo neste nivel todas as fémeas
foram revertidas.
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