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O pirarucu Arapaima gigas € uma
espécie amazobnica com enorme poten-
cial para a diversificacao da aquicultura
brasileira. Entretanto, esse potencial
genético encontra-se ameacgado pela
pesca predatéria, tendo a espécie sido
classificada como em risco de extincédo
pela “Convengdo sobre o Comércio
Internacional das Espécies da Fauna
e da Flora Selvagens Ameacadas de
Extingao” — CITES (Castello; Stewart,
2010). No Brasil, o cultivo de pirarucu
ainda é insuficiente para atender a
demanda do mercado e sua cadeia de
producgéo é limitada pela falta de contro-
le reprodutivo da espécie em cativeiro.
Atualmente, a reproducédo em cativeiro
do pirarucu é estimulada pela separagéao
de casais sexualmente maduros em vi-
veiros escavados, onde as desovas cos-
tumam ocorrer de forma natural durante
o periodo chuvoso, de outubro a maio,
de acordo com a regido. As desovas
sdo geralmente observadas pelos pro-
dutores quando os alevinos ja iniciaram
sua respiracao aérea, aproximadamente

cinco dias apos a fertilizagdo dos ovos
no ninho. E nesse momento que os ale-
vinos sao geralmente coletados para o
treinamento alimentar e a comercializa-
¢éo para fazendas do setor de engorda
(Santana et al., 2020).

Na separagdo dos casais para re-
producdo, a identificacdo sexual do
pirarucu é determinante para o sucesso
reprodutivo e consequente obtengao
de desovas. Porém, as técnicas e os
métodos disponiveis atualmente para
identificacdo sexual sdo limitados e de
dificil acesso para o produtor. Além dis-
S0, ndo existem técnicas néo-cirurgicas
descritas para avaliagdo da condicao
reprodutiva (estagio de maturagéo go-
nadal) dos reprodutores.

Até o momento, diversas técnicas
de sexagem foram estudadas. Na
ultima década, estudos genéticos mos-
traram que o pirarucu ndo possui um
cromossomo sexual distinto, por esse
motivo as técnicas de cariotipagem
ndo podem ser empregadas para iden-
tificacdo sexual (Marques et al., 2006).



Abordagens utilizando equipamentos
médico cirurgicos também foram testa-
das para identificagao sexual, por meio
da observagdo direta da gbnada. A
primeira delas foi a técnica de laparos-
copia, na qual uma abertura cirdrgica no
abdémen do peixe é feita com o objetivo
de inserir um endoscopio em sua cavi-
dade celomatica (Carreiro et al., 2011).
No entanto, esse método € invasivo e
arriscado para a integridade do peixe,
além de depender de um equipamento
cirdrgico geralmente inacessivel para o
produtor e de um manejo mais especia-
lizado. Além da laparoscopia, a técnica
de ultrassonografia foi testada sem su-
cesso para observagado gonadal, possi-
velmente devido as escamas da parede
abdominal serem bastante densas na
espécie (Lima et al., 2017). Ainda na dé-
cada de 2010, uma outra importante téc-
nica, esta sim mostrou-se mais eficiente,
foi desenvolvida permitindo a identifica-
¢ao de fémeas adultas: a deteccéo de
vitelogenina sanguinea (Chu-Koo et
al., 2009). Inclusive, essa ferramenta
passou a ser comercializada na forma
de um kit de imunoensaio enzimatico.
Entretanto, a adocdo dessa tecnologia
pelo setor produtivo foi limitada, uma vez
que o acesso a esta envolve processos
de importagdo ainda demorados e one-
rosos, com necessidade de refrigeracao
durante seu transporte, o que limita seu
acesso em regioes remotas. Além disso,
o kit apresenta curto prazo de validade,
exigindo um elaborado planejamento
para seu uso, e sua aplicagéo € limitada
para peixes que sejam sabidamente
maduros (> 3 anos de idade), exigindo a

manutengéo de peixes nao sexados nas
propriedades por longos periodos. Mais
recentemente, apds o sequenciamento
gendmico de A. gigas (DU et al., 2019),
um estudo identificou o provavel gene
envolvido na determinacdo sexual da
espécie, havendo hoje um marcador ge-
nético possivel de ser empregado para
identificacdo sexual na espécie (Adolfi
et al., 2021). Apesar de confiavel, este
método ainda nao esta disponivel como
uma prestacdo de servigo por labora-
térios publicos ou privados, limitando o
acesso a essa tecnologia.

Em termos morfolégicos, o pirarucu
nao possui diferencas sexuais evidentes
em seu corpo, principalmente em seu
poro urogenital, como quando compara-
do com outras espécies (Figura 1 Ae B).
A técnica de canulagao, ja amplamente
utilizada para determinar a maturidade
gonadal em diversas espécies (ex.
tambaqui, surubim) foi por muito tempo
considerada impossivel para o pirarucu
(Nufez et al., 2011), dada a morfologia
peculiar do gonoduto (“ligamento”) e do
gonoporo na espécie. Recentemente,
um endoscopio com 3 mm de diametro
foi utilizado para estudar essa anatomia
urogenital do pirarucu (Toratti et al.,
2016), o que gerou um entendimento
morfolégico que viabilizou ndo somente
o procedimento de endoscopia nao-ci-
rurgica através do gonoéporo (gonoduc-
toscopia), como permitiu implementar
e adaptar a técnica de canulagao na
espécie (Toratti et al., 2019). Com base
nos resultados desse estudo, este co-
municado técnico objetiva descrever o
procedimento de canulagdo no pirarucu,



Fotos: Adriana Ferreira Lima, (A,B)

como uma ferramenta acessivel para
qualquer produtor que queira realizar a
identificagdo sexual em peixes juvenis
(~10 kg) e adultos. Adicionalmente, esse
comunicado descreve os estagios de
maturagdo gonadal nas fémeas para

Figura 1. (A e B), Papila urogenital (retangulos) de fémea (A, esquerda) e macho (B, direita)

que as bidpsias ovarianas coletadas por
meio da canulagdo possam auxiliar na
identificacdo da maturidade sexual das
fémeas e assim aumentar as chances
de sucesso no processo de formagao de
casais para reprodugéao.

pirarucu Arapaima gigas, sem evidenciar diferengas morfoldgicas externas.

Morfologia gonadal
do pirarucu e
desenvolvimento da
técnica de canulacao

A morfologia gonadal do pirarucu foi
inicialmente descrita por Gordinho et al.,
2005. Ha tempos se sabe que na espé-
cie (assim como nos osteoglossideos),
apenas a gbnada esquerda é desenvol-
vida nos machos e nas fémeas (Figura 2
A e B). Além disso, no pirarucu o ovario
nao é envolvido por uma capsula como
na maioria das espécies de teledsteos.

Por isso, no processo de ovulagéo, os
ovos sao liberados e caem diretamente
na cavidade celomatica, de onde séao
conduzidos por agcdo da musculatura
abdominal em direcdo a uma estrutura
denominada “ligamento”. Esse ligamen-
to atua como um oviduto, conduzindo
0S 0vos para o gonoéporo, abertura pela
qual eles chegam ao ambiente externo
para fertilizagdo no momento da cépula.
Em estudo usando endoscopia (Toratti
etal., 2016, 2019), foi observado que, na
fémea do pirarucu, o canal urinario e o
“ligamento” possuem sua abertura num
espagco comum dentro da papila uroge-
nital (Figura 3), sendo essas aberturas



separadas por uma membrana ou “sep-
to” (Figura 4D). Tendo conhecimento
da presenca desse septo, foi possivel
acessar a cavidade celomatica onde o
ovario do pirarucu se encontra, tanto por

Fotos: (A,B), Adriana Ferreira Lima.

Foto: Adriana Ferreira Lima.

endoscopia quanto por canulagao. Até o
momento, o procedimento de canulagao
e acesso a gbnada s6 pode ser realiza-
do em fémeas.

Figura 3. Detalhes externos da papila urogenital (seta) e anus (*) do pirarucu Arapaima gigas.



Fotos: Lucas Simon Torati, (A,B,C,D, E e F)
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Figura 4. (A) Vista lateral de um pirarucu, mostrando a cavidade celomatica (branco), o ovario
esquerdo (verde), o intestino (laranja) e o sistema urinario (azul). (B) Ampliagéo da cavidade
celomatica onde se encontra o ovario esquerdo (verde), incluindo a posigao relativa do intestino
e do sistema urinario. (C) Foto mostrando a posigao relativa entre o anus (anterior) em relagao
a papila urogenital (posterior). (D) Imagem endoscépica da abertura (aprox. 0,5cm) da papila
urogenital mostrando o septo que separa os caminhos para a cavidade celomatica (ventral;
linha pontilhada alaranjada) ou para o sistema urinario (dorsal; linha pontilhada verde escuro).
(E) Imagem endoscopica da cavidade celomatica mostrando um ovario esbranquicado de uma
fémea imatura. (F) Imagem endoscopica mostrando a aparéncia interna da bexiga urinaria.
Adaptado de Torati et al. (2019).



Cuidados com
o reprodutor na
realizacao do
procedimento
de canulacao

Para realizar a canulagao, é preciso
tomar todos os cuidados necessarios
para garantir a seguranca do peixe e
daqueles que o manipulam (Lima et al.,
2017). Rapidamente, recomenda-se
que o reprodutor seja contido dentro de
uma rede de contengdo (“camisinha”),
e mantido em decubito dorsal (ventre
para cima) sobre uma superficie Umida
e molhada. Durante o procedimento, é

necessario permitir que o peixe respire e
seja mantido molhado pela maior parte
do tempo. Se o procedimento durar mais
que 3 min, sugere-se voltar o peixe para
a posicao de decubito ventral (ventre
para baixo) para facilitar e estimular sua
respiragdo aérea. Apos a respiragéo do
animal, deve-se retorna-lo para a posi-
¢ao indicada para o procedimento. O
tempo para realizagdo do procedimento
€ variavel e depende tanto da anatomia
individual de cada peixe, quanto da
pratica e da experiéncia do examinador.
No estudo com endoscopia, levou-se de
0,3 a 5,8 min para acessar a cavidade
celomatica em 12 fémeas adultas
(Tabela 1). Na pratica da canulagao,
esse tempo estimado nao é diferente.

Tabela 1. Endoscopia em fémeas adultas de pirarucu. Dados publicados em (TORATI et al.,
(2019). Massa corporal (kg), comprimento total (cm), tempo necessario para observar o ovario
(min), cor predominante dos ovdcitos, didmetro médio dos ovodcitos (mm).

N ) LEEEE) (eI Tempo (min)  Cor dos ovdcitos Ta{m_mho Gl
fémea (kg) total (cm) ovocitos (mm)

1 37,0 155,0 1,3 verde 2,4

2 31,0 156,0 0,7 verde 2,2

3 45,0 162,0 1,2 verde 1,7

4 - - 0,6 verde 23

5 48,5 175,0 0,7 verde 2,4

6 41,0 167,0 0,6 verde 2,1

7 48,0 173,0 0,5 verde 2,2

8 51,0 175,0 0,7 verde 23

9 41,0 160,0 5,8 amarelo 1,3

10 45,0 168,0 2,1 verde 2,2

11 42,0 166,0 0,5 verde 2,3

12 44,0 171,0 0,3 verde 2,4



Material necessario
para a canulagao

Para realizar a canulagédo, o exami-
nador ira precisar de:

- rede de despesca;

- rede ou malha de contengéao
(“camisinha”);

- baldes;

- superficie macia (colchao ou
tatame de EVA);

- canula (sonda uretral no 8 a 12);

- 40 cm de arame liso galvanizado
BWG 18 - 1,24 mm;

- seringa (50 mL) com bico Luer Slip;

- pisseta com alcool 70% para esteri-
lizacdo da canula;

- frascos de 2 mL para acondicionar
0s ovocitos;

- solugéo de formaldeido (10%);

- planilha de anotacgdes e leitor
de microchip, caso os peixes sejam
marcados individualmente.

A cénula deve ser preparada para o
procedimento. Para isso, € necessario
“endurecer” a canula de forma que ela
se torne uma estrutura firme e maleavel.
Isso é feito inserindo o arame flexivel
dentro da cavidade da canula, de forma
que a ponta do arame fique sempre pro-
tegida pelo fundo cego da canula (Figura
5B). Isso é fundamental para evitar que a
ponta do arame tenha qualquer contato

com o peixe, 0 que poderia causar uma
perfuracdo ou injuria indesejada. Uma
vez estando com a canula montada, faz-
-se uma ligeira curvatura na extremidade
da canula (Figura 5C). Essa curvatura €
feita para que a extremidade da céanula
possa ser usada para tatear a cavidade
“urogenital”.

Figura 5. (A) Canula (sonda uretral nimero
12) utilizada para o procedimento de canula-
¢ao no pirarucu Arapaima gigas. (B) Detalhe

Fotos: Lucas Simon Torati (A,B eC)



da extremidade da cénula com arame
flexivel em seu fundo cego. (C) Detalhe da
ligeira curvatura feita na extremidade da ca-
nula para auxiliar na identificagdo do septo.

Como realizar a canu-
lacdo?

Para a canulagao, a pessoa que exa-
mina o peixe deve inserir a canula com
arame (conforme descrito no tépico an-
terior) na papila urogenital e buscar iden-
tificar a presenga (fémea) ou a auséncia
(macho) do septo (Figura 4D) na regiao
ventral da cavidade urogenital. Para
isso, deve-se inserir e remover a canula
de forma suave. Nos machos, que néo
possuem septo, a ponta da canula ira
deslizar sobre a parte ventral da cavida-
de urogenital sem encontrar nenhuma
resisténcia, depressao ou obstaculo. Do
ponto de vista pratico, uma vez que o
examinador nao conseguiu identificar a
presenca do septo, considera-se o peixe
do sexo masculino.

Nas fémeas, ao contrario, ao mo-
vimentar a cénula dentro da cavidade
urogenital sera possivel sentir ou tatear
com sua ponta uma ligeira resisténcia
(ao inserir) ou uma ligeira depresséo (ao
remover). Isso acontecera a aproxima-
damente 0,5 cm da abertura urogenital.
Nesses casos, o examinador deve mo-
vimentar a canula de forma suave, bus-
cando encontrar a abertura do “ligamen-
to” por tentativa e erro, tateando o septo
e tentando desloca-lo (sentido dorsal),
para entdo inserir a canula dentro da
cavidade celomatica, onde o ovario se

encontra. E comum que, quando a ca-
nula tatear o septo, este pode se dobrar
de forma a impedir sua entrada, sendo
entdo necessario repetir os movimentos.
Essa etapa exige bastante cuidado e
delicadeza por parte do examinador,
para que o acesso seja feito sem causar
injurias ao peixe.

Considerando que cada peixe possui
uma anatomia propria, diferentes peixes
apresentarao dificuldades diferentes
para o examinador. Nesse processo, &
importante ter em mente dois aspectos.
Primeiro, a angulagdo utilizada para
buscar a abertura da cavidade celomati-
ca apo6s encontrar o septo deve ser me-
nor do que aquela quando a canula esta
no canal urinario (Figura 4). Segundo,
quando a canula é colocada dentro
da papila urogenital, o caminho mais
“natural” a se percorrer € o que leva ao
canal urinario. Identifica-se que este foi
acessado quando a entrada da canula
€ limitada em aproximadamente 15 cm
(disténcia entre a abertura do poro uro-
genital e a bexiga urinaria). No entanto,
quando a canula acessa a cavidade
celomatica, ndo existe uma limitagao
de comprimento para sua insergdo. E
possivel ainda sentir, por meio do tato,
0 momento em que a canula encontra
o ligamento, ndo havendo entdo mais
resisténcia para adentrar a cavidade
celomatica do peixe.

Uma vez que o examinador consegue
inserir a canula na cavidade celomatica,
o0 arame deve ser entdo removido do
interior da canula, com o cuidado de
manté-la na cavidade celomatica. Uma



Fotos: Adriana Ferreira Lima, (A,B)
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seringa (50 mL) com o émbolo totalmen-
te pressionado deve entao ser acoplada
a canula (Figura 6A), fazendo com que,
ao puxar o émbolo, seja gerada uma
pressao negativa na cénula, o que
permite a sucgdo dos ovdcitos. Nesse
momento, a canula pode entéo ser leve-
mente movimentada no interior do peixe,
até que os ovécitos sejam observados
externamente na canula e/ou no interior
da seringa (Figura 6B).

Por fim, o procedimento de sexagem
por meio da canulagdo tem uma acu-
racia de 100% para as fémeas, dada a
visualizagdo dos ovdcitos inerentes ao
procedimento, e de 78% para os ma-
chos, considerando um examinador sem
experiéncia. A medida que o examinador
realiza o procedimento com frequéncia,
essa eficiéncia tende a aumentar. Isso

se justifica pelo ato de que, por esse
método, a identificacdo dos machos é
indireta, pela n&do localizacdo do septo.

Figura 6. Canulagdo em Arapaima gigas. (A) Seringa acoplada a canula para permitir a sucgao
dos ovacitos. (B) Detalhe dos ovécitos (esverdeados) sendo succionados por meio da canula

inserida na cavidade celomatica.

Caso o examinador ndo optar por avaliar
o tamanho dos ovdcitos no momento da co-
leta, estes devem ser removidos da canula/
seringa e fixados em solugéo de formaldeido
(10%). Este procedimento fara com que os
ovocitos percam sua coloaragéo natural.

No QR Code abaixo o leitor pode acessar
um video demonstrando o procedimento de
canulagéo:




O que o tamanho
dos ovocitos nos
fala sobre o estagio
de maturacao

das fémeas

O pirarucu é classificado como uma
espécie que possui o desenvolvimento
ovariano  do tipo  assincronico
(Godinho et al., 2005). Isso significa que
as células germinativas se desenvolvem
de forma nao sincronizada e em um
ovario sdo encontrados ovocitos em
diferentes estagios de desenvolvimento.
Isso explica a capacidade das fémeas
desovarem multiplas vezes ao longo do
periodo reprodutivo. Nesse processo,
diferentes  coortes (parcelas) de
ovocitos maturam e s&o ovulados em
momentos distintos. Para se ter uma
ideia, existem relatos de casais de
pirarucu que desovam até cinco vezes
durante o periodo de reprodugao
(Nufiez; Duponchelle, 2009; Nunez
et al.,, 2011). Quando coletamos uma
biépsia ovariana de pirarucu, estamos
coletando uma amostra de ovécitos que
geralmente estao em diferentes estagios
de desenvolvimento, uns mais préximos
de uma ovulagédo do que outros. Via de
regra, conforme os ovdcitos avangam
no seu desenvolvimento, passando

1"

pelas fases de crescimento secundario
(vitelogénese | e Il), maturagéo final e
ovulagao, existe um incremento no seu
volume e mudangas na sua coloragéo
(quando visto a olho nu e sem uso
de fixadores que alteram a sua cor).
ATabela 2 mostra o tamanho do didmetro
dos ovécitos de pirarucu nos diferentes
estagios e etapas de desenvolvimento.
Do ponto de vista pratico, € importante
notar que o estagio de maturagao final
em A. gigas inicia-se quando os ovécitos
possuem cercade 1,3 mm. O tamanho do
ovécito na fase de ovulagao corresponde
a aproximadamente 2,4 mm, aumento
ocasionado pela hidratagdo dos ovadcitos.
Além disso, observa-se que, no pirarucu,
0s ovécitos em estagio de maturacéo
final apresentam coloracéo esverdeada
caracteristica (Figura 7B). Portanto, séo
fémeas com ovdcitos majoritariamente
com essas caracteristicas (ovocitos
esverdeados com diametro > 1,3 mm)
que podem ser consideradas em fase
de maturacado final. A escolha dessas
fémeas para a composicdo de casais
em viveiros escavados pode aumentar
a probabilidade de obtengdo de
desovas, uma vez que estas possuem
ovario em condigao mais avancada de
desenvolvimento.



12

Fotos: Adriana Ferreira Lima, (A,B)

Figura 7. (A) Ovdcitos imaturos, com coloragdo esbranquigadas. (B) Ovécitos com coloragao
esverdeada, indicando que estdo em maturagéo final.

Tabela 2. Variagdo no diametro (minimo, maximo e médio; um) nos diferentes estagios e etapas
de desenvolvimento ovocitario, conforme proposta de classificagdo de Grier et al.(2009).

Estagio

Diametro min-max.

Diametro médio +

Multi nuclear

Crescimento
Primario

Perinucleolar
Vesicula de 6leo

Alvéolos corticais

Inicial
Crescimento .
- Final
Secundario
Completamente
crescidos
Maturagao Migracéo da vesicula
Final (MF) e germinativa
Ovulagao ~
Ovulagao

Consideracdes finais

Esta publicagdo descreve com detalhes
um meétodo néo invasivo para identifica-
¢ao sexual e determinagao da condicéo
reprodutiva no pirarucu. Esse método,
amplamente utilizado em outras espé-

(um) SD (pm)
32,2 - 113,1 72,0+ 17,3
64,7 - 320,8 105,2 17,3
354,5 - 599,0 473,4 +82,1
627,0 - 777,0 697,5 + 57,6
783,5-916,5 892,6 + 46,5
1007,0 - 1111,5 1066,1 + 39,8
1139,5 - 1276,0 1214,9 + 52,99
1302,5 - 2354,0 192,3 + 275,6
2394,0 - 2466,0 2427 + 21,4

cies de peixes (tambaqui, surubins, den-
tre outros), é ainda incipiente para esta
espécie e tem aplicagéo direta no setor
produtivo, podendo auxiliar no processo
de formagdo de casais visando a uma
reprodugdo em cativeiro mais controla-
da. No campo da pesquisa, além da fina-
lidade de sexagem, o método tem sido



utilizado com a finalidade de estudar o
ritmo ovulatério de fémeas da espécie,
bem como para estudos com terapias
hormonais, que dependem da identifi-
cacao de fémeas maduras aptas para a
estimulacdo com horménios sintéticos.
Espera-se que, no futuro, a pratica de
canulagao no pirarucu seja difundida no
setor produtivo de forma a auxiliar na do-
mesticagao da espécie.
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