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Resumo

CRUZ, Franciele Macedo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2017. In-
teracdo inseto-peixe no processo de reversao sexual da tildpia-do-nilo, Oreochromis
niloticus. Orientador: Eugénio Eduardo de Oliveira. Coorientadora: Ana Lucia Sa-

laro.

Nos ecossistemas aquéticos, coabitam uma infinidade de organismos, incluindo inse-
tos e peixes. A barata d’dgua, Belostoma anurum (Hemiptera: Belostomatidae), é uma
importante predadora generalista que vive em ambientes de dgua doce, consumindo
outros invertebrados e até mesmo pequenos vertebrados. Uma das presas potenciais
das baratas d’dgua sdo as fases imaturas (e.g., larvas) da tildpia-do-nilo, Oreochromis
niloticus. A tilapia-do-nilo é uma das espécies mais cultivadas no mundo e sua fase
de larva pode ser muito prejudicada pela presenca de seus predadores e por outros
agentes estressores (e.g., temperatura, pH, amonia e xenobiéticos). Para garantir uma
melhor produtividade destes peixes, tem se utilizado a técnica para reversao sexual de
larvas com a utiliza¢do do hormonio 17 xa-metiltestosterona, o que resulta na obtencdo
de animais monosexos (machos), garante maiores taxas de crescimento e evita super-
populacdo nos tanques de cultivo. Entretanto, pouco se sabe dos potenciais efeitos
deste hormonio em organismos aquéticos ndo-alvos. Em vista disso, esta dissertacdo
foi conduzida com objetivo de avaliar os efeitos do horménio 17 a-metiltestosterona
no desenvolvimento biolégico e nas habilidades predadoras de ninfas de B. anurum,
bem como averiguar se a presenca de B. anurum interfere na fisiologia oxidativa de
larvas de O. niloticus. Para se avaliar os efeitos da exposi¢do de B. anurum ao 17 «-
metiltestosterona, foram avaliados o desenvolvimento biolégico (i.e., do terceiro ins-
tar até a fase adulta), a razdo sexual e as habilidades predatorias (i.e., consumo didrio
de larvas), durante o processo de reversdo sexual das larvas de O. niloticus. Além
disto, bioensaios de sobrevivéncia foram conduzidos em ninfas de terceiro instar de
B. anurum expostas a diferentes concentragdes (i.e., 0,01; 0,1; 1,0; 3,0; 10 e 30 mg/L)
do hormonio. Observou-se que nas concentragdes de 0,01 e 0,1 mg/L houve aumento
no tempo de sobrevivéncia em relagdo ao controle. Em apenas 24 h de exposicdo, as
maiores concentra¢des (10 e 30 mg/L) foram letais para todos os insetos testados. Ja

para avaliar os efeitos de B. anurum nos peixes, os insetos foram acondicionados em
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potes plésticos flutuantes para manter contato indireto com os peixes que se encontra-
vam em aqudrios. Nestes experimentos, foram averiguados se o crescimento produ-
tivo, resposta ao estresse e a capacidade antioxidante das larvas foram comprometidas
pelo potencial estresse desencadeado pela presenca das baratas d’dgua. Os resultados
apontaram que a exposicdo subletal de B. anurum ao 17 a-metiltestosterona resultou
em beneficios (e.g., maiores habilidades de sobrevivéncia como também menor du-
ragdo do quinto instar) ao inseto aquético e que na presenga do inseto aumentou-se
a quantidade de glicose, lactato e a producdo de SOD (superéxido dismutase) dos
peixes. Portanto, com base nos resultados aqui descritos, conclui-se que larvas de
tildpias-do-nilo é afetada quando em situagdo de risco predatério. Entretanto, novas
experimentagdes precisam serem conduzidas para se averiguar se estas respostas be-
néficas ao inseto ndo poderiam por torna-los uma maior ameaca a produgao de larvas
revertidas sexualmente, uma vez que eles poderdo permanecer por mais tempo nos

ambientes contendo concentra¢des subletais do hormonio 17 a-metiltestosterona.



Abstract

CRUZ, Franciele Macedo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2017. Fish-
insect interaction in the sexual reversal process of nile tilapia, Oreochromis niloti-
cus. Advisor: Eugénio Eduardo de Oliveira. Co-Advisor: Ana Litcia Salaro.

The water bug, Belostoma anurum (Hemiptera: Belostomatidae) is an important gene-
ralist predator living in freshwater environments consuming other invertebrates and
even small vertebrates. One of the potential prey of water bugs is the immature sta-
ges (e.g., larvae) of nile tilapia, Oreochromis niloticus. The nile tilapia is one the most
cultivated species in the world and its larva stage can be greatly impaired by the pre-
sence of its predators and other stresses (e.g., temperature, pH, ammonia and xeno-
biotics). To ensure a better productivity of this fish, it has been used a technique for
sexual reversion of larvae using the hormone 17 a-methyltestosterone which results
in monosex (male) animals, in order to guarantees higher growth rates and avoids
overpopulation in the tanks of cultivation. However, little is known about the poten-
tial effects of this hormone in non-target aquatic organisms. Therefore, the present
study was conducted with the objective of evaluating the effects of the hormone 17
a-methyltestosterone on the biological development of B. anurum and its predatory
abilities, as well as to determine if the the presence of B. anurum interferes in oxida-
tive physiology of O. niloticus larvae. In order to evaluate the effects of exposure of B.
anurum to 17 a-methyltestosterone, it was evaluated the biological development (i.e.,
from third stage to adulthood), sex ratio and predatory skills (i.e., daily consump-
tion of larvae) during the process of sexual reversal of O. niloticus larvae. In addition,
survival bioassays were conducted in third-instar nymphs of B. anurum exposed to
different concentrations (i.e., 0,01; 0,1; 1,0; 3,0; 10 and 30 mg / L) of the hormone. It
was observed that at concentrations of 0,01 and 0,1 mg / L there was an increase in
the survival time compared to the control. In only 24 h of exposure, the higher con-
centrations (10 and 30 mg / L) were lethal for all insects tested. So as to evaluate
the effects of B. anurum on the fishes, the insects were conditioned in floating plastic
pots kept in indirect contact with the fishes found in the aquarium. In those expe-
riments, it was investigated whether the productive growth, stress response and an
antioxidant capacity of the larvae were compromised by the potential stress triggered

by the presence of water bugs. The results indicated that the sub lethal exposure of
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B. anurum to 17 x-methyltestosterone resulted in benefits (eg, higher survival skills as
well as lower duration of the fifth instar) to the aquatic insect and, in the presence
of insect, it was increased the amount of glucose, lactate and the production of SOD
(superoxide dismutase) of the fishes. Therefore, based on the results described here,
it is concluded that the larvae stage of nile tilapia is affected when in predatory risk.
However, new experiments need to be conducted to see if these beneficial responses of
the insect could not make them a greater threat to the production of sexually reverted
larvae, since they may remain for a longer time in environments containing sub lethal

concentrations of 17 a-methyltestosterone.
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Introducao geral

E cada vez mais evidente que o impacto dos predadores ndo estd apenas associado
com a morte de suas presas, mas pode acarretar em alteragdes no comportamento, fi-
siologia e na morfologia delas (Fordyce 2006; Creel and Christianson 2008; Berg and
Ellers 2010; Boonstra 2013; Zanette et al. 2014). Consequentemente, uma série de fato-
res hormonais estdo associados a estas respostas do organismo (Fraker 2009; Preisser
2009; Sheriff et al. 2009) e podem ser divididos em primadrios, secunddrios e tercid-
rios (Iwama 1998; Brandéo et al. 2006). Nas respostas primadrias, hd o aumento dos
hormonios adrenalina, noradrenalina e cortisol no plasma. Em virtude da acdo desses
hormonios, ocorre os de agdes secundérias, aumento na glicemia, no acido lactico plas-
matico, redugdo no glicogénio hepatico e muscular, alteragdes no hematdcrito, protei-
nas plasméticas e no ntiimero de linfécitos. Por fim, os tercidrios, levam a reducdo
no desempenho produtivo e reprodutivo e a diminui¢do na capacidade imunolégica,
aumentando a suscetibilidade a doencas do organismo que estd passando por um pro-
cesso de estresse (Iwama 1998; Brandao et al. 2006).

No ecossistema aqudtico, hd uma imensa diversidade de intera¢des entre os inverte-
brados e os vertebrados, vivendo numa constante luta para sobreviver. Toma-se como
exemplo, a baratas d’dgua, Belostoma anurum (Herrich-Schaeffer 1848) (Hemiptera: Be-
lostomatidae), importante predadora generalista que coexiste no ambiente aquético
com suas presas, consumindo pequenos invertebrados e vertebrados (Consoli et al.
1989; Pereira et al. 1993; Toledo 2003; Shaalan and Canyon 2009; Kweka et al. 2011).
Uma dessas presas, ¢ a tildpia-do-nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1757) (Percifor-
mes: Cichlidae), estes peixes estdo entre um dos mais cultivados em todo o mundo
(FAO 2016), e em sua fase de larva podem ser muito prejudicados pela presenca de
seus predadores. Além do risco de predacédo (Bae et al. 2012; Bae and Park 2014), pas-
sam por outros tipos de estresses, como do ambiente em geral (e.g., temperatura, pH,
amonia e xenobibticos) (Hawlena and Schmitz 2010a).

Como as tildpias-do-nilo sdo muito comercializadas, muitos piscicultores utilizam



Introdugao geral

da técnica de reversdo sexual, através do hormonio 17 a-metiltestosterona na dieta
para que a populacdo seja revertida em machos (Chakraborty et al. 2011; Rivero-
Wendt et al. 2014). Isto implica em maior taxa de crescimento dos machos em relagdo
as fémeas (El-Sayed 2006; Rivero-Wendt et al. 2013; Golan and Levavi-Sivan 2014; Ma-
teen et al. 2015) e evita a superpopulagdo nos tanques. Desta forma, nesta fase inicial
da reversdo a presenca do predador pode interferir na resposta ao estresse, na taxa
de crescimento produtivo e no estresse oxidativo, comprometendo a satide dos peixes
(e.g., os peixes ficam susceptiveis a doengas).

Outro fator importante desta técnica é com relacdo ao efeito que o horménio 17 a-
metiltestosterona pode acarretar aos organismos ndo-alvo e ao ambiente (Gall et al.
2011; Ong et al. 2012; Abo-Al-Ela et al. 2017). A exposi¢do a contaminantes, como
metais pesados, pesticidas, fairmacos, podem causar varios efeitos toxicos (e.g., afetar
a reproducdo, natagdo e alimentagdo), e mais estudos destes efeitos sobre um orga-
nismo exposto é essencial para a compreensao das diferentes respostas bioldgicas e os
mecanismos de toxicidade dos poluentes (Rivadeneira et al. 2013). Quando os organis-
mos ndo-alvo estdo sob condigdes de estresse ambientais, os primeiros efeitos estdo no
nivel subcelular causando a interrupcdo de vias metabdlicas normais (Ansaldo et al.
2006) e aumentando a produgao de radicais livres, levando ao estresse oxidativo, e
consequentemente, os radicais livres podem causar danos as células do organismo.

Muitos invertebrados aquéticos sdo também usados como bioindicadores de quali-
dade de 4gua, o que lhes tornam excelentes modelos para avaliacdo da contaminac¢do
de corpos d’dgua por xenobidticos (Mogren et al. 2013; Halstead et al. 2015), além de
terem um importante papel na cadeia alimentar (Belgrad and Griffen 2016). Percebe-
se que ha poucos estudos realizados com esse grupo de animais e sua interacdo com
os vertebrados. A par dessas informagdes, a presente dissertagdo foi conduzida a fim
de verificar a interagdo inseto-peixe, com os seguintes objetivos: (I) averiguar as al-
teragdes nos parametros bioldgicos e comportamentais de B. anurum sob exposigao
subletal do hormoénio 17 a-metiltestosterona e (II) avaliar o efeito do predador B. anu-
rum considerado um agente estressor para suas presas, as tilapias-do-nilo, durante o

processo de reversao sexual.
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Efeito do hormo6nio 17 x-metiltestosterona no
desenvolvimento da barata d’agua, Belostoma anurum

Resumo

Os xenobidticos em geral, tem o potencial para entrar nos habitats aquéticos, seja pela
aplicagdo direta, escoamento terrestre ou trazidos pelo vento. Mesmo baixas con-
centragdes destes agentes estressores (xenobidticos) podem interferir e alterar uma
vasta gama de caracteristicas nos individuos (crescimento, fecundidade e comporta-
mento). Assim, este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos na bi-
ologia e sobrevivéncia da barata d’dgua, Belostoma anurum, expostas ao hormonio 17
a-metiltestosterona. Em condigdes normais de alimentagdo com larvas de Aedes aegypti
e ninfas e adultos de Martarega spp. e Buenoa spp. (Hemiptera: Notonectidae), foi ava-
liado a duragdo do ciclo de vida em condi¢des laboratoriais. Também foram avaliados
o desenvolvimento biolégico (i.e., do terceiro instar até a fase adulta), a razdo sexual
e as habilidades predatérias (i.e., consumo didrio de larvas de peixes) destas baratas
d’agua, quando expostas indiretamente a larvas de Oreochromis niloticus, durante o
processo de reversdo sexual. Além disto, bioensaios de sobrevivéncia foram conduzi-
dos em ninfas de terceiro instar de B. anurum expostas a diferentes concentragdes (i.e.,
0,01;0,1;1,0; 3,0; 10 e 30 mg/L) do hormonio 17 a-metiltestosterona. As baratas d’dgua
que se alimentaram de peixes obtiveram menor tempo de desenvolvimento. Quando
os insetos foram expostos em dgua contendo racdo com hormonio, ndo houve efeito
significativo no seu ciclo de vida, entretanto quando consumiram peixes revertidos
(peixes que estavam passando pelo processo de reversdo sexual), o quinto instar an-
tecipou seu desenvolvimento. O hormoénio ndo interferiu na proporgdo de machos
adultos resultante. Menores concentragdes do hormoénio (0,01 e 0,1 mg/L) aumenta-
ram o tempo de sobrevivéncia dos insetos em relacdo ao controle. No geral as fémeas
(i.e., terceiro e quarto instar) consumiram mais do que os machos, porém ao atingi-
rem o quinto instar os machos que consumiram peixes com hormonio se alimentaram
mais. J& as baratas d’dgua do quinto instar que consumiram peixes ndo revertidos,
diminuiram sua alimentagdo ao longo do tempo. Desta forma, este estudo sugere que
a exposicdo subletal de ninfas de B. anurum ao 17 a-metiltestosterona resultou em be-

neficios (e.g., maiores habilidades de sobrevivéncia como também menor duragdo do
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quinto instar) ao inseto aquético.

Palavras-chave: Percevejo aquatico, Xenobidtico, Hormese

Abstract

Xenobiotics in general have the potential to enter in aquatic habitats, either by direct
application, land flow or when it is carried by the wind. Even low concentrations of
these stressors (xenobiotics) can interfere and alter a wide variety of characteristics
in the individuals (growth, fertility and behavior). Thus, this study was conducted
aiming to evaluate the effects on the biology and survival of water bugs, Belostoma
anurum, exposed to the hormone 17 a-methyltestosterone. Under normal feeding con-
ditions with Aedes aegyptilarvae (L4), nymphs and adults of Martarega spp. and Buenoa
spp. (Hemiptera: Notonectidae), the water bug life cycle duration was evaluated un-
der laboratory conditions. It was also evaluated the biological development (i.e., from
the third instar to the adult stage), sex ratio and predatory abilities (i.e., daily con-
sumption of fish larvae) of these water bugs, when exposed indirectly to larvae of Ore-
ochromis niloticus during the sexual reversal process. In addition, survival bioassays
were conducted on third instar nymphs of B. anurum exposed to different concentrati-
ons (i.e., 0,01; 0,1; 1,0; 3,0; 10 and 30 mg / L) of the hormone 17 a-methyltestosterone.
The water bugs fed with fishes obtained less development time. When the insects
were exposed in water containing feed with hormone, there was no significant effect
on their life cycle, however when they consumed reversed fishes (fishes that were
going through the process of sexual reversion), the fifth instar anticipated its deve-
lopment. The hormone did not interfere with the resulting adult male ratio. Lower
concentrations of the hormone (0.01 and 0.1 mg / L) increased the survival time of
the insects in relation to the control. In general, females (i.e., third and fourth ins-
tar) consumed more than males, but when they reached the fifth instar, the males that
consumed fishes with the hormone fed more. The water bugs of the fifth instar that
consumed non-reversed fishes decreased their feeding over time. Thus, this study
suggests that the sub lethal exposure of B. anurum nymphs to 17 a-methyltestosterone
resulted in benefits (e.g., higher survival skills as well as lower duration of the fifth

instar) to the aquatic insects.
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Key words: Water bug, Xenobiotic, Hormesis

1.1 Introducao

Muitos estudos em laboratério tem sido capazes de demonstrar os mecanismos por
meio dos quais os xenobiéticos podem afetar os ecossistemas aquaticos (Relyea and
Hoverman 2006). Para que haja a contaminacdo, eles chegam até o meio aquético
pela aplicagdo direta, escoamento terrestre ou trazidos pelo vento (Norum et al. 2010;
Relyea and Hoverman 2006). Consequentemente, muitos organismos nao-alvo sdo
afetados (Halstead et al. 2015; Gutiérrez et al. 2016) por baixas concentragdes destes
contaminantes, causando efeitos subletais, que podem alterar o desenvolvimento, fi-
siologia e comportamento (reprodutivo, natatério e predatério) (Relyea 2004; Relyea
and Hoverman 2006; Halstead et al. 2014).

Uma forma de contaminagdo por xenobiéticos, é o uso intensivo de horménios (an-
drégenos) na aquicultura, que tem sido preocupante, ndo s6 em relagdo a imunidade
dos peixes, como também em relacdo ao meio ambiente (Abo-Al-Ela et al. 2017). Para
a producdo de monosexos de tildpia-do-nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1757)
(Perciformes: Cichlidae), é utilizado o hormoénio 17 a-metiltestosterona, que produz
mais de 90% de peixes masculinos (Chakraborty et al. 2011) e melhora o desempenho
produtivo das larvas, sendo um 6timo beneficio para o piscicultor. Com isso, residuos
deste hormonio j4 foram encontrados na d4gua (Barbosa et al. 2013; Rivero-Wendt et al.
2013; Megbowon and Mojekwu 2014), podendo afetar organismos nao-alvo (Gall et al.
2011; Rivero-Wendt et al. 2016; Abo-Al-Ela et al. 2017). Além do mais, o uso da dieta
artificial com ou sem hormonio favorece a proliferagdo de agentes patogénicos, uma
vez que, maior quantidade de peixes e alimentagdo artificial depositada no fundo do
ambiente aqudtico gera aumento da matéria organica (Garcia et al. 2013; Dias-Neto
et al. 2016).

Existe uma caréncia de informagdes voltadas aos efeitos desse hormonio em orga-
nismos aquéticos ndo-alvo. Mais estudos precisam ser desenvolvidos, pois hd muitos
farmacos sendo despejados no meio aquatico (Relyea and Hoverman 2006; Contardo-
Jara et al. 2010) que podem até causar efeito hormético. Que é o comportamento de
duas respostas quando o organismo é exposto a um agente estressor (pesticidas e far-

macos) sendo uma de efeito positivo quando expostos a baixas concentragdes e outra
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negativa para altas concentra¢des (Calabrese and Blain 2005; Mattson 2008; Murado
and Vazquez 2010).

Os invertebrados aquaticos sao modelos na avaliagdo de risco toxicolégico por esta-
rem em contato com poluentes durante seu ciclo de vida. A espécie Belostoma anurum
(Herrich-Schaeffer 1848) (Hemiptera: Belostomatidae), conhecida popularmente como
barata d’agua, sdo encontradas em agua doce (riachos, lagoas e tanques de piscicul-
tura) associadas a vegetacdo de areas tropicais, subtropicais e temperadas (Haddad
et al. 2010; Tara and Kour 2014). Sdo predadoras de pequenos peixes, girinos, cara-
cis e algumas larvas de insetos vetores de doengas (Consoli et al. 1989; Pereira et al.
1993; Toledo 2003; Shaalan and Canyon 2009; Kweka et al. 2011). Toda a sua fase de
desenvolvimento ocorre na agua, desta forma, estes insetos podem estd em contato
direto com o xenobidtico (e.g., 0 hormonio 17 a-metiltestosterona). Mediante a isso,
o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do horménio 17 a-metiltestosterona na

barata d’agua, B. anurum, considerado um organismo nao-alvo.

1.2 Material e Métodos
1.2.1 Obtengdio e criagdo dos insetos

Insetos adultos de B. anurum foram coletados em tanques do Setor de Piscicultura
do Departamento de Biologia Animal (DBA) utilizando rede entomolégica (D-net).
Posteriormente, eles foram levados para o Laboratério de Fisiologia e Neurobiologia
de Insetos do Departamento de Entomologia (DDE), ambos da Universidade Federal
de Vicosa (UFV, Vicosa, MG, Brasil, 20°45” S, 42°52” W).

No laboratério, os insetos adultos foram mantidos em aquério (30 x 40 x 60 cm) com
agua proveniente dos tanques de piscicultura em temperatura de 28 + 2 °C até a pos-
tura dos ovos. Apds a postura, machos contendo os ovos no dorso, foram transferidos
individualmente para um pote de plastico (10,9 x 9,2 x 7,5 cm) onde permaneceram
até a eclosdo dos ovos. As ninfas do primeiro ao segundo instar foram individualiza-
das em vidros (5,0 x 2,6 x 2,0 cm) para evitar o canibalismo e alimentadas diariamente
com uma larva de Aedes aegypti (Linnaeus 1762) (Diptera: Culicidae), até atingirem o

terceiro instar, que foram utilizadas no experimento.
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1.2.2 Obtengdo dos peixes

Alevinos de tildpias-do-nilo com quatro dias de idade foram coletadas dos tanques de
piscicultura do Setor de Piscicultura e transferidos para o Laboratério de Comporta-
mento e Nutrigdo de Peixes do Departamento de Biologia Animal da UFV. Permanece-
ram em aqudrios de 100 L, contendo 4gua declorada, aeracdo constante e temperatura

de 28 °C.

1.2.3 Desenvolvimento de instar em laboratorio

Os insetos adultos oriundos do Setor de Piscicultura da UFV eram mantidos em aqué-
rios (30 x 40 x 60 cm) para que ocorresse a copula. Os machos que continham os ovos
foram individualizados em potes de plasticos (10,9 x 9,2 x 7,5 cm) e alimentados diari-
amente com Martarega spp. e Buenoa spp. (Hemiptera: Notonectidae) até a emergéncia
das ninfas.

Ninfas do primeiro ao terceiro instar foram alimentadas diariamente com larvas de
quarto instar (L4) de A. aegypti e individualizadas em frascos de vidros (5,0 x 2,6 x 2,0
cm). A partir do quarto instar, as ninfas foram transferidas para recipientes de vidro
maiores (100 mL). Ninfas de quarto e quinto instar, foram alimentadas com Martarega
spp. e Buenoa spp. Todos os instares foram mantidos em dgua proveniente dos tanques
de piscicultura a 28 + 2 °C e 12 h de fotoperiodo. Desde a postura dos ovos até a
emergéncia do quinto instar, foi avaliado a duragdo de cada estdgio sob condigdes

laboratoriais (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Estagios de desenvolvimento da barata d’agua B. anurum.

1.2.4 Desenvolvimento de instar - hormonio presente na alimentacdo dos
peixes

Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fato-

rial 2 x 1, sendo duas dietas experimentais (presenca ou auséncia do hormoénio 17

a-metiltestosterona na dieta dos peixes) e presenga do inseto B. anurum, com 14 repe-

ticoes cada.

Para avaliar o efeito do hormonio (i.e., presente na racdo dos peixes dos aqudrios e
que indiretamente estava na mesma dgua em contato com as baratas d’dgua) nas fases
de desenvolvimento do B. anurum, foi utilizado racdo comercial em p6 (50% de pro-
teina bruta, 8% de extrato etéreo, 4% de fibra bruta e 14% de matéria mineral - Tabela
1.1), onde uma parte foi destinada para compor a dieta controle dos peixes (sem a pre-
senca do hormonio) e a outra metade foi misturado o hormonio 17 a-metiltestosterona
(Syntex S. A.), na proporcéo de 60 mg kg ! de ragdo. O hormdnio foi previamente di-
luido em 0,5 L de dlcool 46° INPM para 1 kg de ragdo. Depois de realizada a mistura,
esta ragdo foi espalhada sobre papel pardo e seco a sombra em temperatura ambiente

por 24 horas.

12



Cap. 1 - Efeito do 17 a-metiltestosterona no desenvolvimento da barata d’agua

Tabela 1.1: Niveis de garantia da racdo utilizada para a alimentacdo das larvas de tildpia-do-

nilo durante a fase de reversio sexual.

Nutrientes (gkg™)
Umidade (Max.) 130,00
Proteina bruta (Min.) 500,00
Extrato etéreo (Min.) 80,00

Fibra bruta (Méax.) 40,00
Matéria mineral (Max.) 140,00
Célcio (Min. - Méx.) 15,00 - 35,00

Fésforo (Min.) 6,00
Cobre (Min.) 0,008
Manganés (Min.) 0,0015
Selénio (Min.) 0,00030
Zinco (Min.) 0,080
Ferro (Min.) 0,060

Enriquecimento: vitamina A (Min.) 8.000,00 UI/kg; vitamina D3 (Min.) 2.000,00 UI/kg; vitamina K3
(Min.) 4,00 mg/kg; vitamina Bl (Min.) 10,00 mg/kg; vitamina B2 (Min.) 10,00 mg/kg; vitamina B6
(Min.) 6,00 mg/kg; vitamina B12 (Min.) 20,00 mg/kg; acido félico (Min.) 3,00 mg/kg; cido pantoténico
(Min.) 15,00 mg/kg; biotina (Min.) 0,50 mg/kg; colina (Min.) 800,00 mg/kg; niacina (Min.) 31,20
mg/kg. Composi¢do bésica: farinha de visceras, farelo de soja 1, farelo de gliaten de milho 601, milho
integral moido 1, 6leo de peixe, sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de manganés, sulfato de zinco,
iodato de calcio, selenito de sé6dio, dcido félico, pantotenato de célcio, biotina, cloreto de colina, niacina,
vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina
B12, Zootécnico equilibrador da flora intestinal, conservante (proprionato de célcio), aditivo tecnolégico
antioxidante (BHT (hidréxido de tolueno butilado)).

Eventuais substitutivos: farinha de carne e ossos, farinha de residuos de abatedouro de aves, farinha de
peixe, gordura de frango, 6leo de soja, degomado 2, quirera de arroz, monéxido de manganés, iodato
de potassio, vitamina A /D3, aditivo tecnolégico conservante (sorbato de potéssio), aditivo tecnolégico
antioxidante (acido citrico). Contém milho 1 e soja 2 transgénicos e/ou outros ingredientes transgénicos
produzidos a partir destes.

A unidade amostral foi composta por lotes de 40 peixes que foram distribuidos em
14 aqudrios (35 x 28,5 x 13,5 cm) contendo 8 L de dgua declorada, filtro biolégico,
aeragdo constante e temperatura em 28 + 2 °C por meio de aquecedores acoplados a
um termostato. O laboratdrio permaneceu em fotoperiodo de 12 h.

Cento e doze potes de plastico (6,8 x 5,0 x 5,1 cm) foram colocados nos aqudrios, na
proporcdo de quatro potes/aqudrio. Os potes tiveram os fundos removidos e subs-
tituidos por tecido organza para possibilitar a entrada de dgua, como também foram
perfurados na lateral. Para que permanecessem flutuando, cada pote foi envolvido
por um suporte feito de isopor. Uma ninfa de terceiro instar de B. anurum foi colo-
cada em cada pote de acordo com o tratamento. Os insetos que morreram na primeira

semana, foram substituidos por outros da mesma fase de desenvolvimento.
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Nos 28 dias de experimento, os peixes foram alimentados 11 vezes ao dia com ragao
em po, a cada uma hora (das 07:00 as 18:00 horas). No horario de 12 h, B. anurum foram
alimentados com dois peixes (i.e., larvas de tildpia-do-nilo, isentos de hormonio).

Ap6s a tltima alimentagdo, os aquarios foram sifonados na proporg¢do de 2 L/aquario,
0s quais foram repostos nas mesmas condi¢des experimentais. Para manter a 4gua nas
mesmas condi¢des da dgua utilizada no experimento, foram mantidas duas caixas de
PVC de 100 L contendo 4gua aquecida por aquecedores ligados a termostato na tem-
peratura de 28 + 2 °C. Uma vez por semana foi trocado toda a d4gua dos aquadrios.

A temperatura da dgua dos aquadrios foi aferida duas vezes ao dia (07:00 e 18:00
horas) por meio de um termometro comum de &lcool (0 a 100 °C), enquanto que o
pH, a amonia e o oxigénio dissolvido foram verificados semanalmente utilizando-se
os aparelhos: PHMETRO (K39-0014P), Kit labconTest e Medidor de Oxigénio (YSI F-
15507), respectivamente.

Nos horarios de alimentagdo de B. anurum, foi avaliado a ecdise de cada inseto para
verificar se houve mudanga de instar. Para tal, a extivia visivel a olho nu e o tamanho

maior do inseto era o sinal de que houve mudanga de instar.

1.2.5 Desenvolvimento de instar - hormonio presente na dgua e na
alimentacdo

Neste experimento, havia dois tratamentos, B. anurum que se alimentavam de peixes
tratados (i.e., larvas de tildpias-do-nilo que estavam sendo revertidas com ra¢do com
hormonio), e os que se alimentavam de peixes ndo-tratados (peixes que nao receberam
ragdo com hormonio), sendo sete repeti¢des para cada. E todos os peixes presentes nos
aqudrios que estavam em contato indireto com a barata d’dgua, recebiam ragdo com
hormonio.

A condicdo experimental neste bioensaio foi a mesma do anterior (duragdo de ins-
tar - hormonio presente na alimentacdo dos peixes), com algumas modifica¢cdes na
alimentacdo dos insetos. Nos horarios de 12:00 h e 17 h, B. anurum eram alimentados
com dois peixes (larvas de tildpia-do-nilo) de acordo com o tratamento.

Havia duas caixas de PVC de 100 L para manter os peixes que eram utilizados na

alimentac¢do dos insetos, uma delas recebia dieta sem hormoénio e a outra, dieta com
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hormonio.
Nos horérios de alimentacdo dos B. anurum, era realizado a avaliagdo de cada um,
afim de verificar se houve mudanga de instar. Para tal, a extvia visivel a olho nu e o

tamanho maior do inseto era o sinal de que houve mudanca de instar.

1.2.6 Razdo sexual das baratas d’dgua

Insetos que chegaram a fase de adulto oriundos do experimento exposi¢do do hormo-
nio presente na dgua e na alimentacdo, foram sexados para avaliar a proporcao de
machos em relacdo as fémeas, a fim de verificar se ocorria altera¢do na razao sexual

em virtude da sua alimenta¢do com peixes tratados e ndo tratados.

1.2.7 Consumo de peixes pelas baratas d’dgua

Foi avaliado também, a quantidade didria de peixes consumidos por ninfas (i.e., ter-
ceiro ao quinto instar) de B. anurum provenientes do experimento exposi¢do do hormo-
nio presente na d4gua e na alimentacgdo. A alimentacdo com larvas foi realizada diaria-

mente as 12 h e as 17 h e foi contabilizado o nimero de peixes consumidos por inseto.

1.2.8 Sobrevivéncia

No bioensaio de sobrevivéncia, ninfas de terceiro instar de B. anurum foram expostas
as concentragdes de 0,01; 0,1; 1,0; 3,0; 10 e 30 mg/L de hormonio 17 a-metiltestosterona.
As trés menores concentragdes foram obtidas por Rivero-Wendt et al. (2013) em dgua
que foi utilizada para reversao sexual em tildpias-do-nilo. A unidade amostral cons-
titufa de um frasco de vidro com 100 ml da solu¢do com hormoénio, nas diferentes
concentragdes testadas. Cada frasco continha um inseto e foram cobertos com tecido
organza. Para cada tratamento foram realizadas 20 repeti¢des e a mortalidade foi ava-
liada a cada 24 horas por 17 dias. No tratamento controle, os insetos foram expostos

dgua destilada e alcool. Ap6s estimulos mecanicos, B. anurum sem movimentagao

foram considerados mortos.
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1.2.9 Anadlises estatisticas

Os dados de duragao de instares realizada em laboratério foram submetidos a andlise
de variancia univariada (ANOVA) e ao teste de Tukey (P < 0,05), utilizando SigmaPlot
12.5 (Systat Software, San José, CA, EUA). Os dados de duragado de instares quando os
insetos eram exposto ao hormonio (i.e., 0 hormonio presente na alimentagdo dos pei-
xes) e também se alimentavam de peixes tratados e ndo tratados, foram submetidos
ao teste t ou Mann-Whitney Rank Sum, quando ndo foram satisfeitas as premissas de
normalidade e homogeneidade. Os dados de sobrevivéncia foram submetidos a ana-
lise de sobrevivéncia, utilizando os estimadores de Kaplan-Meier (método Log-rank)
e comparadas pelo teste Holm-Sidak com o software SigmaPlot 12.5 (Systat Software,
San Jose, Califérnia, EUA). Os dados de consumo diédrio foram submetidos a anélises
de variancia com medidas repetidas no tempo para determinar os efeitos do hormo-
nio, do sexo e do tempo. Os fatores estudados foram hormonio e sexo, e peixes consu-
midos diariamente (SAS 3 Institute, 2008). Todos os gréficos foram feitos no software

SigmaPlot 12.5.

1.3 Resultados

O tempo de desenvolvimento dos insetos criados em condig¢des laboratoriais foi maior
para as ninfas no quarto e quinto instar (P < 0,001) (Figura 1.2) e a duracdo média deste
ciclo foi 85,11 + 3 dias. Quando comparou-se a média total do ciclo de vida destes
insetos com aqueles que consumiram peixes sem ragdo com hormonio (i.e, oriundos
do experimento hormonio presente na alimentagdo dos peixes), estd média cai para 56

+ 1,3 dias.
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Figura 1.2: Duragdo em dias das fases de desenvolvimento de B. anurum em condigdes labo-
ratoriais. A duracdo média do ciclo de vida foi 85,11 + 3 dias. Médias seguidas por linhas na
mesma altura ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey.

Quando comparou-se a duracdo de desenvolvimento entre 0 mesmo instar, de tra-
tamento diferentes (presenga ou auséncia de hormonio presente na alimentagdo dos
peixes), os resultados foram semelhantes para todos os estagios: terceiro (T =785; P =

0,832), quarto (T = 752; P = 0,429) e quinto (T = 767; P = 0,597) instar (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Duracdo em dias das fases de desenvolvimento de B. anurum que foram expostos
ou ndo ao hormoénio presente na alimenta¢do dos peixes. A dura¢do média do ciclo de vida
dos insetos alimentados com peixes, que ndo estavam em aqudrios que receberam ragdo com
hormoénio foi 56 + 1,3 dias. Médias seguidas por linhas na mesma altura nao diferem estatisti-
camente pelo teste de Mann-Whitney rank.

Baratas d’agua do quinto instar que estavam em aqudrios com hormonio presente
na alimentacdo dos peixes e que se alimentaram com peixes tratados, anteciparam
sua mudanca de instar em relagdo ao quinto instar que alimentou-se de peixes néo-
tratados (T = 404; P < 0,001). Enquanto que para o terceiro (T = 823,5; P = 0,676) e
quarto (T = 678,5; P = 0,494) instar ndo diferiram (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Duragdo em dias das fases de desenvolvimento de B. anurum expostos ao hormonio
presente na alimentac¢do dos peixes e que consumiram peixes tratados e ndo-tratados. Médias
seguidas por linhas na mesma altura ndo diferem estatisticamente pelo teste Mann-Whitney
rank.

Quando comparado os tratamentos por sexo dentro de cada instar, machos (T =
289; P = < 0,001) e fémeas (T = 72; P = 0,002) do quinto instar que consumiram peixes
tratados obtiveram menor tempo de desenvolvimento (Figura 1.5 C) em relagdo ao
tratamento dos insetos que se alimentaram de peixes ndo tratados. Enquanto que
para o terceiro (machos: t = 0,78; P = 0,44; fémeas: t = 0,28; P = 0,781) e quarto instar
(machos: T = 236; P = 0,218; fémeas: T = 129,5; P = 0,800) ndo houve diferenca para os

sexos (Figura 1.5 A e B).
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Figura 1.5: Duracdo das fases de desenvolvimento de B. anurum expostos ao horménio pre-
sente na alimentagdo dos peixes e que consumiram peixes tratados e peixes ndo-tratados. A.
Machos e fémeas do 3° instar, B. Machos e fémeas do 4° instar e C. Machos e fémeas do 5°
instar. Médias seguidas por linhas na mesma altura ndo diferem estatisticamente pelo teste t

(3° instar) e teste Mann-Whitney rank (4° e 5° instar).
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Ao chegar a fase final de desenvolvimento (adulto), a propor¢do de machos de B.
anurum que consumiram peixes tratados foi semelhante para os que receberam peixes

ndo-tratados (t = 1,2; P = 0,243) (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Porcentagem de machos de B. anurum que consumiram peixes tratados e nao-
tratados. Médias seguidas por linhas na mesma altura ndo diferem estatisticamente pelo teste
t.

A anélise de varidncia com medidas repetidas no tempo mostrou que ndo houve
efeito do hormonio na alimentacéo das ninfas de terceiro (F;49)= 0,99; P = 0,325) e
quarto instar (F(q 49) = 0,30; P = 0,584) nem da interagdo hormonio e sexo: F(q 49=0,12;
P=073e¢ F(1,49)= 0,20; P = 0,656, respectivamente. Desta forma, os tratamentos foram
agrupados pelo sexo (Tabela 1.2 e 1.3). As fémeas do terceiro instar se alimentaram
mais do que os machos (F(; 49) = 5,49; P = 0,023) ao longo do tempo (F(4910)= 14,41;
P <0,0001) (Figura 1.7), este mesmo resultado se repetiu para o quarto instar (F; 49
= 13,33; P = 0,0006) (Figura 1.8). A analise de variancia com medidas repetidas no
tempo mostrou efeito da interagdo entre tempo e hormoénio na alimentagdo do quinto
instar (F(43,7) =0,68; P = 0,0134) e tempo e sexo (F(43,7) =0,72; P =0,0403), no consumo
didrio dos B. anurum (Tabela 1.4). Machos e fémeas que se alimentaram de peixes
ndo-tratados, diminuiram a sua alimentagdo ao longo do tempo, entretanto, as fémeas
ainda continuaram a se alimentar mais como nos instares anteriores. Ja os machos
que consumiram peixes tratados aumentaram sua alimentagdo ao longo do tempo
e estabilizou-se em relacdo as fémeas do mesmo tratamento, estas que por sua vez,
diminuiram o consumo e posteriormente houve aumento da sua alimentagao (Figura

1.9).
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Tabela 1.2: Andlise de variancia com medida repetida no tempo para o nimero de lar-
vas de tildpia-do-nilo predadas por ninfas de 3° instar de B. anurum durante esta fase de

desenvolvimento.
Fontes de variagao gl F p
Entre fatores
Hormoénio (H) 1 0,99 0,325
Sexo (S) 1 549  0,023%
HxS 1 0,12 0,73
Erro 49 - -
8lien  gluum Wilks'lambda F p
Dentro de cada fator
Tempo (T) 40 10 0,217 14,41 <0,0001*
TxH 40 10 0,931 0,29 09785
TxS 40 10 0,853 0,69 0,7280
TxHxS 40 10 0,723 1,53 00,1631

Tabela 1.3: Andlise de varidncia com medida repetida no tempo para o nimero de lar-
vas de tildpia-do-nilo predadas por ninfas de 4° instar de B. anurum durante esta fase de

desenvolvimento.
Fontes de variacdo gl F p
Entre fatores
Hormonio (H) 1 0,30 0,5840
Sexo (S) 1 13,33 0,0006*
HxS 1 0,20 0,6562
Erro 49 - -
glien  8luum Wilks'lambda F P
Dentro de cada fator
Tempo (T) 43 7 0,836 1,20 0,3220
TxH 43 7 0,647 3,35 0,0062
TxS 43 7 0,937 0,41 10,8901
TxHxS 43 7 0,850 1,09 0,3884

Tabela 1.4: Anédlise de varidncia com medida repetida no tempo para o nimero de lar-
vas de tildpia-do-nilo predadas por ninfas de 5° instar de B. anurum durante esta fase de

desenvolvimento.
Fontes de variagao gl F P
Entre fatores
Hormoénio (H) 1 0,34 0,5616
Sexo (S) 1 0,61 0,4403
HxS 1 2,19 0,1451
Erro 49 - -
8lien  gluum Wilks'lambda F P
Dentro de cada fator
Tempo (T) 43 7 0,928 047 0,8483
TxH 43 7 0,677 2,93 0,0134*
TxS 43 7 0,724 2,35 0,0403*
TxHxS 43 7 0,823 1,32 0,2629
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Figura 1.7: Consumo diério de larvas de tildpia-do-nilo por machos e fémeas de B. anurum,

durante sua fase de desenvolvimento de 3° instar. As fémeas foram representadas por uma
regressdo polinomial quadratica, enquanto os machos pela regressdo polinomial ctbica.

3.9 1 } """ m- O B anurum
; EDCEROE.
(_EU 36 - I 1 (_E B. anurum
° y =369
o
=
. i
o
S
>
(2]
c
S
O 3,0 1

10 12 14 16 18 20

Duragao de 4° instar (dias)

Figura 1.8: Consumo didrio de larvas de tildpia-do-nilo por machos e fémeas de B. anurum,
durante sua fase de desenvolvimento de 4° instar. Fémeas e machos foram representados por
uma reta que tange os valores médios.
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Figura 1.9: Consumo didrio de larvas de tildpia-do-nilo (tratadas e ndo-tratadas) por machos e
fémeas de B. anurum, durante sua fase de desenvolvimento de 5° instar. Fémeas e os machos
do tratamento com peixes ndo tratados, foram representados por uma regresséo polinomial
linear, enquanto as fémeas e os machos do tratamento com peixes tratados, sdo representados
pela regressdo polinomial quadratica.

Observou-se que nas concentragdes de 0,01 e 0,1 mg/L do hormonio 17 a-metiltestosterona
houve aumento no tempo de sobrevivéncia em relagdo ao controle (Log-Rank: x? =
173,192; g.1. = 6, P < 0,001). Em apenas 24 horas, as maiores concentragdes do hormo-
nio (10 e 30 mg/L) foram letais para os insetos em relagdo a todos os outros trata-
mentos (Figura 1.10). As concentragdes da TLsy (tempo médio letal de sobrevivéncia)
apresentaram regressao nao-linear Lorentzian, com o pico de sobrevivéncia afetado

nas concentragdes de 0,01 e 0,1 mg/L de hormonio (Figura 1.11).
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Figura 1.10: Curvas de sobrevivéncia de B. anurum expostos a diferentes concentragdes do
hormoénio 17 a-metiltestosterona e controle com os tempos médios (+EP). Médias seguidas
por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste Holm-Sidak.
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Figura 1.11: Tempo médio letal de sobrevivéncia (TLsg) dos B. anurum expostos a diferentes
concentra¢des do hormonio 17 a-metiltestosterona.
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1.4 Discussao

O ciclo de vida dos B. anurum é direto (hemimetabolo) sendo constituido pelas fases
de ovo, cinco fases ninfais e adultos. Sob condi¢des laboratoriais, a duragdo média do
ciclo foi 85,11 + 3 dias. H4 estudos que mostraram médias diferentes do ciclo de vida
para outras espécies da mesma familia (Smith 1974; Tawfik et al. 1978; McPherson
and Packauskas 1986 e Tara and Kour 2014). Consequentemente, essa longa duragao
ocorreu devido a alimentagdo destes insetos, que ndo eram tdo nutritiva como aqueles
que se alimentaram de peixes (i.e., vertebrados tem maior valor nutricional do que
invertebrados). Apesar de se alimentarem de uma variedade de animais aquéaticos
(e.g., peixes, girinos, caracdis e insetos) (Tara and Kour 2014), as ninfas do primeiro ao
terceiro instar, ainda sdo pequenas, desta forma, consomem presas menores.

Por possuirem um ciclo de vida longo, estes insetos podem estar expostos & xeno-
bidticos, principalmente na fase imatura. Embora, os resultados obtidos apontam que
a duragdo de instar de B. anurum quando expostos a 4gua contendo racdo com hormo-
nio nao é afeta as fases ninfais em relagdo ao controle. O consumo por presas maiores
favoreceu a mudanga antecipada de instar e ndo o horménio presente na adgua.

Os insetos (i.e., no quinto instar) alimentados com peixes tratados e na presenca de
dgua com hormonio anteciparam sua mudanga de instar para adulto. O que pode
ter ocasionado esse rapido tempo de desenvolvimento é devido aos peixes que se ali-
mentaram com hormonio serem maiores em relagdo aos outros (i.e., controle) (Barbosa
et al. 2013; Mateen et al. 2015), sendo assim, numa situa¢do de campo, esses predado-
res podem preferir presas maiores e mais nutritivas (presa maior sacia mais a alimen-
tacdo). Além do mais, durante a muda, varios fatores hormonais estao envolvidos
nesta etapa, como também o estiramento do corpo, ocasionado pelo peso e tamanho
do inseto (Simpson and Chapman 2013), que neste caso foi antecipado devido a ali-
mentagdo com peixes tratados.

O hormonio indiretamente (via alimentagao) também nao afetou a razéo sexual des-
tes insetos. Mas hd estudos em que foram relatados efeitos deste hormonio na fisiolo-
gia reprodutiva (massa de ovos e espermatozoides) de outro invertebrado, tal como o
caracol Biomphalaria glabrata (Rivero-Wendt et al. 2014).

Durante o experimento, foi verificado que fémeas (i.e., do terceiro e quarto instar)
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consumiram mais peixes, isto sugere que elas precisam de mais energia para produ-
zirem ovos. Ja os machos e as fémeas que receberam peixes ndo tratados diminuiram
seu consumo, pois as presas eram menores e menos atrativas para a ingestdo. Ja os
machos que comeram peixes tratados aumentaram seu consumo, pois além das pre-
sas serem maiores, eles repdem a energia para produgdo de espermatozoides e conse-
quentemente por ficarem mais tempo sem se alimentar quando estdo carregando os
ovos (Papeschi and Bressa 2006), uma caracteristica da familia Belostomatidae. E as
fémeas diminuiram ao longo do tempo o seu consumo, pois elas compensam a energia
de que precisam nos primeiros momentos de vida para producdo de ovos e retornam
consumindo mais para que ocorra definitivamente a muda para adulto.

Com bases nos resultados, em baixas concentra¢des do hormoénio 17 a-metiltestosterona
ocorreu um aumento da sobrevivéncia dos B. anurum. O hormoénio beneficiou o inseto,
ele pode ter fornecido energia, ou seja, micronutrientes, que auxiliou na sobrevivén-
cia. Enquanto que as duas maiores concentra¢des foram letais, devido ao excesso de
micronutrientes prejudicar a sobrevivéncia. O processo pelo qual ocorre um tipo es-
pecifico de curva dose-resposta, onde baixas concentragdes de um xenobiético induz
efeito positivo, ocorrido em func¢do de um desequilibrio no estado homeostatico do
organismo, enquanto que altas concentracdes resulta em efeito negativo é conhecido
como hormese (Cook and Calabrese 2007; Mattson 2008; Murado and Vazquez 2010).
Ja em outros trabalhos, invertebrados também obtiveram respostas benéficas, como
no caracol B. glabrata (Rivero-Wendt et al. 2014), ja mencionado e os que tiveram efeitos
morfolégicos prejudicados, como em lagostas (Vogt 2007) e o vertebrado, peixe-zebra
(Rivero-Wendt et al. 2016). Desta forma, neste estudo, evidencia que o hormonio pode
afetar o ecossistema aquético e consequentemente, levar ao desequilibrio ecolégico,
ou seja, maior tempo de vida dos insetos gera maior consumo de peixes e menor pro-
dutividade para o piscicultor.

De forma geral, o horménio ndo afetou negativamente os B. anurum, fato que pode
ser explicado pela degradagdo do produto sob as condigdes em que o experimento
foi conduzido. Segundo Rivero-Wendt et al. (2014), em seus experimentos, dentro
de uma semana o hormonio havia sido completamente degradado. Neste trabalho,
os aqudrios eram sifonados todos os dias e uma vez por semana a dgua também era

trocada, com o objetivo de diminuir a quantidade de amoénia presente na dgua e as
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sobras de racdo. Além do mais, é importante notar as diferengas de alimentagdo entre
os organismos submetidos ao experimento, por exemplo, carac6is como B. glabrata
tém capacidade de filtro de reducdo das cargas de nutrientes (Sabatini et al. 2011),
enquanto B. anurum sdo predadores (Armta De Reyes and Estévez 2006). Isto implica
que o hormonio chega até o organismo do inseto indiretamente.

Mesmo diante destes resultados, é de suma importancia estudar melhor o composto
e seu modo de agdo em organismos ndo-alvo, pois dguas residuais de piscicultura sdo
descarregadas em ecossistemas, e a presenca do hormonio 17 a-metiltestosterona pode

comprometer a reproducdo de outras espécies benéficas.
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Efeito do predador Belostoma anurum no desenvolvimento

das larvas de tildpia-do-nilo, Oreochromis niloticus

Resumo

As presas podem alterar seu comportamento quando se sentem ameacadas por seus
predadores, por meio de estratégias defensivas que geram custos para seu organismo,
ou seja, na sobrevivéncia, crescimento ou fecundidade. Desta forma, Belostoma anu-
rum (baratas d’adgua), pertencente a familia Belostomatidae, sdo conhecidos por serem
predadores generalistas que coexistem com suas presas, como por exemplo, as larvas
de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, mas ndo se sabe como o risco de predagao
por estes insetos podem afetar os peixes. Por estas razdes, o crescimento produtivo
(i.e., ganho de peso e de comprimento), resposta ao estresse e a fisiologia oxidativa da
tilapia-do-nilo, foram averiguados durante a fase de reversdo sexual, sob condi¢bes
laboratoriais. Durante a fase de reversdo sexual, larvas de tildpia-do-nilo presentes
em aqudrios, foram expostas indiretamente ao predador. Nos tratamentos que havia
a presenca de hormodnio na alimentagdo, os peixes obtiveram maior ganho de peso e
comprimento, independente de ter ou ndo a presenga do inseto no aquério. Todavia, o
predador foi um agente estressor para suas presas, havendo aumento da concentracdo
de glicose, lactato e da atividade da SOD (superéxido dismutase) dos peixes quando
na presenca da barata d’agua. Esses resultados sugerem uma hipotese para explicar
que o predador B. anurum impacta a fisiologia das tilapias-do-nilo, quando estas estao
condicionadas a resposta de luta ou fuga.

Palavras-chave: 17 a-metiltestosterona, SOD, Resposta ao estresse

Abstract

Preys can change their behavior when they feel threatened by their predators, through
defensive strategies that generates costs for their organism, that is, in survival, growth
or fecundity. Thus, Belostoma anurum (water bug), belonging to the Belostomatidae
family, are known to be generalist predators coexisting with their prey, such as the
larvae nile tilapia, Oreochromis niloticus, but it is not known how the risk of predation

by these insects can affect fishes. For these reasons, the productive growth (i.e., weight

33



Cap.2 - Impacto do B. anurum na fisiologia oxidativa de tildpias-do-nilo

and length gain), stress response and the oxidative physiology of nile tilapia, were in-
vestigated during the phase of sexual reversion, under laboratory conditions. During
the sexual reversal phase, nile tilapia larvae present in aquariums, were exposed indi-
rectly to the predator. In the treatments that had the presence of hormone in the food,
the fishes obtained greater gain of weight and length, regardless of whether or not the
insect is present in the aquarium. However, the predator was a physiological stressor
for its prey, which led to an increase in the fishes glucose, lactate, and in its activity
of SOD (superoxide dismutase) when in the presence of the water bug. These results
suggest a hypothesis to explain that the predator B. anurum impacts on the physio-
logical development of nile tilapia, when these are conditioned to the fight or flight
response.

Key words: 17 a-methyltestosterone, SOD, Stress response

2.1 Introducao

Estratégias de defesa realizadas pelas presas, resultam em comportamentos anti-predatérios,
como ficar em sinal de alerta, evitar ficar préximo do predador e posteriormente
ocorre a fuga (Apfelbach et al. 2005; Martin et al. 2010). Estas respostas podem alterar o
comportamento e a fisiologia do animal, gerando custos significativos que diminuem

sua sobrevivéncia, crescimento e fecundidade (Werner and Peacor 2003; Benard 2004;
Preisser and Bolnick 2008; Berg and Ellers 2010; Zanette et al. 2014). Entretanto, exis-

tem poucos estudos que demonstraram ganho de crescimento produtivo em resposta

ao risco de predagdo (Dmitriew 2011).

No meio aqudtico hd uma diversidade de seres vivos que interagem entre si. Entre
eles encontram-se as baratas d’agua, Belostoma anurum (Herrich-Schaeffer 1848) (He-
miptera: Belostomatidae), que sdo predadoras de pequenos peixes, girinos, caracéis
e algumas larvas de insetos vetores de doencas (Shaalan and Canyon 2009; Haddad
et al. 2010; Kweka et al. 2011). Estes insetos sdo encontrados em riachos, lagoas e
tanques de piscicultura associados a vegetacdo, onde coexistem com suas presas, pos-
suindo um papel de predador importante na fauna aquética (Haddad et al. 2010; Tara
and Kour 2014).

Uma das potenciais presas para os B. anurum, sdo as tildpias-do-nilo, Oreochromis
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niloticus (Linnaeus, 1757) (Perciformes: Cichlidae), por serem amplamente cultivadas
em tanques de piscicultura e ocupando a segunda posigdo no ranking de peixes mais
produzidos no mundo (FAO 2016). Em virtude deste cultivo, piscicultores em geral,
utilizam de técnicas para reversdo sexual com a finalidade de aumentar a sua produ-
¢do (Chakraborty et al. 2011; Rivero-Wendt et al. 2014). Por meio de uso do hormoénio
17 a-metiltestosterona incorporado a dieta artificial, hd a obtencdo de populacdes de
peixes com maior taxa de crescimento (El-Sayed 2006; Rivero-Wendt et al. 2013; Golan
and Levavi-Sivan 2014; Dias-Neto et al. 2016). Essa técnica possibilita gerar peixes ma-
chos que ao atingirem a idade adulta, sdo maiores, por possuirem metabolismo mais
acelerado do que as fémeas (Honorato 2012; Barbosa et al. 2013; Mateen et al. 2015), es-
tas por sua vez, tem crescimento de até cinco vezes menos (Balarin and Haller 1982).
Devido ao fato, delas consumirem parte das reservas para a reproducdo, pois nesta
fase, a incubagdo dos ovos e larvas é na boca, desta forma, ndo se alimentam (Popma
and Lovshin 1996). Por um periodo de 28 dias, o hormonio reverte 97 a 100% de larvas
de tilapia-do-nilo em machos (Popma and Green 1990; Chakraborty et al. 2011; Beaven
and Muposhi 2012).

A mera ameaca de predacgdo pode ser suficiente para reduzir a sobrevivéncia, cres-
cimento ou maturidade sexual das tildpias-do-nilo (Preisser and Bolnick 2008) e ocasi-
onar estresses (Hawlena and Schmitz 2010b) durante a fase de reversao sexual. Desta
forma, a presenca do inseto pode interferir na resposta ao estresse, no crescimento pro-
dutivo e no estresse oxidativo, comprometendo o bem-estar dos peixes (e.g., 0s peixes
ficam susceptiveis a doencas) (Lushchak 2011).

Quando os organismos estdo sob condi¢des de estresse em geral, os efeitos a nivel
subcelular sdo os primeiros a causar a interrupcao de vias metabdlicas normais (An-
saldo et al. 2006), devido a producédo de radicais livres, chamados de EROS (espécies
reativas de oxigénio). O excesso destes radicais livres no organismo é combatido por
enzimas antioxidantes produzidas pelo corpo ou absorvidos da dieta. Se ocorre o des-
balanco entre eles (i.e., radicais livres e as enzimas antioxidantes) (Lushchak et al. 2008;
Monaghan et al. 2009; Lushchak (2011); Nishida 2011), os radicais livres podem causar
danos ao DNA, oxidagdo de proteinas e produzir a peroxidagao lipidica, resultando
no estresse oxidativo no organismo (Livingstone 2003).

Mediante a isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a presenca do predador B.
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anurum impacta o desenvolvimento e a fisiologia oxidativa da tildpia-do-nilo, durante

sua fase de reversao sexual sob condi¢des laboratoriais.

2.2 Material e Métodos
2.2.1 Etica experimental

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais de producao da
Universidade Federal de Vigosa (Ceuap-UFV), Brasil, protocolo n®40/2016, de acordo

com as diretrizes internacionais para o cuidado e uso de animais de laboratério (Anexo

0.

2.2.2 Obtengido e criagdo dos insetos

Insetos adultos de B. anurum foram coletados em tanques do Setor de Piscicultura
do Departamento de Biologia Animal (DBA) utilizando rede entomolégica (D-net).
Posteriormente, foram levados para o Laboratério de Fisiologia e Neurobiologia de
Insetos do Departamento de Entomologia (DDE), ambos da Universidade Federal de
Vigosa (UFV, Vicosa, MG, Brasil, 20°45” S, 42°52° W).

No laboratério, os insetos adultos foram mantidos em aquério (30 x 40 x 60 cm) com
dgua proveniente dos tanques de piscicultura em temperatura de 28 + 2 °C até a pos-
tura dos ovos. Ap6s a postura, machos contendo os ovos no dorso, foram transferidos
individualmente para pote de plastico (10,9 x 9,2 x 7,5 cm) onde permaneceram até a
eclosdo dos ovos. As ninfas do primeiro instar foram individualizadas em vidros (5,0
x 2,6 x 2,0 cm) para evitar o canibalismo e alimentadas diariamente com uma larva de
Aedes aegypti (Linnaeus 1762) (Diptera: Culicidae), até atingirem o terceiro instar que

foram utilizadas nos experimentos.

2.2.3 Obtencgdo dos peixes

Larvas de tildpias-do-nilo com quatro dias de idade foram coletadas dos tanques de
piscicultura do Setor de Piscicultura do Departamento de Biologia Animal da UFV.

Posteriormente, eles foram transferidos para aqudrios de 100 L no Laboratério de
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Comportamento e Nutri¢do de Peixes, contendo dgua declorada, aeragdo constante

e temperatura de 28 °C, para aclimatagdo.

2.2.4 Primeiro bioensaio: crescimento produtivo

Foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fato-
rial 2 x 2, sendo duas dietas experimentais (dietas com presenca ou auséncia de hormo-
nio 17 a-metiltestosterona) na presenca e auséncia do B. anurum, com sete repeti¢des
cada.

Para a confecgdo das dietas experimentais, foi utilizado ragdo comercial em p6 (50%
de proteina bruta, 8% de extrato etéreo, 4% de fibra bruta e 14% de matéria mine-
ral) (Tabela 2.1). Desta ragdo, uma parte foi destinada para compor a dieta controle
(sem a presenga do hormonio) e a outra metade foi misturado ao hormoénio 17 a-
metiltestosterona (Syntex S. A.), na proporgdo de 60 mg kg~ 'de racdo. O hormonio
foi previamente diluido em 0,5 L de 4lcool 46° INPM para 1 kg de ragdo. Depois de
realizada a mistura, esta ragdo foi espalhada sobre papel pardo e seco a sombra em

temperatura ambiente por 24 horas.

Tabela 2.1: Niveis de garantia da racdo utilizada para a alimentacdo das larvas de tildpia-do-

nilo durante a fase de reversio sexual.

Nutrientes (gkg™)
Umidade (Max.) 130,00
Proteina bruta (Min.) 500,00
Extrato etéreo (Min.) 80,00

Fibra bruta (Max.) 40,00
Matéria mineral (Max.) 140,00
Célcio (Min. - Méx.) 15,00 - 35,00

Foésforo (Min.) 6,00
Cobre (Min.) 0,008
Manganés (Min.) 0,0015
Selénio (Min.) 0,00030
Zinco (Min.) 0,080
Ferro (Min.) 0,060
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Enriquecimento: vitamina A (Min.) 8.000,00 UI/kg; vitamina D3 (Min.) 2.000,00 UI/kg; vitamina K3
(Min.) 4,00 mg/kg; vitamina Bl (Min.) 10,00 mg/kg; vitamina B2 (Min.) 10,00 mg/kg; vitamina B6
(Min.) 6,00 mg/kg; vitamina B12 (Min.) 20,00 mg/kg; dcido félico (Min.) 3,00 mg/kg; dcido pantoténico
(Min.) 15,00 mg/kg; biotina (Min.) 0,50 mg/kg; colina (Min.) 800,00 mg/kg; niacina (Min.) 31,20
mg/kg. Composi¢do basica: farinha de visceras, farelo de soja 1, farelo de glaten de milho 601, milho
integral moido 1, 6leo de peixe, sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de manganés, sulfato de zinco,
iodato de calcio, selenito de s6dio, dcido félico, pantotenato de célcio, biotina, cloreto de colina, niacina,
vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina
B12, Zootécnico equilibrador da flora intestinal, conservante (proprionato de célcio), aditivo tecnolégico
antioxidante (BHT (hidréxido de tolueno butilado)).

Eventuais substitutivos: farinha de carne e ossos, farinha de residuos de abatedouro de aves, farinha de
peixe, gordura de frango, 6leo de soja, degomado 2, quirera de arroz, monéxido de manganés, iodato
de potassio, vitamina A /D3, aditivo tecnolégico conservante (sorbato de potassio), aditivo tecnolégico
antioxidante (acido citrico). Contém milho 1 e soja 2 transgénicos e/ou outros ingredientes transgénicos
produzidos a partir destes.

Lotes de 40 peixes foram pesados em uma balanga de precisdo (Western), medidos
com um paquimetro e distribuidos em 28 aquérios (35 x 28,5 x 13,5 cm) contendo 8
L de dgua declorada, filtro biolégico, aeragdo constante e temperatura em 28 + 2 °C
por meio de aquecedores acoplados & um termostato. O laboratério permaneceu em
fotoperiodo de 12 horas.

Cento e doze potes de plastico (6,8 x 5,0 x 5,1 cm) foram colocados nos aqudrios, na
proporcdo de quatro potes/aqudrio. Os potes tiveram os fundos removidos e substi-
tuidos por tecido organza para possibilitar a entrada de dgua e também foram perfu-
rados na lateral. Para que permanecessem flutuando, cada pote foi envolvido por um
suporte feito de isopor. Uma ninfa de terceiro instar de B. anurum, foi colocada em
cada pote de acordo com o tratamento. Os insetos que morreram na primeira semana
de experimento, foram substituidos por outros da mesma fase de desenvolvimento.

Os peixes eram alimentados 11 vezes ao dia, a vontade, com as dietas experimentais
a cada uma hora (das 07:00 s 18:00 horas), por um periodo de 28 dias. No horéario de
12:00 horas, B. anurum eram alimentados com dois peixes (i.e., larvas de tilapia-do-
nilo, isentos de dietas com hormonio).

Apbs a tltima alimentagdo, os aquarios foram sifonados na proporg¢do de 2 L/aquario,
0s quais foram repostos nas mesmas condi¢des experimentais. Para manter a 4gua nas
mesmas condic¢des da dgua utilizada no experimento, foram mantidas duas caixas de
PVC de 100 L contendo 4gua aquecida por aquecedores ligados a termostato na tem-
peratura de 28 + 2 °C. Uma vez por semana foi trocado toda a d4gua dos aquarios.

A temperatura da dgua dos aqudrios foi aferida trés vezes ao dia (07:00, 12:00 e
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18:00 horas) por meio de um termdmetro comum de alcool (0 a 100 °C), enquanto que
o pH, a amonia e o oxigénio dissolvido eram verificados semanalmente utilizando-se
os aparelhos: PHMETRO (K39-0014P - KASVI), Kit labconTest e Medidor de Oxigénio
(YSI F-1550%), respectivamente.

Os pesos obtidos inicialmente dos lotes de larvas foram divididos pela quantidade
total de peixes presentes em cada aquario (40). Ao final de 28 dias, estes peixes fo-
ram pesados individualmente para o célculo de ganho de peso (peso final menos peso
inicial do peixe). Ja para o ganho de comprimento, 20 alevinos foram medidos inici-
almente por meio de um paquimetro, sendo em média 0,4 cm o tamanho inicial de
cada larva. No fim do experimento, eles foram medidos individualmente e foi feito o

comprimento final menos o comprimento inicial.

2.2.5 Segundo bioensaio: crescimento produtivo e fisiologia oxidativa

Neste bioensaio, havia dois tratamentos, larvas de tilapia-do-nilo na presenca e ausén-
cia do B. anurum, sendo 14 repeti¢des para cada.

Para a alimentacdo dos peixes presentes nos aqudrios, foi utilizado ragdo comercial
em p6 no primeiro més (Tabela 2.1) e racdo comercial em pellets no segundo més

(Tabela 2.2).

Tabela 2.2: Niveis de garantia da ragdo utilizada para a alimentacdo das larvas de tildpia-do-
nilo durante a fase de crescimento.

Nutrientes (gkg™)
Umidade (Max.) 80,00
Proteina bruta (Min.) 400,00
Extrato etéreo (Min.) 80,00

Fibra bruta (Méax.) 60,00
Matéria mineral (Max.) 120,00
Célcio (Min. - Méx.) 10,00 - 25,00

Fosforo (Min.) 8,00
Cobre (Min.) 0,013
Manganés (Min.) 0,036
Selénio (Min.) 0,00076
Zinco (Min.) 0,075
Ferro (Min.) 0,097
Colina (Min.) 2,00
Lisina (Min.) 19,00
Metionina (Min.) 8,5

39



Cap.2 - Impacto do B. anurum na fisiologia oxidativa de tildpias-do-nilo

Enriquecimento: vitamina A (Min.) 16.000,00 UI/kg; vitamina D3 (Min.) 4.500,00 UI/kg; vitamina E 400
Ul/kg; vitamina K3 (Min.) 30 mg/kg; vitamina C (Min.) 1000 mg/kg; tiamina B1 (Min.) 32,00 mg/kg;
riboflavina B2 (Min.) 32,00 mg/kg; piridoxina B6 (Min.) 32,00 mg/kg; vitamina B12 (Min.) 32,00 mg/kg;
biotina (Min.) 0,10 mg/kg; niacina (Min.) 170,0 mg/kg; acido félico (Min.) 10,00 mg/kg; pantotenato de
célcio (Min.) 80,00 mg/kg; manano-oligossacarideo 50,00 mg/kg; pediococcus acidilactici 15 x 10 E9UF.
Composig¢do basica: milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, farelo de gliten de milho, fa-
rinha de carne e ossos, farinha de peixe, farinha de sangue, farinha de visceras, 6leo de soja, cloreto
de s6dio (sal comum), cloreto de colina, L-lisina, D-metionina, vitamina A, vitamina D3, vitamina K3,
vitamina C, tiamina B1, riboflavina B2, piridoxina B6, vitamina B12, 4cido félico, biotina, niacina, pan-
totenato de célcio, sulfato de cobre, sulfato de ferro, 6xido de zinco, monéxido de manganés, selenato
de sédio, protenato de cobre, protenato de ferro, protenato de manganés, protenato de zinco, selénio na
forma organica, aditivo prebiotico, aditivo probiético, farinha de algas marinhas, extrato de alecrim, 6leo
de palma, 6leo de coco, acido propidnico, aluminato de sédio e célcio (hidréxido de tolueno butilado)
BHA (butil hidréxido), propugalato.

Eventuais substitutivos: sorgo integral moido, farinha de gérmen de milho, farinha de gérmen de milho
desengordurado, farinha de gliten de milho, farinha de arroz, farelo de arroz desengordurado, quirera
de arroz, levedura seca de carne de agticar, hemoglobina, éleo de peixe refinado, 6leo de visceras de aves.

A condigdo experimental no primeiro més neste bioensaio foi a mesma que no pri-
meiro bioensaio. Ja no segundo més de experimento, os peixes eram alimentados com
racdo em pellets, quatro vezes ao dia (08:00, 11:00, 14:00 e 4s 17:00 horas). Neste bioen-
saio, o tempo de duragdo do experimento foi maior, para que os peixes permanecesse
por mais tempo com o predador, crescessem mais e obtivessem maior quantidade de

sangue e de branquias.

2.2.5.1 Crescimento produtivo

Lotes de 40 alevinos foram pesados no inicio do experimento, o valor obtido foi entdao
dividido pela quantidade total de peixes presentes em cada aquario (40). Ao final de
60 dias, estes peixes eram pesados individualmente para o célculo de ganho de peso.
Sendo peso final menos peso inicial do peixe.

Para o ganho de comprimento, 20 alevinos foram medidos inicialmente por meio
de um paquimetro, sendo em média 0,4 cm o tamanho inicial de cada um. No fim
do experimento, os peixes foram medidos individualmente e foi feito o comprimento

final menos o comprimento inicial.

2.2.5.2 Resposta ao estresse

Um total de 13 peixes de cada tratamento foram eutanasiados com 6leo de cravo (400

mg/L) para as andlises sanguineas de lactato e 19 peixes para anélise da glicose. Um
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corte com bisturi foi feito na regido do pedinculo da nadadeira caudal e o sangue de-
positado em tiras reagentes (tiras reagentes do monitor digital Accutrend® PlusRoche
para o lactato sanguineo e tiras reagentes do monitor digital Accu-ChekActive®Roche

para andlise da glicose sanguinea).

2.2.5.3 Estresse oxidativo

Um total de 3 peixes de cada repeticdo, foram eutanasiados com 6leo de cravo (400
mg/L) para a coleta das branquias. Com uma pinga, o opérculo foi levantado e as
mesmas foram expostas e em seguida retiradas por meio de um bisturi. As amostras
das branquias foram posteriormente congeladas em nitrogénio liquido e armazenado
a - 80 °C até a sua utilizacao.

Em tampao fosfato de potassio (pH 7.4) 0.2 M com 1M EDTA (4cido etilenodiamino
tetra-acético) foram homogeneizados fragmentos de branquias (£ 100 mg) de O. nilo-
ticus. Um volume de 2 mL da suspenséo resultante foi centrifugada por 10 minutos a
4 °C e o sobrenadante foi utilizado para as anélises de superéxido dismutase (SOD),
6xido nitrico (ON), glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT) e o produto da pe-
roxidagdo lipidica malondialdeido (MDA). Estas andlises foram realizadas no Labora-
torio de Ecofisiologia de Quirépteros do Departamento de Biologia Animal da UFV e
todos os procedimentos foram arrefecidos em gelo.

Para mensurar a atividade da SOD, foram adicionados juntamente em duplicata nas
microplacas, 30 il de homogenato, 99 ul em tampéao fosfato de potassio 0.2 M (pH 7.0),
6 ul de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio) e 15 pul piroga-
lol (1,2,3-benzenotriol). Posteriormente, deixado na estufa por 5 minutos a 37 °C e, em
seguida, acrescentou-se 100 ul de DMSO (Dimetilsulféxido) e realizou-se a leitura no
espectrofotometro (A = 570nm). A SOD catalisa a reacdo do superéxido (O, ) e o perd-
xido de hidrogénio (H,O;) (Dieterich et al. 2000). Desta forma, diminuindo a razdo de
auto-oxidagao do pirogalol. Os resultados foram expressos Unidades/mg protefna .

Para a anélise da enzima CAT, foram utilizados 1 mL de PBS pH 7.0 mais a mistura
de 40 ul de perdxido de hidrogénio (H>O,) (10 mM) com 25 mL de tampao fosfato de
potéssio 0.2 M (pH 7.0) em 10 ul do homogenato para realizar-se & leitura no espec-

trofotdometro (A = 240 nm) e mensurar a atividade da enzima. Como descrito por Aebi
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(1984), a atividade da CAT ocorre pela taxa de queda da absorbancia em 60 segundos.
Posteriormente, foi aplicado o coeficiente de extin¢gdo molar do peréxido de hidroge-
nio €240 = 36 mol ! L cm ™! e os resultados expressos em Unidades/mg protefna—?.

Por meio de uma mistura contendo 10 pl de 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 1 mM em
etanol, 10 ul de glutationa redutase (GSH) 1 mM, 970 ul de tampao fosfato de potas-
sio (pH 7.0) 100 mM e 10 ul de homogenato pela variagdo da absorbancia em A= 340
nm por 60 segundos, foi mensurada a atividade da enzima GST. De acordo com Ha-
big et al. (1976), isto se da pela formagdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB). Para os célculos foi utilizado o coeficiente de extingdo molar do CDNB e340
= 9,6 mM lem™! (Habig et al. 1974) e os resultados foram expressos em ymol g~ !
min~!/g.

O MDA foi estimado conforme descrito por Wallin et al. (1993). Em eppendorfs,
foram pipetados 200 ul de homogenato e adicionado 400 ul de solugdo TBARS (4cido
tricloroacético 15%, 0,375% de acido tiobarbittrico, e dcido cloridrico 0,25 M) para ho-
mogeneizacdo do tecido. Em seguida, os tubos foram mantidos em banho maria por
40 minutos em dgua fervente (90 °C) e resfriados a 5 minutos. Posteriormente, foi
acrescentado dlcool butilico (600 pl), agitado em vortex por ~ 2 minutos e centrifuga-
dos (10 minutos a 300 rpm). O sobrenadante foi transferido para leitor de microplacas
(A = 540nm). Por meio de curva padrdo de concentra¢des conhecidas, a concentra-
¢do de MDA foi determinada a partir de 1, 1, 3,3-tetramethoxypropane (TMPO). Os
resultados foram expressos em ;M /mg proteina~ .

Pela metodologia de Tsikas (2007), foram adicionados 50 ul1 do homogenato e 100
ul Reativo de Griess em microplacas e incubados no escuro por 10 minutos para ana-
lisar o ON. Posteriormente, foi realizado a leitura das microplacas (A = 570 nm) em
espectrofotometro. A andlise da enzima ON é detectada pela presenca do nitrito. Isso
ocorre pelo Reativo de Griess, composto por 1% de sulfanilamida e 0.1% naftil-etileno-
diamina em 2.5% H3PO, (acido fosférico). A concentracdo do ON das amostras foi
averiguada utilizando curva padrdo com concentragdes conhecidas de nitrito de so-
dio e expressas em Unidades/mg protefna—?.

A concentragdo de proteina total da branquia foi mensurada de acordo com Lowry

et al. (1951), utilizando-se albumina do soro bovino como curva padrao.
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2.2.6 Anidlises estatisticas

Os dados de ganho de peso e de comprimento realizados no primeiro bioensaio, foram
submetidos a andlise de variancia (One-Way) ou Kruskal-Wallis one-way ANOVA on
ranks quando ndo foram satisfeitas as premissas de normalidade e homogeneidade.
Ja os dados obtidos do segundo bioensaio, foram submetidos ao teste t ou Mann-
Whitney Rank Sum quando os pressupostos de normalidade e homogeneidade ndo
foram satisfeitos. Em todas as andlises foi utilizado o programa SigmaPlot 12.5 (Systat

Software, San José, CA, EUA), como também para a elaboracgdo dos graficos.

2.3 Resultados
2.3.1 Primeiro bioensaio: crescimento produtivo

Independentemente da presenca ou ndo do inseto, os peixes que receberam alimen-
tacdo com hormoénio obtiveram maior ganho de peso (H = 61,927 e P < 0,001), este
resultado também se repete para o ganho de comprimento (H = 45,942 e P < 0,001)
(Figura 2.1 e 2.2).

2.3.2 Segundo bioensaio: crescimento produtivo e fisiologia oxidativa

2.3.2.1 Crescimento produtivo

Neste experimento, sem a presen¢a do hormonio na alimentagdo dos peixes nos aqué-
rios, foi mostrado que o predador B. anurum ndo interfere no crescimento da tildpia-
do-nilo. Tanto o ganho de peso ( T = 205480,500; P = 0,446) como o ganho de compri-
mento (T = 196630,500; P = 0,359) ndo diferiram estatisticamente (Figura 2.3 e 2.4).
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Figura 2.1: Ganho de peso (g) de larvas de tildpia-do-nilo alimentadas com racdo contendo
hormonio 17 a-metiltestosterona e alimentacédo isenta de hormonio, na presenca e auséncia do
inseto B. anurum ao final de 28 dias. Médias seguidas por linhas na mesma altura nao diferem
estatisticamente pelo teste Kruskal-Wallis.
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Figura 2.4: Ganho de comprimento (cm) de larvas de tilapia-do-nilo expostas ou nédo indireta-
mente ao predador B. anurum ao final de 60 dias. Médias seguidas por linhas na mesma altura
ndo diferem estatisticamente pelo teste Mann-Whitney Rank.
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Figura 2.2: Ganho de comprimento (cm) de larvas de tildpia-do-nilo alimentadas com ragéo
contendo horménio 17 a-metiltestosterona e alimentagdo isenta de hormonio, na presenca e
auséncia do inseto B. anurum ao final de 28 dias. Médias seguidas por linhas na mesma altura
ndo diferem estatisticamente pelo teste Kruskal-Wallis.
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Figura 2.3: Ganho de peso (g) de larvas de tildpia-do-nilo expostas ou nédo indiretamente ao
predador B. anurum ao final de 60 dias. Médias seguidas por linhas na mesma altura néo
diferem estatisticamente pelo teste Mann-Whitney Rank.
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2.3.2.2 Resposta ao estresse

As concentragdes de glicose e lactato sanguineos encontradas nas tildpias-do-nilo, fo-
ram maiores quando elas estavam expostas indiretamente ao predador B. anurum (t =

3,534; P = 0,001 e t = 3,940; P < 0,001), respectivamente (Figura 2.5, 2.6).
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Figura 2.5: Concentracdo de glicose sanguinea (mg/dl) de tildpia-do-nilo quando exposta ou
ndo indiretamente ao predador B. anurum ao final de 60 dias. Médias seguidas por linhas na
mesma altura ndo diferem estatisticamente pelo teste t.
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Figura 2.6: Concentracdo de lactato sanguineo (mg/dl) de tildpia-do-nilo quando exposta ou
ndo indiretamente ao predador B. anurum ao final de 60 dias. Médias seguidas por linhas na
mesma altura ndo diferem estatisticamente pelo teste t.
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2.3.2.3 Estresse oxidativo

A mensuracdo da capacidade antioxidante das células de branquias de tildpias-do-
nilo, resultaram em aumento da atividade da enzima SOD para os peixes que estavam
expostos indiretamente ao B. anurum (t = 2,180; P = 0,0385) (Figura 2.7). Enquanto que
para os demais agentes antioxidantes, CAT (T = 2,38; P = 0,113), GST (t = 1,345; P =
0,19), MDA (T = 203,000; P = 1,00) e ON (T = 192,000; P = 0,629) os resultados foram
semelhantes (Figura 2.8 A, B, C e D).

Presenca
do inseto

Auséncia
de inseto

0 5 10 15 20
SOD (Unidades/mg proteina™)

Figura 2.7: Mensuragdo da atividade da superéxido dismutase - SOD (Unidades/mg
proteina~!) em células de branquias de tilapias-do-nilo, quando estas estavam expostas ou
ndo indiretamente ao predador B. anurum. Médias seguidas por linhas na mesma altura néo
diferem estatisticamente pelo teste t.
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Figura 2.8: Mensuragdo da atividade das enzimas: A. CAT (catalase) e B. GST (glutationa S-
transferase); e das concentracoes de: C. MDA (malondialdeido) e D. ON (6xido nitrico) em
células de branquias de tildpias-do-nilo, quando estas estavam expostas ou ndo indiretamente
ao predador B. anurum. Médias seguidas por linhas na mesma altura ndo diferem estatistica-
mente pelo teste Mann-Whitney Rank (CAT, MDA e ON) e pelo test t (GST).

2.4 Discussao

Muitos modelos ecolégicos pressupde que predadores e presas relacionam-se por meio
da captura e consumo, onde ocorre declinio da populagdo de presas. Entretanto, es-
tas podem manifestar comportamentos anti-predatérios como estratégias de defesa
(Murdoch et al. 2003; Preisser and Bolnick 2008). Além do mais, o comportamento de
forrageamento pode sofrer maior impacto do que medidas de sobrevivéncia, cresci-
mento e fecundidade (Preisser and Bolnick 2008).

Os resultados deste trabalho, mostraram que na presenca do predador B. anurum,
a tilapia-do-nilo nédo sofre interferéncia no crescimento produtivo (ganho de peso e

comprimento), ou seja, sob o risco de predagdo, as presas ndo deixaram de se alimen-
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tar. H4 estudos com outras espécies de invertebrados que demonstraram o contrario
(Abrams and Rowe 1996; Lima 1998; Adamo and Baker 2011; Van Dievel et al. 2016).
Em contrapartida, os tratamentos que receberam horménio na dieta (independente da
presenca do inseto) obtiveram maior ganho de peso e comprimento em relagdo aos
que receberam dieta pura, isso se deve ao fato deste hormonio 17 a-metiltestosterona
que é um anabolizante, ser eficaz para aumentar a sintese de proteina e estimular o
aumento da massa muscular do peixe (Bhasin et al. 2001; Dias-Neto et al. 2016), como
ja foi abordado em diferentes estudos com tildpias-do-nilo (Mair et al. 1995; Dan and
Little 2000; Little et al. 2003; Chakraborty et al. 2011) e em outras espécies de peixes,
Labeo rohita (Pandey et al. 2014).

Foi demonstrado que o predador é um agente estressor para suas presas. Apesar da
tildpia-do-nilo tolerar certas condigdes ambientais (e.g., pH, temperatura, amonia e xe-
nobidticos) e estresse induzido pela manipulagdo (Tsadik and Bart 2007), os resultados
apontaram que os parametros da resposta ao estresse (glicose e lactato) aumentaram
nas tildpias-do-nilo que estavam em contato indireto com o predador B. anurum. Ja se
sabe que os niveis de glicose e lactato sanguineos sdo constantemente utilizados como
padrdes de confianga para as respostas fisioldgicas em condi¢des de estresse (Momm-
sen et al. 1999).

A glicose é de suma importancia para os vertebrados, uma vez que, ela é essen-
cial para o desempenho dos 6rgaos, como branquias, cérebro, gonadas e eritrdcitos
(Hemre et al. 2002). Ja o lactato, revela o acamulo de acido lactico resultante do au-
mento do exercicio fisico (i.e., fuga) quando os animais sdo expostos a um estressor
(Barton et al. 2002; Morgan and Iwama 2011). Este aumento da glicose e do lactato
indica uma resposta secundéria do organismo destes peixes, como consequéncia da
elevagdo dos hormonios (e.g., cortisol ) que induz o aumento na glicemia e acido l4c-
tico plasmatico (Iwama 1998; Brandao et al. 2006).

Ja o estresse oxidativo é a elevada produgdo de EROS (espécies reativas de oxigé-
nio) e diminui¢do ou aumento das enzimas antioxidantes nas células (Monaghan et al.
2009; Lushchak et al. 2008; Lushchak 2011; Nishida 2011). Os EROS sdo produzi-
dos por agentes estressores para os peixes, como metais pesados, pesticidas, tempera-
tura, turbidez da dgua, salinidade, parasitismo e quando na presenca do seu predador

(Bonga 1997; Bell et al. 2007; Lushchak et al. 2008; Slaninova et al. 2009). Além do
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mais, a propria célula produz os radicais livres, sendo a mitocondria a principal fonte
de EROS (Mahboob 2013). Isto implica para a célula, em oxidac¢do de proteinas e DNA
e peroxidagdo de lipidios (Livingstone 2003), como consequéncias fisiolégicas para os
peixes, pode levar a redugdo no crescimento produtivo e reprodutivo e a diminui¢do
na capacidade imunolégica, tonando-os susceptiveis a doengas (Lushchak 2011).

A SOD, CAT e a GST sdo as principais enzimas antioxidantes, sendo importantes in-
dicadoras de estresse oxidativo. A SOD converte O, a H,O,, enquanto a CAT é uma
enzima fundamental para promover a degradagdo de H,O, em H,O e O, (Hermes-
Lima and Zenteno-Savin 2002). Por outro lado, a GST é responséavel pela biotransfor-
magdo de compostos xenobidticos (Hyne and Maher 2003; Rauch and Nauen 2004).
Os resultados deste trabalho mostraram que somente a SOD, aumentou sua concen-
tracdo nas células das branquias das tilapias-do-nilo que estavam em contato com o
B. anurum. E presumivel que o aumento da quantidade de EROS neste trabalho, esta
associado a resposta de luta ou fuga (Janssens and Stoks 2013). Quando na presenca
do predador, os peixes em sinal de resposta, fogem e consequentemente ocorre o au-
mento da sua respiragdo (Wada et al. 2008). Mas a produgdo destas EROS ndo foram
suficientes para promover a peroxidacdo lipidica nas membranas celulares (MDA) e
aumentar a produgdo de radicais livres (ON). Como as branquias sdo os 6rgaos res-
ponsaveis pela troca gasosa, equilibrio 4cido-base e regulacado idnica, isso a torna um
local especifico para poluentes em geral, que afetam a morfologia do epitélio (Evans
1987), como também, na preparagdo em respostas a fuga. Gerando aumento das ta-
xas metabolicas e alocagdo de energia para a natagdo e posterior fuga (Janssens and
Stoks 2013). Outro fator que poderia explicar esse estresse, seria a emissdo de sinais
quimicos na dgua pelo predador, como o jato fecal. Estes odores podem chegar até
os peixes evidenciando um sinal de alerta (King and Green 1999; Fendt et al. 2005;
Mella et al. 2011). Como ja foi demonstrado por Martin et al. (2010) com Rutilus rutilus
(Cypriniformes: Cyprinidae).

Mediante a isso, conclui-se que a fase de larva das tildpias-do-nilo é afetada quando
em situagao de risco predatério, como ja visto em outros estudos (Romero 2004; Brown
et al. 2005). Isso pode acarretar em menor produgdo para o piscicultor, uma vez que,
o0s peixes estressados podem diminuir seu desenvolvimento e consequentemente mor-

rerem.
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Conclusoes gerais

Este trabalho realizou a criagdao de B. anurum sob condigdes laboratoriais, onde a ali-
mentagdo com presas menores aumentou a duragdo de instar (i. e., quarto e o quinto
instar), enquanto os insetos que consumiram presas maiores (peixes), obteve menor
ciclo de vida.

Os insetos expostos ao hormonio presente na ragdo dos peixes, ndo sofreram in-
terferéncia no seu desenvolvimento. Ja os que se alimentaram de peixes tratados,
diminuiram seu tempo de desenvolvimento no quinto instar.

A proporcao de insetos machos ndo foram afetados pelo hormoénio.

No geral, as fémeas consumiram mais peixes do que os machos, no entanto, machos
do quinto instar que consumiram peixes tratados se alimentaram mais em relagdo as
fémeas do mesmo tratamento.

A exposigdo de ninfas de terceiro instar de B. anurum a concentragdes subletais (0,01
e 0,1 mg/L) do hormonio 17 a-metiltestosterona é capaz de aumentar o tempo de
sobrevivéncia desses individuos.

Apenas o hormonio 17 a-metiltestosterona, foi eficiente para interferir no desempe-
nho produtivo das tildpias-do-nilo, aumentando o ganho de peso e o ganho de com-
primento.

A presenga do predador aquatico B. anurum, resultou em estresse nos peixes, au-
mentando a concentragdo de glicose e lactato sanguineos, além do mais, causou es-
tresse oxidativo, aumentando a atividade da enzima SOD, presente nas branquias.

Apesar de preliminar, conclui-se com base nos resultados aqui descritos, a fase ju-
venil das tildpias-do-nilo é afetada quando em situagdo de risco predatério e que a
exposicdo subletal de B. anurum ao 17 a-metiltestosterona resultou em beneficios (e.g.,
maiores habilidades de sobrevivéncia como também menor duragédo do quinto instar)
ao inseto aqudtico. Entretanto, novas experimentagdes precisam serem conduzidas
para se averiguar se estas respostas benéficas ao inseto ndo poderiam por torna-los

uma maior ameaca a produgdo de alevinos revertidos sexualmente, uma vez que eles
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poderdo permanecer por mais tempo nos ambientes contendo concentragdes subletais

do hormodnio 17 a-metiltestosterona.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto mtitulado "Interacies imsefofpeize mo processo de reversio sexmal da
tilipia-do-nilo (Oreochromis miloficus)", protocolo n° 40/2016, sob a responsabilidade de Engénio Eduardo de
Ofiveira - que envolve a producdo, mamutencio efon utilizagio de animais pertencentes ao filo chordata subfilo
vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acorde com os
preceitos da lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo conselho nacional de controle da expenimentacio ammal (concea), e for aprovado pela commssao de
ética no uso de anmmais de producio da umversidade federal de vigosa (cenap-ufv) em remio de 24/Jun/2016.
Fmahidade: ( X )Pesquiza ( JEnsino
Vigéncia do Projeto: de 062016 a 07/2017
Espécie/linhagem Peive (Oreochromis niloticus) N° de amimuais: 2000
Peso: 0,06 g Idade: 04 dias Sexo: — Omngem- Piscicultura/UFV — CNPJ/CPE: 25.944.455/0001-96

CERTIFICATE

We certify that the project entified "Interactions between fish and insects in the sexnal reversion of
Niles tilapia (Oreochromis niloticns)” protocol n® 4012016, under the responsibility of Engénio Eduardo de
Ofiveira - which imvolves the production. maintenance and / or use of animals belonging to the phylim chordata,
subphyhm vertebrata (except man), for scientific research purposes (or education) - is in accordance with the law
n”. 11.794, of October 8, 2008, Decree n”. 6899 of July 15, 2009, and the mles issued by the Brazilian National
Comneil for Animal Experimentation Control (CONCEA), and was approved by the Ethics Commission on the
use of farm animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in its meeting on Jun, 24th, 2016.
Fmahty: ( X }Research ( JEducation
Duration of the Project: from Jum, 2016 to Jul, 2017.

Species / stram: Fish (Oreochromis miloficus) N of ammals: 2000
Weight: 0,06 g Age: M days Sex: —  Source: Piscicultura/UFV — CNPJ/CPE: 25.944.455/0001-96
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