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Resumo

Franco Montoya, Luz Natalia, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, Agosto de
2008. Efeitos do Thiodan® sobre a morfologia do testiculo de tilapia nilética
(Oreochromis niloticus) sexualmente imatura. Orientador: Laércio dos Anjos
Benjamin. Co-orientadores: Marlene Isabel Vargas Viloria, Sérgio Luis Pinto da

Matta e Ann Honor Mounteer.

Objetivou-se avaliar os efeitos toxicos causados pela exposicdo aguda ao
agrotoxico endosulfan na sua formulacdo comercial Thiodan®, em individuos
machos sexualmente imaturos de tilapia nilotica. Os peixes foram aclimatados por
um periodo de 10 dias as condi¢cdes do laboratério onde foram mantidos em
aquarios de vidro com capacidade para 50L de agua, com filtragdo e aeracao
continuas, a uma temperatura média de 26 = 1°C, pH em torno de 7.0 e oxigénio
dissolvido de 6,4 + 0,8 mg/L. Os peixes foram divididos em 4 grupos, tendo um
grupo-controle e trés expostos durante 96h. a concentragdes crescentes do toxico
(0,5ug/L, 1,0ug/L e 1,4ug/L). No grupo exposto a 0,5ug/L, observaram-se areas
circunscritas de necrose nos testiculos de alguns animais. Nos grupos expostos a
1,0ng/L e 1,4ug/L foram evidenciadas alteracdes na estrutura dos espermatocistos,
diminuicdo na popula¢do de espermatogdnias primarias, diminuicdo na darea
testicular, assim como graves perdas da funcionalidade tecidual por necrose e dano
no tecido conjuntivo. Nos casos mais graves, observou-se necrose severa do
testiculo, com perda parcial ou total do mesotélio. No presente estudo, foram
constatados efeitos negativos do Thiodan® sobre a morfofisiologia do testiculo de

tilapia nildtica sexualmente imatura.
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Abstract

Franco Montoya, Luz Natalia, M.Sc. University Federal of Vigosa, August 2008.
Effects of Thiodan® on the testis morphology of sexually immature Nile
tilapia (Oreochromis niloticus). Advisor: Laércio dos Anjos Benjamin. Co-
advisors: Marlene Isabel Vargas Viloria, Sérgio Luis Pinto da Matta and Ann

Honor Mounteer.

The purpose was to evaluate the toxic effects caused by the acute exposition to the
agrochemical endosulfan in its commercial formulation Thiodan®, in Nile tilapia
sexually immature male individuals. The fishes were acclimatized during a 10 day
period on laboratory conditions where they were maintained in glass aquariums
with S0L water capacity, with continuous filtration and aeration, in a approximated
temperature of 26 = 1°C, pH around 7.0, and dissolved oxygen of 6,4 = 0,8 mg/L.
The fishes were divided in 4 groups, including a control group and three others
exposed during 96h. at increasing toxic concentrations (0,5ug/L, 1,0pg/L e
1,4ug/L). On the 0,5ug/L. exposed group were observed circumscribed areas of
necrosis on the testes of some animals. On the 1,0pug/L and 1,4ug/L exposed
groups, were found structural alterations on the spermatocysts, decreased primary
spermatogonia populations, decreased testis area, as well as serious loss of tissue
functionality because of necrosis and damage on the connective tissue. On the
more serious cases, was observed severe necrosis of the testis with partial or total
loss of the mesothelium. On the present study, the negative effects of Thiodan®
over the testis morpho physiology of sexually immature Nile tilapia, was

confirmed.
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INTRODUCAO GERAL

O uso de agrotdxicos na agricultura estd desencadeando uma série de prejuizos
para o meio ambiente, que representam séria ameaga, para a sobrevivéncia dos
ecossistemas. O meio aquatico ¢ considerado o mais relevante compartimento receptor
de toxicos, pois substancias quimicas langadas no ar ou no solo irdo atingi-lo através das
chuvas, lavagem do solo e infiltragdes, gerando perturbacdes da relacdo predador-presa,
perda de biodiversidade, além de conseqiiéncias graves para a saude humana.

No ambiente aquatico degradado, onde ocorrem poluentes em concentragdes
cronicas ou subletais, uma populagdo de peixes exposta ao toxico pode apresentar
mudangas na estrutura morfologica dos seus Orgdos internos. Assim, a aplicacdo de
métodos de andlise dos efeitos dos poluentes que avaliem as alteragdes morfoldgicas
dos orgdos de peixes, € util como biomarcador de polui¢do ambiental. HINTON &
LAUREN (1990), o termo biomarcador se refere aos 6rgios que sofrem alteragdes
morfoldgicas e funcionais nas células e/ou tecidos em conseqiiéncia da exposicao a um
contaminante. Em peixes, fatores como estresse, jejum, agentes toxicos, luz,
temperatura, confinamento e niveis hormonais inadequados podem afetar a reprodugao
(NAGAHAMA, 1983). Apesar disso, estudos in situ ou experimentais que demonstrem
os efeitos de agrotdxicos sobre 6rgaos de espécies de animais aquaticos, entre eles os
peixes, sdo escassos, sendo menos comuns, aqueles que enfocam eventos morfologicos
ocasionados por tais produtos nas gonadas, que podem comprometer o processo
reprodutivo.

Parte dos agrotdxicos aplicados nas lavouras, como o endosulfan, podem atingir
os reservatorios de agua na propriedade agricola. O endosulfan ¢ um dos inseticidas
mais utilizados para controle de pragas na cultura do café. Embora os mecanismos de
toxicidade do endosulfan sejam extensivamente estudados (NAQVI e VAISHNAVI,
1993), poucos trabalhos tém sido conduzidos com o objetivo de se avaliar efeitos
histopatologicos dos agrotoxicos em peixes, especialmente em gonadas. O estudo das
caracteristicas morfoldgicas dos testiculos de tilapia nildtica jovem em condigdes
naturais e expostos ao inseticida endosulfan poderd, portanto, fornecer informagdes
importantes para o entendimento dos efeitos provocados por esses produtos nas gonadas
dos peixes e como eles podem comprometer o desenvolvimento gonadal e o processo

reprodutivo.



CAPITULO |
REVISAO DE LITERATURA

O uso de agrotdxicos na agricultura

Agrotoxicos, defensivos agricolas, agroquimicos, praguicidas, pesticidas,
desinfestantes ou biocidas sdo denominacdes dadas as substancias ou misturas de
substancias, naturais ou sintéticas, destinadas a repelir ou combater pragas, que podem
consumir ou deteriorar materiais usados pelo homem, ou sdo vetores de doencas
transmitidas ao homem ou aos animais domésticos. Os praguicidas sao classificados de
acordo a praga que combatem como algicidas, herbicidas, fungicidas, nematicidas,
inseticidas e rodenticidas (KOTAKA ¢ ZAMBRONE, 2001). Estas denominagdes
podem ser enganosas, uma vez que esses produtos tém a¢ao no meio ambiente, agindo
além do seu alvo especifico. Este conjunto de produtos quimicos recebeu denominagdes
de defensivos agricolas, pesticidas, praguicidas, produtos fitossanitarios ou agrotoxicos,
sendo este ultimo termo restrito ao Brasil (Lei n. 7.802/89).

Inseticidas constituem importante grupo de praguicidas para o uso agricola, que
ano apds ano mostra um aumento progressivo em seu uso para labores do campo na
América do Sul sendo que, nas ultimas décadas, comegaram a substituir o trabalho
mecanico e manual dos agricultores. RUEGG et al. (1987) e TOMITA & BEYRUTH
(2002) relatam que o modelo de agricultura adotado no Brasil baseia-se no uso de
agrotoxicos.

Nos ultimos 40 anos, a agricultura brasileira sofreu inumeras e profundas
transformagdes que alteraram tanto a composicdo das culturas, como os processos de
produgio e padrdes tecnoldgicos até entio em vigor. RUEGG et al. (1987) enfatizam
que o processo de modernizacdo, entendido como uma série de transformagdes
tecnologicas nos processos produtivos, intensificou o emprego de insumos, como
maquinas, fertilizantes e agrotoxicos, que contam com precos favoraveis e estimulos
como crédito farto a juros subsidiados, que facilitaram sua ampla ado¢do no meio rural.
Assim, agrotoxicos tém sido amplamente utilizados como uma das principais
ferramentas para um bom programa de controle de pragas em culturas que tém ganhado
espaco na balancga comercial agricola brasileira (RODRIGUES & ALMEIDA, 2005). O

emprego de tais agroquimicos tornou-se de uso generalizado, pelo menor custo ¢ maior



eficiéncia de controle das plantas daninhas e pragas quando comparado aos demais
métodos convencionais de controle (SANTOS, 2004).

Para ROSA (1998), o modelo baseado no uso intensivo de insumos quimicos,
de sementes melhoradas e de mecanizagdo, foi denominado “Revolucdo Verde”, que na
década de mil novecentos ¢ oitenta trouxe ao Brasil um novo alento em relagdo a
produtividade, com grandes esperancas de colheitas fartas e novas tecnologias que
propiciaram o dominio de areas pouco exploradas, como por exemplo, o cerrado da
regido centro-oeste. De fato, muitas destas expectativas se realizaram, entretanto, o
impacto ambiental propiciado trouxe conseqiiéncias como a perda de biodiversidade e a
exaustdo de varios cursos de agua por assoreamento, além de contaminagao dos terrenos

e dos rios.

Transporte e destino dos agrotdxicos no ambiente aquatico

O transporte e o destino dos agrotdxicos no ambiente aquatico ¢ ponto de
discussdo. MURTY (1988) descreveu que os agrotoxicos entram no ambiente aquatico
através da aplicagdo intencional, implemento aéreo, escoamento das aplicacdes ou
liberacao acidental. A descarga dos residuos da manufatura de agrotdxicos constitui a
segunda maior fonte de contaminagdes dos corpos de dgua.

Para VASCONCELLOS (2000), os residuos destas substincias presentes nas
aguas podem tornar-se aderidos ao material organico em suspensdo, depositar-se no
sedimento ou serem absorvidos pelos organismos. Assim, peixes e invertebrados podem
acumular tais compostos ligados a matéria ingerida, absorve-los passivamente pela

superficie corporal ou durante as trocas respiratorias.

Estudos de toxicidade aquatica

O estudo dos efeitos de agentes toxicos sobre a vida aquatica pode ser realizado
através de ensaios bioldgicos "in loco" ou em condi¢des laboratoriais, sendo estes
ultimos mais utilizados por permitirem um controle mais efetivo dos fatores ocasionais,
como temperatura, pH, duracdo de exposi¢do, meio, concentracdo. Ao se avaliar a
toxicidade de agentes toxicos ou misturas destes frente a um reativo bioldgico,

geralmente se utiliza uma populacdo homogénea, possuindo uma sensibilidade definida,



determinando-se a concentragao responsavel por um efeito toxico (efeito letal, sub-letal,
cronico, imobilizagdo ou modificagdo do comportamento, dentre outros). Estes
experimentos podem ser realizados utilizando-se sistemas de fluxo continuo, semi-
estatico ou estatico. Quanto ao meio, pode-se utilizar meio aquatico do tipo agua
continental (agua dura, rica em bicarbonatos e sulfatos dissolvidos; e 4gua mole, isenta
de ions calcio e magnésio), marinha ou salobra, segundo as necessidades dos
organismos avaliados (CETESB, 2006). Por razdes técnicas e econdmicas, ¢ impossivel
testar todas as espécies que fazem parte do ecossistema aquatico. Assim, para esses
estudos sdo relacionados, normalmente, os organismos mais representativos de cada

nivel tréfico na cadeia alimentar, como algas, micro-crustaceos e peixes.

Caracterizacdo do agrotéxico Thiodan®

O Thiodan® (endosulfan) é um inseticida acaricida organoclorado, do grupo
quimico éster do &cido sulfuroso de um diol ciclico, conhecido também como grupo dos
ciclodienos. Este grupo de inseticidas surgiu apds a segunda guerra mundial: chlordane,
1945, aldrin e dieldrin, 1948; heptachlor, 1949; endrin, 1951; mirex, 1954; endosulfan,
1956; e chlordecone, 1958. Sua formulagcdo ¢ do tipo concentrado emulsionével,
registrado no Ministério da Agricultura sob o n. 10487, liberado comercialmente para o
MERCOSUL. A concentracdo de ingrediente ativo ¢ de 350g/L, apresentando
classificagdo toxicologica I (extremamente toxico), classificagdo ambiental I (altamente
perigoso ao meio ambiente), além de inflaméavel e corrosivo (ENGELHARDT e
SARMENTO, 2004).

O endosulfan, inseticida desenvolvido pela Hoechst Aktiengesellschaft na
Alemanha, foi introduzido no mercado em 1957 com o nome comercial de Thiodan®
(GOEBEL et al., 1982; STUMPF e ABHAVER, 1986). O ingrediente ativo do Thiodan
consiste na mistura de dois isdmeros de endosulfan, sendo 70% de a-endosulfan e 30%
de B-endosulfan mixturado com (1, 4, 5, 6, 7, 7 - hexachloro - 8, 9,10 - trinorborn-5 - en
-2,3-ylenebismethylene) sulfate, composi¢do que potencializa a sua acdo toxica
(BAYER, 2008)

Entre os produtos derivados do metabolismo do endosulfan em mamiferos, o
sulfato de endosulfan é um dos principais metabolitos devido a sua importancia

toxicologica (GOEBEL et al., 1982; STUMPF e ABHAVER, 1986).



A Legislacdo Brasileira de Residuos de Pesticidas vigente, levando em
consideracdo a qualidade da agua definida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente,
Resolugao CONAMA - n° 20 de 18/06/1986, estabelece o valor limite de 0,056 pg/L de
residuo do referido inseticida e seus metabodlitos (BRASIL, 1988).

Mecanismo de acdo e usos do endosulfan

No sistema nervoso, a transmissdo de impulsos ¢ mediada por
neurotransmissores, alguns deles excitatdrios, outros inibitérios. O GABA (4cido gama-
aminobutirico), ¢ um dos principais transmissores inibitorios no cérebro e medula
espinhal. Diferentes autores relatam o mecanismo de a¢ao dos organoclorados do grupo
dos ciclodienos agindo sobre o mecanismo inibidor do quimioreceptor GABA. Esse
mecanismo consiste em um estimulo inibitério que leva a uma hiperpolarizagdo da
membrana do axdnio através do aumento da permeabilidade dos ions CI” para o interior
da membrana (WARE, 2004). Esse efeito inibitério bloqueia o excitatorio (DOWSON,
1977). Ciclodienos ligam-se ao sitio de ligagdo dos receptores/canais GABA individuais
induzindo uma rdpida mudanca conformacional do canal para o estado desensibilizado,
suprimindo o fluxo de CI para o interior da membrana (BLOOMQUIST, 1996).
Conseqlientemente, ha propagagao continua do impulso nervoso, interferindo sobre a
atividade nervosa do animal, gerando tremores, convulsdes, prostracao e posteriormente
a morte, como observado em insetos, mas afetando também qualquer tipo de crustaceo,
peixe e mamifero, inclusive por exposi¢do a baixas concentragdes (ETO, 1990;
PINHEIRO et al., 1998). Segundo WARE (2004) ¢ COUTINHO et al. (2005), ao
contrario do DDT, o efeito dos ciclodienos ¢ diretamente proporcional a temperatura, ou
seja, quanto mais alta a temperatura, mais toxicos se tornam.

Segundo SINGH et al., (1990) o endosulfan ¢ um composto xenobidtico que
encontra-se na lista de substancias que possuem a capacidade de interferir na ligacdo de
hormonios nos seus receptores, alterando o ciclo hormonal nos animais ¢ no homem
(disruptores endocrinos). Estes autores observaram em mamiferos que o endosulfan ¢é
importante inibidor da sintese de andrégenos testiculares, e contribui para a diminui¢@o
intensa dos niveis de gonadotropinas plasmaticas (FSH e LH), junto com testosterona
plasmatica e testicular, em ratos.

O endosulfan ¢ o Unico inseticida organoclorado que ainda ¢ amplamente



utilizado no mundo (CAPKIN et al., 2006). Segundo a BAYER (2006), fabricante do
produto, o Thiodan® (endosulfan) ¢ um inseticida para o controle de insetos chupadores
e mastigadores, com a¢do de contato e ingestdo. Recomenda seu uso especialmente em
cultivos de café, cana de agucar, hortaligas, frutas, vinhas e forragens. Adverte também

que nao se devem coletar frutos ou vegetais tratados até 21 dias apos a tltima aplicacao.

Toxicidade aguda do endosulfan

Esta comprovado que o potencial toxico dos organoclorados ameaca o equilibrio
ecologico da biosfera e a saide humana, por serem onipresentes, fracamente
biodegradaveis e apresentarem efeito toxico mesmo em pequenas doses. Além disso,
podem se acumular tanto nos organismos vivos (bioacumulacdo) quanto ao longo da
cadeia alimentar (biomagnificagdo) (CETESB, 2006). Concentracdes elevadas de
compostos organoclorados sdo pouco freqiientes no meio natural, mas a sua reteng¢ao
nos sedimentos causa contaminag¢do, a longo prazo, dos ambientes aquaticos com
conseqiiéncias diretas e indiretas sobre os organismos encontrados nestes ecossistemas
(BROWN et al., 2000; FLEEGER et al., 2003).

O endosulfan pertence a Classe Toxicologica I, sendo altamente toxico para
animais aquaticos e terrestres (espécies nao-alvo) segundo a Agency for Toxic
Substances and Disease Registry (ATSDR, 2000), possuindo de moderado a alto risco e
efeitos agudos e cronicos. SOARES et al. (2003) demonstraram que o endosulfan adere

as particulas do solo e matéria organica, levando anos para sua degradacao.

Efeitos do endosulfan sobre organismos aquaticos

Segundo CAPKIN et al. (2006), variaveis como alcalinidade e temperatura da
dgua, e o menor tamanho dos espécimes aumentam a toxicidade do endosulfan nos
peixes. Para CENGIZ et al. (2001), os efeitos do thiodan sdo tempo e dose dependentes.
CAPKIN et al. (2006) reportaram uma CLsy de 19,78 ng/L para Oncorhynchus Mikyss,
para 24 horas de exposi¢do ao toxico, o que causou além da morte de 50% dos animais,
convulsdes, nado erratico, edema e separacdo das laminas branquiais, edema e necrose
do figado, dos tubulos renais e do tecido hematopoético. CENGIZ et al. (2001)

reportaram lesdes similares em branquias do peixe-mosquito Gambusia affinis, além de



congestdo e hipertrofia do figado. DUTTA et al. (2006) descreveram num estudo de
toxicidade cronica, as injurias causadas pelo endosulfan sobre os tubulos seminiferos do
peixe “bluegill” Lepomis macrochirus, e relataram alteragdo dos tubulos seminiferos,
que mostraram perda dos padrdes normais de organizagao celular, diminuindo também
o diametro das espermatogdnias primarias gradativamente, desde as primeiras 24 horas
de exposicdo até as duas semanas seguintes. Segundo os autores, este tipo de dano pode
afetar as espermatides e os espermatozoides, apresentando no final um impacto negativo
na espermatogénese e fertilidade do macho, comprometendo o nimero da populagdo do
“bluegill” Lepomis macrochirus.

MUSANHI (1987) determinou a CLsy para tildpia nildtica apos 96, 48 e 24
horas de exposicdo ao endosulfan como sendo de 1,42, 3,80 e 10,3 pg/L
respectivamente. Comparando a toxicidade deste agroquimico com a do lindano, outro
organoclorado muito utilizado na agricultura, concluindo que o thiodan ¢ muito mais
toxico para este peixe que o lindano, embora seja mais biodegradavel do que este
ultimo.

PINHEIRO et al. (1998) advertem, com veeméncia, sobre o perigo de
contamina¢do do Pantanal e da Amazdnia - lugares ricos em recursos hidricos - por
produtos a base de endosulfan, pois este produto ¢ extremamente toxico para peixes e
outros organismos aquaticos, mesmo em doses muito pequenas. Estes autores citam que

a toxicidade se d4 mesmo com doses inferiores a centésimos de picograma/L.

A tilapia nilética (Oreochromis niloticus)

Os teledsteos incluem mais de vinte mil espécies, constituindo, assim, o0 maior e
provavelmente mais diversificado e antigo grupo de vertebrados. O habitat destes
vertebrados ¢ bastante variado sugerindo que ao longo de sua historia evolutiva os
peixes desenvolveram um eficiente processo adaptativo ao meio ambiente. Desta forma,
os mesmos foram capazes de colonizarem e de se reproduzirem numa variedade muito
grande de microambientes (BILLARD, 1986).

A tilapia nilotica (O. niloticus) ¢ um peixe teledsteo pertencente a ordem
Perciformes, familia Cichlidae e a subfamilia Tilapiinac. (TREWAVAS, 1983). Seu
cultivo, que remonta mais de 3000 anos no Egito, estd atualmente espalhado por quase

todos os paises do mundo. A produgdo total mundial de tildpias s6 ¢ menor que a de



carpas ¢ de salmonideos, tendo aumentado drasticamente, chegando mesmo a dobrar
entre 1986 e 1992 (ENGLE, 1997). Constitui uma das espécies de peixe mais
produzidas no mundo devido as boas caracteristicas organolépticas de sua carne
(TORRANS, 1998; FAO, 2003), o que faz da tilapia uma espécie promissora para a
aquiicultura do século XXI (FITZSIMMONS, 2000).

Em 1990, a produ¢@o mundial de tilapias foi estimada em 855.000 t/ano, sendo
que 390.000 t vieram de cultivo. A FAO relatou o aumento na producao de tilapias para
1.100.000 t em 1994, ou seja, um incremento de 245.000 t, atribuido exclusivamente a
aqiicultura. No Brasil, a produgdo anual de tildpias cultivadas supera inclusive a de
carpas (50.400 t), com aproximadamente 64.857 t, o que representa 37.88% da
producdo aquicola total do pais (FAO, 2003). Algumas estimativas sugerem que a
captura em reservatorios brasileiros se iguala a producdo em cultivo. Embora a tilapia
nilotica tenha sido introduzida no Brasil em 1971, a produgdo comercial emergiu de
modo significativo somente a partir da década de 1990 (BOSCOLO et al., 2001), na
medida em que os produtores assimilaram a reversdo sexual e outras tecnologias
modernas de producdo. Segundo dados da a FAO (2003), o Estado do Ceard ¢ o
principal produtor de tilapia com 13 000 toneladas/ano, seguido pelo Parana (12 780
toneladas/ano) e Sao Paulo (9 740 toneladas/ano).

O Brasil oferece condigdes altamente favoraveis para seu cultivo, motivo pelo
qual a tilapia nildtica foi recentemente indicada pelo Ministério da Agricultura como o
principal peixe para abastecimento da cadeia produtiva do pescado de dgua doce, tendo
sido alocados financiamentos para pequenos produtores que se interessam em cultivar
essa espécie.

Como conseqiiéncia da maior produgdo, o mercado consumidor de tilapias tem
aumentado consideravelmente em diversos paises. Nos Estados Unidos, boa parte das
tilapias € importada de paises latino-americanos e asiaticos, na forma de filé¢ e de peixes
inteiros. Em 1995, a tildpia foi o peixe mais procurado pelos norte-americanos devido
ao sabor agradavel de sua carne (ENGLE, 1997).

Do ponto de vista bioldgico, a tilapia nildtica € um teledsteo de aguas quentes
que, em condi¢des de cultivo, apresenta crescimento rapido, grande versatilidade
alimentar, tolerancia a baixos teores de oxigénio dissolvido e a grandes variagcdes nas
condigdes ambientais, tamanho conveniente, carne saborosa (BEAMISH, 1970; SILVA,

1987) e facilidade para a desova, o que a torna muito interessante para a exploragdo



comercial na piscicultura, atingindo um consideravel aumento nos paises tropicais da
América do Sul.

A tilapia nilotica ¢ onivora, alimentando-se de algas, fitoplancton, zooplancton,
ovos e larvas de peixes e detritos. Sendo onivora, ela é capaz de crescer rapidamente
com niveis muito baixos de proteinas e de tolerar altos niveis de carboidratos na dieta,
se comparada aos peixes carnivoros cultivados atualmente (STICKNEY, 1997).

Sexualmente, as tildpias se caracterizam por apresentarem cuidado parental
bucal desenvolvido pela fémea e se reproduzirem ao longo do ano (TREWAVAS,
1983). O peixe atinge a maturidade sexual entre quatro e cinco meses de idade, e as
desovas ocorrem de dois em dois meses se a temperatura da 4gua permanecer acima de
24°C (PULLIN, 1991). A precocidade reprodutiva dessa espécie € a alta viabilidade de
suas larvas fizeram dela um excelente modelo experimental para se investigar a biologia

reprodutiva de peixes teledsteos com alto potencial produtivo (STICKNEY, 2000).

Testiculos dos teledsteos

Desenvolvimento dos testiculos

Um dos fatores que garante o sucesso reprodutivo dos animais sexualmente
adultos de qualquer espécie ¢ o desenvolvimento normal das gonadas que se inicia nos
primeiros estadgios de formacdo do embrido e envolve um processo de diferenciagdo
bastante complexo (DEVLIN e NAGAHAMA 2002).

Nos peixes teledsteos, como em outros vertebrados, as células germinativas
primordiais originam-se do mesoderma extra-embriondrio, no inicio da gastrulacdo e
migram para a crista genital (NAKAMURA et al.,, 1998). Ao colonizar a génada
primitiva, essas células associam-se as células mesenquimais e passam a ser chamadas
de gondcitos, os quais potencialmente podem se diferenciar em ovogonias ou

espermatogonias (FOYLE, 1993).
Estrutura do testiculo em teledsteos
Geralmente, os testiculos dos peixes estdo localizados na cavidade celomatica,

dorsalmente ao tubo digestivo, ventralmente aos rins e ventro-lateralmente ao longo da

bexiga gasosa, encontrando-se presos a parede celomatica e a bexiga gasosa pelo



mesorquio. Macroscopicamente, os testiculos da maioria dos teledsteos estudados sao
orgdos pares, podendo estar parcial ou totalmente fundidos entre si. Apresentam
usualmente tamanho similar entre o direito e o esquerdo e sdo freqiientemente
alongados, embora existam outras formas como lobulados e folidceos (LE GAC e
LOIR, 1999).

Na tildpia nilotica, os testiculos sdo pares e alongados, de superficie lisa e
apresentam tamanho semelhante entre o direito e o esquerdo. Cada testiculo apresenta
uma extremidade cranial afilada, uma parte média de forma triangular e uma porcao
caudal que se afila gradualmente até unir-se a do outro testiculo, formando um ducto
unico que desemboca na papila urogenital (SILVA, 1987).

Externamente, este 6rgdo ¢ revestido por uma tlnica albuginea da qual partem
septos fibrosos em sentido radial, que percorrem o interior do 6rgdo até atingir o lado
oposto, dividindo o testiculo em lobulos incompletos (SILVA, 1987). Os lobulos
testiculares sdo preenchidos por tubulos seminiferos, os quais apresentam paredes
formadas por cistos que se apdiam na lamina basal e que sdo revestidos por
prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli (MATTA, 2000).

Segundo PUDNEY (1995), nos peixes teledsteos, as células de Sertoli, unidas
entre si por complexos juncionais especializados, delimitam fisica e funcionalmente os
espermatocistos ou cistos espermatogénicos. Desta forma, as células de Sertoli
fornecem as células germinativas suporte fisico e fatores importantes para a
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo das mesmas, estando ainda envolvidas na
intermediagao hormonal e na fagocitose de restos celulares (WELTZIEN et al., 2004).
As células de Sertoli que delimitam os cistos espermatogénicos se apdiam na tlinica
propria, que ¢ constituida pela membrana basal (camada acelular) e pelas células
peritubulares mioides que possuem capacidade contratil (BILLARD, 1986; PUDNEY,
1995; LE GAC e LOIR, 1999). Portanto, diferente dos mamiferos, em peixes as
espermatogonias diferenciadas (a partir de espermatogdnia primaria) ndo estdo em
contato com a membrana basal (BILLARD, 1986).

Os componentes basicos do testiculo sdo comuns a todos os peixes e aos demais
vertebrados. Este 6rgao tem as fungdes espermatogénica e androgénica, possuindo dois
compartimentos principais: 0 compartimento intersticial e o compartimento tubular. No
compartimento intersticial ou intertubular estdo situados vasos sanguineos, fibras

nervosas, células e fibras do tecido conjuntivo, além das células de Leydig que possuem

10



funcdo esteroidogénica. A producdo de testosterona ¢ importante para a diferenciagao
sexual, o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secunddrias, o comportamento
sexual, e para a regulacdo da espermatogénese (WELTZIEN et al., 2004). O
compartimento tubular contém células somaticas (células de Sertoli) e as células
germinativas que irdo formar os espermatozdides apOs passarem por processo bastante
complexo e altamente organizado, a espermatogénese (BILLARD, 1990; KOULISH et
al., 2002).

11



Aspectos gerais da espermatogénese

O processo espermatogénico ¢ um evento ciclico complexo, altamente
organizado e coordenado, no qual as espermatogdnias dipldides se diferenciam em
espermatozdides maduros. Durante sua evolugdo, a espermatogénese pode ser dividida
funcionalmente em fases como: a) Fase proliferativa (espermatogonial), na qual as
espermatogonias sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitodticas; b) Fase meiotica
(espermatocitaria), na qual o material genético dos espermatdcitos é recombinado e
segregado; e c) Fase de diferenciagao (espermiogénica), na qual espermatides sao
transformadas em células estruturalmente equipadas para alcangar e fertilizar o ovécito
(RUSSELL et al. 1990), os espermatozdides.

Este processo se inicia com a divisdo da espermatogdnia-tronco (primaria) ou
espermatogonia de tipo A, conhecida também como Gi, dando origem as
espermatogonias proliferativas. Estas tltimas sofrem sucessivas divisdes mitoticas, e
dao origem as espermatogdnias (secundarias) ou do tipo B, também chamadas G,
comprometidas com a formagdo de espermatozoides. Pontes intercelulares, jungdes
citoplasmaticas entre as células germinativas vizinhas promovem a sincronia no
desenvolvimento celular, sendo encontradas tanto nas espermatogdnias secundarias
quanto nos espermatocitos, e permanecem até a fase de espermatides, quando sdo
rompidas em fungdo da fase de diferenciacdo das células em espermatozodides
(RUSSELL et al. 1990).

As células-tronco sdo relativamente resistentes a variagdes ou injurias teciduais e
freqiientemente sobrevivem quando outras células de tipo germinativo tenham entrado
em deplegdo. Essa resisténcia ocorre, provavelmente, por sua infreqiiente divisao, ja que
muitas substancias adversas afetam as células em fases diferentes do ciclo celular. A
destruicdo completa destas células-tronco resulta na perda irreversivel da capacidade
espermatogénica (RUSSELL et al., 1990).

As espermatogOnias caracterizam-se por ter alta taxa mitdtica, e
consequentemente, serem mais susceptiveis aos efeitos de substadncias que alteram a
espermatogénese. Em ratos, estas espermatogonias podem dividir até nove vezes numa
semana (RUSSELL et al., 1990). Comparada com outros sistemas conhecidos de auto-
renovagdo do corpo, a espermatogénese ¢ considerada como um dos que apresenta

maior numero de divisoes celulares durante o seu desenvolvimento.
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Espermatogénese em teledsteos

Nos tele6steos, a espermatogénese desenvolve-se basicamente nas fases
descritas anteriormente, mas com algumas particularidades no arranjo tecidual e celular
caracteristicas que, entre outras, conferem maior eficiéncia ao processo
espermatogénico. Este processo em teledsteos pode ocorrer de duas maneiras, conforme
a distribui¢do das espermatogonias ao longo do tiibulo seminifero: tipo espermatogonial
irrestrito (lobular), no qual as espermatogonias estdo distribuidas ao longo do tubulo, e
tipo espermatogonial restrito (tubular), com as espermatogonias restritas a por¢ao distal
do tibulo seminifero, proximas da albuginea testicular (GRIER et al, 1980; GRIER,
1981; BILLARD 1990). Aparentemente, a tilapia nilotica apresenta arranjo peculiar
quanto a distribui¢do dos cistos de espermatogonias, ocupando posi¢do intermedidria
entre os tipos espermatogonial restrito e irrestrito, (SILVA 1987; VILELA, 2003) nesta
espécie a maior parte das espermatogdnias primarias se encontram restritas a por¢ao
distal do tiibulo seminifero, podem ser observadas também ao longo do tibulo.

Diferente dos mamiferos, nos peixes estudados, a espermatogénese ocorre em
espermatocistos que se formam quando células de Sertoli e uma espermatogdnia
primdria se associam. Durante este processo, a espermatogdnia primdria ¢ circundada
por células de Sertoli, que neste estddio sdo pouco desenvolvidas, e normalmente
apresentam nucleo grande e nucléolo proeminente (PUDNEY, 1995; MIURA, 1999;
MATTA, 2000; KOULIS et al., 2002; SCHULZ e MIURA, 2002; VILELA, 2003).

O processo espermatogénico de teledsteos assemelha-se ao de outros
vertebrados. Durante a fase proliferativa ou espermatogonial, a espermatogonia primaria
ou tipo A se divide e origina espermatogdnias G2 que, depois de um nimero espécie-
especifico de divisdes mitdticas, diferenciam-se em espermatdcitos primarios, iniciando
a fase meidtica ou espermatocitaria. Estas células entram em divisdo meiotica formando
os espermatocitos secundarios, que por sua vez passam pela segunda divisdo meidtica
para produzir células haploides, as espermatides. Em seguida, ocorre a fase
espermiogénica ou de diferenciagdo, na qual as espermadtides sofrem uma série de
alteracdes morfoldgicas marcantes, principalmente relacionadas com a condensagdo
nuclear e a formacdo da peca intermedidria e flagelo, originando os espermatozoéides,
que sao células altamente especializadas e equipadas para alcangar e fertilizar os
ovocitos (MIURA, 1999; MATTA, 2000). Durante a espermiacgdo, as c¢lulas de Sertoli

que formam a parede dos cistos se rompem para liberar os espermatozoides num lume
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cujo espaco aumenta gradualmente ao longo do periodo reprodutivo (GRIER et al.,
1980; GRIER, 1981; SILVA, 1987; PUDNEY, 1995).

As espermatogOnias primdrias sdo as maiores células germinativas na maioria
das espécies de teleosteos, apresentando um nucleo grande e claro, com pouca
heterocromatina, contendo um ou dois nucléolos bastante evidentes (MIURA, 1999;
MATTA, 2000). Em tildpia nilética, estas células apresentam um didmetro nuclear
médio de 9um (MATTA, 2000) a 10um (VILELA, 2003). Apos sucessivas divisoes, a
partir da espermatogdnia primaria, o nimero de espermatogonias secundarias por cisto
aumenta geometricamente, enquanto o didmetro nuclear das mesmas sofre gradual
redugdo (SILVA e GODINHO, 1983; VILELA et al., 2003). Os dados disponiveis na
literatura mostram que o numero de geracdes espermatogoniais em teledsteos varia de
4-6 no paulistinha (Brachydanio rerio; EWING, 1972) a 14 no guppy (Poecilia
reticulata; BILLARD, 1969). Valores intermedidrios para o nimero de geragdes de
espermatogonias sdo observados em outras espécies de teledsteos (LE GAC e LOIR,
1999; MIURA, 1999). Em tilapias-niloticas, a partir do nimero de células por cisto e do
diametro nuclear/volume celular, foi verificada a existéncia de pelo menos oito geragdes
espermatogoniais, sendo uma geracdo de espermatogonia primaria e sete diferentes
geragdes de espermatogonias secundarias (MATTA, et al., 2002; VILELA, et al., 2003;
SCHULYZ, et al., 2005).

A medida que o volume do espermatocisto aumenta, as células de Sertoli sofrem
divisdo. Essa atividade mitdtica ¢ bastante reduzida em cistos meidticos e ausente em
cistos pos-meidticos. A proliferacdo das células de Sertoli ¢ considerada o fator
primdrio responsavel pelo aumento do testiculo e da produ¢do espermatica observado
nos teleodsteos. Em condi¢des naturais, a proliferacdo das células de Sertoli no testiculo

de mamiferos adultos ndo ¢ observada (FRANCA et al., 2002; SCHULZ et al., 2005).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar os efeitos do inseticida organoclorado Thiodan™ nas caracteristicas
morfologicas de testiculos de tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) sexualmente

imatura, ap6s exposi¢ao aguda a esse agrotoxico.

Obijetivos especificos

Descrever os testiculos de tilapias niloticas sexualmente imaturas em microscopia
de luz, caracterizando morfologicamente esses 6rgaos para animais com 45 dias de vida,
e com diferentes graus de desenvolvimento gonadal; e

Comparar a estrutura dos testiculos de animais mantidos como controle com
aqueles submetidos & a¢do do Thiodan® durante exposi¢io aguda por um periodo de 96

horas.
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CAPITULO Il

Morfologia testicular de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) sexualmente

imatura.

Resumo

Realizou-se um estudo descritivo da estrutura do testiculo de tildpia nilotica (O.
niloticus), var. tailandesa. O experimento foi conduzido em condigdes laboratoriais com
0 objetivo de manter o controle de varidveis como temperatura da agua, fotoperiodo e
alimentacdo, fatores fundamentais no inicio do ciclo sexual dos teledsteos. Foram
estudados os testiculos de tildpias niloticas sexualmente imaturas mantidas em aquarios
de vidro com capacidade para SOL de agua, livre de cloro, com temperatura média de
25,8 £0,62°C, numa densidade de 1g, de peixe/L de agua. Os peixes foram alimentados
quatro vezes ao dia com ragdo comercial contendo 32% de proteina bruta (PB), em
taxas de 8-10 % da biomassa/dia. As andlises histoldgicas mostraram que o arranjo
estrutural do testiculo da tilapia nilética sexualmente imatura é semelhante ao padrao
relatado para outros teledsteos estudados; porém, algumas particularidades na etapa do
desenvolvimento e no arranjo celular para esta espécie foram evidenciadas desde as
primeiras fases do desenvolvimento sexual dos individuos. Assim, foi observado que
animais com menos de 2,5g de peso corporal (PC) apresentam testiculos em processo de
diferenciagdo celular. Peixes com PC entre 3,0 + 0,5g encontram-se na fase proliferativa
de espermatogénese com grande quantidade de espermatogonias dos tipos G1 e G2 e
células de Sertoli em proliferacdo. Peixes de maior tamanho, com 4,0 £ 0,5g PC,
encontraram-se na fase meidtica da espermatogénese com grande populagdo de
espermatogonias G1 e G2, além de espermatocistos contendo espermatocitos primarios e
secundarios, células de Sertoli e de Leydig diferenciadas. Esses testiculos apresentaram
area nitidamente aumentada em relacdo aos peixes de menor tamanho. O presente
estudo mostra como animais da mesma idade podem apresentar variagdes no grau de

desenvolvimento gonadal € no momento de inicio do ciclo espermatogénico.

Palavras-chave: Teleodsteos, tilapia nilotica, morfologia testicular, gonadas, células

germinativas.
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Testicular morphology of the sexually immature Nile tilapia (Oreochromis

niloticus)

Abstract

This work guided a descriptive study of the testis structure of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus), Thai variety. The experiment was conducted in laboratory conditions in order
to keep control of variables such as water temperature, food and photoperiod, important
factors at the beginning of the teleosts sexual cycle. Testis of sexually immature Nile
tilapia were studied. The specimens were kept in glass aquariums with a S0L capacity
of chlorine free water, with average temperature of 25.8 £ 0.62°C, in a density of
lg.fish/L. The fishes were fed 4 times a day, at rates of 8 to 10% of biomass per day
with a commercial fish food (32% BP). The histological analysis showed that the
structural arrangement of the sexually immature Nile tilapia testis, is similar to the
pattern reported for other teleosts studies; however, some peculiarities in the
development stage and the cell arrangement for this species were evidenced from the
earliest stages of sexual development. Therefore, it was observed that animals with less
than 2,5g of body weight (BW), display testis in a cell differentiation process. Fish with
3,0 £ 0,5¢ BW, were at the proliferative spermatogenesis phase with large amount of
primary spermatogonia (G1), secondary spermatogonia (G2) and Sertoli cells in
proliferation. The fish with the largest size, 4,0 £ 0,5¢ BW, were all in the meiotic phase
of spermatogenesis with large population of G1 and G2 spermatogonia, as well as
spermatocysts containing primary (E1) and secondary (E2) spermatocytes, and
differentiated Sertoli and Leydig cells. These testes showed noticeably increased area in
relation to the smaller fishes. The present study shows that variations on the gonadal
development level and the starting moment of the spermatogenic cycle, are possible on

animals the same age.

Keywords: Teleosts, Nile tilapia, testicular morphology, gonads, germ cells.
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Introducéo

A tilapia nilotica € originaria da bacia do rio Nilo e, devido a seu potencial para
aqiiicultura, teve sua distribui¢do expandida nos ultimos cingiienta anos (LOVSHIN,
1997). Trata-se de um peixe teledsteo de aguas quentes que por suas poucas exigéncias
respiratdrias, crescimento rapido, facilidade para a desova e alta viabilidade das suas
larvas, tem sido intensamente utilizado na piscicultura mundial e estd hoje entre as
espécies mais indicadas para o cultivo intensivo em regides tropicais (FAO, 2003). Esta
espécie apresenta Otimas qualidades para a piscicultura, além de estar presente em
inimeros ecossistemas naturais (rios e riachos). Inclusive em paises onde ¢ considerada
uma espécie exotica, ela alcanca grandes populacdes, o que evidencia a sua grande
capacidade de adaptacdo. Estando ja catalogada como uma das espécies mais
promissoras na produgdo piscicola dos paises em desenvolvimento, se faz importante o
estudo detalhado da biologia reprodutiva desta espécie, desde suas primeiras etapas de
vida. Neste sentido, ¢ importante o conhecimento detalhado do momento no qual inicia
0 processo espermatogénico nos animais jovens, com a finalidade de compreender
melhor o comportamento reprodutivo desta espécie e reconhecer os momentos mais
vulneraveis nas diferentes etapas do seu ciclo sexual. O presente estudo descreve a

estrutura do testiculo nas fases inicias do desenvolvimento gonadal na tilépia nildtica.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Morfofisiologia de Peixes do
Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vigcosa (UFV). O
processamento das amostras foi feito no Setor de Morfologia do DVT. A microtomia,
coloragdo ¢ montagem das Ilaminas, assim como as analises histoldgicas e
morfométricas foram realizadas no Laboratorio de Biologia Estrutural do Departamento

de Biologia Geral da UFV.

Animais

Todos os procedimentos que envolveram uso de animais na pesquisa seguiram

as “Normas de conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa ¢ extensdo do
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DVT/UFV” (Protocolo n. 74/2007). Foram estudados os testiculos de 12 exemplares
machos de tilapia nilotica (O. niloticus) variedade tailandesa, sexualmente imaturos,
com 45 dias de idade, peso corporal de 3,1 £ 1,2 g, e comprimento-padrao de 4,37 £ 0,5
cm, obtidos na Piscicultura da Prata, na cidade de Eugenopolis, Minas Gerais. Os peixes
foram agrupados em faixas de tamanho e peso para analises histoldgicas em cada
categoria de tamanho estabelecida.

Todos os peixes utilizados no presente trabalho tinham 45 dias de vida, mas
apresentaram diferengas marcantes no grau de desenvolvimento do processo
espermatogénico. Com base nisso, os peixes foram divididos em trés grupos tendo em
vista o peso corporal ¢ o comprimento-padrdao, visando um estudo detalhado das

caracteristicas funcionais e estruturais de testiculos em diferentes fases.

Condicdes laboratoriais

Os peixes com 30 dias de idade foram mantidos durante 15 dias em aquarios de
vidro com capacidade de 50 litros, numa densidade de 1g de peixe por litro de agua. Foi
utilizada agua livre de cloro, com temperatura controlada em 26 + 1°C e monitorada
duas vezes ao dia. Todos os aquarios contaram com sistema de filtracao (250L/h) e
aerac¢do continua da 4dgua para garantir o bem-estar dos animais. Ao longo do periodo
experimental foram determinados parametros fisico-quimicos da 4gua (pH, temperatura,
dureza total, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica, amonia total e toxica), analises
realizadas na Divisdo de Agua e Esgoto da UFV. O fotoperiodo estabelecido foi de 12
horas-luz/12 horas-escuro, controlado por “timer”. Os peixes foram alimentados com
racdo comercial (32% proteina bruta) na razdo de 8-10% da biomassa/dia, fornecida 4
vezes ao dia (as 8, 11, 14 e 17 h). Os aquarios foram sifonados uma vez ao dia para
eliminar restos de matéria organica, € no mesmo momento, era feita a substituicao de
25% da 4gua de cada aquario por dgua limpa e livre de cloro, para garantir a boa

qualidade do ambiente.

Obtencao de dados biométricos

Para obtencdo de dados biométricos e coleta de gonadas os peixes foram
coletados e transferidos para solugdo aquosa de benzocaina 1:10000, seguido de

aprofundamento de anestesia até eutandsia, apds o que se registraram o comprimento-
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padrao (CP) desde o focinho at¢ o pedunculo caudal, e o peso corporal (PC). O
comprimento, em centimetros, foi obtido com auxilio de paquimetro, € o peso corporal,

em gramas, determinado em balanca de precisdo com sensibilidade de 0,01g.

Coleta das gonadas e microscopia de luz

Ap6s incisdo longitudinal ventral da parede celomadtica, os testiculos foram
removidos, seccionados transversalmente no ter¢o médio e imediatamente fixados em
liquido de Bouin. O material foi fixado por um periodo de 24 horas e depois preservado
em etanol 70%. Os fragmentos de testiculo foram transferidos para etanol 90% por 4
horas. A seguir foram mantidos numa solucdo dalcool: resina 1:1 por 12 horas,
transferidos posteriormente para resina pura por 24 horas, e finalmente incluidos em
glicol-metacrilato (Historesin®/Leica).

Foram obtidos cortes seriados com 3 um de espessura em micrétomo automatico
(Reichert-Jung) utilizando navalha de vidro, sendo submetidos a coloragdo com
hematoxilina-eosina de Harris ou com azul de toluidina em borato de so6dio (1%), para
posterior analise morfoldgica. As laminas histoldgicas foram analisadas em microscopio
de luz Olympus CX40. As imagens digitais foram capturadas por meio de
fotomicroscopio Olympus AX70 TRF, no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal (UFV), e processadas utilizando o software Adobe
Photoshop CS2°.

Analises morfométricas

A contagem de espermatogdnias primdrias e secundarias foi realizada segundo
metodologia adotada por MATTA (2000). O niimero médio de espermatogdnias
primérias (G1) e secundarias (G2) por mm’, foi obtido por meio de contagens de células
nos cortes seriados, realizadas em 10 cortes histologicos por cada peixe. Para isso,
foram obtidas quatro laminas para cada animal. Em cada uma delas, foram colocados
doze cortes. Em fun¢do de valores ja pré-determinados para o tamanho das mesmas, a
contagem foi conduzida em um a cada cinco cortes. As propor¢gdes volumétricas foram

feitas segundo as seguintes formulas:
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Volume testicular analisado, em mm’= Volume de contagem celular

Volume, em mm® = (Area testicular, em mm?) * (Comprimento, em mm)

Onde a area testicular pertence a area do ter¢o médio do testiculo em corte
transversal, e o comprimento se refere ao comprimento do testiculo que foi analisado

nas contagens.

Numero de células germinativas/mm’= Quantidade espermatogdnias G1 em mm’

Celulas (n _ N de Celitlas G
G,por mm’=  THME Velwme

Numero de células germinativas/mm’= Quantidade espermatogdnias G2 em mm’

Celwelas Gz _ N de Celttlas G2
G,por mm®=  THME Volwme

Por cada peixes realizou-se também a medi¢ao do didmetro de 10 nucleos de Gi
e 10 ntcleos de G2 escolhidos ao acaso (células arredondadas com nucléolo evidente),
utilizando régua micrométrica e aumento de 1000X. A partir desses valores, foi
conduzida analise estatistica dos dados para determinar se existe diferenca significativa
no didmetro nuclear entre os trés grupos estudados.

A érea testicular, em pm?, foi calculada por meio de software Image-Pro Plus,
especializado para esse fim, a partir de imagens digitais de cortes transversais do ter¢o

médio dos testiculos obtidas em fotomicroscopio Olympus AX70 TRF.

Andlises estatisticas

Todos os valores registrados para os diferentes pardmetros investigados foram
expressos como média + desvio-padrao (M = DP). As varidveis quantitativas obtidas nos
estudos dos diferentes grupos foram submetidas aos testes de normalidade (Lilliefors) e
homogeneidade (Cochran e Barttlet). Posteriormente foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA) utilizando-se o teste de Duncan (SAEG, 1999). O nivel de
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significancia considerado foi de p< 0,05.
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Resultados e discussao

Qualidade da agua

Mesmo a tilapia nilotica sendo uma espécie resistente, inclusive em ambientes
mais hostis, a qualidade da 4gua ¢ fundamental para o bom desenvolvimento dos
individuos. Na pratica laboratorial, o monitoramento da agua se faz muito mais
importante visto que peixes em confinamento ndo tém a possibilidade de procurar
melhores locais (ANDRADE, 2005). Durante o periodo experimental, a dgua dos
aqudarios apresentou caracteristicas fisicas e quimicas dentro dos limites considerados
aceitaveis para a espécie. A Tabela 1 mostra os valores obtidos para as diferentes
variaveis fisico-quimicas da agua durante o periodo em que os peixes foram mantidos

no laboratorio para posterior estudo.

Tabela 1. Parametros de qualidade fisico-quimica da agua.

Variavel M + DP
pH 7,0 £ 0,09
Temperatura (°C) 25,8 £0,62
Amonia total (mg/L) 2,07 £1,00
Ambdnia ndo ionizada (mg/L) 0,012 + 0,001
Dureza total (mg CaCOs/L) 58,12 + 23,81
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,76 + 0,76
Condutividade elétrica (in.S/cm) 96,44 + 17,20

Média + Desvio-padrao.

Na maioria das espécies de teledsteos, os ciclos reprodutivos ocorrem em fungao
de variagdes das condi¢cdes ambientais, sendo a temperatura e o fotoperiodo
considerados como os dois mais potentes moduladores da atividade reprodutiva
(BILLARD, 1986; BORG, 1994; SHIMIZU, 2003). As variaveis mensuradas se
mantiveram dentro das faixas ideais para o desenvolvimento adequado de peixes
tropicais. No que tange a temperatura, existe uma faixa térmica ideal para cada espécie,
sendo que para as espécies de peixes tropicais varia entre 24 a 32°C. A temperatura
ideal para o desenvolvimento da tilapia nildtica situa-se entre 26 ¢ 32°C (KUBITZA,
2000).

Embora a tilapia consiga viver em pH entre 5 ¢ 11 (WATANABE et al., 2002),

o recomendado para peixes tropicais encontra-se entre 7 e 8, visto que valores
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inadequados podem prejudicar o desempenho dos peixes (SALARO et al., 2006).
Embora a tildpia tolere altos niveis de amoénia ndo ionizada (2,4-3,4 mg/L), para
ARANA (1997) e KUBITZA (1999), niveis de amoénia entre 0,15 ¢ 1,0 mg/L. podem
levar a diminuigdo do crescimento dos peixes, enquanto exposi¢des continuas ou
freqiientes a 0,2mg/L podem ser prejudiciais para os animais. O tamanho dos espécimes
tem grande influéncia no nivel de toxicidade, pois peixes menores recebem maior
dosagem por unidade de peso do que peixes maiores, sendo entdo mais suscetiveis a
toxicidade da amoénia ndo ionizada. Os teores médios de amodnia ndo ionizada
encontrados no presente experimento (0, 012 + 0, 001mg/L) ndo apresentaram qualquer
risco de toxicidade para os animais por encontrarem-se dentro dos niveis de tolerancia
estabelecidos para essa espécie.

O bom crescimento dos peixes ocorre quando os niveis de oxigénio situam-se
entre 5 ¢ 6 mg/L. Para WATANABE et al. (2002), a tilapia nilética tolera baixos niveis
de oxigénio dissolvido na agua (1,0 ppm ou mg/L). Porém, tem sido demonstrado que
valores menores que 5 mg/L podem causar diminui¢do no ganho de peso, e valores
menores que Img/L durante periodos prolongados podem ser letais para algumas
espécies de peixes (KUBITZA, 1999; OSTRENSKY ¢ BOEGER, 1998).

Valores encontrados para dureza total estiveram dentro dos limites de tolerancia
estabelecidos para o cultivo de peixes de dgua doce, conforme proposto por KUBITZA
(1999) e OSTRENNSKY e BOEGER (1998), quando advertem que esta variavel ndo
deve estar abaixo de 20mg/L. Para SWANN (2008), valores de dureza total maiores que
20mg/L devem ser mantidos para um 6timo crescimento de organismos aquaticos e
relata valores de dureza total aceitaveis entre 20-400mg/L.

Para SIPAUBA-TAVARES ¢ MORENO (1994), ha um padrdo de flutuagio da
condutividade em viveiros de piscicultura de 4gua doce. No periodo de seca e periodo
de chuva varia entre 40 uS/cm a 120 uS/cm, com os maiores valores, obtidos no periodo
de seca. Os valores médios de condutividade elétrica do presente estudo (96,44 + 17,20

puS/cm) se mantiveram dentro dos pardmetros geralmente registrados nas pisciculturas.

Dados biométricos

A Tabela 2 mostra os valores médios para os dados biométricos dos grupos de

peixes estudados. Observa-se que no grupo I encontram-se os peixes de menor peso e
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tamanho, menores que 2,5g PC, entre 3-3,99cm de CP; no grupo II, os peixes de
tamanho médio, entre 2,5-3,99¢g de PC, e 4-4,79cm de CP; e no grupo III, os peixes de
maior tamanho, com 4-5,99¢g de PC, e 4,80-5,50cm de CP.

Tabela 2. Peso corporal (PC) em g, e comprimento-padrao (CP) em cm, de machos de

tilapia nildtica sexualmente imaturos.

Grupo n. PC CP
M + DP M + DP
I 4 1,89+£0,06 a 3,73+ 0,06 a
I 4 2,73+ 0,28 b 428+0,28b
i 4 4,71+ 0,62 ¢ 5,07+0,10 ¢

M: média; DP: desvio-padrdo; n: nimero de peixes. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga

significativa (p<0,05).

Os dados biométricos dos animais mostraram diferengas significativas nas
variaveis de peso e comprimento padrdo, mostrando que embora os animais sejam da
mesma idade apresentam tamanhos diferentes, sugerindo também fases de

desenvolvimento gonadal diferentes.

Morfologia dos testiculos

A tilapia nildtica jovem apresenta testiculos pares, localizados dorsalmente na
cavidade celomatica e nela fixados pelo mesorquio. Os testiculos em peixes jovens sao
alongados, de superficie lisa e apresentam tamanho semelhante entre o direito e o
esquerdo, concordando com caracteristicas descritas por SILVA e GODINHO (1983)
para tilapia, e também para outros teledsteos estudados (LE GAC e LOIR, 1999). Nas
primeiras etapas de seu desenvolvimento, os testiculos de tildpia nilotica t€ém forma
semelhante a uma fita com a extremidade cranial afilada, apresentando-se transparentes
ou acinzentados, € ocupando pouco volume na cavidade celomica. Em estadios mais
avancados de desenvolvimento, seu didmetro comeca a aumentar principalmente no
ter¢o médio do 6rgdo que se torna triangular, a por¢ao caudal se afila gradualmente até
unir-se a do outro testiculo, nesse estadio, a gonada vai se tornando mais esbranquicada,
como observado em peixes adultos (SILVA, 1987).

Histologicamente, os testiculos de jovens de tildpia nildtica apresentam
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caracteristicas similares as de outros teledsteos em fases de desenvolvimento gonadal
mostrando uma organizagdo geralmente tubular seminifera cistica o que equivale a dizer
que, em vez de existir um sistema tubular padronizado e revestido por epitélio
seminifero continuo e constante, como observado em mamiferos (CLERMONT, et al.,
1972, 1991; RUSSELL, et al., 1990;), nos testiculos de peixes as células germinativas
geralmente se dividem e se diferenciam no interior de cistos germinativos ou
espermatocistos, cujas paredes estdo constituidas por células de Sertoli, como ja descrito
por diferentes autores (GRIER, et al, 1980; SILVA e GODINHO, 1983;
ALEXANDRINO, et al., 1985; BILLARD, 1986; PUDNEY, 1995; LE GAC, et al,
1999; AIRES, et al, 2000; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003., SCHULZ et al.,
2005; CHAVES-POZO et al. 2005; PECIO et al., 2007).

Os testiculos de tilapia jovem mostram particularidades da espécie que poderdo
permanecer até o 6rgao atingir a sua maturidade e fornecer ao individuo a capacidade de
realizar seu papel na criagdo de novas geracdes, da mesma forma que constataram
SILVA (1987), MATTA (2000) e VILELA (2003) estudando tilapias adultas. Estes
autores relatam a presenca de células germinativas do tipo G1, tanto na periferia quanto
na regido central do 6rgdo. A Figura 1 mostra a estrutura geral do testiculo de tilapias
niloticas sexualmente imaturas, que ao corte transversal apresentam aspecto triangular
ou oval, se encontram ligados a parede celomatica pelo mesorquio. Esta estrutura que da
suporte ao testiculo se estende desde o peritonio parietal até a gonada, continuando-se
sobre a parte externa da mesma como um revestimento ainda pouco desenvolvido,
constituido por uma fina camada de epitélio pavimentoso o peritdnio visceral

(mesotélio).
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Figura 1. Testiculos de tilapia nildtica sexualmente imatura. () Corte transversal mostrando estrutura geral e forma
triangular. O mesorquio (M) que da suporte ao testiculo se continua sobre o 6rgdo como revestimento externo o
mesotélio (). Observe vaso sanguineo (VS), células de Leydig (*), além de cistos de espermatogonias dos tipos G1 e
G2. Detalhe: espermatogdnia do tipo Gi circundada por células de Sertoli (CS) iniciando a formac¢do de um cisto
germinativo. (b), Corte longitudinal mostra a organizagdo estrutural do parénquima testicular de tilapia nilotica em
fase proliferativa da espermatogénese, na superficie do 6rgdo o mesotélio ou peritonio visceral ( Pp>) emite septos de
tecido conjuntivo (setas preta e branca) partindo da periferia e separando o parénquima testicular em lobulos.

Observa-se no compartimento tubular (CT), espermatocistos contendo espermatogonias G1 e G2 circundados por
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células de Sertoli (CS). No compartimento intersticial (CI), células de Leydig ja diferenciadas (*) e, na parte inferior,

observam-se grande quantidade de células intersticiais indiferenciadas. Coloraggo: azul de toluidina. Barra: 20pm.

Nos peixes adultos, o revestimento externo testicular ¢ constituido por uma
delicada tinica de tecido conjuntivo (mesotélio) que se apresenta espessada na regiao
dorsal do orgdo (SILVA, 1987). Esta estrutura ¢ conhecida como tnica albuginea foi
evidenciada, no presente experimento, nos peixes em estddios mais avancados do
processo espermatogénico. Foi observado que a partir da tunica albuginea, na regido
periférica do testiculo, se originam septos fibrosos que dividem o 6rgdo em lobos
testiculares (Figura 1b) como observado nos testiculos de tildpias adultas (SILVA,
1987; MATTA, 2000; VILELA, 2003) e em diferentes espécies de peixes teledsteos
adultos (GRIER, 1980; BILLARD, 1986; AIRES, 2000). Em geral, o parénquima
testicular nos jovens de tildpias niloticas do presente experimento apresentou
compartimento intersticial evidente e inicio de formacgao de cistos de espermatogonias
observado quando uma espermatogonia G1 se associa a uma ou mais células de Sertoli
(CRUZ-HOFLING e CRUZ-LANDIM, 1984; BILLARD, 1986; SILVA, 1987;
ROMAGOSA et al., 2000) (Figura la, detalhe). Porém, alguns animais ainda contém
células indiferenciadas ou em fases pouco avangadas de desenvolvimento. Também foi
possivel evidenciar no presente estudo, o inicio da formacao dos ductos esperméticos ou
ductos testiculares. Em etapas iniciais da espermatogénese, ainda ndo sdo evidentes os
tubulos seminiferos, devido ao pouco desenvolvimento do testiculo que sé possui cistos

espermatogénicos de células dos tipos G1 e G2 isolados no parénquima do 6rgao.

Desenvolvimento gonadal inicial em tilapia

A andlise histologica dos diferentes grupos estabelecidos (Tabela 2) mostrou que
no grupo I os peixes caracterizam-se por apresentar o menor didmetro testicular, além
de grande populagdo de células indiferenciadas em um parénquima testicular que, as
vezes, ainda ndo esta dividido em compartimentos teciduais € se encontra constituido
principalmente de tecido conjuntivo. O arranjo celular mostra aspecto irregular. Em
alguns peixes, se observaram poucas espermatogonias-tronco (G1), isoladas ou
associadas a uma célula de Sertoli, preferencialmente na periferia do testiculo, podendo
também ser observadas na regido central do parénquima testicular como em animais
adultos. Em menor quantidade, encontra-se em alguns peixes, a primeira geracao das

espermatogonias G2. Apesar das células de Sertoli serem as primeiras células somaticas

34



a se diferenciarem nos testiculos de mamiferos (KARL e CAPEL, 1998), nos peixes do
grupo I do presente estudo, uma grande porcentagem ainda encontrava-se indiferenciada
ou em processo de diferenciacdo. Observou-se pouca quantidade de células de Leydig
(Figura 2a).

A fase proliferativa da espermatogénese foi evidenciada em todos os peixes do
grupo II, onde além de espermatogoOnias-tronco isoladas (G1), foram observados
espermatocistos de G1 e de varias geragdes de G2. As células de Sertoli j4 comecam a
proliferar com a finalidade de sustentar a populacdo da linhagem espermatogénica, que
nesta etapa aumenta gradativamente em quantidade (SILVA 1987; SCHULZ et al.,
2005). Neste grupo ¢ bem evidente a diferenciagao dos compartimentos testiculares,
onde se observam claramente as células de Leydig no compartimento intersticial, o
compartimento tubular ocupado por espermatocistos e o inicio da formacdo do ducto
espermatico em alguns peixes (Figura 2b-c).

No grupo III, formado por peixes de maior tamanho e peso, além de varias
geracOes de G1 e G2, foi observada a fase meidtica da espermatogénese pela presenca
de cistos de espermatdcitos primdrios e secundarios (Figura 3a-b). Em alguns peixes foi
observada a presenga de tubulos seminiferos com lume reduzido e ductos espermaticos.

A fase espermiogé€nica, na qual espermatides se diferenciam em
espermatozdides, ndo foi observada em nenhum peixe dos trés grupos estudados, uma
vez que nenhum deles foi além da fase meidtica do processo espermatogénico nas
categorias de tamanho estudadas.

Na literatura, no que tange a biologia da reproducao de teledsteos, varios autores
dividem o ciclo reprodutivo com base no grau de desenvolvimento gonadal. Tanto para
machos quanto para fémeas, sdo descritos os estddios imaturo, em maturacdo (varia
segundo a espécie), maduros e esgotados/desovados (GRIER & TAYLOR 1998;
GOMEZ-MARQUEZ et al., 2003; VITULE, 2007). No presente estudo, os peixes de
menor tamanho e peso (grupo I), encontraram-se no estaddio imaturo, cujos testiculos
apresentam caracteristicas macroscopicas como dificil visualiza¢do, formato filiforme
ou fitaceo; incolores ¢ translucidos, sendo dificil a determinacdo exata do sexo nesse
estadio. Microscopicamente, contém poucas cé€lulas germinativas. Os peixes do grupo 11
encontram-se em estadio de maturagdo inicial apresentando testiculos esbranquicados,
aumentados de volume, com sec¢do transversal ligeiramente triangular. A analise

histologica mostrou células da linhagem germinativa como espermatogdnias primarias e
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secundarias distribuidas de forma organizada constituindo espermatocistos, as células
de Sertoli encontram-se em proliferacdo. No grupo III encontram-se peixes em fase de
maturacgdo intermediaria com testiculos de cor branco apresentando fases proliferativa e
meidtica da espermatogénese, com tibulos seminiferos preenchidos de espermatocistos
contendo desde espermatogonias primarias até espermatdcitos secundarios, apresentam
limen estreito, nestes animais se faz evidente o ducto espermatico. Estes aspectos
reprodutivos coincidem com o descrito para tilapia por MATTA (2000) e o relatado
para outros teledsteos (MENEZES et al., 2000; AMER et al., 2001; BARRETO et al.,
2003; VITULE, 2007).

Figura 2. (a) Corte transversal de testiculo de tilapia nilotica pertencente ao grupo I,
apresentando grande populagdo de células intersticiais imaturas (CI) e um parénquima ainda
ndo compartimentalizado, constituido principalmente por tecido conjuntivo. (b-c) Testiculos de

peixes do grupo II iniciando a fase proliferativa da espermatogénese, caracterizada pela
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presenca de cistos de espermatogénias G1 e G2, proliferacdo das células de Sertoli (*) e
formagdo do ducto espermatico (DE). (VS) vaso sanguineo, (M) mesérquio, ( ) mesotélio.

Colorag¢do: azul de toluidina. Barra: 20pum.
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Figura 3. (a-b) Testiculos de tilapias nildticas pertencentes ao grupo III mostrando a fase

meidtica da espermatogénese, onde se observam espermatocistos de G2, assim como tibulos
seminiferos contendo cistos de espermatocitos primarios (E1) e secundarios (E2) separados por
tecido conjuntivo (TC), e lume (LT) ainda estreito. Células de Sertoli associadas a

espermatocistos (CS) ou em proliferacdo (CS*), ducto espermatico (DE). Coloragdo: azul de
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toluidina; Barra: 20pum.

Morfometria testicular

A determinacdo da 4rea testicular a partir do terco médio dos 6rgdos mostrou
aumento gradativo de didmetro a medida que o processo espermatogénico progride. Na
Tabela 3 sdo apresentados os valores médios da area testicular para cada grupo

estudado, além dos didmetros nucleares das células germinativas G1 e G2.

Tabela 3. Valores médios e desvios-padrdo da area testicular (AT), em pm? e

diametro nuclear (DN) das espermatdgonias G1 ¢ G2, em pum, nos diferentes

grupos.
Grupo n AT DN G1 DN G2
M £ DP M £ DP M £ DP
I 4 18677,0 £ 1454,1 b 10,33 £0,58 a 7,16 £ 0,58 a
I 4 28617,4+10026,7a 10,84+ 1,48a 7,21 +£0,80 a
i 4 32623,1 £9648,24a 10,20+ 0,96 a 7,23 +0,90 a

n: nimero de peixes; M: média; DP: desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga

significativa (p<0,05).

As andlises estatisticas mostraram diferenca significativa da éarea testicular, para
os peixes do grupo I quando comparados com os peixes dos grupos II e III, o que indica
aumento no didmetro da gonada devido a proliferacao celular decorrente do inicio do
processo espermatogénico. A fase proliferativa da espermatogénese desencadeia uma
seqiiéncia de mitoses das espermatogdnias G1 e G2 que visam aumentar a populagdo de
células germinativas. Além disso, as células de Sertoli também iniciam processo de
proliferacdo com a finalidade de dar suporte a populagdo crescente de células
germinativas.

Em tilapias niloticas, a partir do nimero de espermatogdnias por espermatocisto,
foi verificada a existéncia de pelo menos oito geragdes espermatogoniais, sendo uma
geracao de espermatogdnia primdria e sete diferentes geracdes de espermatogonias
secundarias (MATTA, 2000; VILELA, et al., 2003; SCHULZ et al., 2005), sendo que,
SILVA (1987) registrou cistos de espermatogonias secundarias contendo até 32 células.
Este tipo de proliferagdo celular gera um rapido e significativo aumento no didmetro
testicular uma vez iniciada a fase proliferativa da espermatogénese. Recentemente,
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demonstrou-se em bagre-africano (Clarias gariepinus) ja adultos que, a medida que o
volume dos espermatocistos aumenta, as células de Sertoli sofrem divisdo. Essa
atividade mitdtica ¢ bastante reduzida em cistos meidticos € ausente em cistos poOs-
meidticos (SCHULZ et al., 2005). A proliferagao das células de Sertoli ¢ considerada o
fator primario responsavel pelo aumento do testiculo e da producdo espermatica
observados nos teledsteos (SILVA e GODINHO, 1989). Em condi¢des naturais, a
proliferacdo das células de Sertoli no testiculo de mamiferos adultos ndo ¢ observada.
(FRANCA e RUSSELL, 1998).

A mensurac¢ao do didmetro nuclear das células germinativas dos tipos G1 ¢ G2
mostrou que, tanto para as espermatogonias G1 quanto para as (G2, a variacdo no
tamanho dos nucleos ndo foi significativa nos diferentes grupos estudados, o que
concorda com resultados relatados por pesquisadores como SILVA (1987), MATTA
(2000) e VILELA (2003) ao consentirem que estas células germinativas, assim como as
células de Leydig e de Sertoli depois de diferenciadas, mantém um tamanho uniforme
sem interferéncias da idade, tamanho ou peso do peixe. O valor médio geral de diametro
nuclear neste estudo para as células do tipo G1 foi de 10,65 = 1,3um, e para G2 foi de
7,1 £ 0,8um, concordando com os valores encontrados por varios autores, na mesma
espécie. Assim, SILVA (1989) relatou que didmetro nuclear maximo para Gl pode
atingir 9,7um, e para G2, 7,.9um, MATTA (2002) estimou didmetro nuclear de 9,3 +
0,3um para G1 e 6,8 £ 0,2um para G2 e SCHULZ et al. (2005) encontraram didmetro
nuclear médio de 10,1 + 0,8um para G1, e diametro nuclear maximo para G2, de 7,9um.
Para MIURA (1999), o diametro das espermatogdnias primarias pode variar entre 10 e

[5um.

Proliferacdo de células germinativas

O estudo quantitativo envolveu contagens de células germinativas (G1 e G2)
para determinagio das propor¢des médias da quantidade dessas células por mm’. A
Figura 4 apresenta as médias dos dados obtidos por grupo. O grupo I apresentou menor
quantidade de células germinativas, provavelmente devido ao fato deste grupo ser
constituido por peixes de menor tamanho, cujos testiculos apresentam poucas células da
linhagem espermatogénica G1, e em menor quantidade espermatogonias G2. No grupo

II, onde os peixes encontravam-se na fase proliferativa da espermatogénese, observou-
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se um incremento significativo na quantidade de G1 e G2/mm’. Estes dados coincidem
com o encontrado por MATTA (2002), quando relatou que peixes jovens com até 3,7cm
de CT s6 possuem cistos de G1, enquanto cistos de peixes entre 3,8 e 4,5cm de CT
continham células G2. Uma queda na populacdo de G1 foi observada nos peixes do
grupo III, os quais se encontravam na fase meiodtica da espermatogénese. Em contraste,
manteve-se a tendéncia de aumento da populagdo de G2 nesses peixes, sendo
observados também cistos de espermatdcitos primarios e secundarios. MATTA (2002)
observou em peixes acima de 4,6cm de CT a presenca de cistos de espermatocitos

primarios, situa¢do observada no presente estudo para peixes acima de Scm de CP.

5000
223520
g " Espermatogonias primarias
20000
™ Espermatogdnias secundarias
™ 15000 13634¢c
= —_—
E 106260
T 19000 89766
e 7673 a
—
3000 +— —_ — —
2280a
p—
g T T
1 2 3

Grupos
Figura 4. Quantidades médias de células (G1 e G2) por mm’ nos diferentes grupos.

Letras diferentes na mesma série indicam diferenca significativa (p<0,05).

A variagdo das populagdes de células germinativas nos diferentes grupos
obedece, provavelmente, as diferentes etapas da espermatogénese apresentadas em cada
faixa de tamanho estudada. Nos peixes do grupo I as espermatogOnias primarias
encontram-se em processo de diferenciacdo e sua populagdo ¢ reduzida, sendo
encontradas principalmente na periferia do 6rgdo. Por outro lado, na fase proliferativa
da espermatogénese (peixes do grupo II), as células germinativas (G1 e G2) entram em
processo continuo de mitose com o fim de aumentar e estabilizar sua populagdo para

cumprir o processo espermatogénico originando, no final, os espermatozoides. Neste
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grupo foi observado também um aumento importante na populagao de células do tipo
(32, além da proliferagdo ativa das células de Sertoli, populagdo celular que da suporte
aos cistos de células germinativas e que desempenham um importante papel na
capacidade espermatogénica do testiculo tanto em teledsteos (SILVA & GODINHO,
1989; SCHULZ et al., 2005), quanto em mamiferos (RUSSELL et al., 1990).

Na fase meiotica da espermatogénese (peixes do grupo III), as células G1 tendem
a se estabilizar ap6s o periodo de proliferacdo, o que provavelmente explica a
diminui¢do observada para este tipo celular, quando comparado com o grupo II. Ao
mesmo tempo, se observa um leve aumento da populagdo de G2, células da linhagem
espermatogénica que originardo os espermatdcitos primarios, € que também foram
observados nos peixes pertencentes a este grupo.

Nos peixes, as fases iniciais da espermatogénese que incluem as etapas de
mitose e meiose, apresentam variacdes limitadas entre espécies. Isto contrasta
fortemente com a fase mais adiantada de espermiogénese, quando espermatides se
diferenciam em espermatozoides que sdo adaptados a fecundacdo em fungdo do modo

particular de reproducdo de uma determinada espécie (PECIO et al., 2007).

Conclusdes

Embora os peixes jovens encontrem-se numa fase de desenvolvimento que vise
sua maturidade sexual, ndo se pode generalizar que peixes da mesma idade estejam no
mesmo estadio do processo, uma vez que nestes peixes de mesma idade e sob iguais
condi¢des, foram encontradas diferencas tanto no didmetro testicular quanto na
quantidade e tipos de células germinativas, assim como testiculos em diferentes estadios
do ciclo espermatogénico.

Tilapias niloticas com menos de 2,5g de peso corporal (PC) e em média 3,7cm
de comprimento padrdo (CP), apresentam o testiculo constituido principalmente por
tecido conjuntivo, contendo algumas células de Sertoli, células de Leydig,
espermatogonias G1, e menor quantidade células G2, podendo estas ultimas nao estarem
ainda presentes. Estes animais encontram se no estadio de pré-puberdade.

A fase proliferativa da espermatogénese em tilapia nildtica se inicia quando os
peixes se encontram na faixa de 3 + 0,5g de PC e aproximadamente 4cm de CP,

enquanto a fase meidtica inicia-se em peixes com 4 + 0,5g de PC e aproximadamente
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5cm de CP.
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CAPITULO 11

Efeitos do Thiodan® sobre a morfologia testicular de tilapia nilética (Oreochromis

niloticus) sexualmente imatura: analises morfométricas e histopatologicas

Resumo

Foram conduzidas andlises morfométricas e histopatologicas em testiculos de tilapia
nildtica sexualmente imatura (3,1 = 0,7g. e 5,5 £ 0,4 cm.), apds exposi¢ao aguda ao
endosulfan na sua formulagio comercial Thiodan®, inseticida organoclorado do grupo
dos ciclodienos, utilizado nas culturas de cana de agucar e café¢ para o controle de
pragas. A finalidade do presente trabalho foi investigar possiveis alteragcdes
morfoldgicas no parénquima testicular dos peixes expostos a 0,5ug/L, 1,0ng/L e
1,4png/L de Thiodan® durante um periodo de 96 horas, quando comparados com o grupo
controle. O experimento foi conduzido em sistema estatico, com o objetivo de manter o
controle de varidveis, como temperatura da agua, fotoperiodo e alimentacdo, fatores
fundamentais no inicio do ciclo sexual dos teledsteos. No grupo-controle foi observado
uma conformacdo e arranjo celular normais para peixes sexualmente imaturos dessa
espécie. Nos peixes expostos a 0,5ug/LL foi observada alteragdo estrutural dos
espermatocistos. Nos grupos expostos a 1,0ug/L e 1,4ug/L foram observadas desde
leves até severas alteragdes, tanto na taxa de mitose das células germinativas quanto na
estrutura tecidual e no arranjo celular. Observou-se desde dano do tecido conjuntivo,
tumefacdo de células germinativas até necrose severa do testiculo. O presente estudo
mostrou que o efeito toxico do Thiodan® causa alteragdes no processo espermatogénico
de tilapias nildticas em fases iniciais de desenvolvimento gonadal, que comprometem
de forma direta seu ciclo reprodutivo. Observou-se relacdo direta da concentragdo do
toxico com a intensidade das lesdes nas gonadas das tilapias expostas, sendo que a

temperatura da 4gua tem relagio direta com os efeitos toxicos do Thiodan®.

Palavras-chave: Tilapia nilotica, analise histopatologica, organoclorados, necrose
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testicular.

Effects of Thiodan® on the testicular morphology of sexually immature Nile tilapia

(Oreochromis niloticus): morphometrical and histopathological analysis

Abstract

It was conducted a morphological and histopathological analysis of the testes in
sexually immature Nile tilapia (3,1 = 0,7g. and 4,4 = 0,4cm.), after an acute exposition
to endosulfan in its commercial formulation Thiodan®. This is an organochlorine
insecticide that belongs to the cyclodiene group and it is used on the coffee and sugar
cane cultures for plague control. The purpose of the present study was to observe
possible morphological alterations on the testicular parenchyma of the exposed fishes at
(0,5ng/L, 1,0ng/L, 1,4ng/L) of Thiodan® during a 96 hour period, and compare them
with the control group fishes. The experiment was conducted in controlled conditions
on static system, with the objective of maintaining the variables controlled, like water
temperature, photoperiod, and feeding, fundamental factors on the beginning of the
teleosts sexual cycle. On the control group was observed a normal structural
conformation and cellular arrangement for the sexually immature fishes of this species.
On the exposed 0,5ug/L  fishes, was observed a structural alteration of the
spermatocysts. On the 1,0pg/L and 1,4pg/L exposed groups, were observed from slight
to severe alterations, as well as on the mitosis rate of the germ cells, the tissue structure
and the cellular arrangement. It was observed from damage of the connective tissue,
tumefaction of the germ cells to severe necrosis of the testis. The present study showed
that the toxic effect of Thiodan® causes alterations on the spermatogenesis process in
the starting phases of the gonadal development in Nile tilapia, and these alterations
comprises in a direct way the reproductive cycle of these species. A direct relation
between the toxic concentration and the gonadal damage intensity on the exposed
fishes, besides the influence of water temperature on the toxic effects of the Thiodan®,

was observed.
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Key-words: Nile tilapia, histopathological analysis, organochlorine, testicular necrosis.
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Introducéao

Os organoclorados sdo inseticidas que contém carbono, hidrogénio e cloro. Sao
classificados em quatro grupos: difenil-alifaticos, hexaclorociclohexanos, ciclodienos e
policloroterpenos. O grupo de organoclorados difenil-alifaticos ¢ o mais antigo. Ele
inclui o DDT, provavelmente a substdncia quimica mais notoria do século XX. Em
1948, o entomologista sui¢o Paul Muller foi recebeu o Prémio Nobel de Medicina pela
descoberta da utilidade do DDT no controle dos vetores da malaria, febre amarela e
muitas outras doengas (WARE, 2004). Os inseticidas ciclodienos, como clordano,
aldrin, dieldrin e endosulfan, surgiram ap6s a Segunda Guerra Mundial. A maioria deles
¢ persistente e estavel no solo, e relativamente estavel, quando exposto a luz solar ou
ultravioleta. Por essas caracteristicas, foram usados principalmente como inseticidas
para o controle de cupins e outros insetos cujas fases larvares alimentam- se nas raizes
de plantas (WARE, 2004). Atualmente, os fabricantes recomendam seu uso no controle
de pragas, principalmente nas culturas de cana de agucar e café (BAYER 2008).

Nao se pode negar o fato desses produtos terem possibilitado o aumento da
produtividade agricola e o auxilio no controle de vetores de diversas doencas.
Entretanto, seu uso desordenado e excessivo vem provocando diversos impactos sobre o
meio ambiente. Dentre os efeitos nocivos ao ambiente, pode-se citar a presenga de
residuos no solo, agua, ar, plantas e animais. Além da contaminac¢ao do meio ambiente,
estes residuos podem chegar ao homem através da cadeia alimentar, ocasionando danos
a saude (EDWARDS, 1973).

Em fun¢do do modelo de agricultura moderna adotado nos paises em
desenvolvimento, que se baseia no uso de agrotoxicos (RUEGG, 1987), estas
substancias passaram a ser amplamente utilizadas nos ultimos 50 anos. O aumento do
uso de produtos quimicos na agricultura tem gerado preocupagdo crescente quanto aos
riscos a saide humana e ao meio ambiente. Esta preocupagdo decorre de casos de
doencas registradas em seres humanos e das alteracdes ambientais, perda de
ecossistemas e da biodiversidade, e perda da disponibilidade da 4gua como elemento
vital de subsisténcia, fatos que parecem ter como agentes etioldgicos os agrotoxicos.

No Brasil, o uso de produtos quimicos na agricultura depende do registro
concedido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),

condicionado a autorizagdo do Ministério da Satde (MS) e do Instituto Brasileiro do
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Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). De acordo com KOTAKA
e ZAMBRONE (2001), ja foi proibido o uso de uma extensa lista de agrotdxicos entre
0s quais se encontram os organoclorados, entretanto esses produtos ainda hoje sdo
usados e comercializados em todo o territério nacional, sem controle mais rigoroso.

O meio aquatico ¢ considerado o mais relevante compartimento receptor de
toxicos. Substancias quimicas lancadas no ar ou no solo irdo atingi-lo através das
chuvas, lavagem do solo e infiltracdes, gerando perturbagdes além de graves
conseqiiéncias para a saude humana (ROSA 1998). Estes motivos tornam pertinente a
realizacdo de estudos de toxicidade aquatica que permitam quantificar os danos
causados pelo uso inadequado de agrotdxicos sobre os ecossistemas em geral e, a partir
de entdo, tentar modificar a legislacdo sobre a produ¢do, comercializagdo e uso dos
agrotoxicos na agricultura moderna.

Tendo em vista o anteriormente mencionado, o presente estudo visa avaliar o
efeito do organoclorado endosulfan sobre a reprodugao de tilapia nildtica (Oreochromis
niloticus), avaliando-se a morfologia e o desenvolvimento gonadal de individuos jovens

expostos ao agrotoxico.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Morfofisiologia de Peixes do
Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), no
periodo de 03 de outubro a 28 de novembro de 2007, totalizando 56 dias. O
processamento das amostras foi conduzido no Setor de Morfologia do DVT/UFV. A
microtomia, coloragdo e montagem das laminas foram realizadas no Laboratorio de
Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral (DBG)/UFV. As andlises
histoldgicas e morfométricas foram realizadas nos Laboratorios de Histopatologia do
DVT e de Biologia Estrutural do DBG/UFV. As analises histopatologicas foram
realizadas no Laboratdrio de Histopatologia do DVT. As imagens digitais foram obtidas

no Laboratério de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal (UFV).

Animais

Foram utilizados 40 tilapias niléticas (O. niloticus), var. tailandesa, machos,

sexualmente imaturos obtidos na Piscicultura da Prata, na cidade de Eugenopolis
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(Minas Gerais, Brasil). Os animais tinham 30 dias de vida, peso corporal de 3,1 £0,7g e
comprimento padrdo de 4,4 + 0,4cm. Os peixes foram transportados até o Laboratorio
de Morfofisiologia de Peixes do DVT/UFV. Os grupos experimentais foram
previamente selecionados com base na homogeneidade de peso e tamanho corporal,
com objetivo de se comparar o efeito do toxico sobre animais com caracteristicas
semelhantes. Todos os procedimentos que envolveram uso de animais na pesquisa
seguiram as “Normas de conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa e extensao

do DVT/UFV” (Protocolo n. 74/2007).

Condicdes laboratoriais

Os peixes foram aclimatados durante 10 dias em aquarios de vidro com
capacidade para 50 litros numa densidade de 1g de peixe por litro de agua livre de cloro,
em temperatura média de 26 £ 1°C, monitorada duas vezes por dia. Todos os aquarios
contaram com sistema de filtracdo (250L/h.) e aeracdo continua de dgua para garantir o
bem-estar dos animais. O fotoperiodo, monitorado por “timer”, foi de 12 horas-luz/12
horas-escuro. Os peixes foram alimentados com ragdo comercial (32% PB), na razao de
8-10% da biomassa/dia, fornecida quatro vezes ao dia (as 8, 11, 14, 17 h). Os aquarios
foram sifonados uma vez por dia para eliminar restos de matéria organica e, no mesmo
momento, era feita a substituicao de 25% da dgua de cada aquario por dgua limpa e livre
de cloro, para garantir a boa qualidade da 4agua. Apds esse procedimento, os peixes
foram distribuidos nos aquarios experimentais em iguais condi¢des. Foram
determinados parametros de qualidade da 4gua ao longo do periodo experimental como,
pH, temperatura, oxigénio dissolvido, amdnia total e amdnia toxica, condutividade
elétrica, e dureza total, para constatar que alteracdes desses parametros nao

interferissem nos resultados do presente estudo .

Tratamentos do teste de toxicidade aguda em sistema estéatico

Os peixes foram divididos em quatro aquarios de vidro com capacidade de 50
litros de agua, em.grupos de 10 peixes, um grupo-controle e trés expostos a
concentragdes crescentes 0,5-1,0-1,4pg/L do inseticida organoclorado endosulfan na sua
apresentacio comercial Thiodan® CE (Bayer) formulacio do tipo concentrado

emulsionavel. As concentragdes utilizadas foram estabelecidas a partir de dados da
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literatura que reportam CLsy 96-hr para peixes de agua doce entre 1.4 e 1.5ug/L
(JOHNSON e FINLEY, 1980), e CLso 96-hr para tildpia nildtica como sendo de
1,42pg/L (MUSANHI, 1987).

O teste de toxicidade aguda (96hs) com o Thiodan® (endosulfan) foi realizado
baseando-se nas normas técnicas para teste em sistema estitico da Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB, 2006). Em cada aquério experimental
os peixes que foram alimentados normalmente, e diariamente observados, o

comportamento e a sobrevivéncia.

Obtenc¢ao dos dados biométricos

Uma vez terminado o periodo de 96 horas, os peixes do grupo-controle e dos
grupos tratados foram coletados e transferidos para solugdo aquosa de benzocaina
1:10.000, seguida de aprofundamento de anestesia até eutandsia. Foram obtidos os
dados biométricos como peso corporal (PC), e comprimento-padrdo do focinho até o
pedunculo caudal (CP). Os comprimentos, em centimetros, foram obtidos com auxilio
de paquimetro, e o peso corporal, em gramas, determinado em balanga de precisao com

sensibilidade de 0,01g.

Coleta de gdnadas e microscopia de luz

Apos incisdo longitudinal ventral da parede celomatica, os testiculos foram
removidos, seccionados transversalmente na por¢do média e imediatamente fixados em
liquido de Bouin por um periodo de 24 horas e depois preservado em etanol 70%. Os
fragmentos de testiculo foram transferidos para etanol 90% por 4 horas e, logo apos,
mantidos numa solu¢do alcool:iresina 1:1 por 12 horas, sendo transferidos
posteriormente para resina pura por 24 horas, e finalmente incluidos em glicol-
metacrilato (Historesin®, Leica).

A microtomia dos fragmentos foi feita em cortes seriados com 3 pum de
espessura em micrétomo automatico (Reichert-Jung) utilizando navalha de vidro, e
submetidos a coloragdo com hematoxilina-eosina de Harris, azul de toluidina em borato
de sodio (1%) e tricrdomico de Gomori. As laminas histologicas foram analisadas em

microscopio de luz Olympus CX40. As imagens digitais foram capturadas por meio de
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fotomicroscopio Olympus AX70 TRF.
Analises morfométricas

Os efeitos do endosulfan na morfologia dos testiculos dos animais expostos
foram avaliados, quantificados, e comparados com o grupo-controle. Visando isso,
foram conduzidas contagens de espermatogoOnias primarias e secundarias seguindo
metodologia adotada por MATTA (2000). O niimero médio de espermatogdnias
primarias (G1) e secundarias (G2) foi obtido por meio de contagens de células nos cortes
seriados, realizada em 10 cortes para cada peixe, atentando-se para ndo contar a mesma
célula duas vezes. Para isso, foram obtidas quatro preparacdes histologicas para cada
animal. Em cada uma delas, foram colocados doze cortes. Em func¢do de valores ja pré-
determinados para o tamanho dessas células, a contagem foi conduzida em um a cada

cinco cortes. As propor¢des volumétricas foram feitas segundo as seguintes formulas:

Volume testicular analisado, em mm’= Volume de contagem celular

Volume, em mm® = (Area testicular, em mm?) * (Comprimento, em mm)

Onde a area testicular pertence a area do ter¢o médio do testiculo em corte
transversal, e o comprimento se refere ao comprimento do testiculo que foi analisado

nas contagens.

Numero de células germinativa/mm’ = Quantidade espermatogdnias G1 em mm’

Calulas G _ M. de Celitlas Gu
G,pormm’= TS Volume

Numero de células germinativas/mm’ = Quantidade espermatogdnias G2 em mm’

Celulas Gz _ N de Celulas Gz
G,por mmi=  TME Volwme

Realizou-se, também, a medigdo do didmetro de 10 ntcleos de Gi1 e 10 nucleos

de G2, escolhidos ao acaso em cada peixe, utilizando régua micrométrica e aumento de
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1000X. A partir desses valores, foi conduzida andlise estatistica dos dados para
determinar se existe diferenca significativa no didmetro nuclear dessas células entre os
trés grupos estudados. A 4rea testicular, em mm?, foi calculada por meio do software
Image-Pro Plus especializado para esse fim, a partir de imagens digitais obtidas de
cortes transversais do terco médio dos testiculos em fotomicroscopio Olympus AX70
TRF.

Analises histopatoldgicas

Foi realizada analise histopatologica dos preparados histologicos nos diferentes
grupos tratados e comparados com no grupo-controle, com o fim de se descrever as
lesdes causadas pelo endosulfan como: diminui¢do no componente celular, dano do
tecido conjuntivo, degeneracdo e/ou tumefacdo celular, necrose total ou parcial do
parénquima testicular.

A porcentagem da area de tecido necrosado foi quantificada por meio de
contagens de pontos (tecido sadio e tecido necrosado) em gradicula milimétrica sobre
micrografias dos cortes transversais de testiculos dos grupos tratados e os dados obtidos
foram comparados com aqueles do grupo-controle com a finalidade de se estabelecer a
possivel tendéncia do comportamento toxico do thiodan nas diferentes concentragdes

sobre os testiculos de tilapia nilotica jovem.

Analises estatisticas

Para efeitos estatisticos, cada peixe foi tomado como uma repeti¢do dentro do
seu grupo. Todos os valores obtidos para os diferentes parametros investigados nos
diferentes grupos foram expressos como média + desvio-padrdao (M £ DP). As varidveis
quantitativas obtidas nos estudos dos diferentes grupos foram submetidas aos testes de
normalidade (Lilliefors) e homogeneidade (Cochran & Barttlet). Quando apresentaram
significancia apos andlise de varidncia (ANOVA), realizou-se o teste de Duncan

(p<0,05) para comparar os valores médios entre os grupos experimentais (SAEG, 1999).
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Resultados e discussao

Qualidade da agua

A Tabela 1 apresenta as varidveis fisico-quimicas da 4gua consideradas durante

o periodo experimental.

Tabela 1. Parametros de qualidade fisico-quimica da agua.

Variavel Controle Tratamentol Tratamento Il Tratamento 111
0,5ug/L 1,0ug/L 1,4ug/L
pH 6,97 £ 0,08 a 7,0+0,0a 6,97 £0,08 a 7,0+0,13 a
Temperatura. °C 258+06a 25,7+£09a 26,7+0,6b 26,2 +0,8 ab
Amonia total mg/L 2,1+£1,03a 1,9+ 0,7 ab 1,7+0,5 be 1,5+0,58 ¢

Amonia toxicamg/L.  0,015+0,010a 0,016 + 0,009 a 0,013 £0,005a 0,009 0,003 a
Dureza mg CaCOs/L  72,5+2,15a 71,5+ 1,10 a 75,0+7,8a 743+5,7a
Oxigénio mg/L 6,6+0,5a 64+0,8a 6,7+£0,5a 6,7+0,5a
Condutividade p.S/cm 92,5+ 13,6 a 91,5+12,1a 932+143a 949+ 144a

Meédia + Desvio-padrao. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05).

Estas variaveis foram consideradas nas faixas ideais para o desenvolvimento
adequado de peixes tropicais, assim como para os individuos jovens de tilapia nilotica.
A respeito dessas variaveis, no que tange ao pH, os valores encontrados nos diferentes
grupos ndo apresentaram diferenca nem no tempo ao longo do experimento, nem entre
os diferentes grupos, mantendo-se entre (7,0 + 0,1). Embora a tilapia consiga sobreviver
em pH entre 5 e 11 (WATANABE et al., 2002), o recomendado para peixes tropicais
encontra-se entre 7 e 8, uma vez que valores inadequados podem prejudicar o
desempenho dos peixes (SALARO et al., 2006).

A faixa térmica ideal para as espécies de peixes tropicais varia entre 24 a 32°C.
A temperatura ideal para o desenvolvimento da tilapia nilotica situa-se entre 26 e 32°C
(KUBITZA, 2000). O grupo exposto a 1,0ug/L registrou a temperatura mais alta.
Porém, mesmo sendo variagdes reduzidas, a temperatura desse grupo foi
significativamente diferente, atingindo 27,3 °C. Esse fato pode ter contribuido para a
observacdo de efeitos mais graves do endosulfan dentro desse grupo, uma vez que a

toxicidade dos organoclorados do grupo dos ciclodienos tem relagdo direta com a
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temperatura (WARE, 2004).

Pode-se observar uma relacdo inversamente proporcional na concentracdo de
amonia total dos diferentes grupos em fun¢do da dose do toxico que foi utilizada, o que
pode ser devido a diminui¢do de consumo de alimento dos peixes expostos a maiores
concentragdes. Isso leva a diminuicdo do contetido de matéria organica presente nos
aquarios dos peixes tratados em relacdo ao aquario do grupo-controle, aspectos
comportamentais que serdo discutidos mais adiante.

Foi verificada relacdo direta dos niveis de amonia em fun¢do do tempo, visto
que os aquarios ndo foram limpos durante todo o periodo experimental. Entretanto,
amonia total e amonia toxica ndo atingiram niveis que oferecessem risco para a saude
dos peixes. A Figura 1 mostra, os valores médios da concentracdo de amonia total em
todos os aquarios ao longo do periodo experimental, apresentando um aumento diario
aproximado de 0,5mg/L com um valor méximo de 2,6mg/L apds as 96 horas do

experimento.

y=0,017x + 1,019
R?= 0,985

Amdnia total mg/L

0 T T T 1
0 24 48 72 926
Tempo (horas)

Figura 1. Niveis de aménia total (mg/L) em fun¢o do tempo (horas).

A variacdo da quantidade de amoénia téxica dentro dos aquarios ao longo do
experimento ndo mostrou diferenca relacionada a concentragdo do téxico nos diferentes
grupos. Ao longo do tempo, apresentou diferenca altamente significativa nas diferentes
mensuragdes realizadas, registrando um aumento didrio aproximado de 0,005mg/L,
atingindo em 96 horas seu valor méximo (0,02mg/L). A Figura 2 apresenta, os valores
médios da concentracdo de amodnia toxica em todos os aqudrios ao longo do periodo

experimental.
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Figura 2. Niveis de aménia toxica (mg/L) em fungdo do tempo (horas).

Apesar de a tilapia tolerar altos niveis de amonia toxica ou ndo-ionizada (2,4 a
3,4 mg/L), para ARANA (1997) e KUBITZA (1999), niveis de amdnia ndo-ionizada
entre 0,15 e 1,0 mg/L podem levar a diminui¢do do crescimento dos peixes, enquanto
exposi¢oes continuas ou freqiientes a 0,2mg/L podem ser prejudiciais para os peixes.
Segundo ABDALLA (2003), em exposi¢do aguda de 96 horas a concentragdo letal de
amonia ndo-ionizada para peixes varia de 0,32 a 3,1 mg/L. O tamanho dos animais tem
grande influéncia no nivel de toxicidade, pois peixes menores recebem maior dosagem
por unidade de peso que peixes maiores, sendo mais susceptiveis a toxicidade da
amoOnia nao-ionizada. Assim, os resultados encontrados no presente experimento nao
chegam a representar ameaga toxica para os peixes por encontrarem-se dentro dos niveis
de tolerancia estabelecidos para a espécie.

O bom crescimento dos peixes ocorre quando os niveis de oxigénio situam-se
entre 5 e 6 mg/L (SALARO et al., 2006). Segundo WATANABE et al. (2002), a tilapia
nilotica tolera baixos niveis de oxigénio dissolvido na agua (1,0 ppm ou mg/L). De um
modo geral, tem sido demonstrado que valores menores que 5 mg/L podem causar
diminui¢do no ganho de peso, e valores menores que Img/L. durante periodos
prolongados podem ser letais para algumas espécies de peixes (OSTRENSKY e
BOEGER, 1998; KUBITZA, 1999). No presente estudo, os niveis de oxigénio
dissolvido se mantiveram em faixas proximas, sem apresentar diferenca significativa. O

mesmo ocorreu com valores encontrados para dureza total, que ndo mostraram diferenga
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nem entre os grupos experimentais nem ao longo do tempo, mantendo-se dentro dos
limites estabelecidos para o cultivo de peixes de d4gua doce. Segundo OSTRENNSKY &
BOEGER (1998) e KUBITZA (1999), esta varidvel ndo deve estar abaixo de 20mg/L.
Para SWANN (2008), valores de dureza total minimos de 20mg/L devem ser mantidos
para um 6timo crescimento de organismos aquaticos e relata valores de dureza total
aceitaveis entre 20-400mg/L.

Os valores médios de condutividade elétrica do presente trabalho nao
apresentaram diferenca entre os grupos, nem no tempo nem entre os tratamentos, € se
mantiveram uniformes na faixa de 93 + 13,6 uS/cm, valores estes encontrados dentro
dos pardmetros registrados geralmente nas pisciculturas. SIPAUBA-TAVARES e
MORENO (1994) verificaram um padrdo similar de flutuagdo da condutividade em
viveiros de piscicultura, em periodo de seca e periodo de chuva, variando de 40 uS/cm a

120 uS/cm, com os maiores valores obtidos no periodo de seca.

Toxicidade do endosulfan e seu efeito no comportamento dos peixes expostos

Observagdes realizadas ao longo do periodo experimental, tanto no grupo-
controle quanto nos grupos tratados, revelaram mudangas no comportamento dos grupos
expostos ao toxico, percebidas logo no inicio do teste de toxicidade.

Uma hora ap6s a diluig@o do téxico na agua, os animais comegaram a apresentar
sintomas nervosos de intoxicacdo, principalmente nos aquarios com concentragdes de
endosulfan de 1,0 e 1,4ug/L. Foram observadas alteragdes como nado erratico, aumento
do movimento opercular, perda da coordenacdo motora, corpo em posi¢do lateral e
aumento na excitabilidade, além de fortes contracdes. Alteragdes similares foram
observadas por CAPKIN et al. (2006), quando pesquisaram o efeito do endosulfan em
truta arco-iris exposta a 1,3ug/L do téxico. GIUSI et al. (2005) constataram alteragdes
similares em Thalassoma pavo quando exposto durante uma semana a 1,3pg/L, sendo
que alteracdes como hiperventilagdo, diminui¢do do consumo de alimento, freqiiéncia
de alimentacdo e hiperexcitabilidade foram observadas inclusive com exposi¢do a 0,2
ug/L, embora em menor intensidade. Esses dados mostram mais uma vez o efeito dose-
dependente do endosulfan. Estes autores reportam também a possivel relagdo desses
efeitos toxicos com danos cerebrais induzidos pelo endosulfan. Estes dados mostram

como o Thalassoma pavo apresenta maior sensibilidade ao endosulfan do que a tilapia
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nilotica, ja que esta ultima apresentou sintomas nervosos de intoxicacdo nas
concentragdes de 1,0 e 1,4png/L no presente estudo.

Ap6s 12 horas da diluicdo do toxico nos aquarios, os peixes foram novamente
alimentados, o que correspondeu a 24 horas de jejum. Nestes mesmos aquarios (com 1,0
e 1,4ug/L), observou-se diminui¢ao no consumo de alimento, que se manteve normal
nos aquarios do grupo-controle e do grupo exposto a 0,5ug/L. Além de intoxicacdo dos
peixes por contato e ingestdo da solugdo (endosulfan/agua), a ingestdo de toxico se faz
também pelo alimento visto que a molécula do endosulfan tem afinidade pela matéria
organica em suspensdo (TOMITA et al., 2002, SOARES et al., 2003).

Os sintomas descritos anteriormente tornaram-se menos evidentes a medida que
o tempo de experimento transcorreu. Alguns peixes mostraram total recuperacao, outros
ndo conseguiam se recuperar totalmente. Entretanto, ndo ocorreu, mortalidade durante o
periodo experimental. Um aumento na camada de muco na pele e nas branquias dos
peixes expostos ao toxico foi observado no momento da coleta, situagdo também
observada por DUTTA et al. (2006) ao estudar Lepomis macrochirus expostos a 15ug/L
endosulfan. NOWAK (1992) estudando peixes-gato (Tandanus tandanus) expostos a
1,0ug/L de endosulfan, observou sintomas que sugerem irritagdo das branquias (edema,
esfacelamento e hiperplasia do epitélio laminar) desde 24 horas até 28 dias apos a
exposicdo, sugerindo que o endosulfan ¢ irritante para as branquias e aumenta a
distancia de difusdo respiratéria. Essas lesdes concordam com o achado por CAPKIN et
al. (2006) em truta arco-iris apds exposi¢do aguda a concentracdes crescentes de
endosulfan a partir de 1,3ug/L, durante 24 a 96 horas. Para esses autores, as lesdes
branquiais causadas pelo endosulfan resultam em uma diminui¢do da eficiéncia
respiratoria por redugdo do fluxo de agua através das branquias, podendo ser uma das

causas dos efeitos neuronais do endosulfan.
Dados biométricos e analises morfométricas dos testiculos
A Tabela 2 apresenta os dados biométricos dos peixes do grupo-controle ¢ dos

peixes expostos as diferentes concentracdes de endosulfan, apds o teste de toxicidade

aguda. Diferencas estatisticas ndo foram encontradas nos diferentes grupos.
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Tabela 2. Peso corporal (PC) em g, e comprimento-padrdo (CP) em cm, de tilapias

nildticas sexualmente imaturas.

Variavel Controle Tratamento | Tratamento 11 Tratamento 111
0,5ug/L 1,0pg/L 1,4pg/L
PC 32+0,8a 3,1+£0,6a 29+0,8a 3,1+£0,5a
CP 44+04a 43+03a 43+04a 44+03a

Média + Desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05).

Todos estes animais apresentavam a fase proliferativa da espermatogénese, com
testiculos apresentando espermatocistos, contendo espermatogonias primarias (G1) até
espermatogonias secundarias (G2), condi¢do de homogeneidade que facilitou a
comparag¢do entre os grupos estudados.

A Tabela 3 mostra os dados obtidos das medidas da area testicular realizadas em
cortes transversais do ter¢o médio da gonada, e o didmetro médio dos nucleos das

espermatogonias G1 e G2, nos diferentes grupos experimentais.

Tabela 3. Area testicular (AT) em um’, didmetro nuclear (DN) médio das

espermatogonias G1 e G2, em um.

Tratamento n. AT DN G1 DN G2

M + DP M + DP M + DP
Controle 10 26624,5 £ 9005,8 a 10,65+ 1,36 a 7,17+ 0,86 a
0,5ug/L 10 25714,35+8399,3 ab 10,56 £0,97 a 7,03 +0,88 a
1,0pg/L 10 16893,3 +£8844,5 b 10,23 £0,97 a 6,48 0,93 a
1,4pg/L 10 20656.79 + 8907.4 ab 10.17+0.95 a 6.25+0.75 a

n: nimero de peixes; Média + Desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (p<0,05).

Os valores obtidos para area testicular mostraram diferenga significativa
(p<0,05) no tratamento 1,0pg/L quando comparado com o grupo-controle. Observagdes
similares também sao descritas por DUTTA et al., (2006) testando os efeitos do
endosulfan em peixes, e por JAISWAL et al. (2005) quando estudando testiculo de rato
exposto ao endosulfan. As médias obtidas para varidveis como didmetro nuclear de

células G1 e G2, ndo mostraram diferenga significativa entre os grupos.
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Quantificacdo de células germinativas

O estudo quantitativo mostra valores médios para a populacdo de células
germinativas dos tipos G1 e G2 por mm® nos grupos experimentais (Figura 3). O grupo-
controle e o grupo exposto a 0,5ug/L mostraram a maior populagdo de G1, diferindo

significativamente do grupo exposto a 1,4ug/L.

25000
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Figura 3. Quantidade de células G1 e G2/mm’ no grupo-controle (1) e nos diferentes
tratamentos (2=0,5ug/L; 3=1,0ug/L; 4=1,4ug/L). Letras diferentes na mesma série

indicam diferenga significativa (p<0,05).

Nos peixes do presente estudo, tanto as espermatogoOnias primarias quanto as
espermatogonias secundarias, encontram-se em plena atividade mitética, e o testiculo
esta comecando a ser povoado por essas c€lulas germinativas, o que leva a uma alta taxa
de mitose e, conseqiientemente, a uma maior susceptibilidade dessas células a agentes
que possam afetar a espermatogénese. De fato, o processo de mitose das células
germinativas do tipo G1 nos peixes expostos as maiores concentragdes do toxico foi
notadamente menor quando comparado com o grupo-controle e com o grupo exposto a
0,5ng/L.

Segundo RUSSELL et al, (1990), a destruicdo completa das células-tronco leva
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a perda irreversivel da capacidade espermatogénica do testiculo, uma vez que estas
células sdo fonte potencial de células germinativas que irdo repovoar o tubulo
seminifero ap6s o esgotamento do 6rgdo. Para esses autores a fase de proliferacdo
celular ¢, sem duvida, uma das fases mais vulneraveis do ciclo celular (RUSSELL et al.,
1990), podendo ser facilmente afetada por agentes poluentes.

Os agrotoxicos, além de outros poluentes ambientais (metais pesados, derivados
do petréleo e esgotos domésticos ou industriais), penetram no meio ambiente alterando
ndo s6 o ecossistema, mas também organismos vivos, onde as moléculas dos toxicos
geram disturbios a nivel celular, promovendo alteragdes de membrana que refletem no
ciclo celular nas suas diferentes etapas (NAZ, 1999).

O presente estudo mostra que o endosulfan tem um efeito negativo sobre a fase
de mitose das células germinativas, fato também relatado por DUTTA et al. (2006)
quando estudaram o peixe “bluegill” (Lepomis macrochirus). Estes autores observaram
diminui¢do no nimero das espermatogdnias, assim como, observado no presente estudo,
além de diminuicdo no tamanho das células germinativas e no didmetro dos tubulos
seminiferos, e apos exposi¢ao aguda ao endosulfan (1,0png/L). Efeitos similares tém sido
evidenciados por outros autores. YAMAGUCHI (2007) estudando o efeito de metais
pesados na espermatogénese de diversas espécies, observou que o processo de
espermatogénese ndo prosseguiu além das espermatogdnias, pois o mesmo foi
interrompido por morte celular. Pesquisando o efeito dos poluentes na reproducdo dos
peixes, DUTTA et al. (2003) relataram a interrup¢do da fase de proliferagdo na
espermatogénese do “bluegill” Lepomis macrochirus apoés uma exposi¢do aguda ao
diazinon (60 mg/L), inseticida organofosforado utilizado no controle de insetos no solo
e nas plantas.

Segundo pesquisa realizada por JAISWAL et al. (2005), nos mamiferos o
endosulfan também provoca deplecdo na espermatogénese devido a citotoxicidade, o
que resulta na morte por necrose de células germinativas imaturas no epitélio
seminifero. Como resultado, se reduz o ntimero total de células disponiveis para a
espermatogénese, o que também conduz a uma diminui¢do do peso ¢ do tamanho do
testiculo. Segundo estes autores, o tratamento com acido 5-aminosalicilico (5-ASA), um
potente anti-oxidante, na dose de 25mg/kg de PC por via intraperitoneal, reduz
significativamente os efeitos do endosulfan em ratos expostos, induzindo aumento do
peso e tamanho do testiculo, mostrando a recuperagdo da espermatogénese nos tubulos.

Andlises histopatoldgicas
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No grupo-controle, os testiculos mantiveram sua histologia normal, com tecido
conjuntivo e estruturas intersticiais integras, cistos germinativos bem definidos, a
morfologia das células germinativas, assim como a morfologia e a proliferacdo das
células de Sertoli mantiveram seu padrao, e a capsula de tecido conjuntivo que reveste o
orgdo apresentou-se normal. No grupo exposto a 0,5ug/L, foi observado processo
degenerativo das células germinativas, assim como processos de necrose em cistos
germinativos de alguns peixes, no entanto, com as populacdes de células G1 e G2 se
mantendo similares ao encontrado para o grupo-controle (Figura 3).

Por outro lado, nos grupos tratados com 1,0 e 1,4ug/L foi observada diminuigao
severa na populacdo de espermatogonias G1, com algumas delas apresentando nucleos
ainda visiveis e outras ndo. Tumefacdo das espermatogdnias com aspecto granuloso e
aumento da acidofilia no citoplasma, alteracdo esta compativel com o proposto por
PEREIRA (2004a) como degeneragdo hidropica. Segundo estes autores, a degeneragao
hidropica pode ser causada por alteragdes das bombas eletroliticas das membranas
(citoplasmaticas e das organelas), devido a um déficit na producdo ou consumo de ATP
como ocorre na hipoxia. Entre outras causas, esse tipo de degeneragao pode ser devido a
agressoes que geram radicais livres, os quais lesam diretamente a membrana celular
(metabolitos do endosulfan). Lesdes similares foram descritas por JAISWAL et al.
(2005) quando estudando testiculo de rato exposto a 7,5-10 mg/kg PC endosulfan por
via oral durante 10 dias. Estes autores atribuem a necrose testicular ao efeito oxidante
dos metabolitos do endosulfan e recomendam o tratamento com antioxidantes tanto na
prevencao quanto na recuperacao dos danos.

No presente estudo, os testiculos mais afetados apresentaram processos de
necrose semelhantes a necrose do tipo coagulativa. Nesses orgdos foi observada, além
da necrose grave do parénquima testicular, perda parcial ou total do peritonio visceral
que reveste externamente o 6rgdo. A Figura 4 mostra cortes transversais dos testiculos
do grupo-controle e daqueles submetidos as diferentes concentracdes do endosulfan,
apresentando nos primeiros a conformagdo normal do 6rgao, contendo diferentes cistos
de células germinativas, € nos grupos tratados, diferentes alteracdes causadas pelo
toxico na estrutura tecidual do parénquima. As principais alteragdes do parénquima
testicular foram diminuicdo na quantidade de células germinativas, tumefa¢do das

mesmas, compativel com degeneracao hidropica, e necrose parcial ou total do 6rgao.
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Figura 4. Cortes transversais do ter¢o médio de testiculos de tilapias nildticas jovens. Em (a) grupo
controle apresentando espermatocistos ou cistos germinativos (CG), tecido intersticial (TI), e vasos
sanguineos (VS). A estrutura geral do 6rgdo se manteve normal. Em (b), grupo exposto a 0,5ug/L
observam-se cistos germinativos (CG, setas) contendo células germinativas em processo degenerativo
(aumento da acidéfila do citoplasma e perda do nucleo). Em (c-d-e) grupo exposto a 1,0pg/L, observa-se
desde perda da estrutura dos cistos germinativos (C) até processos degenerativos com grandes areas de
tecido necrosado (TN), com ou sem perda da capsula de revestimento externo do 6rgdo, mesotélio (d,
setas). Pode-se observar, também, em (e), células germinativas sofrendo processo degenerativo com
tumefacdo e aumento de tamanho (G1*) e perda da conformag@o normal dos cistos. No grupo exposto a
1,40pg/L (f), observa-se processo de necrose coagulativa ou isquémica, presente em grande parte do

parénquima testicular. Coloragdo: a-b-d, azul de toluidina; c-e-f, hematoxilina-eosina. Barra: 20um.
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A porcentagem de necrose nos testiculos foi quantificada a partir de analises
histologicas de sec¢des do terco médio do 6rgdo e comparada com o grupo-controle.
Nesse grupo, nenhum peixe (0/10) apresentou necrose do parénquima testicular nem de
qualquer componente do 6rgdo. No grupo exposto a 0,5ug/L, em alguns peixes (2/10)
foram encontradas areas de necrose circunscritas aos cistos de células germinativas,
quantificadas em até 30% da area dos cortes histologicos estudados. Nos grupos
1,0ng/L (4/10) e 1,4ng/L, (4/10) foram observados processos de necrose que atingiram
100% e 89% dos cortes histologicos estudados, respectivamente, e que podem ser uni
ou bilaterais, levando com isso a perda significativa ou absoluta da capacidade
reprodutiva dos peixes. Ao que parece, a diferenca de temperatura na agua dos aquarios
expostos a 1,0png/L influenciou o grau de toxicidade atingido pelo endosulfan nesses
peixes, causando em alguns desses animais lesdes mais graves que aquelas encontradas
no grupo exposto a maior concentracao do toxico.

Na analise quantitativa do dano tecidual (tecido sadio versus tecido necrosado),
as porcentagens médias para cada grupo (n=4) foram ajustadas a um modelo de
regressao linear com o objetivo de se calcular o efeito do tdxico no testiculo das tilapias
nildticas expostas a uma temperatura aproximada de 26 + 1,3°C, assumindo que o
observado no terco médio do testiculo foi comum para outras regides do 6rgao. A
Figura 5 mostra os valores médios de parénquima testicular necrosado quantificado nos
peixes que apresentaram a lesdo, comparados com igual numero de peixes do grupo-
controle.
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Figura 5. Porcentagem de area do parénquima testicular necrosado em fungéo da

concentragdo de endosulfan na agua.

68



A linha de tendéncia mostra o comportamento desta lesdo em fun¢do da
concentracdo do endosulfan na agua, indicando que a maior percentagem de tecido
necrosado (46.42%) apresenta-se na concentragao de 1,4pg/L, o que demonstra quanto
maior concentracdo do produto na dgua, maior dano tecidual no testiculo. Estes dados
concordam com achados de outros pesquisadores quando relataram o efeito do
endosulfan como dose-dependente. Para CENGIZ et al. (2001), os efeitos do endosulfan
sdo tempo- e dose-dependentes, agindo tanto no sistema reprodutivo dos animais quanto
em outros sistemas e aparelhos. De modo similar, foi observado processo de necrose em
outros peixes expostos ao endosulfan. DUTTA et al. (2006) relataram dano no tecido
conjuntivo apos 96 horas de exposi¢ao aguda ao endosulfan (1,0pg/L) no peixe bluegill
Lepomis macrochirus. Compostos como endrin, DDT e endosulfan interferem nos
processos de espermatogénese e ovogénese em muitas espécies, suprimindo a secrecao
de gonadotropinas, diminuindo a taxa de fertilidade o que pode gerar perigo potencial
de extingdo de numerosas familias de peixes (HOAR et al., 1983).

Metais pesados também causam necrose testicular, como relatado por
YAMAGUCHI et al. (2007) em Pangasianodon hypophthalmus que, quando expostos a
molibdénio, apresentaram necrose testicular. Exposi¢des cronicas ao cadmio geram
inibicao da espermatogénese em truta e em guppy (BILLARD, 1977). Outros poluentes
ambientais, como os derivados do petroleo, também causam dano testicular, uma vez
que a exposicdo cronica a Oleo cru causa regressdo parcial do testiculo em
Tautogolabrus adspersus, além de efeitos adversos na reprodugado de peixes (HOAR et
al., 1983).

Além das alteracdes ja mencionadas no presente trabalho, se tem evidéncia de
multiplas alteracdes causadas por diferentes poluentes em relacdo ao sistema
reprodutivo de teledsteos. NAZ (1999) descreve os efeitos do kepone, um inseticida
clorado sintético, que atua sobre o metabolismo do célcio, alterando fortemente a
mobilidade e velocidade dos espermatozoides em Atlantic croaker expostos a aguas
contendo 1,0mM do produto durante 2 a 3 minutos. Esta exposi¢do causou a diminui¢do
em até 60% da mobilidade, comprometendo o sucesso da reproducao desta espécie. Este
autor alerta sobre os riscos que trazem os efeitos toxicos dos quimicos sintéticos,
chamados “disruptores enddcrinos”, nas gonadas, na fertilidade e na fungao reprodutiva
de mamiferos, peixes e, inclusive, em humanos. KEMADJOU (2002) relata alteracdes

similares em peixe-zebra (Brachydanio rerio) quando expostos a concentragdes de 5-
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50ug/L de DDT. Depois de um més de exposi¢ao foi observado efeito negativo no
nimero e na velocidade do movimento dos espermatozoides destes peixes quando
comparados com seus respectivos grupos-controle.

Durante o metabolismo de xenobioticos ha formagdo de radicais livres que sdo
eliminados pelas enzimas antioxidantes. A catalase ¢ responsavel pela decomposi¢do do
peroxido de hidrogénio (H,0O,) em agua e oxigénio molecular. Além de seu papel como
espécie reativa de oxigénio e causadora de estresse oxidativo, o H,O,, em excesso causa
oxidagdo da hemoglobina e, conseqiientemente, diminui¢cdo das concentragdes de
oxigénio, gerando infecgdes, Ulceras e até necroses nos organismos (CLAIBORNE,
1985; SAINT-DENIS et al., 1999).

Segundo JAISWAL et al. (2005), os pesticidas podem produzir mudangas
clastogénicas, mutagénicas e alteragdes bioquimicas de trés formas possiveis: a bio-
transformagdao mediada por enzimas pode converter os pesticidas em radicais livres
altamente reativos ou espécies reativas derivadas do oxigénio (ERDO), que causam
dano no DNA através de reagdes em cadeia ou alquilagdo. (LOUTE & DIXON, 1973);
as oxidases hiper-reativas geradas durante o metabolismos do pesticida induzem
rupturas nas fibras do DNA e/ou dos cromosomos (CERUTTI et al., 1987; apud
JAISWAL et al., 2005); e, finalmente, estas tltimas podem também iniciar o processo
de peroxidagao dos lipideos da membrana que por sua vez produzem efeitos citotoxicos
e genotoxicos (WILD, 1975).

O mecanismo de peroxidacdo dos lipideos como forma de dano celular concorda
com o descrito por PEREIRA (2004b) que relata lesdes celulares causadas por radicais
livres, quando refere-se ao mecanismo de peroxidacdo em cadeia que afeta os lipideos
poliinsaturados e que pode levar a dano e morte celular.

Para JAISWAL et al. (2005), o dano causado pelo endosulfan pode ser
prevenido e tratado com a utilizagdo de antioxidantes. Segundo estes pesquisadores, a
quantidade de dano oxidativo causado pelo endosulfan depende do inicio da taxa de
oxidacdo (ATP disponivel na célula), da concentracido do oxidante (endosulfan ou outro
agente lesivo), e da progressdo da reacdo em cadeia. Para PEARSON et al. (1996), a
capacidade do antioxidante para inibir o dano oxidativo depende da sua capacidade de
eliminar radicais livres, da sua concentragdo local e da sua capacidade de interferir com

o inicio na progressao da peroxidacao lipidica.
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Conclusdes

Exposi¢des agudas ao Thiodan® (endosulfan), em dose a partir de 0,5ug/L, com
temperatura da 4gua aproximada de 26°C, causam diminui¢do na populacdo de células
germinativas em testiculo Tilapia nilotica que se encontram em estadio inicial de
maturagao.

Concentragdes iguais ou superiores a 1,0ug/L, com temperaturas de 26°C,
causam necrose parcial ou total do parénquima testicular, podendo ser uni ou bilateral, e
comprometendo de modo direto o ciclo reprodutivo de tilapias nildticas expostas de
forma aguda ao endosulfan.

O efeito toxico do Thiodan® no parénquima testicular foi dose-dependente.
Incrementos de temperatura de até 1°C influenciam no efeito toxico sobre a morfologia

do testiculo em tilapia nilotica.
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CONCLUSOES GERAIS

A morfofisiologia reprodutiva de individuos jovens de tildpia nildtica ¢
semelhante a de outros teledsteos ja descritos na literatura. Testiculos de tilapia nilotica
jovem apresentam morfologia que se modifica rapidamente. A medida que o ciclo
espermatogénico avanga, aumentos de tamanho consideraveis sao observados quando os
animais entram no processo de proliferagdo de células germinativas, marcado

principalmente por mitose de espermatogdnias e células de Sertoli.

Animais da mesma idade podem se encontrar em fases diferentes da
espermatogénese, tornando-se necessario a observagdo de dados biométricos como

tamanho e peso para se aproximar a etapa de maturacdo real em que se encontra o peixe.

A fase proliferativa no processo de maturacdo sexual das tilapias niloticas ¢ um
momento vulneravel aos efeitos adversos de toxicos organoclorados que podem atingir
e contaminar os corpos de agua, afetando principalmente a proliferacdo de células

germinativas do tipo G1, e causando lesdes severas de necrose no parénquima testicular.

A contaminacdo de corpos de agua doce com produtos organoclorados
representa uma forte ameaga a reproducdo de peixes teledsteos. A tilapia nildtica,
mesmo sendo um animal que tem demonstrado boas condi¢des de adaptacdo, ndo
consegue fugir dos efeitos adversos do endosulfan sobre sua morfofisiologia
reprodutiva, ainda que em concentragdes menores que as ja reportadas em alguns

ecossistemas aquaticos ap0s a aplicagdo deste produto nas culturas.

E importante a realizagdo e divulgagio deste tipo de trabalho para demonstrar
até onde o uso irresponsavel de agrotoxicos pode chegar, e quais seus efeitos sobre a

biodiversidade e a preservacao de espécies em nossos ecossistemas.

Desconhecer a natureza € a
causa da desgraca humana.
Epicuro. 341-270 a.C.
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