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Identificacdo das Gonadas e Sexagem), apresentou trabalhos em congressos e
reunides cientificas. A principal espécie em conhecimento € a tilapia, na area de
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EPIGRAFE

“Ndo ser um produtor racional quando se usa drogas na aqiiicultura é o mesmo

que ndo ter amor a humanidade, pensando apenas na lucratividade.”

Munir Francisco Zanardi

Com o crescimento populacional no século XX e a globalizagdo dos
confecimentos, cabe aos pesquisadores da drea de producdo animal a
responsabilidade pela principal cadeia nutricional humana e pela produgdo de
alimentos de boa qualidade, sem que se deixe de dar aten¢do d saide da
populagdo, pensando apenas na produtividade. Alimentos sdo selecionados
atualmente, nos pratos, pelos que tém muita preocupagio com a saide. Um
desses alimentos sdo os peixes, que jd fazem parte do prato de muitas pessoas.
Seguindo a demanda do mercado, a producio agiiicolas cresce a cada ano,
substituindo outros alimentos nocivos a saide humana. No final do século XX,
a espécie em destaque no mercado produtivo foi a Tildpia pela sua precocidade
reprodutiva. E um peixe de que se aproveita tudo no seu processamento. £
muito cobigado nas mesas de muita gente, por possuir um filé nobre e muito
sauddvel. Especialmente os machos tém maior precocidade produtiva do que as
fémeas, devido a fatores reprodutivos. Piscicultores usam andrégeno para
masculinizar as Tildapias, sendo o mais utilizado o horménio testosterona.
Atualmente, a técnica muito usada é a mistura desse hormonio na ragdo. Os

produtores, pesquisadores e consumidores vém tendo uma grande preocupagdo



com o risco d saide que esse hormdnio, devido aos residuos no filé e no

ambiente aqudtico...
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DETERMINACAO DE RESIDUO HORMONAL NA CARCAGCA DE TILAPIA DO NILO
(Oreochromis niloticus) APOS REVERSAO SEXUAL

RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito da metiltestosterona adicionada na agua de
cultivo e na racao sobre a reversao sexual de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
bem como a presenga do horménio na larva e juvenil. O experimento foi conduzido
no Laboratério de Tilapicultura do Centro de Aquicultura da Unesp, campus de
Jaboticabal. Um total de 1.500 larvas foram distribuidas em 15 aquarios com volume
de 15L (100 larvas cada), para aplicacao dos tratamentos de reversdo sexual:
controle - RS, banho de imersdo - Bl (6 mg.L™") e alimentagdo com ragdo com
horménio — RH (60 mg.Kg™), com cinco repeticdes, imersos em caixas com 175 L
(trés aquarios por caixa). As andlises de agua eram realizadas trés vezes por
semana, sendo monitoradas temperatura, pH, amoénia, OD, alcalinidade, salinidade,
sédio disponivel na agua e condutividade. As larvas e juvenis foram amostradas no
tempo zero do inicio do experimento e aos 30, 37, 40, 45, 60 e 90 dias, sendo
amostrados 0,5 grama de peixe por repeticdo para analise da testosterona na
carcaga. Os peixes foram alimentados com racao suplementada com hormonio por
30 dias e em banho de imersdo de 36 horas, nos dias 6 e 10 apds inicio do
experimento. As biometrias foram realizadas no inicio, 30 e 90 dias. Os paréametros
zootécnicos analisados foram: peso (g) e comprimento total (mm) ao inicio, 30 e 90
dias, ganho de peso (g) aos 30 e 90 dias, crescimento (mm), taxa de sobrevivéncia
(%) aos 30 dias, ganho de peso individual (g.dia”) e porcentagem de macho aos 90
dias. Através das analises estatisticas observamos que houve diferencga significativa
do tratamento RH aos 90 dias, apresentado o maior comprimento (79,29 mm). Em
relacdo ao peso, houve diferenca apenas do tratamento Bl, apresentando o maior
peso aos 90 dias (8,69 g). Nao houve diferenca significativa para crescimento e taxa
de sobrevivéncia. Observamos que para a taxa de masculinizag¢ao, os tratamentos Bl
e RH (86,0 e 94,0 %) diferiram do controle. Por meio dos dados de concentragéo de
testosterona, pudemos observar que os peixes que receberam horménio (Bl e RH)
diferiram significativamente do controle, apresentando as médias de 1,8907, 2,1387
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e 0,8080 ngT.g" para os tratamentos Bl, RH e RS respectivamente. Nos tempos

de amostragem, em relacdo a concentragdo de testosterona, aos 40 dias, os peixes
do tratamento RH diferiram significativamente dos outros tratamentos, apresentando
a maior concentracdo da testosterona (1,784 ngT.g'). Aos 45 e 90 dias a
concentragdo de testosterona dos peixes do tratamento RH (2,322 e 2,812 ngT.g™,
respectivamente), diferiram significativamente apenas do controle (0,696 e 1,206
ngT.g"). Aos 30 dias de experimento, houve um pico de testosterona no tratamento
Bl, enquanto que para RS, o pico aconteceu ao 372 dia. Apds os picos, 0s niveis
diminuiram até o 402 dia, recuperando em seguida, provavelmente devido ao inicio
do processo de maturacao sexual, influenciado pelo horménio dos tratamentos.

Palavras-chave: metiltestosterona, masculinizagao, esteréides.
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HORMONE RESIDUE DETERMINATION IN NILE TILAPIA CARCASS (Oreochromis
niloticus) AFTER SEXUAL REVERSION

ABSTRACT
The present study evaluate the effect of metyltestosterone add in the farming water

and in the ration during the sexual reversion of the Nile tilapia (Oreochromis
niloticus), and the presence of the hormone in fries and juveniles. The experiment
was conducted in Tilapia farming laboratory of the Sdo Paulo State University
Aquaculture Center, Jaboticabal. A total of 1,500 Nile tilapia fries were allotted to 15
L — aquarium (100 fries in each) to application of the sexual reversion treatments:
control - RS, bath immersion — Bl (6 mg.L™") and feeding with ration with hormone —
RH (60 mg.Kg™), with five repetitions, immersed in 175 L boxes (3 aquarium in each
box). Temperature, pH, ammonia, dissolved oxygen, alkalinity, salinity, disponibility of
sodium in water and conductivity were analyzed three times in a week. The fries and
juveniles were sampled in the beginning of the experiment, zero time, and in the days
30, 37, 40, 45, 60 e 90. Were sampled from each fish 0.5 gram to analyze
testosterone in carcass. The fish were feed with supplementary ration with hormone
during 30 days and took bath immersion for 36 hours, in days 6 and 10 after the
beginning of the experiments. The biometrics were done in the beginning, 30 and 90
days. The evaluated parameters were: weight (g), total length (mm) in the beginning,
30 and 90 days; weight gain (g) in the days 30 and 90; growth (mm) and survival rate
(%) in day 30; individual weight gain (g.dia”') and percentage of male in day 90.
Statistical analyzes indicated differences in RH treatment in days 90, showing the
largest length (79.29 mm). For the weight, differences were observed only in Bl
treatment, showing the most weight in days 90 (8.69g). Differences were not
observed for growth and survival rate. For the male rate, treatments Bl and RH (86
and 94 %) were different from RS. The dates of hormone concentration showed
differences among control treatment and the treatments where the fishes received
hormone (Bl and RH) with the mean values: 1.8907 — Bl, 2.1387 — RH and 0.8080
ngT.g" - RS. For testosterone concentration, in days 40, the fishes of treatment RH
were different from others treatments, showing the largest concentration of
testosterone (1.784 ngT.g"). In days 45 and 90 the testosterone concentration of
treatments RH (2.322 e 2.812 ngT.g™') was different from control treatment (0.696 e
1.206 ngT.g™"). In days 30 the testosterone reached the peak in Bl treatment. For
treatment RS the testosterone reached the pike in days 37. After the pikes the level of
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testosterone reduced till days 40, recovering after probably because of the

beginning of maturation process, influenced by the hormone of the treatments.

Key-words: metyltestosterone, masculinization, steroids.
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1. Introducao

A tilapia é nativa do Continente Africano, do Centro-Sul até o Norte da
Siria, como lIsrael e Jordania, difundida em varios paises, assim como no Brasil,
em 1971. E o peixe mais criado, perdendo apenas para a carpa. Entre as
espécies mais produzidas, destacam-se a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), a
mossambica (Oreochromis mossambicus), a azul (Oreochromis aureus) e a
hornorum (Oreochromis hornorum) (Lovshin, 1997; Popma e Phelps, 1998).

A tilapia tem grande precocidade reprodutiva, principalmente a do Nilo. Isso
vem sendo um problema na piscicultura, causando uma superpopulacao e,
consequentemente, baixo desenvolvimento na producdo. Para o controle da
superpopulacdo, alguns métodos sado empregados, como a sexagem por
hibridacao (Wolfarth e Hulata, 1981), poliploidia (Diaz, 1994), ginogénese e
androgénese (Thorgaard, 1983), altas temperaturas (Dias-Koberstein et al.,
2006a) e a reversao por meio de horménios masculinizantes (Popma e Green,
1990), tanto na ragdo como em banhos de imersao (Galé et al., 1999).

Para a técnica de reversao sexual da tilapia, tém-se utilizado diversos tipos
de hormdnios, mas o que vem proporcionando 6timos resultados, mesmo quando
se pensa em eliminacdo dos residuos do horménio na carcaca, € o 17-a-
metiltestosterona (MT), de acordo com Rothbard et al. (1990) e Guerrero lll e
Guerrero (1997).

Com relacéo ao uso do 17-a-metiltestosterona (MT) na reversao sexual da
tilapia, destacam-se dois métodos: 0 horménio na ragdo e o banho de imerséo.
Bombardelli e Hayashi (2005) testaram periodos ontogénicos de menor

sensibilidade das larvas a partir de banhos de 36 horas com 2,0 mg MT.L™,
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apresentando uma porcentagem de 85,15% de machos, com intuito de diminuir a
quantidade de metiltestosterona (MT) liberada ao ambiente.

O horménio na racao € o método mais utilizado entre os piscicultores, por
ser mais eficaz na efetividade da reversdo sexual, apresentou menor custo e
menos trabalho. Esse método pode chegar a até 98% de machos no lote
(Mainardes-Pinto et al., 2000), utilizando-se 60 mg MT.kg'de racdo, por um
periodo de 30 dias.

Substancias quimicas que aumentam o acumulo de nutrientes, como o
nitrogénio protéico e nao-protéico fornecidos pela alimentacao, sao consideradas
anabolizantes. Aumentando-se o acumulo de proteina, consequientemente, a
massa muscular aumenta, tornando-se uma substancia quimica residual para os
animais, mesmo numa quantidade muito pequena encontrada no animal (Duarte
et al., 2002).

Os anabolizantes, muitas vezes usados na producédo animal, sao divididos
em biologicamente end6geno, como a testosterona, ou biologicamente exégeno o
qual se divide em trés grupos: xenobidticos, como a trembolona —TBA; esterdides
sintéticos, como a MT; e os estilbenois, como a dietilestilbestrol — DES (Patterson
e Salter, 1985).

A legislacdo do uso de hormobnio na producdo animal diverge entre os
paises. O unico que é proibido em todos eles é o dietilestilbestrol (DES), por ser
cancerigeno. Na Europa, o uso de anabolizantes na producdo animal nao é
permitido, fazendo com que todo produto importado que apresente residuos de
horménio seja embargado. Ja, nos Estados Unidos, é permitido o uso da
testosterona e acetato de trembolona (TBA) em produtos de origem animal

(Collins et al., 1989).
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1.1. Objetivo Geral

Determinar a concentragdo do hormonio testosterona na carcaca de larvas
e juvenis de tildpia submetidas a dois métodos de reversao sexual: ragdo com 17-
a-metiltestosterona e banho de imersdo em solugéo enriquecida com o mesmo

hormonio.

1.2. Objetivos Especificos

1- Avaliagdo da eficiéncia do método de reversdo sexual por meio de banho de
imersdo em relacdo a incorporacdo do horménio na ragdo, por métodos
comparativos;

2- Detectar a presenca da testosterona na carcaca de larvas e juvenis de tilapia
do Nilo pelo método ELISA, apdés a reversdao sexual com o horménio

masculinizante 17-a-metiltestosterona.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Caracteristicas da Espécie

A espécie Tilapia do Nilo, originaria da Africa, est4 espalhada pelo Mundo
em diversos paises de clima subtropical e tropical. Essa espécie se destaca das
demais pelo crescimento mais rapido, reproducédo tardia (permitindo alcancar
maior tamanho antes da primeira reprodugéo) e alta prolificidade, possibilitando
produgéo de grandes quantidades de alevinos. Apresentam grande habilidade em
filtrar as particulas do plancton, e quando cultivadas em viveiros de aguas verdes,
geralmente superam em crescimento e conversao alimentar as demais espécies

de tilapia (Kubtiza, 2000).

2.2. Métodos de Reversao

A reversdao sexual € de fundamental importancia dentro do cultivo
racional de tilapia do Nilo, em razdo da necessidade de obtengcédo de individuos
machos para a engorda, evitando-se problemas com a reproducdo e desova,
além do excesso populacional nos viveiros e o maior crescimento do macho em
comparacao a fémea (Meurer et al., 2004).

Segundo Kubitza (2000), durante os primeiros 15 a 30 dias de vida,
dependendo da temperatura da agua, as pds-larvas de tildpia ainda ndo possuem
o sexo definido e, através da administracdo continua de horménio, podem-se

obter populacdes masculinas ou femininas, de acordo com o horménio utilizado.
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A reversdao sexual da tilapia pode ser alcancada por meio de varias
técnicas: incorporagcdo de horménio na ragdo (Galé et al., 1999), imersao das pos-
larvas em &gua contendo horménio (Kubitza, 2000) e altas temperaturas de
cultivo (Dias-Koberstein et al., 2006a).

A técnica mais usada nessa reversao sexual € a incorporagdo do
hormonio na racdo (Leonhardt e Urbinati, 1997). A producao de tilapia do sexo
masculino proporciona um maior crescimento, ao contrario das fémeas que
passam maior parte preparando-se para a reproducao (McAndrew, 1993).

Pandian e Sheela (1995) relacionaram varios trabalhos com reversao
sexual da tilapia. A maior parte dos estudos publicados preocupa-se com 0
sucesso ou fracasso dos métodos utilizados, ndo dando atengcdo as taxas de
sobrevivéncia e crescimento dos peixes com sexo revertido. Os resultados
obtidos neste estudo ressaltam que a reversdo sexual € um beneficio ao
desenvolvimento do peixe, tanto para crescimento quanto para maturidade
sexual.

Zanardi et al. (2006) testaram dois métodos de reversado sexual da Tilapia
do Nilo, avaliando a masculinizagao por alta temperatura (28°C, 32°C e 36°C), e
pela racdo contendo 17-a-metiltestosterona. Os resultados mostraram que a
temperatura de 36°C causou uma grande mortalidade, mesmo com uma reversao
de 93% de machos, e que a incorporacdo do horménio (60 mgMT. kg™') na racédo

obteve 98% de machos.

2.2.1. Horménio na racao

Segundo Phelps e Cerezo (1992), a utilizagdo de hormonios

masculinizantes é a técnica mais pratica e efetiva para a producdo de machos
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fenotipicos. Essa pratica, além de eliminar problemas relativos a reproducéo,
proporciona a obtencdo de populacbes homogéneas. Entre os hormonios
pesquisados, o andrégeno sintético 17-a-metiltestosterona (MT) tem sido bastante
empregado no processo de reversdo sexual, por apresentar também a vantagem
de ser facilmente excretado logo apds o periodo do tratamento hormonal
(Guerrero 11l e Guerrero, 1997).

Hiott e Phelps (1993) obtiveram populacdo 100% de machos em tilapia
do Nilo alimentada com 60 mgMT.kg"' de racdo durante 28 dias. Shelton et al.
(1978) também obtiveram 100% de machos de O. aureus com o hormdnio
etiltestosterona. Mainardes-Pinto et al. (2000) mostraram que as mesmas doses

apresentaram uma reversdo sexual de 98% de machos, em tilapia do Nilo.

2.2.2. Banho de Imersao

A técnica de banhos de imersdo envolve exposigdes periddicas e/ou
continuas dos animais em solucdo contendo horménios masculinizantes ou
feminilizantes (Pandian e Sheela, 1995). E um método alternativo a
suplementacgao dietética.

A imersdo apresenta menor custo de aplicacdo (Pandian e Sheela,
1995). Também pode minimizar o efeito de variaveis potencialmente influentes no
método de incorporacao de esterbides na racdo (Beardmore et al., 2001). Esse
método diminui o tempo de exposicdo do manipulador ao horménio, sendo mais
seguro para o ambiente, por possibilitar o armazenamento do residuo para
posterior degradacao (Galé et al., 1999) ou filtragem em carbono ativado (Specker

e Chandlee, 2003).



Revisdo Bibliogrdfica 7T

Experimentos de banhos de imersdo tém sido realizados desde 1965
(Phelps e Popma, 2000). A dificuldade do tratamento por intermédio do banho de
imersao é o desconhecimento do melhor periodo para procedimento da técnica.

Bombardelli e Hayashi (2005) observaram que tratamentos de imerséo
nao influenciam no crescimento e mortalidade das larvas. O periodo de maior
sensibilidade das larvas de tilapia do Nilo aos tratamentos hormonais com MT foi
de 15 dias apds eclosao (DPE) ou 408,2 dias-graus (UTAs), apresentando
85,19% de machos.

Dias-Koberstein et al. (2006b) utilizaram diferentes dosagens (1, 3 e 6
mg.L") de horménio no banho de imerséo para reversdo sexual da tilapia do Nilo,
sendo que a concentracdo de 6 mg do MT por litro de agua mostrou uma melhor

reversao sexual, obtendo 84% de machos.

2.2.3. Temperatura

Estudos recentes sobre a tilapia do Nilo demonstraram que altas
temperaturas da agua causam efeitos semelhantes aos provocados pelos
hormonios esterdides na reversao sexual, com variacbes nas proporcoes
macho:fémea, de acordo com a termossensibilidade das linhagens e das familias
dos peixes estudados (Dias-Koberstein et al., 2006a).

As g6nadas parecem apresentar sensibilidade a alteracdo de
temperatura no mesmo momento em que apresentam sensibilidade aos
tratamentos hormonais. Essa coincidéncia de periodos sensiveis a temperatura e
aos hormdnios pode resultar de mecanismos semelhantes, em que a temperatura

influencia o mecanismo de acdo da enzima aromatase, que catalisa a
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transformacgao de andrégenos para estrégenos (Baroiller e D'Cotta, 2001; D'Cotta
et al., 2001).

Borges et al. (2005) observaram que a temperatura de 37°C da agua,
durante um periodo de 28 dias, apresentou uma baixa sobrevivéncia (66%) e 72%
de machos.

Dias-Koberstein et al. (2006a), utilizando diferentes temperaturas da agua
(28, 32 e 36°C) na reversao sexual da tilapia, observaram que a temperatura de
32°C proporcionou melhor resultado, com 92% de machos e 89,3% de
sobrevivéncia. A temperatura de 36°C apresentou sobrevivéncia de 79,5% e 83,3

% de machos.

2.3. Residuos Hormonais e Metodologia

Budworth e Senger (1993) observaram que ao incluir testosterona na ragao
para truta arco-iris criada em sistema de recirculacao de agua, foram encontradas
doses significativas desse hormonio na carcaca de peixes de outros aquarios nao
pertencentes ao experimento.

Apesar de ter sido demonstrado em estudos especificos (Rothbard et al.,
1990; Curtis et al., 1991) que a utilizagdo do horménio ndo resulta no acumulo de
residuos nos tecidos dos peixes revertidos com horménio masculinizante, ainda
existem preocupagdes quanto a sua liberacdo no ambiente e a postura dos
consumidores em relacdo ao produto (Beardmore et al., 2001; Karayulcel et al.,
2003). Essa preocupacéo tem feito com que se busque uma melhor qualidade e
eficiéncia no processo com a diminuicdo dos custos e riscos e, principalmente,
com reducao de impactos ambientais (Pandian e Sheela, 1995; Baras et al.,

2001).
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No mundo moderno, grande parte da seguranca alimentar visa ao controle
de residuos nos alimentos, em decorréncia do uso de pesticidas, drogas
veterinarias, ou de acidentes envolvendo contaminantes ambientais. Residuos de
anabolizantes em carnes trazem sérios problemas de saude publica. De acordo
com Epstein (1990) 3.000 criangas em Porto Rico tiveram sérios problemas de
desenvolvimento sexual prematuro e cistos ovarianos devido a ingestao de
produtos carneos com residuos de zeranol.

Segundo o Comité Misto do Codex Alimentarius/ FAO/ WHO, a ingestéo de
alimentos contaminados por anabolizantes pode levar ao aparecimento de
distarbios enddcrinos, como inducéo de puberdade precoce em criangas, avangos
na idade 6ssea com repercussdes negativas no crescimento, modificacdo dos
caracteres sexuais, bem como canceres, principalmente, no figado e pancreas
(Cardoso et al., 1999).

Os agentes anabdlicos sao geralmente metabolizados e seus metabdlitos
excretados ou levados pelos tecidos numa forma livre, biologicamente nao ativa.
O figado converte os agentes anabdlicos em metabdlicos menos ativos e também
em formas conjugadas, mais solluveis em agua, que sao secretadas na bile,
sendo entdo excretadas pelas fezes e urina. No entanto, uma parte dos
metabdlitos formados no figado pode entrar no sistema circulatério e permanecer
em outros tecidos como residuos (Heitzman, 1983; Rico, 1983).

Em estudos com metiltestosterona na agua de tanques de cultivo por uma
semana, atingiu-se o pico de 3,8 ng.mL", 28 dias ap6s a alimentacdo com o
hormonio, diminuindo os niveis apds 35 dias. Também foi observado que o MT
acumulou nos sedimentos dos tanques em niveis de 2 a 6 ng.g', em 28 dias ap6s
o inicio do tratamento com o hormédnio. Depois de 84 dias encontravam-se niveis

de 2,8 22,9 ng.g"', demonstrando a persisténcia do metiltestosterona no solo por
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aproximadamente trés meses apds cessar o tratamento (Contreras Sanchez et
al., 2000; Fitzpatrick et al., 2000).

Johnstone et al. (1983) demonstraram que os niveis de metiltestosterona
(MT) na carcaga de alevinos de tilapia de Mogambique declinaram em 100 horas
(4 dias), para menos de 1% da concentragdo observada uma hora apés a ultima
refeicdo com ragao tratada com MT. Assim, na opinido dos pesquisadores, ndo ha
risco em consumir uma tilapia que foi submetida a reversao sexual.

Segundo Rana (1988), um unico ovo de tilapia contém aproximadamente 3
ng de testosterona. Aproximadamente 200 ovos pesam um grama, concluindo
que um grama de tecido ovariano contém 600 ng de testosterona.

Para a deteccdo de residuos de anabolizantes, geralmente, utilizam-se
duas metodologias: (1) os imunoensaios, tais como radioimunoensaio (RIA) e
método imunoenzimatico (ELISA), os quais sao rotineiramente usados para
deteccao e/ou (2) métodos fisico-quimicos, por cromatografia (CG-EM, CCDAE),
0S quais sao usados para determinacbées quantitativas e como métodos de
referéncia (Hoffman e Blietz, 1983; Lone, 1997). O método cromatografico,
durante os ultimos anos, tem demonstrado uma tendéncia no uso de métodos
como: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG - EM) e cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAF), como importantes ferramentas para a anélise
de esterdides anabolizantes em geral.

Em alguns paises, como Canada, Austrélia, Nova Zelandia, Argentina e
Estados Unidos, é permitido o uso dos compostos anabolizantes naturais, tais
como testosterona, progesterona, 17-B-estradiol e dos sintéticos zeranol e acetato
de trembolona (TBA). Nesses paises, sao controlados somente os residuos dos

compostos sintéticos com Limites Maximos de Residuos (LMR), cujos valores
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foram estabelecidos por um comité misto da FAO/ OMS (Organizagdo Mundial da
Saude) (Collins et al., 1989; Lone, 1997). No Brasil, a partir de 24 de maio de
1991 (Brasil, 1994), foi proibida a importacao, producao, comercializacao e uso de
substancias naturais ou artificiais para fins de crescimento e/ou engorda de
animais de abate, com permissao apenas para fins terapéuticos, sincronizagéo de
ciclo estral e preparagcdo de doadores e receptores para a transferéncia de
embrides (Brasil, 1991).

Em 1995, foi determinado pelo Codex alimentarius do Brasil, que os
produtos 17-B-estradiol, testosterona e progesterona seriam seguros a saude,
assim como o acetato de trembolona e o zeranol, desde que em doses inferiores
a 2 e 10 mgkg' respectivamente. O dietiletilbestrol foi considerado como

potencialmente téxico (Palermo-Neto, 1998).
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3. Material e Métodos

3.1. Condicées Experimentais e Local

O experimento foi realizado no laboratério de Tilapicultura do Centro de
Aquicultura da Unesp - CAUNESP, campus de Jaboticabal, no periodo de 20 de
novembro de 2006 a 17 de fevereiro de 2007, com sete amostras do material
biol6gico coletado. A extragdo da testosterona foi realizada no Laboratério de
Fisiologia de Peixes e no Laboratério de Farmacologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria,
campus de Jaboticabal (UNESP) foi realizado a determinagédo hormonal. O inicio
dos testes hormonais foram realizados no Laboratério de Fisiologia Animal
(LAFA), do Departamento de Ciéncias Basicas da Universidade de Sdo Paulo -

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, campus de Pirassununga.

3.2. Condicoes Ambientais e Material Biologico

Os reprodutores de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foram
acondicionados em caixas de alvenaria, de 2,8 m®, durante 15 dias, na proporgéo
de um macho para cada trés fémeas por metro cubico. Apos esse periodo, foram
coletados os ovos da boca de trés tilapias através de contrafluxo de agua na

orofaringe para a liberacao dos ovos (Figura 1)(Tabela 1).
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Figura 1. Coleta de ovos da boca da tilapia do Nilo,

através de contrafluxo no musculo da orofaringe.

A desova de cada fémea foi transferida para incubadoras cénicas de 2 L
de capacidade volumétrica e, apds a eclosdo, as larvas passaram para as
bandejas plasticas até a absor¢édo do saco vitelino (Figura 2). As larvas provindas
das trés matrizes foram homogeneizadas para que nao ocorressem influéncias

genéticas.

Figura 2. Incubadora artificial de tilapia, apresentando o copo

cénico e a bandeja.
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Tabela 1. Peso (g) e numero estimado de ovos de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus) utilizados no experimento.

. Ne estimado
Matriz  Peso (Q) de ovos
1 186 1.274
2 153 1.236
3 342 1.064

Foram utilizadas 1.500 larvas de tildpia do Nilo apds a absor¢ao do saco
vitelino com comprimento e peso médio de 8,75 mm x 0,071 e 0,0093 g *
0,00052, respectivamente.

As larvas foram distribuidas em 15 aquarios plasticos, 100 individuos por
aquario, com capacidade de 20 L e volume util de 15 L. Foram aclimatados em
sistema “banho-maria”, a uma temperatura média de 30°C + 2°C, em caixas

plasticas de 175 L, com aeragao continua (Figura 3).

Figura 3. Caixa com quatro aquarios com capacidade de 20 L,

em banho-maria, e as mangueiras de ar providas de pedra
porosa.

A temperatura da agua e do ar foram aferidas diariamente com
termdmetros de maxima e minima, de bulbo de mercurio. Trés vezes por semana,

foram realizadas coletas de agua para analises de pH (potencidmetro digital -
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Corning 0S-30), condutividade elétrica (uS.cm™) (condutivimetro digital - Corning
PS-70), oxigénio dissolvido (mg.L") (oximetro YSI - Yellow Spring Instruments
54A), alcalinidade CaCOs (mg.L™") e aménia (mg.L™") (titulagdo), utilizado a mesma
metodologia de Golterman et al. (1978), sélidos disponiveis totais - SDT (g.L") e
salinidade (mg.L") (sonda multiparametros da YSI). Os parametros da &agua
monitorados estavam de acordo com o recomendado para aquicultura por Boyd
(1992), Sipauba - Tavares (1995) e Popma e Phelps (1998) (Tabela 2).

Na maior parte do periodo experimental, a temperatura da agua ficou
entre 30,37°C (maxima) e 28,95°C (minima), recomendada para o bom

desempenho da espécie (Kubitza, 2000).

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos da agua (pH, condutividade elétrica,
oxigénio dissolvido, alcalinidade, ambénia, sdlidos disponiveis totais - SDT,
salinidade e temperatura média) dos aquarios experimentais com larvas e

alevinos de tilapia do Nilo.

Parametros fisico-quimicos Tratamentos™

Bl RH RS
pH 7,33 £ 0,04 7,28 £ 0,04 7,34 £ 0,03
Condutividade (uS.cm™) 299,20 +6,56 294,05+8,73 300,45+ 10,80
Oxigénio Dissolvido (mg.L™) 5,44 £ 0,08 5,38 £ 0,10 5,41 £ 0,05
Alcalinidade CaCOs(mg.L'1) 193 + 2,00 195 + 3,21 197 + 3,43
Aménia (mg.L™) 72,5 £ 26,32 70,8 + 44,98 98,6 + 56,79
SDT (g.L'" 0,2674 +0,02 0,2875 + 0,08 0,2757 £ 0,02
Salinidade (mg.L™) 0,156 £ 0,010 0,155+ 0,010 0,161 £ 0,004
Temperatura (°C) 30,31 £ 0,08 29,83 £ 0,94 30,30 £ 0,12

* Bl — Banho de imers&o; RH — Ragdo com horménio; e RS - Ragcdo sem horménio (controle).
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3.3. Tratamentos

Os tratamentos empregados foram: banho de imersao — (Bl), racdo com

hormonio — (RH), racdo sem hormdnio — controle (RS).

3.3.1. Banho de Imersao (Bl)

Os banhos de imersao foram realizados em aquéarios de vidro com
capacidade de 2,5 L e volume util de 2 L (Figura 4). A densidade utilizada foi de
50 larvas por litro. Os banhos aconteceram em dois periodos: 6- e 10° dia apoés
absorcao do saco vitelino das larvas, com duragao de 36 horas, e concentragcao

de 6 mgMT.L" de agua, diluido em 0,5 mL de dlcool etilico (92,8%).

Figura 4. Aquarios utilizados no banho de imerséo,
dentro da caixa em banho-maria, providos de soprador
de ar.

3.3.2. Racao com Hormonio (RH)

O tratamento ragcdo com horménio teve uma duracdo de 30 dias. Utilizou-se
racdo comercial (45% PB), a qual foi adicionado 60 mg do horménio 17-a-
metiltetosterona (valor esperado de pureza 97% a 103%) diluido em 0,5 litro de
alcool etilico (92,8°) em um quilo de ragdo. Em seguida, a racdo foi

homogeneizada, seca ao ar livre e posteriormente, estocada em refrigerador.
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3.3.3. Racao sem Horménio — Controle (RS)

Foi utilizada a mesma racdo para este tratamento sem a adicdo do

hormonio.

3.4. Manejo e Equipamentos Experimentais

Foram realizados seis arragcoamentos diarios (8, 10, 12, 14, 16 e 18 horas),
a vontade, com uma ragcao comercial (granulométrica 0,3 mm) contendo 45% de
proteina bruta, 9% de extrato etéreo, 6% de fibra bruta, 13% de matéria mineral,
3% de caélcio e 1% de fosforo. A racdo foi conservada em refrigerador a 6°C, por
um periodo de 30 dias. Os restos de racdo e fezes do fundo dos aquarios
experimentais foram sifonados, ap6s 30 minutos do primeiro e do quinto
arracoamento do dia.

As analises dos parametros fisico-quimicos da agua foram realizadas ao
meio dia, para que nao houvesse interferéncia dos mesmos por causa da
sifonagem A temperatura da agua dos aquarios experimentais foram aferidas
sempre antes das duas sifonagens e durante as analises dos parametros fisico-
quimicos da agua.

O fotoperiodo, durante os 30 dias experimentais para os tratamentos, foi de
12L:12E, controlado por “timer”. Cada aquario experimental era provido de
aeracao continua.

Terminadas as fases dos trés tratamentos, os alevinos foram transferidos
para caixas de fibra de silicone, com capacidade de 200 L, e volume util de 170 L

(Figura 5), onde os peixes permaneceram até o final do experimento (90 dias).
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Nesse periodo, os alevinos foram alimentados com uma ragdo comercial
contendo 32% de proteina bruta, 6% de extrato etéreo, 6,5% de matéria fibrosa,
12% de matéria mineral, 2,5% de calcio e 0,8% de fésforo, de granulometria 3mm,

com quatro arragcoamentos por dia, a vontade.

Figura 5. Caixa de 200 L no sistema de
recirculacdo em que 0S peixes passaram um
periodo de 60 dias apos o final do tratamento.

3.5. Determinacdo da Eficiéncia de Reversdo Sexual

Ao final dos 90 dias, todos os alevinos de cada parcela foram avaliados
quanto a proporcdo sexual. Para isso, os peixes foram anestesiados e
sacrificados com 15 mg de benzocaina por litro de agua para retirada das

gbnadas (Figura 6).

T ] =

Figura 6. Peixes sacrificados apos dosagem de 15 mg de benzocaina, figura a
esquerda (A) e da direita (B), apds corte ventral, retirou-se as visceras e separou-

se as gbnadas como esta na figura.
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A proporcdo de sexos foi determinada pela andlise microscépica das
gbnadas, utilizando-se a técnica do acetato-carmim, descrito por Guerrero e
Shelton (1974), e validada para alevinos de tilapia do Nilo por Wassermann e
Afonso (2002). As gbnadas foram coradas com acetato carmim a 45% em uma
lamina, comprimida levemente com uma laminula e, posteriormente, examinada
sob microscoépio 6tico, objetiva 40x (Figura 7). Foram identificados os machos e
as fémeas do grupo, por diferenciagdo anatdémica das gbnadas, de acordo com o

método desenvolvido por Afonso e Leboute (1993).

Figura 7. G6nada visualizada no microscopio ético com objetiva 40x. Na
imagem da esquerda (A) aparecem dois testiculos, tecido conjuntivo denso
(1) e os lébulos seminiferos (2); a imagem da direita € um ovario com o0s

ovacitos (3).

3.6. Determinacao da Testosterona em Larvas e Juvenis

3.6.1. Coletas de Larvas e Juvenis

Durante o experimento, foram realizadas coletas para quantificar o
hormonio na carcacga dos peixes, com amostragem no inicio do experimento, 30°,
379, 40°, 45° 60° e 90° dias. Foram coletados 0,5 g de peso vivo de larvas e
alevinos e congelados em gelo seco, para nao alterar as propriedades fisiolégicas

dos andrégenos, de acordo como Vijayan et al. (1991).
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3.6.2. Metodologia de Extracao

A metodologia utilizada foi descrita por Jesus et al. (1991), modificada por
Brinn e Urbinati (2003) e adaptada para extracdo do horménio metiltestosterona.
As amostras coletadas e congeladas a -20°C foram trituradas com o

auxilio de uma tesoura cirargica e um bisturi (Figura 8).

B

Figura 8. Amostras coletados e congeladas a -20 °C e identificadas (material,
tratamento, repeticdo e data) na figura da esquerda (A), e a direita (B), figura da
amostra triturada em uma placa de Petri sobre uma camada de gelo.

Um “pool’ de 0,5 g foi colocado em um tubo de ensaio de 15 mL (Figura
9), acrescentado 1,5 mL de solucdo tampao salina com gelatina — PBSG (Anexo

1) com auxilio de um pipetador de 5 mL.

Figura 9. Amostrado um “pool” de 0,5 g da massa

homogenia pesado em balanca analitica.
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Essa mistura foi homogeneizada no Turex (METALO D72622 GSE7141)

(triturador), por 45 segundos, ou até obter uma massa homogénea (Figura 10).

Figura 10. A esquerda (A) misturador e triturador Turex utilizado para as

amostras e a direita (B) a figura do tubo apds passar pelo Turex.

Deste homogenado foi retirada uma aliquota de 500 pyL a qual se
adicionou 3,5 mL de éter dietilico P.A. e misturado em Vértex (PHOEMIX AP-56)

(agitador) por um minuto (Figura 11).

Figura 11. Tubo com a aliquota (500 uL) do homogenado apds acrescentar 3,5
mL de éter dietilico, figura da esquerda (A) e da direita (B) o misturador Vortex.

Centrifugou-se (ALC PK-121R) por cinco minutos a uma velocidade de
2.500 rpm a temperatura ambiente e, em seguida, o tubo foi colocado em um
recipiente contendo gelo seco e acetona P.A., até ocorrer o congelamento da

massa. O éter foi entornado (n&o congelou a temperatura do gelo + acetona) em
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um tubo de ensaio de vidro limpo, novamente pipetou-se 3,5 mL de éter e repetiu-

se por mais duas vezes esse procedimento. (Figura 12).

B

Figura 12. Centrifuga utilizada, figura (A), foi imergido o tubo em um recipiente
contendo 100 g de gelo seco coberto com acetona, até que ocorra o0
congelamento da massa, figura (B) e apds isso o éter ndo congela, assim
entorna-se em outro tubo o sobrenadante, figura (C) .

O tubo de ensaio contendo o sobrenadante foi colocado em banho-maria
dentro de uma capela de exaustdo, a uma temperatura de 37°C, até evaporar o
éter por completo (x cinco horas). Depois de evaporado, foram lavados as
paredes do tubo com 1 mL de éter, com uma seringa de 5 mL e uma agulha
descartavel (Figura 13), e o material foi colocado em banho-maria novamente

para evaporar (+ duas horas).
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B

Figura 13. Capela com fluxo de ar com banho-maria em seu interior a uma
temperatura de 37 C figura da esquerda (A) e da direita (B) lava-se a parede do
tubo com um mL de éter, com o auxilio de um seringa e uma agulha descartavel
de 5 mL.

Ap6s completar a evaporagéo, adicionou-se 200 yL de PBSG, com um
pipetador de 1 mL, observa-se minusculas gotas de lipideos (Figura 14), e levou-
se ao sonicador (lavadora ultra-s6nica UNIQUE) por 15 minutos (Figura 15A).
Homogeneizou-se por um minuto no Vértex e repetiu-se o procedimento mais
uma vez, para completar a extracdo. O material resultante foi identificado (Figura

15B) e conservado a -20°C para posterior analise.

B

Figura 14. Apds evaporar em banho-maria observa-se que essa mancha
amarelada é o lipidio, figura da esquerda (A) e da direita (B) adicionou-se 200 uL
de PBSG.
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Figura 15. Sonicador, em que as amostras ficaram pro 15 minutos, Figura da
esquerda (A) e da direita (B), tubos com a solucéo final para realizou a leitura, e
identificados.

3.6.3. Principio do Teste ELISA

A leitura das amostras foi feita pelo ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) no qual foi utilizado o “Kit” da marca Interkit (Testosterona EIA
“Kit’), somente para diagndstico in vitro. O teste foi realizado com base no
principio de ligagbes competitivas entre a testosterona da amostra e a
testosterona-HRP conjugada, com uma quantidade constante de antitestosterona
de coelho. A testosterona da amostra do tecido foi ligada a um anticorpo de
coelho em solugdo, e o complexo resultante foi capturado por um anticorpo de
cabra anti-lgG e de coelho impregnado nas cavidades. Simultaneamente,
adicionou-se a placa uma solugcdo de testosterona conjugada com peroxidase,
que competiu com a testosterona do soro para se ligar ao anticorpo anti-
testosterona de coelho.

A testosterona conjugada com peroxidase, ndo ligada, foi removida com

lavagens. Foi adicionada uma solucdo de TMB e incubada resultando no
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desenvolvimento de uma coloragdo azul. A adicdo de um acido forte a mistura
paralisou a reagdo, produzindo uma coloracdo amarelada com uma maxima
absorcdo medida espectrofotometricamente em 450 nm. A intensidade da cor
formada é inversamente proporcional a concentragdo de testosterona na amostra.
Uma curva padrdo foi obtida das concentragbes dos calibradores versus suas
absorbancias. As concentracdes de amostras e controle foram comparadas

paralelamente com os calibradores.

3.6.3.1. Procedimento da Leitura no ELISA

A placa continha 96 cavidades com oito linhas e 12 colunas, onde foram
pipetados 10 pyL de padrdo, controles e amostras nos pogos apropriados. Logo
apos adicionados 100 pL de conjugado e 50 yL de antitestosterona em todos os

pocos (Figura 16).

Figura 16. Placa com 96 pogos, em que foi adicionado o conjugado com uma
pipetador multicanais (8).
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Através de movimentos circulares, procedeu-se a homogeneizagéo.
Incubou-se por 90 minutos a uma temperatura de 37°C (Figura 17A), desprezou-
se o conteudo dos pocos e lavou-se cinco vezes com agua destilada ou
deionizada (Figura 17B), para retirada do excesso dos reagentes utilizados para a
retencdo da testosterona na parede dos pocgos. Depois verteu-se em papel

absorvente, batendo-se para retirar o excesso de liquido.

v

Figura 17. Incubadora de movimentos
circulares e reajuste de temperatura, em que
no caso 37 C, figura da a esquerda (A) e da
direita (B) equipamento de lavagem da placa.

Foram pipetados 100 yL de substrato em todos os pogos, homogeneizados
e incubados por 20 minutos em temperatura ambiente (18°C a 25°C), ao abrigo
da luz. Foram pipetados 100 pL de solugdo de bloqueio em todos os pocos e
homogeneizados por 30 segundos. As leituras das amostras foram realizadas na
densidade Optica de 450 nm, e realizadas em até 10 minutos, para nao
comprometer a agdo dos reagentes. Os reagentes utilizados na pipetagem

acompanham o “kit’ EIA testosterona soro humano (Figura 18).
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Figura 18. Equipamento de leitura EIA, para placas com 96 po¢os.

3.6.3.2. Determinacao da Porcentagem de Recuperacao Hormonal

A determinacado da porcentagem de recuperacgéao feita com horménio foi
realizada pela adicdo de quantidades conhecidas de testosterona em amostra de
tecido dos peixes, obtidos pela homogeneizacao e adicionado o PBSG no controle
(mesma amostra foi usada para fazer todos os valores conhecidos). Os valores

conhecidos ao PBSG foram os seguintes: 1, 3, 6 e 12 ng de MT (Anexo 2).

3.6.4.. Transformacao dos Valores da Concentracdo de Testosterona

Os valores apresentados pelo programa do ELISA sao expressos na
unidade de ngT.mL" do extrato. Estes valores foram transformados em ngT.g™' de
carcaca a partir do método de extragdo. Para isso utilizou-se uma funcéo
matematica para transforma-los Y ngT.g” carcaga = 1,2 . X ngT.mL™" extrato, em

que “Y” é a concentracdo da testosterona (ng) por grama de carcacga, e o “X” é a
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concentracdo da testosterona (ng) por mililitros do extrato final da extracdo do

tecido, multiplicado pelo fator 1,2.

Y=12.X

3.6.5. Ensaios e Recuperacao da Testosterona

3.6.5.1. Interensaio

O interensaio foi realizado entre os “kits” (placas) de testosterona (EIA).
Cada “kit” recebeu trés amostras e cada amostra foi repetida entre os “kits”, para
avaliar o erro de leitura de cada um. Para isso foram utilizados valores altos (7,19,
10,39 e 7,55 ngT dentro de cada poc¢o) e baixos (0,33, 0,48 e 0,50 ng por poco)
de testosterona para os “kits” um, dois e trés, respectivamente. O desvio padrao,
coeficiente de variacao e a média entre os valores altos para as placas foram de
1,752, 20,92% e 8,3766 ng respectivamente e para os valores baixos foram de
0,0929, 21,278% e 0,4366 ng. O erro de pipetagem esteve abaixo do padrao de
Nash et al. (2000), que observaram o coeficiente de variagao do interensaio com

valor de 50%.
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3.6.5.2. Intra-ensaio

O intra-ensaio foi realizado dentro de cada “kit” (placa) de
testosterona (EIA), e cada um recebeu duas amostras (uma no inicio da placa e
outro no final), para avaliar o erro dentro de cada placa. Para isso, foram
utilizados valores altos (10,30 e 15,51 ngT dentro de cada pogo) e baixos (0,48 e
2,0 ng por pogo) para cada kit. O desvio padrdo, coeficiente de variagdo e a
média entre os valores altos para as placas foram de 3,684, 28,547% e 12,905
ng, respectivamente; e para os valores baixos foram de 1,074, 86,677% e 1,24
ng. O valor encontrado por Nash et al. (2000) para o intra-ensaio, esteve acima do

coeficiente de variacdo de 5%.

3.6.5.3. Recuperacao da Testosterona pelo Método de Extracao

Para fazer o teste de recuperacado da testosterona, foram utilizados cinco
pools de uma mesma amostra de peixe, A; (controle), Ay (adicionado 1 ngT), As (3
ngT), As (6 ngT) e A1z (12 ngT) (Anexo 2). Os valores encontrados foram 3,55,
4,25, 5,54, 8,45 e 10,95 ngT; e recuperados A; (0,70 ngT), Az (1,99 ngT), As (4,90
ngT) e A2 (7,40 ngT); e a porcentagem de recuperacéo para cada pool A (70%),
As; (66,33%), As (81,66%) e Aix (61,66%). A média da recuperacdo da
testosterona pelo método de extracdo utilizado no experimento foi de 69,91%.
Rothbard et al. (1990) obtiveram uma recuperagcdo do método de extracdo de
56,1% * 6,2% em alevinos de Oreochromis aureus, alimentados com racao
contendo MT radiomarcada (60 mgMT.kg" de racdo). O valor foi usado para

correcdo da determinacdo pela cromatografia (HPLC) sendo inferior ao método
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utilizado neste experimento. Esse valor da recuperacdo depende muito da

experiéncia com o método utilizado e da metodologia de extragdo.

3.7. Parametros Estudados

Os parametros zootécnicos analisados no desenvolvimento larval até a
fase de alevinagem foram:

- Comprimento total (mm) (12, 302 e 90° dia);

- Peso (g) (12, 30° e 90° dia);

-Efetividade da Reversao aos 90 dias (%);

%M = n® machos 100
n° total peixes

- Ganho de peso (g) aos 30° e 90° dia;
GP =  peso (30° ou 90° dia) - peso inicial

- Ganho de peso (g) individual 90° dia;

GPind. = peso (90° dia) - peso inicial
dias de cultivo

- Taxa de sobrevivéncia (%) aos 30° dia;

Ts = n°final de peixes
n° total de peixes

x 100
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3.8. Andlise Estatistica:

Os dados coletados para as variaveis foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) a um nivel de 5% de probabilidade. Nos dados onde houve
diferencas significativas foi aplicado o teste de Tukey (a=5%). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com trés tratamentos e cinco
repeticdes, submetido ao programa estatistico SAS (Statistic Analysis System),
versao 9.1.

Os dados de sobrevivéncia e porcentagem de machos sofreram

transformacao em Arco seno [(Vx)/100].
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4. Resultados e Discussao

4.1. Parametros Zootécnicos

Em relacdo ao comprimento total (Tabela 3), pode-se observar que houve
diferenga significativa (P = 0,0076) para a interagdo entre os fatores

tratamentos e dias de amostragem.

Através do teste de Tukey, pode-se observar que o comprimento total
(Tabela 3) diferiu nos tempos de amostragem, como era de se esperar, mas foi
semelhante entre os tratamentos Bl, RH e RS, exceto aos 90 dias, quando os
peixes do tratamento RH apresentaram o maior comprimento (79,29 mm). Esses
resultados estdo de acordo com Pandian e Sheela (1995), que observaram que
peixes da familia ciclideos revertidos com hormbnio masculinizantes
apresentaram um crescimento duas vezes mais rapido que peixes do tratamento
controle. Carvalho (1985) observou resultados diferentes em tilapias do Nilo
tratadas com 30 mg do hormdnio 17-a-metiltestosterona, apresentando melhor
crescimento em comprimento e peso, comparados aos outros tratamentos (50 e
100 mgMT 'kg de racéo e controle).

A andlise de variancia para o peso dos animais encontra-se na Tabela 3.
Péde-se observar que também houve diferenga significativa (P = 0,0058) para a

interacdo tratamento e dias de amostragem.
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Os resultados de peso (Tabela 3) tiveram o mesmo comportamento que os
de comprimento. Observa-se que houve diferenga significativa de todos os
tratamentos em relagdo ao tempo de amostragem, enquanto em cada periodo de
amostragem s6 houve diferenca significativa entre tratamentos aos 90 dias. Os
peixes submetidos ao tratamento Bl apresentaram o maior peso (8,69 g) e os
submetidos ao tratamento RS, menor peso (5,15 g). Resultados diferentes foram
encontrados por Silva (2004), que observou um menor peso em larvas de tilapia
alimentadas com racao contendo MT, em comparagédo com as alimentadas com
racdo sem hormonio.

Behrends e Smitherman (1984) encontraram resultados que discordam do
presente trabalho, quando verificaram que tilapia do tratamento controle
apresentaram maior crescimento e peso com relagdo a outros tratamentos
(testosterona). Mainardes-Pinto et al. (2000) e Guerrero Il e Guerrero (1997)
mostraram que nao houve diferengas significativas entre os tratamentos com
testosterona em tildpia do Nilo, com relagdo ao ganho de peso. Ja Simone (1990)
observou em tilapia que, quando utilizou dietas com o hormdnio masculizante
(metiltestosterona) na racdo, houve uma diminuicdo do ganho em peso e
comprimento total. Rinchard et al. (1999) explicaram que o efeito anabolizante do
metiltestosterona depende do estdgio de desenvolvimento, tempo de
administragdo do horménio, método de aplicacdo, temperatura e fatores
dietéticos. Os autores acima utilizaram a mesma dosagem hormonal do presente
experimento.

Também ocorreram diferencas significativas na interacao entre os fatores
tratamentos e dias de amostragem (P = 0,0271) para os dados de ganho de peso

(Tabela 3).
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Através do teste de Tukey (P < 0,05), observa-se que houve diferenca
significativa entre os dias amostrados nos tratamentos estudados (Tabela 3). No
entanto, ao observar os tratamentos em cada amostragem, nota-se que houve
diferenca significativa apenas aos 90 dias, quando os peixes que receberam o
banho de imersdo apresentaram o maior ganho de peso (8,68 g), seguidos pelos
peixes que receberam racao com horménio (7,10 g), e o menor ganho de peso,
nos peixes que receberam ragcao sem hormonio (5,14 g).

Na Tabela 4, encontram-se os dados de crescimento e taxa de
sobrevivéncia aos 30 dias do experimento. Pode-se observar que nao houve
diferenga significativa para crescimento (P = 0,1535) e taxa de sobrevivéncia dos

peixes (P = 0,5343).

Os valores médios de crescimento (mm) para os tratamentos estudados
foram 17,72, 13,01 e 15,46 para Bl, RH e RS, respectivamente. Guerrero Il e
Guerrero (1997) afirmaram que o 17-a-metiltestosterona tem pouco ou nenhum
efeito sobre o crescimento de tilapia do Nilo durante o tratamento hormonal.

A taxa de sobrevivéncia para Bl, RH e RS foi 54,29%, 53,87% e 46,06%,
respectivamente. Silva (2004) observou que ndo houve diferenca significativa da
taxa de sobrevivéncia entre os peixes tratados ou ndo com o horménio
masculinizante, corroborando os resultados do presente estudo. Pandiam e
Sheela (1995) mostraram que os peixes revertidos sexualmente com horménio
apresentaram baixa taxa de sobrevivéncia, confirmando os dados deste
experimento. Little et al. (2000) corroboram com os dados deste trabalho,
relatando que a sobrevivéncia na fase de reversdo sexual de tilapia do Nilo foi de
48,4%. Guerrero Ill e Guerrero (1997) estdo de acordo com o presente trabalho,
afirmando que a metiltestosterona nédo tem efeito sobre a sobrevivéncia na

reversdo sexual de tilapia do Nilo.
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Tabela 4. Testes de hipoteses na analise de variancia e médias obtidas para as
variaveis: crescimento (mm) e taxa de sobrevivéncia (%), aos 30 dias do

experimento com larvas e juvenis de tilapia do Nilo para os tratamentos.

Variaveis
Estatisticas Crescimento Taxa de
(mm) sobrevivéncia (%)
F para tratamentos 2,20 (0,1535)" 0,66 (0,5343)"
Levene'” 3,44 (0,0660)™ 3,06 (0,0843)"
Cramer-von Mises® 0,07(0,2012)" 0,09 (0,1394)"™
CV (%) 23,08 2479
o 17,72 54,29
ratamenios 13,0 53,67
RS 15,47 46,06

" Teste de Levene para homocedasticidade (igualdade das varidncias); 2 Teste de
Cramer-von Mises para a normalidade dos erros; ™ - nédo significativo (P>0,05); Bl —
banho de imersdo, RH — ragdo com horménio e RS — controle.

4.2. Porcentagem de Machos

A taxa de masculinizacao dos juvenis de tilapia Nilo encontra-se na Tabela
5. Pode-se observar que houve diferenga significativa (P = 0,0034) entre os
tratamentos. Através do teste de Tukey (P > 0,05), pode-se observar que a
porcentagem de macho dos tratamentos Bl e RH nao diferiram significativamente
entre si, apresentando valores de 86% e 94%, respectivamente. Galé et al. (1999)
encontraram valores proximos ao tratamento Bl do presente trabalho, com taxa de
83% de individuos do sexo masculino. Wassermann e Afonso (2003) observaram
valores 91,6% para banho de imersdo com MT. Bombardelli et al. (2007)
encontraram valores de 47% a 71,92% de macho de tilapias apdés banho de
imersdao com MT, sendo inferiores aos encontrados no presente trabalho.

Bombardelli et al. (2004) apresentaram valores de reversdo de 95% a

100%, com o uso de metiltestosterona. Mainardes-Pinto et al. (2000) encontraram
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valores préximos aos dos autores acima, 96% a 100%. Bocek et al. (1992) e
Phelps et al. (1995) utilizaram dietas com 60 mgMT.kg ' de racdo assim como os
autores anterior, fornecidas duas a quatro vezes ao dia na ragdo, obtiveram
populacées masculinas entre 95% e 99%, raramente 100%, devido a aparente
resisténcia ao horménio de 1% a 5% pelas fémeas tratadas. Borges et al. (2005)
observaram 62,27% de machos, quando submetidos a temperatura de 27°C,

valores préximo ao tratamento controle do presente experimento 68%.

Tabela 5. Testes de hipoteses na analise de variancia e médias obtidas para a
variavel porcentagem de machos (%), aos 90 dias do experimento, com

juvenis de tilapia do Nilo nos trés tratamentos.

Estatisticas Variavel
% Macho
F para tratamentos 9,50 (0,0034)**
Levene® 2,4 (0,1331)"™
Cramer-von Mises" 0,09 (0,1353)"
CV (%) 11,68
a
Médias dos ©' 86
tratamentos " 94b
RS 68

" Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P>0,05); 2 Teste de
Levene para homocedasticidade (igualdade das varidncias; % Teste de
Cramer-von Mises para a normalidade dos erros; ™ - ndo significativo
(P>0,05); ** - significativo (P<0,01); Bl — banho de imersdo, RH — ragc&o
com horménio e RS — controle.

4.3. Concentracao da Testosterona

Os dados médios de concentracdo de testosterona (ngT.g"' carcaga) entre
os tratamentos encontram-se na Tabela 6. Pode-se observar que houve diferenga
significativa para os tratamentos estudados (P = 0,0118), ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Pelo teste de Tukey, observa-se que a concentracdo de testosterona na
carcaca dos peixes que receberam hormdnio (Bl e RH) diferiu significativamente
do controle (RS), apresentando as médias de 1,8907, 2,1387 e 0,8080 ngT.g"
para os tratamentos Bl, RH e RS, respectivamente. Discordando do presente
estudo, Rothbard et al. (1990) observaram que tilapias do Nilo revertidas
sexualmente, os valores encontrados da concentracdo de testosterona foramde
11,1 ngT.mL" de plasma, para machos ativos e valores de 37,8 ngT.mL em
machos revertidos.

Os mesmos autores mediram a reducdo da radioatividade em varios
tecidos, em razao do tempo de larvas de Oreochromis aureus alimentadas com
racdo contendo MT radiomarcada (60 mgMT.kg™" de racdo). O MT marcado emite
radioatividade, indicando a quantidade do hormdnio no musculo. Os autores
testaram dois tratamentos: racdo com hormoénio, durante 11 semanas, e o outro
com duas semanas. As amostragens foram nos dias zero, 1, 2, 3, 7, 14 e 28 apés
finalizar o experimento. Os valores encontrados para o tratamento com horménio
durante 11 semanas foram 140 e 170 ngMT.g"' de musculo, para os dias 0 e 1,
respectivamente apds o fim da aplicagdo hormonal. No terceiro dia, houve uma
diminuicdo da concentragdo, atingindo 20 ngMT.g" e no quinto dia, elevacido
novamente para 50 ngMT.g™" de musculo. A concentracdo do horménio no peixe

com 600 g (comercial) foi menor que 8,2 ngMT.g™.



Resultados e Discussdo 39

Tabela 6. Testes de hipdteses na analise de variancia e médias obtidas na
varidvel; concentracdo de testosterona na carcacga (ngT.g' carcaga) entre
0s tratamentos: banho de imersao (Bl), racao com horménio (RH) e racdo

sem horménio (RS), com larvas e juvenis de tilapia do Nilo.

- Variavel
Estatisticas Concentragao de Testosterona (ngT.g "' carcaca)
F para tratamentos 517 (P =0,0118)*
F para Rep. (Trat) 0,54 (P = 0,8693)"™
F para dias de amost. 2,25 (P = 0,0658)"
F para (Trat. X dias de amost.) 0,50 (P = 0,9005)"°
CV (%) 55,92
Médias Bl 1,8907°
Tratamentos” RH 2,1387°%
RS 0,8080°

" Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
Tukey (P>0,05); ™ - ndo significativo (P>0,05); * - significativo (P<0,05).

Os dados de concentracao de testosterona na carcaga de larvas e juvenis

de tilapia em relagdo ao tempo de amostragem estao presentes na Tabela 7.

No primeiro dia de amostragem, ndo foi possivel aplicar a estatistica
(houve apenas uma amostragem por tratamento), porque foi utilizado um “pool”
de 0,5 g de carcaca para as analises da concentracao de testosterona, pois as
larvas pesavam aproximadamente 0,009 g, € a quantidade necessaria seria
muito grande (x 60 larvas para cada parcela), comprometendo o inicio do
experimento, pois a quantidade de larvas disponiveis das trés desovas néo seria
o suficiente. No 37° dia, também houve apenas uma amostragem por

tratamento, por ndo haver pocos suficientes no “kit” para muitas amostragens.

Observa-se que houve diferenca significativa entre os tratamentos aos 30,

40, 45 e 90 dias.

Aos 30 dias de amostragem, o valor da concentragcdao de

testosterona na carcaca dos peixes submetidos aos tratamentos Bl e RH néo
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diferiram significativamente entre si (2,668 e 1,560 ngT.g"', respectivamente). Os
peixes que receberam a racdo sem horménio (RS) apresentaram a menor
concentracdo de testosterona na carcaca (0,636 ngT.g'), mas ndo diferiu
significativamente dos peixes do tratamento RH (Tabela 7). Sower e lwamoto
(1985) observaram que o uso de testosterona em ragdo comercial para peixe
pode influenciar em varias fungdes fisioldgicas, como maturidade sexual,
desenvolvimento das gbnadas e testiculos. Os niveis de testosterona encontrados
em Acipenser baeri foram de 0,40 ng.g™' (dieta com 1 mg de testosterona) até 7,0
ng.g"' (dieta com 10 mg de testosterona), valores préximos aos encontrados neste
experimento.

Hirschenhauser et al. (2004) disseram que a Keto-testosterona é o
hormonio mais efetivo na geragédo e estimulagdo das caracteristicas secundarias
sexuais, reproducao, espermatogéneses e na ovulacao em Oreochromis niloticus.

Aos 40 dias experimentais (Tabela 7), os peixes submetidos ao tratamento
RH apresentaram a maior concentracdo de testosterona na carcaca (1,784
ngT.g"), diferindo significativamente dos demais. Davie e Thorarensen (1997)
estudaram o efeito anabolizante do horménio natural (testosterona) e o sintético
(17-a-metiltestosterona) em truta arco-iris. Utilizaram 30 mg de cada horménio
misturados a 500 yL de 6leo de cacau e aplicado na cavidade peitoral. Apés 42
dias, os niveis de testosterona no controle foi de 6,1 + 3 ngT.mL™ plasma, no
tratamento com testosterona 14,44 + 0,84 ngT.mL'1 e no tratamento com 17-a-
metiltestosterona 10,35 # 1,45 ngT.mL™" plasma.

Comportamentos semelhantes ocorreram aos 45 e 90 dias (Tabela 7),
quando a concentragdo de testosterona dos peixes do tratamento RH (2,322 e
2,812 ngT.g", respectivamente), diferiram significativamente apenas do controle

(0,696 e 1,206 ngT.g™).
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A concentragdo de testosterona em “tinca-tinca” (Chelidonichthys
kumu) nos peixes controle foi de 1,0 ngT.mL" no plasma. Os peixes que
receberam 80 mgT.kg" de peixe apresentaram, ap6s 35 dias a concentracdo de
20 ngT.mL™" de plasma (Vaimikka et al., 2005), considerando que as quantidades
de horménio encontrada no plasma foram superiores ao presente experimento
que utilizou a carcaga do peixe.

Nao houve diferenca significativa na concentracao de testosterona dos
peixes nos diferentes tratamentos aos 60 dias de amostragem variando de 1,018
a 2,661 ngT.g"' de carcaca (Tabela 7).

Em “yellowfin tuna” (Thunnus albacares) Stéquert et al. (2001) verificaram
que, de fevereiro até outubro, a concentracao média de testosterona erade 7 a 13
ngT.mL" no plasma e de novembro a janeiro (periodo chuvoso) obteve um pico
de 25 ngT.mL" no plasma (fase de reproducao).

Rinchard et al. (1999) utilizaram 15 ngMT na ragao para a reversao sexual
de peixes “muskellunge” (Esox mosquinogy), durante 60 dias, e obtiveram 65%
de machos e 18 ngMT.mL" no plasma. Apés o periodo de quatro a dez dias do
término da aplicagdo do horménio, os niveis de testosterona diminuiram em até
90%, como no presente trabalho, voltando aos valores normais apos 21 dias do
final do experimento.

Nash et al. (2000) observaram que, em um periodo de 30 horas, a
concentracao de testosterona na maioria trutas arco-iris, esteve entre 2 a 4
ng.mL™ no plasma e, em trés periodos, observaram picos de 13, 11 e 16 ng.mL"
no plasma com auxilio de um cateter na aorta dorsal.

Observando a Figura 19, nota-se um pico de testosterona aos 30 dias,
quando as larvas foram submetidas ao banho de imers&o, enquanto as larvas

alimentadas com horménio na racao apresentaram um pico de testosterona aos
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37 dias. A seguir, tanto Bl quanto RH diminuiram os valores até 40 dias, e apds
houve um aumento nas concentragdes de testosterona, nos dois tratamentos (RH
e Bl), sugerindo que o hormdnio utilizado na reversao sexual das tilapias pode ter
influenciado no processo de maturagao sexual dos peixes.

3,0 1

RH
55 A KR %/X

A -A B
20+
A A
1,5 - - .",
_._._--mRS
10 + Cea TR
3 - - = -

0,5 ?»,/- ==
0.0 | | | | | |

1 30 37 40 45 60 90

Dias apds inicio do experimento

Figura 19. Curva da concentracdo de testosterona na carcaca de larvas e juvenis
de tildpia do Nilo, no periodo inicial, no 30°, 37°, 40°, 45°, 60° e 90° dias apds o
inicio do experimento, nos tratamentos racdo com horménio (RH), banho de
imersao (Bl) e controle (RS) em nanograma (ng) do horménio (MT) por grama (g)
de carcaca de tilapia do Nilo. O valor do desvio padrdo para cada curva de
concentracdo dentro dos tratamentos (RH, Bl, e RS) foram, respectivamente,
1,088, 0,899 e 0,577; e para o coeficiente de correlagdo foram, respectivamente,
0s seguintes: 0,849, 0,598 e 0,967.

O efeito do uso do 17-a-metiltestosterona no processo de reversao sexual
em ciclideos, induz a diferenciacdao gonadal para machos, aceleram o processo
de maturacao dos espermatozoides (Carvalho, 1985) discordando de Rothbard et
al. (1990), que o tratamento de larvas com andrégenos (testosterona) ndo afetam
0s niveis de testosterona plasmatica dos peixes quando atingem a maturidade
sexual. Afirma ainda que os baixos niveis de testosterona em peixes revertidos

podem estar relacionados com a auséncia de fémeas nos viveiros.
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Dados observados no presente experimento mostraram que a testosterona
induz o processo de maturacdo dos machos. O elevado nivel de testosterona
observado em Oreochromis mossambicus (18 ngT.mL" de plasma em machos e
9,5 ngT.mL" de plasma fémeas) foi devido a maturidade sexual e ao processo de
ovulacao (Rocha e Reis-Henriques, 1996).

Lee et al. (1995) relatam que a inducdo do MT em garoupa (Epinephelus
tauvina) provoca alteracbes nas génadas e degeneracao dos tecidos ovarianos,
resultando em um efeito direto nos ovarios e uma proliferacdo de
espermatogébnias, ocorrendo uma mudanc¢a no metabolismo gonadal, durante a
inducdo sexual, sendo produzido o 11-oxoandrégeno pelos tecidos gonadais dos
machos. Em “Monopterus albus”, apds desova, € reduzido o acumulo excessivo
de MT, durante essa fase de inatividade reprodutiva (Yeung et al., 1993).

Goudie et al. (1986) estudaram tildpias submetidas a reversao
sexual e mostraram uma rapida diminuicdo do MT radioativo no musculo, sendo
90% do horménio marcado, eliminado em menos de 24 horas e, menos de 1%
representando 5 ngMT.g" de tecido, pode ser detectado em 21 dias apés o final
do tratamento.

Budworth e Senger (1993) afirmaram que, apds terem injetado um
miligrama de testosterona em truta arco-iris, observaram, nas primeiras horas, um
pico de 20 ng.mL", quando os peixes apresentaram um intervalo de 150 a 185
ngT.mL" no plasma. Com o tempo, esse horménio foi eliminado para a agua do
aquario, sendo, depois de 12 horas, observadas concentracdes de 1 ngT.mL™".

A racdo desperdicada, nado ingerida ou ndo metabolizada pode liberar
quantidade significativa de metiltestosterona nos tanques de cultivo de reversao
sexual de tilapia, colocando em risco a exposicdo de metiltestosterona ao

trabalhador e os organismos aquaticos e terrestres. Contreras Sanchez et al.
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(2000) e Fitzpatrick et al. (2000) observaram que a metiltestosterona acumulou-se
nos sedimentos dos tanques em niveis de 2 a 6 ng.g”', 28 dias apds o inicio do
tratamento hormonal e apés 84 dias, os niveis de testosterona foram de 2,8 ng.g™".
Isso demonstra a persisténcia da metiltestosterona no solo por aproximadamente
trés meses ap0ds cessar o tratamento.

Phelps et al. (2000) observaram que durante o experimento, houve uma
elevagdo da concentracdo do MT na agua até o 14° dia. Logo apds, a curva de
crescimento comecgou a diminuir, mas aumentou os niveis de testosterona nos
sedimentos. Kirk et al. (2002) relataram que os andrégenos estao presentes em
efluentes de estacdo de tratamento de esgoto, com uma concentracdo variando
entre 2 a 4.033 ng.L' de dihidrotestosterona e, em &guas fluviais, as

concentracdes de andrégenos estavam acima de 100 ng.L™".
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6. Conclusoes

Os dados do presente trabalho permitiram concluir que:

- Para a reversao sexual da tilapia pode-se utilizar a racdo com horménio ou
0 banho de imersdo, embora a racao contendo horménio mostrasse taxas mais

elevadas de masculinizagao.

- As concentracbes de testosterona na carcagca foram maiores para o
tratamento racdo com horménio, embora néo se tenha diferenciado do banho de

imersao.

- As concentragbes de testosterona aumentam com a ingestdo e/ou

absorcao do hormonio, eliminando em até dez dias ap6s o final do tratamento.

- Provavelmente, o horménio 17-a-metiltestosterona, induziu a maturacao
sexual dos machos tratados, uma vez que os niveis hormonais voltaram a subir,
apds a eliminacao do hormdnio, diferenciando dos animais que nao havia contato

com a indug¢ao hormonal.
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Anexo 1

Solucao Tampao Fosfata Salina com Gelatina
Ingredientes:
- Fosfato de sédio dibasico (10 mM) - HNa2PO4
- Fosfato de s6dio monobasico (10 nM) NaH2PO4
- Cloreto de sodio (140 mM) NaCl

- Gelatina de microbiologia (marca Merck)

e SOLUGCAO A: pese 0,7098 g de fosfato de sédio dibasico em 500 mL agua
destilada.

e SOLUCAO B: pese 0,68995 g de fosfato de sddio monobasico para 100 mL
de agua destilada.

e Pese 4,098 g de cloreto de sodio

e Pese 0,5 g de gelatina.

Preparo:

Com o auxilio de um peagametro em um termémetro coloque no agitador
com purga 400 mL da solugédo A e adicione a solugédo B vagarosamente até que o
pH estabilize em 7,3 (x 450 mL).

Depois de misturado diluir o NaCl e a gelatina em + 150 mL da solu¢édo A +
B, aquecendo a 30°C (nado deixe ultrapassar 40°C) e conserve em x 6°C por no

maximo 7 dias.
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Anexo 2

Porcentagem de recuperacao hormonal.

- Validagéo da metodologia de extragédo para valores de 0, 1, 3, 6 e 12 ng de MT.

e SOLUCAO A: pesa-se em uma balanca analitica 10 mg de 17-a-
metiltestosterona, dissolva em um mL de alcool absoluto e complete o
volume com PBSG até atingir 10 mL em um baldo volumétrico de 10 mL,

tendo uma concentragado de (1 mg de MT.mL™).

e SOLUCAO B: pegue 100 uL da solugdo A, coloque em um baldo
volumétrico de 10 mL e complete com PBSG até atingir os 10 mL, tendo

uma concentracéo de (10 ug de MT.mL™).

e SOLUCAO C: pegue 100 pL da solugcdo B, coloque em um baldo
volumétrico de 10 mL e complete com PBSG até atingir os 10 mL, tendo

uma concentracédo de (100 ng de MT.mL™).

e SOLUCAO D: pegue 100 pL da solugdo C, coloque em um baldo
volumétrico de 10 mL e complete com PBSG até atingir os 10 mL, tendo

uma concentracdo de (10 ng de MT.mL™).
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SOLUCAO E: pegue 1,8 mL da solugdo C, com uma pipeta graduada
coloque em um baldo volumétrico de 10 mL e complete com PBSG até

atingir os 10 mL, tendo uma concentracédo de (18 ng de MT. mL™).

SOLUCAO F: pegue 1 mL da solugdo E, coloque em uma proveta
graduada de 10 mL e complete com PBSG até atingir os 6 mL, tendo uma

concentragao de (3 ng de MT.mL™).

SOLUCAO G: pegue 1 mL da solucdo E, coloque em uma proveta
graduada de 10 mL e complete com PBSG até atingir os 3 mL, tendo uma

concentragao de (6 ng de MT.mL™).

SOLUCAO H: pegue 2 mL da solucdo E, coloque em uma proveta
graduada de 10 mL e complete com PBSG até atingir os 3 mL, tendo uma

concentracdo de (12 ng de MT.mL™).
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