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Resumo

A tiouréia (TU) € um composto organico, frequentemente utilizado no tratamento
de hipertireoidismo. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
tiouréia sobre o crescimento e desenvolvimento de ras-touro nas fases pré e pos-
metamorficas, por meio da deposi¢cao de nutrientes corporais, desempenho e
analises morfologicas da glandula tiredide, figado, rins, bago e gbnadas. Este
trabalho foi dividido em duas fases. Na primeira fase, 7200 girinos foram
distribuidos em 12 caixas (500L), em delineamento inteiramente casualizado, e
alimentados por 30 dias com rag&o contendo 0 (To), 3 (T1), 5 (T2) e 7 mg TU/kg de
racao (T3) e trés repeticdes. Na segunda fase, 696 imagos originarios da primeira
fase foram alojados em 12 baias de 3 m?. A deposicdo de nutrientes corporais nos
tratamentos avaliados encontra-se de acordo com o crescimento normal de
girinos de ra-touro. O uso de 7 mg de TU/kg de ragdo proporcionou o melhor
crescimento dos girinos. No tratamento Ty, observou-se o desenvolvimento
normal da glandula tiredide e nos demais tratamentos, observou-se a hipertrofia
da glandula tireéide em fungéao, principalmente, da hipertrofia e hiperplasia das
células foliculares. Na segunda fase, observaram-se diversas alteragdes celulares
no figado, rim e bago. Ndo foram observados danos celulares ou estruturais nas
gbnadas. A administracdo de 7 mg TU/kg na alimentagédo dos girinos resultou na
obtengao de imagos maiores na recria e ao final do periodo de engorda. O uso de
tiouréia durante a fase de girinagem, nas dosagens utilizadas, ndo causou

toxicidade ou qualquer alteragdo gonadal em animais adultos.

Palavras-chave: composto goitrogénico, disruptor endécrino, glandula tiredide



Abstract

Thiourea (TU) is an organic compound often used for treatment of
hyperthyroidism. This study aimed to evaluate the effects of thiourea on growth
and development of bullfrogs on pre and post-metamorphic phases, by
determining the deposition of body nutrients, performance and histological
analysis of the thyroid gland, liver, kidneys, spleen and gonads. This work was
divided into two phases. In the first phase, 7200 tadpoles were distributed in 12
boxes (500L) in a completely randomized design, and fed for 30 days with feed
containing 0 (Ty), 3 (T1), 5 (T2), 7 mg TU/kg of feed (T3), and three replicates. In
the second phase, 696 juveniles originating from the first phase were housed in 12
pens of 3 m?. The body nutrients deposition obtained is in accordance with the
normal growth of bullfrog tadpoles. The use 7 mg TU/kg of feed provided the best
growth of the tadpoles. In treatment Ty, we observed the normal development of
the thyroid gland and in the other treatments there was hypertrophy of the thyroid
gland due mainly hypertrophy and hyperplasia of follicular cells. In the second
phase, we observed cellular changes in liver, kidney and spleen. In gonads we
weren’t observed any cellular or structural damage on gonads.The administration
of 7 mg TU/kg in the bullfrog tadpoles feed resulted in larger animals on the
growing phase and at the end of it. The use of thiourea during tadpole's phase in

doses used in this study didn’t cause toxicity or gonadal changes in adult animal.

Keywords: goitrogenic compound, endocrine disrupters, thyroid gland
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Introdugéao Geral

Em fungao da crescente preocupagao mundial com a pesca predatodria e a
crescente reducio da populagao de espécies nativas, os mercados consumidores
tém priorizado o consumo de animais produzidos em cativeiro.

Entre as muitas atividades inseridas na aquicultura, a ranicultura tem se
destacado pelo fato de ser passivel de instalagdo em pequenas areas.

No Brasil, no periodo de 1986 a 2006, a produgao de carne de ra aumentou
de 10 t para 639 t, apresentando um crescimento de 6.290%, enquanto o
crescimento mundial foi de 1.296%. Somos o maior produtor das Américas, tendo
obtido uma participacao, entre 2000 e 2006, de 58% a 68% do total produzido no
continente (CRIBB, 2009).

Embora estudos de mercado tenham demonstrado crescente aceitacéo e
procura pela carne de ra (SALVIANO et al., 2007; CARRARO, 2008), o preco do
produto ainda é um fator inibitério a expansdo do mercado consumidor e,
consequentemente a producgao (LIMA, 2005).

Como em toda criagdo animal intensiva, a ranicultura necessita de
producdo continua de ras para torna-la economicamente viavel. Assim, é
necessario o estabelecimento de novas técnicas que visem a maior producgéo e a
regularidade da oferta.

Nos ultimos anos, grandes avangos tecnoldgicos foram alcangados no
cultivo de ras, mas, ha ainda necessidade de muitos estudos para a obtencéo de
sua viabilidade técnica e econémica (ABRANTES & SEIXAS FILHO, 2007).

Os anfibios apresentam um complexo ciclo de vida, que os permitem
habitar dois ambientes totalmente diferentes, o aquatico (fase larval ou girinagem)
e o terrestre (fase pds-metamoérfica) (WASSERSUG, 1975). Girinos e adultos
diferem entre si no modo de respiracéo, locomocao, dieta e alimentagao, e essas
diferencas se refletem no comportamento e na resposta aos fatores ambientais
(DUELLMAN & TRUEB, 1994).

A temperatura afeta diretamente o desenvolvimento dos organismos
ectotérmicos, os quais ndo possuem mecanismos eficientes para a manutencao
da temperatura corporal em niveis constantes (GRZIMEK, 2003). Extremos de

temperatura podem afetar ndo s6 aspectos bioldgicos e funcionais dos animais

CAUNESP
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como também comportamentais, tais como: taxa de ventilacdo (KRUHJFFER et
al.,, 1987), susceptibilidade a infec¢gdes (RAFFEL et al.,, 2006), consumo de
alimentos (BRAGA & LIMA, 2001), frequéncia e taxa de repeticdo de vocalizagdes
(SULLIVAN & MALMOS, 1994; GIACOMA et al., 1997; NAVAS & BEVIER, 2001;
GUIMARAES & BASTOS, 2003; LINGNAU & BASTOS, 2007; HADDAD et al.,
2008) que, por sua vez, interferem nas relagdes territoriais entre machos e
identificacdo de parceiros sexuais.

Girinos criados em ambientes com temperaturas mais baixas sdo, em
geral, maiores do que aqueles criados em temperaturas mais elevadas (BERVEN
& GILL, 1983), situacdo mantida inclusive apds o climax da metamorfose
(PANDIAN & MARIAN, 1985).

Em muitas regides do Brasil, em fun¢do do clima mais quente, a produgao
de imagos de boa qualidade é dificil de ser obtida, devido a aceleragdo do
processo de metamorfose, que resulta em imagos pequenos e frageis, os quais
apresentam maior dificuldade de arragoamento e também, maior susceptibilidade
a doencgas.

Previsbes para este século indicam o aumento de dias mais quentes,
maiores temperaturas minimas, reducao de dias frios, maiores precipitacdes em
determinadas regides e secas em outras (IPCC, 2002) e, para o inicio do século
XXIl, um aumento da temperatura média global entre 1,4°C e 5,8°C (IPCC, 2014).

Diversos estudos comprovam que tanto a temperatura (SMITH-GILL &
BERVEN, 1979; NEWMAN, 1998) quanto o periodo de claro/escuro (KANAMORI
& BROWN, 1996) interferem na sintese e liberagdo de hormodnios da tiredide
(triiodotironina, T3 e tiroxina, T4) que por sua vez, afetam o climax da
metamorfose.

A metamorfose pode ser definida como uma série de modificagbes
estruturais, fisioldgicas, bioquimicas e comportamentais que ocorrem, de forma
abrupta, durante o periodo larval (DUELLMAN & TRUEB, 1994), em funcgao do
aumento nos niveis dos horménios da tiredide (TH), e pode ser dividida em trés
fases: pré-metamorfose, pro-metamorfose e climax. A pré-metamorfose € um
periodo de crescimento e desenvolvimento larval, mas sem modificacbes
metamorficas e sem a influéncia do T4 (DODD et al., 1976). A pré-metamorfose é

uma fase de crescimento continuo, especialmente dos membros posteriores,
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inicio da funcdo da glandula tiredide e aumento dos niveis de T4. Nesta fase, o
processo de morfogénese € dependente de T4 (DODD et al., 1976). O climax é
caracterizado pelo rapido aumento dos niveis de T4 e modificagdes radicais que
culminam com a modificacdo e/ou perda da maioria das caracteristicas larvais
como: diferenciacdo do figado (ATKINSON et al., 1998), remodelamento do
intestino (FOX, 1984), dos 6rgaos respiratérios (DODD et al., 1976), do sistema
imune (ROLLINS-SMITH, 1998), dos olhos (MANN & HOLT, 2001), da pituitaria
(WEBER, 1996) e de grande parte dos ossos (TRUEB & HANKEN, 1992).

Os girinos de ra-touro necessitam de seis a 10 meses para completar a sua
metamorfose quando a temperatura do meio oscila entre 15°C e 18°C e de trés a
quatro meses quando a temperatura varia entre 21°C a 27°C (VIZOTTO, 1981).

Santos et al. (2008), apdés avaliarem os efeitos do fotoperiodo e da
temperatura no crescimento de girinos de ra-touro, concluiram que maior ganho
de peso e maior sobrevivéncia foram obtidos no fotoperiodo de 20L: 4E (20 horas
de luz e quatro horas de escuro) e 30°C.

Baseados em dados diarios de consumo de alimento e ganho de peso,
Braga e Lima (2001) avaliaram o desempenho de ras, com peso médio inicial de
37 g, em trés diferentes temperaturas (20°C, 25°C e 30°C). Os autores concluiram
que o melhor crescimento das ras ocorreu na faixa de temperatura entre 25°C e
30°C. Resultados semelhantes foram reportados por Figueiredo et al. (2001) ao
avaliarem os efeitos do ambiente sobre o desempenho de ras. Segundo os
autores, o melhor crescimento da ra-touro foi obtido entre 28,2°C e 30,1°C.

A biossintese de hormdnios da tiredide (TH) € um processo de multiplos
passos que compreende a absorcao de iodeto pelo iodeto de sodio simporte
(NIS); biossintese de tireoglobulina (TG); incorporagdo do iodo aos residuos
tirosila da TG pela tiredide peroxidase, obtendo TG-iodotironina e, por fim,
endocitose e hidrdlise do TG iodado para liberar TH (DUNN & DUNN, 2001).

Como na maioria dos vertebrados, a estrutura basica e a fungao dos
foliculos da tiredide s&o muito semelhantes (PARIS & LAUDET, 2008). Cada
foliculo é formado por uma uUnica camada de células epiteliais, que formam o
epitélio folicular, o qual delimita o lumen central. As células foliculares obtém o
iodeto inorganico (1) do sangue, via simporte Na*/I" (NIS), e o transportam para

superficie epitelial, onde €& incorporado a tireoglobulina para formar tiroxina (T4),
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que é armazenada como coldide no interior do lumen do foliculo (CARR &
PATINO, 2011) (Figura 1).

SNC
Hipotalamo
TRH/ CRH< 13
Pituitiria TSH. . Vi degradacdo
TR Ew excregao
Tireodide : / :
Celulas foliculares T3 A
D » Células Alvo (6rgéos)
TPO( \Y .
| metabolismo
Foliculo da Tireéide diferenciagao
captacéio de odio Il e
- formagao de TH TT Vv

-secrecdo de TH

v
T4 —» T3

Monodeiodenase

Figura 1. Diagrama do eixo HPT em anfibios, incluindo o mecanismo de feedback que regula os niveis
hormonais da tiredide (TH), T3 e T4, as fung¢des do TH e os potenciais alvos (I-VI) dos disruptores endocrinos
(ED). SNC, sistema nervoso central; CRH, hormonio liberador de corticotropina; I', iodo; TH, hormodnios da
tiredide (T3, T4); TPO, peroxidase da tiredide; TT, transtirretina; TRH, hormdnio liberador de tirotropina; TSH,
hormdnio estimulante da tieréide. Fonte: KLOAS (2002).

Nos anfibios, o principal produto liberado na circulacao pelos foliculos da
tiredide € o T4, que é carregado aos tecidos alvo ligado as proteinas de ligagao
de hormonios da tiredide (THPB) (DEGITZ et al., 2005). Nos tecidos periféricos,
enzimas deiodinases (D1 e D2) removem um dos iodos convertendo T4 em T3
(FORT et al., 2007). A liberagao do TH, pelos foliculos da tiredide, € regulado pelo
TSH produzido na pituitaria. Quando os niveis de TH sao reduzidos, a atividade
do hipotalamo-pituitaria aumenta com a finalidade de elevar a producdo e
regularizar os niveis circulantes. Logo, a regulagcédo da atividade do eixo HTP é
realizado por feedback negativo (CARR & PATINO, 2011).

Na maioria dos vertebrados, inclusive em anfibios adultos, a sintese e
liberacdo de TSH é realizado pelo TRH (horménio liberador de tirotropina)
(DEGITZ et al, 2005) mas, em girinos, o CRH (horménio liberador de
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corticotropina) € o principal sinal hipotalamico responsavel pela estimulagado do
TSH (OKADA et al., 2007).

Durante o periodo de pré-metamorfose (estagio 25 de Gosner), o cérebro
exerce pouco ou nenhum controle sobre as fungdes adeno-hipofisarias, visto que
a eminéncia média do hipotalamo ainda ndo esta desenvolvida. Assim, nesse
periodo a secrecdao de prolactina é alta e a de TSH é baixa, ocorrendo o
crescimento e o desenvolvimento dos girinos, mas sem qualquer diferenciagao de
orgaos e tecidos. No final da pré-metamorfose a secrecdo de TSH comeca a
aumentar e a de prolactina a reduzir (Figura 2) (DUELLMAN & TRUEB, 1994).

rolactina (plasma T3 e T4 (taxa de secregao)

TSH .

NIVEIS HORMONAIS RELATIVO

SEMANAS

t t > £STAGIOS DE

L
L]
21 3.5 30 3-; 1’5 . GOSNER
»y | -
EMBRIOGENESE, PRE-METAMORFOSE [ PRO-METAMORFOSE :pos_vs'm.-carose
1 L)
' [ o :
' ] N
; ' f '
' 1 N
' ' N
* CRESCMENTO * CRESCMENTO DOS MEMBROS * REABSORCAO DA CAUDA
* DESENVOLVIMENTO * DFERENCIAGAD * REABSORGAO DAS BRANQUIAS

* REMODELAMENTOS DOS ORGAOS
* REDUCAO DO PESO (70%)

Figura 2. Esquema de eventos e niveis hipotéticos de hormdnios da pituitaria € da tiredide em ras-touro
durante a metamorfose. Adaptagao: DUELLMAN & TRUEB (1994) e BROWN & CAll (2007).

No inicio da pré-metamorfose (estagio 38 de Gosner), a secregcao de TH é
alta, devido a estimulagdo do TSH, mas ainda ndo se reflete no plasma,
provavelmente em funcdo da rapida eliminacdo do TH nessa fase inicial. No final
da pré-metamorfose, o aumento continuo do TH e a consequente saturacdao dos
sitios de ligacédo nos tecidos, resulta no seu aparecimento no plasma. A elevagao
dos niveis de TH promovem o desenvolvimento da eminéncia meédia e o
estabelecimento da conecg¢ao entre hipotdlamo e adenohipéfise. Enquanto o
controle hipotalamico sobre a pituitaria se desenvolve, os niveis circulantes de

prolactina diminuem progressivamente. No final da pro-metamorfose, os niveis
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plasmaticos de TH encontram-se no seu ponto maximo e os de prolactina
bastante reduzidos (11° semana), o que leva a completa transformacado dos
girinos em imagos (climax, 12° semana) (Figura 2) (DUELLMAN & TRUEB, 1994).

Pesquisas demonstraram a eficacia do uso de esterodides (corticosterona e
estradiol) como moduladores dos hormoénios da tiredide (GRAY & JANSSEN,
1990; HAYES, 1995a; HAYES, 1995b; HAYES, 1997). Todavia, devido aos efeitos
negativos destes compostos como: desmasculinizacéo e alteragbes gonadais, em
machos (McCOY et al., 2008; HAYES et al., 2011); hermafroditismo, redu¢do do
tamanho normal dos testiculos, comprometimento do funcionamento normal das
células de Leydig, reducdo de quantidade e qualidade de espermatozoides
(LATHERS, 2002; WITORSCH, 2002); alteracbes na diferenciagdo gonadal em
larvas (MACKENZIE et al., 2003); diminui¢cdo da taxa de crescimento e depressao
da resposta imunolégica (SAPOLSKY, 2002), surge a necessidade de novas
pesquisas, utilizando substancias menos invasivas e poluentes.

A tiouréia (CSN2H4), também conhecida como isotiouréia ou
pseudotiouréia, € um composto solido, soluvel em agua e etanol, com uma ampla
aplicacdo em diversos setores industriais (téxtil, de imagem, produtos de limpeza
e explosivos) e farmacéuticos (sulfatiazéis, tiouracilos, tetramisole e
cefalosporinas) (International Agency for Research on Cancer- IARC, 2012).

Pertencente a uma classe de drogas comumente utilizadas para o
tratamento de hipertireoidismo, a tiouréia (TU) age por meio da inibicdo da
peroxidase tireoidiana que resulta na reducdo da produgcdo dos hormdnios da
tiredide e aumento da secrecdo de hormodnio estimulante da tiredide (TSH) pela
pituitaria. O aumento dos niveis de TSH leva a hipertrofia, hiperplasia e hiperemia
da tiredide e liberagéo de coldides intrafoliculares. Assim, os efeitos goitrogénicos
da tiouréia (inibicdo da sintese e liberacdo dos horménios da tiredide) s&o
resultado, principalmente, da estimulacao da pituitaria do que devido a agao direta
da droga (DENT & LYNN, 1958; IARC, 2012).

A acdo de disruptores endocrinos, compostos orgénicos capazes de
interferir no sistema endocrino, sobre a fungdo normal da glandula tiredide pode
afetar de forma permanente o sistema reprodutivo de anfibios (GOLEMAN et. al.,
2002), uma vez que os horménios tireoidianos tém se revelado de fundamental

importancia nas etapas iniciais do processo de diferenciagdo gonadal (FLOOD et
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al., 2013). Além disso, evidéncias recentes mostram que os hormdnios
tireoidianos também regulam a biossintese de andrégenos através da regulagao
génica das enzimas envolvidas nesta via bioquimica (FERNANDINO et al., 2012).

Relatos na literatura, demonstram que a deficiéncia dos horménios da
tiredide durante a fase larval, em Xenopus laevis, inibem o desenvolvimento de
caracteristicas secundarias em machos, como por exemplo, dos musculos da
laringe, importantes para a vocalizagdo (ROBERTSON & KELLEY, 1996). Esta
por sua vez desempenha inumeras fungbes comportamentais importantes
associadas a reproducdo, socializacdo e desfesa de territorio (DUELLMAN &
TRUEB, 1994).

Kurian e Saidapur (1985) avaliaram os efeitos da tiouréia (25ug de TU) na
atividade espermatogénica de Rana tigerina e relataram que este composto afeta
de forma severa a espermatogénese desses animais. Segundo os autores, 0
funcionamento normal da glandula da tiredide é essencial para a
espermatogénese de ras.

Todavia, van der Ven et al. (2006), ao avaliarem os efeitos de
propiltiouracila (PTU) no ciclo de vida de Danio rerio (zebrafish) expostos por 21
dias a 1, 10 e 100 mg/L verificaram que, nas concentra¢des avaliadas a PTU n&o
apresentou riscos a vida ou a reprodugado dos animais uma vez que, nao foram
observadas reducdes na taxa de sobrevivéncia, fertilizacdo e desova. A PTU
(C7H10N20S) é um composto semelhante a tiouréia que atua também sobre a
peroxidase tireoidiana inibindo a sintese dos hormobnios da tiredide (KLOAS,
2002).

Trabalhos utilizando diferentes concentracées de TU, em diferentes fases
de desenvolvimento, tém demonstrado a sua eficiéncia goitrogénica sem
consequéncia a vida do animal. Swapna et al. (2006), investigando os efeitos da
reducdo dos hormdnios da tiredide no sistema reprodutivo de machos de Clarias
gariepinus (catfish), durante o periodo de recrudescéncia testicular, determinaram
que para essa espécie e nas condi¢gdes por eles avaliadas, a concentragdo de
0,03% de tiouréia é suficiente para a inibicdo da glandula tiredide.

Degitz et al. (2005) compararam trés diferentes disruptores do eixo da
tiredide sendo estes, o metimazole (controle; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/L), 6-
propiltiouracil (PTU) (controle; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 mg/L) e tiroxina (T4) (0,25; 0,5;
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1; 2 e 4 mg/L) nos estagios larvais pré e pos-metamorficos de Xenopus laevis. Os
autores relataram que tanto o metimazole quanto a PTU induziram a reducéo do
desenvolvimento larval (relagcdo dose-dependente), enquanto que, o tratamento
com T4 resultou em aumento da taxa de desenvolvimento.

Em humanos, a tiouréia € facilmente absorvida pelo trato gastrointestinal e
eliminada quase que completamente do sangue apds 24 horas da administracéo,
sendo que, 15% a 20% sao degradados no intestino, 30% a 50% em outros
tecidos e fluidos corporais, e o restante (cerca de 30%) na urina (WILLIAMS &
KAY, 1947). A administragcdo oral de uma unica dose de tiouréia (30 mg/kg de
peso) foi completamente eliminada, via urina, apés 48 horas de sua
administragdo, com o pico de concentragdo apdés 30 minutos de sua
administracao (ZIEGLER-SKYLAKAKIS et al., 2003).

Ao se avaliar a meia vida da tiouréia em ratos foi verificado que apds 3
horas da administragéo intravenosa de 5mg da droga, apenas 30% do composto
foi encontrado na carcaca e apds 25 horas, apenas tragos foram encontrados
(WILLIAMS & KAY, 1947).

Em funcdo da baixa toxicidade tanto para animais quanto para o meio
ambiente, da facilidade de absorgéo pelo trato gastrointestinal, eliminagao pelos
tecidos e urina, e do grande potencial de inibicdo da sintese dos horménios da
tiredide, a administragcao da tiouréia se torna uma alternativa viavel para o estudo
de novas técnicas visando retardar o processo de metamorfose obtendo-se
imagos de boa qualidade, ou seja, animais maiores, o que facilita 0 arragoamento,
e saudaveis, com menor predisposi¢cdo a doengas.

Com base nessas informacdes, este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar o uso de um composto goitrogénico, a tiouréia, no
desenvolvimento de animais pré-metamorficos, com a finalidade de se obter
imagos de boa qualidade e avaliar os possiveis efeitos sobre os animais pos-
metamorficos. Este trabalho foi divido em dois capitulos, na forma de artigos
cientificos. O primeiro intitulado “Tiouréia no desenvolvimento de girinos de ra-
touro (Lithobates catesbeianus)” e o segundo “Adi¢cdo de tiouréia na alimentagéo

de girinos afeta o desempenho de ra-touro?”.
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Resumo

A tiouréia € um potente disruptor endocrino capaz de alterar os niveis circulates
dos horménios da tiredide. O presente estudo avaliou os efeitos da tiouréia (TU)
sobre o desenvolvimento de girinos de ras-touro (Lithobates catesbeianus), por
meio do peso, crescimento, deposicdo de nutrientes corporais e analises
morfolégicas da glandula tiredide. Foram utilizados 7200 girinos, distribuidos em
12 caixas (500L), alimentados por 30 dias, com ragédo contendo 27% de proteina
digestivel e 0, 3, 5, 7 mg de TU/kg de racédo. Apos esse periodo, 0os animais
receberam apenas ragao sem TU até atingirem o climax de metamorfose. A cada
15 dias, uma amostragem (x 35 g) foi retirada para analise dos nutrientes
corporais e morfologia da tiredide e, mensalmente, uma amostragem de 10% dos
animais foi pesada e medida individualmente. Os animais tratados com 7 mg
TU/kg de ragédo apresentaram maior peso e maior comprimento total e parcial.
Nao houve diferengas significativas entre os tratamentos avaliados quanto a
composicdo corporal. A deposicdo de nutrientes corporais, obtida durante o
periodo experimental, encontra-se de acordo com o crescimento normal de girinos
de ra-touro. A area da glandula tiredide foi maior nos animais tratados com 7 mg
TU/kg de ragao. A tiouréia pode ser utilizada na alimentacéo de girinos de ra-touro
visando o maior crescimento dos mesmos, sem alterar a deposi¢cao de nutrientes
corporais. Nas condi¢des utilizadas neste trabalho, o uso de 7 mg TU/kg de racéo,
por um periodo de 30 dias, apresentou melhores resultados com relacédo a

crescimento e ganho de peso.

Palavras-chave: composto goitrogénico, glandula tiredide, metamorfose
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Abstract

Thiourea is a potent endocrine disruptor able to alter circulates levels of the thyroid
hormones. This study evaluated the effects of thiourea (TU) on the development of
bullfrog's tadpoles (Lithobates catesbeianus), by measurements of weight, growth,
nutrients deposition on body and analyzes of the thyroid gland morphology. 7200
tadpoles were distributed in 12 boxes (500L), fed for 30 days with diets containing
27% of digestible protein and 0, 3, 5, 7 mg TU/kg of feed. After this period, animals
received only diet without TU until they reach the metamorphosis climax. Every 15
days, a sampling (x 35 g) was removed for analysis of body nutrients and thyroid
morphology and monthly a sampling of 10% of the animals was weighed and
measured individually. At the end of this period, the animals treated with 7 mg
TU/kg of feed showed greater weight and higher total and partial length. There
were no significant differences among the treatments for body composition. The
deposition of nutrients in the body obtained during the experimental period is in
accordance with the normal growth of bullfrog tadpoles. The area of the thyroid
gland was greater in animals treated with 7 mg TU/kg of feed. The thiourea can be
used in bullfrog tadpole’s feed aiming at further growth thereof, without changing
the body's nutrient deposition. Under the conditions used in this study, using 7 mg
of TU per kg of feed for a period of 30 days, showed the best results with respect

to growth and weight gain.

Keywords: goitrogenic compound, thyroid gland, metamorphosis
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1. Introducao

Estudos tém apresentado evidéncias de que um grande numero de
espécies tém sido e serao afetadas pela rapida alteragdo da temperatura (TOMAS
et al., 2004), e supde-se que essas alteragdes afetem principalmente os animais
ectotérmicos, em funcdo de sua dependéncia fisiolégica e comportamental as
condigdes de temperatura do ambiente (ROME et al., 1992; LIPS et al., 2006;
POPESCU & GIBBS, 2009). Dentre essas alteragbes podemos citar: antecipagao
da reproducgao (READING, 1998), diminuicdo da fertilidade em fungao da redugéao
do tamanho corporal (READING, 2007) e menor produgcdo de ovos e larvas
(GALLOY & DENOEL, 2010).

Projecbes climaticas para os proximos 100 anos preveem um aumento
acelerado na temperatura global, com aumentos previstos de 1,4°C a 5,8°C, para
o ano de 2100 (IPCC, 2014).

A temperatura € um dos principais fatores externos responsavel pelo
desenvolvimento e duragéo do periodo larval (DUELLMAN & TRUEB, 1994).

Embora o aumento da temperatura acelere a taxa de crescimento e
desenvolvimento dos girinos no climax da metamorfose, o resultado
frequentemente obtido sdo imagos menores e mais susceptiveis a doengas
(KLOAS, 2002), o que leva ao aumento da mortalidade e do tempo necessario
para a engorda dos animais.

A adicdo de compostos goitrogénicos (inibidores da tiredide) na
alimentacdo de girinos, mantidos em ambientes com temperatura de conforto
pode levar a obtengdo de girinos maiores e mais resistentes e,
consequentemente, imagos maiores, reduzindo a taxa de oObito e o tempo
necessario para a engorda dos animais se alimentados de forma adequada.

O hormédnio estimulante da tiredide (TSH) € o principal horménio regulador
do crescimento e da fungcdo da glandula tiredide (DUMONT et al., 1992;
VASSART & DUMONT, 1992). Em resposta a estimulagdo do TSH, o tecido
tireoidiano, de todos os vertebrados, produz e libera os hormdnios da tiredide
(TH), tiroxina (T4) e 3,5,3'—triiodotironina (T3), que desempenham um papel
importante  no  desenvolvimento, crescimento e metabolismo geral
(LEATHERLAND, 1982; SHI, 1999; YEN, 2001, McNABB, 2007).

CAUNESP



Doutoranda: Angela E. Takamura Orientador: Profa. Dra. Marta V. De Stéfani

Em anfibios anuros, o TH desempenha papel fundamental no
desenvolvimento metamoérfico, regulando diversos processos associados a
modificagdes de 6rgaos e tecidos, durante as transformacbes que ocorrem na
transicdo da fase larval para fase adulta (SHI, 1999; FURLOW & NEFF, 2006).

Apesar de pesquisas demonstrarem a eficacia do uso de esteredides
(corticosterona e estradiol) como moduladores dos horménios da tiredide (GRAY
& JANSSEN, 1990; HAYES, 1995a; HAYES, 1995b; HAYES, 1997), varios efeitos
negativos foram observados: regressédo do sistema imune larval (corticosterona),
hipertrofia da glandula da tiredide (HAYES, 1997) e poluicdo dos recursos hidricos
(estradiol) (REIS FILHO et al.,, 2006), surgindo a necessidade de novas
pesquisas, utilizando substancias menos invasivas e poluentes.

A tiouréia (TU) é um composto soluvel em agua, facilmente absorvido pelo
trato gastrointestinal, de rapida eliminagdo pelos tecidos e urina e com grande
potencial para inibicdo da sintese de hormdnios da tiredide. Como na maioria dos
disruptores enddcrinos, a TU altera os niveis circulantes de TH por meio da
inibicdo da atividade da peroxidase da tiredide, responsavel pela iodacdo de
residuos de tirosina (organificagdo do iodo), que resultam na formagao de T3 e T4
(KANKI & WAKAHARA, 2000; KLOAS, 2002).

Em humanos, a TU é eliminada quase que completamente, do sangue,
apos 24 horas da administragao, sendo 15% a 20% degradados no intestino, 30%
a 50% em outros tecidos e fluidos corporais e o restante na urina (WILLIAMS &
KAY, 1947).

Em fungdo dessa baixa toxicidade e grande potencial goitrogénico,
devidamente comprovada em estudos anteriores, o uso da tiouréia na
alimentagdo durante a fase larval pode induzir um retardo no climax de
metamorfose, permitindo um maior desenvolvimento e crescimento dos girinos,
obtendo-se assim imagos maiores e mais saudaveis, reduzindo a mortalidade e a
morbidade dos animais e, possivelmente, o tempo de engorda e os custos de
producao.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da
adicdo de TU no desenvolvimento de girinos de ra-touro, por meio da avaliagao
do crescimento e ganho de peso, deposicdo de nutrientes corporais e analise

morfolégica da glandula tiredide.
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2. Materiais e métodos

O experimento foi realizado no Centro de Aquicultura da Universidade
Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, Setor de Ranicultura, por um periodo
de 90 dias, com inicio na quarta semana de janeiro e término na terceira semana
de abril.

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,
(Protocolo n° 019715/14) e, foram conduzidos de acordo com 0s principios éticos
na experimentagdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA).

2.1.Delineamento experimental e amostragens

Foram utilizados 7.200 girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) no
estagio 26 de Gosner (1960), procedentes de uma mesma desova, oriundos da
Ranicultura Ranamat, Matdo, SP. Os animais foram alojados em 12 caixas de
fibrocimento, com capacidade de 500L, na densidade inicial de 1,2 girinos/L, com
abastecimento em linha, com entrada individual e fluxo continuo proveniente de
poco artesiano e escoamento superficial. Os animais passaram por um periodo de
sete dias de adaptacdo as instalagcbes e a alimentagdo antes do inicio do
experimento. O peso meédio, comprimento total e comprimento parcial e
respectivos desvios padrdes foram, respectivamente, 0,019 £ 0,004 g; 10,76 %
0,72 mm; 4,38 + 0,35 mm.

Os animais foram distribuidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) com quatro tratamentos (0, 3, 5 e 7 mg de TU/kg de ragéo) e
trés repeticoes.

As caixas foram sifonadas semanalmente para retirada de fezes e da ragao
nao consumida, contribuindo com a manutengao da qualidade da agua, que foi
monitorada semanalmente avaliando os seguintes parametros: oxigénio dissolvido
(oximetro YSI linha profissional)), pH (peagéametro pH-100-PHTEK) e

condutividade elétrica (condutivimetro CD-203-PHTEK). A temperatura da agua
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nas caixas foi aferida diariamente, duas vezes ao dia, no inicio da manha e no
final da tarde (termdmetro digital Incoterm).

Os valores médios observados durante o periodo experimental para os
parametros fisicos e quimicos da agua foram: pH 7,43 + 0,08; condutividade
184,15 £ 9,21 uS/cm; O,D 5,5 £ 0,78 mg/L e temperatura no periodo da manha de
29,7 £ 3,26°C e no periodo da tarde de 31,9 + 2,78°C.

Os girinos foram alimentados com dieta farelada contendo 27% de proteina
digestivel e 3676 kcal’kg de energia digestivel (Tabela 1), trés vezes ao dia,
evitando-se sobras, de forma que a quantidade oferecida foi considerada a
consumida (SOLOMON & TARUWA, 2011).

Tabela 1. Percentual dos ingredientes e composi¢ao nutricional da dieta utilizada

Ingredientes (%)
Farinha de peixes 15,5
Farinha de visceras de aves 12,5
Farelo de soja 17,3
Milho 31,0
Farelo de trigo 15,0
Amido 6,6
Oleo de soja 1,6
Suplemento mineral e vitaminico' 0,48
Bht 0,02
Proteina digestivel® (%) 27
Energia digestivel® (kcal kg™ 3676
Matéria mineral (%) 7,8
Extrato etéreo (%) 9

"Umidade (%) 2,0, Cinzas (%) 71,6442, Vitamina A (min) 35.000 U.l., Vitamina D3 (min) 2.000 U.I., Vitamina
E (min) 120 U.l., Vitamina K3 (min) 800 mg, Acido Félico (min) 10 mg, Biotina (min) 10 mg, Tiamina, B1 (min)
25 mg, Riboflavina, B2 (min) 35 mg, Piridoxina, B6 (min) 40 mg, Vitamina B12 (min) 100 mg, Niacina (min)
350 mg, Acido Pantoténico (min) 150 mg, Colina (min) 2.500 mg, Cobre (min) 25 mg, Ferro (min) 150 mg,
Manganés (min) 75 mg, Selénio (min) 1 mg, Zinco (min) 140 mg, Mananoligossacarideo (min) 60 mg.
2%\/alores calculados a partir do coeficiente de digestibilidade por Secco et al. (2005).

Fonte: Pinto (2014).

Nos 30 primeiros dias (Fase 1), a alimentagdo consistiu dos quatro
tratamentos citados anteriormente (0, 3, 5 e 7 mg de TU/kg de ragéo). A tiouréia,
previamente processada em moinho de bola, foi adicionada a racdo durante seu
preparo e, em seguida, homogeneizada.

Apds 30 dias, todos os animais passaram a consumir apenas raciao sem

adicao de tiouréia, até atingirem o climax da metamorfose (Fase 2).
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Mensalmente, 10% dos girinos de cada caixa experimental foram,
individualmente, pesados (balanca eletronica digital) e medidos (paquimetro
digital) para obtenc&do do peso meédio, comprimento total (inicio da cabeca até o
final da cauda) e o comprimento parcial (inicio da cabega até inser¢cado da cauda)

(Figura 1).

Figura 1. Vista lateral do corpo de girinos indicando as marcagdes para mensuragdo do animal. CP=
comprimento parcial; CT= comprimento total.

No inicio e em seguida quinzenalmente, uma amostragem dos girinos, com
aproximadamente 35 g de peso vivo, foi abatida para analise de composigéo
corporal (proteina bruta, extrato etéreo, matéria seca e cinzas).

Os girinos amostrados foram colocados em recipientes com gelo para
insensibilizacdo e posteriormente eutanasiados (imersdo em solugdo de
benzocaina, 10%). Em seguida, foi realizada abertura da cavidade celomatica-
visceral para esvaziamento do conteudo do trato gastrointestinal. Os animais
foram, entdo, acondicionados em sacos plasticos devidamente identificados e
congelados para o processamento posterior e obtengdo das amostras
laboratoriais para determinagdo da composigao corporal.

Além dos girinos amostrados citados anteriormente, mais trés animais por
tratamento foram coletados ao acaso em intervalos de 15, 30 e 45 dias do inicio

do experimento para analises morfologicas da glandula tiredide.

CAUNESP >



Doutoranda: Angela E. Takamura Orientador: Profa. Dra. Marta V. De Stéfani

2.2.Processamento das amostras e analises laboratoriais

Para analise da composigao corporal, os girinos congelados foram moidos
em processador de alimentos para obtencdo de amostras homogéneas, e
acondicionadas em placas de Petri de plastico descartavel para posterior
liofilizacdo a -50°C, em equipamento Thermo VLP200, para obtencdo da matéria
pré-seca. Em seguida, as amostras foram moidas em moinho de bola e
encaminhadas ao laboratério para analises de proteina, por meio do método de
Dumas em aparelho Leco 528 LC (ETHERIDGE et al., 1998); extrato etéreo por
meio do extrator Ankom XT-15 (Ankon Technology, Macedon, NY), utilizando o
éter como solvente; cinzas por incineracdo em mufla a 550°C; e a matéria seca
por meio de secagem em estufa a 105°C, por 12 horas.

Para analise morfologica da glandula tiredide (Figura 2), os girinos foram
sacrificados e fixados inteiros em solugdo de Karnovsky, descalcificados (EDTA
0,25M) e incluidos em historesina. Secgbes longitudinais de 5um de espessura
foram realizadas em série, a partir da porgéo dorsal para ventral. Em seguida, os
cortes foram corados com solu¢cdo de azul de toluidina. Para cada girino, cinco
secgdes da porcdo mediana da tiredide foram avaliadas, por tratamento, quanto
aos seguintes parametros: tamanho geral da glandula tiredide (aumento ou
reducédo da area), tamanho (perimetro) e formato (regular, irregular, uniforme ou
ndo) dos foliculos, area luminal do foliculo, formato das células foliculares
(cubdide, colunar ou achatado), estrutura do epitélio (Unica camada de células ou
estratificada com formagao de multiplas camadas) e altura das células foliculares.
Os perimetros, areas e alturas foram obtidos com o auxilio do software Image J
1.49 (National Institute of Health (NHI), Bethesda, Maryland, USA,
http//:imagej.nih.gov/ij).
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Figura 2. Visado geral da cavidade celomatica de girino de ra-touro com ampliagdo da glandula tireéide (corte
ventral). Adaptacdo: McDIARMID & ALTIG (1999).

2.3. Andlises estatisticas

Os dados obtidos inicialmente foram analisados quanto a normalidade e, de
acordo com os resultados, procedeu-se a analise de varidncia e os testes de
comparagao entre médias (paramétricos e nao paramétricos). Os resultados
apresentados estdo expressos através de média = EP (erro padrado).
Comparacbes entre as médias (entre e dentro dos diferentes grupos) foram
realizadas utilizando two-way ANOVA ou one-way ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni (p<0,05), para dados paramétricos e pelo teste de Kruskal-Wallis para

dados nao paramétricos, seguido pelo teste de Dunn. Os softwares SAS 9.0 e
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Graph Pad Prism 4.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA,

http://www.graphpad.com) foram utilizados para todas as analises estatisticas.

3. Resultados e Discussoes

3.1.Crescimento e ganho de peso

Em geral, o crescimento de girinos pode ser dividido em duas fases: na
primeira observa-se o maximo de crescimento e o minimo de desenvolvimento
(passagem da embriogenese para a fase larval) e na segunda, pequeno
crescimento e significativo desenvolvimento (metamorfose) (ALTIG &
McDIARMID, 1999).

Ao longo do experimento os animais tratados com 7 mg TU/kg de ragao
apresentaram maior comprimento parcial (CP) (Figura 3A). Apds 30 dias do inicio
do experimento, os animais do tratamento controle (Ty) apresentaram o menor
CP, seguido pelo T, com diferenca de 19% e 17% com relagdo a Ts,
respectivamente (Figura 3A).

Aos 60 dias, embora nao tenham sido observadas diferencgas significativas
com relagao ao CP entre os girinos dos tratamentos T3 e Ty e, entre T3 e T4, pelo
teste de Bonferroni (p>0,05), os girinos de Ty e T1 apresentaram CP 3% menor do
que o obtido em T3 (Figura 3A).

Na ultima mensuracdo (Figura 3A), diferengas significativas foram
observadas entre todos os tratamentos avaliados. Os girinos que nao receberam
tiouréia (To) apresentaram o menor CP (30,51 mm), uma diferenca de 7% em
relacdo ao CP dos girinos do tratamento T3, que obteve o maior CP.

Com relagdo ao comprimento total (CT), diferencas significativas entre os
tratamentos foram observados aos 30 e 60 dias (Figura 3B), sendo que os
animais que receberam 7 mg TU/kg de racdo apresentaram os maiores

comprimentos totais.
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Figura 3. Comprimento parcial e total de girinos de ra-touro (L. catesbeianus) tratados com TU. (A):
comprimento parcial (mm); (B): comprimento total (mm). 30 dias (linha continua); 60 dias (linha tracejada) e
90 dias (linha pontilhada). Pontos representam as médias + EP. Os asteriscos indicam diferengas
significativas (p<0.05) entre os tratamentos pelo teste de Bonferroni.

Aos 90 dias, embora os animais do tratamento T3 apresentassem o maior
comprimento total (87,36 mm), 5% maior do que o observado nos animais
controle (Tp), ndo foram observados diferencas significativas (p>0,05) para este
parametro (Figura 3B).

Com relagao ao peso dos girinos, aos 30 dias (Figura 4), o peso médio dos
animais que receberam alimentagao contendo 7 mg TU/kg de ragéo (2,18 g) foi
significativamente maior (p<0,05) do que o observado nos demais tratamentos,
apresentando uma diferenga de 93% com relagdo ao peso dos girinos que nao

receberam tiouréia (1,13 g).
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Figura 4. Peso (g) de girinos de ra-touro tratados com TU durante a fase pré-metamdérfica. 30 dias (linha
continua); 60 dias (linha tracejada) e 90 dias (linha pontilhada). Pontos representam as médias + EP. Os
asteriscos indicam diferengas significativas (p<0.05) entre os tratamentos pelo teste de Bonferroni.

Aos 60 dias, podemos observar que os animais do grupo controle, que aos
30 dias apresentaram o menor peso, obtiveram um grande ganho de massa com
um aumento de 90% no peso médio, nao diferindo do peso médio dos girinos do
T3 (2,31 g). Os girinos que receberam 5 mg TU/kg de racdo apresentaram o
menor peso (Figura 4).

Aos 90 dias, verificou- se que o peso médio dos girinos do T3 (5,64 g) foi
maior do que o dos girinos que nao receberam tiouréia. Embora neste periodo o
peso médio dos girinos no tratamento T3 n&o tenha diferido significativamente
(p>0,05) aos do tratamento T, e T4, 0 peso médio dos animais em T3 foi 5,5%
maior do que o observado nos outros dois tratamentos (Figura 4).

O comprimento parcial que representa apenas o tamanho do corpo do
girino, sem considerar a cauda, € um indicador do tamanho que o animal vai
alcangar apés a metamorfose (ALTIG & McDIARMID, 1999). No final do periodo
avaliado nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com
relacdo ao comprimento total, mas houve em relagdo ao comprimento parcial.

Durante o processo de transi¢cdao da vida aquatica para a terrestre, os
girinos podem perder até 70% do seu peso total (BROWN & CAI, 2007), em

funcdo da absorgédo da cauda e das modificagbes morfofisiolégicas que ocorrem
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nesse periodo (por exemplo, alteragdo das mandibulas e sistema digestorio),
fazendo que os animais parem de se alimentar.

Logo, nessa fase final da metamorfose, que antecede ao climax, é
desejavel a obtengdo de animais maiores, principalmente com relagcdo ao
tamanho do corpo, e com maior peso.

Neste contexto, uma vez que os animais tratados com 7 mg/kg de TU
apresentaram maior comprimento parcial e maior peso ao final do periodo
experimental, acredita-se que estes venham a apresentar maior tamanho apos a
metamorfose.

O climax da metamorfose foi observado pela primeira vez apds 45 dias do
inicio da Fase 1.

Apos 60 e 90 dias, grande parte dos animais atingiu o climax de
metamorfose, 30% a 40% dos girinos no primeiro periodo e 50% a 75% dos
animais no segundo. Observamos também, que os animais tratados com 7 mg de
TU apresentaram maior numero de animais pos-metamorficos 32% versus 25%,
em To, 25,5%,em T4 e 17,5%, em T,.

Ao adicionarmos TU na alimentacdo dos girinos na dosagem de 7 mg
TU/kg durante a fase pré-metamoérfica, nds prolongamos essa fase e estimulamos
um maior crescimento e desenvolvimentos dos animais e impedimos
temporariamente a diferenciagdo, mantendo baixos os niveis hormonais de TH e
mais altos de prolactina, uma vez que, esta inibe a metamorfose bloqueando os
efeitos do TH (TATA et al., 1991; TATA 1997). Quando a alimentagdo com TU
cessa, 0s niveis baixos de TH sdo ainda mantidos por um curto periodo de tempo,
mas logo a producgao de TSH que vinha crescendo ao longo do periodo estimula a
sintese e liberagdo de TH, favorecendo a rapida diferenciagao e climax.

Existem diversos trabalhos que demostram a eficacia goitrogénica da TU
sobre a metamorfose de anfibios, mas com o uso de concentragdes superiores,
adicionados diretamente na agua, objetivando a analise dos mediadores
hormonais envolvidos no processo de metamorfose, ou visando a manutengao
dos girinos em um determinado estagio de desenvolvimento para homogeinizagéo
do lote (GRAY & JANSSEN, 1990; HUANG et al., 2001; KLOAS, 2002; DEGITZ et
al., 2005; TIETGE et al., 2010; CARR & PATINO, 2011). Mas, n&o foram

encontrados na literatura trabalhos avaliando o uso da TU visando atender os
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objetivos proposto neste trabalho. Até o momento, este foi o primeiro trabalho
utilizando a tiouréia com o intuito de prolongar a pré-metamorfose para a
obtencdo de girinos maiores e, consequentemente, imagos mais resistentes e

saudaveis.
3.2. Composigao corporal
Nos trés periodos observados, 15, 30 e 45 dias apdés o inicio do

experimento, ndo houve diferengas estatisticas significativas na composigéo

corporal dos girinos entre os tratamentos avaliados (Figura 5A, B, C).
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Figura 5. Porcentagem de proteina bruta (PB, %), extrato etéreo (EE, %), matéria seca (MS, %) e cinzas (%)

no corpo de girinos de ra-touro, em funcao dos tratamentos avaliados. (A): 15 dias; (B): 30 dias; (C): 45 dias.
Barras representam as médias + EP e estdo expressas em porcentagem.

Ao longo do periodo avaliado observou-se aumento na deposigao dos

nutrientes no corpo dos girinos. Aos 15 dias, o valor médio de PB de 53,10%
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passa para 56,20%, aos 30 dias, com aumento de 5,84% de PB na composi¢cao
corporal. Em seguida, aos 45 dias, observou-se aumento de 0,07% na deposi¢ao
deste nutriente. Resultados semelhantes, onde foram observados aumentos na
deposigao proteica corporal, até os 36 dias e em seguida, acentuada reducéo,
foram reportados por Mansano et al. (2013).

A deposigao e acumulo de proteinas, principalmente na cauda dos girinos,
sdo essenciais para a sobrevivéncia durante o climax de metamorfose, quando
ocorre a apoptose da cauda e a realocacdo de proteinas para estruturas
indispensaveis a vida terrestre (ISHIZUYA-OKA et al., 2010).

Diferencas maiores foram observadas quanto a deposicdo de gordura
corporal. Entre 15 e 30 dias, observou-se aumento de 12,11% na porcentagem de
EE e entre 30 e 45 dias de 26,17%, o que indica a formacdo de uma reserva
energética para o climax de metamorfose, pois neste periodo os animais param
de se alimentar, em fungdo das alteracbes que ocorrem na boca e 6rgaos
digestivos. Em girinos de ra-touro, a gordura corporal aumenta gradativamente
com o aumento da massa corporal, durante o final da pré-metamorfose, atingindo
a deposigdo maxima no inicio do climax de metamorfose (WRIGHT et al., 2011).
A principal reserva de gordura ocorre no corpo adiposo, mas pode, também,
ocorrer no figado, musculos, gbnadas, tecidos subcutaneos e cauda
(JORGENSEN, 1992; SHERIDAN & KAO, 1998).

Resultados semelhantes foram relatados por Mansano et al. 2013, ao
avaliarem a deposicao de nutrientes no corpo de girinos de ra-touro. Segundo os
autores, a deposicédo de gordura corporal aumentou gradativamente, ao longo do
experimento, e atingiu o seu ponto maximo aos 41 dias, compondo a reserva de
energia necessaria para o inicio do processo de metamorfose.

Existem poucos trabalhos avaliando a gordura corporal em girinos e suas
alteragdes durante a metamorfose. Gramapurohit et al. (1998) avaliaram o
surgimento e a acumulagao de gordura durante a fase larval e a metamorfose de
cinco espécies de anuras: Rana curtipes, Rana cyanophlyctis, Rana tigerina,
Polypedatus maculatus e Bufo melanosticus. Os autores relataram que a gordura
corporal varia de acordo com a espécie, com o periodo larval e, € maior antes do

inicio do climax de metamorfose.
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Com relagao a porcentagem de cinzas, observaram-se aumentos de 4,53%
entre 15 e 30 dias e de 1,76% entre 30 e 45 dias. Este aumento na porcentagem
de cinzas ocorreu, provavelmente, em fungdo do crescimento dos animais, ou
seja, formagéo dos ossos e tecidos estruturais.

A avaliacdo da matéria seca na composi¢cao corporal, que indica a
deposigdo de agua nos tecidos, apresentou um aumento de 5%, entre 15 e 30
dias, e 1,60% entre 30 e 45 dias. Este resultado encontra-se de acordo com o
esperado, uma vez que, ao longo do periodo foram observados aumentos na
porcentagem de PB, EE e cinzas.

O aumento dos nutrientes corporais como: proteinas, gorduras e minerais
determina o crescimento dos animais e estes podem ser influenciados tanto por
fatores enddgenos (espécie, genética e/ou fase devida) como exdgenos
(composicao da dieta, ambiente de criagéo, etc.) (DUMAS et al., 2010).

Logo, a concentragdo dos nutrientes corporais encontrados neste
experimento encontram-se de acordo com crescimento e desenvolvimento normal

observado em girinos de ra-touro.

3.3.Glandula Tireodide

A morfologia da glandula tiredide € um ponto importante no diagnéstico de
muitas caracteristicas histomorfolégicas mediadas por componentes regulatérios
do eixo hipotalamo-pituitaria-tiredide (HPT), principalmente o TSH, horménio que
regula a sintese e liberagdo do horménio tireoidiano (GRIM et al., 2009).

Apos 15 dias do inicio do experimento, ndo foram observas diferencas
significativas entre os tratamentos quanto ao tamanho da glandula tiredide (Figura
6A). Apesar disso, os girinos do grupo controle apresentaram a menor area
(23,69 mm?) e os animais que receberam 7 mg de TU, a maior (37,93 mm?).
Embora a tiredide dos girinos do tratamento controle tenha sido 63% menor dos
que receberam 7 mg TU, pelo teste de Bonferroni, ao nivel de 5% de
probabilidade, elas n&o diferiram entre si (p>0,05).

Aos 30 dias, observou-se um aumento da tiredide em relacdo ao periodo

anterior em todos os tratamentos, sendo estes de 318% (To), 126% (T1), 224%
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(T2) e 250% (T3). Os girinos que receberam 3 mg TU/kg apresentaram a menor

area da tiredide, diferindo significativamente dos demais tratamentos (Figura 6B).
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Figura 6. Area da glandula tiredide de girinos de ra-touro, em fungéo dos tratamentos avaliados. (A): 15 dias;
(B): 30 dias; (C): 45 dias. Barras representam as médias + EP e estdo expressas em milimetros quadrados.
Os asteriscos indicam diferengas significativas (p<0.05) entre os tratamentos pelo teste de Bonferroni.

Aos 45 dias, a area da tiredide dos girinos do grupo controle permaneceu
praticamente a mesma do periodo anterior (75,24 mm?), apresentando uma
pequena redugao de 0,1% (Figura 6C). Nos demais tratamentos, as redugdes da
tiredide foram mais expressivas, sendo estas, respectivamente, de 8%, 22% e
11% para os tratamentos T4, T2 e T3, respectivamente.

Com relagdo ao tamanho dos foliculos (TFol) e area luminal do foliculo
(Acol), podemos observar que, em nenhum dos periodos avaliados, foram obtidas
diferencgas significativas entre os tratamentos pelo teste de Bonferroni (Figura 7A,

B). Todavia, aos 15 dias, analisando TFol (Figura 7A) temos que, em relagao ao
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grupo controle, os tratamentos T4, T, e T3 apresentaram o tamanho do foliculo,
16%, 40% e 8% maiores, respectivamente.

Aos 30 dias, com exceg¢ao do tratamento T4, que permaneceu no mesmo
tamanho, nos demais tratamentos TFol teve aumentos expressivos sendo estes
de: 72% (To), 25% (T2) e 86% (T3). Nota-se também, que o TFol no tratamento T3
foi 17% maior do que o de Ty (Figura 7A).

Aos 45 dias, observa-se atrofia dos foliculos com redugéo de 31% (To),

18% (T2) e 5% (T3) no TFol do observado no periodo anterior (Figura 7A).
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Figura 7. Tamanho meédio dos foliculos (TFol) e area luminal do foliculo (ACol) da glandula tiredide de girinos
de ra-touro, em fungéo dos tratamentos e dias avaliados. (A): Tamanho dos foliculos; (B): Area luminal do
foliculo. Barras representam as médias + EP e estdo expressas em milimetros.

Quanto a area Iluminal do foliculo (Acol), apesar de nao apresentar
diferengas significativas (p>0,05) entre os tratamentos nos diferentes periodos
avaliados, nota-se que, no primeiro periodo (15 dias), nos tratamentos T, Toe T3,
a area luminal do foliculo foi 16%, 48% e 8% maiores do que a do tratamento Ty
(Figura 7B).

Aos 30 dias houve um aumento deste parametro, quando comparado com
15 dias, exceto no tratamento T (3 mg TU/kg), que permaneceu praticamente
com a mesma Acol. No tratamento Ty nota-se aumento de 383% da Acol, e em T
e T3, 233% e 458%, respectivamente (Figura 7B).

Aos 45 dias, nota-se a reducao da area luminal do foliculo nos tratamentos

To (53%) e T2 (33%) e aumento da ACol em T4 (68%) e T3z (4%) (Figura 7B).
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Com relagcédo ao formato (regular ou irregular), aos 15 dias, em todos os
tratamentos avaliados, os foliculos apresentaram o mesmo formato irregular e
tamanhos variados. Podemos observar também a presenca de células foliculares
cuboides, colunares e arredondadas, tanto no grupo controle quanto nos grupos
tratados, mas, em geral, a forma mais observada foi cuboide (Figura 8A, B, C, D).
Além disso, nota-se a presenca de poucos foliculos em todos os tratamentos
avaliados.

Nesse periodo, ndo foi verificado a estratificacdo da estrutura do epitélio ou
a presencga de invaginagdes papilares na camada de células epiteliais para o

interior do lumen (Figura 8).

Figura 8. Seccdes transversais da glandula tiredide de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) apos 15
dias de tratamento com tiouréia (TU). (A): controle; (B); 3 mg TUkg; (C): 5 mg TU/kg; (D): 7 mg TU/kg.
Foliculo tireoidiano (Ft); Células foliculares (Cf); Coldide (*).
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N&o houve diferengas significativas no numero médio de foliculos
presentes na tiredide (p>0,05) entre os tratamentos avaliados, aos 15 e 30 dias

pelo teste de Bonferroni (Tabela 2).

Tabela 2. Numero médio de foliculos presentes na glandula tiredide de girinos de
ra-touro em fungao dos tratamentos e dias avaliados

Tratamento 15 dias 30 dias 45 dias
Controle (To) 7h 144 18 B
3 mg/kg (T+) 4” 184 178
5 mg/kg (T2) 74 204 27 "8
7 mg/kg (T5) g A 234 374

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Aos 30 dias, com excecdo do tratamento T,, onde os foliculos
apresentaram formato mais arredondado e uniforme, nos demais tratamentos os
foliculos apresentaram formato bastante irregular e de tamanhos variados (Figura
9). Nota-se um aumento no numero de foliculos, principalmente nos tratamentos
T, e T3, confirmado posteriormente ao analisarmos o numero médio de foliculos
presentes na tiredide, onde Ty apresenta um aumento de 100%, em relagcdo ao
periodo anterior, T1 de 350%, T, de 185% e T3 de 188% (Tabela 2).

Aos 45 dias, verificou-se a ocorréncia de diferengas significativas no
numero médio de foliculos onde os animais do tratamento T3 apresentaram o
maior numero medio de foliculos, diferindo dos animais do grupo controle (Ty) e T4
(Tabela 2).

As células foliculares, em T, apresentaram, em geral, formato cuboide, sem
grandes alteragbes ao longo do periodo avaliado. Em T4, T, e T3 as células
foliculares apresentam-se na maioria colunares e arredondadas, visualmente
maiores que as células observadas em To. Em T, e T3 observa-se pela primeira
vez a presenca de estratificacdes na estrutura do epitélio, formando multiplas

camadas de células epiteliais (Figura 9C, D).
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Figura 9. Secgdes transversais da glandula tiredide de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) apos 30
dias de tratamento com tiouréia (TU). (A): controle; (B); 3 mg TUKg; (C): 5 mg TU/kg; (D): 7 mg TU/kg.
Foliculo tireoidiano (Ft); Células parafoliculares (Cp); Células foliculares (Cf); Mast6citos (Mt); Coldide (*).

Aos 45 dias, nos animais controle, houve um pequeno aumento do numero
de foliculos presentes na tiredide, em relagdo ao periodo anterior (29%). Fato
constatado, também, nos tratamentos T, e T3, porém, de forma mais expressiva,
35% e 61%, respectivamente (Tabela 2). Em Ty, ndo houve alteragdes no formato
das células foliculares (cubdide) ou na estrutura do epitélio (fileira Unica de
células) (Figura 10A).

Em T, e em T; observa-se alteracdes no formato das células foliculares,
passando de colunares e arredondadas para cubdides, e observa-se ainda, a

presenga de estratificacao do epitélio (Figura 10C, D).
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Figura 3. Secc¢bes transversais da glandula tire6ide de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) apos 45
dias do inicio do experimento. (A): controle; (B); 3 mg TU/kg; (C): 5 mg TU/kg; (D): 7 mg TU/kg. Foliculo
tireoidiano (Ft); Células parafoliculares (Cp); Células foliculares (Cf); Coldide (*).

Para auxiliar na interpretacédo das fotomicrografias da glandula tiredide e da
definicao do formato da célula folicular (cubdide, colunar, arredondada, achatada,
etc.) nés determinamos a altura das células foliculares (ACF) presentes na
glandula tiredide em fungéo dos tratamentos avaliados (Figura 11).

De acordo com os dados obtidos, observar-se que, logo apés 15 dias, a
altura das células foliculares dos animais que nao receberam TU foi
significativamente menor daqueles tratados com TU, sendo que estes nao
diferiram entre si (Figura 11).

Aos 30 e 45 dias, nota-se atrofia das células foliculares da glandula tiredide
dos girinos que receberam TU (T4,T2 e T3). Nos girinos do tratamento T4, aos 30
dias, a ACF apresenta uma reducdo de 32% e, aos 45 dias, de 18%. No
tratamento T, as reducdes neste parametro foram de 18% e 14%,
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respectivamente. No tratamento T3, aos 30 dias, observou-se uma reducado na

ACF de 10% e no periodo seguinte, esta permaneceu inalterada.
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Figura 11. Altura das células foliculares da glandula tiredide de girinos de ra-touro, em fungdo dos
tratamentos. 15 dias (linha continua); 30 dias (linha tracejada) e 45 dias (linha pontilhada). Pontos
representam as médias + EP e estdo expressas em milimetros. Os asteriscos indicam diferengas
significativas (p<0.05) entre os tratamentos pelo teste de Bonferroni.

Ao longo do periodo de metamorfose, a morfologia da glandula tiredide se
altera progressivamente para atender as exigéncias fisioldgicas necessarias para
a transicdo da vida aquatica para a terrestre (DODD et al., 1976). A glandula
tiredide aumenta em tamanho e em volume, devido a proliferagao de foliculos e
ao aumento no tamanho e no numero de células foliculares (GRIM et al., 2009).
Fato comprovado pelos dados obtidos em Ty, onde os girinos alimentados com
racdo sem tiouréia, também, apresentaram hipertrofia da glandula tire6ide, mas,
neste caso, devido ao crescimento e desenvolvimento normal dos animais ao
longo do periodo de metamorfose.

Nos girinos que receberam 3 mg TU/kg racao (T1), observou-se hipertrofia
da glandula tiredide apenas na fase inicial e, em seguida, atrofia. Provavelmente,
isso tenha ocorrido em fungcdo da baixa dosagem de TU utilizada que né&o foi
capaz de manter baixos os niveis de TH no plasma e estimular a hipertrofia da
tiredide.

Nos girinos do tratamento T, (5 mg TU/kg ragéo), observou-se a
hipertrofia da glandula tiredide, até os 30 dias, caracterizada pela hipertrofia das

células foliculares, aumento do numero e tamanho dos foliculos e area luminal do
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foliculo. Apds esse periodo, o tamanho da glandula tiredide passa a igualar-se ao
dos girinos de T,. Provavelmente, da mesma forma como observado no
tratamento anterior, a atrofia observada no final do periodo tenha ocorrido em
funcdo da baixa concentragdo de TU utilizada, que nao foi capaz de manter os
niveis hormonais de TH baixos depois de cessada a administracdo do inibidor,
levando a regressao das células foliculares e do tamanho dos foliculos.

Os girinos que receberam 7 mg de TU apresentaram hipertrofia da glandula
tiredide ao longo de todo o periodo avaliado, em consequéncia da hipertrofia e
hiperplasia das células foliculares e do aumento do numero de foliculos e area
luminal do foliculo. A exposi¢cdo da glandula tiredide a inibidores da sintese de
TH, como a tiouréia, induz a hiperplasia e hipertrofia de células foliculares,
alteragdes na area luminal do foliculo e crescimento glandular, devido a
alteracbes associadas a mecanismos compensatérios, modulados pelo aumento
da concentragdo do TSH circulante em resposta ao declinio do TH no sangue.
Essas alteragdes ocorrem quando se utiliza doses pequenas de inibidores da
sintese de tiredide, abaixo da dosagem necessaria para a completa inibigdo do
desenvolvimento metamorfico (DEGITZ et al., 2005; TIETGE, et al., 2005).

4. Conclusoes

O uso da tiouréia nas dosagens utilizadas ndo alterou a deposi¢cdo de
nutrientes na carcaga dos girinos de ra-touro, entretanto induziu a hipertrofia da
glandula tiredide.

Nas condi¢des utilizadas neste trabalho, recomenda-se o uso de 7 mg de

TU por kg de ragéo, por um periodo de 30 dias.
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Resumo

Um dos grandes entraves da ranicultura € a producdo de girinos de boa
qualidade, em regides com temperaturas elevadas. A tiouréia (TU) € um potente
inibidor da sintese de horménios da tiredide. Portanto, a adicado deste composto
na alimentagao de girinos, visando a obtengao de imagos maiores, em fungéo do
retardo do climax de metamorfose, pode ser uma alternativa viavel. Este trabalho
foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos da administragao
de TU, durante a fase de girinagem, nas ras. Foram utilizados 696 imagos,
alimentados com tiouréia (0, 3, 5 e 7 mg TU/kg de ragao) e distribuidos em DIC
com quatro tratamentos e trés repetigdes, quando girinos. Mensalmente, as ras
foram pesadas e medidas até atingirem o peso de abate e, na ultima biometria,
trés ras por tratamento foram eutanasiadas para pesagem do figado, gbnadas e
corpo adiposo e obtengao de amostras teciduais. Os pesos e comprimentos dos
animais tratados com 7 mg TU/kg de ragao foram maiores do que os dos demais
tratamentos. No figado constatou-se a presenga de melanomacrofagos,
mastocitos e rarefacdo citoplasmatica. No rim observou-se aumento do espaco
intersticial, calcificagdes, tubulos dilatados, melanomacréfagos e granulomas
necroticos. No baco, observou-se hiploplasia folicular, inUmeros mastécitos,
melanomacréfagos, eosinofilos e destruicdo tecidual. Nas goénadas ndo foram
observados danos celulares ou estruturais. A administracdo de 7 mg TU/kg ragéo
na alimentagao de girinos resultou na obtengcdo de animais maiores na recria e ao
final do periodo de engorda. O uso de tiouréia durante a fase de girinagem, nas
dosagens utilizadas, ndo causou toxicidade ou qualquer alteragdo gonadal em

animais adultos.

Palavras-chave: composto goitrogénico, imagos, disruptor endécrino, morfologia

de tecidos
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Abstract

One of the biggest challenges of frog farming is the production of tadpoles with
good quality in regions with high temperatures. The thiourea (TU) is a potent
inhibitor of thyroid hormone synthesis. Therefore, the addition of this compound on
tadpole’s feed in order to obtain larger froglets, by the delay of metamorphic
climax, can be a viable alternative. The aim of this work was to evaluate the
possible effects of the administration of TU during tadpole’s phase, in adult frogs.
696 froglets were used, they were fed with thiourea (0, 3, 5 and 7 mg TU / kg diet)
when tadpoles that were distributed in DIC with four treatments and three
repetitions. Every month, the frogs were weighed and measured until they reach
slaughter weight and, in the last biometric measure, three frogs per treatment were
euthanized for to getting the weight of the liver, gonads and fat body and to obtain
tissue samples. The lengths and weights of frogs treated with 7 mg TU/kg feed
were higher than the other treatments. In liver it was found melanomacrophages,
mast cells and cytoplasmic rarefaction plus dissociation of hepatic trabeculae. In
kidney it was observed an increase of interstitial space, calcification, dilated
tubules, melanomacrophages and necrotic granulomas. In spleen it was observed
lymphoid follicles hiploplasia, mast cells, melanomacrophages, eosinophils and
tissue destruction. In gonads there wasn’t observed any cellular or structural
damage on the gonads. The administration of 7 mg of thiourea on the food of
bullfrog tadpoles resulted in larger animals in the breeding phase and at the end of
it. The use of thiourea during tadpole's phase, in this study, did not cause toxicity

or any change in gonadal adult animals.

Keywords: goitrogenic compound, froglets, endocrine disruptor, tissues

morphology
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1. Introducgao

Atualmente, o Brasil ndo possui uma estatistica precisa sobre o numero de
criadores de ras e a producdo anual, porém, em um levantamento realizado em
2010, foram contabilizados 144 ranarios na regido Sudeste (BELLUZZO et al.,
2010) e 16 na regiao Sul (MORETTO et al., 2013). A producéo anual brasileira de
carne de ra foi estimada em 400 toneladas (CRIBB, 2013), sendo o Brasil o
segundo maior produtor mundial (FAO, 2009).

Como em toda criagdo animal intensiva, a ranicultura necessita de
producdo continua de ras para torna-la economicamente viavel. Assim, é
necessario o estabelecimento de novas técnicas que visem a maior produgao e
regularidade da oferta.

Um dos problemas enfrentados pelos ranicultores € a produg¢ado de imagos
pequenos, principalmente no verdo, devido a aceleragdo do processo de
metamorfose dos girinos, em funcdo da elevagcao da temperatura. O menor
tamanho dos imagos, na fase inicial de recria, causa graves problemas como:
diminuicao da fertilidade, em fungéo da reducdo do tamanho corporal (READING,
2007), e menor produgéo de ovos e larvas (GALLOY & DENOEL, 2010), afetando
toda a cadeia produtiva. Portanto, a produgao de girinos saudaveis e de qualidade
€ importante para o éxito da atividade.

A tiouréia (TU) € um composto orgénico, soluvel em agua e com grande
potencial para inibicdo da sintese de horménios da tiredide (TH). Seu mecanismo
de acdo ocorre por meio da inibicdo da atividade da peroxidase da tiredide,
responsavel pela organificacdo do iodo, que resultam na formacao de T3 e T4
(KANKI & WAKAHARA, 2000; KLOAS, 2002). Desse modo, a tiouréia tem sido
amplamente utilizada, devido ao seu efeito goitrogénico (IARC, 2012), ou seja,
inibicdo de absorc¢ao do iodo.

Ao se avaliar a meia vida da tiouréia em ratos foi verificado que apés 3
horas da administragdo intravenosa de 5 mg da droga, apenas 30% do composto
foi encontrado na carcaga e apods 25 horas, apenas tracos foram encontrados
(WILLIAMS & KAY, 1947). Em humanos, uma unica dose oral de 28,57 mg de
tiouréia por quilo de peso foi completamente eliminada, via sistema urinario, apos
48 horas de sua administragdo (ZIEGLER-SKYLAKAKIS et al., 2003).
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Em funcdo da baixa toxicidade tanto para animais quanto para o meio
ambiente, da facilidade de absorgéo pelo trato gastrointestinal, eliminagao pelos
tecidos e urina, e do grande potencial de inibicdo da sintese dos horménios da
tiredide, a administracdo da tiouréia em girinos se torna uma alternativa viavel
para a obtengéo de imagos de boa qualidade.

No entanto, alteracbes das fungdes normais da tiredide, durante o
desenvolvimento larval, podem causar efeitos permanentes no sistema
reprodutivo de rds (GOLEMAN et al., 2002). Relatos na literatura demonstram
que a deficiéncia de TH durante o desenvolvimento larval de Xenopus laevis
previne a masculinizagdo de estruturas secundarias em machos, como o
desenvolvimento dos musculos da laringe, caracteristica de extrema importancia
para o sucesso reprodutivo (ROBERTSON & KELLEY, 1996). Os horménios da
tiredide parecem, também, desempenhar um importante papel na diferenciagao
gonadal em anuros (HAYES, 1998).

Além disso, estudos indicam que uma quantidade significativa dos
horménios da tiredide sdo metabolizados no figado (HILL et al., 1998). Como todo
alimento ingerido, depois de metabolizado e digerido no trato intestinal, é
processado a nivel hepatico (HIPOLITO et al., 2001), uma disfungédo grave nesse
orgao pode levar a um quadro irreversivel (GAYTON & HALL, 2002), com
evidente diminuicdo da taxa de crescimento e até mesmo morte do animal
(SEIXAS FILHO et al., 2008a).

O sistema linfatico que inclui os 6rgaos linféides primarios, responsaveis
pela producdo dos compostos celulares do sistema imunolégico (medula éssea e
timo), e secundarios, locais em que ocorrem as respostas imunoldgicas
(linofonodos, baco, tonsilas e agregados de linfécitos nos pulmdes e mucosa do
trato digestivo) tem como principal fungdo proteger o organismo contra patégenos
invasores ou antigenos (KIERSZENBAUM & TRES, 2012).

Nos anfibios, os 6rgaos hematopoiéticos sao dotados de células dindmicas
e responsivas a diversos estimulos, denominadas melanomacrofagos. Essas
células agem nos processos de detoxificagdo através da fagocitose e armazenam
alguns compostos como a lipofuscina e melanina. A melanina atua na absorgao e
neutralizacdo dos radicais livres, cations e outros agentes téxicos (ANTONIASSI
et al., 2012; MARTINS et al., 2012).
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Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar se a administracéo da
tiouréia em girinos de ra-touro pode ser utilizada para a obtengcdo de animais
maiores sem prejuizos ao crescimento e o desenvolvimento de animais pos-
metamorficos por meio da avaliagdo da morfologia do figado, rins, bago e

gbnadas.
2. Materiais e métodos

O experimento foi realizado no Centro de Aquicultura da Universidade
Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, Setor de Ranicultura, no periodo de
abril a agosto.

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP,
(Protocolo n° 019715/14) e, foram conduzidos de acordo com o0s principios éticos
na experimentacdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA).

2.1.Delineamento experimental e amostragens

Foram utilizados 696 imagos com peso médio inicial de 2,52 + 0,27 g,
provenientes do experimento anterior, no qual os girinos (estagio 26 de Gosner)
foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e trés repeticdes e alimentados por 30 dias, com ragéo contendo 27%
de proteina digestivel (PD) e 3676 kcal/kg de energia digestivel (ED), com TU nas
dosagens de 0, 3, 5 e 7 mg de TU/kg de ragao, sendo aqui identificados como
tratamentos Ty ou controle, T4, T, e T3, respectivamente.

Os imagos foram alojados em baias de 3 m? do galpdo de engorda,
respeitando-se a densidade maxima de estocagem inicial de 50 animais/m?. Cada
baia contém abrigo, canaleta de agua e cochos vibratério dispostos linearmente.
A agua utilizada foi proveniente de pogo artesiano, com fluxo continuo.

Diariamente, as baias foram limpas, as canaletas de agua esvaziadas,

limpas e a agua reposta.
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A alimentacdo dos imagos consistiu em dieta comercial extrusada,
contendo 40% de proteina bruta e 4366 kcal/kg de energia bruta, a qual foi
oferecida “ad libitum”. O tamanho do pelete da ragao nos primeiros 45 dias foi de
2 a4 mm e posteriormente de 6 a 8 mm.

A temperatura do ambiente foi medida diariamente com um termdémetro de
maxima e minima, colocado a 30 cm do piso. As temperaturas médias maxima e
minima do ambiente observadas foram de 33,1 + 3,2°C e 26,2 + 2,6°C,
respectivamente.

A cada 30 dias foram realizadas biometrias onde todos os animais foram
pesados individualmente em balanga eletrébnica digital e mensurados com
paquimetro digital (comprimento rostro-cloacal, CRC). Na ultima biometria (apds
120 dias), ao final do experimento, trés animais, de cada tratamento,
fenotipicamente do sexo masculino e trés animais fenotipicamente do sexo
feminino foram insensibilizados (benzocaina, 10%) e eutanasiados. Apds este
procedimento, a cavidade celomatica-visceral foi aberta e alguns 6rgaos internos
retirados (figado, rim, bago, corpo adiposo, génadas). Figado, gbnadas e o corpo
adiposo foram pesados para o calculo dos indices hepatossomatico (IHS% = peso
do figado/peso corporal x 100), gonadossomatico (IGS%= peso das
gbnadas/peso corporal x 100) e lipossomatico (ILS% = peso do corpo

adiposo/peso corporal x 100).
2.2.Processamento das amostras e analises laboratoriais
Amostras de figado, rim, baco e gbénadas foram fixadas em solugao de
Karnovsky e incluidas em historesina. Em seguida, estas foram seccionadas em
cortes transversais de 5 um de espessura que foram, entdo, coradas por meio da
técnica de coloragcao Hematoxilina-Eosina.
2.3. Andlises estatisticas
Os dados de peso e comprimento rostro-cloacal foram analisados quanto a

normalidade e de acordo com os resultados procedeu-se a analise de variancia e

os testes de comparagdo entre médias (paramétricos e n&do paramétricos). Os
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resultados apresentados estdo expressos através de média £ EP (erro padrao).
Comparacdes entre as médias foram realizadas utilizando two-way ANOVA ou
one-way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni (p<0,05), para dados
paramétricos, e pelo teste de Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos seguido
pelo teste de Dunn. Os softwares SAS 9.0 e Graph Pad Prism 4.0 (Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA, USA, http://www.graphpad.com) foram utilizados

para todas as analises estatisticas.

3. Resultados e Discussoes

3.1.Crescimento e desempenho

No inicio do experimento, os pesos médios dos animais controle e tratados
nao diferiram significativamente entre si, apresentando o peso médio na entrada
de 2,52 + 0,27 g (Figura 1A). Aos 30 dias, diferengas marcantes foram
observadas entre os tratamentos. O tratamento T, (controle) apresentou um
aumento de 153% no peso com relagcdo a mensuragdo anterior e os demais
tratamentos apresentaram, respectivamente, aumentos de 229% (T+1), 96% (T) e
257% (T3). Diferencas significativas foram observadas entre o tratamento T, e os
tratamentos T1 e T3 (Figura 1A), sendo estes de 19% no primeiro caso e de 43%
no segundo. O tratamento T, apresentou o pior peso sendo este 22% menor do

que Ty e 54% menor do que Ts.
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Figura 1. Peso médio de ras-touro tratadas com TU durante a fase pré-metamorfica. (A): inicio do
experimento (linha continua), 30 dias (linha tracejada); (B): 60 dias (linha pontilhada); 90 dias (linha trago-
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ponto); 120 dias (linha trago-ponto-ponto). Pontos representam as médias + EP. Os asteriscos indicam
diferencas significativas (p<0.05) entre os tratamentos pelo teste de Bonferroni.

Aos 60 dias, diferencas significativas entre os pesos foram observadas
somente entre os tratamentos T¢ e T3 (Figura 1B). Neste periodo, houve grandes
aumentos no peso meédio dos animais em relacédo ao periodo anterior em todos os
tratamentos, principalmente, em T2 (998%) e Ty (811%), esse aumento expressivo
assemelha-se aos ganhos obtidos com o ganho compensatério. Crescimento
compensatoério pode ser definido como um processo fisiolégico por meio do qual
um organismo tem seu crescimento acelerado apds um periodo de
desenvolvimento reduzido (HORNICK et al., 2000).

Ganhos de peso seguidos de crescimento compensatério foram relatados
para tilapias do Nilo, mas apos serem submetidos a um curto periodo de jejum e
posterior realimentacdo (NEBO et al., 2013). O mesmo foi descrito para a
linhagem GIFT (PALMA et al., 2010) e para pacus (TAKAHASHI, 2007).

Mesmo apresentando aumentos menores (748%), o tratamento T3
manteve-se com o maior peso (79 g), sendo 33% maior que Ty e 43% maior que
T, (Figura 1B).

Nos periodos seguintes, os ganhos de peso comegam a diminuir
progressivamente, provavelmente em fungcdo do desvio de energia do
crescimento para a reproducdo (LOPEZ, 2008). Aos 90 dias, os ganhos em
relacdo ao periodo anterior foram de 130% (To), 141% (T+1), 94% (T2) € 99% (T53)
e, aos 120 dias, de 45% (To), 62% (T1), 74% (T2) e 43% (T3). Em ambos o
periodos, os animais do tratamento T3 continuaram a apresentar os maiores
pesos, 156 g (90 dias) e 224 g (120 dias), sendo superiores aos demais
tratamentos (Figura 1B) e os tratamentos T{ e T, apresentaram peso final
semelhante ao do tratamento Ty.

Comparacgoes do desempenho zootécnico da ra-touro sao dificeis de serem
realizadas em razdo das poucas informacdes disponiveis na literatura e de
diferencas climaticas ambientais nas instala¢des (LIMA et al. 2003).

Durante a fase de engorda dos animais, apdés 60 dias, as ras obtiveram
ganhos de peso médio diarios de 2,29 (Ty), 2,46 (T1), 2,18 (T,) e 2,42 g/dia (T3).
Resultados semelhantes foram reportados por Casali et al. (2005) ao avaliarem o

desempenho ras-touro com peso médio inicial de 52 g, tratadas com diferentes
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racbes comerciais. De acordo com os autores, os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura minima e maxima de 22,3°C e 31°C, respectivamente
e, somente os grupos de ras alimentadas com duas das quatro ragdes analisadas
atingiram o peso de abate (180-200 g) em 60 dias, sendo estas as que continham
45% de proteina bruta (PB) e 4422 kcal/kg de energia bruta (EB) e 44% PB e
4807 kcal/kg EB. Em ambas as ragdes os ganhos de peso diarios foram de 2,71
g/dia.

Um dos principais fatores de interferéncia no crescimento de rés € a
temperatura por influenciar diretamente no metabolismo do animal, uma vez que,
como todos os anfibios anuros, a ra-touro € dependente da temperatura do
ambiente em que se encontra (PETERSEN & GLEESON, 2007). Teodoro et al.
(2005), ao trabalharem com estufas climatizadas, observaram que, quando a
temperatura do ambiente atinge valores abaixo de 10°C ou acima de 40°C, ocorre
a reducdo do consumo de alimento, em fungdo do estresse, principalmente, em
temperaturas mais baixas.

A temperatura das baias do galpdo de engorda das ras apresentou dias em
que a temperatura ambiente minima e maxima (26,2 + 2,6°C e 33,1 £ 3,2°C)
estava fora da faixa ideal de criagao de 25,1°C e 30,4°C para ras-touro com peso
vivo entre 37 e 90 g (BRAGA & LIMA, 2001) e de 27,6°C e 28,2°C para ras-touro
com mais de 100 g de peso vivo (FIGUEIREDO et al., 1999). Porém, a
temperatura encontrada nao deve ter influenciado o crescimento das ras uma vez
que, estas apresentaram resultados semelhantes aos relatados na literatura.

Castro et al. (2012) avaliaram a performance de ras-touro com peso inicial
médio de 70,59 £ 1,05 g, alimentadas com racdo comercial contendo 40% PB e
10% de lipideos, em sistema inundado cujas temperaturas médias minima e
maxima da agua foram de 20,5°C e 27,2°C, respectivamente. Os autores, apds
um periodo experimental de 60 dias, relataram ganhos de peso médios diarios de
1,1 a 1,7 g. Resultados inferiores ao obtidos neste trabalho, o que confirma o
relatado anteriormente que a temperatura ambiente alta, durante a realizagao
deste experimento, provavelmente nao tenha influenciado o crescimento das ras.

Com relagdo ao comprimento rostro-cloacal (CRC), podemos observar que

este apresentou o mesmo comportamento do ganho de peso, com aumentos
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expressivos nos primeiros 60 dias e, em seguida, ganhos moderados até os 120
dias (Figura 2A, B).
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Figura 2. CRC médio (mm) de ras-touro tratadas com TU durante a fase pré-metamorfica. (A): inicio do
experimento (linha continua), 30 dias (linha tracejada); (B): 60 dias (linha pontilhada); 90 dias (linha trago-
ponto); 120 dias (linha trago-ponto-ponto). Pontos representam as médias + EP. Os asteriscos indicam
diferencas significativas (p<0.05) entre os tratamentos pelo teste de Bonferroni.

No inicio do experimento, os animais apresentaram CRC médios iguais,
nao diferindo significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Bonferroni (Figura
2A).

Apés 30 dias, comega a surgir diferengas significativas entre os
tratamentos. As ras do tratamento T, passam a apresentar o menor CRC (36,7
mm), enquanto que, as ras do tratamento T; apresentaram os maiores
comprimentos (45,8 mm) (Figura 2A).

A partir dos 60 dias, os CRC das ras nos tratamentos T, e T, foram
inferiores ao do grupo controle (Tp) em 6%. Enquanto que, aos 90 e 120 dias,
essas diferengas foram de 3% (T1) e 10% (T2) e de 2,5% (T1) e 4% (T2),
respectivamente (Figura 2B).

Embora aos 60 e 90 dias, ndo tenham sido observado diferencgas
significativas quanto ao CRC entre os tratamento Ty e T3 (Figura 2B), durante o
periodo experimental, as ras do tratamento T3 (7 mg TU/kg de ragao)
apresentaram os maiores CRC. Aos 60 dias, a diferenca entre o Ty e T3 foi de
13,6% e, aos 90 dias, de 6,1%.
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3.2.indice Somaticos

Os pesos meédios dos oOrgaos das rds amostradas ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos ou mesmo entre o0s sexos
(Bonferroni, ao nivel de 5% de probabilidade), com excecdo das gbnadas, onde
foram observadas diferencas significativas entre os sexos, mas nao entre os
tratamentos (Figura 3). Os pesos médios dos testiculos e ovarios foram de 0,35 +
0,05 ge 18,60 £ 4,57 g, respectivamente.
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Figura 3. Peso médio dos 6rgdos internos de ras-touro tratadas com TU durante a fase pré-metamérfica. (A):
Baco; (B): Rim (C): Figado; (D): Corpo adiposo (E): Génadas. Barras representam as médias + EP e estao
expressos em gramas.
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Os indices lipossomatico e hepatossomatico foram de 8,17 £ 0,97% e 5,14
1 0,89%, respectivamente. O indice gonadossomatico de machos e fémeas foram
0,12 £ 0,02% e 5,04 + 2,95%, respectivamente.

3.3.Morfologia dos tecidos

3.3.1. Figado

O figado &, por exceléncia, o 6rgado de escolha para termos uma idéia da
condicdo de saude geral e nutricional dos animais. Uma vez que, alteragdes
causadas, principalmente, por mau manejo alimentar e falhas nos manejos
sanitario e zootécnico, ou da presenga generalizada de agentes infecciosos
refletem na estrutura e fungdes hepaticas (HIPOLITO, 2003; SEIXAS FILHO et al.,
2008b).

A observagao da morfologia do figado dos animais tratados com tiouréia
apresentou caracteristicas bastante semelhantes. Em todos os tratamentos (T1 a
T3), observou-se a presenga de rarefagao citoplasmatica (Figura 4C-H) associada
a dissociacdo das trabéculas hepaticas (Figura 4E) e presenga de inumeros

mastocitos (Figura 4H) e melanomacroéfagos (Figura 4D-H).
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Figura 4. Fotomicrografia de secgbes histoldgicas do figado de ra-touro corados em HE. (A e B): Animais
controle; (C e D): animais tratados na concentragédo de 3 mg de TU/; (E e F) 5 mg de TU; (G e H) 7 mg de TU.
Hepatdcitos (H); Tubulos distais (Td); Artéria hepatica (Ah); Vasos congestos (Vc); Mastécitos (Mt);
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Melanomacroéfagos (Mc); Rarefagdo citoplasmatica (Rc); Eosindfilos (E); Melandcitos (Me); Veia porta (Vp);
Trabécula esplénica (T); Proliferacédo de fibroblastos (Pf); Dissociagéo trabecular (Dt); Seios hepaticos (Sh).

Além da derme, células pigmentares contendo melanina podem ser
encontradas em diversos tecidos viscerais como: figado, rim e bago, com
diferentes ocorréncias, tipos e quantidades, de acordo com as diferentes espécies
(AKULENKO, 1998; RUND et al., 1998; ZUASTI et al., 1998; OLIVEIRA et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2003). Estas células podem ser agrupadas constituindo
um sistema melanogénico cuja fungao néo esta devidamente definida (ZUASTI et
al., 1998).

Em anfibios, o estudo dos melanécitos viscerais e melanomacréfagos séo
recentes e em poucas espécies: Salamandra antra atra (TREVISAN et al., 1991),
Rana ridibunda (AKULENKO, 1998), Xenopus laevis (ZUASTI et al., 1998),
Physalaemus curvieri (OLIVEIRA et al., 2002, 2003), Physalaemus nattereri
(OLIVEIRA & ZIERI et al., 2005), Rhinella schneideri (ANTONIASSI et al., 2012) e
Lithobates catesbeianus (MARTINS et al., 2012).

Os melandcitos vicerais sdo celulas grandes, irregulares e intensamente
pigmentados e derivam do mesénquima da crista e tubo neural. O seu formato
irregular, que varia de estrelado a dendritico sugere a existéncia de mais de um
tipo celular como os presentes no figado, bago e rins (OLIVEIRA & ZIERI et al.,
2005; MARTINS et al.,, 2012). Estes no entanto sdo derivados de céluas
hematopoiéticas e sdo representados pelos melanomacréfagos, que também
sintetizam melanina. A melanina € um polimero complexo, que pode absorver e
neutralizar radicais livres, cations e outros agentes potencialmente toxicos
derivados da degradacao de material celular fagocitado (MARTINS et al., 2012).

Em muitos casos, o aumento da presenga de pigmentos melaninicos pode
indicar um processo representado pela alimentagdo e necessidade de se isolar
produtos toxicos (CORSARO et al., 1979; SPEARE & O'SHEA, 1989).

Talvez, no presente estudo, o0 aumento da ocorréncia dos
melanomacrofagos (Figura 4B, D, E, F, G, H), e a rarefagao citiplasmatica (Figura
4C-H) tenham sido resultados de uma resposta a toxidade, causado pela adigao
de TU durante a fase de girinagem. Porém, esta hipdtese é rejeitada quando
comparamos 0s grupos tratados (T1 a T3) com o grupo controle (Ty), que nao

recebeu ragdo contendo TU, e onde foi verificado também a presenca acentuada
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de melanomacréfagos, mastécitos, rarefagdo citoplasmatica associada a
dissociagao das trabéculas hepaticas.

A presengca quase que constante desses sinais (melanomacrofagos,
mastocitos e rarefagéo citoplasmatica) na morfologia do figado podem indicar que
a qualidade da racédo seja impropria para esses animais (HIPOLITO, 2003;
HIPOLITO et al., 2004; SEIXAS FILHO et al., 2008a; SEIXAS FILHO et al.,
2008b), pois mesmo com o consumo esperado ou classificado como normal, os
animais ndo estao aproveitando a proteina da ragao, por ser, provavelmente, de
baixa qualidade ou estarem abaixo da quantidade anunciada.

Trabalhos avaliando o desempenho de ras-touro alimentadas com dietas
comerciais com base em informacdes nutricionais de peixes carnivoros e com
teor de proteina bruta acima de 40% tém apresentado bons resultados
zootécnicos (CASALI et al., 2005; FENERICK Jr. e STEFANI, 2005). No entanto,
0 uso dessas dietas comerciais tem causado lesbes em alguns 6rgaos como
figado, rim, intestino e pancreas (HIPOLITO et al. 2007; SEIXAS FILHO et al.,
2008a; SEIXAS FILHO et al., 2008b; SEIXAS FILHO et al., 2009).

3.3.2. Rim

Nas seccdes histologicas do rim dos animais tratados com 3 mg de TU/ kg
de racao, observou-se aumento do espaco intersticial do parénquima renal, varias
calcificagbes distroficas, tubulos dilatados com adelgagcamento do epitélio tubular,
glomérulos hipertroficos, que geralmente estdo associados a alteragdes
hemodinamicas, e hipotréficos que levam ao aumento do espago de Bowman,
afrouxamento do tecido intersticial com aumento do espago intersticial,
tubulonefrose e presenca de mastocitos. (Figura 3C, D).

Nos animais do tratamento T,, observou-se, também, a ocorréncia de
aumento do tecido intersticial, tubulos dilatados com adelgacamento do epitélio
tubular, mastocitos, melanomacrofagos e presenga de granulomas necroticos
(Figura 3E, F).

Nas secgdes do rim dos animais tratados com 7 mg de TU/ kg de ragao,
observou-se auséncia de luz tubular, aumento do espaco intersticial, degeneracao

glomerular, presenga de mastécitos e melanomacrofagos (Figura 3G, H).
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Figura 3. Fotomicrografia de secgdes histoldgicas do rim de ra-touro corados em HE. (A e B): Animais
controle; (C e D): animais tratados na concentragdo de 3 mg de TU/; (E e F) 5 mg de TU; (G e H) 7 mg de TU.
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Glomérulos (Gn); Tubulos mesonéfricos (TmN); Células mesenquimais (Cm); Mastécitos (Mt); Tubulos
atréficos (Ta), Tubulos hipertréficos (Th); Espagamento da capsula de Bowman (EB); Glomérulos atréficos
(Ga); Melanomacréfagos (Mc); Glomeérulo hialinizado (Gh); Granuloma necrético (Ha).

Nas secc¢des dos animais controle (Figura 3A, B) foi possivel observar
glomérulos (Gn), tubulos mesonéfricos (TmN) e células mesenquimais (Cm).
Todavia, em algumas seccbes foi possivel, também, observar areas com
tubulonefrite (les6es nos tubulos dos rins e tecidos ao redor), tubulos eosinofilicos
e presencga de mastocitos e melanomacréfagos.

Alteragcdes morfoldgicas celulares no rim, assim como no figado, podem ser
provocadas por substancias quimicas e drogas, as quais sao importantes causas
de adaptagao (atrofia, hipertrofia e hiperplasia), lesdo (tumefacédo celular,
esteatose, necrose e apoptose) e morte celular (CONTRAM et al., 2000).

Todas essas alteragdes morfolégicas observadas, tanto em animais
controle quanto tratados com TU, indicam sérias perturbacdes na funcdo deste
orgao.

Seixas-Filho et al. (2008b), ao avaliarem as alteragdes histopatoldgicas em
girinos de ra-touro alimentados com ragdo comercial, verificaram a ocorréncia de
tubulonefrite, alteragbes nos tubulos e glomérulos, e alteragdes, semelhantes ao
observado neste trabalho, no figado do girinos. Segundo os autores, as
alteragaoes encontradas sugerem que os animais foram alimentados com ragao
de baixa qualidade.

De acordo com Contran et al. (2000), a insuficiéncia hepatica pode
ocasionar insuficiéncia renal.

Esses resultados reforcam a hipétese de baixa qualidade da racao citada
anteriormente. Uma vez que, foram constatadas alteragbes no figado, tanto em
animais controle como também em animais tratados com TU, e da mesma forma
nos rins, o que nos faz acreditar, que estes ndo tenham sido causadas pela

adicao de TU na racao e sim, pela racao ofertada.

3.3.3. Baco

O sistema linfatico, constituido pelos 6rgaos linféides primarios (medula

0ssea e timo) e secundarios (linfonodos, bago, tonsilas e agregados de linfocitos),
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tem como principal fungdo a protegdo do organismo contra agentes invasores ou
estressores (KIERSZENBAUM & TRES, 2012).

Neste contexto, o estudo dos 6rgaos linfoides € um aspecto de
fundamental importancia na demonstracdo das alteragbes dos compartimentos
imunoldgicos, quando expostos a agentes estranhos ao organismo (ROTH et al.,
2006).

O baco contém dois componentes principais com fungdes distintas: a polpa
branca, que € o componente imunologico do bago, e a polpa vermelha, que
funciona como um filtro e remove eritrocitos remanescentes ou lesionados e
microrganismos circulantes no sangue (KIERSZENBAUM & TRES, 2012).

Nas secgdes transversais do baco, foi possivel observar células e
estruturas normais como: melandcitos (Figura 6A, B, E, H), artérias e veias

(Figura 6G), polpa vermelha e polpa branca (Figura 6A, G).
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Figura 6. Fotomicrografia de secgdes histolégicas do bago de ra-touro corados com HE. (A e B): Animais
controle; (C e D): animais tratados na concentragdo de 3 mg de TU/; (Ee F) 5mg de TU; (G e H) 7 mg de TU.
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Polpa vermelha (Pv); Polpa branca (PB); Vasos congestos (Vc); Seios esplénicos (S); Melandcitos (Me);
Mastécitos (Mt); Dissociagdo da trabécula esplénica (Dt); Capsula esplénica (Ce); Eosindfilos (E);
Melanomacréfagos (Mc); Proliferagcao de fibroblastos (Pf); Tecido degenerado (Td); Artérias foliculares (Af);
Vasos e veias (V).

Nos animais tratados, independente da dosagem utilizada, além das
estruturas citadas anteriormente, observou-se hiploplasia de foliculos linfoides,
presenca de inumeros mastécitos, melanomacréfagos, eosindfilos e a presencga
de destruicao tecidual (Figura 6C-H).

A hipoplasia dos foliculos linfoide, associada a proliferacdo de macrofagos
da polpa vermelha e destruicdo da arquitetura esplénica tém sido comprovado por
alguns autores em indugbes experimentais de infeccbes em mamiferos
(MANGOUD et al., 1997; MANGOUD et al., 1998; RICA-CAPELA et al., 2003;
NIETO et al., 2011).

Em anfibios, sdo poucos os trabalhos disponiveis com relacao a alteracdes
histopatolégicas no bagco e suas consequéncias na sobrevivéncia do animal.
Schmidt & Reavill (2013) avaliaram as possiveis causas de doencas em
populacdes de anfibios de captura criados em cativeiro. Os autores relataram que
a hipoplasia dos foliculos linféides pode ser considerada um indicador n&o
especifico de estresse.

Na alimentacdo de ra-touro, todo o seu desempenho esta baseado na
quantidade e qualidade do alimento ofertado. Qualquer alteragéo na qualidade do
alimento pode causar disturbios nas fungdes hepaticas e renais (HIPOLITO et al.,
2004). Essas alteragdes aliadas a disfungdes organicas gerais provocadas por
situacbes de estresse ou agressdes sofridas por agentes infecciosos podem
estimular o sistema imunologico provacando alteragées na composicao celular
desses tecidos (HIPOLITO et al., 2007), como por exemplo, de células
fagocitarias e de defesa (BRITO et al., 2005).

No periodo em que se realizou este trabalho a temperatura diaria foi acima
da média normal (x 33°C). A alimentacdo ndao adequada, aliada ao estresse por
temperatura pode ter comprometido o sistema digestivo e causado lesdes,

estimulando o sistema de defesa e com isso, os orgéos linféides.
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3.3.4. Gonadas

Nos cortes histologicos das gbnadas (ovarios e testiculos) ndo foram
observadas diferengcas marcantes entre os grupos controle e tratados com TU,
assim como, nao foram observados danos celulares ou estruturais nas génadas,
em nenhum dos tratamentos avaliados (Figura 7).

Nos testiculos foi possivel observar a presenca de células de Sertoli (Se) e
células intersticiais tipo células de Leydig (Le), espermatogbnias (SG),
espermatozoides (*), bem como, outros cistos do processo espermatogénico
(mitose e meiose), 0 que indica que os testiculos (células) estavam viaveis (Figura
7A, C, E, G).

Nos ovarios foi possivel observar a presencga de foliculos ovarianos em
varios estagios foliculares: fase | (Fl), fase Il (FIl), fase Ill (Flll), fase IV (FIV), fase
V (FV) e foliculos vazios, ovdcito maduro e nucleos de ovdcitos pré-vitelogénicos
(Figura 7B, D, F, H).

Embora ndo tenhamos observado nenhuma alteracédo significativa nas
gbnadas, relatos na literatura tém demonstrado que o uso de TU durante o
desenvolvimento larval de X. laevis resultam em 100% de feminizagcéo
(GOLEMAN et al., 2002). Todavia, o tratamento similar, em outra espécie de
anura, Hyperolius viridiflavus, resultou em 100% de masculinizagdo (HAYES,
1997).

Uma vez que os efeitos dos horménios da tiredide sobre a diferenciagao
gonadal sao influenciados pela concentracdo do agente utilizado e pelo estagio de
desenvolvimento inicial dos animais quando expostos (GOLEMAN et al., 2002),
provavelmente, em funcdo das baixas concentragdes utilizadas neste trabalho
durante a fase de girinagem, a tiouréia ndo tenha alterado o desenvolvimento

gonadal.
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Figura 7. Fotomicrografia de secgdes histoldgicas de gbnadas de ra-touro adultas corados com HE. (A e B):
Animais controle; (C e D): animais tratados na concentragéo de 3 mgde TU/; (Ee F) 5mgde TU; (Ge H) 7
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mg de TU. Nos testiculos (A, C, E, G), nota-se a presenca de células de Sertoli (Se) e células intersticiais tipo
células de Leydig (Le), espermatogbnias (SG), espermatozoides (*). Nas gbnadas femininas (B, D, F, H),
notam-se ovarios em maturacgéo inicial com a presenca de foliculos ovarianos na fase | (Fl), fase Il (FIl), fase
Il (FNI), fase IV (FIV), fase V (FV), foliculos vazios (FvZ), ovécito maduro (MO), vitelo (v) e o nucleo (n) de
ovacitos pré-vitelogénicos.

4. Conclusoes

A administragdo de 7 mg de tiouréia na alimentagao de girinos de ra-touro
resultou na obtencdo de animais maiores na recria e ao final do periodo de
engorda.

O uso de tiouréia durante a fase de girinagem, nas dosagens utilizadas
neste trabalho, ndo causou toxicidade ou qualquer alteragdo gonadal em animais
adultos.

Os resultados encontrados encorajam novas pesquisas no tema, com o
objetivo de aprimorar essa nova técnica tornando-a mais adequada a realidade do

ranicultor.
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ANEXO A - Composicao qualitativa da ragdo comercial para peixes carnivoros e

os niveis de garantia do fabricante

Orientador: Profa. Dra. Marta V. De Stéfani

Composigao

Milho integral moido

Parede celular de

Oxido de zinco

Pantotenato de

levedura célcio
Farelo de soja Qleo de frango Sulfato de cobre Vitamina A
Farelo de arroz OI(_ao de peixe Sulfato de ferro Vitamina B1

refinado
Quirera de arroz Calcario calcitico MonOX|d9 de Vitamina B12

manganés
Farelo de algodao Cloreto de sédio Carbonato de Vitamina B2
cobalto

Farinha de carne e ossos Oxido de Magnésio lodato de calcio Vitamina B6
Farinha de visceras Veiculo g.s.p Selenito de sddio Vitamina C
Fgrlnha de penas Etoxiquin Cloreto de colina Vitamina D3
hidrolisadas
Farinha de peixe Acido propiénico Acido folico Vitamina E
Plasma em p6 de bovinos L-lisina Acido nicotinico Vitamina K3
Hemoglobma em po de DL-metionina Biotina Inositol
bovinos
Niveis de Garantia
Umidade (max.) 120 g/kg Colina (min.) 502,5 mg/kg
Proteina bruta (min.) 400 g/kg Acido félico (min.) 6 mg/kg
Extrato etéreo (min.) 75 g/kg Niacina (min.) 120 mg/kg
Matéria mineral (méax.) 120 g/kg Biotina (min.) 0,6 mg/kg
Fibra bruta (max.) 50 g/kg /(Ar::l:go) pantoténico 40 mg/kg
Célcio (min./ max.) 10/ 35 g/kg Vitamina A (min.) 10000 Ul/kg
Fosforo (min) 7000 mg/kg Vitamina B1 (min.) 20 mg/kg
Sadio (min.) 2400 mg/kg Vitamina B12 (min.) 24 uglkg
Magnésio (min.) 37 mg/kg Vitamina B2 (min.) 20 mg/kg
Lisina (min.) 24 g/kg Vitamina B6 (min.) 20 mg/kg
Metionina (min.) 7100 mg/kg Vitamina C (min.) 400 mg/kg
Zinco (min.) 120 mg/kg Vitamina D3 (min.) 3200 Ul/kg
Cobre (min.) 30 mg/kg Vitamina E (min.) 120 Ul/kg
Ferro (min.) 52,5 mg/kg Vitamina K3 (min.) 12 mg/kg
Manganés (min.) 75 mg/kg Inositol (min.) 80 mg/kg
Cobalto (min.) 0,72 mg/kg I(\j/leaonanohgossacarl- 500 mg/kg
lodo (min.) 1,5 mg/kg Beta glucanas 875 mg/kg
Selénio (min.) 0,3 mg/kg
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