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O inseticida Thiodan®sobre o desenvolvimento folicular de lambaris

Thiodan® insecticide on the follicular development of lambaris

Lucas Marcon' Paulo Burlamaqui da Silva Filho' Diego Senra Lopes' Ann Honor Mounteer"
Laércio dos Anjos Benjamin"

RESUMO

O Thiodan® é um organoclorado a base de endosulfan
que pode causar alteragdes morfologicas nos tecidos de peixes,
dependendo da concentracdo e tempo de exposicdo. Este estudo
teve como objetivo determinar a CL,-96h do Thiodan® (endosulfan
350g L) para fémeas de lambaris Astyanax bimaculatus em
periodo de reproducao e analisar a morfologia do desenvolvimento
folicular em diferentes concentragfes do agrotéxico. Foram feitos
quatro experimentos: 1) sem aclimatagéo e sem alimentagdo; 2)
sem aclimatacédo e alimentados; 3) com aclimatagéo de 10 dias e
sem alimentacdo; 4) com aclimatacéo de 10 dias e alimentados. A
CL,,-96h determinada foi de 13,6ug L™, com intervalo de confianga
de 10,1 a 18,4ug L™ (P<0,05). Em todos os experimentos, foram
utilizadas trés concentracdes diferentes do Thiodan® inferiores a
CL,,-96h pré-determinada em laboratorio de acordo com a NBR
15088 (ABNT, 2007). Os lambaris foram expostos ao Thiodan®
por 96 horas em trés concentragdes subletais de 1,15; 2,3 e 5,69
Lt e um grupo controle, livre de agrotéxico. Morfologicamente,
percebeu-se que a agdo do Thiodan® nas concentragdes subletais
nao alterou a morfologia do desenvolvimento folicular. Porém, o
didmetro folicular nos foliculos secundarios no experimento com
aclimatagdo/com alimentacédo expostos ao Thiodan® foi maior em
relacdo ao grupo controle (P<0,05). Esses dados sugerem que a
reproducdo pode ser afetada pelo produto quimico e pode causar
comprometimento no desenvolvimento folicular.

Palavras-chave: Astyanax bimaculatus, meio ambiente, ovario,
foliculos.

ABSTRACT

Thiodan® is an organochlorine based in endosulfan
which can cause morphological changes in fish tissues exposed to
it depending on the concentration and exposure time. This study
aimed to determine the LC,-96h of Thiodan® (350g L™ endosulfan)
for lambaris females of Astyanax bimaculatus in a reproduction
period and analyze the morphology of follicular development in

different experiments. Four experiments were performed: without
adaptation and no feeding, feeding without adaptation, with
adaptation and without feeding, with adaptation and feeding. The
LC,-96h determined was 13.6pg L™, with a confidence interval
from 10.1 to 18.4ug L* (P<0.05). The lambaris were exposed
to Thiodan® for 96 hours in three sub-lethal concentrations of
1.15, 2.3 and 5.6pg L* and without pesticides control group.
Morphologically, it was noted that the action of Thiodan® in sub-
lethal concentrations did not alter the morphology of follicular
development. However, the follicular diameter in secondary
follicles in the experiment with adaptation and feeding exposed to
Thiodan® was higher relative to the control group (P<0.05). These
data suggest that reproduction may be affected by chemical and
can cause impairment in the follicular development.

Key words: Astyanax bimaculatus, environment, ovary, follicles.

INTRODUCAO

O Thiodan® é um inseticida de uso
comercial que consiste na mistura de dois isdbmeros
ativos, sendo 70% o-endosulfan e 30% B-endosulfan.
Oendosulfanéumhidrocarboneto clorado usado como
inseticida de amplo espectro, que controla insetos por
acdo de contato e ingestdo (CHAKRABARTY et al.,
2012). Atualmente, é um produto banido em varios
paises pela sua alta toxicidade (MOLINA, 2010).
Seu uso é recomendado especialmente em culturas de
algoddo, cacau, café, cana-de-agucar e soja (Bayer,
2014). A utilizacdo de produtos a base de endosulfan
no Brasil é estimada em 4,4 milhdes de toneladas em
uma area de 2,2 a 3,6 milhdes de hectares, podendo
representar cerca de 40% do consumo mundial
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deste organoclorado, segundo dados do Programa
Ambiental das Nag¢des Unidas (UNEP, 2010).

O toxico pode chegar ao meio aquatico
pelo escoamento superficial e infiltragdo no solo por
meio da irrigagdo agricola e das chuvas, colocando
em risco os organismos que ali residem (CAPKIN et
al., 2006; GLOVER et al., 2007). Consequentemente,
0 endosulfan pode se acumular nos tecidos dos
organismos, como ja observado por HENRY &
KISHIMBA (2006) na espécie de peixe Oreochromis
niloticus. A sensibilidade ao endosulfan em
organismos aquéticos tem sido descrita na literatura
(CAPKIN et al., 2006; BALLESTEROS et al., 2007;
PEREIRA et al., 2012). O produto é téxico para 0s
peixes e outros organismos aquaticos, mesmo em
doses muito pequenas (PEREIRA et al., 2012), assim
como verificado por BALLESTEROS et al. (2007),
com peixes adultos da espécie Jenynsia multidentata.

Em peixes, o desenvolvimento folicular
tem sido bem descrito (GRIER et al., 2007) e, como
nos animais em geral, compreende os periodos pré-
meiotico, perinucleolar, vitelogénico e maturacédo
final. Estas fases ocorrem no interior de foliculos,
cuja parede, constituida por zona radiata, camada
folicular, membrana basal e teca (GRIER, 2007),
desempenha importante papel durante a ovogénese
e na fertilizacdo. Quando a qualidade da agua é
alterada devido a poluentes, a foliculogenése pode ser
alterada, comprometendo o desenvolvimento folicular
(CHATTERJEE et al., 1997). Assim, 0s peixes,
quando expostos aos inseticidas, podem apresentar
alteracdes morfolégicas no ovario (CHATTERJEE et
al., 1997; MAXWELL & DUTTA, 2005; DUTTA &
DALAL, 2008).

O lambari A. bimaculatus foi escolhido
como a espécie experimental, pois €é muito
representativo no ecossistema, sendo encontrado
desde o Nordeste brasileiro até a bacia do rio da Prata
na Argentina (BARBIERI et al., 1982). E um peixe
de pequeno porte e facil manutengéo em laboratdrio,
com importdncia econdmica na alimentacdo e
também na pratica de pesca (CARVALHO et al.,
2009). Este estudo teve como objetivo determinar
a CL,, em fémeas de lambaris A. bimaculatus e
analisar a histologia do desenvolvimento folicular em
peixes expostos ao Thiodan® em quatro regimes de
manutencdo dos animais em laboratorio.

MATERIAL E METODOS
Fémeas de lambari A. bimaculatus em

maturacdo avancada foram coletadas de tanques
de terra na Piscicultura da Prata, Eugendpolis/

MG, apresentando peso médio de 11,52+2,0g e
comprimento total médio de 9,12+0,64cm. As
caracteristicas para a escolha das fémeas de lambaris
em maturacdo avancada se basearam em aspectos
corporais, como ventre abaulado, poro genital dilatado
e vascularizado. Os peixes foram transportados
para 0 Biotério de Peixes do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa, onde
foram mantidos em aquarios com capacidade de 50
litros numa densidade de 0,59 de peixe por litro de
dgua. Foi utilizada &gua livre de cloro, temperatura
controlada (26+1°C) e monitoramento duas vezes ao
dia. Todos os aquarios possuiam sistema de filtragdo
(250L h) e aeracdo continua de agua para garantir o
bem-estar dos peixes. Os peixes foram alimentados
com ragdo comercial contendo 35% de proteina bruta,
duas vezes ao dia.

A primeira etapa do estudo foi o teste
de toxicidade aguda do Thiodan® para fémeas de
lambari em sistema estatico, a fim de determinar a
concentragdo letal (CL, ), que avalia mortalidade de
50% dos animais por 96 horas, de acordo com a NBR
15088 (ABNT, 2007). A alimentagdo dos peixes foi
suspensa 24 horas antes do inicio do experimento
e perdurou durante todo o teste (96 horas). Essa
restricdo alimentar foi realizada para evitar acimulo
de matéria organica, que poderia interferir na acao
do agrotoxico. Para o teste, foram selecionadas 120
fémeas adultas em maturacdo avancada. O agrotoxico
utilizado foi o Thiodan® (Bayer), com 350g L* de
endosulfan. Para cada concentracdo de Thiodan®
(1,5pug L1, 3,0pg L1 6,0ug LY, 12,0ug L2, 24,0ug
L1, 48,0ug L e 96,0ug L) e para o grupo controle
sem toxico (Oug L), foram utilizadas trés repeticOes
em recipientes de 1,5L de agua com cinco peixes
cada (Tabela 1). Foram feitas as verificagdes de
mortalidade a cada seis horas até 96 horas, removendo-
se 0s animais mortos, 0 que proporcionou menores
interferéncias pela decomposicdo dos peixes. Para
acompanhamento da temperatura, foi acondicionado
1,5L de agua, em um recipiente idéntico, de forma
que qualquer variacdo na temperatura pudesse ser
medida sem provocar estresse adicional a nenhum
grupo. O programa utilizado para o calculo da CL;
foi 0o TOXCALC, determinando o valor e o intervalo
de confianga pelo método PROBITUS (P<0,05).

Logo ap6s determinar a CL,-96hs, as
fémeas foram expostas ao Thiodan® por 96 horas em
quatro diferentes tratamentos, em sistema estatico:
experimento sem aclimatagdo e sem alimentacéo;
experimento sem aclimatacdo e com alimentacéo;
experimento com aclimatacdo de 10 dias e sem
alimentacdo; e experimento com aclimatacdo de
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Tabela 1 - Valores registrados para mortalidade de lambaris
Abimaculatus  expostos ao Thiodan® para
determinag&o da CLse-96 horas.

Thiodan® (ug L?) (n) expostos (n) mortos
0 15 0

15 15 0

3 15 1

6 15 3

12 15 4

24 15 11

48 15 15

96 15 15

10 dias e com alimentacdo. Foram utilizadas trés
concentragdes do Thiodan® (1,15; 2,3 e 5,6pg L*?)
inferiores a CL,, pré-determinada em laboratorio, de
acordo com a NBR 15088 (ABNT, 2007), além de um
grupo controle sem tdxico, com trés repeticdes sobre
as mesmas condigdes para cada concentragéo.

As caracteristicas da agua utilizada no
teste subletal em sistema estatico foram mantidas
de acordo com as recomendagdes da NBR 15088
(ABNT, 2007), com temperaturas de 26,0+1,0°C,
livre de cloro, pH 7,2+0,3; oxigénio dissolvido de
6,9+0,6mg L, e dureza total de 28,15+5,94mg L*
(CaCO,) de acordo com os procedimentos dispostos
no Standard Methods (EATON et al., 2005), cujas
leituras foram monitoradas no inicio e no final de
cada experimento, juntamente com a temperatura,
que também foi monitorada diariamente, utilizando-
se de um kit de teste para aquario.

Ap0s 96 horas de exposi¢do ao Thiodan®,
foram coletados 96 peixes, sendo seis animais de cada
concentragdo em cada experimento. Para ndo causar
efeitos indesejaveis nos peixes expostos ao Thiodan®,
como aumentar o estresse e comprometer a definigdo
do estagio de maturacdo, os foliculos ovarianos nao
foram coletados pela técnica de canulagdo. Os peixes
foram anestesiados com benzocaina (1/10000) e
submetidos a eutanasia por meio de secgéo transversal
da coluna vertebral na regido do opérculo. Logo em
seguida, os ovarios dos peixes foram coletados para
as analises histoldgicas.

Para o estudo histologico, os ovarios
foram fixados em paraformaldeido a 4% em tampao
fosfato 0,1M, pH 7,2 por 24 horas, e incluidos em
glicolmetacrilato (Leica, Historesin). Em seguida,
seccBes 3um de espessura foram coradas, utilizando
hematoxilina/eosina para andlises morfolégicas. As
laminas foram montadas com Entellan (Merck®),
analisadas em microscopio de luz CX31 (Olympus), e

as imagens foram obtidas com camera digital SC 020
por meio do software Analysis GETIT (Olympus).

Nos estudos morfolégicos foram analisados
0s ovarios de seis animais por grupo. As seccles
histoldgicas foram analisadas em toda sua extensdo
em busca de alteragdes morfoldgicas foliculares que
pudessem ser representativas do efeito do Thiodan® no
tecido ovariano, sempre comparando estas alteracdes
com o padrdo de organizacdo dos ovarios das laminas
do grupo controle. Além disso, foram realizadas
medicdes de didmetros em 10 foliculos vitelogénicos
para cada animal, sendo os foliculos o mais esféricos
possivel, com corte passando pelo nicleo. Estas
medidas foram obtidas por meio do programa Image-
Pro Plus, tracando-se duas linhas perpendiculares
sobre nicleo e respeitando-se os limites do foliculo.
Os diametros dos foliculos vitelogénicos foram
apresentados como médiatdesvio padrdo e avaliados
pelo Software Statistica 7.0, por meio da andlise de
variancia. Apos o teste de distribuicdo normal, os
dados dos grupos controle foram comparados aqueles
dos grupos expostos ao Thiodan®, usando anélise de
variancia one-way pelo teste de Tukey. P<0,05 foi
utilizado como critério de significancia.

RESULTADOS

O valor registrado para a CL.-96h do
Thiodan® para as fémeas de A. Bimaculatus, com
base na mortalidade ocorrida durante o periodo de
realizacdo do teste (Tabela 1), foi de 13,67ug L?, com
intervalo de confianca de 10,1 a 18,4ug L (p<0,05) e
temperatura média da agua de 23,3+0,72°C.

Os foliculos ovarianos dos lambaris nos
diferentes experimentos apresentaram morfologia
normal, tanto nos grupos expostos ao Thiodan® nas
concentragBes subletais, quanto nos grupos controle
(Figuras 1A-D), nos quatro diferentes experimentos.

Durante o desenvolvimento folicular
primario inicial, os ovocitos apresentam citoplasma
fortemente basofilo, nucleo esférico, nucléolos
dispersos pelo nucleoplasma. Os ovocitos estdo
envoltos por algumas células foliculares pavimentosas
(Figura 1A). No foliculo primério avangado, a camada
de células foliculares é pavimentosa e o nulcleo
eliptico. Entre as células foliculares e o citoplasma,
surge a zona radiata delgada (Figura 1B).

O foliculo secundario inicial possui
citoplasma granular e fracamente basofilo, e presenca
de vesiculas corticais pequenas e claras na periferia
do citoplasma. O nucleo é central, ligeiramente
acidofilo, com nucléolos pequenos e dispersos pelo
nucleoplasma (Figura 1C). No foliculo secundario
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intermediario, assim como na etapa anterior,
os ovocitos tém nucleo central e acidofilo. No
citoplasma, inicia-se a deposigao de vitelo a partir da
regido periférica do foliculo (Figura 1D). No foliculo
secundario avangado (vitelogénico), o didmetro e o
volume citoplasméatico aumentam mais em relacéo
ao nucleo, apresentando os foliculos neste estadio,
vesiculas corticais na periferia dos foliculos e globulos
de vitelo dispersos por todo citoplasma. A membrana
basal é delgada e a zona radiata € mais espessa que nas
fases anteriores (Figura 1D), com células foliculares
apresentando forma de pavimentosa a cdbica.

Os valores médios dos diametros dos
foliculos secundarios avancados nas fémeas do
experimento com aclimatagdo/com alimentagio
demonstraram aumento (P<0,05) nas concentragBes

1,15ug Lt (578,37459,77um) e 56ug L
(573,11461,78um) de Thiodan®em relagéo as fémeas
do grupo controle (516,06+£57,57um). Nos demais
experimentos, ndo foram registradas diferencas entre
os foliculos (P>0,05), apesar de ter sido observada,
na maioria dos grupos, essa mesma tendéncia de
aumento do diametro folicular (Tabela 2).

DISCUSSAO

No presente estudo, o lambari, apesar de
ser pequeno porte, apresentou CL, de 13,67ug L* em
96 horas, sendo mais resistente que adultos de tilapia
nilotica, cujas CL,, 96, 48 e 24 horas determinadas
por MUSANHI (1987) foram de 1,42, 3,80 e 10,3ug
L, respectivamente. Nas primeiras 24 horas de agdo

(501tm); C (30 L m); D (1001 m).

Figura 1 - Desenvolvimento folicular ovariano de Astyanax bimaculatus. A: Estroma ovariano com foliculos em
desenvolvimento primario inicial (opi) e primario avancado (opa). B: Foliculo em desenvolvimento primario
avancado (opa) com células foliculares pavimentosas e zona radiata delgada (zr). C: Foliculo em desenvolvimento
secundario inicial (osi), envolto por zona radiata espessa (zr) e células foliculares pavimentosas. D: Foliculo
em desenvolvimento secundério intermediario (osint) iniciando deposicéo dos glébulos de vitelo, e foliculos
em desenvolvimento secundario avancado (osa) com glébulos de vitelo (gv) por todo o ooplasma. vs: vaso
sanguineo. vc: vesiculas corticais claras na periferia do ovécito.Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Barra: A e B
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Tabela 2 - Diametro médio (um) dos foliculos em desenvolvimento secundario avancado de lambaris A.bimaculatus expostos ao Thiodan®

por 96 horas.

Experimento Controle 1,15pg L? 2,3ug Lt 5,6ug L*
—
sem aclimatagao 534,43 +74,14° 537,96 + 77,46° 532,73 + 83,00° 500,46 + 56,10°
sem alimentagédo
S
sem aclimatagao 568,07 + 66,47° 575,17 + 58,49° 590,4 + 58,89" 584,49 + 68 49°
com alimentagéao
—
com aclimatagao 538,16 + 56,84° 518,94 + 60,65° 553,93 + 61,03° 547,49 + 68,49°
sem alimentagédo
com aclimatagao 516,06 + 57,57° 578,37 + 59,77 557,74 + 78,70° 573,11 + 61,78

com alimentagéao

Valores expressos como média + desvio padrdo. Letras minudsculas diferentes indicam diferenga entre os grupos do mesmo experimento

(P<0,05) pelo teste de Tukey.

do Thiodan® com as concentragBes subletais de
1,15, 2,3 e 5,6pg L, as fémeas do presente estudo
apresentaram comportamento agitado e batimento
opercular acelerado, assim como foi observado na
espécie Danio rerio, exposta ao endosulfan por
96 horas na concentracdo de 2,4ug L?, além desta
espécie ter apresentado uma diminuicdo do nivel de
acetilcolinesterase (AChE) (PEREIRA et al., 2012).

Por outro lado, em estudo realizado por
HERNAN DA CUNA et al. (2011) com a espécie
Cichlasoma dimerus exposta ao endosulfan, por 96
horas, nas concentracbes de 0,25, 1, 2, 3, 4 e 16ug
L, os peixes exibiram comportamento indicativo
de neurotoxicidade, mas ndo foram encontradas
diferencas na atividade da AChE. A ventilacio
branquial acelerada e a ndo procura por alimentos
nas primeiras 24 horas observadas, nos diferentes
experimentos, sugere que a entrada de agua pela via
branquial foi a causa direta da absor¢&o e difusdo do
toxico no organismo. No entanto, a via epidérmica
também poder ser considerada via de entrada do
toxico para os tecidos (MCKIM et al., 1996). Estes
estudos fornecem evidéncias adicionais de efeitos
deletérios da exposicédo ao endosulfan sobre o sistema
nervoso, 0 que contribui para as observagfes do
presente estudo.

Em peixes teledsteos, o tipo de
desenvolvimento folicular pode ser assincronico,
com a presenca de foliculos em diferentes estadios
de desenvolvimento (GRIER, 2007), assim como
na espécie deste estudo. Os ovarios das fémeas de
A. bimaculatus submetidas ao efeito do Thiodan®
apresentaram foliculos ovarianos em diferentes fases
de desenvolvimento folicular, conforme observado
em outras espécies mantidas em ambientes livre de

toxico (GRIER et al., 2007) e com a presenca de
endosulfan (HERNAN DA CUNA et al., 2011). Ao
contrario do que foi observado no presente estudo,
DUTTA & DALAL (2008), ao submeterem as fémeas
da espécie Lepomis macrochirus a trés diferentes
concentragdes (0,25; 0,75 e 1ug L) de endosulfan,
observaram comprometimento do desenvolvimento
folicular com retragdo nuclear, foliculos com aspecto
vazio ou sem contetdo citoplasmatico, e alteracdes
no nucleo, que é relatado como necrose nuclear,
assim como foi observado também no trabalho
conduzido por CHATTERJEE et al. (1997). De
acordo com BALLESTEROS et al. (2007), peixes
fémeas da espécie Jenynsia multidentata sao
menos susceptiveis a intoxicacdo pelo endosulfan
do que os machos, devido a maior afinidade pelos
lipidios, sendo um fator importante para esclarecer a
auséncia de alteracGes morfologicas nas fémeas de A.
bimaculatus, em periodo reprodutivo, nas diferentes
concentragBes de Thiodan® testadas.

O diadmetro dos foliculos vitelogénicos
¢ espécie-especifico; porém, o Thiodan® alterou o
didmetro folicular no experimento com aclimatacéo/
com alimentacdo. Esta alteracdo do diémetro que leva
os foliculos vitelogénicos a atingirem a maturacdo
pode ser causada pelas diferengas nas concentractes
de vitelogenina, estradiol e aromatase (JENSEN et al.,
2004; CHAKRABARTY et al., 2012) ou sendo ligada
aos receptores especificos nos foliculos (BUGEL et
al., 2010). Contudo, é necessario estudar as vias que
conduzem a esta alteracdo. Estes resultados mostram
que diferentes vias podem afetar a reproducdo dos
peixes e que o Thiodan® pode agir como desregulador
endécrino nos foliculos secundarios avancados de A.
bimaculatus.
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CONCLUSAO

As fémeas de A. Bimaculatus podem
estar em processo inicial de intoxicacdo por meio de
como foi conduzido os experimentos por 96 horas nas
diferentes concentragdes testadas com o inseticida
Thiodan®. No entanto, a causa do aumento do
diametro folicular pode ser sugerida como alteracdo
hormonal e enzimatica que estdo relacionadas na
producdo da vitelogenina, ou o Thiodan® pode estar
agindo como desregulador endécrino nos receptores
especificos de vitelogenina nos foliculos secundarios.
Entretanto, sdo necessarios estudos fisiologicos para
se confirmar a via correta desta suposta altera¢ao nas
fémeas de A. bimaculatus.
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