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RESUMO - Um total de 1.500 larvas de tilapia-do-nilo foi distribuido em 15 aquérios de 20 L (100 larvas cada um) para
comparagéo de dois métodos de masculinizago: via oral, com dieta com horménio (60 mg do 17 o-metiltestosterona.kg™);
e via banho de imersdo (6 mg do 17 o-metiltestosterona.L™l), cada um com cinco repeticdes. As larvas e os juvenis foram
amostrados no dia 1 (inicio do experimento) e aos 30 (final do periodo de alimentagdo com horménio), 40, 45, 60 e 90 dias.
Uma amostra de 0,5 g de peixe foi coletada em cada repeticdo para analise da testosterona corporal. Os peixes alimentados
com a dieta com horménio receberam ragdo experimental por 30 dias e racdo comercial até o final do experimento, e banho
de imersdo receberam racdo comercial e foram submetidos a banhos de imersdo (6 mg da 17 o-metiltestosterona.L™1), de 36
horas, nos dias 6 e 10 ap6s inicio do experimento. Nos peixes que receberam a ragdo sem hormdnio (controle), os valores de
testosterona corporal se mantiveram praticamente estaveis ao longo do experimento, aumentando moderadamente a partir
de 60 dias. As concentracdes de testosterona corporal nos peixes que receberam a dieta com hormdnio ou o banho de imerséo
foram mais altas aos 30 dias. Nos peixes submetidos ao banho de imersdo, os valores reduziram aos 40 dias e aumentaram
novamente até os 60 dias de observagdo, enquanto naqueles submetidos & dieta com hormdnio, as concentragdes de testosterona
aumentaram gradativamente até 60 dias. A utilizacdo de 17 o-metiltestosterona por via oral ou banho de imersdo das larvas
estimula a maturacéo sexual dos peixes a partir dos 45 dias, especialmente naqueles alimentados com ragdo contendo horménio.
As concentraces desse hormonio na carcaca sdo inferiores ao preconizado pelo Codex Alimentarius do Brasil como seguras
para consumo humano.
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Hormone concentration in carcass of Nile tilapia submitted to early
maturation after sexual reversion

ABSTRACT - A total of 1,500 larvae of Nile tilapia was distributed in 15 20-L aquaria (100 larvae in each one) to compare
two methods of masculinization: via oral application, using a diet with hormone (60 mg 17oa-methyltestosterone.kg™l); and
through immersion bath (6 mg 17c-metyltestosterone.L1), each one with five replicates. Larvae and juvenile were sampled
on day 1 (beginning of the experiment) and on days 30 (end of hormone feeding period), 40, 45, 60 and 90. One sample with
0.5 g of fish was collected from each replication for analysis of body testosterone. Fish fed diet with hormone were given
experimental ration for 30 days and commercial ration until the end of the experiment, and fish in immersion bath received
commercial ration and they were submitted to immersion bath (6 mg 17 a-metyltestosterone.L ) for 36 hours on days 6 and
10 after the beginning of the experiment. For fish given ration without hormone (control), values of body testosterone were
almost totally steady over the experiment, moderately increasing from day 60. Concentrations of body testosterone in fish
fed diet with hormone or immersion bath were the highest on day 30. For fish submitted to immersion bath, the values were
reduced on day 40 and they increased again until 60 days of observation, while for those submitted to diet with hormone,
concentrations of testosterone gradually increased until 60 days. The use of 17 o-methyltestosterone through oral
administration or immersion bath of larvae promotes sexual maturation of fish from day 45, especially on those fed diet with
hormone. Concentrations of hormone in the carcass are lower than the recommended by Codex Alimentarius from Brazil as
safe for human consumption.
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Introducao

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) tem grande
precocidade reprodutiva, o que representa um problemana
piscicultura (Neumann et al., 2009). A precocidade
reprodutiva causa superpopulacdo, que, paraser controlada,
exige aplicacdo de alguns métodos, como amasculinizagdo
por meio de horménios esteroides masculinizantes (Popma
& Green, 1990), tanto naragdo como em banhos de imerséo
(Galeetal., 1999), paraproducédo de populagdo monossexual.

Aadicdo dohormonio 17-o-metiltestosteronanaragéo
é 0 método mais utilizado na reversdo sexual de tilapias e
pode produzir 98% de machos (Mainardes-Pinto etal., 2000)
utilizando-se racdo suplementada com metiltestosterona
(60 mg.kg™1) por um periodo de 30 dias a partir do inicio da
alimentacdo exdgena das larvas. Banhos de imersdo de
larvas em solucdo contendo metiltestosterona para
masculinizacdo dos peixes, de acordo com outros autores
(Bombardelli et al., 2007; Dias-Koberstein et al., 2007),
resulta em populagbes com até 83% de machos.

Segundo Collins et al. (1989), anabolizantes como a
testosterona e trembolona muitas vezes usados na producdo
animal, ndo sdo permitidos na Europa, fazendo com que
todo produto importado e que apresente residuos de
hormonio sejaembargado. Janos Estados Unidos, é permitido
0 uso de testosterona e acetato de trembolona em produtos
deorigemanimal.

No Brasil, foram proibidos a importacdo, producéao e
comercializacdo e 0 uso de substancias naturais ou artificiais
para crescimento e/ou engorda de animais de abate, com
permissdo apenas para fins terapéuticos e processos
reprodutivos (Brasil, 1991). Em 1995, foi determinado pelo
Codex Alimentarius do Brasil que a testosterona néo
apresentava problemas para a saliide humana, desde que em
doses inferiores a2 mg.kg™! (Palermo-Neto, 1998).

Com a alta producdo de tilapia, é importante que o
consumidor se assegure de que o produto a ser consumido
esteja dentro dos padrdes de seguranca alimentar, sem
riscos de efeitos residuais de hormonios esteroides. O
objetivo neste trabalho foi determinar os efeitos do 17-o.-
metiltestosterona por dois métodos de masculinizacéo
(alimentacdo com ragdo contendo o horménio e banhos de
imersdo em solucdo enriquecida) sobre a maturacgéo sexual
e apresenca de residuos do androégeno na carcaca de larvas
e juvenis de tilapia-do-nilo.

Material e Métodos

Ovos de trés reprodutores de tilapia-do-nilo,
retirados dabocados animais, foram misturados e incubados.

Apbs a absorcdo do saco vitelino, 1.500 larvas com
comprimento e peso médiode 8,75mm+0,071e0,0093 g +
0,00052, respectivamente, foram distribuidas em 15 aquarios
pléasticosde 20 L, com 100 individuos por aquario. Os foram
instalados dentro de caixas plasticas de 175 L, em banho-
maria, a 30°C £ 2°C, com aeracao continua nos aquarios.

Avaliou-se amasculinizacdo com 17-a-metiltestosterona
viaracdo e por meio de banho de imersao, em comparacao
aumaracdo sem hormonio. Os tratamentos foram aplicados
aleatoriamente nos 15 aquarios, com cinco repeti¢des por
tratamento. A racdo comercial fornecida aos grupos,
adicionou-se 17ca-metiltestosterona (60 mg/kg de ragéo),
que foi fornecida aos peixes durante 30 dias, seis vezes ao
dia, até aparente saciedade. Os banhos de imersao foram
realizados em aquarios de vidro de 2,5 L, por 36 horas, em
4gua contendo 6 mg.L-1. Os banhos aconteceram no 62 e
109 dias do periodo de 30 dias. Ap6s os banhos, as larvas
que estavam nos vidros voltaram para os aquarios de 20 L.
Ao final dos 30 dias, os juvenis foram transferidos para
caixas de fibra e silicone, com capacidade de 200 L, onde
permaneceram por mais 60 dias, até o final do experimento.
Nesse periodo, passaram a ser alimentados quatro vezes ao
diacom racéo comercial.

No inicio do experimento (dia 1) e aos 30 (final do
periodo de oferecimento daragdo com horménio), 40, 45, 60
e 90 dias do periodo experimental, coletaram-se amostras de
0,5gdelarvas e juvenis, que foram congeladas em gelo seco
e mantidasa-20°C até quantificacdo de testosteronatecidual,
de acordo com metodologia descrita por Jesusetal. (1991),
modificada por Brinn (2003) e adaptada para extracdo do
hormo6nio em larvas e juvenis de tilapia-do-nilo.

As amostras foram homogeneizadas em solucgédo
tampdo salina com gelatina, misturadas com éter etilico em
agitador e centrifugadas por cinco minutos para separacgéo
de sobrenadante. Os tubos contendo as amostras foram,
entdo, colocados em gelo seco e acetona para melhor
separacdo dos sobrenadantes, que foram separados em
outros tubos. O procedimento foi repetido duas vezes e 0s
tubos contendo os sobrenadantes foram colocados em
banho-maria até evaporagdo completa do éter. Depois de
completar a evaporacdo, adicionou-se a solucdo tampéo
aos tubos, que foram levados a um sonicador, para que 0
material aderido as paredes se desprendesse, e aamostra foi
agitada novamente para dissolucdo completa.

A leitura das amostras foi feita por ELISA com o kit
testosterona EIA (Interkit) e a unidade foi expressa em
ngT.g"! de carcaca.

Para determinar as variagdes intraensaio e interensaio
e para o teste de recuperacdo do horménio (n=6), foram
utilizadas solucdes de testosterona contendo 3, 6, 9 e
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12ng.mL-1. Asvariacdes intraensaio foram 28,54 e 86,67%,
easvariacdes interensaio foram 20,92 e 21,27% paravalores
altos e baixos de testosterona, respectivamente, enquanto
arecuperacdo do horménio foi de 69,9%.

A proporcdo de sexos foi determinada por andlise
microscopica das gonadas, utilizando-se a técnica do
acetato-carmim.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
ao acaso com trés tratamentos e cinco repeticdes, pelo
programa estatistico SAS (Statistic Analysis System),
versdo 9.1. Os dados coletados para as variaveis foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 5% de
probabilidade e, em caso de diferencas significativas, foi
aplicado o teste Tukey (0:=5%).

Resultados e Discussao

Os parametros da agua monitorados foram pH
(7,31+0,03), condutividade (297,9 + 3,39 mg.L"1), oxigénio
dissolvido (5,41+0,03mg.L"1), alcalinidade (195+2mg.L™1),
amonia (80,63 + 15,58 mg.L™1), s6lidos disponiveis totais
(0,27 £ 0,01 g.L™1), salinidade (0,157 + 0,003 mg.L"}) e
temperatura (30,14 +0,27 °C), que estiveram de acordo com
orecomendado paratilapiculturapor Popma & Phelps (1998).

A proporcdo de machos obtida com a racdo sem
hormonio foi de 68,00% + 13,03, com a racdo contendo
hormonio 94,00% + 8,94 e com 0 banho de imersdo 86,00%
+5,47 ap6s 90 dias do inicio do experimento. No primeiro dia
do experimento, trés pools de 150 larvas, correspondendo
a concentracdo inicial de testosterona corporal em cada
grupo, apresentaram 0,51ngT.gL. Ao final de 30 dias, nos
quais as larvas receberam racdo sem horménio, racdo com
horménio ou banho de imersdo, as concentra¢des de
testosteronatecidual aumentaram (0,63 +0,32; 1,56 + 1,27

-1
Carcaca

ngT.g

e 2,67 = 0,44 ngT.g™L, respectivamente). Aos 40 dias, 0s
valores registrados para racdo sem hormonio, racdo com
horménio e banho de imersédo, respectivamente, foram
0,61+ 0,13; 1,78 £0,42 e 0,79 + 0,24 ngT.g™L; aos 45 dias,
0,69 +0,45;2,32+0,73e1,68+0,89ngT.gL; aos 60 dias,
1,02+0,70;2,66+1,96e2,31+0,95ngT.g"L; e aos 90 dias
1,21+0,99;2,81+0,38€2,31+0,63ngT.gL.

No grupo alimentado com racdo sem hormonio, as
concentracdes de testosterona na carcaga aumentaram
moderadamente ao longo do periodo experimental,
especialmente ap6s os 60 dias (0,36;0,63;0,61;0,69; 1,02;
1,21ngT.g"1). Jano grupo que recebeu ara¢io com horménio,
houve aumento de quase trés vezes em relacdo ao controle
30 dias apés a alimentagcdo com racdo suplementada com
metiltestosterona (0,67; 1,56 ngT.g™1). Esses valores
aumentaram gradativamente até os 90 dias (1,78; 2,32; 2,66;
2,81ngT.g"1). Nobanho de imerséo, as concentracdes mais
altas de testosterona nos tecidos ocorreram no 302 dia
(2,67 ngT.g™1), que reduziram no 402 dia (0,79 ngT.g1) e
voltaram a aumentar a partir de 45 dias (1,68; 2,31;
2,31ngT.g1) (Figural).

Os grupos que receberam a racdo com horménio e a
controle tiveram mesmo perfil de testosterona corporal,
embora as concentracfes tenham sido muito mais altas nas
larvas tratadas com metiltestosterona. Considerando que o
hormoénio exégeno foi retirado da alimentagdo aos 30 dias,
o horménio detectado, em concentracBes crescentes,
embora em niveis moderados, parece ser de origem
enddgena. Nas larvas submetidas aos banhos de imerséo
com metiltestosterona, a concentracdo de testosterona aos
30 dias foi quase o dobro da observada nas larvas tratadas
com racao com hormonio, embora o Gltimo banho tenha
ocorrido 20 dias antes. N&o se trata, portanto, de producéo
endogena, visto que, aos 40 dias, essa concentracdo caiu

Dias ap6s inicio do experimento

Figura 1 - Concentracgdes de testosterona nos tecidos de tilapias-do-nilo submetidas a maturacdo precoce apés banhos de

imersao.
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a 1/3 do registrado aos 30 dias e em seguida teve mesmo
comportamento de aumento verificado nos outros grupos.
Como ndo houve amostragem para determinacdo de
testosterona corporal logo ap6s os banhos de imersdo, ndo
é possivel discutir os valores registrados aos 30 dias,
mesmo porque ndo ha naliteratura estudos sobre 0o mecanismo
de absorcdo, a farmacocinética e a biodisponibilidade de
metiltestosteronaem imersao em peixes. O fornecimento de
metiltestosterona a trutas por via oral comprovou que o
andrdgeno tem disponibilidade de 70% e meia-vida de 4,7
horas, enquanto ameia-vida de eliminacdo de metiltestosterona
administrada intra-arterialmente (20 mg/kg) foi de 58 horas
(Vick & Hayton, 2001). Isso reforcaadificuldade de explicar
o valor de testosterona encontrado aos 30 dias nas larvas
expostas a metiltestosterona por banho de imersao.

A diferencga nas concentracdes de testosterona pode
ser atribuida ao nimero de machos revertidos em cada
grupo experimental. No grupo alimentado com racédo
contendo hormonio, em que foram observados 94% de
machos, as concentracGes foram mais altas; no grupo
submetido ao banho de imerséo a reversdo foi de 86%, as
concentragdes foram intermediarias e no grupo controle em
que areversao foi de apenas 68%, ocorreram os valores mais
baixos de testosterona. Em estudo sobre identificacdo de
esteroides sexuais em dietas comerciais para salmdes, Sower
& lwamoto (1985) observaram que o uso de andrégenos
sintéticos ou naturais na ragdo pode influenciar o
desenvolvimento gonadal dos peixes, acelerando a
espermatogénese e aumentando a precocidade sexual em
machos.

Nesta pesquisa, 0 aumento dos niveis hormonais na
carcaca dos peixes sugere maturacdo mais precoce da
espécie. Numa criacdo natural, em viveiros de tilapias, o
inicio de reproducdo ocorre 3 a 4 meses ap0s a estocagem
dos alevinos, em ambos 0s sexos. Entretanto, havia 100%
de machos (Zimmermann, 1999).

Nas condicBes experimentais deste estudo, considerando
aocorréncia de maturacdo sexual e produgdo enddégena de
androgenos pelos juvenis de tilapia, ndo foram detectados
horménios exdgenos residuais. Entretanto, o horménio
exdgeno desapareceu da carcaca dos alevinos de tilapia,
uma vez que, em estudos prévios, Gouldie et al. (1986)
alimentaram, por 21 dias, larvas de Oreochromis aureus
comrag@es contendo 17-a-metiltestosterona marcada com
tricio e C14 e investigaram a distribuicéo da radioatividade
nos musculos e nas visceras e a taxa de eliminagdo da
radiacdo. Radioatividade foi encontrada na carcaca uma
hora apés a alimentagéo inicial e atingiu os valores mais
altos em seis horas. Mais de 90% da radioatividade estava
presente nas visceras durante os 21 dias de alimentagdo e

foi eliminada exponencialmente, diminuindo 90% em 24
horas depois de finalizada a alimentacdo com ragdo marcada,
tanto nas visceras como nos musculos. Em outro estudo,
studo previnos, levando em consideraRothbard etal. (1990)
mediram, nos musculos de larvas de tilapias (Oreochromis
aureus x O. aureus) alimentadas por 11 semanas com racado
contendo 17-a-etiniltestosterona (60 metiltestosterona.kg1),
aeliminacdo do andrégeno em razao do tempo. Os autores
s encontraram quantidades detectaveis do horménio no
primeiro dia apo0s a finalizacdo da alimentacdo com o
andrégeno. As concentracdes em amostras retiradas no
39, 59 ¢ 72 dias ndo diferiram daquelas observadas nos
peixes ndo-tratados e estavam abaixo de 50 ng.g1. Portanto,
a masculinizagdo de tilapias com administracdo de
metiltestosterona viaoral ou por banho de imerséo das larvas
ndo traz risco para a saude dos consumidores, pois, além da
eliminacdo rapida da carcaca, as concentracdes detectadas
sdo inferiores aos valores preconizados como seguros pelo
Codex Alimentarius do Brasil em 1995, de 2 mg.kg!
(Palermo-Neto, 1998).

Conclusdes

As concentracfes de testosterona tecidual aumentam
com a ingestdo e/ou absorcdo do horménio em banho de
imersdo. Quando o horménio é aplicado via banho de
imersdo, suas concentracdes maximas reduzem a valores
proximos do observado com alimentacdo controle, sem
hormonio, o que indica capacidade dos peixes de eliminar
atestosteronaem até dez dias. No caso daalimentagdo com

0 hormdnio, ndo ocorre essa reducdo.
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