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RESUMGO. O experimento constituiu-se de dois ensaios. O primeiro objetivou determinar a
concentracdo de dimetilsulfoxido ndo-prejudicial as larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus L.) para utilizagdo em banhos de imerséo, e o segundo avaliou a masculinizagdo ¢ o
desempenho zootécnico das larvas submetidas a imersdo em diferentes concentragdes
hormonais. Os animais foram imersos por 36 horas em recipientes de 0,5L, com 50 larvas. No
primeiro ensaio, utilizaram-se as concentragdes de 0,04%; 0,1%; 0,3%; 0,7% e 1,0% de
dimetilsulfoxido, ndo apresentando diferenga significativa (p>0,05) sobre resultados de
sobrevivéncia entre os tratamentos. No segundo ensaio, utilizaram-se os tratamentos de 0,5;
1,5; 2,5; 3,5, 4,5 e 5,5mg de 17a-metiltestosterona.L"!, em solugdo de 0,04% de
dimetilsulfoxido, verificando-se melhor resultado (p<0,05) para 5,5mg (86,15% de machos).
Conclui-se que o dimetilsulfoxido ndo causa danos aos animais e as maiores taxas de
masculinizagdo sdo verificadas com imersdo em 5,5mg de 17a-metiltestosterona.L™'.

Palavras-chave: reversio sexual, dimetilsulfoxido, banhos de imersdo, Oreochromis niloticus, 17a.-
metiltestosterona.

ABSTRACT. Masculinizaton of Nile tilapia fries (Oreochromis niloticus)
through bath immersion and androgen dissolved in dimethilsulfoxide
(DMSO) solution. This experiment was composed of two essays. The first one studied the
deletrious effect of dimethylsulfoxide concentration on Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.)
fries through bath immersion. The second assessed the sex reversal of male and the
performance of Nile tilapia fries submitted to immersion in different hormone concentrations.
The animals were immersed over 36 hours in recipients of 0.5L, with fifty fries. In the first
essay dimethylsulfoxide concentrations of 0.04, 0.1, 0.3, 0.7 and 1.0% were utilized and there
was no significant difference (p>0.05) in survival results between the treatments. In the
second essay 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5 and 5.5mg of 17a-metyltestosterone. L' were utilized in
0.04% dimethylsulfoxide solution, in which the best result (P<0.05) to 5.5mg (86.15% of
male fries) could be verified. It could be concluded that dimethylsulfoxide does not damage
the fish and the highest masculinization ratios are checked through immersion of 5.5mg of
170-methyltestosterone. L™

Key words: sex reversal, dimethylsulfoxide, bath immersion, Oreochromis niloticus, 17a-

methyltestosterone.

Introducéo

As tilapias s@o um grupo de peixes com grande
potencial e importancia para a aqiiicultura mundial
(Stickney, 2000), principalmente no que diz respeito
aos paises tropicais ¢ subtropicais (Campos-Ramos,
et al., 2003; Desprez et al., 2003), como o Brasil,
onde se acredita que metade da producdo anual dos
peixes cultivados seja proveniente da tilapicultura
(Lovshin e Cyrino, 1998). Segundo El-Sayed (1999),
mais de 22 espécies de tildpias sdo cultivadas no
mundo. No entanto, as espécies do género
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Oreochromis, em especial a Oreochromis niloticus,
tem sido considerada a mais importante para as
condigdes de cultivo. Isso se deve a sua rapida taxa de
crescimento, a adaptabilidade, as diversas condi¢des
de cultivo e a alta aceitag@o pelo mercado consumidor
(Meurer et al., 2000; Meurer, 2002).

Apesar disso, devido as suas caracteristicas de
precocidade reprodutiva (Stickney, 2000), associada
com as maiores taxas de crescimento dos machos
(Kubitza, 2000), normalmente procura-se produzir
populagcdes monossexuais masculinas (Penmam e
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McAndrew, 2000; Beardmore et al., 2001), a partir
da suplementagdo dietética de androégenos (Maclntosh
e Little, 1995; Leonhardt, 1997), em especial o 170~
metiltestosterona (Popma e Green, 1990; Phelps e
Popma, 2000).

Além da suplementacdo dietética de hormonios
para a reversdo sexual de tilapias, podem ser
empregadas outras metodologias, ndo tdo amplamente
utilizadas em escala comercial, tal como a imersdo de
larvas em solugdo contendo androgenos. Segundo
Popma e Phelps (1998), apesar dessa técnica ser
utilizada em espécies de peixes de clima temperado,
na tilapicultura é empregada apenas
experimentalmente. Essa pode ser uma técnica
alternativa e vantajosa com relagdo aos problemas de
ineficiéncia dos tratamentos, devido a fatores que
influenciam na taxa de obtengdo de ragdo (fatores
ambientais e hierarquias sociais) (Gale et al., 1999),
além de apresentar um menor nivel de intervencdo
(combinagdo entre dosagem e tempo de exposi¢do),
menor custo de aplicagdo (Pandian e Sheela, 1995),
menor tempo de exposicdo do funcionario ao
hormonio e de ser, ambientalmente, mais seguro por
possibilitar o armazenamento do residuo para
posterior degradagdo (Specker ¢ Chandlee, 2003).

Experimentos  desse  género  tém  sido
desenvolvidos desde 1965 (Phelps e Popma, 2000),
utilizando diversas espécies, sendo as principais os
salmonideos Oncorhynchus kisutch (Goetz et al.,
1979; Piferrer e Donaldson, 1989; Piferrer e
Donaldson, 1991), Oncorhynchus tshawytscha
(Pifferer et al., 1993); truta arco-iris (Fiest et al.,
1995) e tilapias Sarotherodon mossambicus (Billy e
Liley, 1985); Oreochromis aureus (Torrans et al.,
1988) e Oreochromis niloticus (Apple e Leboute,
1995; Fitzpatrick et al 1997; Gale et al, 1999;
Wassermann et al., 2000).

Nesses tratamentos, especialmente em espécies de
peixes de 4gua doce, a principal forma de absor¢do
das drogas ocorre pela epiderme e/ou pelas branquias
(Piferrer, 2001). Devido a esse fato, a utilizagdo de
veiculos de dilui¢@o e de absor¢do adequados para os
androgenos utilizados, torna-se indispensavel. O
dimetilsulféxido (DMSO), ja utilizado por outros
autores (Tachibana et al., 2000) em tratamentos de
reversdo sexual por suplementagdo dietética, pode ser
um bom solvente ou veiculo de dilui¢do do hormdnio,
empregado nos métodos de imersdo (Torrans et al.,
1988; Specker e¢ Chandlee, 2003). Isso pode ser
verdadeiro, quando se considerar o seu grande
emprego na industria farmacéutica como veiculo de
preparagcdes cutineas, Visto que apresenta as
caracteristicas de aumentar a penetragdo e a absorcao
cutdnea de drogas, aumentando, assim, a eficiéncia
dos medicamentos (Pristo et al., 1990).

O presente trabalho consistiu de dois ensaios com
objetivos de determinar a concentragdo de DMSO em
banhos de imersdo, que ndo fosse prejudicial as larvas
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de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), e avaliar o
efeito de diferentes dosagem hormonais sobre as taxas
de masculinizagdo e desempenho zootécnico quanto
ao peso ¢ ao comprimento final médio, fator de
condigdo final e sobrevivéncia das larvas, utilizando o
nivel de dimetilsulfoxido.

Material e métodos

O presente experimento foi realizado nas
instalagdes do Laboratorio de Agqiicultura do
Departamento de Biologia da Universidade Estadual
de Maringa - DBI/UEM, Estado do Parana. Foram
realizados dois ensaios: o primeiro avaliou o
tratamento de imersdo de larvas de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) em solugdo contendo
diferentes concentragdes do solvente DMSO; e o
segundo avaliou a reversdo sexual por imersdo das
larvas em solucdo de diferentes concentragdes do
androgeno 17a metiltestosterona  diluido em
dimetilsulféxido.

No primeiro ensaio utilizaram-se 1800 larvas de
tilapia do Nilo, provenientes de diversas proles de um
mesmo lote de reprodutores, apresentando idade
correspondente a seis dias apos a eclosdo (DPE).
Essas larvas foram alojadas em 36 recipientes
plasticos, com volume util de 0,5L, distribuidas em
um  delineamento  experimental  inteiramente
casualizado composto por seis tratamentos e seis
repetigdes. Foi considerada como uma unidade
experimental, um recipiente plastico, contendo 0,5L
de solugdo e 50 larvas. Os tratamentos constituiram-se
na exposicdo das larvas as concentragdes de 0%;
0,04%; 0,1%; 0,3%; 0,7%; 1,0% de DMSO por um
periodo de 36 horas.

Durante os tratamentos de imersdo, as unidades
experimentais receberam aeragdo por contato para
possibilitar a constante homogeneizacdo da solucdo
(Gale et al., 1999), além de evitar a hipdxia. Essas
unidades foram mantidas em um reservatorio de agua
com aproximadamente 400L, em forma de banho-
maria, a fim de permitir a homogeneizagdo da
temperatura entre as unidades experimentais. Esse
reservatdrio possuia um sistema de aquecimento por
resisténcia elétrica de 2.000W ligada a um termostato,
mantendo-se a temperatura média de 26,6 + 1°C.
Durante os tratamentos, a temperatura foi aferida a
partir de um termometro de maxima e minima, com
escala de precisdo de 1°C. Ao final do periodo
experimental, as larvas foram retiradas da solugdo
contendo DMSO e mantidas por 48 horas em agua
limpa para posterior avaliagdo da sobrevivéncia.

No segundo ensaio foram utilizadas 1.200 larvas
de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), com a
idade de seis DPE. Inicialmente, foi retirada uma
amostra de 100 larvas para a determinacdo do
parametro zootécnico de peso e comprimento inicial
médio. Os animais foram alojados em recipientes
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plasticos para sofrerem os tratamentos hormonais,
sendo distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado, composto por seis tratamentos € quatro
repeticdes, totalizando 24 unidades experimentais.
Foi considerada como uma unidade experimental um
recipiente plastico, contendo um volume T1til de
solucdo de 0,5L e 50 larvas em cada. Os tratamentos
constituiram-se na exposicdo das larvas as
concentragdes hormonais de 0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5;
5,5mg de 17o-metiltestosterona.L' de solugdo, por
um periodo de 36 horas.

A acragdo e a disposicdo das unidades
experimentais foram realizadas da mesma forma que
no primeiro ensaio.

Apbs os banhos de imersdo, durante a alevinagem,
as larvas foram transferidas para 24 gaiolas ou
“hapas” de malha de 1,0mm e dimensdes de 0,4m X
0,5m X 0,6m, as quais foram alojadas dentro de
quatro caixas de fibro-cimento de volume de 1.000L.
Nesse momento, os animais foram distribuidos em um
delineamento em blocos, inteiramente casualizado,
composto por seis tratamentos em quatro repetigdes.
Foi considerada como uma unidade experimental um
“hapa”, contendo 50 larvas e os blocos constituidos
por uma caixa de fibro-cimento de volume 1til de
1.000L, contendo 6 unidades experimentais, referente
a cada tratamento.

Os “hapas” utilizados nesta fase receberam,
individualmente e durante todo o cultivo, aeragdo por
contato, ¢ as caixas de 1.000L circula¢do constante de
agua, proporcionando uma taxa de renovacgdo de
aproximadamente 20% do volume total ao dia.

Durante a alevinagem, os animais foram
cultivados até atingirem o comprimento padrdo
minimo de 2,5cm. As larvas foram alimentadas,
diariamente, a uma freqiiéncia de arragoamento de
cinco vezes ao dia (Sanches e Hayashi, 2001), com
uma ragdo (Tabela 1) farelada (Meurer et al., 2003),
atendendo as exigéncias nutricionais da espécie
segundo Hayashi et al. (2002), com 38,5% de
proteina digestivel e 3800kcal de energia digestivel.
Os alimentos utilizados na formulag¢do da ra¢do foram
processados de acordo com Hayashi et al. (1999).

Tabela 1. Composi¢do percentual da ragdo pratica utilizada
durante a fase de alevinagem.

Alimentos Quantidade (%)
Farinha de visceras ' 54,63
Farelo de soja’ 19,15
Levedura spray dried' 6,00
Milho? 7,68
Oleo de soja’ 10,02
Suplemento (min + vit) 2,00
Sal 0,50
Antioxidante BHT 0,02

! De acordo com os valores de Meurer (2002). > De acordo com os valores de Boscolo et
al. (2002).

A temperatura das caixas foi controlada durante o
periodo de cultivo pela utilizagdo de resisténcias
elétricas, de modo a manter esse parametro por volta
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de 27°C, evitando assim problemas que pudessem
mascarar os resultados, como a masculiniza¢io
devido a exposicdo a altas temperaturas (Chardard et
al., 1995; Desprez e Mélard, 1998; Baras ef al., 2000,
2001; Baroiller et al., 2000; Baroiller ¢ D’Cotta,
2001). Diariamente, pela manha e pela tarde, foi
mensurada amplitude térmica (°C) com um
termOmetro de mercurio com escala de precisdo de
1°C. Ainda diariamente, pela tarde (16h 30min) foi
realizada a sifonagem das caixas e da tela dos
“hapas”, para a retirada das excretas e restos de
alimento. Semanalmente, foram mensurados os
demais pardmetros fisico-quimicos da agua, como
oxigénio dissolvido (mg.L"'), condutividade elétrica
(uS.cm™) e pH, sempre antes da sifonagem.

Ao término do experimento, os alevinos foram
dessensibilizados e sacrificados por choque térmico a
aproximadamente 2°C, para mensuragdo dos
parametros zootécnicos de peso (g) e comprimento
(mm) final; fator de condigdo e sobrevivéncia (%).
Em seguida, os animais foram fixados em solucdo de
formalina a 10%, para posterior analise microscopica,
das gonadas coradas, segundo a técnica descrita por
Popma e Green (1990), para a determinacdo da
proporcao sexual existente nos tratamentos.

Os valores dos parametros obtidos nos dois
ensaios foram submetidos a analise de variancia, a 5%
de probabilidade. Nos casos que apresentaram
diferenca estatistica, foi aplicada a analise de
regressdo pelo programa Sistema de Analise
Estatistica e Genética (SAEG), descrito por UFV
(1997).

Resultados e discussao

Os valores médios de temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e condutividade elétrica durante o periodo
experimental foram de 27,02 + 1,40°C; 7,33 + 0,37,
6,16 =+ 1,14mgL'; 0,16 <+ 0,0lpS.cm’,
respectivamente. Tais valores mantiveram-se dentro
dos limites considerados adequados para o cultivo de
peixes (Boyd, 1990; Sipauba-Tavares, 1995).

Os resultados de sobrevivéncia referentes ao
primeiro ensaio ndo apresentaram diferenga (p>0,05)
entre os tratamentos e variaram entre 94,5 ¢ 98%
(Tabela 2), sugerindo que o DMSO ndo demonstrou
nenhum efeito deletério aos animais. Assim, utilizou-
se, no segundo ensaio, a menor concentracdo de
DMSO (0,04%) para realizar os banhos, tendo em
vista maior economia de solvente.

Tabela 2. Resultados de sobrevivéncia das larvas de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas aos banhos de imersdo
em diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO).

Concentragdes de DMSO (%)
0,00 0,04 0,0 030 0,70 1,00 (9)%
Sobrevivéncia (%) 95 94,5 98 94,5 945 945 799"
"™ Dados sem diferenga significativa a 5% de probabilidade.

Resultados
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Os resultados de proporcao sexual, desempenho e
sobrevivéncia dos animais submetidos ao ensaio estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios de desempenho zootécnico e
percentual de machos, de larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), submetidas a banhos de imersdo em diferentes
concentragdes hormonais.

Concentragdes hormonais (mg 17 o~

Resultados metiltestosterona.L” de solugiio)

05 15 25 35 45 55 CV
Peso inicial médio (g) 0011 0011 0011 0011 0011 0011
Peso final médio (g)' 1,520 1,800 1,664 1,500 1,550 1483 73"

Comprimento inicial médio (mm) 953 953 953 953 953 9,53
Comprimento final médio (mm) 33,77 35,71 3498 3451 3452 3439 33"

Fator de condigdo final 0,040 0,040 0,039 0,036 0038 0037 63
Sobrevivéncia (%) 96,00 90,50 89,50 96,00 91,00 91,50 7,1
Percentagem de machos (%)’ 7841 81,86 80,09 7996 8586 86,15 57"
Percentagem de fémeas (%)" 1582 13,40 1730 1532 982 996 30,16

Percentagem de interssexuais (%) 577 474 261 473 433 389 722"

* Dados com diferenca significativa a 5% de probabilidade; ™ Dados sem diferenga
significativa a 5% de probabilidade; ' y=1,6797-0,313525x10"X, r’=0,23;? y=0,04010793-
0,04010793x10°X, r*=0,78; *y=77,7235+0,144393x102?X, r=0,69; * y=17,2048-
0,120123x10°X, r°=0,51.

O percentual de machos apresentou diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos, com as
médias variando de 78,41 a 86,15%, com melhores
resultados verificados na dosagem de 5,5mg 17 a-
metiltestosterona.L”!.  Esses resultados também
mostram uma relagdo linear positiva (p<0,05) entre os
indices de masculinizagdo e as dosagens hormonais
utilizadas. Apesar disso, novos experimentos
utilizando dosagens hormonais superiores as do
presente trabalho, provavelmente, indicardo um
comportamento quadratico dos resultados, ou seja,
taxas de masculinizacdo crescentes em funcdo da
dosagem hormonal até atingir um ponto de maxima
masculinizacdo, seguidas entdo de taxas decrescentes.
Esse comportamento quadratico, chamado de “efeito
paradoxal de feminilizagdo”, tem sido evidenciado
por outros autores e parece ocorrer devido ao
processo de aromatizagdo, pela enzima aromatase, do
excesso dos androgenos exogenos administrados aos
animais (Piferrer ¢ Donaldson, 1991). Tal efeito de
dose dependéncia sobre a masculinizagdo, em
Oncorhynchus tshawytscha, submetidos a banhos de
imersdo com 17 o-metiltestosterona, foi também
verificado por Piferrer et al. (1993).

O percentual de fémeas também apresentou
diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos,
com suas médias variando entre 9,82 e 17,30%. Ao
contrario dos indices de masculinizacdo, esses
resultados mostram uma relacdo linear negativa entre
os percentuais de fémeas e as dosagens hormonais
(p<0,05).

Os indices de individuos interssexuais ndo
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos.

Resultados de masculinizagdo semelhantes aos
determinados no presente experimento foram
evidenciados por Torrans et al. (1988), em
Oreochromis aureus, submetidas a banhos de imersdo
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com o androgeno mibolerona (MI) por 5 semanas.
Esses autores verificaram as melhores taxas de
masculinizagdo (82,8 e 82,0%) quando os animais
foram tratados com 1,0 ¢ 0,6ppm de MI+1,7ppm de
DMSO, respectivamente. Gale et al. (1999),
utilizando o 17 a-metiltestosterona em banhos de
imersdo de larvas de Oreochromis niloticus,
verificaram taxas de masculiniza¢do de 83% com a
concentragdo de 0,Img de 17 a-metiltestosterona.L™".
Uma possivel explicagdo para a obtengdo de tais
resultados, com dosagens hormonais muito inferiores
as utilizadas no presente experimento, pode ser
devido ao fato de que estes autores utilizaram larvas
em estagios ontogénicos diferentes (10 e 13 dias apds
a fertilizacdo) daqueles deste experimento, estagio
este possivelmente mais sensivel aos tratamentos
hormonais.

Nesse sentido, possivelmente os indices de
masculiniza¢do obtidos neste experimento ndo foram
melhores devido ao desconhecimento do periodo
ontogénico de maior sensibilidade da espécie aos
tratamentos, visto que este é de fundamental
importancia para a maxima eficiéncia dos tratamentos
hormonais (Piferrer ¢ Donaldson, 1993; Pandian e
Sheela, 1995). O periodo de maior sensibilidade ¢
caracteristico para cada espécie, tendo sido
determinado para o Dicentrarchus labrax L
(Blazquez et al., 1995), Oncorhynchus mykiss
(Krisfalusi e Nagler, 2000), Oryzias latipes (Koger et
al., 2000) e Oncorhynchus kisutch (Piferrer e
Donaldson, 1989).

Os resultados de peso final médio e fator de
condicdo final apresentaram diferenca (p<0,05) entre
os tratamentos. Esses resultados demonstraram, ao
contrario da percentagem de machos, uma relagéo
linear negativa com relagdo as dosagens hormonais
(p<0,05). No entanto, novos experimentos utilizando
dosagens hormonais inferiores podem demonstrar um
efeito quadratico para a variavel peso.

Os resultados de peso final, verificados no
presente experimento, sdo contrarios as evidéncias de
Piferrer e Donaldson (1991), que verificaram
aumento de peso em grupos tratados com doses acima
de 0,4mg de 17 o-metiltestosterona.L”, efeito esse
atribuido a atividade anabdlica desse androgeno.
Guerrero (1975) verificou resultados semelhantes em
Oreochromis niloticus, tratadas com o mesmo
hormoénio incorporado na ragdo, logo larvas da
mesma espécie, quando tratadas com o andrégeno
dihidrotestosterona apresentaram uma reducdo nas
taxas de crescimento com o aumento das dosagens
hormonais.

Os resultados do presente experimento, contudo,
estdo de acordo com os de Torrans et al. (1988), que,
em banhos de imersdo de Oreochromis spilurus,
obtiveram efeito negativo semelhante com relagdo ao
peso final. Phelps er al. (1992), estudando o efeito
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androgénico e anabolico do andrégeno
fluoximesterona incorporado a ragdo, de forma
semelhante, verificaram uma redugdo nas taxas de
crescimento dos animais submetidos aos tratamentos
com altas dosagens hormonais. Por outro lado, Ridha
e Lone (1990) néo verificaram diferenca significativa
no peso final de larvas de Oreochromis spilurus, em
fun¢do dos tratamentos hormonais com o 17 a-
metiltestosterona incorporado na ragao.

Os resultados de comprimento final e
sobrevivéncia ndo apresentaram diferenga (p>0,05)
entre os tratamentos.

Os resultados de sobrevivéncia estdo de acordo
com os de Goetz et al. (1979) e Gale et al. (1999), os
quais afirmaram que os tratamentos de imersao nao
afetaram a sobrevivéncia em Oncorhynchus kisutch e
Oreochromis niloticus, respectivamente. Por outro
lado, discordam daqueles de Torrans et al. (1988) em
que verificaram que a sobrevivéncia em relacdo ao
aumento das concentragdes do andrégeno mibolerona,
em banhos de imersdo foi inversamente
correlacionada e a redugdo da taxa de sobrevivéncia
foi atribuida apenas a toxidez do hormoénio e ndo ao
DMSO.

Concluséo

Os tratamentos de reversdao sexual por banhos de
imersdo, utilizando o dimetilsuféxido, ndo afetam a
sobrevivéncia das larvas de tilapia do Nilo.
Apresentaram, contudo, resposta negativa quanto ao
peso final médio e ao fator de condicdo médio, em
fun¢do do aumento das dosagens hormonais. Por
outro lado, as taxas de masculinizagdo atestaram uma
resposta linear positiva com o aumento das dosagens
hormonais, apresentando os melhores resultados com
5,5mg 17 a-metiltestosterona.L!, com 86,15% de
machos.
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