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RESUMO 

O Thiodan® é um organoclorado a base de endosulfan 
que pode causar alterações morfológicas nos tecidos de peixes, 
dependendo da concentração e tempo de exposição. Este estudo 
teve como objetivo determinar a CL50-96h do Thiodan® (endosulfan 
350g L-1) para fêmeas de lambaris Astyanax bimaculatus em 
período de reprodução e analisar a morfologia do desenvolvimento 
folicular em diferentes concentrações do agrotóxico. Foram feitos 
quatro experimentos: 1) sem aclimatação e sem alimentação; 2) 
sem aclimatação e alimentados; 3) com aclimatação de 10 dias e 
sem alimentação; 4) com aclimatação de 10 dias e alimentados. A 
CL50-96h determinada foi de 13,6µg L-1, com intervalo de confi ança 
de 10,1 a 18,4µg L-1 (P<0,05). Em todos os experiment  os, foram 
utilizadas três concentrações diferentes do Thiodan® inferiores à 
CL50-96h pré-determinada em laboratório de acordo com a NBR 
15088 (ABNT, 2007). Os lambaris foram expostos ao Thiodan® 
por 96 horas em três concentrações subletais de 1,15; 2,3 e 5,6µg 
L-1 e um grupo controle, livre de agrotóxico. Morfologicamente, 
percebeu-se que a ação do Thiodan® nas concentrações subletais 
não alterou a morfologia do desenvolvimento folicular. Porém, o 
diâmetro folicular nos folículos secundários no experimento com 
aclimatação/com alimentação expostos ao Thiodan® foi maior em 
relação ao grupo controle (P<0,05). Esses dados sugerem que a 
reprodução pode ser afetada pelo produto químico e pode causar 
comprometimento no desenvolvimento folicular.

Palavras-chave: Astyanax bimaculatus, meio ambiente, ovário, 
folículos.

ABSTRACT 

Thiodan® is an organochlorine based in endosulfan 
which can cause morphological changes in fi sh tissues exposed to 
it depending on the concentration and exposure time. This study 
aimed to determine the LC50-96h of Thiodan® (350g L-1 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 
LC50-96h determined was 13.6µg L-1, with a confi dence interval 
from 10.1 to 18.4µg L-1 (P<0.05). The lambaris were exposed 
to Thiodan® for 96 hours in three sub-lethal concentrations of 
1.15, 2.3 and 5.6µg L-1 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.

INTRODUÇÃO

O Thiodan® é um inseticida de uso 
comercial que consiste na mistura de dois isômeros 
ativos, sendo 70% α-endosulfan e 30% β-endosulfan. 
O endosulfan é um hidrocarboneto clorado usado como 
inseticida de amplo espectro, que controla insetos por 
ação de contato e ingestão (CHAKRABARTY et al., 
2012). Atualmente, é um produto banido em vários 
países pela sua alta toxicidade (MOLINA, 2010). 
Seu uso é recomendado especialmente em culturas de 
algodão, cacau, café, cana-de-açúcar e soja (Bayer, 
2014). A utilização de produtos a base de endosulfan 
no Brasil é estimada em 4,4 milhões de toneladas em 
uma área de 2,2 a 3,6 milhões de hectares, podendo 
representar cerca de 40% do consumo mundial 
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deste organoclorado, segundo dados do Programa 
Ambiental das Nações Unidas (UNEP, 2010). 

O tóxico pode chegar ao meio aquático 
pelo escoamento superfi cial e infi ltração no solo por 
meio da irrigação agrícola e das chuvas, colocando 
em risco os organismos que ali residem (CAPKIN et 
al., 2006; GLOVER et al., 2007). Consequentemente, 
o endosulfan pode se acumular nos tecidos dos 
organismos, como já observado por HENRY & 
KISHIMBA (2006) na espécie de peixe Oreochromis 
niloticus. A sensibilidade ao endosulfan em 
organismos aquáticos tem sido descrita na literatura 
(CAPKIN et al., 2006; BALLESTEROS et al., 2007; 
PEREIRA et al., 2012). O produto é tóxico para os 
peixes e outros organismos aquáticos, mesmo em 
doses muito pequenas (PEREIRA et al., 2012), assim 
como verifi cado 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 períodos pré-
meiótico, perinucleolar, vitelogênico e maturação 
fi nal. Estas fases ocorrem no interior de folículos, 
cuja parede, constituída por zona radiata, camada 
folicular, membrana basal e teca (GRIER, 2007), 
desempenha importante papel durante a ovogênese 
e na fertilização. Quando a qualidade da água é 
alterada devido a poluentes, a foliculogenêse pode ser 
alterada, comprometendo o desenvolvimento folicular 
(CHATTERJEE et al., 1997). Assim, os peixes, 
quando expostos aos inseticidas, podem apresentar 
alterações morfológicas no ovário (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). É um peixe 
de pequeno porte e fácil manutenção em laboratório, 
com importância econômica na alimentação e 
também na prática de pesca (CARVALHO et al., 
2009). Este estudo teve como objetivo determinar 
a CL50 em fêmeas de lambaris A. bimaculatus e 
analisar a histologia do desenvolvimento folicular em 
peixes expostos ao Thiodan® em quatro regimes de 
manutenção dos animais em laboratório.

MATERIAL   E   MÉTODOS

Fêmeas de lambari A. bimaculatus em 
maturação avançada foram coletadas de tanques 
de terra na Piscicultura da Prata, Eugenópolis/

MG, apresentando peso médio de 11,52±2,0g e 
comprimento total médio de 9,12±0,64cm. As 
características para a escolha das fêmeas de lambaris 
em maturação avançada se basearam em aspectos 
corporais, como ventre abaulado, poro genital dilatado 
e vascularizado. Os peixes foram transportados 
para o Biotério de Peixes do Departamento de 
Veterinária da Universidade Federal de Viçosa, onde 
foram mantidos em aquários com capacidade de 50 
litros numa densidade de 0,5g de peixe por litro de 
água. Foi utilizada água livre de cloro, temperatura 
controlada (26±1oC) e monitoramento duas vezes ao 
dia. Todos os aquários possuíam sistema de fi ltração 
(250L h-1) e aeração continua de água para garantir o 
bem-estar dos peixes. Os peixes foram alimentados 
com ração comercial contendo 35% de proteína bruta, 
duas vezes ao dia. 

A primeira etapa do estudo foi o teste 
de toxicidade aguda do Thiodan® para fêmeas de 
lambari em sistema estático, a fi m de determinar a 
concentração letal (CL50), que avalia mortalidade de 
50% dos animais por 96 horas, de acordo com a NBR 
15088 (ABNT, 2007).  A alimentação dos peixes foi 
suspensa 24 horas antes do início do experimento 
e perdurou durante todo o teste (96 horas). Essa 
restrição alimentar foi realizada para evitar acúmulo 
de matéria orgânica, que poderia interferir na ação 
do agrotóxico. Para o teste, foram selecionadas 120 
fêmeas adultas em maturação avançada. O agrotóxico 
utilizado foi o Thiodan® (Bayer), com 350g L-1 de 
endosulfan. Para cada concentração de Thiodan® 

(1,5µg L-1, 3,0µg L-1, 6,0µg L-1, 12,0µg L-1, 24,0µg 
L-1, 48,0µg L-1 e 96,0µg L-1) e para o grupo controle 
sem tóxico (0µg L-1), foram utilizadas três repetições 
em recipientes de 1,5L de água com cinco peixes 
cada (Tabela 1). Foram feitas as verifi cações de 
mortalidade a cada seis horas até 96 horas, removendo-
se os animais mortos, o que proporcionou menores 
interferências pela decomposição dos peixes. Para 
acompanhamento da temperatura, foi acondicionado 
1,5L de água, em um recipiente idêntico, de forma 
que qualquer variação na temperatura pudesse ser 
medida sem provocar estresse adicional a nenhum 
grupo. O programa utilizado para o cálculo da CL50 
foi o TOXCALC, determinando o valor e o intervalo 
de confi ança pelo método PROBITUS (P<0,05).

Logo após determinar a CL50-96hs, as 
fêmeas foram expostas ao Thiodan® por 96 horas em 
quatro diferentes tratamentos, em sistema estático: 
experimento sem aclimatação e sem alimentação; 
experimento sem aclimatação e com alimentação; 
experimento com aclimatação de 10 dias e sem 
alimentação; e experimento com aclimatação de 
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10 dias e com alimentação. Foram utilizadas três 
concentrações do Thiodan® (1,15; 2,3 e 5,6µg L-1) 
inferiores à CL50 pré-determinada em laboratório, de 
acordo com a NBR 15088 (ABNT, 2007), além de um 
grupo controle sem tóxico, com três repetições sobre 
as mesmas condições para cada concentração.

As características da água utilizada no 
teste subletal em sistema estático foram mantidas 
de acordo com as recomendações da NBR 15088 
(ABNT, 2007), com temperaturas de 26,0±1,0ºC, 
livre de cloro, pH 7,2±0,3; oxigênio dissolvido de 
6,9±0,6mg L-1 , e dureza total de 28,15±5,94mg L-1 
(CaCO3) de acordo com os procedimentos dispostos 
no Standard Methods (EATON et al., 2005), cujas 
leituras foram monitoradas no início e no fi nal de 
cada experimento, juntamente com a temperatura, 
que também foi monitorada diariamente, utilizando-
se de um kit de teste para aquário.

Após 96 horas de exposição ao Thiodan®, 
foram coletados 96 peixes, sendo seis animais de cada 
concentração em cada experimento. Para não causar 
efeitos indesejáveis nos peixes expostos ao Thiodan®, 
como aumentar o estresse e comprometer a defi nição 
do estágio de maturação, os folículos ovarianos não 
foram coletados pela técnica de canulação. Os peixes 
foram anestesiados com benzocaína (1/10000) e 
submetidos à eutanásia por meio de secção transversal 
da coluna vertebral na região do opérculo. Logo em 
seguida, os ovários dos peixes foram coletados para 
as análises histológicas. 

Para o estudo histológico, os ovários 
foram fi xados em paraformaldeído a 4% em tampão 
fosfato 0,1M, pH 7,2 por 24 horas, e incluídos em 
glicolmetacrilato (Leica, Historesin). Em seguida, 
secções 3µm de espessura foram coradas, utilizando 
hematoxilina/eosina para análises morfológicas. As 
lâminas foram montadas com Entellan (Merck®), 
analisadas em microscópio de luz CX31 (Olympus), e 

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

Nos estudos morfológicos foram analisados 
os ovários de seis animais por grupo. As secções 
histológicas foram analisadas em toda sua extensão 
em busca de alterações morfológicas foliculares que 
pudessem ser representativas do efeito do Thiodan® no 
tecido ovariano, sempre comparando estas alterações 
com o padrão de organização dos ovários das lâminas 
do grupo controle. Além disso, foram realizadas 
medições de diâmetros em 10 folículos vitelogênicos 
para cada animal, sendo os folículos o mais esféricos 
possível, com corte passando pelo núcleo.  Estas 
medidas foram obtidas por meio do programa Image-
Pro Plus, traçando-se duas linhas perpendiculares 
sobre núcleo e respeitando-se os limites do folículo. 
Os diâmetros dos folículos vitelogênicos foram 
apresentados como média±desvio padrão e avaliados 
pelo Software Statistica 7.0, por meio da análise de 
variância. Após o teste de distribuição normal, os 
dados dos grupos controle foram comparados àqueles 
dos grupos expostos ao Thiodan®, usando análise de 
variância one-way pelo teste de Tukey. P<0,05 foi 
utilizado como critério de signifi cância.

RESULTADOS

O valor registrado para a CL50-96h do 
Thiodan® para as fêmeas de A. Bimaculatus, com 
base na mortalidade ocorrida durante o período de 
realização do teste (Tabela 1), foi de 13,67µg L-1, com 
intervalo de confi ança de 10,1 a 18,4µg L-1 (p<0,05) e 
temperatura média da água de 23,3±0,72ºC.

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

Durante o desenvolvimento folicular 
primário inicial, os ovócitos apresentam citoplasma 
fortemente basófi lo, núcleo esférico, nucléolos 
dispersos pelo nucleoplasma. Os ovócitos estão 
envoltos por algumas células foliculares pavimentosas 
(Figura 1A). No folículo primário avançado, a camada 
de células foliculares é pavimentosa e o núcleo 
elíptico. Entre as células foliculares e o citoplasma, 
surge a zona radiata delgada (Figura 1B). 

O folículo secundário inicial possui 
citoplasma granular e fracamente basófi lo, e presença 
de vesículas corticais pequenas e claras na periferia 
do citoplasma. O núcleo é central, ligeiramente 
acidófi lo, com nucléolos pequenos e dispersos pelo 
nucleoplasma (Figura 1C). No folículo secundário 

Tabela 1 - Valores registrados para mortalidade de lambaris
A.bimaculatus expostos ao Thiodan® para
determinação da CL50-96 horas.

Thiodan® (µg L-1) (n) expostos (n) mortos

0 15 0
1,5 15 0
3 15 1
6 15 3
12 15 4
24 15 11
48 15 15
96 15 15
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intermediário, assim como na etapa anterior, 
os ovócitos têm núcleo central e acidófi lo. No 
citoplasma, inicia-se a deposição de vitelo a partir da 
região periférica do folículo (Figura 1D). No folículo 
secundário avançado (vitelogênico), o diâmetro e o 
volume citoplasmático aumentam mais em relação 
ao núcleo, apresentando os folículos neste estádio, 
vesículas corticais na periferia dos folículos e glóbulos 
de vitelo dispersos por todo citoplasma. A membrana 
basal é delgada e a zona radiata é mais espessa que nas 
fases anteriores (Figura 1D), com células foliculares 
apresentando forma de pavimentosa a cúbica.

Os valores médios dos diâmetros dos 
folículos secundários avançados nas fêmeas do 
experimento com aclimatação/com alimentação 
demonstraram aumento (P<0,05) nas concentrações 

1,15µg L-1 (578,37±59,77µm) e 5,6µg L 
(573,11±61,78µm) de Thiodan® em relação às fêmeas 
do grupo controle (516,06±57,57µm). Nos demais 
experimentos, não foram registradas diferenças entre 
os folículos (P>0,05), apesar de ter sido observada, 
na maioria dos grupos, essa mesma tendência de 
aumento do diâmetro folicular (Tabela 2).

DISCUSSÃO

No presente estudo, o lambari, apesar de 
ser pequeno porte, apresentou CL50 de 13,67µg L-1 em 
96 horas, sendo mais resistente que adultos de tilápia 
nilótica, cujas CL50 96, 48 e 24 horas determinadas 
por MUSANHI (1987) foram de 1,42, 3,80 e 10,3µg 
L-1, respectivamente. Nas primeiras 24 horas de ação 

Figura 1 - Desenvolvimento folicular ovariano de Astyanax bimaculatus. A: Estroma ovariano com folículos em 
desenvolvimento primário inicial (opi) e primário avançado (opa). B: Folículo em desenvolvimento primário 
avançado (opa) com células foliculares pavimentosas e zona radiata delgada (zr). C: Folículo em desenvolvimento 
secundário inicial (osi), envolto por zona radiata espessa (zr) e células foliculares pavimentosas. D: Folículo 
em desenvolvimento secundário intermediário (osint) iniciando deposição dos glóbulos de vitelo, e folículos 
em desenvolvimento secundário avançado (osa) com glóbulos de vitelo (gv) por todo o ooplasma. vs: vaso 
sanguíneo. vc: vesículas corticais claras na periferia do ovócito.Coloração: Hematoxilina-eosina. Barra: A e B 
(50   m); C (30     m); D (100    m).
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do Thiodan®, com as concentrações subletais de 
1,15, 2,3 e 5,6µg L-1, as fêmeas 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 concentração de 2,4µg L-1, além desta 
espécie ter apresentado uma diminuição do nível de 
acetilcolinesterase (AChE) (PEREIRA et al., 2012). 

Por outro lado, em estudo realizado por 
HERNAN DA CUÑA et al. (2011) com a espécie 
Cichlasoma dimerus exposta ao endosulfan, por 96 
horas, nas concentrações de 0,25, 1, 2, 3, 4 e 16µg 
L-1, os peixes exibiram comportamento indicativo 
de neurotoxicidade, mas não foram encontradas 
diferenças na atividade da AChE. A ventilação 
branquial acelerada e a não procura por alimentos 
nas primeiras 24 horas observadas, nos diferentes 
experimentos, sugere que a entrada de água pela via 
branquial foi a causa direta da absorção e difusão do 
tóxico no organismo. No entanto, a via epidérmica 
também poder ser considerada via de entrada do 
tóxico para os tecidos (MCKIM et al., 1996). Estes 
estudos fornecem evidências adicionais de efeitos 
deletérios da exposição ao endosulfan sobre o sistema 
nervoso, o que contribui para as observações do 
presente estudo.

Em peixes teleósteos, o tipo de 
desenvolvimento folicular pode ser assincrônico, 
com a presença de folículos em diferentes estádios 
de desenvolvimento (GRIER, 2007), assim como 
na espécie deste estudo. Os ovários das fêmeas de 
A. bimaculatus submetidas ao efeito do Thiodan® 

apresentaram folículos ovarianos em diferentes fases 
de desenvolvimento folicular, conforme observado 
em outras espécies mantidas em ambientes livre de 

tóxico (GRIER et al., 2007) e com a presença de 
endosulfan (HERNAN DA CUÑA et al., 2011). Ao 
contrário do que foi observado no presente estudo, 
DUTTA & DALAL (2008), ao submeterem as fêmeas 
da espécie Lepomis macrochirus a três diferentes 
concentrações (0,25; 0,75 e 1µg L-1) de endosulfan, 
observaram comprometimento do desenvolvimento 
folicular com retração nuclear, folículos com aspecto 
vazio ou sem conteúdo citoplasmático, e alterações 
no núcleo, 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 
fêmeas da espécie Jenynsia multidentata são 
menos susceptíveis à intoxicação pelo endosulfan 
do que os machos, devido à maior afi nidade pelos 
lipídios, sendo um fator importante para esclarecer a 
ausência de alterações morfológicas nas fêmeas de A. 
bimaculatus, em período reprodutivo, nas diferentes 
concentrações de Thiodan® testadas.

O diâmetro dos folículos vitelogênicos 
é espécie-específi co; porém, o Thiodan® alterou o 
diâmetro folicular no experimento com aclimatação/
com alimentação. Esta alteração do diâmetro que leva 
os folículos vitelogênicos a atingirem a maturação 
pode ser causada pelas diferenças nas concentrações 
de vitelogenina, estradiol e aromatase (JENSEN et al., 
2004; CHAKRABARTY et al., 2012) ou sendo ligada 
aos receptores específi cos nos folículos (BUGEL et 
al., 2010). Contudo, é necessário estudar as vias que 
conduzem a esta alteração. Estes resultados mostram 
que diferentes vias podem afetar a reprodução dos 
peixes e que o Thiodan® pode agir como desregulador 
endócrino nos folículos secundários avançados de A. 
bimaculatus. 

Tabela 2 - Diâmetro médio (µm) dos folículos em desenvolvimento secundário avançado de lambaris A.bimaculatus expostos ao Thiodan®

por 96 horas.

Experimento Controle 1,15µg L-1 2,3µg L-1 5,6µg L-1

sem aclimatação
sem alimentação

534,43 ± 74,14a 537,96 ± 77,46a 532,73 ± 83,00a 500,46 ± 56,10a

sem aclimatação
com alimentação

568,07 ± 66,47a 575,17 ± 58,49a 590,4 ± 58,89a 584,49 ± 68,49a

com aclimatação
sem alimentação

538,16 ± 56,84a 518,94 ± 60,65a 553,93 ± 61,93a 547,49 ± 68,49a

com aclimatação
com alimentação

516,06 ± 57,57a 578,37 ± 59,77b 557,74 ± 78,70ab 573,11 ± 61,78b

Valores expressos como média ± desvio padrão. Letras minúsculas diferentes indicam diferença entre os grupos do mesmo experimento
(P<0,05) pelo teste de Tukey.
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CONCLUSÃO

As fêmeas de A. Bimaculatus podem 
estar em processo inicial de intoxicação por meio de 
como foi conduzido os experimentos por 96 horas nas 
diferentes concentrações testadas com o inseticida 
Thiodan®. No entanto, a causa do aumento do 
diâmetro folicular pode ser sugerida como alteração 
hormonal e enzimática que estão relacionadas na 
produção da vitelogenina, ou o Thiodan® pode estar 
agindo como desregulador endócrino nos receptores 
específi cos de vitelogenina nos folículos secundários. 
Entretanto, são necessários estudos fi siológicos para 
se confi rmar a via correta desta suposta alteração nas 
fêmeas de A. bimaculatus. 
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