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SANTQOS, Jadson Pinheiro. Viabilidade do uso de sémen criopreservado de tambaqui
Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) (CHARACIFORMES: SERRASALMIDAE) em
ensaios ecotoxicologicos. 2023. 81 f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia).

Universidade Federal do Maranhdo, Sao Luis, 2023.

RESUMO

Os peixes constituem o grupo de vertebrados predominante em ambientes aquaticos e sdo
afetados diretamente pela presenca de contaminantes nos corpos hidricos. Ensaios
ecotoxicoldgicos ja foram descritos para refletir efeitos nocivos da contaminacdo de
ambientes aquaticos, principalmente com residuos de agrotoxicos, no entanto, existe uma
lacuna na ciéncia sobre informacg6es de protocolos de uso do sémen de peixes para ensaios
ectoxicologicos. No presente trabalho, objetivou-se analisar a viabilidade do uso de sémen
criopreservado de tambaqui Colossoma macropomum em ensaios ecotoxicoldgicos como
estratégia de monitoramento da qualidade de ambientes aquaticos. A pesquisa foi realizada
com uma busca sistematizada por artigos cientificos no periodo de 2000 a 2019 utilizando-se
da base de dados Web of Science, a partir dos descritores “fish reproduction”,
“contamination”, “toxicology”, “ecotoxicity” e “biomonitoring”, combinados com uso dos
operadores boleanos “and” e “or”. Ap0s a busca, foi feita uma primeira triagem a partir da
analise de contetdo dos titulos e do resumo. Em seguida, foi feita a leitura integral de 98
artigos, sendo selecionados 40. Numa segunda etapa, foram feitos testes ecotoxicoldgicos
com uso de amostras seminais de machos sexualmente maduros de tambaqui provenientes de
uma piscicultura local em testes ecotoxicoldégicos com amostras in natura e criopreservadas.
O sémen foi coletado oito horas pds-indu¢do hormonal em tubos de vidro. Apos avaliacdo
inicial de inexisténcia de ativacdo prévia, o experimento foi feito em esquema fatorial
analisando dois agrotoxicos utilizados em sistemas agricolas (glifosato e fenitrotiona). Para
cada agrotoxico, foram testadas cinco concentragfes (6, 12, 24, 120 e 240 mg/L), com
posterior anélise da motilidade espermatica nos tempos 0, 30 e 60 segundos pds-ativacao.
Como controle (negativo), foi utilizada a ativacdo com solucdo de NaCl a 0,9% e analise da
motilidade nos mesmos tempos descritos para os agrotoxicos. Por ultimo, o trabalho apresenta
artigo com a anélise do biomonitoramento pesqueiro no Brasil e a observancia dos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel. Os resultados da busca sistematizada indicaram 25 espécies
de peixes como bioindicadoras, com predominancia do Danio rerio (18%). Os inseticidas

estiveram presentes em 78% dos estudos, principalmente o endosulfan (35%) e a cipermetrina
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(13%). Distarbios enddcrinos reprodutivos foram as vias de agdo mais relatadas (57,5%). Nos
testes ecotoxicoldgicos, os resultados indicaram que as amostras de sémen in natura exibiram
motilidade inicial de 89,2+4,9% e tempo de duracdo médio de 100 segundos (até 10% de
motilidade espermatica). A reducdo da motilidade espermatica ocorreu de forma significativa
(p<0,05) ap6s 30 segundos tanto para o glifosato quanto para fenitrotiona em todas as
concentragcdes, exceto na de 240 mg/L que ndo apresentou ativacdo para ambos o0s
agrotoxicos. Para o sémen criopreservado, houve significativa reducdo da motilidade
espermatica logo apos a exposicao as solucdes com residuos de glifosato nas concentracdes
testadas em relacdo ao controle, sem ter havido, no entanto, diferencas significativas (p>0,05)
entre as concentracdes dos residuos de glifosato. Ficaram evidentes os efeitos causados por
agrotoxicos na reproducao de teledsteos de agua doce, com indicacdo de sensibilidade das
células espermaticas aos agrotdxicos, demonstrando a possibilidade de uso de sémen

criopreservado de tambaqui em testes ecotoxicoldgicos.

Palavras-chave: Agrotoxicos; Biomonitoramento; Ecotoxicologia; Peixe amazonico;

Qualidade espermatica; Xenobioticos.
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SANTOS, Jadson Pinheiro. Feasibility of the use of cryopreserved semen from tambaqui
Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) (CHARACIFORMES: SERRASALMIDAE) in
ecotoxicological assays. 2023. 81 p. Thesis (Doctorate in Biodiversity and Biotechnology).
Federal University of Maranhdo, Séo Luis, MA-Brazil, 2023.

ABSTRACT

Fish are the predominant group of vertebrates in aquatic environments and are invited directly
by the presence of contaminants in water bodies. Ecotoxicological tests have already been felt
to reflect the negative effects of contamination of aquatic environments, mainly with pesticide
residues; however, there is a gap in science about information on protocols for the use of fish
semen for ectoxicological tests. In the present study, the objective was to analyze the
feasibility of using cryopreserved semen of tambaqui Colossoma macropomum in
ecotoxicological assays as a strategy for monitoring the quality of aquatic environments. The
research was carried out with a systematic search for scientific articles in the period from
2000 to 2019 using the “Web of Science” database, using the descriptors “fish reproduction”,
“contamination”, “toxicology”, “ecotoxicity” and “biomonitoring”, combined with the use of
boolean operators “AND” and “OR”. After the search, a first screening was performed based
on the content analysis of titles and abstracts. Then, 98 articles were read in full, and 40 were
selected. In a second step, ecotoxicological tests were carried out using seminal samples of
sexually mature tambaqui males from a local fish farm in ecotoxicological tests with in natura
and cryopreserved samples. Semen was collected eight hours after hormone induction into
glass tubes. After initial assessment of the lack of prior activation, the experiment was carried
out in a factorial scheme, analyzing two pesticides used in agricultural systems (glyphosate
and fenitrothion). For each pesticide, five concentrations (6, 12, 48, 120 and 240 mg/L) were
tested, with analysis of motility at times 0, 30 and 60 seconds after activation. As a control
(negative), we used activation with a 0.9% NaCl solution and motility analysis at the same
times described for pesticides. Finally, the research was carried out with the analysis of
biomonitoring in Brazil and the observance of the Sustainable Development Goals, The
results of the systematic bibliographic research indicated 25 species of fish, with a
predominance of Danio rerio (17.5%). Insecticides were present in 78% of the studies, mainly
endosulfan (35%) and cypermethrin (13%). Reproductive endocrine disorders were the most
reported pathways of action (57.5%). In ecotoxicological tests, the results indicate that the in

natura samples exhibited an initial motility of 89.2 + 4.9%, and a mean duration of 100
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seconds (up to 10% of sperm motility). The reduction in sperm motility occurred significantly
(p<0.05) after 30 seconds for both glyphosate and fenitrothione in all concentrations, except
for the 240 mg/L that did not show activation for both pesticides. For cryopreserved semen,
there was a significant reduction in sperm motility soon after exposure to solutions with
glyphosate residues at the concentrations tested in relation to the control, without, however,
significant differences (p>0.05) between residue concentrations of glyphosate. The effects
caused by pesticides on the reproduction of freshwater teleosts were evident, with indication
of sensitivity of sperm cells to pesticides, demonstrating the possibility of using

cryopreserved tambaqui semen in ecotoxicological tests.

Keywords: Biomonitoring; Pesticides; Ecotoxicology; Amazon fish; Sperm quality;

Xenobiotics.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade de peixes existente no planeta Terra tem sido utilizada ha milhares
de anos como fonte de alimento, emprego e renda, principalmente a partir da atividade
pesqueira e dos sistemas de cultivo (FAO, 2020). Apesar das inumeras espéecies de peixes que
apresentam caracteristicas apropriadas para o cultivo em todo o mundo, a piscicultura, técnica
destinada ao cultivo de peixes em ambientes parcial ou totalmente controlados, tem sido
dominada por um grupo de 24 espécies de agua doce, respondendo por mais de 75% da
producdo global da piscicultura continental (FAO, 2022). Para o Brasil, embora inserido na
regido neotropical que apresenta a maior diversidade de peixes de 4gua doce do mundo com
mais de 5.000 espécies (REIS et al., 2016; PELICICE et al., 2017; VIEIRA et al., 2023), a
piscicultura continental é explorada com a producéo de cerca de 50 diferentes espécies nativas
(RODRIGUES et al., 2013).

A capacidade de se ampliar a producdo mundial de alimentos de forma significativa a
partir da aquicultura fica evidente a partir do esfor¢co no desenvolvimento de novas técnicas
de producéo, proporcionando um maior controle do ambiente aquatico e dos organismos, que
se traduz em ganhos de produtividade e qualidade no cultivo de varios tipos de animais e
plantas aquaticas (ALVES et al., 2014; SIQUEIRA, 2017). Apesar dos intensos esforgos para
elevacdo da produtividade aquicola, a falta de programas de monitoramento pesqueiro, bem
como a liberacdo indiscriminada de agentes poluidores, como efluentes domésticos,
industriais ou agricolas (ARAUJO et al., 2001; CUNHA et al., 2018), pode se tornar um fator
limitante para a continuidade do crescimento da producéo de pescado no mundo.

Conhecer a quantidade e o volume de peixes que sdo anualmente capturados a partir
da atividade pesqueira, bem como identificar estratégias que possam auxiliar no
monitoramento de ambientes aquaticos possivelmente poluidos, torna viavel o
desenvolvimento de estratégias de conservacdo mais eficientes (MENDONCA, 2018). Assim,
a partir de um contexto que aborde o ambiente aquatico de uma forma mais completa, e
levando em consideracdo a maior parte dos elos envolvidos na sobrevivéncia daquele habitat,
as acoes de conservagdo e gestdo das atividades poderiam permitir uma exploracdo mais
sustentavel dos recursos naturais (UN, 2015; FAO, 2022), principalmente com um maior
controle do descarte inadequado de produtos toxicos nos ambientes aquéticos.

Os agrotdxicos, principalmente os piretréides, como a deltametrina e a cipermetrina, e
organofosforados, como o glifosato, tém sido utilizados em larga escala no Brasil desde a
década de 1990, com o objetivo principal de prover incrementos nas produgdes agricolas pelo
combate contra pragas que, se ndo controladas, podem exterminar toda a cultura em um curto

espaco de tempo (MORAES, 2019). No entanto, ao passo que essas substancias trazem
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beneficios na agricultura, é inquestionavel a quantidade de estudos que comprovam os efeitos
ecotoxicoldgicos dos agrotdxicos para a saide humana e de animais, principalmente daqueles
que vivem em ambientes aquéaticos (MONTANHA; PIMPAO, 2012; SANTANA;
CAVALCANTE, 2016; RIBEIRO; PINHEIRO, 2018). Além dos riscos diretos para a saude
humana, é possivel que esteja acontecendo a contaminagdo dos peixes pelos produtos toxicos
que atingem os ambientes aquaticos, o que pode representar um risco adicional para 0s
consumidores destes alimentos (WAICHMAN, 2008).

Estudos ecotoxicologicos com uso de organismos aquaticos tém sido desenvolvidos
com foco na identificacdo de alteracbes com destaque para observagdes dos processos
fisioldgicos, como a respiracdo, pelo fato que muitos desses organismos aquaticos possuem
respiracdo branquial. As branquias estdo em contato direto com a agua, 0 que pode carrear
diversos contaminantes para o interior desses organismos, causando-lhes alteracoes
morfofisiologicas (CANTANHEDE, et al., 2014). Outras funcdes fisioldgicas, como
crescimento e reproducdo, podem ser afetadas em virtude dos peixes desenvolverem
mecanismos compensatdrios que demandam energia em resposta a exposicdo a um agente
toxico (FERREIRA, 2016).

O sucesso reprodutivo € um fator crucial na determinacdo da sobrevivéncia de uma
espécie, sendo registrado na literatura estudos com bioensaios ecotoxicolégicos usando
gametas e embrides de espécies aquaticas (LOSSO et al., 2007; MAMINDY-PAJANY et al.,
2010). No entanto, diversas espécies de peixes, principalmente espécies nativas potenciais
para o cultivo no Brasil (BALDISSEROTTO, 2018), possuem mecanismos de reproducdo que
permitem esse evento apenas uma vez no ano, fator que limita em muitos casos sua
disponibilidade para os testes ecotoxicoldgicos ao longo de todo o ano (FABBROCINI et al.,
2012).

A conservacdo do sémen e de embriGes de peixes é praticada em todo o mundo por
diversos pesquisadores e com muitas espécies. Segundo Tiersch et al. (2007), a
criopreservacao é uma biotécnica que permite conservar as celulas espermaticas em baixas
temperaturas, mantendo sua viabilidade por tempo indeterminado, possibilitando a reducdo de
gastos com o transporte e armazenamento de peixes adultos e conservacdo de material
genético para uso imediato ou posterior, inclusive com grande possibilidade de
implementacdo em laboratorios de producdo de alevinos em pisciculturas (MARIA e
CARNEIRO, 2012).

Contribuicbes significativas tém sido relatadas com o uso da criopreservagdo do
sémen de peixes na preservacdo e disponibilizacdo dos gametas masculinos em longo prazo

(CARNEIRO, 2007) e para a reproducdo artificial de muitas espécies nativas, como por



12

exemplo, Salminus brasiliensis (CAROLSFELD et al., 2003), Brycon orbignyanus (MARIA,
2005; CAROLSFELD et al., 2003) e Colossoma macropomum (CARNEIRO et al., 2012;
VARELA-JUNIOR et al., 2012; MARIA et al.,, 2015). A manutencdo da viabilidade dos
gametas por tempo indeterminado, com uso de solugOes diluidoras e crioprotetoras, torna a
criopreservacao uma biotécnica bastante importante na aquicultura e possivel de ser adotada
nos testes ecotoxicoldgicos em substituicdo ao uso de animais (SILVA et al., 2015).

Nos peixes teledsteos com fertilizacdo externa, quando ocorre a desova, 0S gametas
sdo langados no ambiente para que ocorra a fertilizagdo (WITECH et al., 2011). Nesse
instante, 0s gametas estdo expostos a varios contaminantes presentes na agua, entre eles, o0s
metais pesados mercurio, zinco, chumbo, cobre e cadmio (KIME e NASH, 1999). Esses
contaminantes, em certos niveis, prejudicam a motilidade dos espermatozoides e a fertilizacdo
dos ovocitos (KIME, 1995). Além dos metais, tem-se residuos de agrotdxicos lixiviados nos
solos pelas chuvas ou até mesmo pelo descarte inadequado dos vasilhames (FERREIRA,
2016).

O tambaqui Colossoma macropomum, é uma espécie nativa com grande interesse
social, econdmico e biolégico no Brasil, principalmente por apresentar caracteristicas
favoraveis a sua producdo em cativeiro, pratica desenvolvida em todas as regiGes do Brasil,
mas que também apresenta grande importancia na pesca praticada na regido amazoOnica
(OLIVEIRA et al., 2020; PEIXEBR, 2023). Essa grande importancia socioeconémica e
ambiental levou ao desenvolvimento de acbes de formacdo de bancos de germoplasma em
algumas regides do pais (PADUA et al., 2020), fato que possibilita a disponibilizacdo de
células espermaticas ao longo do ano e de forma imediata para uso em analises experimentais
a partir de amostras bioldgicas criopreservadas e conservadas, o que permite inferir uma
maior facilidade de aprovacdo de protocolos em comités de ética em experimentacdo animal
por se tratarem de células reprodutoras e ndo de animais inteiros.

No tocante as metas e Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel — ODS preconizados
pela ONU na Agenda 2030 (UN, 2015), o uso de protocolos padronizados para analises
ecotoxicoldgicas a partir de material biolégico celular com ampla disponibilidade vem de
encontro a necessidade de geracdo de estudos que auxiliem no combate a polui¢do aquatica e
terrestre e a conservacao da biodiversidade elencados no ODS 6 — 4gua potavel e saneamento,
ODS 14 — vida na agua, e ODS 15 — vida terrestre.

Diante dos efeitos evidentes que podem ser provocados diretamente na reproducgédo dos
peixes a partir da contaminagdo dos ambientes aquaticos por agrotdxicos, a hipdtese do
presente estudo é que a exposicdo dos espermatozoides de peixes a residuos de agrotoxicos

em condi¢Oes experimentais (laboratoriais) pode gerar alteragbes na qualidade seminal,
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levando uma redugédo nas taxas de fertilizagcdo de C. macropomum em bioensaios. Nesse
contexto, o0 objetivo do presente trabalho foi analisar a viabilidade do uso de sémen
criopreservado de tambaqui C. macropomum com exposicdo a residuos de glifosato e
fenitrotiona em ensaios ecotoxicoldgicos.

O presente documento estd dividido em uma revisdo bibliogréfica, contendo a
descricdo de particularidades sobre as principais caracteristicas do uso de agrotoxicos,
contaminacdo de ambientes aquaticos, processo reprodutivo em peixes de agua doce e
biotecnologias utilizadas em ensaios ecotoxicoldgicos. Em seguida, a segunda parte da tese
conta com quatro capitulos representados pelos artigos que foram gerados a partir dos estudos
e experimentos desenvolvidos ao longo da pesquisa. O primeiro artigo, relata uma revisdo de
literatura sistematica sobre os efeitos da exposicdo de peixes de dgua doce aos agrotdxicos no
processo reprodutivo, publicado em 2021 na Revista Brasileira de Gestdo Ambiental e
Sustentabilidade.

O segundo artigo apresenta resultados de uma analise da exposicdo de
espermatozoides de tambaqui C. macropomum a residuos de dois agrotoxicos, publicado em
2023 na revista Biota Neotropica. O terceiro artigo apresenta resultados preliminares da
exposicdo de espermatozoides criopreservados de tambaqui C. macropomum a residuos de
agrotoxicos como potencial para estudos ecotoxicolégicos, a ser submetido no periédico
Aquatic Ecotoxicology. O quarto e ultimo artigo da tese, faz uma abordagem sobre
importancia da estatistica pesqueira no Brasil como uma ferramenta de monitoramento
ambiental em alinhamento aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel implementados
pela Agenda 2030, artigo esse também publicado em 2023 no periddico Biota Neotropica,
como uma forma de demonstrar, além do desenvolvimento de protocolos de analise
experimental como o aqui apresentado, a importancia de se conhecer o que o homem extrai do
ambiente aquatico, bem como a dindmica das populacbes pesqueiras naturais,
disponibilizando dados sistematizados capazes de serem utilizados por érgéos e instituicoes
ambientais de forma mais ampla na tomada de decisdes para mitigacdo ou compensacao de

danos ambientais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso de agrotoxicos no Brasil

A agropecudria brasileira tem sido considerada estratégica para o crescimento do pais,
apresentando um importante papel na sociedade como promotor de desenvolvimento
socioeconémico e geracdo de emprego e renda (GARCIA e PEREIRA-FILHO, 2014). Nessa
perspectiva, e associado a existéncia de diferentes paisagens e clima, o que oferece
oportunidade de cultivos para uma gama de variedades de produtos agricolas, o Brasil tornou-
se um dos maiores players na producdo global de alimentos, produzindo e exportando
commodities agricolas (ARTUZO et al., 2019).

Com uma extensa area propicia ao crescimento da producdo de alimentos a partir da
agropecuéria e impulsionado pela enorme demanda por alimentos em escala nacional e global
(CAMARGO et al., 2017), a producdo agricola extensiva no Brasil tem se expandido de
forma acelerada com uma grande intensificacdo tecnoldgica, permitindo que o pais se tornasse
0 segundo maior exportador mundial de produtos agricolas (BROVINI et al., 2021). Essa
demanda crescente por alimentos e o foco na producdo de commodities com valoracdo
internacional estimulou o uso intenso de agrotoxicos (IBAMA, 2020) de modo a permitir altas
produtividades e reduzir as perdas provocadas por problemas ao longo do ciclo produtivo.

Historicamente, o Brasil apresenta uma grande relacdo do crescimento do setor
agropecuario a partir da intensificagdo do uso de agrotdxicos, tornando-se o maior
consumidor global responsavel por cerca de 20% de todos os produtos quimicos utilizados no
mundo com a mesma finalidade desde 2009 (PIGNATI et al., 2017; BASSANI et al., 2018).
Também conhecidos como pesticidas ou defensivos agricolas, 0s agrotoxicos sdo substancias
guimicas rotineiramente utilizadas para combater o estabelecimento de pragas (animais ou
vegetais), como fungos, bactérias, insetos e ervas daninhas, nas mais diversas culturas
espalhadas pelo pais (PERES et al., 2003).

Apesar dos beneficios oferecidos com o uso dos agrotdxicos, essa pratica nao atinge
apenas os alvos principais, que sdo as pragas nas culturas, mas também acabam sendo
transportados, contaminando matrizes ambientais, trabalhadores, moradores do entorno e
outros animais (PIGNATI et al., 2017). A contaminacdo de outros ambientes e animais por
agrotoxicos, como 0s peixes presentes em rios e lagos, € relatada em estudos diversos, desde
relagOes entre herbicidas utilizados em culturas de arroz e os peixes ali presentes (COPATI et
al., 2009), bem como efeitos genotdxicos, lesdes em branquias e em figados de peixes nativos
(CUNHA et al., 2018), demonstrando que os agrotoxicos podem apresentar alto potencial

toxico em ambientes aquaticos.
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2.2 Contaminagdo de ambientes aquaticos por agrotoxicos

O ambiente aquatico € composto pelos ecossistemas marinhos, como oceanos,
estuarios, recifes de coral e zonas costeiras, que cobrem cerca de 71% da superficie da Terra,
e por ecossistemas de agua doce, como rios, lagos e riachos, aléem de zonas Umidas, que
perfazem cerca de 1% da superficie terrestre (HADER et al., 2020). Juntos, esses ambientes
sdo explorados pelo homem faz centenas de milhares de anos e fornecem alimentacéo,
transporte e recreacdo, além de servir essencialmente para o bom funcionamento das
atividades urbanas, industriais e agropecuérias (NAVARRO-ORTEGA et al., 2015; FAO,
2020).

Embora sejam considerados fornecedores de um dos componentes principais para o
bem-estar humano e para o desenvolvimento socioeconémico, 0os ambientes aquaticos estdo
continuamente sendo contaminados com produtos quimicos potencialmente toxicos
provenientes das atividades domésticas, industriais e agricolas (BEGUM, 2004). Como
consequéncia dos processos intensificados de contaminagdo dos ambientes aquaticos, tem-se a
reducdo da disponibilidade de &gua com qualidade compativel para as necessidades do ser
humano, assim como exposicao constante da biota aquéatica aos contaminantes toxicos que
inviabilizam a proliferacdo da biodiversidade natural nos ambientes aquaticos (MONTANHA
etal., 2011).

Dentre os principais contaminantes encontrados nos ambientes aquaticos, tem-se 0s
agrotoxicos, que sdo largamente utilizados no setor agropecuario brasileiro
(DELLAMATRICE e MONTEIRO, 2014). A acumulacgéo dessas substancias ocorre por meio
dos processos de lixiviagdo do solo das areas plantadas em periodos chuvosos, ou até mesmo
pela dispersdo no ar ocasionada pela pulverizacdo dessas substancias nas plantacGes, muitas
vezes com uso de aeronaves (CAMPOS et al., 2021), o que intensifica ainda mais esse
processo.

Na aquicultura, técnica destinada ao cultivo de organismos aquaticos, 0 uso dos
agrotoxicos é uma pratica rotineira em muitas unidades de producéo, apesar de menos intensa
gue na agricultura, com foco no combate de parasitos, como 0s crustaceos Lernaea sp. e
Ergasilus sp. do grupo dos copépodos, e os braquiuros Dolops sp. e Argulus sp., além de
insetos que podem se alimentar de larvas de peixes, como os Odonatas (LUVIZOTTO-
SANTOS et al., 2009; BOTELHO et al., 2012). Sistemas de producdo na aquicultura
infestados com pragas podem gerar grandes prejuizos ao longo do ciclo produtivo. Nesse
caso, 0 processo de biomagnificacao, caracterizada pela retencdo de compostos toxicos pelos
animais ao longo da cadeia alimentar em um determinado ambiente, pode ser ainda mais

intenso pelo uso direto no ambiente aquatico, mesmo que aplicados pontualmente nos
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viveiros e tanques de cultivo isolados entre si (MONTANHA et al., 2011; SANTOS et al.,
2018).

A acdo dos agrotoxicos no combate as pragas pode ser observada em processos
bioguimicos chave (local de acdo primario), responsaveis pelo desenvolvimento normal dos
individuos, e consequente modo de ac¢do que envolve o conjunto de alteracdes bioquimicas e
fisioldgicas em consequéncia do local de acdo priméario afetado, culminando na morte da
praga (PAVANI, 2016). No entanto, esses danos acabam sendo observados também nos
animais ndo alvos praticado o tratamento, podendo afetar toda uma cadeia alimentar
dependente daquele ambiente. Assim, a bioacumulacdo dos agrotdxicos nos ambientes
aquaticos, como piretroides e organofosforados (MORAES, 2019), pode inviabilizar o uso da
agua para as mais diversas atividades, bem como ocasionar efeitos deletérios na biota ali
presente (CANTANHEDE et al.,, 2014), como alteragdes morfoldgicas, estruturais e
fisioldgicas, principalmente no sistema nervoso, enddcrino e reprodutivo dos peixes
(FERREIRA, 2016).

2.3 Ensaios ecotoxicologicos com organismos aquaticos

O uso de animais aquaticos em estudos que avaliem diferentes niveis e tipos de
estresse € uma préatica antiga e que ja demonstrou a importancia de se observar os efeitos
adversos de alteracbes ambientais e sua interacdo com os animais (MAGALHAES e
FERRAO-FILHO, 2008). A partir da intensificacio das acdes antropicas com maior pressao
ao meio ambiente, o termo ecotoxicologia foi sugerido por René Truhaut em 1969 em uma
conferéncia ambiental em Estocolmo, mas teve suas definicbes e conceituaces dada por
Jean-Michel Jouany, jovem assistente de René Truhaut, que registrou pela primeira vez a
definicdo de uma ciéncia que estuda os efeitos de substancias naturais ou sintéticas sobre os
organismos vivos, populacdes e comunidades, animais e vegetais, terrestres ou aquaticos, que
constituem a biosfera, incluindo assim a interacdo das substancias com o meio nos quais 0s
organismos vivem num contexto integrado, em publicagdo no ano de 1971 (TRUHAUT,
1977; VASSEUR, 2019).

A ecotoxicologia aquatica envolve o transporte, a distribuicdo, a transformacéo e o
destino dos contaminantes no ambiente aquatico, apresentando efeitos toxicos que podem se
manifestar em diferentes niveis de organizacdo, desde estruturas celulares até individuos,
populagcdes e comunidades (COSTA et al., 2008). Desde 1975, diversos estudos foram
desenvolvidos no Brasil para a definicdo de processos e metodos de avaliagdo, de forma

aguda e crbnica, de curta duracdo, com destaque para ensaios com sedimentos, além de
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grupos de organismos compreendendo algas, microcrustaceos, peixes de dguas continentais e
marinhas (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008; BERTOLETTI, 2012).

Por ocuparem diferentes posicdes na cadeia alimentar dos ecossistemas aquaticos, 0s
peixes sdo frequentemente utilizados como bioindicadores da qualidade ambiental desses
ecossistemas (LI et al., 2010). Habitualmente, sdo indicados como organismos sentinelas que
respondem a mudangas em varios niveis estruturais, desde fatores celulares, fisioldgicos,
bioquimicos, genéticos e histoldgicos, até variacdes nos padrGes de comportamento, que
podem afetar a estrutura populacional da espécie em resposta a estressores presentes no
ambiente (LIMA et al., 2018).

Santos et al. (2021) relataram os efeitos ocasionados no processo reprodutivo de
peixes de agua doce expostos a agrotoxicos em ensaios ecotoxicoldgicos. Segundo os autores,
de modo geral, foram classificadas as principais vias de a¢do dos agrotdxicos no processo de
reproducdo dos peixes, entre as quais se destacam distdrbios enddcrinos reprodutivos;
expressdao génica (EG); estresse oxidativo; histopatologia gonadal (HG); indice
gonadossomatico (IGS); desenvolvimento embriondrio (DE) e alteracbes na qualidade
espermatica, confirmando que as estratégias e mecanismos reprodutivos em peixes podem ser
diretamente influenciadas por diversas alteracGes nas caracteristicas abidticas locais, como

poluicdo industrial, urbana e agricola.

2.4 Reproducédo de peixes nativos migradores

Os peixes constituem o grupo mais diverso dentre os vertebrados, distribuindo-se por
uma grande variedade de ambientes aquaticos, com caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas distintas (BUKUP et al., 2007). A regido Neotropical, compreendida por uma
extensa area que se estende desde a América Central até a América do Sul, incluindo parte do
sul do México e da peninsula Baixa Califérnia e ilhas do Caribe, tem-se a maior
biodiversidade de peixes de dgua doce do mundo com cerca de 8 a 9 mil espécies estimadas
(GUIMARAES et al., 2020; PELICICE et al., 2021).

Ao longo do tempo, essa grande variedade de ambientes possibilitou que os peixes
desenvolvessem padrdes de ciclo de vida dos mais variados possiveis, incluindo estratégias
reprodutivas que se adequam as condi¢cGes ambientais em que determinadas espécies
proliferam e passam a maior parte de suas vidas (VAZOLLER, 1996). Essas estratégias
reprodutivas sdo normalmente divididas, a partir de um contexto espacial, em sedentarias,
aquelas espécies que encontram condicdes favoraveis para sobreviver, crescer e reproduzir
em areas restritas (AGOSTINHO et al., 2007), e migradoras, caracterizadas pelo grupo de

espécies que demandam ampla éarea de vida e sdo reconhecidas pela segregacéo, no tempo e
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no espaco, dos habitats usados para reprodugdo, crescimento e alimentacdo durante 0s
estadios de (ANDRADE et al., 2015; BARZOTO e MATEUS, 2017).

O processo de migracdo permite que os peixes sofram alteracBes fisiologicas
provocadas por diferencas nas caracteristicas ambientais, permitindo principalmente que o
processo de vitelogénese seja finalizado, o0 que resulta em aumento relevante no peso das
gbnadas (SUZUKI et al., 2000). Esse movimento de migracdo, geralmente realizado em
direcdo as areas de cabeceiras dos rios, onde a incidéncia de predacdo de sua prole € menor,
pode variar de forma relevante entre as espécies migradoras, desde poucos quildbmetros a
centenas deles (AGOSTINHO et al., 2007; BARTHEM et al., 2017).

Alcancado o ponto ideal ou mais propicio para as desovas, normalmente durante a
época das cheias dos rios, 0os gametas das espécies de peixes migradoras sao lancados em
aguas movimentadas, que facilitam o contato entre eles e a fecundacdo (VAZOLLER, 1996).
Na sequéncia, os ovos fecundados sdo transportados de forma passiva com a corrente em
direcdo as partes baixas da bacia, onde se localizam os bercarios naturais representados pelas
lagoas marginais e areas alagadas pelas cheias dos rios, conhecidas como remansos e que
disponibilizam alimento e abrigo em abundancia par as formas jovens (SATO e GODINHO,
2003; AGOSTINHO et al., 2007).

Todo esse processo de desova com fertilizagdo e fecundacdo externas de espécies de
peixes migradores proporciona o contato direto dos gametas com a agua (WITECH et al.,
2011). Em se tratando de ambientes aquaticos contaminados, esse contato direto pode
provocar alteracbes na qualidade do sémen, como reducdo das taxas de motilidade e
alteracbes morfolégicas, gerando prejuizos para o processo de fertilizacdo (KIME e NASH,

1999; FERREIRA, 2016) e, consequentemente, recrutamento dos estoques naturais.

2.5 Biologia espermética de peixes nativos

O sémen é composto essencialmente pelo plasma seminal constituido por minerais e
substancias organicas responsaveis pela regulacdo do metabolismo espermatico, e pelas
células esperméticas que, de modo geral, apresentam pouca variagdo estrutural entre as
especies de peixes, podendo ser divididos morfologicamente em cabeca, peca intermediaria e
cauda (VIVEIROS et al., 2014).

Diferentemente dos mamiferos, a maioria das espécies de peixes de agua doce
apresenta fertilizacdo externa e 0s espermatozoides sO iniciam sua movimentagdo apos
sofrerem choque hiposmotico quando liberados na agua (RURANGWA et al., 2004). Logo
apos a liberacdo dos espermatozoides no meio aquatico, durante a reproducdo natural para a

maioria das espécies de peixes de agua doce, a motilidade espermatica é iniciada pela
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reduzida osmolaridade do meio externo que, juntamente com possiveis alteracdes no pH,
levam imediatamente ao reajuste da concentracdo idnica interna pelo processo
osmorregulatério da membrana, levando a sua polarizagdo (COSSON, 2004). Em resposta a
este choque hiposmético, o volume citoplasmatico das células espermaticas das espécies de
agua doce aumenta em até trés vezes como resultado do influxo de agua (PERCHEC-
POUPARD et al., 1997).

Adicionalmente, a diminuicdo da concentracdo idnica atinge valores em que a
atividade da ATPase é 6tima, proporcionando, assim, alta taxa de motilidade (COSSON,
2004). Os efeitos da combinacéo entre a lenta renovacdo do ATP e a redugéo da concentragao
ibnica a niveis de bloquear a atividade da ATPase, suprimem quase que totalmente a
intensidade flagelar e consequentemente a motilidade espermatica segundos apos a ativacao
da mesma (MARIA, 2005). Por esta razdo a determinagdo da motilidade espermatica deve ser
realizada em condi¢fes controladas, utilizando solucdes ativadoras mais adequadas e o
procedimento de avaliacdo deve ser realizado logo apo0s a ativacdo dos espermatozoides.

O processo de ativagdo também pode acarretar alteracdes ultraestruturas nos
espermatozoides em funcdo da variacdo da osmolaridade e temperatura do meio que 0s
circunda. Diversas classificacfes de alteragdes morfoldgicas tém sido propostas, sendo a mais
utilizada a metodologia proposta por Herman et al. (1994), onde as alteracfes morfoldgicas
sdo classificadas em primarias (flagelo dobrado, cabeca isolada, gotas citoplasmaticas
proximal e distal) e em secundéarias (flagelo quebrado, enrolado, degenerado, macrocefalia,
microcefalia). As alteracGes priméarias estariam ligadas a etapa da espermatogénese em
decorréncia de causas que acometem o0s reprodutores, como enfermidades, consanguinidade,
restricdo alimentar, estresse ambiental, entre outros. J& as secundérias estariam relacionadas
aos procedimentos de manejo durante a coleta do sémen e a confeccdo das laminas para
avaliacdo de patologias (HERMAN et al., 1994).

A qualidade seminal em peixes tem sido avaliada principalmente pela motilidade
espermatica. No entanto, a qualidade seminal pode sofrer influéncia de muitos fatores, como a
concentracdo, a viabilidade e a morfologia espermaticas (BEDORE, 1999; KAVAMOTO et
al., 1999). O conhecimento destes parametros em conjunto é fundamental para a avaliagcdo
mais precisa da qualidade seminal e possibilita a classificacdo do reprodutor como apto ou
ndo para ser utilizado em procedimentos de fertilizagéo artificial (VIVEIROS, 2005) e em
programas de conservacdo de recursos genéticos a partir da criopreservacdo do amostras
seminais de espécies com importante valor biolégico e econdmico, como o tambaqui C.

macropomum.
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2.6 Criopreservagdo do sémen de peixes nativos

Vérias séo as estratégias desenvolvidas para se viabilizar a conservacdo dos recursos
genéticos de espécies de peixes com relevancia ambiental e econdmica, desde a elaboracao de
estratégias, planos, politicas e a¢Bes voltadas para a manutengdo da diversidade genética e de
outros valores desses recursos, até toda a estruturacdo e manutencdo de material biolégico
preservado, de forma a contribuir para a producédo e produtividade alimentar e de peixes, no
presente e no futuro (VILLELA et al., 2020).

Nessa perspectiva, diversos estudos para viabilizar a formagdo de bancos de
germoplasma j& foram desenvolvidos. Seu intuito é conservar 0s recursos geneticos de
espécies de peixes nativos a partir da criopreservacdo do sémen dessas espécies, como por
exemplo Prochilodus lineatus (CRUZ, 2001), Salminus maxillosus = Salminus brasiliensis
(CAROLSFELD et al.,, 2003), Brycon orbignyanus (MARIA, 2005) e Colossoma
macropomum (CARNEIRO et al., 2012; MARIA et al., 2015). A criopreservacdo do sémen
de peixes € uma técnica de conservacdo de longo prazo que tem permitido a manutencdo da
viabilidade dos gametas por tempo indefinido, o que torna essa técnica bastante importante
em procedimentos de reproducdo artificial em pisciculturas (MARIA e CARNEIRO, 2012;
VARELA-JUNIOR et al., 2012).

Durante o processo de criopreservacdo, 0s espermatozoides ficam sujeitos aos efeitos
deletérios devido as temperaturas situarem-se abaixo do ponto de congelamento do meio. Tal
situacdo pode ocasionar a formacdo de cristais de gelo no interior da célula, desidratacédo e
desnaturagdo de macromoléculas, levando ao encolhimento dos espermatozoides de forma
irreversivel (MEDEIROS et al., 2002; MARIA, 2005; CARNEIRO, 2007). Os efeitos
adversos da criopreservacdo podem ser minimizados pelo uso de protocolos especificos,
sendo necesséria a adicdo de solugdes protetoras, compostas por diluidores e crioprotetores
intra e extracelulares, além da determinacdo de velocidades mais adequadas de resfriamento,
congelamento e descongelamento (HARVEY e CAROLSFELD, 1993; MARIA e
CARNEIRO, 2012).

Os beneficios gerados pela criopreservacdo do sémen de peixes nativos ainda sdo
pouco observados na pratica, principalmente por ser uma tecnologia ainda com custo elevado.
No entanto, a manutencdo da viabilidade dos gametas proporcionada pela criopreservacao por
tempo indeterminado, surge como uma biotécnica bastante importante na conservacdo dos
recursos genéticos para uso imediato, em procedimentos de reproducdo artificial de espécies
nativas ameacadas (SALMITO-VANDERLEY et al., 2016), ou para uso futuro,

principalmente como forma de recuperar populacdes ameacadas pela degradacdo do ambiente,
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além de disponibilizar material biolégico durante todo o ano para uso em testes

ecotoxicoldgicos em substituicdo ao uso de animais (SILVA et al., 2015).
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3.1 CAPITULO 1. Reproductive aspects of freshwater teleosts exposed to

pesticide-contamined environments: a systematic review
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Jadson Pinheiro Santos; Simone de Jesus Melo Almeida; Claryce Cunha Costa; Erick

Cristofore Guimaraes; Erivania Gomes Teixeira; Raimunda Nonata Fortes Carvalho-Neta

ABSTRACT

Fish are the predominant group of vertebrates in aquatic environments and they are directly
affected by the presence of contaminants in water bodies, which undergo changes in the
structure and function of communities and dynamics of the populations. The aim of the
present study was to conduct a systematic review of studies that analyze the reproductive
aspects of freshwater teleosts in environments contaminated by pesticides. A systematic
search for scientific articles was carried out from 2000 to 2019 using the “Web of Science”
database, using the descriptors: Fish reproduction, contamination, toxicology, ecotoxicity and
biomonitoring, combined with the use of Boolean operators: “And” and “or”. The content
analysis was performed based on the titles and the summary, with a first screening. Then, 98
articles were read in full, with 40 being selected. 25 species of fish were recorded, with a
predominance of Danio rerio (18%). Insecticides were present in 78% of the studies, mainly
endosulfan (35%) and cypermethrin (13%). Reproductive Endocrine Disorders were the most
reported pathways of action (57.5%). The effects of pesticides on the reproduction of
freshwater teleosts are evident, requiring studies on structural changes in gonads and a

decrease in the quality of gametes.

INTRODUCTION

The historical development of cities and agricultural growth have accelerated the
degradation of natural environments through an increase in the disposal of various
contaminants in aquatic environments (BEGUM, 2004; MARQUES & AMERICO-
PINHEIRO, 2020). This situation mainly affects freshwater bodies, leading to reduced
availability of good-quality water for human supply, in addition to changes in



28

physicochemical characteristics that support the maintenance of the natural biodiversity of
aquatic fauna and flora (MASSARO, 2006; MONTANHA et al., 2012; PASCHOALINI et al,
2019).

The toxicity of industrial and residual chemical compounds originating from
agriculture has deleterious effects on both humans and other animals in the environment
where they are found, especially fish in aquatic environments (RIBEIRO & AMERICO-
PINHEIRO, 2018). Often, these effects are not noticed because they do not cause the
immediate death of aquatic organisms exposed to contaminants. However, sub lethal
concentrations can affect several morphological, physiological and metabolic processes of
fish when those contaminants penetrate their organs (LINS et al., 2010).

Fish are the predominant group of vertebrates in aquatic environments, and because
they are a food resource frequently used worldwide, they are directly affected by the presence
of contaminants in water bodies (PASCHOALINI et al, 2019). It is estimated that there are
currently approximately 35,000 fish species, corresponding to more than 50% of vertebrate
species (FRICK et al., 2019). Worldwide, fish have great environmental importance for
aquatic ecosystems as well as social importance because they are an excellent source of
animal protein for riverine populations that depend on the collection of these organisms for
food and income generation (FAO, 2020).

Because they occupy different positions in the food chain of aquatic ecosystems, fish
are often used as bioindicators of the environmental quality of ecosystems and are indicated
as sentinel organisms that respond to changes at various structural levels, including cellular,
physiological, biochemical, genetic and histological, and to variations in behavior patterns,
which can affect the population structure of the species in response to stressors in the
environment (LIMA et al., 2018). With the need to monitor the possible effects of toxic
contaminants on aquatic biota, several studies on ecotoxicology have been conducted to
evaluate the effect of toxic chemicals at different levels of organization, including cellular
structures, individuals, populations and communities (COSTA et al., 2008; DA COSTA
PINTO et al., 2020).

The deleterious effects caused by the action of contaminants in organisms propagate
through other ecosystem components, causing changes in the structure and function of
communities, such as changes in the predator-prey relationship, in ecosystem function or in
the characteristics and dynamics of populations, especially migration, stock renewal and
reproduction (JONES & REYNOLDS, 1997). Several Neotropical species have external
fertilization as a reproductive strategy, which exposes the gametes to the contaminated
environment (RODRIGUES et al., 2019). Thus, the entire process of fertilization and
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embryonic development can be directly affected by excess contaminants, greatly influencing
the reproduction and renewal of fish stocks, causing an environmental imbalance and
reduction in species diversity (MONDAL et al., 2015).

However, there are few studies that analyze the reproductive processes of freshwater
fish in contaminated environments in an integrated manner, especially with regard to the toxic
effects of pesticide residues in water. Thus, the aim of the present study was to conduct a
systematic review of studies that analyze the reproductive aspects of freshwater teleosts in
contaminated environments, focusing on the description of the toxic effects of pesticide
residues on water capable of affecting the reproductive processes of bioindicator/biomonitor

species.

MATERIAL AND METHODS

The present review was based on systematized searches of scientific articles that
address the topic “influence of environmental contaminants on the reproductive processes of
freshwater fish”. For this purpose, thorough searches were conducted in the main collection of
the Web of Science database. To better focus the search, the following descriptors were used:
fish reproduction, contamination, toxicology, ecotoxicity and biomonitoring. These terms
were combined in a systematic search using the Boolean operators “and” and “or”.

The criteria used for article selection included the type of aquatic environment, where
only studies on freshwater fish species published between 2000 and 2019 were chosen. Using
the 450,671 articles retrieved, a new search was conducted to filter only studies related to
“fish reproduction”, reducing the number of articles to 1,176. The articles that met the search
criteria were organized in a spreadsheet in Microsoft Excel in chronological order for content
analysis, initially performed by reading the titles and abstracts. A first screening was
performed, reducing the number of articles from 1,176 to 98.

Next, content analysis of those 98 articles was performed through full reading of the
articles, and only those that analyzed the toxic effect of contaminating substances in some of
the reproductive stages in fish were selected, resulting in a final set of 40 articles analyzed in
this study. The selected articles were consulted to prepare a table containing the main methods
and results of each article (authors, year of publication, bioindicator species, contaminant,

classification, biomonitoring method used and study site).
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RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the data of the 40 selected articles that analyzed the toxic effects of
pesticides on the reproductive process of freshwater teleosts, covering the period between
2000 and 20109.

Subsequent analyses revealed toxicological studies with teleost fish models,
addressing the bioindicator species used as well as the contaminant and its classification, in
addition to the degree of exposure in the tests performed in each of the studies (acute or
chronic), also emphasizing the mechanisms of action by which the contaminants influenced
the reproductive processes indicated. In general, it was possible to classify three classes of
pesticides (insecticides, fungicides and herbicides) and seven mechanisms of action:
reproductive endocrine disorders (REDs); gene expression (GE); oxidative stress; gonadal
histopathology (GH); gonadosomatic index (GSI); sperm quality; and embryonic
development (ED).

The reproductive strategies and mechanisms in fish can be directly influenced by
several changes in local abiotic characteristics, such as industrial, urban and agricultural
pollution (LOWE-McCONNELL, 1999). Year after year, the chronic effects of pesticide
toxicity in teleosts cause behavioral changes, reduced growth rates, neurological damage,
histopathological changes (in gills, liver, and hematopoietic and endocrine tissues) and
reproductive disorders (SABRA & MEHANA, 2015).

A total of 25 fish species were recorded (Figure 1), and Danio rerio was the most
analyzed, occurring in 18% of the studies, followed by Cichlasoma dimerus (15%),
Pimephales promelas (13%) and Oryzias latipes (10%). Characteristics shared by these
species include reduced size, short life cycle and split spawning.

In general, small-sized fish with short reproductive cycles, such as those most used in
the studies described here, have been targeted in analyses and the development of specific
protocols for toxicological tests that evaluate the potential of a chemical to negatively affect
fish through endocrine deregulation, mainly associated with reproduction but also secondarily
by affecting growth, development and survival (USEPA, 2009; FLYN et al., 2018). However,
native species that are already being used in studies with biomarkers of aquatic
contamination, such as tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) (CARVALHO
NETA et al., 2015), do not appear in the studies analyzed here that focus on the effects of
pesticide residues on reproductive processes. Although it is not a small species and has a
single spawning event, studies with this and other species that occur naturally in environments
impacted by agricultural pesticides are important for evaluating the real effects of

contaminants on animal health and the continuity of natural stock renewal.
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Of the total contaminants found, 78% were classified as insecticides, 18% as
fungicides and 5% as herbicides (Figure 2), based on the descriptions in the articles analyzed.
The pesticides most studied in toxicological tests of fish reproductive systems were
endosulfan (35%), cypermethrin and DDT (13%) and HCH (8%). Endosulfan is recognized as
one of the most dangerous organochlorine pesticides, as are DDT and HCH, and is widely
used in several countries as a broad-spectrum insecticide for commercial plantations, with
India and Israel as the main producers (DA-CUNA et al., 2013). Once in contact with the
aquatic biota, endosulfan can affect the normal regulation of numerous biological processes,
including fish reproduction (HAN et al., 2011), acting as an endocrine disruptor, which affects
hormonal regulation and thus causes reproductive disorders (DA-CUNA et al., 2016). In turn,
cypermethrin, a type Il synthetic pyrethroid insecticide with high efficiency and low residual
power with low toxicity for mammals and birds, is also part of the group of pesticides with
great toxic potential in fish due to slower metabolism and elimination in fish than in other
vertebrates (MOORE et al., 2001; MONTANHA et al., 2012; KUTLUYER et al., 2016).

The mechanisms of action of the pesticides show effects at different levels of toxicity,
with reproductive endocrine disorders being the most reported in more than 50% of the
analyzed studies. According to Sabra & Mehana (2015), fish exposed to environmental
pollutants such as insecticides, herbicides, heavy metals and xenobiotics may suffer
disturbances in their natural reproductive processes, potentially resulting in changes such as
decreased fertility and histological damage in the testes and in the ovaries (DA-CUNA et al.,
2011; 2013; MARCON et al., 2015), impairment of the vitellogenesis process and
interruption of the steroidogenesis process (SINGH & SINGH, 2008), delayed maturation of
the gonads evidenced by changes in the gonadosomatic index (KLEINKAUF et al., 2004;
SUMON et al., 2019), changes in reproductive and parental behavior, impaired olfactory
response and consequent disturbance of reproductive migrations, and disturbances in the
coordination between the courtship behavior of male and female fish and spawning time
(JAENSSON et al., 2007).

According to Sanchez Garyzar et al. (2016), when analyzing the effect of
chlorothalonil on gene expression in D. rerio, there are changes in transcriptional networks
associated with reproduction, such as stages that included fertilization, male reproduction and
testicular function, after exposure of fish to pesticides. Xiang et al. (2019), who correlated
changes in the expression of key genes associated with the endocrine pathways of the
reproductive system of D. rerio after exposure to cis-bifenthrin, also inferring a reduction in
the total motility rate of spermatozoa, observed similar effects. Han et al. (2011) observed

intratesticular sperm necrosis in D. rerio after exposure to endosulfan, suggesting that the
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reductions identified in fertilization rates after prolonged exposures could be due to testicular
and sperm damage.

The use of gametes in toxicological bioassays has still been little used in evaluations
of the deleterious effects on the reproductive processes of fish exposed to contaminants
(LOSSO et al., 2007; MAMINDY-PAJANY et al., 2010). In an acute test study evaluating the
toxic effect of cypermethrin on the motility rate and duration of motility in rainbow trout (O.
mykiss) sperm, the authors observed a high sensitivity of sperm cells to low concentrations of
the pesticide (KUTLUYER et al., 2016). Fabroccini et al. (2012) analyzed the feasibility of
using cryopreserved sperm cells from Sparus aurata in ecotoxicological tests in which sperm
cells exposed to cadmium showed significant differences after 2 hours of exposure to the
contaminant. Typically, toxicological tests use methodologies that subject a model organism
to various concentrations of a chemical over a relatively long period to replicate conditions of
chronic exposure (GORMLEY & TEACHER, 2003). However, in many cases of runoff
events after heavy rainfall, chemicals can remain in the environment for a short period,
requiring an increase in short-term toxicological tests.

The evaluations of parameters that characterize sperm quality, such as motility, are
fast and easy to perform, require small sample volumes for testing and do not require
specially equipped facilities because they can even be performed as part of field monitoring
programs. When cryopreserved, semen can be easily stored and transferred (MARIA &
CARNEIRO, 2012; SALMITO-VANDERLEY et al., 2016), allowing humerous opportunities
to evaluate samples in future toxicological tests at a time and place based on the needs of the
researchers, thus allowing a better standardization strategy for the biomonitoring in
contaminated environments (FABBROCCINI et al., 2012).

Final considerations

The effects of pesticides on the reproductive processes of freshwater teleost fish are
evident, mainly causing endocrine reproductive disorders, morphological changes in the
gonads and a decrease in the quality of gametes. Although the toxic effects of pesticides are
often not observed at levels that cause immediate changes in humans, bioaccumulation can be
a risk factor for a portion of the population that feed on fish. The indiscriminate use of
pesticides by the agricultural sector, especially insecticides such as endosulfan and
cypermethrin and those belonging to the dichlorodiphenyltrichloroethane group, can lead to a
drastic reduction in the renewal of natural fish stocks in rivers and lakes, which may result in

the loss of biodiversity.
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Therefore, specific studies using native fish species are essential for defining adequate
protocols to be applied by regulatory institutions in requests for the release and use of
pesticides in agriculture, with a specific focus on analyses of sperm quality in fish,
considering that such assays involve low-cost technique and can be executed in a short period
of time.

Understanding the toxic effects and the stages of the biological cycle of non-target
species in toxicological tests can lead to discussions for the better management of water with
multiple uses, particularly for greater effectiveness in the conservation of the aquatic

environment.
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Table 1. List of articles analyzed with possible effects of pesticide residues on the reproductive process of freshwater teleosts from the “Web of

Science” database.

AUTOR(S) BIOSSESQJOR CONTAMINANT CLASSIFICATION g)fsgsEUER(;E MEC:(;A_‘I_’\:IOSQA OF COUNTRY
Ankley et al., (2001) Pimephales promelas Methoxychlor Inseticide Acute RED EUA
Moore et al., (2001) Salmo salar Cypermethrin Inseticide Acute RED and ED UK

Gormley e Teacher (2003) Oryzias latipes Endosulfan Inseticide Acute RED and ED CANADA
Roex et al., (2003) Danio rerio Parathion Inseticide Chronic RED NETHERLANDS
Kleinkauf et al., (2004) Platichthys flesus DDT and Hexachlorobenzene Inls:it:;;s:?d?d Chronic RED UK
Chandra et al., (2004) Cyprinus carpio Carbofuran Inseticide Chronic RED INDIA
Aydin et al., (2005a) Cyprinus carpio Cypermethrin Inseticide Acute ED TURKEY
Ankley et al., (2005) Pimephales promelas Prochloraze fenarimol Fungicide Acute RED EUA
Aydin et al., (2005b) Cyprinus carpio Diazon Inseticide Acute ED TURKEY
Oreochromis-nilpticus Lindano, pentaclorofenol .
Hanson et al., (2007) Cl_arlas gariepinus (PCP) and propoxur Fungicide Acute GSl GANA
Chrysicthys nigrodigitatus
Ankley et al., (2007) Pimephales promelas Ketoconzole Fungicide Acute RED EUA
Woo et al., (2008) Oryzias latipes Iprobenfos Fungicide Chronic GE KOREA
Rita
Singh & Singh (2008) g}'/f:::}sutsesgfgﬁ) HCH, Zﬁgcar:fg:gir ﬁggosu'fa” Inseticide Chronic RED INDIA
Labeo rohita
Balasubramani et al., (2008) Danio rerio Endosulfan Inseticide Chronic RED INDIA
Kim et al., (2008) Oryzias latipes Cartap and Cypermethrin In,S:Zt:;;iCl? da;nd Acute ED KOREA
Agll;no(—g%lg)lar Girardinichthys multiradiatus Parathion Inseticide Chronic RED and ED MEXICO
Edwards et al., (2010) Gambusia holbrooki D?)Ilyigg’idizd(gggnsl)los Inseticide Chronic RED EUA
Veldhoen et al., (2010) Ong;ﬁslrr:::{]rllcshtl;;:vi;ktzcha Og?jc'll?s ryossct:ﬁznaer’]glsiggg?gﬁggs’ Inseticide Chronic GE CANADA
Piazza et al., (2011) Cichlasoma dimerus Endosulfan Inseticide Chronic RED ARGENTINA
Han et al., (2011) Cichlasoma dimerus Endosulfan Inseticide Acute RED ARGENTINA
Da-Cund et al., (2011) Cichlasoma dimerus Endosulfan Inseticide Acute GH ARGENTINA
Montanha et al., (2012) Rhamdia quelen Cypermethrin and deltametrin Inseticide Acute ED BRAZIL


http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=MarkedList&qid=40&SID=5CQFVx4aSeCSRQpfXuU&page=1&doc=31&colName=WOS
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=MarkedList&qid=40&SID=5CQFVx4aSeCSRQpfXuU&page=1&doc=32&colName=WOS
http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=MarkedList&qid=40&SID=5CQFVx4aSeCSRQpfXuU&page=1&doc=26&colName=WOS
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AUTOR(S) BIOQEESQJOR CONTAMINANT CLASSIFICATION ED)'(EF?ORSEUER(EE MEC:(?_‘I_’\:IOSQA OF COUNTRY
Beyger et al., (2012) Jordanella floridae Endosulfan Inseticide Acute/chronic ED CANADA
Bencic et al., (2013) Pimephales promelas Fipronil Inseticide Chronic RED EUA

Da-Cund et al., (2013) Cichlasoma dimerus Endosulfan Inseticide Chronic RED and GH GERMANY
Silva-Barni et al., (2014) Odontesthes bonariensis Endosulfan and DDT Inseticide Chronic RED GERMANY
Vincze et al., (2014) Danio rerio Tetrametil decynediol Herbicide Acute ED GERMANY
Webster tal., (2014) Danio rerio Glyphosate Herbicide Acute Oxidative stress UK
Piazza et al., (2015) Cichlasoma dimerus Endosulfan Inseticide Chronic RED ARGENTINA
Da-Cund et al., (2016) Cichlasoma dimerus Endosulfan Inseticide Acute RED ARGENTINA
Ma et al., (2016) Danio rerio Azocyclotin Fungicide Chronic RED CHINA
Garayzar et al., (2016) Danio rerio Clorotalonil Fungicide Chronic GE CANADA
Martyniuk et al., (2016) Micropterus salmoides Methoxychlor Inseticide Chronic GE EUA
Kutluier et al., (2016) Oncorhynchus mykiss Cypermethrin Inseticide Acute Oxisdpaet:\r;eqslt;si:yand TURKEY
Marcon et al., (2016) Astyanax bimaculatus Endosulfan Inseticide Acute GH BRAZIL
Sumon et al. (2016) Trichogaster fasciata Chlorpyrifos Inseticide Acute ED NETHERLANDS
Flynetal., (2018) Oryzias latipes Diazon Inseticide Chronic RED EUA
Glaberman et al., (2019) g:zzsssrl\ishssronq;iiiz Propiconazol Fungicide Chronic RED EUA
Xiang et al. (2019) Danio rerio Cis-bifenthrin Inseticide Chronic RED EUA
Sumon et al. (2019) Trichogaster fasciata Chlorpyrifos Inseticide Chronic HG e GSI BANGLADESH

*(REDs) Reprodutive Endocrine Disorders; (GSI) Gonadosomatic Index; (ED) Embryonic Development; (GE) Gene Expression; (GH) Gonadal Histopathology; (DDT)
Dichlorodiphenyltrichloroethane; (DDE) Dichlorodiphenyldichlorethylene; (HCH) Hexachlorocyclohexane.


http://apps.webofknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=MarkedList&qid=23&SID=5CQFVx4aSeCSRQpfXuU&page=1&doc=3&colName=WOS
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Figure 1. Main species used in toxicological studies of pesticides in fish reproductive systems.
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Figure 2. Classification of the most found pesticides according to the description present in
the analyzed articles.
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3.2 CAPITULO 2. Changes in sperm motility of the Amazonian fish tambaqui
Colossoma macroponum (Cuvier 1816) (Teleostei: Serrasalmidae) exposed to two

pesticides

Revista Biota Neotropica
Status: Publicado.
Conceito Qualis Capes (2017-2020): B1

ALTERAQ@ES NA MOTILIDADE ESPERMATICA DO PEIXE AMAZONICO
TAMBAQUI Colossoma macropomum (Cuvier 1816) (Characiformes: Serrasalmidae)
EXPOSTO A DOIS PESTICIDAS

Jadson Pinheiro Santos; Simone de Jesus Melo Almeida; Claryce Cunha Costa; Achilles Nina Santos
Ferreira; Erivania Gomes Teixeira; Erick Cristofore Guimardes; Pamella Silva de Brito; Felipe
Polivanov Ottoni; Raimunda Nonata Fortes Carvalho-Neta

Abstract

The great biodiversity of Neotropical fish species that have external fertilization as a
reproductive strategy, like the tambaqui, requires more careful analyzes in toxicological tests
of the various pesticides implemented in Brazilian agriculture over the last few years. In this
context, the objective of the present work was to evaluate possible sperm alterations in
tambaqui (Colossoma macropomum) semen exposed to two different pesticide residues.
Seminal samples of sexually mature tambaqui males from a local fish farm were used. Semen
was collected eight hours after hormone induction into graduated glass tubes. After initial
assessment of the lack of prior activation, the experiment was carried out in a factorial
scheme, testing two pesticides widely used in agricultural systems (glyphosate and
fenitrothion). For each pesticide, five concentrations were tested (6, 12, 24, 120 and 240
mg/L), with motility analysis at times 0, 30 and 60 seconds after activation. As a control,
activation with 0.9% NaCl solution and motility analysis at the same times described for
pesticides were used. Results indicate that in natura samples exhibited initial motility of
89.2+4.9% and mean duration of 100 seconds (up to 10% sperm motility). The reduction in
sperm motility occurred significantly (p<0.05) after 30 seconds in all concentrations tested,
except for the concentration of 240 mg/L because no activation was observed. The tests
described here demonstrate that tambaqui semen was sensitive to the process of exposure to
pesticide residues, and can be used in biomonitoring analyzes of the aforementioned

agricultural pesticides.
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seminal quality.
Resumo

A grande biodiversidade das espécies de peixes neotropicais que possuem a fertilizacdo
externa como estratégia reprodutiva, a exemplo do tambaqui, exige analises mais criteriosas
em testes toxicoldgicos dos diversos agrotdxicos implementados na agricultura brasileira ao
longo dos ultimos anos. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar possiveis
alteracOes espermaticas no sémen de tambaqui (Colossoma macropomum) exposto a residuos
de dois diferentes pesticidas. Foram utilizadas amostras seminais de machos de tambaqui
sexualmente maduros provenientes de uma piscicultura local. O sémen foi coletado oito horas
pos inducdo hormonal em tubos de vidro graduados. Apos avaliacdo inicial de inexisténcia de
ativagdo prévia, foi realizado o experimento em esquema fatorial, sendo testados dois
pesticidas muito utilizados em sistemas agricolas (glifosato e fenitrotiona). Para cada
pesticida foram testadas cinco concentracdes (6, 12, 24, 120 e 240 mg/L), com andlise da
motilidade nos tempos 0, 30 e 60 segundos pds ativacdo. Como controle, foi utilizada a
ativagdo com solucdo de NaCl a 0,9% e andlise da motilidade nos mesmos tempos descritos
para os pesticidas. Resultados indicam que as amostras in natura exibiram motilidade inicial
de 89,2+4,9% e tempo de duracdo meédio de 100 segundos (até 10% de motilidade
espermatica). A reducdo da motilidade espermatica ocorreu de forma significativa (p<0,05)
apos 30 segundos em todas as concentracdes testadas, exceto na concentracdo de 240 mg/L
por ndo ter sido observada ativacdo. Os testes aqui descritos demonstram que 0 sémen de
tambaqui se mostrou sensivel ao processo de exposicdo aos residuos de pesticidas, podendo

ser utilizado em analises de biomonitoramento dos referidos agrotdxicos.

Palavra-chave: Agricultura; biomonitoramento; ecotoxicologia; peixe amazénico; poluicéo

aquatica; qualidade seminal.
Introduction

In recent decades, the world has been facing a serious problem: the “Biodiversity
Crisis”. As the human population grows exponentially, increasing demand for natural
resources, species are becoming extinct both locally and globally, especially in tropical zones
of the world, at rates much higher than natural extinction rates. This is caused directly due to
human actions, such as pollution, destruction of natural habitats, modification of natural

habitats, deforestation, agricultural expansion, overfishing and overhunting, introduction of
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exotic species, fragmentation of habitats, among others (Wilson 1985, Savage 1995, Primack
& Rodrigues 2001, Brooks et al. 2022, Singh 2002, Brook et al. 2006, Pimm et al. 2006,
Laurance 2006, Wheeler 2008, Costa et al. 2012, Pimm et al. 2014, Ceballos et al. 2015).
When we compare biodiversity and health of freshwater environments with terrestrial or
marine, the scenario is even worse: the so-called "Freshwater Biodiversity Crisis". Although
the threats are the same as those already mentioned, the proportional area of freshwater
environments is much smaller when compared to terrestrial or marine environments,
representing less than 1% of the planet's surface, but comprising a very rich biodiversity. In
addition, several human activities are dependent on freshwater, and humanity directly depends
on this resource as well (Dudgeon et al. 2006, Darwall et al. 2018, Harrison et al. 2018,
Latrubesse et al. 2019, Reid et al. 2019).

Even though the “Biodiversity Crisis” has become an increasingly serious problem,
especially the “Freshwater Biodiversity Crisis”, due to agricultural expansion, Brazil has
arisen as one of the countries that most employ pesticides in the past decades, more
expressively from 2002 onwards, showing that we are failing to face and deal appropriately
with the “Biodiversity Crisis”. This fact raises concerns about the increased use of these
substances, mainly due to the possibility of contaminating man and animals (Rembischevsk &
Caldas 2018). A fact that hinders the conservation of Brazilian fauna. In this context, the
determination of lethal and sublethal doses of pesticides in living organisms should be

analyzed in toxicity tests (Ragassi et al. 2017).

In an attempt to monitor the environmental changes caused by the indiscriminate
discharge of toxic substances with xenobiotic potential, researchers report the need for
ecotoxicological studies as a way to assess the possible aggressions of these substances that
are released into the natural environment, such as agricultural pesticides, and their interaction
with ecosystems and their biodiversity (Montanha & Pimpé&o 2012). According to Torres et al.
(2017), such indiscriminate release of polluting agents in aquatic environments has become a
limiting factor for the continued supply of fish consumer markets, whether from fishing or
even aquaculture. In addition to the direct risks to human health, it is possible that fish are
being contaminated by toxic products that reach aquatic environments, which may represent

an additional risk for their consumers (Waichman 2008).

The tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier 1816) is the most farmed native fish
species in the country (PEIXEBR 2022), as it presents a good adaptation to climate
conditions, which are considered ideal for round fish species. It is important to emphasize that
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the cultivation of native species to supply the market is important to reduce the negative
pressures that fishing can exert on the populations of these species, and to prevent the local
extinction of species as well. Colossoma macropomum presents external fecundation and
fertilization, as well as annual reproduction and total spawn, with the river flooding period
being the main spawning season for this fish (Vieira et al. 1999). In teleosts with external
fertilization such as round fish, when spawning occurs, the gametes are released into the
environment for fertilization to occur (Witeck et al. 2011). At that moment, gametes are
exposed to various contaminants present in the water, including heavy metals mercury, zinc,
lead, copper, and cadmium (Kime & Nash 1999), as well as pesticides leached from the soil
by the rain or even by the inadequate disposal of containers and waste (Ferreira 2016), which
end up acting as endocrine disruptors in fish (Uren-Webster et al. 2014). Furthermore, these
trace elements, at certain levels, can impair sperm motility and oocyte fertilization (Kime
1995), thus causing often irreversible damage to the maintenance of natural stocks renewal
and reproductive cycles, and, consequently, to the maintenance of the variability and diversity
of fish.

In the past few years, several studies involving the characterization of sperm and
embryos from a number of native fish species have generated successful sperm analysis
protocols in conjunction with the cryopreservation technique, conservation of cells at low
temperatures. This allows the availability throughout the year of biological samples for many
species of environmental interest (Viveiros et al. 2009, Carneiro et al. 2012, Salmito-
Vanderley et al. 2016), whose usefulness in ecotoxicological tests can now be analyzed. In
this context, the objective of the present work was to evaluate possible sperm alterations in
the semen of tambaqui C. macropomum exposed to two different pesticides, to assess whether
these pesticides cause any negative effects that interfere with the reproduction of the species,

and, consequently, affecting the maintenance of natural stocks renewal.
Material and Methods

Our study was conducted during the period between January and May of 2021, in the
facilities of a fish farm located in the municipality of Santa Inés, State of Maranhéo,
northeastern Brazil (latitude 03°40'00" south and longitude 45°22'48™" west), at approximately
250 km from the capital city of Sdo Luis. Experiments were conducted with the approval of
the Ethics Committee for the Use of Animals at the Universidade Estadual do Maranhdo
(CEUA/UEMA) under license 01200.002200/2015-06(449).
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Seminal samples were collected from six males of the tambaqui species C.
macropomum, selected from the breeding stock of the fish farm and which presented semen
release when submitted to gentle pressure in the abdominal region. Then, the fish were placed
in masonry tanks, with constant water circulation for subsequent hormonal induction, using

2.0 mg of raw carp pituitary extract — CPE per kg of live fish (Pinheiro et al. 2016).

After 8 hours of hormonal induction, the fish were restrained and their urogenital
region was cleaned and dried with a paper towel to avoid contamination (by water, mucus, or
urine). Then, semen collection was performed in graduated glass test tubes. Samples were

kept in an isothermal box at a temperature ranging from 4 to 6 °C.

Samples were identified and analyzed individually at the fish farm breeding laboratory
for absence of sperm motility by observation under an light microscope at 400x
magnification. After confirmation that sperm were immobile, 2 pL aliquots of semen from
each sample were activated with 100 pL of 0.9% NaCl saline solution for initial
characterization, observing the staining, viscosity, initial subjective sperm motility rate and
motility duration time, also under an optical microscope with 400x magnification. Samples

with subjective motility above 80% were included in the experiment (Santos 2013).

Milt samples of each male were exposed to two pesticides (glyphosate 480 g/L —
ISORGAN; and fenitrothion, SUMITHION 500 g/L) at five concentrations (6, 12, 24, 120 e
240 mg/L), with dilution in 0.9% NaCl saline solution. Exposition began with the direct
activation of 2 pL aliquots of semen with 100 pL of each of the pesticide dilutions. There was
an immediate subjective analysis of sperm motility at times O (after homogenization), 30 and
60 seconds after activation/exposure, with the aid of a light microscope with a magnification
of 400x, by the same evaluator. As a control treatment, we conducted the analysis of sperm
motility after activation with a 0.9% NaCl solution (Santos 2013) with the same analysis

times described for pesticide residues.

The chosen experimental design was a factorial test. A statistical analysis was
performed through the assessment of means and standard deviations, from which the analysis
of variance test (ANOVA) was obtained. When there was observable difference between
treatments, the Scott-Knott test was applied, at a significance level of 5% in the statistical
program SISVAR 5.7.
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Results

During the initial observation period, semen samples from all individuals presented
white color and high viscosity. In natura samples exhibited an initial motility of 89.2 + 4.9%
and a mean duration of 100 seconds (up to 10% of sperm motility). The activations were
carried out at environmental temperature (27-29°C) and the solutions containing pesticide
residues showed a pH ranging from 5.2 to 5.5 for Glyphosate and from 5 to 5.7 for
Fenitrothion, based on the value of 5.9 for NaCl.

From the tested treatments with direct exposure of semen to pesticide residues, it was
possible to observe the effect of exposing tambaqui semen to residues of glyphosate (Figure
1) and fenitrothion (Figure 2) soon after exposure. All treatments showed a significant
reduction (p < 0.05) when compared to sperm activated only with 0.9% NaCl, with more
deleterious effects at concentrations above 24 mg/L glyphosate, and sperm agglutination at a

concentration of 240 mg/L, it is not possible to attribute sperm motility rate subjectively.
Discussion

Glyphosate is an herbicide belonging to the organophosphate group and is classified as
an low toxic product (Class V) (ANVISA 2021), widely used mainly in plant cultures, such
as rice, potatoes, bananas, onions, corn, pastures, soybeans, ornamental shrubs, and flowers, at
different stages of development. Changes in body structure, early hatching of eggs, embryo
mortality and larval depigmentation are indicative of the toxic effects of these substances
(Sanchez 2015).

Lopes et al. (2014), in an experiment conducted with fish Danio rerio (Hamilton
1822), observed that sperm exposed for 24 and 96 hours to 5 and 10 mg/L of glyphosate
exhibited a decrease in motility and in its duration. Moreover, according to these authors,
individuals that were subjected to higher concentrations for a prolonged period showed
functional and membrane changes in sperm mitochondria, as well as a reduction in DNA
integrity, indicating that glyphosate is a highly dangerous agent for the reproduction of this

species, and even harming others.

The tambaqui species is considered a biological model due to its resilience to
environmental changes (Val & Oliveira 2021). It has been pointed out as a bioindicator of
environmental pollution and used in several toxicological studies, such as the assessment of
genotoxic and hematological parameters (Carvalho-Neta et al. 2015), and branchial lesions

and erythrocytic abnormalities (Castro et al. 2019), both using individuals from an
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environmental protection area from the Upaon-Acu island, State of Maranhdo, northeastern
Brazil. Regarding agricultural defensives specifically, studies carried out with tambaqui by
Cunha et al. (2018) indicated alteration and damage of nuclear erythrocytes in the gills and

liver of tambaqui exposed to pesticides such as deltamethrin.

As observed for glyphosate, sperm motility rates were significantly reduced (p < 0.05)
after direct activation in all tested concentrations of fenitrothion (figure 2), with no sperm
motility being verified at a concentration of 240 mg/L right after direct activation (time 0).
Fenitrothion, also belonging to the group of organophosphates, is a class Il insecticide
(moderate toxicity) widely used in pest control (Milanez et al. 2007). In Brazil, it has been
used in agriculture since 1959, authorized in cotton, onion, chrysanthemum, apple, and soy
crops, to control ants (ANVISA 2021). In aquaculture, it is used to control insect larvae, just
as already reported in Bangladesh, India, to combat the tiger beetle (Rahma et al. 2020). Even
considering their history of use in Brazilian agriculture and livestock, there are few
organophosphates and pesticides in general that are authorized by the national legislation for
fish farming (Tavechio et al. 2009), with no formal authorization or indication of the use of

Fenitrothion in aquaculture being recorded.

Agricultural pesticides, mainly pyrethroids and organophosphates, have been largely
used in Brazil since the 1990s, with the main objective of providing increases in agricultural
production by combating pests that, if not controlled, can exterminate the entire crop in a
short period of time (Moraes 2019). However, while these substances bring benefits to
agriculture, the number of studies that prove the ecotoxicological effects of pesticides on
human and animal health, especially those living in aquatic environments, is undeniable
(Montanha & Pimpéo 2012, Santana & Cavalcante 2016, Ribeiro & Ameérico-Pinheiro 2018).

Several species of Neotropical fish employ external fecundation and fertilization as a
reproductive strategy, with total discharge of male and female gametes in the water (Witeck et
al. 2011), a fact that provides a large exposure of gametes to the contaminated environment
(Rodrigues et al. 2019). As a result, the entire fertilization process, from sperm motility to
embryonic development, can be directly affected by excess contaminants, such as pesticide
residues leached from the soil by rain, or even by inadequate disposal of containers and
residues (Kime & Nash 1999, Ferreira 2016). These contaminants greatly influence the
reproduction and renewal of fish species stocks, which can lead to an environmental

imbalance and a reduction in species diversity (Mondal et al. 2015).
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Amazonian fish known as round fish, such as the tambaqui Colossoma macropomum,
and the pirapitinga Piaractus brachypomus (Cuvier 1818), as well as their hybrids, have
become the most important native species of Brazilian fish farming, especially in the North
and Northeast regions of the country (Muniz et al. 2008, PEIXEBR 2021), due to their good
adaptation to the climatic conditions found in those regions, which are considered ideal for
these species. They are species that have external fecundation and fertilization, with annual
and total reproduction, with the river flooding period being the main spawning season for this
group of fish (Vieira et al. 1999). In captivity, they are reproduced through the hormonal
induction technique, using raw Carp Pituitary Extract — CPE (Maria et al. 2011), in addition to
synthetic hormones.

Normally, the action of organophosphates occurs through the irreversible inhibition of
enzyme acetylcholinesterase (AChE), responsible for the degradation of acetylcholine, the
main neurotransmitter in the central nervous system of insects (Barboza et al. 2018). In this
sense, organophosphates are widely used in fish farms to control fish parasites, as well as to
combat insect larvae of order Odonata, which have the habit of preying on fish larvae and
causing financial damage to producers (Fortunato et al. 2020). Despite being efficient in
combating and chemically controlling dragonfly nymphs and other insects, organophosphates
have been proven to be considerably toxic (Queiroz 2017).

Organophosphates combined with pyrethroids are already used both in agriculture and
in livestock, as the mixture of both promotes synergism in their actions (Trevis et al. 2010). In
a study to assess the toxic effect of the mixture between organophosphates and pyrethroids in
Pimephales promelas larvae, it was observed that the combination resulted in high toxicity
(Wheelock et al. 2005), demonstrating the importance of conducting studies aimed at

evaluating the application of the mixture of these two pesticides in aquatic environments.

In a recent study published by Santos et al. (2021), when evaluating the toxic effects
of pesticides on the reproductive processes of freshwater fish based on articles published from
2000 to 2019, they observed that insecticides were present in 78% of the studies, mainly
endosulfan (35%) and cypermethrin (13%), which are classified respectively as
organochlorine and pyrethroid. The authors also highlighted that the most reported routes of
action in the studies (57.5%) were reproductive endocrine disorders, with changes ranging
such as decreased fertility due to histological damage to testicles and ovaries; impairment of
the vitellogenesis process and interruption in the steroidogenesis process; delay in gonad

maturation evidenced by alterations in the gonadosomatic index; alteration in reproductive
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and parental behavior; compromised olfactory response and consequent disorder in
reproductive migrations; as well as disturbances in the coordination of courtship behavior of
male and female fish and spawning time (Jaensson et al. 2007, Singh & Singh 2008, Marcon
et al 2015, Sumon et al. 2019).

Our study is the first one reporting the use of sperm cells from native Neotropical fish
(tambaqui) directly exposed to pesticides in ecotoxicological tests. Tests demonstrated that
these organisms are highly susceptible to changes that can be caused by contact with pesticide
residues, such as glyphosate and fenitrothion. Therefore, the presence of pesticides in
freshwater environments can interfere in the reproduction of tambaqui fishes, and
consequently, in the renewal of this fish species stocks. However, the determination of a
protocol for analysis must be conducted, as to standardize the techniques and to express a
result that can be taken into consideration by competent government bodies that mediate
requests for the authorization of use of new chemical substances as agricultural pesticides in
Brazil. In addition, we believe that the results here obtained would be extrapolated to other
native species that have a similar reproductive cycle or biology, helping us to understand how
contaminants generated by agricultural production can affect the reproduction of these

species, and how can we adopt conservation actions to prevent this.
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Figure 1. Percent sperm motility (mean * standard error) of Tambaqui semen exposed to different
concentrations of glyphosate.
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Figure 2. Percent sperm motility (mean + standard error) of Tambaqui semen exposed to different
concentrations of fenitrothion.
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3.3 CAITULO 3. Exposicéo de espermatozoides criopreservados de tambaqui

Colossoma macroponum (Cuvier 1816) (Teleostei: Serrasalmidae) ao glifosato

Aquatic Ecotoxicology

Status: a ser submetido.

Resumo

Estudos recentes demonstram a possibilidade de uso de células esperméticas de peixes nativos
em testes ecotoxicologicos. No entanto, existe uma lacuna para o fornecimento constante de
células espermaéticas tendo em vista que muitas das espécies de peixes comercialmente
produzidas e domesticadas reproduzem-se apenas uma vez ao longo do ano. O presente
trabalho objetivou caracterizar alteragdes na motilidade de espermatozoides criopreservados
de tambaqui Colossoma macropomum expostos ao glifosato. Foram utilizadas amostras
seminais de oito machos selecionados e induzidos hormonalmente. A coleta foi feita entre 220
e 240 horas-grau pés-inducédo, sendo feita andlise de inativacdo espermatica, com posterior
andlise da qualidade do sémen in natura, sendo selecionadas as amostras com motilidade
subjetiva superior a 80%. Nos procedimentos para congelamento, foi utilizada a adi¢do de
uma solucéo crioprotetora contendo 70% de glicose (5%), 10% de DMSO e 5% gema de ovo,
diluidos na proporc¢édo de 1:10 (sémen:solucdo crioprotetora). O sémen diluido foi envasado
em palhetas de 0,5 mL ap6s periodo de estabilizagdo de 20 minutos. Em seguida, foi iniciada
a etapa de congelamento com a insercdo de racks contendo as palhetas em botijdo tipo dry-
shipper, com transferéncia das racks para estocagem em botijdo de nitrogénio liquido apds 2
horas. Para a caracterizacdo inicial das amostras de sémen, foram verificadas as taxas de
motilidade subjetiva nos tempos 0, 30 e 60 segundos pos ativacdo com o NaCl a 0,9%
(controle). Aliquotas de 1 pL de sémen foram fixadas em solucdo de formol citrato para
posterior analise de concentracdo espermatica e morfologia espermatica. Os testes de
exposicdo foram realizados com ativacdo direta de 2 uL de sémen em 50 pL de solucdes
contendo glifosato nas concentracdes de 6, 12, 24, 120 e 240 mg/L. Na sequéncia, realizou-se
teste de motilidade espermatica subjetiva nos tempos 0, 30 e 60 segundos pds ativacdo. Nao
foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre os tempos 0 e 30 segundos no tratamento
controle, com reducdo apenas para 60 segundos. Para os residuos de glifosato, houve
diferenca significativa (p<0,05) em todas as concentragdes em relagdo ao controle. No
entanto, quando feitas comparacdes entre as concentragdes dos residuos de glifosato, ndo
foram observadas diferencas significativas (p>0,05). Os resultados aqui apresentados
demonstram a possibilidade de uso do sémen criopreservado de tambaqui em ensaios
ecotoxicoldgicos.

Palavras-chave: Biomonitoramento aquatico, Ecotoxicologia, Peixe amazdnico

Introducéo

A conservacdo do sémen e de embribes de peixes é praticada em todo o mundo por
diversos pesquisadores e técnicos com muitas espécies, como por exemplo, a criopreservacao
do sémen de tambaqui Colossoma macropomum (CARNEIRO et al.,, 2012; VARELA-
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JUNIOR et al. 2012; SANTOS, 2013), com o objetivo principal de formacdo de bancos de
germoplasmas com o propoésito de conservagdo dos recursos genéticos. Apesar disso, a perda
da biodiversidade em nossos rios estd em constante crescimento, principalmente pelo uso
indiscriminado de substancias toxicas que, por sua vez, entram em contato direto (e indireto)

com o0s organismos aquaticos (SANTOS et al., 2021).

Todos os anos milhdes de hectares de terra sdo convertidos para trabalhos
agropecudrios e urbanos, acarretando desmatamentos, poluicdo doméstica, industrial e
agricola. Em paralelo as mudancas do territorio, uma quantidade diversa de residuos que sdo
liberados na natureza provoca sérios problemas toxicologicos (MONTANHA; PIMPAO,
2012). Entre os vérios produtos que sdo despejados direto no ecossistema, como rios e lagos,
sem nenhum tipo de tratamento, os agrotoxicos sdo dos mais utilizados com o objetivo de
controlar pragas na agricultura. No entanto, os animais aquaticos acabam sendo expostos aos
agrotoxicos devido a ingestdo de alimentos contaminados, através das superficies corpdreas e
por meio das brénquias que absorvem esses elementos quimicos (NAKAGOME; NOLDIN;
RESGALLA JUNIOR, 2006).

Estudos ecotoxicoldgicos com uso de organismos aquaticos tém se intensificado com
destaque para as analises dos processos fisioldgicos, como nutricao e respiracdo. As branquias
dos organismos aquaticos estdo em contato direto com o meio, tornando-se essencialmente
susceptiveis a diversos contaminantes, causando-lhes alteracdes morfofisiologicas
(CANTANHEDE, et al., 2014). Outros processos, como crescimento e reproducio, podem ser
afetados em fungdo dos peixes desenvolverem mecanismos limitantes e compensatorios que

demandam energia em resposta a exposicao a agente toxico (FERREIRA, 2016).

Por possuir fecundacéo e fertilizacdo externas, o tambaqui, espécie de peixe nativo da
ordem Characiformes mais cultivada do pais (STREIT-JUNIOR. et al., 2012), esta sujeito ao
efeito de diversos contaminantes presentes na agua, entre eles, os metais pesados como
mercurio, zinco, chumbo, cobre e cadmio (KIME e NASH, 1999), além de agrotéxicos
lixiviados nos solos de areas agricolas ou até mesmo pelo descarte inadequado dos vasilhames
e embalagens (FERREIRA, 2016). Os agrotoxicos, principalmente piretrdides, como a
deltametrina, e organofosforados como o glifosato e a fenitrotiona, sdo amplamente utilizados
no pais, para prover incrementos na agricultura e combater as pragas que, se ndo controladas,

podem gerar prejuizos a cultura em um curto espaco de tempo (MORAES, 2019).
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Segundo levantamento realizado por Santos et al. (2021), os efeitos dos agrotoxicos no
processo reprodutivo dos peixes podem ser expressos desde distarbios endocrinos
reprodutivos, alteracbes na expressdo geénica, alteracfes gonadais, no desenvolvimento
embrionario e na qualidade espermatica. Esse ultimo, ainda pouco estudado, ja foi avaliado
por Kutluyer et al. (2016) em teste agudo para avaliar o efeito toxico da cipermetrina na taxa
de motilidade e duracdo da motilidade em espermatozoides de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), sendo observada alta sensibilidade das células esperméticas mesmo em baixas

concentragdes do agrotoxico.

O desenvolvimento de novas tecnologias de producdo como a criopreservacao,
proporciona maior controle sobre os processos chave como na larvicultura, o que se traduz em
melhoria da produtividade e qualidade do pescado (ALVES et al., 2014; SIQUEIRA, 2017).
A contaminacdo dos ambientes aquaticos pode levar a perda da diversidade de peixes e,
consequentemente, afetar todo o ambiente. Além disso, pode alcangar espécies de interesse
comercial comprometendo sua disponibilidade e higidez do pescado. Em complementacéo e
considerando as questdes relacionada a salde e bem-estar animal, ha a necessidade de serem
estabelecidos testes ecotoxicoldgicos mais praticos sem a exposicdo direta dos peixes para

avaliar os efeitos desses contaminantes.

O teste de toxicidade aguda em peixes ndo é compativel com a maioria das legislacfes
atuais de bem-estar animal pelo fato de que a mortalidade é o ponto final primario, o que
levanta a hip6tese de que os peixes sofrem angustia e talvez dor (LAMMER et al., 2009).
Uma das alternativas mais promissoras para testes de toxicidade aguda em substituicdo ao uso
dos peixes vivos € o teste de toxicidade em embrides e larvas de zebrafish (Danio rerio), ja
incluidos como componente obrigatorio na rotina de testes de efluentes na Alemanha desde

2005, contando ainda com padronizacéo certificada em nivel internacional (1SO, 2007).

Novas biotecnologias, como a criopreservacdo de sémen, estdo disponiveis, 0 que
pode tornar os testes toxicologicos ainda mais acessiveis. A criopreservagao é uma técnica de
grande interesse para a piscicultura, tendo em vista que a técnica permite preservar esse
material genético em baixas temperaturas, para que a estrutura e a funcao das células e tecidos
vivos sejam mantidas, sendo geneticamente viaveis e reversivelmente inativas do ponto de
vista metabdlico (PEGG, 2007). Em se tratando de questdes bioéticas, 0 uso de sémen de
peixes em ensaios ecotoxicoldgicos se torna prioritario devido a possibilidade de refinar a

pesquisa com uso de vertebrados, reduzindo assim a necessidade da exposi¢édo de individuos
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Vivos aos testes, fatores que podem acelerar os tramites em avaliagfes por comités de ética em

experimentacdo animal ou até mesmo excluir essa exigéncia por parte dos comités.

Nos ultimos anos, diversos estudos envolvendo a caracterizacdo de espermatozoides e
embribes de diferentes organismos aquaticos resultaram em protocolos exitosos que, aliados
as técnicas de criopreservacao, armazenam células em baixas temperaturas, permitindo acesso
durante todo o ano, independentemente da disponibilidade natural dos espécimes, como por
exemplo, na utilizagdo em bioensaios (SILVA et al., 2015). Nesse contexto, o objetivo do
presente trabalho foi caracterizar alteracbes na motilidade de espermatozoides criopreservados

de tambaqui Colossoma macropomum expostos ao agrotoxico glifosato.

Material e métodos
Caracterizacdo da area de estudo

A area de estudo esta localizada no municipio de Santa Inés-MA, distante cerca de 250
km de S&o Luis, capital do Maranhdo, e é explorada principalmente por diversas pisciculturas,
desde a producdo de alevinos até a engorda, fase final do pescado. Os exemplares foram
capturados em tanques escavados da Piscicultura AQUAPESC. Apos captura e selecdo, oito
peixes machos de tambaqui, foram transportados até o laboratério de reproducdo da
piscicultura e acondicionados em tanques de alvenaria com circulagdo constante de dgua, para

posterior indugdo hormonal e espermiacao.
Inducdo hormonal, coleta e anélise do sémen

Os peixes foram induzidos com 2 mg de extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC)
por kg de peixe. A coleta de sémen foi feita 220 e 240 horas-grau p6s-inducao, iniciando com
a contencdo do animal sobrepondo uma tolha sobre sua cabeca e, em seguida, fazendo a
limpeza da regido abdominal de cada individuo com papel toalha afim de se evitar
contaminagfes por fezes, urina, sangue e/ou agua. Apos a limpeza, foi feita massagem
abdominal no sentido cranio-caudal para a retirada do sémen que foi estocado em tubos de
vidro graduados. Imediatamente, os tubos foram armazenados em caixa térmica com gelo
com temperatura aproximada de 5°C para verificagdo da imobilidade inicial dos
espermatozoides, sendo descartadas amostras com ativagdo prévia ou que apresentaram

motilidade espermatica subjetiva inicial inferior a 80%.
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Nos procedimentos para congelamento, foi adicionada uma solucdo crioprotetora
constituida por um diluidor, sendo utilizada solucdo de glicose a 5%, um crioprotetor
intracelular, conhecido como DMSO (dimetilsulféxido), e um crioprotetor extracelular, a
gema de ovo (MARIA et al., 2010; SANTOS, 2013). Apos a dilui¢do, as amostras passaram
por um periodo de estabilizacdo de 20 minutos, sendo inseridos posteriormente em palhetas
de 0,5 mL e acondicionados em racks metélicos, seguindo para o processo de congelamento
em botijdo de vapor de nitrogénio do tipo dry-shipper. Apo6s duas horas, 0s racks com as
palhetas foram transferidos para um botijdo de nitrogénio liquido para o armazenamento. O
descongelamento foi feito em um banho-maria a 60 °C durante 8 segundos, sendo transferidos

para microtubos e estocados em temperatura ambiente para as analises.

A analise de concentracdo e morfologia espermaticas do sémen in natura e do sémen
criopreservado foi realizada nas instalagcbes do Laboratdrio de Ictiofauna e Piscicultura
Integrada — LABIPI, da Universidade Estadual do Maranh&o. As amostras foram avaliadas em
microscopio de luz com aumento de 1.000x e uso do dleo de imersdo. Para a concentragao
espermatica, aliquotas de 10 pL de sémen fixado foram adicionadas em camara hematimétrica
de Neubauer, onde foram contados 5 campos em cada lado da cAmara e o nimero de
espermatozoides contados expressos em bilhdes de espermatozoides por mL, de acordo com
contagem proposta pelo Manual de Exame Androlégico (CBRA, 1998).

Para a anéalise da morfologia espermatica, foram selecionados 3 pL do sémen fixado,
produzindo-se trés esfregacos por amostra que foram corados com 3 L de corante rosa de
Bengala. Posteriormente, as ld&minas foram observadas em microscépio de luz com 6leo de
imersdo (aumento de 1.000x), para contagem e classificacdo de pelo menos 200

espermatozoides de acordo com procedimento descrito em Maria et al. (2010).

Na tabela 1 sdo apresentados os dados referentes a caracterizacdo espermatica dos
reprodutores de tambaqui C. macropomum, 0s quais possuiam peso médio de 8 kg com tempo
médio de vida entre 4 e 8 anos. As amostras de sémen apresentaram coloracdo esbranquicada,
com volume médio de 2,2 mL e concentracdo média de 6,9 x 10° espermatozoides.mL™. A
motilidade subjetiva do sémen in natura apresentou uma porcentagem media de 91,7+2,9%,
com os dados referentes a cinco reprodutores. Cerca de 76% dos espermatozoides nas
amostras apresentaram-se normais, com maiores frequéncias de espermatozoides

apresentando flagelo dobrado, seguidas de flagelo fraturado.
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Tabela 1. Parametros de qualidade espermatica do sémen de tambaqui C. macropomum
(médiatdesvio-padrao).

Parametro In natura Descongelado
Volume (mL) 2,2+0,8
Motilidade subjetiva (%) 91,729 60£6%
Concentracéo espermatica (spz x 10°.ml™?) 5,0+1,2 -
Morfologia espermatica (%)
Espermatozoides normais 86,915,9 767
Cabeca isolada 1,4+0,8 1+1
Cabeca degenerada 0,3+0,3 1+1
Microcefalia 0,2+0,2 0+0
Macrocefalia 0,5+0,0 1+1
Peca intermediéria degenerada 0,5+0,8 0+0
Flagelo dobrado 6,0+3,2 13+4
Flagelo enrolado 2,5+25 212
Flagelo fortemente enrolado 0,6+0,2 2+1
Flagelo fraturado 1,1+0,5 3+1
Total de anormalidades 13,145,9 23111

Exposicdo do sémen de tambaqui criopreservado ao glifosato pos

descongelamento

Apdbs o sémen ser devidamente coletado e armazenado, deu-se inicio ao processo de
exposicdo aos residuos de glifosato no Laboratorio de Reproducdo Animal na Universidade
Estadual do Maranhdo. Ap6s a verificagdo da inexisténcia de ativacdo inicial dos
espermatozoides, 2 pL de cada amostra de sémen foram ativadas com 50 pL de solucéo
fisiolégica de NaCl a 0,9% quando foi avaliada a motilidade subjetiva inicial em microscopio
de luz com aumento de 400x, sendo descartadas as amostras com motilidade inferior a 50%.
Selecionadas as amostras de cinco machos, foi dado prosseguimento para a caracterizacao
inicial da qualidade espermatica, sendo verificadas as taxas de motilidade subjetiva nos
tempos 0, 30 e 60 segundos pds-ativacdo com o NaCl a 0,9%. Aliquotas de 1 pL de sémen
descongelado foram fixadas em solucéo de formol-citrato para posterior anélise da morfologia

espermatica.

Além da ativacdo das células esperméaticas com NaCl, utilizou-se a ativacao
espermatica direta com uso de solugdes contendo residuos de glifosato nas concentragdes de
6, 12, 24, 120 e 240 mg/L. Logo em seguida, realizou-se teste de motilidade espermatica de

forma subjetiva, como descrito por Santos et al. (2023).
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Analise de dados

Os dados foram tabulados no software Excel, com as taxas de motilidade subjetiva
expressas em porcentagem (médiatdesvio-padrdo). Posteriormente, os dados foram
submetidos a andlise de variancia e, quando observada diferenca entre os tratamentos,
aplicou-se o teste Scott-Knott, com nivel de significancia de 5% no programa estatistico
Sisvar 5.7.

Resultados e discussao

Com base nos tratamentos testados, foi possivel observar o efeito da exposicdo do
sémen de tambaqui a residuos de glifosato ao longo do tempo, conforme a tabela 2. A reducéo
da motilidade espermética ocorreu de forma imediata assim que houve a exposicdo as
concentragcdes do herbicida, sendo observada diferenca significativa (p<0,05) em todas as
concentracdes testadas em relacdo ao controle (NaCl 0,9%). No entanto, quando feitas
comparacbes entre as concentracbes do agrotoxico, ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05). Ao longo do tempo, foi observada diferenca significativa (p<0,05) nas
andlises de motilidade subjetiva apenas na concentracdo de 6 mg/L de glifosato e para o0 NaCl
a 0,9% apos 60 segundos de ativacao.

Tabela 2. Reducdo da motilidade espermatica subjetiva (%) do sémen descongelado de
tambaqui exposto a residuos de glifosato.

TEMPO (s)
TRATAMENTO 0 30 50
CONTROLE (NaCl 0,9%) 58+6%Aa 50+9%Aa 20+14%Ab

6 mg/L 31+15%Ba 17+10%Ba 5+5%Ab
12 mg/L 13+10%Ba 6+5%Ba 3+3%Aa
24 mg/L 8+11%Ba 4+5%Ba 5+3%Aa

120 mg/L - - -

240 mg/L - - -

*Médias seguidas de letra mailsculas diferentes nas colunas e de letras minusculas diferentes nas
linhas indicam diferenca significativa (p<0,05).

ModificagOes na estrutura corporal, na eclosdo antecipada de ovos, mortalidade de
embrides e despigmentacdo de larvas sdo indicativos dos efeitos toxicos dessas substancias
(SANCHEZ, 2015). Mais recentemente, Santos et al. (2023) demonstraram os efeitos nocivos
da exposicéo de espermatozoides de tambaqui aos pesticidas glifosato e fenitrotiona, em que a

taxa de motilidade espermatica reduziu imediatamente ap0s a exposi¢do aos residuos dos
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agrotoxicos e evoluiu com o aumento das concentragdes, indicando a possibilidade do uso de

celulas esperméticas em estudos ecotoxicologicos.

O tambaqui ja foi utilizado em diversos estudos toxicologicos e citado como
bioindicador de poluicdo ambiental, considerando parametros genotoxicos e hematoldgicos
verificados por Carvalho-Neta et al. (2015) e lesdes branquiais e anormalidades eritrociticas
observadas por Castro et al. (2019), ambos a partir de individuos provenientes de uma area de
preservacdo ambiental na Ilha de Sdo Luis, Maranhdo. Em se tratando especificamente de
agrotoxicos, os estudos feitos por Cunha et al. (2018) indicaram alteracdo e dano de

eritrocitos nucleares nas branquias e figados de tambaqui expostos a deltametrina.

Diversas espécies de peixes neotropicais possuem como estratégia reprodutiva a
fecundacdo e fertilizacdo externas, com eliminacgéo total dos gametas masculinos e femininos
na agua (WITECH et al., 2011), fato que acarreta uma grande exposi¢cdo ao ambiente
contaminado (RODRIGUES et al., 2019). Com isso, todo processo de fertilizagdo, desde a
motilidade espermatica até o desenvolvimento embrionario, pode ser afetado diretamente pela
presenca de contaminantes, como 0s residuos de agrotoxicos lixiviados nos solos pelas
chuvas, ou pelo descarte inadequado dos vasilhames e embalagens (KIME; NASH, 1999;
FERREIRA, 2016), influenciando sobremaneira na reproducao e renovacdo dos estoques de
espécies de peixes, 0 que pode levar a um desequilibrio ambiental e reducao da diversidade de
espéecies (MONDAL et al., 2015).

Contribuicbes significativas tém sido relatadas com o uso da criopreservagdo do
sémen de peixes na preservacdo e disponibilizacdo dos gametas masculinos no longo prazo
(CARNEIRO, 2007) e para a reproducdo artificial de muitas espécies nativas, como por
exemplo Salminus brasiliensis (CAROLSFELD et al., 2003), Brycon orbignyanus (MARIA,
2005; CAROLSFELD et al., 2003) e Colossoma macropomum (CARNEIRO et al., 2012;
VARELA-JUNIOR et al., 2012; MARIA et al., 2015).

Diferentemente do encontrado em experimentos com 0 sémen in natura, 0 aumento da
concentragdo dos residuos de glifosato na ativacdo do sémen descongelado ndo apresentou
alteracOes significativas (p>0,05) na motilidade espermaética, sugerindo menor sensibilidade
ao composto. A qualidade do sémen pos-descongelamento depende do tipo e concentragédo do
crioprotetor intracelular utilizado, como também da combinacao entre o crioprotetor, diluente
e diluicdo (VIVEIROS et al., 2009). O diluente, geralmente uma solucdo rica em sais e/ou

carboidratos, promove o aumento do volume de sémen, facilitando sua distribuicdo em doses,
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e atua como fonte de energia para o0 espermatozoide pds-descongelado (SALMITO-
WANDERLEY et al., 2016). Por outro lado, os crioprotetores possuem como fungéo
proteger as células espermaticas dos efeitos deletérios provocados pela criopreservacao,
fatores esses que, em combinacdo com o suprimento de energia pelos diluidores, podem ter

reduzido o efeito toxico do glifosato nos espermatozoides pds-descongelamento.
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ABSTRACT

Every activity that operates involves in the exploitation of natural resources, such as fishing,
needs to be organized and conducted based on information from monitoring programs to
allow continuous evaluation. With the increasing fishing pressure in Brazil, the understanding
of the importance of fisheries monitoring programs and how they can inform and assist in
conservation decision-making remains limited. Based on the literature on fisheries and
participatory conservation, we call attention to the need to generate information on the
national fisheries sector in order to improve fisheries in the country. Given the context of the
need to generate information on fishing stocks under exploitation, as well as to identify
potential alternative fisheries and carry out various sectoral analyses in compliance with the
2030 Agenda for Sustainable Development, is presented and discussed in the present paper
the lack of a system of continuous fishing monitoring in Brazil and its effects on the fisheries
sustainability in the country.

Keywords: sustainable development, fishing resources, conservation

RESUMO

Toda atividade que atua envolvendo a exploragdo de recursos naturais, Como a pesca, precisa
ser organizada e conduzida com base nas informagdes dos programas de monitoramento para

permitir uma avaliacdo continua. Com 0 aumento da pressdo pesqueira no Brasil, 0
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entendimento da importancia dos programas de monitoramento da pesca e como eles podem
informar e auxiliar na tomada de decisfes de conservagdo permanece limitado. Com base na
literatura sobre pesca e conservagao participativa, chamamos a atencdo para a necessidade de
gerar informacdes sobre o setor pesqueiro nacional para melhorar a pesca no pais. Dado o
contexto da necessidade de gerar informacgdes sobre os estoques pesqueiros em exploracgéo,
bem como identificar potenciais alternativas de pesca e realizar diversas analises setoriais em
conformidade com a Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentivel, é apresentada e
discutida no presente trabalho a falta de um sistema de monitoramento continuo da pesca no
Brasil e seus efeitos na sustentabilidade da pesca no pais.

Palavras-chave: desenvolvimento sustentavel, recursos pesqueiros, conservacgao

INTRODUCTION

Every activity that involves the exploitation of natural resources, such as fishing,
needs to be organized and conducted based on information from monitoring programs to
allow continuous reassessment of the activity in order to adjust procedures and support
management actions, which ensure the protection of stocks, and biodiversity (Pereira et al.,
2013; Mendonca, 2018). The periodic monitoring of this information system makes it possible
to identify and correct knowledge gaps and to guarantee access and transparency to the actors
involved such that maximum efficiency is achieved and the resource is harvested in a
sustainable way.

The fragility of the fisheries policy laws and the lack or inefficiency of monitoring and
management have been the main drivers of the depletion of fisheries resources on a planetary
scale, where various fisheries have capture levels above the natural replacement capacity of
the exploited stocks, compromising the sustainability of the activity and the health of the fish,
seas and oceans (OCEANA, 2016), as well as inland aquatic ecosystems (Allan et al., 2005).
To face this reality and the need to maintain a balance between human population growth and
social, economic and environmental demands, representatives of heads of state and
government met in September 2015 at the headquarters of the United Nations (UN) in New
York, launched the “2030 Sustainable Development Agenda” with 17 Sustainable
Development Goals, or SDGs (UN, 2015). In 2017, Brazil presented its VVoluntary National
Report on the SDGs at an event to support SDG 14 “Conserve and ensure the sustainable use
and development of the oceans, seas, freshwater bodies and marine resources” (Brazil, 2017).

In this report, the country described actions linked to the elaboration of plans for the
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management of fisheries resources, including monitoring with coverage of species relevant to
the fisheries sector and for the conservation of biodiversity.

Decision makers need updated data on the exploitation in order to control and promote
the activities without reaching the overexploitation threshold (FAO, 2020). Given the context
of the need to generate information on fishing stocks under exploitation, as well as to identify
potential alternative fisheries and carry out various sectoral analyses in compliance with the
2030 Agenda for Sustainable Development, is presented and discussed in the present paper
the lack of a system of continuous fishing monitoring in Brazil and its effects on the fisheries

sustainability in the country.

RESULTS AND DISCUSSION
Fisheries in Brazil and the precariousness of monitoring

South America has the greatest diversity of fish on the planet, considering marine,
estuarine and freshwater species, corresponding to about 30% of all fish species in the world,
about one-third of the world’s freshwater fish species, and one-fourth of the planet's marine
fish species (Buckup et al. 2007, Reis et al. 2016, Cassemiro et al., 2023). Brazil has the
largest hydrographic network in the region and more than 8500 km of coastline, making this
country the continent’s leader in diversity of species of fish (Buckup et al. 2007, Reis et al.
2016,).

Fishing is the extraction of aquatic organisms from their natural environment for the
purpose of consumption, recreation and commercialization as food or hobby (aquarium)
(Frédou et al. 2021). The large territorial extent, combined with the enormous diversity of
native fish species, gives the Brazil a huge potential for both marine and freshwater fisheries.
The lack of monitoring hampers properly responses to the multiple threats facing aquatic
ecosystems in Brazil, which include expansion of agricultural and urban areas, overfishing,
pollution, river damming and construction of hydroelectric power plants, aquaculture, few
river regulations, soil erosion and silting of the freshwater environments, deforestation, ghost
fishing, modification and diversion of the river channels, species introductions, irregular
water abstraction for different urban, industrial and agricultural uses, release of domestic and
industrial effluents and chemical products from agricultural activities, and others (Fearnside et
al. 2021). In Brazilian marine ecosystems, the activity is practiced along the entire coast and
is related to a territorial strip that houses about 2/3 of the Brazilian population (Aradjo &
Maia 2011).
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Despite providing the livelihood of many riverine and coastal populations, information
on the socioeconomic importance and sustainability of fishing activity is fragmented, limited
or even non-existent, especially those related to artisanal or small-scale fishing (Silva 2014,
FAO 2022), which is precisely the most widespread modality in Brazil. There is a notorious
lack of an integrated fisheries monitoring system that generates essential information on the
socioeconomic situation of fishermen, in addition to biological, economic, environmental and
technological data linked to fishing activities (EMBRAPA 2021) for the development of
fisheries management programs, and, consequently, the organization of the activity and
maintenance of fish stocks in exploitation (Silva 2014). Historically, there is enormous
inefficiency in the census and maintenance of records obtained by fishing colonies and the
federal government on fishing activities and catches, which generates an inaccurate and
underestimated census of the fishing production chain (Rodrigues, 2022). The information
available on continental fisheries in Brazil has already been classified as extremely poor, in
quality and quantity (Welcomme 1990, Agostinho et al. 2007).

The first fish landing monitoring in Brazil records were published by the Brazilian
Institute of Geography and Statistics (IBGE) for the years from 1946 to 1953 (IBGE 1955).
Subsequently, responsibility for monitoring the activity was transferred to the Fisheries
Development Superintendence (SUDEPE), an agency under the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply (MAPA) from 1950 to 1988 (MAPA 1962). The structuring of fisheries
monitoring in Brazil gained more tools with the creation, in the mid-1990s, of the Fishing
Statistical Data Generation System (ESTATPESCA) (Aragdo 2008). In 1989, SUDEPE was
abolished and incorporated into the newly created Brazilian Institute of the Environment and
Renewable Resources (IBAMA), and from 1989 to 2007 monitoring was the responsibility of
IBAMA’s Center for Research and Fisheries Extension in the Northeast (CEPENE) (IBAMA
1995). Isolated and discontinued initiatives took place in several parts of the Parana-Paraguay
basin, such as those of Embrapa for the Paraguai river basin, and lguacu river basin (Petrere
& Agostinho 1993, OKADA et al. 2005), Parana Tieté e Grande basins (AES-Tieté 2007).
Even with these tools and structural mobilization, many limitations regarding the methods
used made the data insufficient to elucidate the real scenario of fishing in Brazil, a deficiency
that persists to the present.

In 2008, despite the progress made with the creation of the Ministry of Fisheries and
Agquaculture (MAPA), the values began to be estimated using statistical imputation models
(Zamboni et al. 2020); fisheries statistics were published until 2011, and the transfer of
information on fishing activity to FAO were completely suspended beginning in 2014 (FAO,



72

2018). Since then, Brazilian fisheries began to face deeper difficulties, without specific public
policies for the sector, such as the establishment of quotas of fishing, strengthening the local
socio-economy, access to lines of credit and support for the governance of fishing
communities (EMBRAPA 2021).

One of the main obstacles to the maintenance of a fisheries monitoring program is the
cost of technical personnel and the maintenance of monitoring activities, which require the
responsible institutions to adjust their collections and methodologies to include as much
information as possible to help in the planning and operationalization of financial resources
(Mendonca 2018). Establishing operational fisheries monitoring in Brazil represents a great
logistical, human, and financial challenge, considering the territorial extent of the country, the
difficulty access to certain locations, the diversity of ecosystems, fish and fishing methods,
and the diffuse character of fishing activity. One of the promising strategies launched by
specialists and researchers around the world is self-reporting, such as the model proposed by
the S&o Paulo Fisheries Institute (IP/SP) and the actions used by the Chico Mendes Institute
for Biodiversity (ICMBio) under the Global Socioeconomic Monitoring Initiative for Coastal
Management (SocMon), which is used in more than 30 countries to generate information for
coastal management (Gomes & Barros 2017, Mendonca 2018, Dias & Seixas 2019), a
strategy linked to the obtaining information in a participatory manner with community
involvement.

It is essential that Brazilian authorities resume fisheries monitoring programs. The
relevance of monitoring fish landings for a sustainable fisheries management is highlighted by
Fredou et al. (2021), who emphasize the importance of government involvement in
continuous programs for the collection and analysis of data in a systematic way,
encompassing technical, socioeconomic, and ecological information and ensuring the
application of the Fisheries Ecosystem Approach. In fact, monitoring represents the main
challenge for national fisheries management. From this perspective, public managers,
researchers, local leaders and other actors will be able to devise more effective and
participatory strategies for each region, fishing fleet, fishing gear, target and fish species
(including non-target species). This would significantly reduce the risk of generating
perfunctory data.

It is also very important that authorities seek to improve methodologies, including the
consideration of new variables, such as: i) morphometric and reproductive data on target and
non-target species, aiming at stock assessment analysis, minimum capture size, size at first

maturity (L50), natural mortality, fishing mortality; ii ) social and economic data, including
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prices of fish sales at each step from the producer to the final consumer and the costs of labor,
boats and other operating expenses, in addition to relevant information on family income and
on satisfaction with the profession. With this volume of information, it will be possible to
generate ecosystem models encompassing all of the variables necessary for efficient fisheries
management, not just production estimates.

In order to meet the needs of generating information on the national fishing sector and
help in complying with the SDGs, there is an urgent need to create a federal institute destined
exclusively for the management of fisheries in the country, which can actually develop
actions that strengthen discussions in the sector, in line with the conduct of scientific research
and the need to guide public policies to promote sustainable fishing in Brazil. Attention
should be paid to the following guidelines:

| - Work with existing data and metadata reporting systems and create online systems
for exchanging information, including reporting on key indicators, and providing
opportunities for horizontal and vertical coordination.

I1. Create a national network that allows the compilation of data collected punctually by
state and municipal governments through their secretariats.

I1l. Expand and strengthen the Permanent Management Committees, which enable the
effective participation of civil society in building an efficient fisheries system.

IV. Create a National Fisheries and Aquaculture Database similar to the Brazilian navy's
National Bank of Oceanographic Data (BNDO).

V. Create digital tools (apps and statistical programs applied to fisheries and
aquaculture) to obtain and process national fisheries data.

VI. Use self -reporting to carry out fishing monitoring, as it enables the recording of
accurate data on fishing, enabling better conditions for collecting information, reducing
costs, logistics and the need for technical personnel to visit fishermen.

VII. Resumption of strategic programs for the assessment of marine and estuarine fish
stocks similar to the Program for the Sustainable Assessment of Living Resources in the
Exclusive Economic Zone of Brazil (REVIZEE).

VIII. Create certification or quality seals backed by fish tracking mechanisms, for both
species of commercial and ecological importance and for non-target species.

IX. Modernization and expansion of the Floating Teaching Laboratories Project funded
by the Ministry of Education.

X. Popularization of ocean science with a view to democratizing scientific knowledge

and promoting the right to information and social participation.



74

CONCLUSION

In contrast to increasing fishing pressure in Brazil, the understanding of the
importance of fisheries monitoring programs and how they can inform and assist in
conservation decision-making remains limited. Based on the literature on fisheries and
participatory conservation, we call attention to the need to generate information on the
national fisheries sector in order to improve fisheries in the country. Fishing monitoring data
and information is critical for decision-making on conservation and to guide public policies

that promote sustainable fishing in Brazil.
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4 CONCLUSOES

Os efeitos dos agrotoxicos nos processos reprodutivos de peixes teledsteos de agua
doce sdo evidentes, causando principalmente distirbios endocrino-reprodutivos, alteraces
morfologicas nas gbnadas e diminuicdo da qualidade dos gametas.

A reducdo das taxas de motilidade espermatica do sémen in natura de tambaqui pos-
exposicdo aos agrotdxicos indica a possibilidade de uso dessas células em testes
ecotoxicoldgicos agudos. Os testes realizados com a exposicdo dos espermatozoides
criopreservados também demonstraram que é possivel estabelecer metodologia com o uso
dessa biotecnologia em bioensaios. Entretanto, é necessario intensificar experimentos com
maior amplitude de concentracdes de residuos de agrotoxicos e com diferentes agrotoxicos, de
modo a estabelecer mais pardmetros, como tempo de duracdo, anormalidades espermaticas e
concentracdo letal a 50% dos espermatozoides moveis pds-descongelamento e expostos aos
residuos.

Este é o primeiro estudo que relata o uso de espermatozoides de peixes nativos
neotropicais expostos diretamente a agrotdxicos em testes ecotoxicoldgicos, inferindo que
essas células sdo altamente suscetiveis a alteracBes causadas pelo contato com residuos de

agrotoxicos, como glifosato e fenitrotiona, com efeitos mais severos atribuidos a fenitrotiona.
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