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Danos reprodutivos causados pela alimentacdo de machos de tilapia do Nilo
com ragdes contendo glicerina bruta

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da incluséo da glicerina bruta nas
racOes de reprodutores de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) sobre o crescimento, as
caracteristicas seminais e espermaticas, alguns parametros sanguineos e aspectos histologicos
do tecido hepético e testicular. Os animais foram distribuidos em um delineamento
experimental inteiramente casualizado, composto por cinco tratamentos e quatro repeticdes.
Os tratamentos foram constituidos por racfes isoprotéicas e isoenergéticas contendo 32% de
proteina digestivel (PD) e 3200 kcal de energia digestivel (ED).kg de racéo™ e, cinco niveis
de inclusédo de glicerina bruta nas proporcdes de 0, 4, 8, 12, e 16%. Ap6s dez meses do inicio
do experimento, foram avaliados os parametros reprodutivos dos machos. Oito machos de
cada unidade experimental foram submetidos a coleta de sangue para quantificacdo dos niveis
de célcio, triglicerideos e glicose plasmaticos. Em seguida, todos os machos foram
submetidos a eutanasia para dissecacdo e mensuracao individual dos pesos do figado, das
gbnadas e das visceras para avaliacdo dos parametros zootécnicos e somaticos. Também foi
avaliada a histologia de gonadas e figados. Houve reducédo do volume de sémen liberado pelos
machos, da fecundidade e fecundidade efetiva de forma diretamente proporcional (p<0,05) ao
incremento deste alimento nas ragfes. Os demais parametros seminais e espermaticos nédo
foram influenciados. Dentre os pardmetros sanguineos, somente os niveis de glicose foram
influenciados (p<0,05), reduzidos proporcionalmente ao aumento dos niveis de glicerina bruta
nas dietas. O desempenho zootécnico ndo foi influenciado. O indice hepatossomatico
apresentou um aumento diretamente proporcional (p<0,05) ao nivel de inclusdo da glicerina
bruta nas ragdes. As areas média, maxima e minima dos hepatdcitos ndo foram influenciadas.
Na histologia testicular foi verificada a presenca de todos os cistos de diferenciagéo em todos
0s tratamentos, mas houve maior presenca de espermatozoides no tratamento com 0% de
glicerina do que nos tratamentos com alta inclusdo de glicerina bruta nas ragdes. Assim, ndo
se recomenda o uso deste subproduto na alimentacdo de machos reprodutores de tilapia do
Nilo, pois prejudica seu desempenho reprodutivo.

Palavras-chave: reproducdo, nutricao, biodiesel, subproduto.



Reproductive damages caused by feeding in Nile tilapia males with feed
containing crude glycerin

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effects of the inclusion of crude glycerin
in feeds of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) broodstock on growth, seminal and sperm
characteristics, some blood parameters and histological features of liver and testicular tissue.
The animals were distributed in a complete randomized experimental design, composed by
five treatments and four replications. The treatments were constituted by lipoprotein and
isocaloric feeds containing 32% of digestible protein (DP) and 3200 kcal of digestible energy
(DE).kg of feed™ and, five levels of inclusion of crude glycerin in the proportions of 0, 4, 8,
12, and 16%. Ten months after the beginning of the experiment, males reproductive
parameters were evaluated. Eight males from each experimental unit were submitted to blood
collection for quantification of plasmatic calcium, triglycerides and glucose levels.
Subsequently, all the males were subjected to euthanasia for dissection and individual
measurement of liver, gonads and viscera weights for evaluation of zootechnical and somatic
parameters. Gonads and liver histology was also evaluated. There were reduction of the
semen volume released by the males, of the fecundity and effective fecundity in a directly
proportional manner (p<0,05) to the increase of this food in the feeds. The other seminal and
spermatic parameters were not influenced. Among the blood parameters, only the glucose
levels were influenced (p<0,05), reduced proportionally to the increase of crude glycerin in
the diets. The zoothecnical performance was not influenced. The hepatosomatic index showed
a directly proportional increase (p<0,05) at the level of inclusion of crude glycerin in the
feeds. The medium, maximum and minimum areas of the hepatocytes were not influenced. In
the testicular histology, it was verified the presence of all the differentiation cysts in all the
treatments, but there was a greater presence of spermatozoids in the treatment with 0% of
glycerin than in the treatments with higher inclusion of glycerin in the feeds. Thus, the use of
this by-product in the feeding of Nile tilapia broodstock males is not recommended, since it
can affect their reproductive performance.

Keywords: reproduction, nutrition, biodiesel, by-product.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
Viséo geral da piscicultura

O abastecimento global do pescado tem aumentado consideravelmente nas Ultimas
décadas. Em 2012 a producdo mundial de pescado foi de 158 milhdes de toneladas. A
previsdo é de que até 2030 a demanda internacional aumente em mais de 100 milhdes de
toneladas por ano, de acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacao (FAO, 2014).

Contudo, a pesca ndo sustentavel nos estogues pesqueiros naturais ocasionou uma
queda na atividade pesqueira, 0 que resultou em uma grande expansao da aquicultura, sendo o
setor de producéo de alimentos que mais cresce no mundo (FAO, 2012).

O Brasil é um dos paises com grande potencial para expansdo da atividade, pois é
detentor da maior quantidade de agua doce com potencial para aquicultura continental no
mundo. Embora possua a maior biodiversidade de ictiofauna do mundo, a piscicultura cresce
principalmente pela criacdo de espécies exdticas, em especial carpas e tilapias (Borghetti et
al., 2003).

O cultivo da tilapia tem se mostrado como uma das atividades agropecuarias de maior
crescimento em nivel mundial, correspondendo ao segundo grupo de peixes de &gua doce
mais cultivado, com producéo global de cerca de 3,95 milhdes de toneladas em 2011 (FAO,
2014). Isso se deve, ao conhecimento técnico disponivel, tanto no campo da biologia quanto
nas técnicas de manejo, como a possibilidade de reversdo sexual, introducdo de material
genético selecionado, adocdo de estratégias de producdo em tanques-rede e uma intensa
difusdo e aprimoramento de tecnologias de cultivo e de producdo de racbes (Nogueira &
Rodrigues, 2007).

Tendo em vista que a alimentacdo representa a maior parcela dos custos de producao
na piscicultura, alguns obstaculos dificultam sua expansdo, como a dependéncia de matéria-
prima para fabricacdo de racGes pouco abundante ou que oneram o custo de producdo. Assim,
a cada dia mais, surge a necessidade de avaliar fontes alternativas aquelas convencionalmente

utilizadas.

Fontes de proteina e energia de uso convencional nas ragdes

A proteina é o principal elemento visceral e estrutural do organismo animal e 0 seu
continuo suprimento alimentar é necessario para atender as suas exigéncias, pois aminoacidos

sdo usados para construir novas proteinas durante o crescimento e a reproducdo (Furuya,
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2010). Ainda, 0 mesmo autor expde que as ra¢cbes comerciais para tildpias possuem elevados
teores de proteina. A fonte padrdo deste nutriente nestas ragcdes é a farinha de peixe, em
funcdo do elevado teor proteico com bom balanco de aminoacidos, sendo também alimento
palatavel com quantidades adequadas de energia, acidos graxos essenciais, minerais e
vitaminas. Entretanto, o elevado custo da farinha de peixe no mercado mundial resultou no
uso de fontes proteicas de origem vegetal para compor ra¢gdes comerciais em substituicdo as
farinhas de origem animal.

Dentre as fontes proteicas de origem vegetal o farelo de soja tem-se destacado como a
mais promissora, devido ao seu elevado valor nutritivo e a disponibilidade no mercado
nacional. Mesmo que possua fatores limitantes ou antinutricionais, como por exemplo, a
metionina como aminoacido limitante (Furuya et al., 2001a) e menores valores de energia
digestivel, calcio e fosforo em relacdo a farinha de peixe (Furuya et al., 2001b), o farelo de
soja apresenta melhor coeficiente de digestibilidade do que o farelo de algoddo (Guimaraes,
2008a,b). Outros alimentos proteicos de origem vegetal, como o gliten de milho-60 e o gliten
de milho-21, seguidos do farelo de canola também apresentam bons coeficientes de
digestibilidade aparente da proteina para a tilapia-do-Nilo (Pezzato et al., 2002).

Dentre os alimentos energéticos, o0 milho, possui 0 maior coeficiente de digestibilidade
aparente da energia bruta, superior a 90% para a tilapia (Pezzato et al., 2002; Gongcalves et al.,
2009), superior ao farelo de trigo (Furuya et al., 2001b). A quirera de arroz e o sorgo também
sdo boas fontes de energia para essa espécie (Guimardaes et al., 2008a).

Embora as tilapias utilizem eficientemente carboidratos como fonte de energia, 0s
6leos sdo reconhecidos como nutriente que proporciona a fonte mais concentrada de energia.
Dentre eles, os de maior destaque para pesquisa sdo o de soja, canola e linhaca (Hayashi et al.,
2000). O 6leo de soja possui valor de 8.485 kcal ED kg™ (Boscolo et al., 2002), o que facilita

0 aumento da densidade energética para otimiza¢do do consumo e energia e nutrientes.

Reproducéo x nutri¢éo

A maioria dos nutrientes ofertados na dieta é direcionada para o desenvolvimento das
gbnadas, espermatozoides, ovocitos e processo de ovulacdo, assim é fundamental que a
nutricdo dos reprodutores seja adequada. Segundo Maggioni et al. (2008) os niveis
nutricionais podem afetar o desenvolvimento e a funcdo dos 6rgdos reprodutivos, alem de
acarretar alterag6es do funcionamento do sistema enddcrino envolvido com a reproducao.

Vaérios estudos elucidaram a influéncia da nutricdo na vitelogénese, interferindo nos

niveis de vitelogenina (Fontainhas-Fernandes et al., 1999) e tamanho dos ovdcitos (Tyler e
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Sumpter, 1996). Alem disso, 0s niveis nutricionais impostos na dieta também alteram a
fecundidade das fémeas (Sink e Lochmann, 2008) e a qualidade das proles (Ng et al., 2011).

No entanto, para machos as informacgfes sdo escassas, especialmente para tilapia do
Nilo. Sabe-se que a inclusdo de vitamina C na dieta aumenta a motilidade espermatica
(Mataveli et al., 2010) e que o uso proximo de 3450 kcal de energia digestivel.kg de racdo™
influencia na produgdo de espermatozoides e melhora a normalidade da morfologia
espermatica (Bombardelli et al., 2010). Sendo assim, devem-se ampliar os estudos que visam
a melhoria dos gametas masculinos, ja que estes contribuem para o sucesso reprodutivo e irdo
garantir o fornecimento de ovos, larvas e juvenis de qualidade para alcangar a expanséo da
tilapicultura no mercado mundial.

Ainda, a exigéncia nutricional para cada fase de crescimento é diferente, inclusive para
a fase reprodutiva. Contudo, as formulacbes de racOes existentes no mercado sdo voltadas
para o crescimento e a engorda, ndo havendo uma racéo que atenda aos reprodutores. Como a
qualidade dos gametas e das proles estd relacionada com a qualidade da nutricdo dos
reprodutores (Izquierdo et al., 2001; Bombardelli et al., 2010) e interacdes entre nutricao e 0s
processos reprodutivos ndo sdo claros (Tessaro et al., 2012), ha grande relevancia em estudos
voltados a nutricdo de reprodutores.

Entretanto, a alimentacao representa grande parte do custo na producéo de peixes, pois
depende fortemente do fornecimento de ragdo com altos teores proteicos que sao maiores para
peixes, quando comparados as demais espécies animais, 0 que torna a atividade ainda mais
onerosa. Dessa forma, torna-se necessario a busca por alimentos alternativos que possam
diminuir os custos das ra¢fes, mas ao mesmo tempo, que tenham qualidade nutricional similar
aos alimentos convencionais.

Atualmente, varios residuos da agroindustria estdo sendo testados na alimentacdo animal
(FAO, 2012). Estudos sobre a adicdo da glicerina bruta na alimentagdo animal tém sido
estimulados pela possibilidade de reduzir os custos da dieta pela grande oferta do produto no
mercado mundial. Até o presente momento os resultados tem sido animadores. Contudo, poucos
sdo os estudos que avaliaram a influéncia da glicerina bruta sobre os parametros reprodutivos.
Algumas pesquisas verificaram que uma Unica injecdo intratesticular de uma solucdo de
glicerol a 10% ou via oral, suprimiu a espermatogénese em ratos (Wiebe e Bar, 1984; Igdoura
e Wiebe, 1994) e macacos (Wiebe et al., 1989). Da mesma forma, para cordeiros, a inclusao
de glicerina nas dietas visando substituir o milho, demonstrou que este ingrediente parece
reduzir a capacidade fecundante dos reprodutores (Gomes, 2009). Portanto, € evidente a

necessidade do desenvolvimento de pesquisas relacionadas a este tema, uma vez que, apesar
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da glicerina ser supostamente um alimento alternativo potencial para substituicdo ao milho, o

Seu uso nas ragOes para animais em atividade reprodutiva pode ser prejudicial.

Glicerina bruta - residuo do biodiesel x potencial fonte alimentar

A crescente preocupacdo em relacdo ao aquecimento global no século XXI tem
promovido um aumento significativo nas discussdes sobre fontes alternativas de energia
(Gongalves, 2006). A producdo de biocombustiveis tem por objetivo fornecer uma fonte de
combustivel renovavel que reduza a dependéncia do petroleo (Dozier et al., 2008), e o Brasil
apresenta grande potencial para a producdo de biocombustiveis.

O biodiesel é definido como um composto de alquil ésteres de acidos graxos de cadeia
longa, derivados de Gleos vegetais ou de gorduras animais. Varias espécies vegetais presentes
no Brasil podem ser usadas na producdo do biodiesel, entre elas soja, dendé, girassol, babacu,
amendoim, mamona e pinhdo-manso. Desde 1° de novembro de 2014, o oOleo diesel
comercializado em todo o Brasil contém 7% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pelo
Conselho Nacional de Politica Energética, que aumentou de 5% para 7% o percentual
obrigatdrio de mistura de biodiesel ao 6leo diesel. Em 2013, a producéo de biodiesel no Brasil
foi de 2,9 bilhdes de litros, destacando o pais como um dos maiores produtores e
consumidores de biodiesel do mundo (ANP, 2015).

O biodiesel pode ser produzido através de processos de craqueamento, esterificacdo ou
por transesterificacdo (Ferrdo-Gonzales et al., 2008), sendo o Ultimo o processo mais comum.
A transesterificacdo consiste numa reacdo quimica dos triglicerideos (6leos ou gorduras) com
0 alcool (etanol ou metanol), estimulada por um catalisador (NaOH ou KOH). No final do
processo hd formacgdo de ésteres de acidos graxos (biodiesel) e do coproduto glicerina
(Freitas, 2012).

A cada 1000 kg de oleo utilizado na producdo de biodiesel, sdo produzidos de 90 a
110 kg de glicerina, cerca de 10% do peso total de 6leo utilizado na producdo de biodiesel
(Swiatkiewicz e Koreleski, 2009). Segundo Thompson & He (2006) com a crescente
demanda e a producéo de biodiesel, a quantidade de glicerina bruta gerada seré consideravel,
e sua utilizagdo se tornard um tema importante.

Estudos realizados sobre os custos de producdo de biodiesel evidenciaram a grande
importancia dos subprodutos na contabilidade final da industria integrada do biodiesel (Barros

et al., 2006). Ainda, demonstram que a producdo comercial do biodiesel gera um excesso de
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formagé&o da glicerina, necessitando buscar aplicagfes da mesma em larga escala, para agregar
valor a cadeia produtiva.

Este subproduto na forma purificada possui inumeras aplica¢@es industriais (aditivos
para a industria alimenticia, quimica e farmacéutica). A glicerina também ja é reconhecida
com um alimento seguro para a alimentacdo animal (FDA, 2006), porém deve-se dar atencdo
a alguns fatores de qualidade, como a quantidade de residuo do metanol e a presenca de sais
de sodio ou potassio.

Dependendo do catalisador utilizado na producéo de biodiesel, a glicerina gerada pode
conter de 6-8% de sais de sodio ou potassio. No Brasil é mais comum o uso do hidroxido de
sodio, sendo que o mineral contido no catalisador ira permanecer na glicerina. Portanto, a
padronizacdo do processo é de fundamental importancia para a utilizacdo da glicerina como
ingrediente na racdo animal (Romano, 2012).

Em 2010, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento autorizou o uso da
glicerina bruta como insumo para a alimentacdo animal, impondo um padrdo de qualidade: no
minimo 80% de glicerol, no maximo 150ppm de metanol e 13% de umidade. O glicerol é o
principal constituinte da glicerina bruta, um composto organico de fun¢do alcool, chamado
também de propano-1,2,3-triol. O glicerol desempenha um papel essencial no metabolismo,
pois trata de um componente estrutural importante de triglicerideos e fosfolipidios, além de
fornecer energia nas vias glicoliticas e acidos carboxilicos (Lin, 1977).

A glicerina bruta é um ingrediente de grande potencial para uso na alimentacdo da
tilapia, pois apresenta coeficientes de digestibilidade da energia de 89% e alto valor de
energia bruta (3.511 kcal/kg) e digestivel (3.126 kcal/kg) (Meurer et al., 2012). Ainda, tal
ingrediente pode proporcionar a substituicdo parcial de fontes energéticas como carboidratos e
0 6leo de soja. A glicerina bruta também pode ser empregada na alimentacdo animal para
melhorar a qualidade do pellet (Groesbeck et al., 2008) reduzindo o p6 das ra¢6es, melhorar a
palatabilidade das dietas devido ao seu sabor adocicado e diminuir o custo das ragdes.

Estudos substituindo lactose por glicerina na alimentacdo de leitbes recem-
desmamados confirmam que a glicerina, além de melhorar a durabilidade do pellet, eficiéncia
e temperatura da peletizadora, pode ser adicionada nas dietas em niveis de até 5% sem
prejudicar o desempenho dos animais (Christopher, 2009). Para leitbes em fase de
crescimento tambem foi verificada a possibilidade de inclusdo da glicerina bruta até 9%
(Berenchtein et al., 2010) ou 10% (Lammers et al., 2008) nas ra¢des sem afetar o desempenho
dos animais. Da mesma forma, estudos realizados com frangos de corte concluiram que a

glicerina pode ser incorporada efetivamente nas ragdes em niveis de 5% (Sehu et al., 2012) e
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6 a 8% (Abd-Elasamee et al., 2010) para esses animais sem comprometer o crescimento e
caracteristicas de carcaca.

Para peixes, os primeiros estudos que avaliaram a inclusdo da glicerina bruta na
alimentacdo também sdo satisfatorios. Li et al. (2010) avaliaram diferentes niveis de inclusdo
de glicerina para o bagre do canal (Ictalurus punctatus) e concluiram que a utilizacéo de até
10% na dieta ndo causa efeitos adversos sobre o ganho de peso e o indice hepatossomatico.
Neu et al. (2012) testaram niveis de glicerina para alevinos de tilapia do Nilo e observaram
que a inclusdo de até 10% nas dietas em substituicdo ao milho ndo afetou o desempenho
zootécnico dos animais. Recentemente, Gongalves et al., (2015) concluiram que ra¢Ges com
até 12% de glicerina bruta ndo alteram o desempenho de juvenis de tilapia do Nilo, sugerindo
que a glicerina bruta pode ser um alimento facilmente utilizado em substituicdo ao milho das

racoes.

Metabolismo do glicerol

O glicerol é um componente do metabolismo normal dos animais, sendo encontrado
na circulacdo e nas células. Pode ser derivado da hidrélise dos triglicerideos das lipoproteinas
do sangue, da gordura dietética e da lipdlise no tecido adiposo (Lin, 1977). Contudo,
informac@es sobre as implicacdes metabolicas da suplementacao exdgena de glicerol na dieta
sdo escassas, principalmente quando a suplementacdo atinge grandes proporces, como um
ingrediente energético das racbes (Romano, 2012).

Segundo Lin (1977), quando ingerido, o glicerol é rapidamente absorvido pelo
intestino e mais lentamente pelo estdmago e se distribui por todos os espacos intracelulares. O
glicerol é transportado para dentro das células através de proteinas carreadoras, as
aquaporinas, mais especificamente um subgrupo delas, as aquagliceroporinas, que fazem a
difusédo facilitada do glicerol pela membrana plasmética (Hara-Chikuma & Verkman, 2006).

Em condicbes lipogénicas, a insulina liga-se ao seu receptor, localizado na superficie
de adipdcitos, e converte a glicose para dentro da célula, que posteriormente é convertida a
glicerol-3-fosfato. A insulina tambem ativa a lipoproteina lipase que remove as gorduras
derivadas do intestino e do figado e as transforma em &cidos graxos. Posteriormente, acidos
graxos e a glicerol-3-fosfato sdo esterificados em triglicerideos. Em contrapartida, em
condicBes lipoliticas, as catecolaminas estimulam receptores localizados na superficie de
adipocitos que translocam o horménio sensivel a lipase, que é a enzima principal para a

hidrolise de triglicerideos para acidos graxos livres e glicerol, enquanto isso estimulos movem
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a AQP7 para a membrana plasmatica. Acidos graxos livres e glicerol sdo liberados na corrente
sanguinea e utilizados para termogénese e gliconeogénese, respectivamente (Hibuse et al.,
2006).

A AQP9 é considerada a unica entrada de glicerol no figado e esta localizada na
membrana plasmaética sinusoidal de frente para a veia porta (Elkjaer et al., 2000). O jejum
aumenta os niveis de AQP9 no RNAm do figado. O aumento do portal faz o glicerol fluir para
o figado, assim a AQP9 contribui para a entrada de glicerol nos hepatocitos (Hibuse et al.,
2006).

Em mamiferos o figado é responsavel por 3/4 da capacidade total do corpo
metabolizar o glicerol e o rim é responsavel por 1/5 dessa capacidade de metabolizagdo e
também pela essencial reabsorcdo do glicerol, evitando excessos de perda na urina (Lin,
1977).

O destino metabdlico do glicerol pode ser conduzido, dependendo do tecido e do
estado nutricional do animal, para o fornecimento de esqueleto carbonico para a
gliconeogénese, para a producdo de energia pela via da glicolise ou como precursor para a
sintese de triacilglicerdis.

Assim, o glicerol liberado a partir do catabolismo de triacilglicerdis pode ser
convertido em glicose através da fosforilacdo em glicerol-3-fosfato, catalisada pela glicerol
quinase, que em seguida pode seguir para a gliconeogénese no figado (Mourot et al., 1994).
Além disso, o glicerol-3-fostato também é precursor na sintese de triacilgliceréis e de
fosfolipidios (Brisson et al., 2001). Ainda, pode ser oxidado pela glicerol-fosfato-
desidrogenase produzindo DHAP (diidroxiacetona-fosfato), um precursor para a formacéo de
glicose através da gliconeogénese (Emmanuel et al., 1983). O glicerol-3-fosfato também pode
seguir a via glicolitica, o ciclo de Krebs, para produzir ATP (adenosina trifosfato)
(Rosebrough et al., 1980).

Por fim, conclui-se que estudos ja realizados com a glicerina bruta indicam que este
subproduto pode constituir uma boa fonte energética na formulacdo de racGes para animais,
porém, é necessario estar atento a composi¢do deste subproduto e principalmente aos niveis

maximos de utilizag&o.
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Danos reprodutivos causados pela alimentacdo de machos de tilapia do Nilo com ragdes
contendo glicerina bruta

Introducéo

A criacdo de tilpia vem se tornando um dos principais segmentos da aquicultura
mundial, correspondendo ao segundo grupo de peixes de dgua doce mais cultivado no mundo,
com producao global de cerca de 3,95 milhdes de toneladas em 2011 (FAO, 2014).

Para atender as elevadas taxas de crescimento da tilapicultura, ¢ de fundamental
importancia o fornecimento continuo de ovos, larvas e alevinos em quantidade e qualidade
(Little et al., 1997). Neste sentido, a &énfase em estudos voltados a nutricdo (Watanabe et al.,
2002) e a alimentacdo de reprodutores (Hardy, 1999) sdo importantes, pois estes aspectos
influenciam o sistema enddcrino e, consequentemente no desempenho reprodutivo dos peixes
(Watanabe & Vassalo-Agius, 2003), na fecundidade (Bromage, 1995; Tyler &Sumpter,
1996), na qualidade dos gametas, dos embrides e das larvas (lzquierdo et al., 2001).

Poucas sdo as informac6es disponiveis sobre a nutricdo de reprodutores e matrizes de
peixes (Bombardelliet al., 2009) e as existentes estdo focadas nas fémeas (El Sayed et al.,
2005; Ng e Wang, 2011; Oliveira et al., 2014) e pouca atencdo tem sido voltada para 0s
machos. Apesar disso, sabe-se que as dietas interferem na qualidade do sémen e dos
espermatozoides, a exemplo de resultados experimentais que sugerem que o perfil de acidos
graxos das racOes alteram a qualidade e a viabilidade dos espermatozoides de truta apos a
criopreservacao (Putstowkaet al., 2000). Contudo, quando se trata de reprodutores de tilapia,
as informacGes sobre os efeitos da nutricdo sobre a reproducdo de machos séo escassas ou
quase inexistentes. Os poucos resultados sobre este tema sugerem que a suplementacdo de
vitamina C nas dietas melhoram a qualidade dos espermatozoides (Mataveliet al., 2007) e,
que os niveis de energia digestivel das ragdes interferem na espermatogénese, onde ragoes
contendo aproximadamente 3.450 kcal de ED.kg de racdo™ garantem maiores concentragdes
espermaticas e maiores percentuais de espermatozoides sem alteragdes morfoldgicas
(Bombardelli et al., 2010). Neste sentido, a busca por recursos alimentares que potencializem
0 crescimento e a reproducdo € um desafio a ser superado pelos pesquisadores da nutricao
animal.

A utilizagdo de co-produtos ou subprodutos agroindustriais tém recebido atengdo

devido o seu potencial como alimento alternativo e de baixo custo. Assim, devido a recente
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busca por fontes energéticas renovaveis, a industria do biodiesel tem se destacado (Ayoub e
Abdullah, 2012) e muita atencdo tém sido dada a glicerina bruta, que corresponde a 10% da
producdo do biodiesel (Swiatkiewicz e Koreleski, 2009). Esta glicerina possui potencial
alimentar, pois o seu principal constituinte é o glicerol, o qual desempenha papel no
metabolismo energético, especialmente nas vias glicoliticas e dos &cidos carboxilicos (Lin,
1977).

A glicerina bruta tem sido usada com sucesso em racfes para suinos (Shields et al.,
2011; Berenchtein et al., 2010) e aves (Kroupa et al., 2011). Para tilapias, a glicerina também
apresenta potencial, pois apresenta energia digestivel (ED) semelhante ao milho,
correspondente a 3.126,5 kcal ED.kg™ (Meurer et al., 2012) ou 2.875,8 kcal ED.kg™
(Goncalves et al., 2015). Pesquisas sugerem que a utilizacdo de até 10% de glicerina bruta nas
racdes ndo afeta o crescimento do bagre do canal (Ictaluruspuncatus) (Li et al., 2010) e dos
alevinos de tilapia do Nilo (Neu et al., 2012). Recentemente, um estudo mostrou que racées
com até 12% de glicerina bruta ndo alteram o desempenho dos juvenis de tilapia do Nilo
(Goncalves et al., 2015). Estes resultados sugerem que a glicerina bruta possa ser um alimento
facilmente utilizado em substituicdo ao milho das races.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da incluséo da glicerina bruta nas
racbes de reprodutores de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) sobre o crescimento,
caracteristicas seminais e espermaticas, parametros sanguineos e aspectos histolégicos do

tecido hepaético e testicular.
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Material e métodos

Animais, instalagdes e delineamento experimental

Foram utilizados 400 fémeas (25,73+0,11g) e 200 machos (25+0,43g) de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem GIFT, com idade correspondente a primeira
maturacdo. Fémeas e machos foram alojados, separadamente, em 40 “hapas” de malha Imm.
Os “hapas” foram instalados em viveiro escavado revestido em alvenaria e com o fundo de
terra. As fémeas foram estocadas em 20 “hapas” de dimensdes 3m x 2m, totalizando 20
fémeas por “hapas”. Os machos foram estocados em 20 “hapas” de dimensdes 2m x Im,
totalizando dez machos por “hapas”. Todos os reprodutores foram individualmente marcados
por meio de marcas eletrénicas implantadas de forma subcutanea. As marcas apresentavam
padrdo 1ISO FDX-B 134,2 khz e camada externa antimigratoria.

Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, composto por cinco tratamentos e quatro repeticbes. Os tratamentos foram
constituidos por racGes isoproteicas e isoenergéticas contendo 32% de proteina digestivel
(PD) e 3200 kcal de energia digestivel (ED).kg de racdo™ e, cinco niveis de incluséo do
glicerol nas proporgdes de 0, 4, 8, 12, e 16%.

RacOes experimentais, manejo alimentar e manejo reprodutivo

Previamente a formulagdo das dietas, os ingredientes foram avaliados quanto a sua
composicao nutricional. A partir destas informacdes, as racdes foram formuladas de modo a
conter 32% PD e 3200 kcal ED.kg de racdo™ (Tabela 1). Os valores de proteina e energia
digestiveis foram calculados de acordo com Boscolo et al. (2002), Meurer et al. (2012) e
Meurer et al. (2003). Para a elaboracdo das racOes, os ingredientes foram triturados em
moinho de martelo, utilizando-se peneira de 0,5mm (Meurer et al., 2005), misturados e em

seguida submetidos ao processo de peletizacdo (3mm de didmetro).



22

Tabela 1 — Composicdo percentual dos alimentos e conteddo de nutrientes das racoes
experimentais contendo diferentes niveis de inclusdo de glicerina bruta, utilizadas na
alimentacdo de matrizes e reprodutores de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Glicerina bruta (%)

Ingredientes (%)

0 4 8 12 16

Farelo de soja’ 62,58 63,53 64,48 65,43 66,37
Milho! 24,05 19,19 14,33 9,47 4,61
Farinha de peixe” 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja’ 4,41 4,29 417 4,05 3,93
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicalcico 2,44 2,48 2,51 2,54 2,58
Antioxidante 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Glicerina bruta® 0,00 4,00 8,00 12,00 16,00
Supl. Mineral e Vitaminico® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Nutrientes

Célcio (%) 1,04 1,05 1,06 1,07 1,08
Metionina+Cistina (%) 1,01 1,00 1,00 0,99 0,99
Energia bruta (kcal. kg ™) 4250,26 4232,34 421441 4196,48 4178,56
Energia digestivel (kcal.kg ™)  3200,00 3200,00 3200,00 3200,00 3200,00
Fibra bruta (%) 2,60 2,37 2,14 1,91 1,69
Fosforo total (%) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Gordura (%) 6,41 6,17 5,94 571 5,47
Proteina bruta (%) 35,70 35,72 35,74 35,76 35,78
Proteina digestivel (%) 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00

Valores de digestibilidade dos nutrientes determinados por Boscolo et al. (2002). *Valores de digestibilidade
dos nutrientes determinados por Meurer et al. (2003).*Valoresde digestibilidade dos nutrientes determinados
por Meurer et al. (2012). “Suplemento vitaminico mineral, composicdo bésica: acido folico: 200mg, 4cido
pantoténico: 4.000mg; Biotina: 40 mg; Cobre: 2.000mg; Ferro: 12.500mg; lodo:200mg; Manganés: 7.500mg;
Niacina: 5.000mg; Selénio:70mg; Vitamina A: 1.000.000Ul; Vitamina B1: 1.900mg; Vitamina B12: 3.500mg;
Vitamina B2: 2.000mg; Vitamina B6: 2.400mg; Vitamina C: 50.000mg; Vitamina D3: 500.000Ul; Vitamina E:
20.000UI; Vitamina K3: 500mg; Zinco:25.000mg.

*Acidopropibdnico.

Durante 10 meses, os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (10:00h e 16:00h)
(Siddiqui et al., 1998; El-Sayed et al., 2005) com uma taxa de alimentacdo de 1% da biomassa
por dia (Bhujel, 2000), ajustada a cada 17 dias. Neste periodo, machos e fémeas foram
submetidos a0 manejo reprodutivo, permanecendo isolados em descanso reprodutivo pelo
periodo de 11 dias (adaptado Tacon et al., 1996; Bombardelli et al., 2009). Apds este periodo
os machos foram transferidos para os “hapas” das fémeas para o acasalamento que teve a
duracéo de cinco dias (adaptado de MaclIntosh & Little, 1995; Bombardelli et al., 2009).

Ao término do periodo de acasalamento, as fémeas foram submetidas aos
procedimentos de verificacdo e coleta de ovos. Neste momento também foram mensurados o
peso e 0 comprimento individual das fémeas e dos machos, por meio de balan¢a digital

(Marte®AS2000) e ictiometro de precisdo 0,01g e 0,1cm, respectivamente. Em seguida, 0s
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reprodutores foram novamente separados em seus respectivos “hapas”, para novo descanso

reprodutivo. Este procedimento foi repetido durante todo o periodo experimental.

Monitoramento dos parametros fisico-quimicos da dgua

Nos viveiros escavados, a temperatura minima e maxima da agua foi mensurada
diariamente (as 10h) por meio de termémetro de mercirio de maxima e minima (+1°C).
(28,22+2,06°C e 25,39%1,85°C). Quinzenalmente, foram mensurados as 6h os teores de
oxigénio dissolvido (8,49+1,98mg.L™; OximetroYSI® 550A) e, as 6h o pH da agua
(8,81+0,48) (pHmetro digital Tecnal®Tec 5).

Parametros reprodutivos

No més de dezembro, cinco machos de cada unidade experimental foram
aleatoriamente selecionados e sedados pela imersdo em solucdo contendo 100 mg de
hidréxido de benzocaina.L™. Em seguida, os peixes foram submetidos & mensuracédo do peso
e do comprimento corporal e a coleta de sémen, para posterior avaliacdo dos parametros
seminais e espermaticos.

O sémen foi coletado por meio de massagem abdominal aplicada no sentido céfalo-
caudal dos reprodutores. As primeiras parcelas de sémen liberado foram desprezadas para
evitar a possivel contaminacdo com urina, muco e fezes (Kharaet al., 2012). O volume total de
sémen liberado por cada macho foi mensurado em seringas de insulina de volume util de 1,0
mL e preciséo de 0,01 mL (Sanches et al., 2013). O pH seminal foi mensurado imediatamente
apos a coleta pelo método colorimétrico utilizando o papel de tornassol (Merck®) (Tessaro et
al., 2012). Apds a coleta, o sémen foi mantido sob resfriamento (x12°C) durante o periodo de
tempo necessario para a realizacdo das analises seminais e espermaticas (Kanuga et al., 2012).

As amostras de sémen foram avaliadas quanto as variaveis espermaticas pelo plugin
CASA em software livre (Adames et al., 2015), adaptado para a espécie (Valores de entrada
do plugin CASA,; a,=1 b,=30 ¢,=100 d,=8 e,=1 f,=10 g,=15 h,=3i,=1 j,=25 k,=10 I,=15 m,=80
n,=80 0,=50 p,=60 ¢,=100 r,=943.3962; taxa de captura de 100fs; objetiva de aumento de
10X; uso de cémera de Neubauer). Foram avaliadas as taxas de motilidade dos
espermatozoides e as velocidades curvilinea (VCL), velocidade média de deslocamento
(VMD) e a velocidade em linha reta (VLR). As avalia¢fes foram realizadas 15 segundos ap0s

0 inicio da ativacdo espermatica, utilizando-se 1 s de imagens em objetiva de aumento de 10X
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(Adames et al., 2015). Devido a existéncia de uma alta correlagcdo entre as velocidades
espermaticas apresentadas pelo plugin CASA (r=0,92; r=0,98; r=0,96), os resultados das trés
velocidades foram agrupados por meio da analise de componentes principais (PCA), gerando
uma nova variavel determinada velocidade espermatica (Tessaro et al., 2012) representando
30,93% da VCL, 35,25% de VMD e 33,82% da VLR. Também foi mensurado o periodo de
tempo em que oS espermatozoides permaneceram em movimento (Adameset al., 2015). A
ativacdo espermatica foi realizada em tubos tipo Eppendorf (1,5mL), utilizando-se 1uL de
sémen e 800uL de solugdo ativadora (agua destilada).

De cada reprodutor, uma amostra de Sul.de s€émen foi fixada em 5.000 pL de formol
salino tamponado para mensuracao da concentracdo espermatica e para mensuracao do indice
de espermatozoides com alteracbes morfolégicas. A concentracdo espermatica foi
determinada por meio da contagem das células espermaticas em camara hematimétrica de
Neubauer (Wirtz e Steinmann, 2006). Em seguida foram calculadas a (1) fecundidade e a (2)
fecundidade efetiva, conforme as equagdes:

(1) Fecundidade = (Volume )x(Concentrag&o);
(2) Fecundidade. efetiva = [(Volume )x(Concentrag&o)|x(motilidade ), onde:

Fecundidade = nimero de espermatozoides liberados pelo reprodutor;

Fecundidade efetiva = nimero de espermatozoides moveis liberados pelo reprodutor;
Volume = volume de sémen liberado (mL);

Concentragdo = concentragdo espermatica no sémen liberado (espermatozoides.mL™);

Motilidade = percentual de células esperméticas maveis.

As analises para determinacdo do indice de espermatozoides com alteracGes
morfologicas foram realizadas, diluindo-se 40uL do sémen previamente fixado em 2uL do
corante rosa de bengala. Em seguida 20uL do sémen ja corado foram depositados sobre uma
lamina, que foi seca ao ar e coberta por uma laminula para posterior analise em microscopio
Optico em objetiva de 40X. Cerca de 300 espermatozoides foram contados e classificados

como normais ou anormais (Rurangwaet al., 2004).
Parametros de crescimento, parametros sanguineos e indices corporais

ApoOs a avaliacdo dos pardmetros seminais e espermaticos, 0s machos foram

novamente submetidos ao processo de descanso reprodutivo, conforme descrito
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anteriormente. No més de janeiro, cinco reprodutores foram anestesiados pela imersdo em
solucdo contendo 100mg de hidréxido de benzocaina.L™ e submetidos & mensuracéo
individual dos parametros de peso e comprimento padrao.

Quatro machos de cada unidade experimental foram aleatoriamente selecionados e
submetidos a coleta de sangue por meio de puncao da veia caudal, inserindo o bisel da agulha
perpendicularmente a veia caudal, abaixo da linha lateral (Tavares-Dias & Moraes, 2004).
Foram coletados pelo menos 2mL de sangue de cada peixe. As amostras foram submetidas a
centrifugacdo a 3.200 rpm por 10 minutos e processadas para a quantificacdo dos niveis de
calcio, triglicerideos e glicose plasmaticos, pelo método enzimético—colorimétrico
(Laborclin®) em espectrofotdmetro (Bel Photonics® SF 325NM).

Em seguida, todos os machos foram submetidos a anestesia e a eutanasia, por meio da
imersdo em solucdo contendo 250 mg de hidréxido de benzocaina.L™ e pelo deslocamento da
coluna cervical, respectivamente (Protocolo experimental n® 03212, aprovado pelo comité de
ética na experimentacdo animal e aulas praticas-CEEAAP/Unioeste). Os reprodutores
eutanasiados foram dissecados para a mensuracédo individual dos pesos do figado, das gonadas
e das visceras. A partir destes dados foram avaliados os parametros: ganho de peso medio,
conversdo alimentar aparente, fator de condicdo, indice hepatossomatico (Bombardelli et al.,
2010), indice gonadossomatico (Vazzoler, 1996) e indice viscerossomatico (Ng& Wang
2011).

Histologia dos testiculos e dos figados

De cada tratamento foram separados aleatoriamente quatro figados e quatro testiculos
para avaliacdo morfoldgica. Os 6rgdos foram fixados em solucédo de Bouin pelo periodo de 24
horas e, depois transferidos para solucdo de alcool 70%. Posteriormente, o material foi
desidratado pela passagem em séries crescentes de alcool e incluido em resina histoldgica.

Dos testiculos foram obtidos cortes transversais com 3um de espessura que foram
corados com hematoxilina e eosina. As laminas foram montadas em Permont®, avaliadas e
fotografadas em microscopio Optico (Olympus CX31) acoplado a uma camera digital
(Olympus SC30). Foram avaliadas as etapas de desenvolvimento testicular e as fases
reprodutivas dos machos (Brow-Peterson et al., 2011).

As amostras dos figados foram processadas, coradas e fotografadas da mesma forma
que os testiculos, contudo foram obtidos os cortes com 4um de espessura. Para a avaliacdo do

figado foi utilizado um escore de vacuolizacdo hepética adaptado de Caballero et al. (2004),
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onde foram atribuidos valores de 0-3 para a presenca de vacuolos. Foi considerado escore = 0
para auséncia de vacuolos, escore = 1 para vacuolizacdo reduzida; escore = 2 para
vacuolizacdo média e escore = 3 para vacuolizacdo intensa. Também, foram mensuradas as
areas maxima, minima e meédia de 200 hepatocitos de cada figado. As avaliacOes
morfométricas do tecido hepatico foram realizadas por meio da captura de imagens em
campos aleatorios, empregando-se aumento de 400X. Foi utilizado como local padréo para a
captura das imagens, as areas adjacentes as veias centro lobulares. As imagens foram

analisadas pelo programa ImagePro-plus® (adaptado de Tessaro et al., 2012).

Analises estatisticas

Os resultados de crescimento e reprodutivo, dos indices somaticos, dos parametros
plasméaticos e da histologia testicular e hepéatica foram submetidos a regressdo. Os
pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram checados. indices dados em
percentual foram transformados em arco seno da raiz quadrada. Os dados de velocidade
(velocidade média de deslocamento, velocidade linear e velocidade curvilinea) foram
submetidos a analises de componentes principais (PCA) e correlacionados entre si. Verificada
a correlacdo, foi gerado um fator comum que foi submetido a anéalise de variancia como 0s
demais parametros. O software utilizado para realizacdo dos procedimentos e analises

estatisticas foi o Statistica 7.0°.
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Resultados

Os parametros fisicos e quimicos da 4gua, ndo apresentaram variacdo entre as unidades
experimentais (p>0,05).

As racOes contendo diferentes niveis de inclusdo de glicerina bruta influenciaram no
processo reprodutivo dos machos, prejudicando a espermatogénese. O volume de sémen
liberado pelos machos e a fecundidade e a fecundidade efetiva apresentaram uma reducdo de
forma diretamente proporcional (p<0,05) ao incremento da glicerina bruta nas ragdes (Tabela
2). Os demais parametros seminais e espermaticos ndo foram influenciados (p>0,05) pelas
racdes (Tabela 2).

A alimentacdo dos machos com racgdes contendo glicerina bruta promoveu a redugéo
dos niveis de plasmaticas de glicose de forma diretamente proporcional (p<0,05) ao aumento
dos niveis de glicerina nas ragdes, variando de 112,48+47,66 a 72,52+29,02 (Tabela 3). Os
niveis de calcio e de triglicérides plasmaticos ndo foram influenciados pelas racdes (Tabela
3).

O crescimento das tilapias também ndo foi influenciado (p>0,05) pelas racGes
contendo diferentes niveis de glicerina bruta (Tabela 4). O ganho de peso variou de
167,97+9,10 a 187,42+6,86 gramas e a sobrevivéncia dos machos foi de 100%. Embora a
conversdo alimentar ndo tenha sido alterada pelas rac6es, os seus valores foram elevados e
variaram de 1,91+0,07 a 2,21+0,25. O fator de condicdo permaneceu entre 0,0314 e 0,0337
(Tabela 4).

Dentre os indices corporais, apenas o indice hepatossomatico apresentou um aumento
diretamente proporcional (p<0,05) ao incremento de glicerina bruta nas ragdes (Tabela 5), 0
qual variou de 0,78+0,06 a 0,86+0,05. Os indices gonadossomatico e viscerossomatico ndo
sofreram efeito (p>0,05) das racdes contendo glicerina bruta (Tabela 5).

A avaliacdo histoldgica das gbnadas demonstrou a presenca de cistos de diferenciacédo
(espermatogonias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides) em todos os tratamentos,
Contudo, verificou-se a presenca massiva de espermatozoides nos testiculos das tilapias
alimentadas com as ragBGes contento os menores niveis de inclusdo de glicerina bruta e o
contrério foi verificado nos tratamentos contendo os maiores niveis de inclusao (Figura 1).

As areas maxima, minima e média dos hepatdcitos, assim como o score atribuido a
vacuolizacdo ndo foram influenciados (p>0,05) pelas racdes (Tabela 6). A morfologia do
tecido hepatico caracterizou-se pela presenca de hepatécitos com formato irregular e nucleo
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arredondado disposto na regido central. Também foram visualizados capilares do tipo
sinusoides permeando 0s hepatdcitos, além de veias e artérias (Figura 2).
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Tabela 2 — Pardmetros seminais e espermaticos em machos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com ragdes contendo
diferentes niveis de glicerina bruta.

Variavel
Nivel de inclusdo do glicerol (%)
0 4 8 12 16 P

VS (mL)* 0,14+0,04 0,09+0,06 0,04+0,02 0,06+0,07 0,05+0,07 0,0322
pH 6,29+0,34 6,67+0,58 6,17+0,29 6,00+0,00 6,50+0,50 0,3073
TA (s) 111,93+16,67 104,40+5,22 111,56+8,83 121,25+10,11 119,38+14,36 0,3960
Mot (%) 80,00+0,05 69,00+0,21 77,00+0,02 77,00+0,17 78,00+0,05 0,8691
VE (um/s) 68,12+11,98 55,45+9,47 58,37+5,24 64,29+3,74 61,74+5,71 0,2608
VCL (um/s) 98,61+12,34 84,77+13,45 87,94+4,46 98,59+6,83 91,33+6,75 0,2034
VMD (um/s) 57,27+12,65 44,96+8,55 47,27+45,56 51,69+3,18 50,81+5,60 0,2817
VLR (um/s) 51,70+11,97 39,73+7,60 43,07+5,64 46,24+3,17 46,23+5,12 0,2880
Norm (%) 59,36+6,76 60,06+7,36 57,20+2,42 59,31+4,89 63,08+3,77 0,4003
CSPZ 3,37+2,01x10° 3,30+3,66x10° 2,99+2,23x10° 1,12+0,26x10° 1,82+1,74x10° 0,4545
Fecundidade 2 5,24+4,68x10° 1,13+0,77x108 1,35+1,21x108 0,57+0,57x10° 0,38+0,44x10° 0,0028
Fecundidade efetiva®  4,20+3,87x10° 0,77+0,54x10° 1,07+0,97x10° 0,47+0,47x10° 0,30+0,37x10° 0,0039

VS (mL) — volume de sémen; pH — potencial hidrogenionico do sémen; TA (s) — tempo de ativacdo espermatica; Mot (%) — motilidade espermatica; VE (um/s) — velocidade
espermatica; VCL (um/s) — velocidade espermatica curvilinear; VMD (um/s) — velocidade espermatica média de deslocamento; VLR (um/s) — velocidade espermatica em
linha reta; Norm (%) — normalidade espermatica; CSPZ — concentracdo espermatica; Fecundidade (nimero de espermatozoides); Fecundidade efetiva (ndmero de
espermatozoides méveis) * y= 0,1171-0,0051x, r* = 0,2424; 2y = 12,7273 - 0,0004x, r* =0,3987; *y = 12,526 - 0,0005x, r* = 0,3786.



Tabela 3 — Pardmetros plasmaticos em machos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com ra¢fes contendo diferentes niveis
de glicerina bruta.

Nivel de incluséo do glicerol (%)

Variaveis p
0 4 8 12 16
- T
?n']g‘/%sf) 112,48+47 66 103,88+23.37 102,80+26.27 78,71+28.50 72,5229 02 0,0432
Célcio (mg/dL) 8.40+1,69 8.28+2.81 10,05+4.32 6.47+2,54 6.47+1,25 0,3466
(Tr:]'gl'é‘f_e)”des 161,74+37,00 157,36+75,60 134,94+51 22 158,49+49 34 134,98+117.40  0,9664

1y =115,1692-2,632x, r* = 0,2193.

Tabela 4 — Pardmetros de desempenho zootécnico de machos de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) alimentados com rac6es contendo diferentes niveis de glicerina bruta.
Nivel de inclusdo do glicerol (%)
0 4 8 12 16 P
Machos

PMI(g) 25,67+0,44 2553+0,10 25,81+0,15 25,79+0,18 25,83+0,29 0,4728
PMF (g) 196,13+5,34 180,46+19,33 190,03+8,80 179,39+11,04 184,14+10,56 0,2883
GP(g)  170,4645,47 154,93+19,25 164,22+8,69 153,60+11,21 158,31+10,72 0,2913

Variaveis

CA 2,21+0,25 2,15+0,40 2,14+0,28 1,91+0,07 2,03+0,23  0,5459
SOB (%) 100,00+0 100,00+0 100,00+0 100,00+0 100,00+0 ---
FC 86,03+9,87  82,35+4,93 91,38+17,22 76,17+12,18 101,83+31,31 0,3436

PMI (g) — peso médio inicial; PMF (g) — peso médio final; GP (g) — ganho de peso; CA — conversdo alimentar;
SOB (%) — sobrevivéncia; FC — fator de condig¢&o.
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Tabela 5 — Indices corporais de machos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentados com rag¢Oes contendo diferentes niveis de glicerina bruta
o Nivel de inclusdo do glicerol (%)

Variaveis (%) 0 2 3 1 16 p
Indice gonadossomatico 0,64+0,33 0,59+0,18 0,66+0,27 0,69+0,20 0,54+0,10 0,9227
indice hepatossomatico! 0,78+0,06 0,82+0,02 0,84+0,11 0,88+0,04 0,86+0,05 0,0381
indice viscerossomatico 5,98+2,17 5,64+2,39 6,36+1,48 5,64+1,05 548+1,05 0,9442
'y =0,089+0,0003x, r* = 0,2291.

Tabela 6 — Area e grau de vacuolizagio de hepatdcitos de machos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com ragées contendo
diferentes niveis de glicerina bruta.

Nivel de inclusdo do glicerol (%)

Variaveis 0 4 8 12 16 p
AM (um?) 218,76+64,76 211,19+71,78 243,02+37,75 149,78+41,03 205,15+97,76 0,42
MnA (um2) 126,23+85,32 123,97+88,55 168,65+38,96 64,06+75,44 120,76+96,19 0,69
MXA (Um2) 307,82+83,49 302,87+105,58 359,1+20,09 227,79+49,03 279,61+142,58 0,38

- 0(25%),1(25%), 0 (50%), 1(25%) 0 (25%), 1(25%) 0 (50%), 1(25%)
GV 1 (100%) -
2(50%) 2(25%) 2(50%) 2(25%)

Média e desvio-padrdo. AM — &rea média; MnA — area minima; MxA — &rea maxima; GV — grau de vacuolizagéo.
*0 = ndo observado; 1 = reduzido; 2 = intermediario; 3 = intenso.



Fig. 1.Tecido gonadal de machos de tilapia do Nilo alimentados com rac¢Ges contendo glicerol(H.E.). (a)
aspecto macroscopico do testiculo maduro; (b) cistos contendo células em diferenciagcdo (100x) (g =
espermatogdnias, ¢ =espermatocitos, t =espermatides, z = espermatozoides); (c) corte testicular tratamento
0% glicerol (4x); (d) corte testicular tratamento 16% glicerol (4x); (e) corte testicular tratamento 0%
glicerol (40x), reparar grande quantidade de espermatozoides; (f) corte testicular tratamento 16% glicerol

(40x), reparar diferentes cistos em diferenciagéo.
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Fig. 2. Tecido hepatico (H.E.), (a) figado utilizado para analise histoldgica; (b) hepatopancreas envolto por
hepatécitos (40x); (c) artérias envoltas por hepatdcitos (40x); (d) aspecto padrdo de hepatécitos da espécie
(score de vacuolizacdo = 0 =100x), (n=nlcleos); (e) pouca vacuolizacdo (score de vacuolizagdo = 1
—100x), S= capilares sinusoides, v= vacuolo; (f) vacuolizagdo intermediaria (score de vacuolizacdo = 2 >
100x), v=vacuolo.
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Discussao

As temperaturas maxima e minima da &gua estiveram dentro da faixa recomendada
como ideal para reprodutores de tilapia (Bhujel, 2000). Os niveis de oxigénio dissolvido
estiveram em concentracdes consideradas adequadas para o desempenho reprodutivo de
fémeas de tilapia (Bhujel, 2000), porém ndo existem estudos que comprovam se para machos
os valores sdo correspondente ao das fémeas (Bombardelli et al., 2010). Para o pH a faixa
apropriada para reprodutores ainda ndo esta definida, porém, esteve dentro da indicada para a
producdo de peixes (Kubitza, 1999).

A glicerina bruta interferiu de alguma forma a espermatogénese, diminuindo o volume
de sémen, a fecundidade e fecundidade efetiva dos reprodutores. De acordo com Igdoura e
Wiebe (1994), o principal problema pode ser a inibicdo da sintese de lactato nas células de
Sertoli, principal substrato para a espermatogénese ou ainda os efeitos hiperosmoticos do
glicerol e da degeneracdo das junc@es entre as células de Sertoli. Ainda, segundo Wiebe et al.
(2000) os efeitos negativos da injecdo de glicerol em ratos sdo evidentes ja 24h apos a
aplicacdo, provocando alteragdes no citoesqueleto das células de Sertoli, nas proteinas F-
actina e ocludina, nas juncbes celulares, aumentando a permeabilidade na barreira
hematotesticular.

Apesar das informacg0es sobre peixes serem escassas, em analogia ao modelo aceito para
mamiferos, a barreira hematotesticular interconecta as células de Sertoli por meio de jungdes
de oclusdo continuas, separando cada tubulo seminifero em dois compartimentos funcionais
distintos, o basal e o adluminal. No compartimento basal estdo situadas as espermatogdnias e
no adluminal as células em sucessiva diferenciacdo espermatogénica. Neste caso, esta barreira
fornece um microambiente para a diferenciacdo espermatogénica e protege as células
germinativas em estagio avancado de desenvolvimento de agentes nocivos ou de células do
sistema imune (Junqueira e Carneiro, 2013). Assim, possivelmente o glicerol proveniente das
racbes pode ter aumentado a permeabilidade na barreira hematotesticular, provocando
desorganizacao celular, acarretando em danos na espermatogénese.

Os efeitos negativos do glicerol também foram verificados em mamiferos submetidos a
tratamento por meio de injecdo intratesticular ou via oral de solugdo contendo glicerol a 10%.
Estes tratamentos suprimiram a espermatogénese em ratos (Wiebe e Bar, 1984; Igdoura e
Wiebe, 1994) e macacos (Wiebe et al., 1989). Os danos causados a espermatogénese podem
ter relagdo com inibicdo da atividade das mitocondrias de espermatogdnias e espermatides

devido a acdo da enzima glicerol-3fosfato desidrogenase (Weitzel et al., 2003), as quais
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apresentam importancia para os espermatozoides de mamiferos, pois sdo responsaveis pela
producdo de ATP (Pefia et al., 2009).

Na histologia testicular, a presenca dos diferentes cistos em diferenciacdo em todos 0s
tratamentos demonstra que 0s machos estavam maduros e aptos a espermiacdo. No entanto,
foram visiveis os efeitos negativos da glicerina bruta presente nas racGes sobre a
espermatogénese. As informacgOes referentes a influéncia da glicerina bruta sobre epitélio
germinativo de peixes sdo escassas. Trabalhos com mamiferos relataram a forte reducédo do
epitélio germinativo em ratos tratados com glicerol (Igdoura e Wiebe, 1994), enquanto que a
glicerina bruta ndo alterou a altura do epitélio germinativo de ovinos (Gomes, 2009).

Os resultados de indice gonadossomatico corroboram os resultados histoldgicos dos
testiculos e dos niveis plasmaticos de testosterona e, sustentam a hipétese de que todos os
animais estavam no mesmo estagio de maturacdo gonadal. E segura esta afirmacao, pois, este
indice é utilizado para monitorar a progressao da gametogénese em peixes (Barcellos et al.,
2001) e esta relacionado ao pico de maturacdo gonadal (Barcellos et al., 2002), onde o
aumento do testiculo € atribuido a proliferacdo do epitélio germinativo (Schultz et al., 2010).

O glicerol proveniente das racGes contendo glicerina bruta, também pode interferir na
glicemia dos peixes, pois serve como um intermediario metabdlico da gliconeogénese (Lin,
1977), influenciando de forma direta sobre 0 metabolismo energético e consequentemente no
crescimento de peixes (Gongalves et al., 2015). Em vertebrados, a glicose € um importante
combustivel metabdlico e varios mecanismos atuam para assegurar o fornecimento constante
para os tecidos glicose-dependentes, onde o glicogénio hepatico se destaca como reserva de
glicose (Thrall et al., 2015).

A reducdo dos niveis plasmaticos de glicose foi verificada em juvenis de tilapia do
Nilo quando alimentados com racBes contendo glicerina bruta (Moesch, 2014). O mesmo
comportamento glicémico foi verificado nos reprodutores de tilapia e, pode estar relacionado
com o contetdo de carboidrato da dieta (Thrall et al., 2015), pois o incremento de glicerina
nas racdes levou a reducéo dos niveis de milho e consequentemente das quantidade de amido.
Além disso, provavelmente o déficit de amido pode ter levado os animais a sintetizarem
glicose a partir do glicerol dietético, por meio da gliconeogénese hepatica (Nelson e Cox,
2011) e consequentemente aumentando a demanda energética.

O indice hepatossomatico € um parametro importante para avaliar indiretamente a
condicdo hepética e seu metabolismo, além de sugerir as condic¢Ges de reserva de glicogénio.
O indice hepatossomatico dos reprodutores de tilapia aumentou de forma diretamente

proporcional a inclusé@o do glicerol nas ragdes. O mesmo também foi verificado em juvenis de
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Ictalurus punctatus alimentados com ragdes contendo 15 e 20% de glicerina bruta (Li et al.,
2010). As evidéncias com ratos sugerem que o efeito do glicerol dietético sobre o aumento do
indice hepatossomatico pode estar relacionado com o aumento da atividade de enzimas
lipogénicas nos hepatocitos (Lin, 1977). Apesar dos objetivos desta pesquisa néo
contemplarem a avaliacdo destas enzimas, a avaliacdo dos parametros histologicos do tecido
hepético sugerem que ndo houve relagdo das ra¢des e o acumulo de lipideos nos hepatécitos.
Mesmo assim, atencdo deve ser dada ao acumulo de gordura nos hepatdcitos, pois varios
autores tém relatado a ocorréncia de vacuoliza¢do nos hepatécitos e, até quadros clinicos de
esteatose em fungédo das dietas (Bombardelli et al., 2010; Bolla et al., 2011; Tessaro et al.,
2012). A médio e/ou a longo prazo, estas alteracGes hepaticas podem levar a perdas
reprodutivas e até mesmo a morte.

Apesar da relacdo direta entre a concentracdo espermatica e a fecundidade e, a reducao
numeérica da quantidade de espermatozoides por mililitro, possivelmente a variagdo individual
entre 0os machos pode ter levado a ndo constatacdo de efeito das ragfes sobre a concentragao
espermatica. Aparentemente, o glicerol dietético ndo exerceu influéncia nos processos finais
da espermatogénese relacionados especificamente com a formacdo da cauda dos
espermatozoides e com a capacitacdo espermatica (Schultz et al., 2010), pois os parametros
envolvidos com a movimentacdo espermatica, como o pH seminal, motilidade, tempo de
ativacdo, velocidade e normalidade espermatica também ndo foram influenciados pelas
racoes.

A concentracdo plasmatica de triglicerideos esta relacionada a sua capacidade de
armazenamento, a condicdo nutricional e ao estado glicémico, a sua mobilizacdo a partir dos
diferentes tecidos e a sua utilizagcdo como fonte de energia. Tendo em vista que este parametro
ndo foi alterado nos reprodutores, pode-se sugerir que o glicerol proveniente das racfes
contendo glicerina bruta serviu como uma adequada fonte de energia, consequentemente nédo
alterando a lip6lise nos adipdcitos (Costa et al., 2015).

Além disso, tendo em vista a relagéo direta entre os niveis plasmaticos de célcio e 0s
teores de proteina plasmaéticas (Thrall et al., 2015), pode-se sugerir que as ra¢fes ndo
influenciaram o estado de saude dos reprodutores de tilapia (Gongalves et al., 2015).

Era esperado que as ragdes ndo influenciassem o crescimento dos reprodutores
(Bombardelli et al., 2010), pois pesquisas anteriores concluiram que a inclusdo de até 10% de
glicerina bruta nas racdes ndo interferem no crescimento de juvenis de tilapia (Neu et al.,
2012). Li et al. (2010) também verificaram que o uso de glicerol bruto na dieta de juvenis de

Ictalurus punctatus ndo afeta o crescimento. Além disso, o fato dos animais estarem em
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intensa atividade reprodutiva, justifica os elevados valores de conversdo alimentar aparente
(1,91 a 2,21 g.g™) dos reprodutores de tilapia (Bombardelli et al., 2010).

A gordura visceral que expressa a relacdo entre o peso das visceras e o peso total dos
peixes, ndo foi alterado pelas ra¢Ges contendo glicerina bruta indicando que a glicerina foi

rapidamente metabolizada e ndo se acumulou nas visceras.
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Conclusao

Conclui-se que a glicerina bruta ndo prejudica o crescimento, no entanto, em qualquer
nivel de inclusdo prejudica o processo de espermatogénese e causa danos a reprodugdo em

machos de tilapia do Nilo.
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