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Caroco de algoddo em dietas para tilapia-do-Nilo: efeitos sobre a digestibilidade
de nutrientes e histologia hepatica e testicular

RESUMO
A utilizacdo de caroco e subprodutos do algoddo na alimentacdo animal vem se destacando
positivamente na area da nutri¢cdo, sendo o algodoeiro (Gossypiumspp) cultivado para producao de
fibras, 6leo e como subproduto do algodao, o farelo vem se destacando mundialmente como a segunda
mais importante fonte ou suplemento proteico disponivel para a alimentacdo animal, apenas sendo
ultrapassado pela soja. Foram realizados dois experimentos com o objetivo de verificar a inclusdo de
carogo de algoddo na digestibilidade de nutrientes e na histologia dos figados e testiculos de tilapia.
Foram utilizados 144 juvenis de tilapia com peso médio de 179,42 + 23,45g, distribuidos em
delineamento de blocos casualisados. Foram elaboradas dietas a fim de conter diferentes niveis de
inclusdo de caroco de algoddo (0; 1,5; 3,0 e 4,5%), ofertadas cinco vezes ao dia em horarios pré-
determinados. Os coeficientes de digestibilidade aparente foram determinados empregando o método
indireto utilizando 6xido de crédmio como marcador inerte (0,1%). As médias foram submetidas a
andlise de variancia (ANOVA). Nao houve variagdo entre os blocos (p>0,05). Os CDAs da matéria
seca, proteina bruta, proteina digestivel, energia bruta e energia digestivel das dietas ndo foram
influenciados (p>0,05). Dietas contendo caroco de algoddo em niveis de inclusdo de até 4,5% ndo
determinam efeitos no aproveitamento dos nutrientes e energia da dieta fornecida para a tilapia-do-
Nilo. No segundo experimento foram utilizados 320 reprodutores com peso médio de 316,129,
distribuidos em delineamento inteiramente casualisado. Foram elaboradas dietas quatro dietas
contendo diferentes niveis de inclusdo de caroco de algoddo (0; 1,5; 3,0 e 4,5%), as dietas foram
ofertadas duas vezes ao dia em horarios pré-determinados. As alteracfes histolégicas dos figados
foram avaliadas qualitativamente utilizando o indice de BERNET, e a caracterizacdo testicular foi
analisada descritivamente utilizando a terminologia padronizada para descrever o desenvolvimento
reprodutivo de peixes, para os indices gonadossomaticos(IGS) e hepatossomaticos (IHS) e gordura
visceral (GV) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) bifatorial. Nao houve diferenca
(p>0,05) entre os indices analisados e também ndo foram observadas diferencas na histologia dos
testiculos, porém observou-se na histologia dos figados, alterac6es conforme a inclusdo de caroco de
algodao nas dietas. Dietas contendo caroco de algoddo em niveis de inclusdo de até 4,5% ndao

determinam efeitos na espermatogénese de reprodutores de tilapia-do-Nilo.

Palavras-chave: aquicultura; ingredientes alternativos; nutricdo; Oreochromisniloticus;
reproducao.



Cotton seedlings for Nile tilapia diets: effects on nutrient digestibility and hepatic and
testicular histology

ABSTRACT

The use of seed and cotton by-products in animal feed it has been highlighting positively in the field of
nutrition, it being the cotton plant (Gossypiumspp) cultivated for fiber production, oil and how a by-
product of the cotton, the bran has been outstanding worldwide as the second most important source or
protein supplementation available for animal feed, just only it being surpassed by soybeans. Two
experiments were carried out with aim of the verify the inclusion of cottonseed on nutrient
digestibility and histology of the livers and testicles of tilapia. In the experiment of digestibility 144
juveniles were used with an average weight of tilapia 179.42 + 23.45 g, distributed randomly in blocks
design. Diets were elaborated for the purpose of contain different levels of inclusion of cottonseed (0;
1.5; 3.0 and 4.5%), offered five times a day at predetermined times. The apparent digestibility
coefficients were determined using the indirect method using chromium oxide as inert marker (0.1%).
The averages were subjected to analysis of variance (ANOVA). There was no variance between the
blocks (p > 0.05). The ADCs of dry matter, crude protein, digestible protein, raw energy and digestible
energy of diets were not influenced (p > 0.05). Cottonseed in diets containing levels of inclusion of up
to 4.5% does not determine effects on utilization of nutrients and dietary energy supplied to the Nile
tilapia. In the second experiment were used 320 broodstock with average weight of 316, 12 g,
distributed in completely randomized design. Diets were elaborated in order to contain different levels
of inclusion of cottonseed (0; 1.5; 3.0 and 4.5%), diets were offered twice a day at predetermined
times. Histological changes of the livers were evaluated qualitatively using the index of BERNET, and
testicular characterization was analyzed descriptively using standardized terminology to describe the
reproductive development of fish, to the indexes gonadossomatic (GSI) and hepatossomatic (IHS) and
visceral fat (VF) were submitted to analysis of variance (ANOVA) bifatorial. There was no difference
(p > 0.05) between the analyzed indices and also no differences were found in histology of the testis,
however it was observed on histology of liver, changes as the inclusion of cottonseed in diets.
Cottonseed in diets containing levels of inclusion of up to 4.5% does not determine effects on

spermatogenesis of broodstock of Nile tilapia.

Key words:aquaculture; alternative ingredients; nutrition; Oreochromisniloticus; reproduction.
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CAPITULO 1. Revisdo de literatura

1.0 Aspectos gerais sobre a aquicultura no Brasil

Desde séculos remotos a aquicultura é praticadaem varias regides do mundo, sendo
caracterizada como uma atividade que consiste em cultivos de Vvarios organismos aquaticos
que podem ser representados por: peixes, moluscos, crusticeos e plantas aquéaticas, podendo
desenvolver em qualquer fase que envolva um espaco controlado e confinado (OLIVEIRA,
2009).

Nas Ultimas cinco décadas, a producdo de pescado mundial tem se destacado
constantemente e este fato, tem sido impulsionado pela combinacdo de crescimento
populacional, renda per capita e urbanizacdo. A China esta entre os paises de maior producao,
enguanto que o Brasilocupa a 10° lugar (FAOQ, 2014).

Mesmo com a atual recessdo econdmica que o Brasil encontra-se, o setor da
aquicultura mostrou um crescimento importante, entre 2004 e 2014, apresentando um
incremento percentual anual médio de quase 8%, contra 5,1% para bovinos, 4,1% para 0
frangos e 2,9% para suinos (KUBITZA, 2015).

Corroborando com esses dados, em 2014 observou-se um aumento de 20,9% na
producdo total da aquicultura brasileira (IBGE,2014), esse avango pode estar relacionado com
a demanda por alimentos de alta qualidade, necessidade de producéo de fontes proteicas, além
da aquicultura ser apontada como estratégia a seguranca alimentar mundial por disponibilizar
rapidamente fontes proteicas para a populagdo humana (ZIMMERMAN e FITZSIMMONS,
2004)

O Brasil apresenta um grande potencial para o desenvolvimento da atividade aquicola,
pois apresenta condi¢Bes naturais, como clima tropical, relevo (PIZAIA et al., 2008), méo -
de-obra abundante, crescente demanda de pescado no mercado interno, (DELLA FLORA et
al.,2010) abundancia de agua doce praticamente em todas as regides, autossuficiéncia na
producdo de grdos e uma vasta extensao territorial de aguas represadas em reservatorios de
hidrelétricas (OSTRESNKY et al.,2008).

Quando se fala em aquicultura, apiscicultura, que € uma ramo dentro da aquicultura,

destaca-se como um setor promissor. No Brasil, o Estado de Rond6nia destaca-se entre 0s
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maiores produtores de peixes do pais, ocupando a 1° posi¢do no ranking em 2014, seguido
pelos Estados de Mato- Grosso e Parana (IBGE,2014).

Dentre as espécies exdticas comercialmente cultivadas na piscicultura, a tilapia-do-
Nilo (Oreochromisniloticus) foi a espécie que obteve maior destaque em 2014 no Brasil, com
198,49 mil toneladas despescadas, 0 que equivale a 419% do total da
piscicultura,(IBGE,2014). Além disso, outras caracteristicas favorecem a sua producdo: rapida
taxa de crescimento, adaptacdo a diversas condi¢bes de criacdo, carne de boa qualidade
(RIGHETTI et al., 2011), 6timo desempenho, alta rusticidade, facilidade de obtencdo de
alevinos e grande aceitagdo no mercado de lazer (pesque-pague) e alimenticio (frigorificos)
(MEURER, 2003)

Portanto, a area da aquicultura estd gradativamente se destacando com avancos
tecnoldgicos (pesquisas) e apoio de politicas publicas, que visam conciliar 0 aprimoramento
de sistemas de cultivos menos impactantes e mais rentaveis. Atualmente, o Brasil possui
cursos de graduacdo, pés-graduacdo e centros de pesquisas voltados para areas concernentes a
aquicultura, demostrando a importancia de se investir em conhecimento para que se possa
produzir de formas mais sustentaveis, respeitando 0s recursos naturais que estdo

paulatinamente se degradando.

2.0 Espécie estudada:Tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus) linhagem
GeneticlmprovementofFarmedTilapias (GIFT)

As tildpias foram introduzidas na década de 70 no Brasil por meio da espécie
Oreochromisniloticuspopularmente conhecida como tilapia-do-Nilo, em que alguns
exemplares foram oriundos da Costa do Marfim, porém os primeiros relatos de tilapia no
Brasil sdo da década de 1950 com a Tilapiarendalli. (MOROet al.,2013).

Muitas sdo as caracteristicas zootécnicas que contribuem para o aumento do cultivo da
tilapia, tais como: resisténcia a doencas, tolerancia a diversas condi¢cdes ambientais, diversidade
de producdo em regimes e sistemas extensivos; semi-intensivos; intensivos e superintensivo,
(ZIMMERMAN e FITZSIMMONS, 2004) aceitabilidade de grande variedade de alimentos tanto
de origem animal, quanto vegetal, resisténcia a baixos teores de oxigénio dissolvido,
(TAKISHITA et al., 2009) rusticidade, presencga de filés sem espinhos em formato de Y, boas
caracteristicas organolépticas, (FURUYA et al., 2005) além de possuir carne com coloracdo clara,
textura firme, sabor agradavel e facil filetagem (VIEIRA e SILVA et al., 2009).



16

Na tilapicultura, observa-se uma grande preocupagdo em melhorias genéticas para as
linhagens de tilapias. O mercado consumidor esta exigente e as industrias precisam atender as
perspectivas desse mercado (WAGNER et al.,2004). Com isso, surge novas linhagens de
tilapias que visam contribuir para essas melhorias.

A linhagem GIFT (GeneticimprovementofFarmedTilapias) esta relacionada com um
projeto de pesquisa que foi iniciado na Malasia, em abril de 1988, liderada por um 6rgdo ndo
governamental o WordFish Center. Essa linhagem é composta por quatro linhagens comercias
de tilapia cultivadas na Asia e outras quatro silvestres de cultivo Africano (GUPTA e
ACOSTA, 2004)

O Brasil foi um dos primeiros da América Latina a receber tilapias geneticamente
melhoradas. Em marco de 2005, a Estacdo Experimental da Universidade Estadual de
Maringa(UEM- Codapar) recebeu 30 familias de tilapias da linhagem GIFT, a partir de um
projeto em conjunto com WorldFish Center e com o apoio da Secretaria Especial de
Aquicultura e Pesca — SEAP(LUPCHINSKI JUNIOR et al., 2008).

Vaérios estudos demostram que as linhagens melhoradas geneticamente (ndo s6 a
GIFT) possuem um desempenho satisfatorio, quando comparadas com tilapiasndo
melhoradas. FULBER et al.,(2010) avaliando o desempenho produtivo de trés linhagens de
tilapia-do-Nilo Bouaké (BOU), Chitralada (CHI) e GIFT, verificaram que a linhagem GIFT,
apresentou um melhor desempenho para ganho em peso, rendimento e peso do filé.
Comparando o desempenho inicial de quatro linhagens comerciais de tilapias denominadas:
Bouaké, GIFT, Supreme e Chitralada, MASSAGO et al.,(2010)verificaram que a taxa de
sobrevivéncia das trés ultimas linhagens foram acima de 80% e com relagdo ao desempenho
zootécnico as linhagens GIFT e Supreme apresentaram resultados satisfatorios.

Durante um experimento realizado com trés linhagens de juvenis de tilapia-do-Nilo
GIFT, Bouaké e Chitralada MARENGONI (2008), constatou que houve diferenca
significativa para a sobrevivéncia entre as linhagens, sendo que a GIFT superou com 96,80%,
contudo o ganho de peso, a biomassa final e a conversdo alimentar nao diferenciaram
significativamente entre as linhagens.

Sendo assim, espécies melhoradas geneticamente estdo ganhando espaco no mercado
consumidor e também na aquicultura. Pesquisas concernentes na area de genética tornam-se

essenciais para o desenvolvimento de linhagens que atendam as perspectivas demandadas.
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3.0 Ingredientes de origem vegetal na alimentacéo dos peixes

A alimentacdo é um dos fatores essenciais para um bom desenvolvimento de qualquer
espécie animal, em particular, os peixes precisam de um a nutricdo com adequadas fontes
proteicas, para que proporcione um bom crescimento e rendimento (LAZZARI et al.,2006). A
utilizacdo de fontes proteicas de boa qualidade e alternativas, visam reduzir o custo da racéo
sem alterar o desempenho dos peixes, ja que a proteina € um nutriente que mais onera o valor
daracdo (TACHIBANA e CASTAGNOLLLI, 2003).

Quando se formula dietas para 0s peixes, as exigéncias nutricionais devem ser
atendidas, pois caso sejam desbalanceadas afetam negativamente o aproveitamento dos
nutrientes, sendo que estes quando inferiores ou acima do exigido interferem na
digestibilidade e absorcdo de nutrientes (PEZZATOet al.,2004), podendo influenciar na
reproducdo, desenvolvimento gonadal, nimero e a qualidade de ovécitos e espermatozoides,
(NAVARRO et al., 2006).

Nos ultimos anos, observou-se um crescimento concernente ao uso de ingredientes de
origem vegetal na elaboracdo de dietas para peixes, esse fato estd relacionado com a
disponibilidade constante ao longo do ano, composicdo homogénea e custo relativamente
inferior, quando comparados com ingredientes de origem animal (BERGAMIN et al.,2013).

Quando se trabalha com ingredientes de origem vegetal é importante destacar que
apesar dos seus beneficios existem também fatores que podem prejudicar o desempenho
zootécnico e reprodutivo das espécies ndo sé de peixes(monogastricos) como também os
poligastricos. A maioria desses ingredientes possuem algum tipo de limitacdo ao uso, como
fatores antinutricionais e baixos niveis de aminoacidos essenciais (TYSKA et al., 2013).

O termo “antinutricional” tem sido empregado para descrever compostos ou classes
presentes em extensas variedades de alimentos de origem vegetal, que ao serem consumidos
podem reduzir o valor nutritivo desses, além de interferirem na digestibilidade, absorcéao e
utilizacdo de nutrientes (BENEVIDES et al., 2011; GRIFFITHS et al.,1998). Muitos fatores
antinutricionais estdo presentes nos vegetais na forma natural, com o objetivo de protegéo
contra ataques de fungos, bactérias e insetos (LEITE et al.,2012).

E importante entender que os fatores antinutricionais podem ser divididos em grupos,
neste caso, FRANCIS et al.(2001) adotaram a seguinte divisao:

e (1) fatores que alteram a digestdo e utilizagdo de proteinas, tais como: taninos,

lectinas;
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e (2) fatores que afetam a utilizacdo de minerais: fitatos, pigmentos de gossipol,
oxalatos, glucosiolatos;
e (3) antivitaminas;

e (4) variadas substancias tais como: micotoxinas, nitratos, alcaloides e saponinas.

Apesar de os fatores antinutricionais estarem presentes em alimentos de origem
vegetal, ndo implica que todos esses alimentos prejudicardo no desenvolvimento dos animais.
H& uma dependéncia em relacdo a substancia presente no ingrediente, o tempo de exposi¢do
ao alimento, a quantidade, a técnica utilizada para a elaboracdo da racdo e a espécie em
questdo (PINTO et al., 2000).

Existem alguns métodos que podem ser empregados com a finalidade de reducéo dos
fatores antiutricionais nos alimentos de origem vegetal. No estudo do efeito do processamento
doméstico sobre o teor de nutrientes e fatores antinutriciais do feijijo RAMIREZ-
CARDENASIet al. (2008) observaram que a utilizagdo do tratamento térmico através do
cozimento, promoveu uma diminuicdo significativa de tanino. A utilizacdo do processamento
térmico também foi verificado no estudo sobre atividade de inibidores de proteases em
linhagens de soja geneticamente melhoradas, o resultado obtido demonstrou satisfatorio
quando, as linhagens de soja foram submetidas ao processamento térmico reduzindo a
atividade inibidora da tripsina (CARDOSO et al.,2007).

A adicdo de enzimas e sais também podem ser empregados como técnicas para
reducdo de fatores antinutricionais, um exemplo €é a inativacgdo do gossipol (fator
antinutricional presente no algodédo) por adicdo de sais de ferro como sufaltoferroso as dietas
(CHIBA, 2001).

4.0 Carogo de algodao

O Brasil se desta por apresentar uma diversidade de culturas, e isso 0 coloca como um
dos grandes produtores mundiais de gréos. Segundo dados da CONAB (2015), para safra de
2015/2016, o comité tem uma expectativa de crescimento de 2,26%, atingindo um patamar de
24,9 milhdes de toneladas na producéo de algodéo.

O caroco de algoddo (Figura 1) é constituido pelas seguintes porcdes: casca, linter e
plumas. As plumas sdo utilizadas pela industria téxtil, restando a fibra, composta pelo linter
(que corresponde a 10% do carogo de algod&o e possui alta digestibilidade) (FERNANDES et
al.,2002), casca e améndoa (FERNANDES et al., 2002; ROGERIO et al., 2003).
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| Améndoa

Figura 1: Caroco de algodao com linter, casca e améndoa (A), (B) plumas aderidas ao caroco de algodao. Fonte:
LEMES, M.T. (2015).

Quando se fala em obtencdo dos subprodutos do caro¢o de algoddo é importante
esclarecer que existem processos distintos para produgdo dos subprodutos e que o carogo de
algoddo é uma material resultante da retirada das fibras da pluma.

A obtencdo do farelo de algodao (Figura 2)é resultante da extracdo de 6leo contido no
carogo, 0 grao pode sofrer prensagem hidraulica (processo fisico) ou utilizacdo de solvente
(processo quimico) (PAIM, 2010). O fato de extracdo de 6leo poder ser feita por prensagem
ou utilizacdo de solvente, resulta em dois tipos de torta ou farelo, neste caso, o farelo
produzido por prensagem tem menores teores de proteina, contudo maior quantidade de
energia devido ao Oleo residual, ja o resultante da extracdo por solvente tem menor teor de
6leo residual (CARDOSO,1998).
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EXTRACAO

(__SEMENTE DE ALGODAO

| Deslinteramento |—’ Linter

| Laminagao |

| Cozimento |
| Torta e
| Extracao (prensagem) I—b Earelo

v

OLEO BRUTO DE
ALGODAO

Figura 2:Parte de um fluxograma mostrando as etapas para obtencéo de 6leo bruto e como subprodutos a torta e
o farelo de algodao. Adaptado de JORGE (2006).

A utilizacdo de carogo e subprodutos do algoddo na alimentacdo animal vem se
destacando positivamente na area da nutricdo, sendo o algodoeiro (Gossypiumspp) cultivado
para producdo de fibras, éleo e como subproduto do algoddo, o farelo vem se destacando
mundialmente como a segunda mais importante fonte ou suplemento proteico disponivel para
a alimentacdo animal, apenas sendo ultrapassado pela soja (GADELHA et al., 2011).

Em relacdo a utilizacdo de subprodutos para alimentacdo de peixes, ha uma certa
limitacdo de trabalhos concernentes ao uso desse ingrediente em relacdo a ruminantes. O que
se observa € uma grande quantidade de trabalhos voltados para ruminantes ou outros
poligastricos, devido ao fato dos mesmos possuirem capacidades maiores de tolerar gossipol.

Dependendo da espécie e 0s niveis de substituicdo ou inclusdo dos subprodutos do
caroco de algoddo, os peixes podem desenvolver algum tipo de alteracdo histologica em seus
orgdos reprodutivos, figados, e até mesmo baixo rendimento zootécnico (SALARO et
al.,1999; GALDIOLI et al.,2001; YLDIMIRIMet al.,2003; EL-SAIDY e GABER, 2004).

Sendo assim, o carogo de algoddo incluso diretamente em ragdes para peixes, ainda é
pouco estudado, visto que uma das grandes preocupagdes inerentes aos subprodutos do carogo

de algodao esté relacionado com o fator antinutricional: o gossipol.
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5.0 Gossipol: Aspectos nadigestibilidade de nutrientes e na reproducéo de
peixes

Uma das preocupagdes concernentes ao uso dos subprodutos do algodao é a presenca
degossipol, um pigmento fendlico de coloracdo amarelada, produzido pelas glandulas de
pigmento encontradas nas raizes, partes aéreas e sementes de algoddo, podendo ser visto a
olho nd, como mostrado na (Figura 3) (SOTO-BLANCO,2008; GADELHA et al.,2011).

.

Figura 3: Carogo de algod&do contendo pontos pretos (represéntando 0 gosipol). Fonte: LEMES.M.T. 2015.

Existem duas formas em que o gossipol é encontrado, na sua forma livre e total.
Durante o processamento do farelo, ogossipol livre (que estd presente in natura no carogo de
algodao), € ligado a proteina, formando o gossipol ligado, o qual torna aminoacidos
indigestiveis (MARTIN, 1990). Geralmente a forma ligada do gossipol tem reduzida atividade
bioldgica, considerada “inerte” quando consumida por monogastricos, todavia no farelo de
algoddo processado, o gossipol livre mais o gossipol ligado se transformam em gossipol total
(KLEEMANN et al.,2009), o qual se liga principalmente a lisina, tornando-a indisponivel.

O gossipol é um composto altamente reativo, que se liga rapidamente a diferentes
substancias, incluindo minerais e aminoacidos. Dentre 0s minerais aos quais ocorre a ligagéo,
o principal é o ferro, dando origem ao complexo gossipol-ferro, que neste caso, o ferro ndo €
utilizado, desenvolvendo uma deficiéncia neste metal (GADELHA et al.,2011), sendo o
gossipoluma potente toxina que forma complexos estaveis com cations, podendo produzir
anemia (SOUZA E HAYASHI, 2004).

Existem vérios fatores que podem influenciar na presenca de gossipol na planta,
havendo correlagdo positiva com a pluviosidade e negativa com a temperatura e 0 gendtipo da
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planta, sendo que as espécies de algoddo G. barbadense apresenta maior concentra¢do do que
G. hirsutum (GADELHA et al., 2011; OLIVEIRA et al.,2013).

O caroco de algodao é muito utilizado diretamente na alimentacdo de ruminantes, que
degradam facilmente o gossipol presente no algoddodevido adetoxificacdoruminal, sendo
assim mais tolerantes que os monogastricos (BARBOSA e GATTAS, 2004). Estudos
desenvolvidos na area da nutrigdo animal buscam substitutos da proteina de soja por outras
fontes proteicas, para obtencdo de dietas mais econémicas. O farelo de algoddo tem sido
utilizado como fonte proteica sucedanea em racbes para peixes tropicais, porém as
consequéncias dessa pratica permanecem indefinidas (SALARO et al.,1999).

Sua presenca, tem limitado seu uso em rag¢fes de ndo-ruminantes como suinos e aves,
pois esta ligado diretamente com interferéncias na reproducdo, contudo, para algumas
espécies de peixes, o gossipol é tolerado dependendo do nivel que se encontra (CHENG e
HARDY, 2002).

Segundo FURUYA et al. (2001), a presenca de fatores antinutricionais juntamente com
0 processamento aplicado as dietas influenciam o valor nutritivo dos alimentos, o que pode
estar relacionado com valores diferentes encontrados por diversos autores.

Outro fator importante é a obtencdo do farelo de algod&o para alimentagdo animal que é
um processo que diferencia da inclusdo diretamente do carogo na dieta, esse fato, pode
também influenciar diretamente nos resultados em relagdo a digestibilidade.

Com relacdo aestudos com digestibilidade para peixes, verifica-se que os trabalhos na
area de digestibilidade utilizam como subproduto do algoddo o farelo e ndo o carogo in
natura. Neste caso, ha a evidente falta de informacdes relativas a esse assunto. A avaliagdo do
coeficiente de digestibilidade de dietas com inclusdo de carogo de algoddo para alimentagéo
de peixes tem sido pouco estudada.

Em trabalhos de digestibilidade analisando o gossipol presentes nos subprodutos de
algodao (farelo de algodao) para a espécie CentropristisstriataANDERSON et al. (2016),
constataramque farelos com niveis de gossipol de 1,195% afetaram na digestibilidade da
proteina bruta em relacdo a ragdes contendo teores inferiores (0,034% e 0,023%). YUE e
ZHOU (2008), analisando a substituicdo do farelo de soja pelo farelo de algoddo para
Oreochromisniloticus e Oreochromis aureus verificaram que o coeficiente de
digestibilidadeda matéria seca da dieta diminui significativamente com o aumento da

substituicdo e com os niveis de gossipol.
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Diferentemente do que a maioria dos trabalhos relatam com relagdo ao gossipol,
presente nos subprodutos do algoddo para a alimentacdo de peixes, COOKet al. (2016)
trabalhando com avaliacdo de varios produtos de semente de algoddo sobre o desempenho do
crescimento e digestibilidade em Trachinotuscarolinusverificaram que dietas que continham
um nivel maior de gossipol (2,09/kg de gossipol livre) apresentaram um coeficiente de
digestibilidade de proteina bruta maior do que a dieta que apresentava 0,08g/de gossipol,
segundo 0 mesmo autor, a razdo para este fenbmeno ainda ndo é clara, mas pode estar
relacionada com os processos de extracdo de gossipol utilizado.

Corroborando com os dados referentes aos estudos com farelo de algodéo, LEE et al.
(2006), analisaram os efeitos da dieta contendo niveis de substituicdo de farinha de peixe por
farelo de algodao (0; 25; 50; 75; e 100) no desempenho e performance reprodutiva de truta
arco-iris em um estudo de trés anos, os autores observaram que o CDA da proteina bruta
diminuia gradativamente com o aumento da substituicdo do farelo de algodao.

Outra evidéncia importante em relagdo ao uso de subprodutos do algodéo foi verificado
no trabalho de CHENG e HARDY (2002), que analisaram o coeficiente de digestibilidade
aparente e o valor nutricional do farelo de algoddo de quatro regides diferentes dos Estados
Unidos para a espécie Oncorhynchusmykiss,, segundo os autores, o coeficiente de
digestibilidade da proteina bruta de uma determinada regido dos Estados Unidos por ter niveis
baixos de gossipol, apresentou valor de proteina bruta maior, em comparacdo com outros
farelos de diversas regides dos Estados Unidos, demonstrando que o gossipol pode influenciar
na disgestibilidade dos nutrientes.

O gossipol ndo interfere apenas na digestibilidade, ha estudos que relatam outras
interferéncias que o gossipol pode ocasionar no desempenho zootécnico de
peixes. ANDERSON et al.(2016), relataramuma menor taxa de crescimento e a sobrevivéncia
dos peixes quando submetidos a ra¢cdes contendo niveis de gossipol de 1,195%,YLDIMIRIM
et al. (2003), analisando o desempenho e performance de Icaluruspuctatus com dietas
suplementadas com niveis crescentes de gossipol constaram que 0s peixes alimentados com
dietas com niveis de 1.500mg/kg™ de gossipol apresentaram menor ganho de peso em relacéo
a niveis inferiores,o0 que também pode ser observado no trabalho de HONG SUN et al.(2015)

(Acanthopagrusschlegelii), uma reducdo no crescimento e eficiéncia alimentar quando altos niveis

dietéticos de farelo de algodao contendo gossipol foram incluidos nas ragfes para peixes.
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Em se tratando dos efeitos do gossipol na reprodugdo animal, alguns resultados séo
observados: reducdo na qualidade do sémen, interferéncia no ciclo estral das fémeas,
interrupcdo do desenvolvimento embrionario precoce, alteragbes na morfologia e na
morfometria dos testiculos em ruminantes (GADELHA et al., 2011; SANTOS et al., 2013),
além da diminuicdo da espermatogénese, observados em alevinos de tilapia (SALARO et
al.,1999).

O efeito negativo do gossipol na reproducédo ja evidenciou-se na década de 1970 na
China, em que o “bolo” de algodao (sobra da extracdo de 6leo), era consumido por animais e
homens, em épocas de seca, devido a poucas fontes alternativas de alimento, esse fato chamou
a atencdo de farmacéuticos chineses sobre o efeito contraceptivo do gossipol na reproducgéo
(COUTINHO,2002).

Quando se fala em gossipol na reproducdo animal, existem varios trabalhos que trazem
informacdes a respeito de alteragdes provocadas nos érgdos reprodutores e na histologia de
outros 6rgaos de peixes, além de um contraste de informac@es a respeito do efeito do gossipol.
GARCIA-ABIADO et al. (2004) trabalhando com os efeitos da dieta contendo gossipol sobre
0s parametros sanguineos e estrutura do baco em tilapias, verificaram que o fator
antinutricionalaumentava com o farelo crescente na dieta, observando um aumento
proporcional de gossipol total no figado e nas gbnadas, 0 que consequentemente poderia
interferir no crescimento e na reproducgédo desses peixes.

Outro dado interessante foi encontrado no trabalho de KLEEMANN et al. (2011), que
verificaram os efeitos da substituicdo do farelo de soja pelo farelo de algodéo pela tilapia-do
Nilo, observaram uma baixa presenca degossipol total no figado, auséncia de gossipollivre e
com relacdo as analises macroscépicas no figado, ndo foram observadas alteracGes na forma,
cor e consisténcia do érgdo. Esses achados também corroboram com otrabalho de CAl et al.
(2011), que ndo observaram nenhuma alteracdo histoldgica (tamanho das células hepaticas e
nacleos), quando Carassiusauratusgibelio e Cyprinuscarpioforam alimentados com farelo de
algodéo e gossipol livre.

EL-SAIDY e GABER(2004), trabalhando com o uso do farelo de algodéo
suplementado com ferro para a desintoxicacdo do gossipol pela tilapia-do-Nilo, observaram
que os indice gonadossomatico dos machos ndo foi influenciado por dietas com ou sem

suplementacdo de ferro, enquanto que para as fémeas teve diferenca significativa em relacdo as
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dietas suplementadas com ferro, observando menores valores de indice com a substituicdo de
100% do farelo de peixe pelo farelo de algodao sem ferro.

Contrastando com os efeitos negativos do gossipol na reproducéo, LEE et al. (2006)
trabalhando a longo prazo com a substitui¢do da farinha de peixe pela farinha de algodao no
desempenho reprodutivo da truta arco-iris, observaram que a densidade espermatica,
motilidade espermatica, sobrevivéncia do embrido em fase de observacdo ,hormonios
esterdides sexuais no plasma dos machos e o peso total de ovos e hormonios esterdides
sexuais no plasma das fémeas, no terceiro ano do presente estudo, ndo foram
significativamente afetados pela farinha de algodéo.

Em um estudo realizado com Cyprinuscarpio, WANG et al. (2015), analisando os
efeitos dos niveis de farelo de algoddo contendo gossipol no figado e sobre a histologia das
gbnadas, relataram que o figado apresentou retracdo de hepatocitos e aumento no nimero de
células hepéticas de menor tamanho, no entanto ndo foram observados evidéncias de danos
estruturais. Com relacdo a histologia das génadas, o grupo com maior quantidade de incluséo
(54%) de farelo de algoddo, apresentou um aumento na quantidadede espermatdcitos
primarios no testiculo e uma diminui¢do na proporc¢do de espermatozoéides, contudo nao foram
observados danos estruturais, porém segundo os autores, o gossipol pode interferir na
espermatogénese.

Outros estudos também relataram os efeitos que o gossipol pode provocar quando se
trata especificamente de peixes.SALARO et al. (1999a), trabalhando com o desempenho e
espermatogénese de alevinos de tilapia alimentados com farelo de algodao verificaram que as
analises histoldgicas das gbnadas dos machos demonstraram uma influéncia do gossipol sobre
a atividade testicular comprometendo o desempenho reprodutivo dos peixes. No trabalho
sobre o efeito da inclusdo do farelo e da farinha de semente de algoddo para reprodutores de
tilapia SALARO et al. (1999b) observaram, por meio de analises histologicas das gonadas do
machos, que houve de uma forma acentuada, a acdo do gossipol no processo da atividade
testicular, em que se observou um aumento do tecido intersticial, 0 que segundo 0s mesmos
autores, € uma caracteristica de alteragdo provocada pelo gossipol.

Outras evidéncias também foram relatadas por EVANS et al. (2010), que analisando
as mudancas histoldgicas de alguns orgdos do Icaluruspunctatus alimentado com dietas

contendo niveis crescentes de gossipol (até 1500mg/kg™) observaram que os peixes alimentados com

0s maiores niveis de gossipol apresentaram partes do figado com o0s seguintes aspectos: necrose
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coagulativa multifocal ou difusa; necrose difusa grave caracterizada por vacuolizagdo
hepatocelular e presenca de pigmentacao no figado.

Com base nos trabalhos concernentes ao uso de gossipol na alimentagdo animal,
verifica-se que grande parte dos estudos, mostram um efeito negativo do gossipol na
reproducdo e alteracdes histoldgicas em determinados 6rgdos, no entantoalguns trabalhos
relatam que dependendo do nivel de gossipol presente na alimentacdo e a espécie estuda,esse
fator antinutricional pode ser tolerado,por algumas espécies de peixes.

Sendo assim este trabalho objetivou verificar se a inclusdo do caroco de algod&o in
natura, alteraria na digestibilidade e na histologia de figado e no testiculo da tilapia-do -Nilo.

O primeiro capitulo intitulado “Digestibilidade aparente de dietas contendo caroco de
algodéo pela tilapia -do —Nilo, teve por objetivo, avaliar os efeitos da inclusdo de caroco de
algoddo sobre os coeficientes de digestibilidade aparente (CDAS) da energia e nutrientes da
dieta pela tilapia-do-Nilo.

O segundo capitulo intitulado “Efeito da dieta contendo carog¢o de algoddo sobre a
histologia de figado e testiculo pela tilapia-do-Nilo”, teve por objetivo verificar se os niveis de
inclusdo de caroco de algodao na dieta afetou a histologia do testiculo e figado. Ambos 0s

capitulos estdo de acordo com as normas da revista Boletim do Instituto de Pesca.
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7.0 Objetivos

7.1 Objetivo geral
e Avaliar a inclusdo de caroco de algoddo em dietas para tilapia — do Nilo.
7.2 Objetivos especificos

e Verificar se as dietas contendo carogo de algodao influenciara na digestibilidade de
nutrientes pela tilapia-do-Nilo;
e Auvaliar por meio de analises histologicas, possiveis alteracdes histopatolégicas no

figado e testiculo da tilapia alimentada com niveis de caroco de algoddo nas dietas;
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8.0 CAPITULO 2. DIGESTIBILIDADE APARENTE DE DIETAS
CONTENDO CAROCO DE ALGODAO PELA TILAPIA DO NILO

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da inclusao de carogo de algodao sobre
os coeficientes de digestibilidade aparente (CDAs) dos nutrientes e energia em dietas para
tildpia-do-Nilo. Foram utilizados 144 juvenis de tildpia com peso médio de 179,42 + 23,45g,
distribuidos em delineamento de blocos casualisados. Foram elaboradas dietas a fim de
conter diferentes niveis de inclusdo de caroco de algodao (0; 1,5; 3,0 e 4,5%), ofertadas cinco
vezes ao dia em horarios pré-determinados. Os coeficientes de digestibilidade aparente
foram determinados empregando o método indireto utilizando 6xido de crémio como
marcador inerte (0,1%). As médias foram submetidas a andlise de varidncia (ANOVA). Nao
houve variacdo entre os blocos (p>0,05). Os CDAs da matéria seca, proteina bruta, proteina
digestivel, energia bruta e energia digestivel das dietas ndo foram influenciados (p>0,05).
Dietas contendo caroco de algodao em niveis de inclusao de até 4,5% ndo determinam efeitos
no aproveitamento dos nutrientes e energia da dieta fornecida para atildpia-do-Nilo.

Palavras-chave: aquicultura; ingredientes alternativos; nutricao; Oreochromisniloticus

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of inclusion of cottonseed on the apparent
digestibility coefficients (ADCs) of nutrients and energy in diets for Nile tilapia. They were
used 144 juveniles of the tilapia with an average weight of the 179.42 + 23, 45 g, distributed
randomly in blocks design. The diets were elaborated to contain different levels of inclusion
of cottonseed (0; 1.5; 3.0 and 4.5%), offered five times a day at predetermined times. The
apparent digestibility coefficients were determined using the indirect method using
chromium oxide as inert marker (0.1%). The averages were subjected to analysis of variance
(ANOVA). There was no variance between the blocks (p > 0.05). The ADCs of dry matter,
crude protein, digestible protein, raw energy and digestible energy of diets were not
influenced (p > 0.05). Diets containing cottonseed in levels of inclusion of up to 4.5% no
determine effects in the exploitation of the nutrients and energy of the diet provided for Nile
tilapia.

Key words: aquaculture; alternative ingredients; nutrition; Oreochromisniloticus
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9.0 INTRODUCAO

A tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus) é uma espécie exética comercialmente
cultivada na piscicultura, possui caracteristicas que se destacam de outras espécies, tais
como: diversidade de producdo em regimes e sistemas extensivos; semi-intensivos;
intensivos e superintensivo, (ZIMMERMAN e FITZSIMMONS, 2004) aceitabilidade de
grande variedade de alimentos tanto de origem animal, quanto vegetal, resisténcia a baixos
teores de oxigénio dissolvido, (TAKISHITA et al., 2009), entre outros.

Em se tratando de nutricdo e alimentacdo animal, observa-se um crescimento
concernente ao uso de ingredientes de origem vegetal na elaboracdo de dietas para peixes,
podendo destacar o algodoeiro (Gossypiumspp) para producao de fibras, 6leo, torta, farinha e
como subproduto de grande importancia, o farelo de algoddo que vem se destacando como
sucedaneo do farelo de soja na alimentacdo de peixes tropicais (SALARO, 1999; GADELHA
et al., 2011).

No entanto,a maioria dos ingredientes de origem vegetal possuem algum tipo de
limitacdo de uso, como fatores antinutricionais, baixos niveis de aminodcidos essenciais
(TYSKA et al,, 2013), que podem interferir na digestibilidade, absorcdo e utilizacdo de
nutrientes (GRIFFITHS et al.,1998; BENEVIDES et al., 2011) e também prejudicar o
desempenho zootécnico e reprodutivo das espécies de peixes.

Um dos fatores antinutricionais encontrados em subprodutos do algodao é o gossipol,
um pigmento fenodlico de coloracdo amarelada, produzido pelas glandulas de pigmento
encontradas nas raizes, partes aéreas e sementes de algoddo (SOTO-BLANCO, 2008;
GADELHA et al., 2011).0 gossipol pode apresentar na sua forma livre ou total, sendo que o
gossipol livre é o encontrado no carogo de algoddo, tornando-o mais téxico que o total, que o
encontrado nos subprodutos do carogo (farelo e torta) (MARTIN,1990).

Com relacao ao uso de ragdes contendo gossipol para a alimentagdo animal, observa-se
uma limitacdo no uso de ragdes para nao-ruminantes como suinos e aves, este fato estd
ligado diretamente com a interferéncias na reprodugdo, contudo, para algumas espécies de
peixes, o gossipol é tolerado dependendo do nivel que se encontra (CHENG e HARDY,
2002).

Em se tratando de trabalhos que envolvam digestibilidade de nutrientes em dietas
contendo substitui¢do ou inclusdo in natura de carogo de algodao para peixes, verifica-se que

os trabalhos utilizam como subproduto do algoddo o farelo e ndo o carogo in natura, pois a
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presenca do gossipol livre representa uma toxidade maior no caroco.Neste caso, hd uma
evidente falta de informacdes relativas a inclusao in natura do carogo de algoddo em dietas
para peixes.

Porém alguns trabalhos relatam a influéncia de gossipol sobre a digestibilidade de
nutrientes em dietas contendo subproduto do caroco de algodao (farelo) para peixes, sendo
que a maioria dos resultados demostram influéncia sobre alguns CDAs das dietas contendo
gossipol (YUE e ZHOU, 2008;EL-SAIDY e SAAD, 2011; HONG SUN et al., 2015, ANDERSON
et al.,2016).

Com base no exposto, a pesquisa teve por objetivo avaliar os efeitos de diferentes
niveis de inclusdo do caroco de algodao contendo gossipol sobre os coeficientes de

digestibilidade aparente da energia e nutrientes da dieta pela tilapia-do-Nilo.
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10.0MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Aquicultura do Grupo de Estudos de
Manejo na Aquicultura- GEMAgq, da Universidade Estatual do Oeste do Parana - Unioeste,
Campus de Toledo. Foram utilizados 144 juvenis de tildpias com peso médio de 179,42 + 23,45
g, distribuidos aleatoriamente em oito tanques de 500 L com fundo conico e sistema coletor
de fezes acoplado.

Para confeccdo das ragdes experimentais, empregou-se racao referéncia (Tabela 1) que
foi disponibilizada na forma farelada e serviu de base para elaboracio das demais dietas. A
mistura, foi incorporado o carogo de algodao, sendo moido integro (casca e linter) na ragdo
referéncia, ndo foi realizada a substituicdo de caroco a um determinado ingrediente. Apés a
moagem dos ingredientes no moinho tipo martelo com peneira de 0,9 mm de didmetro, as
ragdes foram umedecidas (23%) e submetidas ao processo de extrusao (ExtrusoraEX-MicroR).
Todas as ragdes foram marcadas com 0,1% de 6xido de cromio III (Cr20s) seguindo-se as
metodologias proposta pelo NRC (2011) para a determinacdo dos coeficientes de
digestibilidade. Posteriormente as ra¢des foram secas em estufa com ventilacao forcada por

12ha55°C.
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Tabela 1: Composicao percentual e nutricional da dieta basal.

Ingredientes (%) (%)
Farelo de soja 11,84
Farinha de carne 2,50
Farinha de visceras 17,50
Farinha de penas 8,00
Farelo de trigo 20,00
Milho 36,85
Oleo de soja 1,01
L-lisina 0,76

DL-metionina 0,30

L-treonina 0,21
Cloreto de colina 0,17
Vitamina C! 0,04
Premix mineral e vitaminico? 0,5
Sal 0,30
Banox3 0,006
Composicao analisada (% da matéria seca)

Matéria seca 96,77
Proteina bruta 32,04
Extrato etério 4,73
Energia bruta (kcal kg) 4811,28
Matéria mineral 8,18

Vitamina C Rovimix® Stay-35, DSM NutritionalProducts, Suiga.

2Vitamina A retinil acetato/retinil 10.000.000 UI/Kg; vitamina D3 colicalciferol 4.000.00 Ul/Kg;
vitamina E adsobato 150.000mg/Kg; vitamina K3 menadiona nicotinamida bisulfito 100.00 mg/Kg; Bl
tiamina 25.00 mg/Kg; B2 riboflabina spray dry 25.000; B6 piridoxina 25.00 mg/Kg; B12
cianocolalamina 30.000 mg/Kg; niacina 4acido nicético 100.00 mg/Kg; acido pantoténico d-
pantotenato de célcio 50.000 mg/Kg; acido félico acido félico spray dry 6.000 mg/Kg; biotina biotina
spray dry 1.000 mg/Kg; inusitol 200.000 mg/Kg; Ferro sulfato 100.00 mg/Kg; iodo iodato de célcio
800 mg/Kg; manganés sulfato 30.000 mg/Kg; zinco sulfato 140.000 mg/Kg; selénio seletino de sédio
800 mg/Kg; cobre sulfato 18.000 mg/Kg; cobalto sulfato 200 mg/Kg; antioxidante etoxiquin 124.000
mg/Kg; antiftingico sorbato de potassio 450.00 mg/Kg.

3 Antioxidante

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, foram realizados dois blocos em
relagdo ao tempo com duracgdo de 30 dias cada, estes compostos por quatro tratamentos e
duas repeticdes em cada bloco. Os tratamentos foram constituidos pela inclusdao de: 0%
(referéncia); 1,5%; 3,0% e 4,5% de caroco de algoddo in natura na ragdo comercial (SALARO et
al.;1999).

Os animais foram alimentados cinco vezes ao dia (08:00; 11:00; 14:00; 16:00 e as 17:00). Os
parametrosfisicos e quimicos da dgua: pH (7,26 £ 0,12); amonia (0,003 mg L) e oxigénio

dissolvido (5,08 + 0,78) foram mensurados semanalmente, enquantoque a temperatura (26,00
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t 0,81 °C) foi monitorada diariamente pelamanha e a tarde e permaneceram dentro dos
limites aceitéveis ao cultivo de peixes tropicais (BOYD, 1990; SIPAUBA-TAVARES, 1995).
Duas vezes ao dia foi realizada a limpeza dos tanques com renovacdo de 50% da agua
para a remogao dos metabdlitos suspensos. As fezes foram coletadas diariamente no inicio
da manha e, as mesmas acondicionadas em recipientes plasticos e mantidas sob refrigeracao.
Apbs o término das coletas, as mesmas foram desidratadas em estufa de ventilagao forcada a
temperatura de 55°C, durante 72 horas; depois retiradas as escamas, peneiradas e trituradas,
posteriormente encaminhadas para anélises fisico-quimicas. As andlises fisico-quimicas
foram realizadas no Laboratério de Qualidade de Alimentos (LQA) do GEMAq/UNIOESTE.
Analisou-se a composigdo centesimal das dietas (MS- matéria seca; PB- proteina bruta; EE-
extrato etéreo; EB- energia bruta e MM-matéria mineral), das fezes (MS; PB e EB) e do caroco
de algodao: (MS; PB; EE; EB; MM e FB-fibra bruta), seguindo-se as metodologias descritas na
AOAC (2000). O teor de oxido de cromio III (Cr.Os;) das ragdes e fezes foi realizado
empregando-se o método proposto por BREMER NETO et al. (2005). A energia bruta foi
determinada em bomba calorimétrica (C200, IKA, Staufen, Alemanha).A concentracdao de
gossipol livre no caroco de algoddo foi determinada pelo laboratério CBO analises
laboratoriais localizado em Campinas- Sao Paulo.
Os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta e seus respectivos valores

digestiveis foram determinados de acordo com o NRC (2011), (Equagdes de 1 a 2):

1) CDA=100 x [1-(Ia/1]

Em que: CDA1p = coeficiente de digestibilidade aparente total das dietas referéncia e testes

(%); Ia = porcentagem do indicador na dieta; It = porcentagem do indicador nas fezes.

2) CDAND=100 x [1-(Ia/If) x (N¢/Naq)]

Em que: CDANp = coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes ou energia nas
dietas referéncia e testes (%); Is = porcentagem do indicador na dieta; It = porcentagem do
indicador nas fezes; Nf = porcentagem do nutriente ou energia (kcal kg?) nas fezes; Ng =

porcentagem do nutriente ou energia (kcal kg1) na dieta.
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Os dados obtidos foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA). As analises

foram conduzidas empregando-se o software Statistic 7.0 (StatSoft, 2004).

11.0RESULTADOS

Os valores da composicao centesimal do caroco de algoddo e das dietas experimentais
demonstram que o carogo de algoddo possui um elevado valor de EE (extrato etéreo) e PB
(proteina bruta)em relagao a literatura pesquisada (Tabela 2).

O gossipol presente no caroco de algoddo representa o gossipol livre, ou seja, o que é
encontrado em sua forma mais téxica. Neste estudo ndo foi analisado o gossipol total e o

presente nas dietas, apenas verificou o gossipolin natura no carogo.

Tabela 2: Composicdo centesimal do carogo de algodao e dietas experimentais (base seca)l

Dietas experimentais

Parametros Caroco de algodao  Controle 1,5%CA 3,0%CA 45%CA
MS (%) 91,90 96,77 96,65 95,77 96,73
(+0,29) (£0,17) (+0,26) (+1,25) (+0,61)
PB (%) 34,72 32,04 32,96 32,96 32,15
(£ 0,54) (£1,55) (£0,20) (£ 0,46) (£ 0,61)
EE (%) 28,6 4,73 5,97 6,08 6,02
(+ 0,20) (£0,16) (+0,07) (+0,14) (+0,07)
EB (kcal kg- 6138,88 4811,28 4945,83 5208,37 5052,63
1) (£49,50) (£217,26) (£ 150,60) (£ 59,95) (£30,82)
MM (%) 6,21 8,18 5,90 6,74 6,41
(£0,13) (£0,17) (£0,47) (£ 0,38) (£0,59)
FB (%) 14,09
(£0,33)
Gossipolliv 1.440,81(x 0,00)
re mg/kg

Valores sdo médias + desvio padrdo. MS= matéria seca; PB= proteina bruta; EE= extrato etéreo; EB=
energia buta; FB= fibra bruta; MM= matéria mineral. 1,5%CA = dieta com inclusao de 1,5% de caroco
de algodao; 3,0%CA = dieta com inclusdo de 3% de caroco de algoddo; 4,5%CA = dieta com 4,5% de
carogo de algodao.

Os CDAs da proteina bruta (PB); energia bruta (EB) e matéria seca (MS) e proteina
digestivel (PD), ndo apresentaram diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 3).
A dieta com 4,5% de inclusdo de caroco de algodao determinou valores semelhantes ao verificado

para as demais dietas. Com relacao a energia digestivel (ED), nao observou-se efeito

significativo (P>0,05) com a inclusao crescente de caroco de algodao nas dietas (Tabela 3).
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Tabela 3: Coeficientes de digestibilidade aparente e valores digestiveis da energia e nutrientes (base
seca) das dietas experimentais com e sem inclusao de carogo de algodao pela tildpia-do-Nilo?.

CDA (%)
Dietas
PB EB MS PD (%) ED (kcal/kg)
Referéncia 84,47 73,48 74,80 27,59 2981,53
(£2,88) (£5,02) (+4,01) (£0,94) (£203,74)
1,5%CA 82,81 71,45 70,89 27,43 3132,63
(£3,15) (£4,34) (+4,60) (£1,04) (£190,38)
3,0%CA 83,18 72,32 72,71 27,42 3055,66
(£3,64) (£4,58) (£4,75) (£1,20) (£193,65)
4,5%CA 83,08 70,25 70,47 26,79 3047,26
(+4,15) (£6,07) (£5,77) (£1,34) (£263,43)

Valores sdo médias + desvio padrao. CDA = Coeficiente de digestibilidade aparente; PB=proteina
bruta; EB= energia bruta; MS= matéria seca; PD= proteina digestivel; ED= energia digestivel;
Referéncia= dieta controle sem inclusdo de caroco de algoddo; 1,5%CA= dieta com inclusdo de 1,5% de
carogo de algodao; 3,0%CA= dieta com inclusdo de 3% de caroco de algoddo; 4,5%CA= dieta com
inclusao de 4,5% de carogo de algodao.

12.0DISCUSSAO

A composigdo centesimal do caroco de algoddo apresentou valores de MS semelhantes
aos encontrados por GOES et al.(2011); VALADARES FILHO et al. (2006); MELO et al.(2006);
e PAULINO et al. (2002). Entretanto para EE; PB e MM, as médias foram superiores aos
encontrados pelos autores supracitados e por CARDOSO (1998), e reduzidos quando refere-
se a FB.

A diferenca entre a composicao centesimal do caroco de algoddo pode estar
relacionada a presenga ou auséncia do linter (neste trabalho utilizou-se com linter), que é
uma é uma fibra celulésica que fica aderida no caroco de algodao(FERNANDES et al., 2002),
além do genétipo da planta e clima da regido, que sdo fatores que influenciam no teor de
6leo presente na matéria- prima e nos niveis de gossipol (OLIVEIRA et al.,2013).

Em se tratando de trabalhos na area de digestibilidade com o uso de carogo de algodao

para a alimentagao de animais, observa-se que o carogo in natura é muito utilizado diretamente
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em dietas para ruminantes, esse fato estd relacionado com a capacidade que os mesmos tem
de degradar o gossipol devido a detoxificagdoruminal, diferentemente dos peixes
(monogéstricos) (BARBOSA e GATTAS, 2004).

O valor encontrado degossipol livre presente no carogo in naturarevelou em
1.440,81mg/kg (14%), sendo que o valor na racdo nao foi analisado. Quando se trabalha com
o gossipol na dieta, é interessante notar que existem fatores que irdo interferir na quantidade
de gossipol, podendo estar relacionados com o tipo de processamento do subproduto do
algoddo, temperatura, a elaboracdo da racdo, ja que ragdes extrusadas possibilitam
modificacdes das propriedades funcionais dos ingredientes de origem vegetal, além de
melhorar a digestibilidade da proteina e inativar vérios fatores antinutricionais, genétipo da
planta, adigdo de sais minerais e enzimas (CARDOSO et al.,2007; CHIBA, 2001; OLIVEIRA et
al.,2013; GADELHA et al., 2011; BOOTH et al.,2002).

O CDA da PB; EB e MS entre os tratamentos, ndo apresentou diferenca significativa
(P>0,05) com a inclusdao de niveis de caroco de algoddo na dieta. Por outro lado, estudos
realizados com a substituicdo parcial do farelo de soja pelo farelo de algodao(0; 25; 50% ; 75 e
100) contendo niveis de gossipol livre (mg/kg! ) (0; 11.42; 22,85; 34,27 e 45,6 ) na dieta para
Oreochromisniloticus(EL-SAIDY e SAAD,2011) e a substituicao de niveis de farinha de peixe
por farelo fermentado de algodao (0; 8; 16 e 24) com a presenca de gossipollivre (mg/kg?) (0;
25; 44 e 64) para Acanthopagrusschlegelii HONG SUN et al.,2015), demostraram que o CDA da
MS diferenciou significativamente com o aumento de inclusdo de farelo de algodao,
representando um valor maior para a dieta sem inclusao de farelos, o que também foi
observado no trabalho YUE e ZHOU (2008), trabalhando com Oreochromisniloticus e
Oreochromis aureus verificaram que o coeficiente da matéria seca da dieta diminui
significativamente com o aumento da substituicdo e com os niveis de gossipol.

As diferencas entre os CDA dos trabalhos utilizados para a comparagdo do presente
estudo, podem ser atribuidas a diversos fatores, porém neste trabalho observa-se que os
niveis de inclusdo de carogo de algoddo foram relativamente baixos e o fato de utilizar
diretamente a inclusdo do caroco na dieta, também influenciou nos valores.

Outro fator importante é a obtencao do farelo de algodao para alimentacdo animal,
esse subproduto do algodado passa por um processamento que pode ser fisico ou quimico,
diferenciando da inclusdo de carogo na dieta, esse fato pode ter influenciado nos resultados

da digestibilidade comparando com os autores supracitados.
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O coeficiente de digestibilidade da proteina bruta (PB), foi semelhante (P>0,05) entre os
niveis de inclusdo de carogo de algoddo. Resultados diferentes foram observados por EL-
SAIDY e SAAD (2011)e HONG SUN et al. (2015) que trabalharam com espécies distintas e
niveis de inclusdo de farelo superiores a este trabalho e verificaram que conforme
aumentava-se os niveis de inclusao de farelo de algodao, o CDA da proteina bruta diminuia,
o que segundo HONG SUN et al. (2015), ajuda a explicar em seu trabalho, a reducdo do
crescimento e eficiéncia alimentar quando altos niveis dietéticos de farelo de algodao foram
incluidos nas rac¢oes.

ANDERSON et al.(2016), analisando subprodutos de algodao (farelo de algodao) com
presenca de glandulas de gossipol, sem glandulas e farelo com baixo teor de gossipol,
utilizando a técnica de extragdo de solvente, constaram que farelos com niveis de gossipol de
1,195% (com a presenca de glandula de gossipol) afetou na digestibilidade da proteina bruta
em relacdo a ragdes contendo teores inferiores (0,034% e 0,023%) para a espécie
Centropristisstriata.

Diferentemente do que a maioria dos trabalhos relatam com relagdo ao gossipol
presente nos subprodutos do algoddo para a alimentacdo de peixes, COOK et al. (2016)
trabalhando com avaliacdo de vérios produtos de semente de algoddo sobre o desempenho
do crescimento e digestibilidade em Trachinotuscarolinus, verificaram que dietas que
continham um nivel maior de gossipol (2,0g/kg de gossipol livre) apresentaram um
coeficiente de digestibilidade de proteina bruta maior do que a dieta que apresentava
0,08g/de gossipol, segundo o mesmo autor, a razdo para este fendmeno ainda nao é clara,
mas pode estar relacionada com os processos de extracdo de gossipol utilizado.

Corroborando com os dados referentes aos estudos com farelo de algodao, LEE et al.
(2006), analisaram os efeitos da dieta contendo niveis de substituicdo de farinha de peixe por
farelo de algodao (0; 25; 50; 75; e 100) no desempenho e performance reprodutiva de truta
arco-iris em um estudo de trés anos, observaram que o CDA da proteina bruta diminuia
gradativamente com o aumento da substitui¢do do farelo de algodao.

Outra evidéncia importante em relacdo ao uso de subprodutos do algodao foi
verificado no trabalho de CHENG e HARDY (2002), que analisaram o coeficiente de
digestibilidade aparente e o valor nutricional do farelo de algodao de quatro regides
diferentes dos Estados Unidos para a espécie Oncorhynchusmykiss,, segundo os autores, o
coeficiente de digestibilidade da proteina bruta de uma determinada regido dos Estados Unidos

por ter niveis baixos de gossipol, apresentou valor de proteina bruta maior, em comparagdo com



45

outros farelos de diversas regidoes dos Estados Unidos, o que demonstra que o gossipol pode
influenciar na disgestibilidade dos nutrientes.

A partir dessas informacdes, observa-se que o niveis de inclusdo de caroco de algodao
ndo interferiram significativamente no coeficiente de digestibilidade aparente da PB; MS e
EB, esse fato pode estar relacionado com os niveis baixos de inclusdo do caroco de algodao, a
matéria-prima utilizada (neste trabalho foi o caroco in natura), espécie estudada além da
regido que foi utilizada a matéria-prima. Todos esses conjuntos de fatores podem interferir

no coeficiente de digestibilidade dos ingredientes utilizados pela tildpia-do-Nilo.
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13.0 CONCLUSOES

Dietas contendo caroco de algoddao em niveis de inclusdo de até 4,5% (14%) nao
determinam efeitos sobre o aproveitamento dos nutrientes e energia da dieta pela tilapia-do-
Nilo. Assim, estudos adicionais sdo necessarios para investigar os efeitos de altos niveis de

inclusdo de caroco de algodao nos pardmetros zootécnicos pela tilapia.
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150 CAPITULO 3. EFEITO DA DIETA CONTENDO CAROCO DE ALGODAO
SOBRE A HISTOLOGIA DE FIGADOS E TESTICULOS PELA TILAPIA DO
NILO?

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito de inclusao do caroco de algodao sobre a
morfologia dos testiculos da tilapia. Foram utilizados 320 reprodutores com peso médio de
316,12g, distribuidos em delineamento inteiramente casualisado. Foram elaboradas dietas a
fim de conter diferentes niveis de inclusao de caroco de algodao (0; 1,5;3,0 e 4,5%), as dietas
foram ofertadas duas vezes ao dia em horarios pré-determinados. As alteragdes histolégicas
dos figados foram avaliadas qualitativamente utilizando o indice de BERNET, e a
caracterizacao testicular foi analisada descritivamente utilizando a terminologia padronizada
para descrever o desenvolvimento reprodutivo de peixes, para os indices
gonadossométicos(IGS) e hepatossomaéticos (IHS) e gordura visceral (GV) foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) bifatorial. Nao houve diferenca (p>0,05) entre os indices
analisados e também nado foram observadas diferencas na histologia dos testiculos, porém
observou-se na histologia dos figados, alteragcdes conforme a inclusdo de caroco de algodao
nas dietas. Dietas contendo caroco de algodao em niveis de inclusdo de até 4,5% nao
determinam efeitos na espermatogénese de reprodutores de tildpia-do-Nilo.

Palavras-chave: Oreochromisniloticus; ingredientes alternativos; aquicultura.

Abstract

This research aimed to evaluate to analyze the effect of inclusion of cottonseed on tilapia testicular
morphology. Were used 320 broodstock with average weight of 316, 12 g, distributed in completely
randomized design. Diets were elaborated in order to contain different levels of inclusion of
cottonseed (0; 1.5; 3.0 and 4.5%) diets were offered twice a day at predetermined times. Histological
changes of the livers were evaluated qualitatively using the index of BERNET, and testicular
characterization was analyzed descriptively using standardized terminology to describe the
reproductive development of fish, to the indexes gonadossomatic (GSI) and hepatossomatic (IHS) and
visceral fat (VF) were submitted to analysis of variance (ANOVA) bifatorial. There was no difference
(p > 0.05) between the analyzed indices and also no differences were found in histology of the testis,
however it was observed on histology of liver, changes as the inclusion of cottonseed in diets.
Cottonseed in diets containing levels of inclusion of up to 4.5% does not determine effects on
testicular morphology of broodstock of Nile tilapia.

Key words:Oreochromisniloticus; alternative ingredients; aquaculture.
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16.0INTRODUCAO

Dentre as espécies exoticas comercialmente cultivadas na aquicultura, a tilapia-do-Nilo
(Oreochromisniloticus) vem apresentando um papel promissor na &rea da piscicultura,
podendo atribuir a diversos fatores, tais como: rdpida taxa de crescimento, adaptacdo a
diversas condigdes de criagdo, carne de boa qualidade (RIGHETTI et al., 2011), bom
desempenho zootécnico, facilidade de obtencdo de alevinos, entre outras (MEURER, 2003).

Concernente a criacdo de tilapias para o mercado consumidor, observa-se que a prética
de criagdo de populacdes de monossexo masculina é vantajosa, pois esta relacionado a taxas
de ganho em peso, conversao alimentar (que nos machos é maior), e se tratando de fémeas, a
precocidade sexual faz com que haja uma reproducdo descontrolada, promovendo nos
sistemas de criagdo a competicdo por alimento, oxigénio e espaco, o que prejudicaou reduz o
crescimento dos peixes e por consequéncia, uma reducdo na lucratividade(TOYAMA et
al.,2000),

Uma das formas de obtencdo de populagdes de monossexo masculina de tildpiamais
utilizada é incorporar hormoénios nas ragdes, estudos utilizando dosagem de 60 mg de 17 a-
metiltestoserona resultou em 98% de machos(MAINARDES-PINTO, 2000). No entanto sabe-
se que a inversdo, na maioria das vezes ndo é 100% garantida, esse fato pode produzir lotes
de peixes que contenham fémeas e consequentemente os efeitos, ndo sao desejaveis para os
produtores.

Com base neste contexto, alternativas naturais podem ser utilizadas a fim de maximizar a
producdo e reduzir a reproducdo dos peixes no ambiente de criacdo, assim o gossipol (um
pigmento produzido por glandulas que sdo encontradas distribuidas na planta do algodao e
também na semente) (SOTO-BLANCO,2008; GADELHA et al.2011)apresentam efeitos
relacionados a reprodugdo animal, tais como: redugdo na qualidade do sémen, interferéncia
no ciclo estral das fémeas, interrupcao do desenvolvimento embriondrio precoce, alteracoes
na morfologia e na morfometria dos testiculos em ruminantes (GADELHA et al., 2011;
SANTOS et al., 2013), além da diminuicdo da espermatogénese, observados em alevinos de
tildpia (SALARO et al., 1999a).

Esses efeitos considerados negativos pela presenca do gossipol para muitas espécies de

animais poderiam contribuir de forma positiva no processo de interferéncia da reproducao
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dos peixes, que no caso da tildpia, seria uma forma de diminuir a proliferacdo indesejada
durante processo de criacdo (SALARO ,1999Db).

Existem varios trabalhos que trazem informagdes a respeito de alteracdes provocadas
nos 6rgaos reprodutores (gonadas) e na histologia de outros 6rgdos de peixes, além de um
contraste de informacdes a respeito do efeito do gossipole das alteracées (SALARO et al.,
1999; GARCIA-ABIADO et al., 2004; EL-SAIDY e GABER, 2004; LEE et al., 2006; EVANS et al.,
2010; KLEEMANN et al., 2011; CAl et al., 2011; WANG et al., 2015;).

Com base no exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito de inclusdo do

caroco de algodao na morfologia dos figados e testiculos de tilapias.
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17.0MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado naUnidade de Producao de Alevinos (UPA) da Copacol,
na cidade de Nova Aurora- Parand, com duracdo de 60 dias, entre os meses de setembro a
novembro de 2015.

Foram utilizados 320 reprodutores de tilapia-do-Nilo (Oreochromisniloticus), linhagem
GIFT, provenientes da UPA com aproximadamente 9 meses de idade e peso médio de
316,12g+14,28, sendo utilizados 10 fémeas e 10 machos por hapa. Os reprodutores foram
alojados em 16 hapas de 1m3, representado cada hapa uma unidade experimental.

O delineamento foi inteiramente casualizado, sendo quatro tratamentos e quatro
repeticdes. As racdes foram disponibilizadas em parceria com a cooperativa agroindustrial e
o caroco de algodao utilizado na dieta foi proveniente de outra cooperativa, localizada em
Mato Grosso do Sul.

Os tratamentos foram divididos de acordo com o nivel de inclusdo de caroco
de algodao: 0% (referéncia); 1,5%; 3%; 4,5%. O carogo de algodao foi incluido na
massa homogeneizada e ndo em substituicdo a um determinado ingrediente, sendo
moido integro (casca e linter) na racdo referéncia(Tabela 1), que serviu como base
para elaboracdo das outras dietas. A moagem do caroco foi realizada em moinho do
tipo martelo com peneira de 0,9 mm de didmetro. Em seguida, as ra¢des foram
umedecidas (23%) e submetidas ao processo de extrusdo (ExtrusoraEX-MicroR),
posteriormente as ragdes foram secas em estufa com ventilacdo forcada por 12 h a
55°C. A concentracdo de gossipol livre no caroco de algodao foi determinada pelo
laboratério CBO analises laboratoriais localizado em Campinas- Sao Paulo, nao foi
analisado o gossipol livre e total nas dietas, apenas o gossipol livre no caroco de

algodao.
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Tabela 1: Composi¢do percentual e nutricional da dieta basal.

Ingredientes (%) (%)
Farelo de soja 11,84
Farinha de carne 2,50
Farinha de visceras 17,50
Farinha de penas 8,00
Farelo de trigo 20,00
Milho 36,85
Oleo de soja 1,01
L-lisina 0,76
DL-metionina 0,30
L-treonina 0,21
Cloreto de colina 0,17
Vitamina C! 0,04
Premix mineral e vitaaminico? 0,5
Sal 0,30
Banox3 0,006
Composicdo analisada (% da matéria seca)

Matéria seca 96,77
Proteina bruta 32,04
Extrato etério 4,73
Energia bruta (kcal kg) 4811,28
Matéria mineral 8,18
Gossipol livre (mg/kg) 1.440,81

Vitamina C Rovimix® Stay-35, DSM NutritionalProducts, Suica.

2Vitamina A retinil acetato/retinil 10.000.000 Ul/Kg; vitamina D3 colicalciferol 4.000.00 UI/Kg;
vitamina E adsobato 150.000mg/Kg; vitamina K3 menadiona nicotinamida bisulfito 100.00 mg/Kg; B1
tiamina 25.00 mg/Kg; B2 riboflabina spray dry 25.000; B6 piridoxina 25.00 mg/Kg; B12
cianocolalamina 30.000 mg/Kg; niacina 4acido nicético 100.00 mg/Kg; &acido pantoténico d-
pantotenato de calcio 50.000 mg/Kg; &cido félico 4cido félico spray dry 6.000 mg/Kg; biotina biotina
spray dry 1.000 mg/Kg; inusitol 200.000 mg/Kg; Ferro sulfato 100.00 mg/Kg; iodo iodato de célcio
800 mg/Kg; manganés sulfato 30.000 mg/Kg; zinco sulfato 140.000 mg/Kg; selénio seletino de sédio
800 mg/Kg; cobre sulfato 18.000 mg/Kg; cobalto sulfato 200 mg/Kg; antioxidante etoxiquin 124.000
mg/Kg; antifingico sorbato de potassio 450.00 mg/Kg.

3 Antioxidante

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (08:00 e as 17:00). Os parametros
fisicos e quimicos foram monitorados semanalmente utilizando uma sonda multiprobi YSI
oxigénio dissolvido (6,30 2,10 mg.L-1), temperatura (23,1+ 2,8 °C), pH (7,1£0,4). As variaveis
se mantiveram dentro das condi¢des de conforto para a espécie estudada (BOYD, 1990;
SIPAUBA-TAVARES, 1995).

Foram realizadas trés coletas utilizando cinco machos em cada tratamento (inicial, 30
e 60 dias). Os peixes foram coletados no UPA e os procedimentos de retiradas das gonadas e

figados foramrealizadas apds 24 horas de jejum, respeitando as normas para uso de animais,
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sendo que os mesmos foram retirados das hapas e insensibilizados em benzocaina(250 mg L-
1) e logo em seguida esviscerados e pesadas as gonadas, figado e gordura, utilizando uma
balanca de precisdao.O processamento do material e as andlises histolégicas foram realizadas
no laboratério de Apoio Técnico da UNIOESTE- Universidade Estadual do Oeste do Parana-
Campus Toledo.

Ap6s a pesagem das gonadas e figados as amostras foram fixadas em solucdo de
ALFAC(4lcool, formaldeido e acido acético) por um periodo de 16 horas e depois
transferidas para o alcool 70%. Posteriormente desidratadas em séries crescentes (70%,80%,
90% e 100%) de etanol, diafanizadas em xilol e em seguida incluidas em parafina para logo
depois serem submetidas a cortes com espessura de 7um sendo realizadas em um micrétomo
manual rotativo. Apés esse processo as laminas foram coradas pela técnica de Hematoxilina-
Eosina (HE) e analisadas em microscépio de luz NIKON Eclipse-50 e documentados em
camera digital acoplada.

Para a determinacdo dos indices gonadossométicos(IGS) e hepatossomaticos (IHS) e
gordura visceral (GV) utilizou-se as seguintes férmulas: (IGS) = [(peso das gonadas* 100) /
peso do peixe]; (IHS) = [(peso do figado * 100) / peso do peixe]; (GV) = [(peso da gordura *
100) / peso dopeixe].

As alteragdes histologicas dos figadosforam avaliadas qualitativamenteutilizando o
indice de BERNET (1999).Cada alteragdo foi avaliada utilizando uma pontuacao que variou
de 0 a 6 dependendo do grau de alteragdo: 0 sem alteragdo; 2 pouca ocorréncia; 4 moderada
ocorréncia e 6 lesdo de ocorréncia grave.

Os estadios de maturacdo gonadal e os tipos de células germinativas presentes nas
gonadas foram analisados descritivamente utilizando a terminologia padronizada para
descrever o desenvolvimento reprodutivo de peixes proposta por BROWN-PETERSON
(2011).

Os dados dos indices gonadossomaticos(IGS) e hepatossomaticos (IHS) e gordura
visceral (GV) foram submetidos & andlise de varidncia (ANOVA) bifatorial, para verificagao
dos efeitos entre tratamentos, periodos de coleta e sua interagdo, ji para as andlises das
gonadas analisou-se apenas descritivamente os dados histolégicos. O indice de BERNET foi
submetido a estatistica ndo paramétrica. Todas as anélises foram realizadas com o auxilio do

software Statisca 7.1.
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18.0RESULTADOS

Ap6s o periodo de 60 dias de experimento, pode-se observar que os valores dos
indices: gonadossomatico(IGS) e hepatossomatico (IHS) e gordura visceral (GV) dos machos
de tilapia, ndo apresentaram diferencgas significativas (p>0,05) em relacdo aos tratamentos e o
periodo de coleta (Tabela 1). Observou-se que a quantidade de gossipol livre (1.440,81 mg kg-

1) presente no caroco de algoddo, ndo influenciou nos indices analisados.

Tabela 2: Valores dos indices gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS) e gordura visceral (GV)
dos machos de tildpia alimentados com niveis de inclusdo de carogo de algodao.

Parametros

Periodo de coleta Dietas GV (%) IGS (%) IHS (%)

(dias)

30 0% 2,59+1,14 0,97+0,53 2,46+0,44
1,5% 3,51+1,54 0,80+0,52 2,82+0,22
3,0% 2,82+1,34 0,71+050 2,73+0,34
4,5% 3,75+1,35 0,59+0,50 2,23+0,36

60 0% 2,86%1,63 0,79+0,47 2,46+0,39
1,5% 4,51+1,36 0,54+0,34 2,67+0,41
3,0% 3,13+1,35 0,66+0,50 3,0310,36
4,5% 3,32+0,40 1,13+0,51 2,89+0,60

Probabilidade

Dieta 0,06 0,57 0,21

Periodo coleta 0,44 0,95 0,20

Dieta x Periodo coleta 0,61 0,23 0,28

Dietas CA= caroco de algoddo, (GV)=gordura visceral; (IGS)= indices gonadossomatico e (IHS)=
hepatossomético.

A avaliagdo histolégica do figado por meio do indice de alteracdes hepéticas de
BERNET (1999) (Figura 1) revelou que os niveis de inclusdo de carogo de algoddo
influenciaram na estrutura celular do figado dos machos de tildpia, conforme aumento da
inclusdo de caroco de algodado,observou-seuma presenga maior principalmente de
vacuolizacao celular, deslocamento do ntcleo e concentracdes de melanomagrofagos (Figura
2).

Houve presenga de melanomacréfagos no figado do tratamento (controle) que nao
recebeu a inclusdo de carogo de algodao, apresentando essa caracteristica tanto aos 30 quanto
aos 60 dias de experimento, contudo a presenca de melanomacréfagos foi aumentando

conforme os niveis de carogo na ragao.
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Figura 1:indice de Bernet no figado de Oreochromisniloticus alimentadas com diferentes niveis de carogo de
algodao.

Figura 2: Corte histolégico do figado de machos de tilapia (HE,objetiva de 40x). Figura mostra setas finas
mostram vacuolizacdo de hepatécitos, seta ontilhada presenca de melanomacéfagos (trataemnto 4,5%). Letra B
seta pontilhada em vermelho mostra congestdo de sinusoide e setas vermelhas deslocamento de hepatdcitos.
Letra C mostra a prsenca de melanomacréfagos no tratamento controle.
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As analises histologicas dos testiculos da tildpia revelaram que os niveis de inclusao
de caroco de algoddo contendo gossipol, ndo influenciaram no estadio de maturacao
gonadal, entretanto todas as imagens mostram grandes quantidades de células das fases
iniciais (espermatogodnias e espermaétides) e pouca concentracdo de espermatozoides. Nao
foram observadas alteragbes estruturais nas células dos testiculos, nas cores e nem na textura

do mesmo. Observou-se predomindncia de vacuolizagdo no tratamento que ndo recebeu

inclusao de caroco de algodao (referéncia).

Figura 3: Corte histologico dos testiculos de tilapia (HE,objetiva de 40x). Figura A mostra o testiculo antes do
inicio da alimentacdo. Figura B, seta aponta a vacuolizagdo do testiculo do tratamento controle (sem inclusdo de
carogo). Figura C, seta mostrando uma vauolizacao no testiculo que recebeu maior nivel de inclusdo de
caroco na dieta.
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Na contagem de hepatocitos (Tabela 3), ndo apresentou diferenga significativa
(P>0,05) entre os tratamentos, porém foi observada diferenca (P<0,05) entre o periodo de
coleta, em que 60 dias o niimero de hepatdcitos foi maior em relagdo aos peixes coletados aos

30 dias.

Tabela 3. Valores médios do ntimero de hepatdcitos em tecido hepatico da tildpia-do-Nilo alimentada
com dietas contendo niveis de inclusdo de carogo de algodao.

N° de hepatdcitos por area*

Dietas (% inclusao caroco de algodao)

0 207,26 + 22,19
1,5 194,15 + 16,61
3,0 179,93 £ 22,76
4,5 195,99 + 14,34
Periodo de coleta (dias)

30 185,40 + 19,39b
60 201,96 +17,34a
Probabilidade

Dieta 0,13
Periodo coleta 0,03
Dieta x Periodo de coleta 0,74

Médias na coluna seguida por letras distintas diferem significativamente pelo teste F da analise de
variancia (P<0,05).
* Area ttil de contagem: 20914,7228um?.

19.0DISCUSSAO

Os indiceshepatossomatico (IHS), gonadossomatico (IGS) e a gordura visceral (GV),
sdo indices importantes que sdo analisados quando se trata de nutricdo e reproducdo de
peixes. Em relacdo ao indice gonadossomatico (IGS), neste trabalho ndo observou diferengas
significativa com os niveis de inclusdo de caroco de algodao na dieta. EL-SAIDY e
GABER(2004), trabalhando com a espécie Oreochromisniloticuscom o uso de farelo de algodao
contendo 0,145% de gossipol livre na dieta, observaram que dos machos ndo apresentaram

influéncia,0 que também foi descrito porDABROWSKI et al.,(2000) com a espécie
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(Oncorkynchusmykiss), ROBINSON e TIERSCH (1995) (Icaluruspuctatus), WANG et al, (2014)
(Cyprinuscarpio), em contrapartidaPHAM et al. (2007) trabalhando com a espécie
Paralichthysolivaceus verificaram uma diferenca significativano valor do indice gonadossomatico
entre o controle e a inclusdo de 40% de farelo de algodao.

Essas diferentes informacgdes encontradas pelos autores descritos e os resultados
destetrabalho, podem estar relacionadas a diversos fatores, tais como: a espécie estudada ,ja que
diferentes espécies tem capacidades variadas para tolerar distintos niveis de gossipol dietético
podendo absorver de 35% a 50% de gossipol (EL-SAIDY e SAAD 2011), a duragdo do tempo de
alimentagdo que os peixes foram submetidos, o tipo de ingrediente compostos nas dietas, visto
que o gossipol pode interagir com os componentes da dieta e reduzir a disponibilidade e
acumulacado no figado e outros 6rgaos (YLDIMIRIM et al., 2003; LIM e LEE et al., 2009; WANG et
al., 2014;), o processamento da ragdo, que neste trabalho foiextrusada, além do uso de
subprodutos do algoddo, que neste estudo utilizou-se o caroco de algoddo diferentemente dos
trabalhos comparados, que utilizaram em suas dietas o farelo de algodao.

Neste trabalho o indice hepatossomatico (IHS) também nao foi influenciado pelos niveis
de caroco de algoddo na dieta, sendo também observado no trabalho de EL-SAIDY e
GABER(2004),PHAM et al. (2007) e WANG et al, (2014)ao trabalharem com farelo de algodao,
segundo esses autorespode estar relacionado com a presenca de suplementacdo de lisina e ferro,
que pode ter contribuido para interferéncia no gossipol na dieta, j4 que dependendo do
ingrediente pode interferir na absorgao e retencdo de gossipol no peixe.

Em contrapartida com esses resultados SOUZA e HAYASHI (2004) avaliando o farelo de
algoddo para a alimentacao de alevinos de tilapia, constaram que o (IHS) aumentou linearmente
a medida que a incluia farelo de algodao na dieta contendo niveis de 0,0032% e 0,0043% de
gossipol, esse aumento também foi relatadopor YUE e ZHOU (2008) eEL-SAIDY e SAAD (2011),
ambos trabalhando com a espécie Oreochromisniloticus.Observa-se uma variacdo de resultados
entre os trabalhos, esses fato pode estar relacionado com a presenca de gossipol livre ou total,
além dos niveis na dieta.

Com relagdo a contagem de hepatdcitos presentes no figado, observou-se um
aumento na quantidade conforme o periodo de 60 dias. Os hepatocitos estdo relacionados
aos primeiros alvos de toxidade presente no figado, caracterizando-o como um o6rgao
biomarcador da poluigdo ambiental (ZELIKOFF, 1998).

Possivelmente o gossipol pode ser um fator atinutricional que se acumula ao longo do

tempo, por isso é necessério outros estudos que analisem a quantidade de gossipol no figado.
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Pra as analises microscopicas do figado, ndo foi mensurada a quantidade de gossipol
no mesmo, apenas observou-se caracteristicas histolégicas. Conforme aumentou-se a
inclusdo de caroco nas dietas, observou-se também uma presenca gradativa de
melanomacréfagos. E interessante notar que no tratamento controle (sem inclusao de carogo)
detectou-se também melanomacréfagos, todavia em menor quantidade. Essa caracteristica
pode estar relacionada com o estado nutricional dos peixes, presenca de condi¢des adversas
no meio ambiente (BOMBANATO et al., 2007), ndo estando apenas relacionada a um fator
especifico, que neste caso seria o gossipol.

Nao foram verificadas alteracbes nas cores e texturas do figado de tilapias
alimentadas com dietas contendo caroco de algoddo, resultados similares também foram
observados por LEE et al. (2002) (Oncorhynchusmykiss); KLEEMANNet al. (2011) com a
espécie (Oreochromisniloticus) e CAlet al. (2011) (Carassiusauratusgibelio e Cyprinuscarpio).
Porém, resultados contrastantes foram descritos SOUZA e HAYASHI (2004), que
observaram variagdo na coloragao do figado de tildpias, alterando da cor rosa para a amarela,
quando submetidas a inclusao de farelo de algoddo nas dietas.

Os figados apresentaram uma maior vacuolizacdo conforme a inclusao de caroco de
algoddo nas dietas, resultados similares foram observados por COOK et al. (2016)
trabalhando com avaliagdio de varios produtos de semente de algodao para
Trachinotuscarolinus. Os autores verificaram que ndo houve indicacdes de danos estruturais
nos figados, apenas observou-se vacuolizacdo em todos os tratamentos, mesmo sem farelo de
algodao, esse resultado segundo os mesmos autores, indica que a presenca do gossipol (0,06
a 2,0g/kg na dieta) ndo foi a causa da vacuolizagdo no figado. A presenga de vacuolizacdo
citoplasmatica pode estar relacionada a diversos fatores, podendo indicar regides com
provaveis concentragdes de lipideos, glicogénio, ou combinacdo de agentes téxicos como
lipidios intracitoplasmaticos (SANTOS et al.,2004).

Outra alteracdo descrita no figado de tildpia foi o deslocamento do ntcleo nos
hepatocitos, observou-se de uma forma mais acentuada conforme o aumento de carogo
nas dietas e com o periodo do experimento. Essa caracteristica pode ser um indicativo de
que a célula estd com a atividade metabdlica alterada, sendo que o aumento de volume
dos hepatdcitos provocou um deslocamento do ntcleo para a periferia da célula (GAYAO et

al., 2013).
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Na histologia dos testiculos de tilapias alimentadas com dietas contendo inclusao de
caroco de algoddo verificou-se que os niveis de caroco, ndo influenciaram nas estruturas
celulares dos testiculos analisados, podendo notar que tanto os grupo que receberam racao
controle quanto o com maior inclusdo de caroco (4,5%), apresentaram poucos
espermatozoides. No trabalho de SALARO et al. (1999) observaram que o tratamento 24F
(maior concentracdo farelo de algoddo) teve resultados semelhantes ao grupo sem incluséo,
porém constatou aumento de tecido intersticial, que segundo os mesmos autores, pode ser
uma caracteristica de presenca de gossipol, 0 que ndo ocorreu neste presente estudo com os
testiculos submetidos a maior inclusdo de carogo. Possivelmente os valores de inclusao
utilizados no presente trabalho ndo foram capazes de causar qualquer alteracdo estrutural
nos testiculos.

Com relacdo a espermatogdnia e espermatides, observa-se que independente dos
tratamentos houve uma predominéncia dessas células nos testiculos de tildpia. No trabalho
de WANG et al. (2014) a presenca de espermatogonia, espermatocitos e espermatozoides foi
observado nos grupos com menor concentragdo de gossipol na dieta (0% e 323,5mg/kg? de
gossipol livre). No entanto, o grupo com maior concentragao (647mg/kg?) de gossipol livre,
apresentou uma maior quantidade de espermatécitos primérios e uma menor proporgao de
espermatozoides, porém danos estruturais nao foram detectados.

A presenca de espermatogodnia e espermatidesestd relacionada com a fase de
desenvolvimento da espermatogénese. Pode-se inferir que neste trabalho o gossipol nao
influenciou na producao de espermatozoides, pois foi observado uma propor¢do pequena
em todos os tratamentos. Esse fato pode estar relacionado com os niveis de inclusdo de
caroco de algodao que foram baixos, além dos machos e as fémeas estarem condicionados
nas mesmas hapas, o que pode ter induzido a liberagao constante de espermatozoides.

Uma informacao interessante de se destacar neste trabalho foi o aparecimento de
vacuolizagdo no testiculo da tildpia que recebeu a dieta controle (sem inclusdo de carogo).
Essa caracteristica ndo é comum na literatura quando se trabalha com dietas contendo
gossipol, j& que os estudos comparados neste trabalho nado relataram presenca de
vacuolizacdo nos testictlos.

Assim, estudos adicionais sdo necessarios para investigar os efeitos de altos niveis de
inclusdo de carogo de algoddo nas dietas de tilapias, observando o desenvolvimento gonadal
em tempo maior. Em geral, o efeito do gossipol ndo influenciou no desempenho dos

testiculos de tilapia, em comparacdo com trabalhos envolvendo outros monogastricos.
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20.0CONCLUSAO

Com a inclusdo de até 4,5% de caroco de algoddo na dieta, observou-se maiores
indices de alteragdes histopatologicas, sem apresentar alteracoes histologicas no testiculo da

tilapia.
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