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MACHOS DE Rhamdia quelen ALIMENTADOS COM DIETA CONTENDO
GLICERINA BRUTA APRESENTAM MELHORA NA QUALIDADE SEMINAL
E ALTERACOES BIOQUIMICAS NO SANGUE

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inclusdo da glicerina bruta nas racoes
de reprodutores de jundid (Rhamdia quelen) sobre o crescimento, caracteristicas seminais
e espermaticas, parametros sanguineos e composicao centesimal de tecidos. Os animais
foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente casualizado,
composto por cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos
por racdes isoprotéicas e isoenergéticas contendo 30 % de proteina digestivel (PD) e
3.000 kcal de energia digestivel (ED).kg* de ragdo e cinco niveis de inclusdo de glicerina
bruta nas proporcdes de 0, 4, 8, 12 e 16 %. Apds 12 meses do inicio do experimento,
foram avaliados os parametros reprodutivos dos machos e a integridade do DNA de
espermatozoides pelo método ensaio cometa. Oito machos de cada unidade experimental
foram submetidos a coleta de sangue para quantificacdo dos niveis plasmaticos de célcio,
triglicerideos, glicose, proteinas totais, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina e colesterol total. Também foi avaliada a integridade
do DNA de eritrdcitos. Em seguida, todos os machos foram submetidos a eutanésia para
dissecacdo e mensuracdo individual dos pesos do figado, gbnadas e visceras para
avaliacdo dos parametros zootécnicos e avaliacdo da composicdo centesimal de 6rgdo e
tecidos. Houve aumento (p < 0,05) na concentracdo de espermatozoides nos animais
alimentados com rac@es contendo o maior nivel de glicerina bruta. Os demais parametros
seminais e espermaticos nao foram alterados (p > 0,05). Dentre os parametros sanguineos,
o colesterol total e a proteina total apresentaram maiores (p < 0,05) valores em animais
alimenados com rac¢Ges contendo 8 % de glicerina bruta, enquanto que o célcio diminuiu
(p < 0,05) nos animais alimentados com 16 %. O desempenho zootécnico ndo foi alterado
(p > 0,05). A matéria seca e cinzas do musculo e a proteina bruta nos testiculos
aumentaram (p < 0,05) nos animais alimentados com rag¢fes contendo as maiores
inclusdes de glicerina, enquanto que os teores de proteina bruta do masculo diminuiram
(p <0,05). Conclui-se que reprodutores de jundia alimentados com ra¢des contendo maior
nivel de inclusdo de glicerina bruta apresentaram alteracdes metabdlicas que levaram ao
aumento da deposicdo de proteina nos testiculos e ao aumento da concentracdo
espermatica, e que as ragdes ndo apresentaram efeito negativo sobre a satde dos animais.

Palavras-chave: célcio plasmatico, CASA,; criopreservacdo; espermatozoides;
espermatogénese; fragmentacdo de DNA,; proteina plasmatica.



MALES OF Rhamdia quelen FED WITH DIET CONTAINING CRUDE
GLYCERIN PRESENT IMPROVEMENT IN SEMINAL QUALITY AND
BIOCHEMICAL ALTERATIONS IN THE BLOOD
ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of the inclusion of crude glycerin
on the diet of jundia (Rhamdia quelen) on growth, seminal and spermatic characteristics,
blood parameters and tissue composition. The animals were distributed in completely
randomized experimental design, consisting of five treatments and four replications. The
treatments consisted of isoproteic and isoenergetic rations containing 30 % of digestible
protein (PD) and 3.000 kcal of digestible energy (ED).kg™ of ration and five levels of
inclusion of crude glycerin in the proportions of 0, 4, 8, 12 and 16 %. 12 months after the
beginning of the experiment, the reproductive parameters of the males were evaluated, as
well as the integrity of the sperm DNA by the comet assay method. Eight males from
each experimental unit were submitted to blood collection for quantification of levels of
calcium, triglycerides, plasma glucose, total proteins, aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase, alkaline phosphatase, total cholesterol erythrocyte DNA integrity.
Afterwards, all males were submitted to euthanasia for dissection and individual
measurement of weights of the liver, gonads and viscera to evaluate the zootechnical,
somatic parameters and analysis of organ and tissue centesimal composition. There was
an increase (p < 0,05) in the concentration of spermatozoa in the animals fed the rations
containing the highest level of crude glycerin. The other seminal and sperm parameters
were not influenced. Among the blood parameters, levels of total cholesterol, total protein
and calcium were influenced (p < 0,05), total cholesterol and total protein presented
higher values with 8 % inclusion of crude glycerin in the diet, whereas calcium decreased
with 16 % inclusion of crude glycerin. Zootechnical performance was not influenced. In
the evaluation of centesimal composition, there was influence (p < 0,05) on muscle dry
matter, muscle ashes and crude protein of the muscle, viscera and gonads. Dry matter and
muscle ashes, gross protein of the viscera and gonads increased the concentrations with
the addition of crude glycerin in the rations, whereas the crude protein concentration of
the muscle decreased with the presence of crude glycerin in the diets. Therefore, it is
recommended to use this by-product as a substitute for maize in the diet of jundia
breeders, since it does not present negative effects and still benefits their reproductive
performance.

Key words: plasma calcium; CASA,; cryopreservation; spermatozoa; spermatogenesis;
DNA fragmentation; plasma protein.
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Revisdo Bibliogréafica

Visdo geral da aquicultura atual

A demanda global de pescado vem aumentando consideravelmente a cada ano. Em
2016 a produgdo mundial, incluindo pesca e aquicultura, foi de 170,9 milhdes de toneladas.
As perspectivas sdo de crescimento de 17 % até o ano 2025, chegando a uma producao de
196 milhdes de toneladas, de acordo com a Organizacéo das Nacdes Unidas para Agricultura
e Alimentagéo (FAO, 2018). Dentre esse montante, a produgdo de pescados oriundos da
aquicultura foi de 80,031 milhdes de toneladas (FAO, 2018). A produgéo brasileira vem
crescendo ano a ano, chegando a 691.700 toneladas em 2017 (PEIXE BR, 2018).

O Brasil se destaca no cenario futuro da producdo aquicola, pois possui a maior
quantidade de &gua doce com potencial para aquicultura continental no mundo. Embora
possua a maior biodiversidade ictiofauna mundial, a piscicultura cresce principalmente pela
criacdo de espécies exdticas, em especial as carpas e tilapias (Borghetti et al., 2003).

As espécies nativas brasileiras sdo muito importantes para a piscicultura. Segundo
Andrade e Yasui (2003), o Brasil conta com mais de 50 espécies de peixes, entre exoticas e
nativas, que sdo reproduzidas e cultivadas. No entanto, nos dltimos anos, produtores
piscicolas nacionais atentaram-se, e houve interesse para o cultivo de espécies nativas de
siluriformes e algumas espécies carnivoras como as piraibas, jundias, pintados surubins e
pirarucus. Este grande interesse veio, juntamente, com as caracteristicas apresentadas por
estas espécies, como a carne branca, auséncia de espinhos intramusculares, aliadas a um
porte avantajado, e de sabor agradavel. Estas caracteristicas fazem estas espécies
despertarem grandes interesses, apesar de que a sua limitacdo produtiva, até 0 momento, é o
pacote tecnoldgico de reproducéo das espécies (Andrade; Yasui, 2003).

Levando em conta o alto custo que a alimentacéo representa, sendo a maior parcela
das despesas de producdo na piscicultura, existem obstaculos que dificultam sua expansao,
como a dependéncia de matéria prima para fabricacéo de ra¢fes pouco abundante, ou que
sobrecarregam o custo de producgédo. Assim, a cada dia, surge a necessidade de avaliar fontes

alternativas aquelas convencionalmente utilizadas.
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Reproducéo x nutri¢éo

Grande parte dos nutrientes ofertados na dieta de reprodutores e matrizes sdo
direcionados para o desenvolvimento das gdnadas, espermatozoides, ovdcitos e processo de
ovulacdo, o que torna fundamental que a nutricdo destes animais seja adequada (Mewes,
2015). Todas as espécies de peixes, no periodo reprodutivo, sofrem influéncia de fatores
externos, necessitando assim, de uma apropriada fonte de alimentacdo para sua
sobrevivéncia e desenvolvimento reprodutivo (Navarro et al., 2010).

Os reprodutores tém necessidade de suplementagdo com nutrientes de alta qualidade,
principalmente no inicio do desenvolvimento gonadal e no periodo da vitelogénese
(Izquierdo et al., 2001). Segundo Navarro et al. (2010), sinais de retardamento no
desenvolvimento gonadal, baixa eclodibilidade, diminuicdo na fertilizagdo e baixa
motilidade espermédtica sdo fatos que evidenciam a importancia da nutricdo no
desenvolvimento reprodutivo.

Estudos j& demonstraram a relacdo de aspectos reprodutivos com a nutricao.
Fontainhas-Fernandes et al. (1999) elucidaram a relacdo da nutricdo com a vitelogénese,
interferindo nos niveis de vitelogenina. Além disso, os niveis nutricionais impostos na dieta
também alteram a qualidade das proles (Ng; Romano, 2013). Para a espécie de peixe jundia
(Rhandia quelen), estudos tém mostrado que a nutri¢éo reflete no desenvolvimento gonadal,
na qualidade dos gametas e na prole (Parra et al., 2008; Diemer et al., 2014).

No entanto, para machos de peixes, as informacdes séo escassas. Segundo Tessaro et
al. (2012a), dieta contendo 30 % de proteina digestivel e 2.850 kcal de energia digestivel.kg
de racdo: ndo alteram os parametros reprodutivos de machos de jundia. Diemer et al. (2014)
testaram a inclusdo de diferentes niveis de lisina (1,2; 1,4; 1,6 e 1,8 %) na ragdo, para machos
de jundia e concluiram que sua inclusdo na dieta aumenta o ganho de peso e 0 volume
seminal. Sendo assim, devem-se ampliar os estudos que visam a melhoria dos gametas
masculinos, ja que estes contribuem para 0 sucesso reprodutivo e irdo garantir o
fornecimento de ovos, larvas e juvenis de qualidade.

Grande parte dos custos que envolve a producdo de peixes é da alimentacéo, pois
depende do fornecimento de ragdo com altos teores proteicos que, quando comparados a
outras espécies de animais, sdo maiores, 0 que torna a atividade ainda mais onerosa. Porém,
quando tratamos de nutricdo das matrizes e reprodutores, esse contexto muda, pois a ragdo

pode influenciar de forma direta na qualidade e quantidade de proles produzidas e, também,
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0 montante de racdo utilizada é menor, comparado com a engorda de peixes. Levando esses
fatores em consideracdo, a racdo é considerada como investimento que se paga com a

qualidade das proles produzidas.

Glicerina bruta

A glicerina € o principal coproduto gerado na producéo de biodiesel, esse pode ser
produzido através de processos de craqueamento, esterificacdo ou por transesterificacao
(Ferrdo-Gonzales et al., 2008), sendo o Ultimo o processo mais comum. A transesterificacao
€ um processo de reacdo quimica dos triglicerideos (6leos ou gorduras) com o alcool (etanol
ou metanol), estimulada por um catalisador (NaOH ou KOH). A producao de biodiesel gera
um montante de cerca de 10 % de glicerina bruta, ou seja, a cada 1.000 kg de dleo utilizado
na producdo de biodiesel, sdo produzidos de 90 a 110 kg de glicerina (Swiatkiewicz;
Koreleski, 2009). Segundo Thompson e He (2006), com a crescente procura e consequente
aumento da producdo de biodiesel, a quantidade de glicerina bruta gerada sera consideravel,
e sua utilizagdo se tornard um tema importante.

Estudos realizados sobre os custos de producao de biodiesel evidenciaram a grande
importancia dos subprodutos na contabilidade final da industria integrada do biodiesel
(Barros et al., 2006). Ainda, demonstraram que a producdo comercial do biodiesel gera um
excesso de formacao da glicerina, necessitando buscar aplicacGes da mesma em larga escala,
para agregar valor a cadeia produtiva.

A glicerina é uma substancia quimica versatil. Possui uma combinacdo Unica de
propriedades fisicas e quimicas que sdo utilizadas em varios produtos, como em cosméticos,
produtos alimenticios, medicamentos e cuidados pessoais (Bonnardeaux, 2006). Além disso,
também j& é considerada como um alimento seguro para a alimentagéo animal (FDA, 2006).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento verificou o potencial da
glicerina bruta na alimentacdo animal, e autorizou em 2010 0 uso como insumo para a
alimentacéo, exigindo um padrao de qualidade: no minimo 80 % de glicerol, no maximo 150
ppm de metanol e 13 % de umidade. O glicerol é o principal constituinte da glicerina bruta,
um composto organico de fun¢éo alcool, chamado também de propano-1,2,3-triol. O glicerol
tem um importante papel no metabolismo, pois é um componente estrutural importante de
triglicerideos e fosfolipidios, além de fornecer energia nas vias glicoliticas e acidos
carboxilicos (Lin, 1977).
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Nos ultimos anos, varios residuos da agroindistria estdo sendo testados na
alimentacdo animal (FAO, 2012). Atualmente, 0 montante total de glicerina bruta tem sido
proporcional a sua demanda, no entanto com a intensificacdo da producdo de biodiesel,
futuramente a glicerina bruta pode possui maior oferta que demanda. Logo, as suas diversas
formas de uso podem evitar um problema ambiental (descarte da glicerina bruta) no futuro.
Estudos que avaliaram a adicdo da glicerina bruta na alimentacdo 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 tém sido animadores.

A glicerina bruta se apresenta como um ingrediente com grande potencial para
jundia, pois apresenta coeficientes de digestibilidade da energia de 89 % e alto valor de
energia bruta (3.743 kcal/kg) e digestivel (3.332 kcal/kg) (Balen et al., 2014). Ainda, tal
ingrediente pode proporcionar a substituicdo parcial de fontes energéticas como carboidratos
e 0 Gleo de soja. A glicerina bruta também pode ser empregada nas ragdes para melhorar as
caracteristicas fisicas, como a melhor qualidade do pellet, promover a reducdo do po
(Groesbeck et al., 2008) e ainda, melhorar a palatabilidade das dietas devido ao seu sabor
adocicado e diminuir o custo das ra¢fes (Mewes et al., 2016).

A utilizacdo da glicerina bruta comecou a ser testada, e 0s primeiros estudos que
avaliaram sua inclusdo na alimentacdo também sdo satisfatorios. Pesquisas verificaram que
uma unica injecdo intratesticular de uma solucéo de glicerol a 10 %, ou via oral, suprimiu a
espermatogénese em ratos (Wiebe; Bar, 1984; Igdoura; Wiebe, 1994) e em macacos (Wiebe
et al., 1989). Para cordeiros, a inclusdo nas dietas visando substituir o milho, demonstrou
que este ingrediente parece reduzir a capacidade fecundante dos reprodutores (Gomes,
2009).

Para peixes a glicerina bruta ja foi testada em algumas espécies. A inclusdo de
diferentes niveis para o bagre do canal (Ictalurus punctatus) ndo causa efeitos adversos sobre
0 ganho de peso e o indice hepatossomatico, com a utilizacao de até 10 % na dieta (Li et al.,
2010). Neu et al. (2013) testaram niveis de glicerina bruta para juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e observaram que a inclusdo de até 10 % nas dietas em substituicéo
ao milho ndo afetou o desempenho zootécnico dos animais. Gongalves et al. (2009)
concluiram que ragdes com até 12 % da glirecina ndo alteram o desempenho de juvenis de
tilapia do Nilo.

Por outro lado, para reprodutores de tilapia do Nilo, Mewes et al. (2016) concluiram

que a incluséo da glicerina bruta nas ra¢fes ndo afeta o crescimento ou a satde dos peixes,
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contudo, prejudica o desempenho reprodutivo, diminuindo o volume seminal e a
fecundidade.

Portanto, € evidente a necessidade do desenvolvimento de pesquisas relacionadas a
este tema, também, para outras espécies, uma vez que, apesar da glicerina ser supostamente
um alimento alternativo potencial para substituicdo ao milho, o seu uso nas racGes para

animais em atividade reprodutiva pode ser prejudicial.

Metabolismo da glicerina

O glicerol esta presente no metabolismo normal dos animais, sendo encontrado na
circulacdo e nas células (Mewes et al., 2016). O glicerol pode ter origem na hidrolise de
triglicerideos das lipoproteinas do sangue, na gordura dietética e também na lipolise de
tecido adiposo (Lin, 1977).

No que diz respeito as informacdes sobre os efeitos metabolicos da suplementacao
de glicerol em dietas, principalmente quando suplementados em grandes quantidades como
um ingrediente energético nas ragdes, as informacdes ainda estdo muito limitadas ou ainda
ndo existem para algumas espécies (Romano, 2012).

De acordo com Lin (1977) o glicerol tem uma lenta absor¢do no estbmago e mais
rapida pelo intestino, para posteriormente se distribuir entre os espacos intracelulares. Apos
a absorcdo do glicerol, ele pode ser convertido a glicose pelo figado (Krebs; Notton; Hems,
1966) e rins (Krebs; Lund, 1996), para a glicose entdo fornecer energia para 0 metabolismo
das células (Romano, 2012). O transporte do glicerol para dentro das células € realizado por
proteinas carreadoras, as aquaporinas (AQP), um subgrupo delas, as aquaporinas 3, 7 e 9,
chamadas de aquagliceroporinas que fazem o transporte de agua, glicerol, uréia e pequenos
solutos pela membrana plasmatica das células (Hara-Chikuma; Verkman, 2006; Roudier et
al., 1998).

Apols a absorcdo do glicerol ele pode ser convertido para a forma de glicose
(Emmanuel; Berzin; Robblee, 1983). Quando o organismo se encontra em condicGes
lipogénicas, um receptor que esta localizado na superficie dos adipocitos recebe a ligacao
com a insulina, fazendo a conversdo da glicose para dentro da célula, que em seguida é
convertida a glicerol-3-fosfato (Robergs; Griffin, 1998). A insulina é responsavel pela
ativacdo da lipoproteina lipase, esta faz a remogéo das gorduras do intestino e do figado e
faz a transformacdo delas em acidos graxos. Apos isso, acidos graxos e a glicerol-3-fosfato

sdo esterificados em triglicerideos. Porém, em condic¢des lipoliticas, as catecolaminas
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incentivam receptores que estdo localizados na regido superficial dos adipdcitos que
translocam o hormonio sensivel a lipase, a qual € a principal enzima para a ocorréncia de
hidrolise de triglicerideos para acidos graxos livres e glicerol. No mesmo momento, sao
liberados na corrente sanguinea acidos graxos livres e glicerol e utilizados para termogénese
e gliconeogénese, respectivamente (Hibuse et al., 2006).

O glicerol pode ter o destino, dependendo do tecido e do estado nutricional do animal.
Diante da condicao ele pode ser destinado ao fornecimento de esqueleto carbénico para a
gliconeogénese, a producao de energia pela via da glicolise ou mesmo como precursor para
sintese de triacilglicerois (Lin, 1977). O glicerol liberado pelo catabolismo de triacilglicerdis
pode sofrer a fosforilagdo em glicerol-3-fosfato e ser convertida em glicose, e ainda
catalisada pela glicerol quinase, apds pode seguir para a gliconeogénese no figado (Mourot
et al., 1994). O glicerol-3-fostato também & precursor na sintese de triacilglicerdis e de
fosfolipidios (Brisson et al., 2001), pode ser oxidado pela glicerol-fosfatodesidrogenase e
produzir diidroxiacetona-fosfato, a qual é precursor para a formacdo de glicose pela agdo da
gliconeogénese (Emmanuel et al., 1983). Outra rota que o glicerol-3-fosfato pode seguir é a
via glicolitica, o ciclo de Krebs, para producdo de ATP (adenosina trifosfato) (Rosebrough
et al., 1980).
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Machos de Rhamdia quelen alimentados com dieta contendo glicerina bruta

apresentam melhora na qualidade seminal e alteragBes bioquimicas no sangue

1. Introducéo

O Rhamdia quelen é um peixe teleésteo da familia Pimelodidae, popularmente
conhecida como “jundia”. Este peixe é endémico da América do Sul e comumente
encontrado desde o Sul do México a até a Argentina Central (Baldisserotto, 2004). E uma
espécie onivora, com boa taxa de crescimento (Gomes et al., 2000; Braun et al., 2006), com
alta taxa de fecundidade e fertilidade (Adames et al., 2015), além de boa aceitacdo de sua
carne pelos consumidores (Baldisserotto, 2009). Estes peixes tém relevancia para a
aquicultura sulamericana, especialmente para as produgdes aquicolas de climas temperados
e subtropicais (Barcellos et al., 2001) em sistemas de criacdo em viveiros escavados
(Carneiro, 2004) e tanques rede (Reidel et al., 2010; Diemer et al., 2014).

Como a aquicultura mundial estd em amplo crescimento (FAO, 2018) e a producao
de peixes de agua doce representa 0 maior grupo de organismos aquaticos produzidos (FAO,
2018), o setor produtivo precisa encontrar estratégias para garantir o fornecimento de proles
em quantidade e qualidade. Neste sentido, como a nutricdo dos reprodutores tem relagdo
direta com a qualidade dos gametas (Bombardelli et al., 2010) e com a qualidade das proles
(Wing-Keong; Romano, 2013), muitas pesquisas tém sido direcionadas para a determinacao
das exigéncias nutricionais (Tessaro et al., 2012a; Bombardelli et al., 2017), para a avaliacédo
de alimentos potenciais (Parra et al., 2008; Mewes et al., 2016) e novas formulacbes que
atendam as necessidades de fémeas e machos em atividade reprodutiva.

Apesar de a maioria das pesquisas terem sido realizadas com fémeas (Parra et al.,
2008; Coldebella et al., 2011; Tessaro et al., 2012b), nos ultimos anos muita atencdo tem
sido dada as pesquisas relacionadas com a nutricdo dos machos (Bombardelli et al., 2010;
Mewes et al., 2016). A exemplo disso, Tessaro et al. (2012a) estudaram a exigéncia de
energia digestivel para machos de R. quelen, enquanto que Diemer et al. (2014) verificaram
que a suplementacéo de lisina melhorou o ganho de peso e aumentou o volume seminal nesta
espécie. Apesar da escassez de informacdes, sabe-se que a avaliagdo dos alimentos com
potencial para uso em dietas de reprodutores também € uma lacuna existente nesta area, pois
muitos alimentos utilizados em racdes para crescimento podem apresentar fatores

nutricionais deletérios a reproducdo. Um exemplo disso é a substituicdo da farinha de peixe
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por farelo de soja em racOes para fémeas de tildpia do Nilo (Fontainhas-Fernandes et al.,
1999) ou a incluséo de farelo de algoddo em racGes para machos de tilapia do Nilo (Salaro
etal., 1999), os quais prejudicam a gametogénese e a reproducao.

Alimentos provenientes de subprodutos ou coprodutos da agroinddstria tém sido foco
de intensa pesquisa na nutricdo animal (Mewes et al., 2016; Costa et al., 2017), devido ao
valor nutricional, a possibilidade de proporcionar um destino para residuos poluentes (Costa,
2008) e evitar a competicdo pelo uso de alimentos de alto valor nutricional de uso na
alimentacdo humana (Klinger et al., 2015). Neste sentido, a glicerina bruta apresenta grande
potencial, pois € um subproduto da industria de biodiesel (Chi et al., 2007) de elevado valor
nutricional. A sua inclusdo em ragdes para frango de corte pode ser feita em até 5 % (Kroupa
et al., 2011) e para suinos em até 10 % (Berenchtein et al., 2010; Shields et al., 2011), sem
prejuizos ao crescimento ou a qualidade da carcaca.

Por outro lado, para peixes, a glicerina apresenta uma 6tima perspectiva de uso, pois
apresenta coeficientes de digestibilidade da energia bruta de 89 %. Isso corresponde a
valores de energia digestivel semelhantes ao milho, variando entre 2.875 kcal ED kg*
(Gongalves et al., 2015) a 3126,5 kcal ED kg (Meurer et al., 2012), dependendo da fonte
de glicerina. A inclusdo de 10 % de glicerina bruta em rac6es para os juvenis bagre do canal
(Ictalurus punctatus) (Li et al., 2010) e para a tilapia do Nilo (Neu et al., 2013) ndo
prejudicaram o crescimento dos peixes. Contudo, elevados niveis de inclusdo de glicerina
bruta em substituicdo ao milho podem levar a reducdo das concentracdes de amido e
dificultar a flutuabilidade das ragdes extrusadas (Balen et al., 2017).

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da incluséo da glicerina bruta
nas racOes para machos de jundia (R. quelen) sobre o crescimento, as caracteristicas seminais

e espermaticas, alguns parametros sanguineos e sobre composicao centesimal de tecidos.

2. Materias e Métodos

2.1. Delineamento experimental

Foram utilizados 150 machos e 225 fémeas de jundid, os quais foram alojados em
quinze viveiros escavados revestidos com alvenaria, com area de 16 m2. Os peixes foram
mantidos sob condicBes de temperatura e fotoperiodo natural, com renovacao da dgua dos

viveiros apenas para compensar a agua evaporada e infiltrada. Os reprodutores foram
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individualmente marcados por meio de marcas eletronicas (ISO FDX-B 134,2 khz,
antimigratoria) implantadas de forma subcutanea.

Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, composto por cinco tratamentos e trés repeticGes. Os tratamentos foram
constituidos por ragdes isoprotéicas e isoenergéticas, contendo 0, 4, 8, 12 e 16 % de inclusdo
de glicerina bruta. Foi considerada como uma unidade experimental um viveiro contendo

quinze fémeas e dez machos.

2.2. Processamento da racéao e manejo produtivo

As racOes experimentais foram formuladas de modo a conter 30 % de proteina
digestivel (Coldebella et al., 2011) e 3.000 kcal de energia digestivel (ED).kg? de racgéo
(Tessaro et al., 2012a) (Tabela 1). Previamente a formulacdo das racdes, os ingredientes
foram avaliados quanto a composi¢do centesimal. Os valores de proteina e energia
digestiveis das ragdes foram calculados com base nos coeficientes de digestibilidade da
energia da glicerina bruta determinados por Meurer et al., (2012) e para os demais alimentos

determinados por Oliveira Filho e Fracalossi (2006).

Tabela 1 — Composicdo percentual dos alimentos das racGes experimentais com diferentes
niveis de inclusdo de glicerina bruta para reprodutores de jundia (R. quelen).
Niveis de 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 4,17 4,05 3,93
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fosfato bicélcico 2,44 2,48 2,51 2,54 2,58
Supl. Mineral e Vitaminico® 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Antioxidante? 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Glicerina bruta 0,00 4,00 8,00 12,00 16,00

1 Suplemento vitaminico mineral, composigdo basica: acido folico: 200 mg; 4cido pantoténico: 4.000 mg;
biotina: 40 mg; cobre: 2.000 mg; ferro: 12.500 mg; iodo: 200 mg; manganés: 7.500 mg; niacina: 5.000 mg;
selénio: 70 mg; vitamina A: 1.000.000 Ul; vitamina B1: 1.900 mg; vitamina B12: 3.500 mg; vitamina B2:
2.000 mg; vitamina B6: 2.400 mg; vitamina C: 50.000 mg; vitamina D3: 500.000 Ul; vitamina E: 20.000 Ul;
vitamina K3: 500 mg; zinco: 25.000 mg.

2 Acido propidnico.

Os alimentos utilizados na fabricacdo das ragfes foram triturados em moinho de
martelo com peneira de 0,5 mm, misturados e peletizados (3 mm de didmetro) conforme

Meurer et al. (2005) e Bombardelli et al. (2010). Os peixes foram alimentados duas vezes ao
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dia, as 10 e 17 horas (h), com uma taxa de arragoamento de 2 % da biomassa. A quantidade
de racdo fornecida foi corrigida quinzenalmente (Tessaro et al., 2012b) por meio de

biometrias, onde foram mensurados o0 peso e o comprimento corporal dos peixes.

2.3. Parametros de qualidade de agua

Diariamente foi mensurada a temperatura da agua (minima 15,12 + 1 °C; maxima
25,33 £ 1,8 °C) a partir de um termémetro de mercirio com precisdo de + 1 °C e a
transparéncia da &gua (32,25 £ 8,52 cm), por meio da leitura direta com disco de “Secchi”,
as 10 h.

Semanalmente, foram mensurados os teores de oxigénio dissolvido (6,39 + 1,02 mg
L1 as 6 h; OximetroYSI® 550A), a turbidez da agua (59,85 + 32,12 NTU; as 6 h;
Turbidimetro PoliControl AP2000) e o pH (6,47 + 0,52 e 7,71 + 0,82; as 6 e 16 h,
respectivamente; pHmetro digital Tecnal®Tec 5).

Quinzenalmente, foram mensurados os teores de nitrogénio amoniacal (1,98 + 0,21
mg L) pelo método da reagdo com o azul de Indofenol (Kopoleff, 1976), nitrito (0,08 +
0,04 mg L1) pelo método descrito por Strickland e Parsons (1972), nitrato (0,17 + 0,03 mg
L) por meio da reducéo do nitrito em cadmio (Mackereth et al., 1978), fosforo total (6,02
+ 0,15 mg L) segundo Mackereth et al. (1978) e alcalinidade total (48,35 + 3,65 mg de
CaCOs L) mensurada pelo método de Gran, segundo Carmouze (1994).

2.4. Caracteristicas seminais e espermaticas do sémen fresco

Durante a estacdo reprodutiva, no més de dezembro, todos os machos de cada unidade
experimental foram transferidos para aquarios de fibra de vidro de 500 L, instalados em
sistema de recirculagdo com filtros biologico e mecanico, aguecimento elétrico (24 + 1,0 °C)
e esterilizagdo por U.V. Apds o alojamento nos aquarios, os machos receberam um dose
Unica de 3,0 mg de extrato bruto de pituitaria de carpa (EPC)/kg, aplicada por meio de
injecdo intramuscular na regido dorsal (Bombardelli et al., 2006). Ap6s um periodo de 10 h
(dgua a 24 °C), contadas a partir da aplicacdo hormonal (Sanches et al., 2010), foi realizada
a coleta individual do sémen por meio de massagem abdominal no sentido céfalo—caudal
(Sanches et al., 2011). Previamentes a manipulacdo, os peixes foram anestesiados pela
imersdo em solucdo contendo 75 mg de benzocaina/L de dgua. As primeiras parcelas de

sémen foram desprezadas para evitar a possivel contaminacdo com urina ou fezes.
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Imediatamente apds a coleta, as amostras de sémen foram mantidas sob resfriamento (+ 12
°C) durante o periodo necessario para a realizagdo das andlises seminais e espermaticas,
conforme descrito por Goes et al., (2016). Foram mensurados o volume de sémen liberado,
a concentracao espermatica, a taxa de motilidade e as velocidades espermaticas, o tempo de
ativacdo espermaética e o indice de integridade do DNA espermatico.

O volume de sémen liberado foi mensurado por meio da coleta diretamente em tubos
de ensaio graduado (£ 0,1 mL). A concentracdo espermatica foi mensurada pela contagem
das células espermaticas em camara hematimétrica de Neubauer (Mylonas et al., 1997;
Wirtz; Steinmann, 2006), em microscopio optico em objetiva 40 x (Nikon Eclipse E200).
Neste procedimento, amostras de sémen foram fixadas em solucdo de formol salina
tamponado em diluicéo de 1:1000.

O movimento espermatico foi avaliado pelo Computer Assisted Sperm Analysis
(CASA) em software livre, adaptado para a espécie (Adames et al., 2015). As avaliacbes
foram realizadas pela captura de imagens do movimento espermatico entre o 10° e 0 11°
segundo apds o inicio da ativacdo espermatica. Este procedimento foi realizado em
microscopio Optico em objetiva de 10 x (Nikon Eclipse E200), acoplado a uma camera com
taxa de captura de 100 fps (Basler 602A). A ativacdo espermatica foi realizada em
microtubos (1,5 mL), onde 10 puL de sémen foi misturado a 800 pL da solugdo ativadora
(Agua destilada). Os parametros espermaticos avaliados foram a taxa de motilidade, a
velocidade linear, a velocidade curvilinea e a velocidade média de deslocamento. Também
foi determinado o tempo de ativacdo espermatica, que correspondeu ao intervalo de tempo
entre o inicio da ativagdo e a perda de 100 % da motilidade dos espermatozoides (Adames
etal., 2015).

2.5. Criopreservacao do sémen e analise espermatica do sémen descongelado

Amostras de sémen fresco provenientes de cada macho alimentado com racdes
contendo diferentes niveis de inclusdo de glicerol foram submetidas a criopreservagdo. O
sémen proveniente de cada reprodutor foi diluido em solucéo contendo 5 % de frutose, 5 %
de leite em po e 10 % de metanol, na proporcdo de 1:3 (sémen : diluidor), envasado em
palhetas de 0,25 mL (Goes et al., 2016; Neumann et al., 2019) e submetidos em botijdo de
vapor de nitrogénio por 18 horas (Carolsfeld et al., 2003). Em seguida, as palhetas foram
transferidas e estocadas diretamente em nitrogénio liquido. De cada macho, foram

criopreservadas dez palhetas. Apds 24 horas, o sémen foi descongelado pela imerséo das
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palhetas em agua a 25 °C por 10 segundos (Adames et al., 2015; Goes et al., 2016). Do sémen
descongelado foram avaliados os parametros de motilidade, as velocidades e o tempo de

ativacdo espermatica, conforme descrito anteriormente para o sémen fresco.

2.6. Avaliagdo dos indices zootécnicos, indices corporais, parametros sanguineos e
composicéo centesimal de tecidos corporais

Ao término do experimento, todos os machos foram submetidos a anestesia pela
imersdo em solucdo contendo 75 mg de benzocaina/L de agua (CRMV, 2012) e em seguida,
foram mensurados o peso e comprimento padrdo individual de cada animal.

Oito machos de cada unidade experimental foram aleatoriamente selecionados e
submetidos a coleta de sangue por meio de puncédo da veia caudal segundo Tavares-Dias e
Moraes (2004). Para a avaliacdo de hematdcrito o sangue foi coletado em capilares
heparinizados que foram centrifugados durante cinco minutos a 10.000 rpm seguindo o
método descrito por De Paiva et al., (2013). Para as demais analises, pelo menos 3 mL de
sangue de cada peixe foram centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacao,
aliquotas foram separadas para dosagem de célcio, glicose e proteinas totais por meio de kit
comerciais da LaborClin®. Outras aliquotas foram utilizadas para a dosagem de
triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL, fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase
e alanina aminotransferase, por meio de kit comercial da Gold Analisa Diagnostica®. A
quantificacdo dos parametros bioquimicos do sangue foi realizada em espectrofotdmetro
(Bel Photonics® SF 325 NM).

Em seguida, todos os reprodutores foram submetidos a eutanasia, pela imersdo em
solucdo contendo 250 mg de benzocaina/L de dgua (CRMV, 2012), seguido por seccdo da
medula espinhal. Depois os peixes foram dissecados para obtencdo dos pesos do figado, das
gbnadas e das visceras. A partir destes dados foram calculados o peso médio, 0 comprimento
padrdo médio, o ganho de peso médio, a conversdo alimentar aparente, o indice
viscerossomatico (Wing-Keong; Wang, 2011), o indice hepatossomatico (Tessaro et al.,
2012b) e o indice gonadossomatico (Vazzoler, 1996).

Finalmente, amostras de tecido muscular, visceras, figado e gonadas foram
armazenados a -20 °C para posterior analise da composi¢do centesimal. Foram determinados
0s teores de proteina bruta, extrato etéreo, matéria seca e matéria mineral do musculo. Nas

amostras de figado, visceras e gbnadas foram determinados apenas 0s teores de proteina
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bruta e extrato etéreo. Os procedimentos para determinacdo da composi¢édo centesimal foram
realizados conforme procedimentos descritos por Mizubuti et al. (2009).

2.7. Andlise de integridade de DNA, eritrécitos e espermatozoides

A integridade do DNA dos eritrdcitos e dos espermatozoides foi avaliado pelo ensaio
cometa, segundo metodologia descrita Speit e Hartmann (1999), adaptada por Cestari et al.,
(2004) e Ramsdorf et al. (2009). Assim, 10 pL da solugdo em analise (sémen fresco ou
eritrécitos) foram diluidos e homogeneizados em 150 L de soro bovino fetal. Desta solu¢éo,
20 pL do homogeneizado foi diluido em 1.000 pL de tampéo PBS (7,4). Em seguida uma
aliquota de 7 pL foi misturada em 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5 %) a 37
°C. Desta mistura, aliquotas foram depositadas sobre Iaminas histolégicas previamente
cobertas com agarose normal (1,5 %) e cobertas por uma laminula para o espalhamento do
material, seguida pela refrigeracéo por cinco minutos para solidificacdo da agarose. Depois
as laminulas foram retiradas e as laminas foram colocadas em uma solucéo de lise (NaCl 2.5
M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, NaOH 200 mM, N-lauril-sarcosinato 10 mM, Triton X-
100 1 % e DMSO 10 %) por pelo menos 24 horas, em ambiente escuro a 4 °C. Posteriormente
as laminas foram imersas em uma solucdo de NaOH (300 mM) e EDTA (200 mM), pH > 13
por 25 minutos para a desespiralizacdo do DNA e a corrida eletroforética foi realizada em
300 mA e 1V cm™ por 25 minutos. Depois as 1aminas foram neutralizadas em 0,4 M TRIS,
pH 7,5 por 5 minutos (3 x). Em seguida as laminas foram secas e fixadas em etanol 96 %
por 5 minutos. Para a analise, as laminas foram coradas com 30 pL da solucéo de 0,02 g/mL
de brometo de etideo e analisadas em de microscépio de epifluorescéncia (Leica DMLS2)
em objetiva de 40 x. Em teste cego, foram analisados 100 nucledides de cada amostra. Os
danos foram classificados, segundo Collins (1995), com base na migracdo dos fragmentos
(tamanho da cauda), sendo classe 0 = sem dano visivel e classe 4 = dano maximo). O escore
total dos 100 nucledides analisados foi obtido multiplicando-se o numero de células em cada
classe pela classe de dano que variou de 0 (todas ndo danificadas) a 400 (todas danificadas
ao maximo) (Jaloszynzki et al., 1999), sendo a equacéo:

N1 + 2N2 + 3N3 + 4N4

ID (ua) = 5/100

Onde,
ID = indice de danos no DNA;

(ua) = unidade arbitraria;
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N1 — N4 = necledides nas classes 1, 2, 3 e 4;

S = ntmero de nucledides analisados, incluindo a classe O.

2.8. Andlises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste
de comparagdo maltipla de médias de Tukey, ambos a um nivel de 5 % de probabilidade. Os
pressupostos de normalidade e homocedasticidade foram checados. Para a realizacdo das

analises estatisticas foi utilizado o software Statistica 7.0 ©.

3. Resultados

A alimentacdo de machos de jundia com ra¢des contendo glicerina bruta influenciou
a espermatogéneses. Os animais alimentados com as ra¢des contendo o maior nivel de
glicerina bruta apresentaram as maiores (p < 0,05) concentracGes espermaticas (6,82 + 0,53
x 10%° SPZ/mL) (Tabela 2). Os demais parametros seminais, espermaticos e a integridade do
DNA dos espermatozoides no sémen fresco nao foram influenciados (p < 0,05) pelas racdes
(Tabela 2). A alimentagdo dos reprodutores com as ra¢des contendo glicerina bruta também

ndo influenciaram (p < 0,05) 0 movimento espermatico no sémen descongelado (Tabela 3).

Tabela 2 — Pardmetros seminais e espermaticos no sémen fresco de machos de jundia (R.
quelen) alimentados com rag6es contendo diferentes niveis de glicerina bruta.

fvel 1 1 0, -
Variavel Niveis de glicerina bruta (%) pI

0 4 8 12 16 valor
Volume seminal (mL) 5,68+0,56  5,35+2,77  6,81+5,36 3,65+0,34 4,25+0,24 0,69
CSPZ (x1010 spz mL1) 5,13+0,27b  3,52+1,0lc 5,36+0,57ab  5,27+1,0lab  6,82+0,53a 0,00
Motilidade espermatica (%) 74,43+335 7441+2,67 70,25+579  73,65+7,60  69,74+7,76 0,80
VCL (um/s) 70,30+2,12  70,64+151 67,91+3,39  70,92+7,50  72,54+567 0,83
VMD (um/s) 46,7740,83 46,67+2,12 42944179  47,17+8,04  46,05+533 0,81
VLR (um/s) 45,0140,76 44,69+2,05 41,15+147  4501+7,71  43,604527 0,82
TA (s) 27,23+156 28,25+2,23 26,09+0,81  30,964517  30,26+3,15 0,44
SPZ com DNA integro (%) 46,72+¢10,67 59,68+11,21 44,47+3,63 50,39+16,20 63,84+18,81 0,35
Indice de fragmentacdo do DNA
espematico* 74,47+27,19 58,53+18,69 61,17+3.40 61,44+11,74 48,48+1853 0,54

CSPZ (x 10 spz mL1) — concentragdo espermatica; VCL (um/s) — velocidade espermatica curvilinear; VMD (um/s) —
velocidade espermatica média de deslocamento; VLR (um/s) — velocidade espermatica em linha reta; TA (s) — tempo de
ativago espermatica. * indice calculado segundo (Jaloszynzki et al., 1999). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de médias Tukey.

Tabela 3 — Parametros seminais e espermaticos no sémen criopreservado de machos de
jundia (R. quelen) alimentados com rac¢des contendo diferentes niveis de glicerina bruta.
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Niveis de glicerina bruta (%)

Variavel p -valor
0 4 8 12 16
Motilidade espermatica (%)  41,3848,56 3593+11,31 36724299 35174665 39,94+818 0,92
VCL (um’s) 851748,36  78,71+0,78  88,94+4,51  91,62+9,40 84,63+1370 0,65
VMD (um/s) 45561060 42,80+7,08 4249+2,90 47,52+4,08  4389+341 0,938
VLR (umfs) 41274201 38,74%802 3726+2,95 42184324  3939+218 0,89
TA (s) 16,20 14,33 17,24 15,22 18,32 0,55

VCL (um/s) — velocidade espermética curvilinear; VMD (um/s) — velocidade espermética média de deslocamento; VLR
(um/s) — velocidade espermatica em linha reta; TA (s) — tempo de ativaco espermatica.

Os pardmetros bioquimicos do sangue também foram alterados pela alimentacdo dos
machos com as ragdes contendo glicerina bruta (Tabela 4). Os peixes alimentados com as
racdes contendo 8 % de glicerina bruta apresentaram as maiores (p < 0,05) concentracfes de
colesterol total (270,00 + 32,49 mg dL?) e de proteina total (6,36 + 1,18 mg dL) no plasma.
Os machos alimentados com as ra¢6es contendo 16 % apresentaram os menores (p < 0,05)
niveis de calcio plasmatico (5,71 + 3,32 mg dL) (Tabela 4). O hematdcrito, os demais
parametros bioquimicos e a integridade do DNA dos eritrocitos ndo foram influenciados (p
> 0,05) pelas racoes (Tabela 4).

Tabela 4 - Parametros sanguineos de machos de jundia (R. quelen), alimentados com racdes
contendo diferentes niveis de glicerina bruta.

Varidveis Niveis de inclusdo da glicerina bruta (%) p - valor
0 4 8 12 16

Hematocrito (%) 43,87+6,18 45,90+9,34 48,00+2,33 51,73+2,29 50,96+9,96 0,61

Glicose (mg dL™?) 51,52+3,86 50,80+8,90 59,14+9,99 54,72+7,14 53,67+1,93 0,77

Triglicerideos (mg dLY)  418,30+24,56  405,40+18,74  347,10+7557  377,20+71,68 395,90+13,60 0,90
Colesterol total (mg dL!) 159,80+21,93c 179,40+23,42ab 270,00£32,49% 214,70+23,94ab 204,80+23,21ab 0,04
Colesterol hdl (mg dL?)  102,10+11,25  102,90+10,76  118,40+12,41 148,60+7,70 119,30+2,96 0,06
Proteinas totais (mg dL?)  2,88+0,33c 3,86+0,30bc 6,36+1,18?2 3,80%0,07bc 5,651+1,22ab 0,00

Célcio (mg dL'Y) 10,88+1,382 10,76+0,14a 11,25+0,642 10,42+1,22a 571+3,32b 0,01
Fosfatase alcalina (U L?)  13,85+2,58 13,16+2,87 16,16+4,78 11,29+3,05 9,27+0,53 0,14
ALA (U LY 3,13+1,31 3,35+0,55 9,81+6,17 4,73+2,75 10,32+4,81 0,23
ASA (U LY 3,76+0,37 3,79£1,17 3,13+0,21 4,90+1,41 3,87+0,34 0,09

indice de fragmentagio
no DNA de eritrocitos* 71,07£29,19 30,30+£22,34 55,60£19,76 67,33+21,89 79,204£21,22 0,26

ALA - Alanina aminotransferase; ASA - Aspartato aminotransferase. * Indice calculado segundo (Jaloszynzki et al., 1999).
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de médias Tukey.

Apesar do crescimento e dos indices corporais dos reprodutores ndo terem sido
influenciados (p > 0,05) pelas ragdes (Tabela 5), a composicdo centesimal dos diferentes
tecidos foi alterada pelos niveis de inclusdo da glicerina bruta nas ragdes (Tabela 6). Os
peixes alimentados com as ragcfes contendo 4, 12 e 16 % de glicerina bruta apresentaram os
maiores (p < 0,05) teores de matéria seca no masculo (24,46 + 12,61; 24,18 + 0,94 e 24,10
* 0,20%, respectivamente) e, aqueles alimentados com 12 e 16 % apresentaram 0s maiores
(p < 0,05) teores de cinzas (1,53 £ 0,44 % e 1,57 £ 0,64 %, respectivamente) (Tabela 6).

Ainda, os peixes alimentados com as ragdes contendo 12 e 16 % de glicerina bruta
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apresentaram os menores (p < 0,05) teores de proteina no musculo (11,32 + 0,52% e 10,31
+ 0,37%, respectivamente). Os testiculos dos peixes alimentados com ra¢des contendo 16 %
de glicerina bruta apresentaram os maiores (p < 0,05) teores de proteina bruta (9,79 + 0,88
%) (Tabela 6). As visceras dos machos alimentados com as ra¢6es contendo 8 % de glicerina
bruta apresentaram os maiores (p < 0,05) teores de proteina. Os demais parametros de
composicdo centesimal dos diferentes tecidos ndo foram influenciados (p > 0,05) pelas

racdes (Tabela 6).

Tabela 5 — Parametros de crescimento e indices corporais de machos de jundia (R. quelen)
alimentados com ragdes contendo diferentes niveis de glicerina bruta.

Variaveis Niveis de inclusdo da glicerina bruta (%) p-
0 4 8 12 16 valor
Machos

Peso final (g) 206,52+60,23 202,97453,70 195,01+51,75 182,89+53,48 191,93+50,83 0,09
Comprimento padrdo (cm) 22,26+1,61 22,28+1,59 22,70+2,61 21,89+1,69 22,17+2,08 0,52
Ganho de peso (g) 131,36+4,52 157,12+6,01 141,28+9,25 132,13+11,74 142,76+90,14 0,86
Conversdo alimentar aparente 3,562+0,23  3,47+0,14 2,99+0,25 4,01+0,78 3,71+0,08 0,19
indice gonadossomético 5,78+1,20 4,88+1,34 3,20+1,25 4,82+2,21 5,33+2,15 0,41
indice hepatossomatico 0,99+0,20 1,45+1,32 0,95+0,24 1,63+1,37 0,96+0,15 0,10
indices viscerossomatico 4,22+1,02 2,78+0,75 3,20+0,95 3,04+0,47 2,32+0,39 0,25

Tabela 6 — Composicdo centesimal de diferentes drgdos/tecidos de machos de jundia (R.
quelen) alimentados com rag6es contendo diferentes niveis de glicerina bruta.

Variaveis (%) Niveis de inclusdo de glicerol (%) p-
0 4 8 12 16 valor
Matéria Seca
Mdsculo 23,69+11,62ab 24,46+12,61a 23,01+8,97b  24,18+0,94® 24,10+0,20a 0,00
Cinzas
Mdsculo 1,39+0,63b 1,4940,78ab  1,43+0,70b 1,53+0,442 1,57+0,64a 0,00
Extrato Etéreo
Mdsculo 1,09+0,62 1,09+0,61 0,94+0,56 1,09+0,45 0,94+0,44 0,06
Figado 0,58+0,03 0,44+0,18 0,37+0,09 0,51+0,03 0,53+0,16 0,30
Gonadas 0,56+0,02 0,48+0,02 0,51+0,03 0,57+0,08 0,35+0,08 0,65
Proteina Bruta
Mdsculo 18,07+2,67a 19,74+1,85a 14,37+194b  11,32+0,52c  10,31+0,37¢ 0,00
Visceras 6,60+0,45b 6,44+0,75b 7,84+0,94a 5,86+0,29b 5,72+0,28b 0,00
Figado 12,04+0,49 12,61+0,65 12,78+0,65 13,66+1,22 14,77+0,90 0,07
Gonadas 6,25+0,47b 5,59+1,67b  7,50+3,26ab  6,17+1,97b 9,79+0,88a 0,00

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de médias Tukey.

4, Discussao
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A glicerina bruta tem se mostrado como um alimento alternativo de importancia para
a nutricdo animal (Abd-Elsamee et al., 2010; Francoso et al., 2013; Balen et al., 2014).
Devido a sua alta digestibilidade e elevados niveis de energia digestivel para peixes (Meurer
etal., 2012; Balen et al., 2014; Gongcalves et al., 2015), possui grande potencial para uso em
substituicdo ao milho das ragGes (Neu et al., 2013; Costa et al., 2017). Em geral, a
substituicdo do milho pela glicerina pode ser realizada sem perdas produtivas para juvenis
de peixes em crescimento (Li et al., 2010; Gongalves et al., 2015).

De forma semelhante aos peixes em crescimento, a alimentacao dos reprodutores de
jundia com ragdes contendo glicerina bruta ndo alteraram o crescimento nem os indices
corporais. Aparentemente, estas ragdes também néo prejudicaram a salde dos reprodutores
e ndo apresentaram efeitos genotdxicos aos espermatozdides. Contudo, uma atencao especial
deve ser dada aos reprodutores, pois devido a sua maior expectativa de vida, disfungdes
metabdlicas cronicas podem prejudicar o desempenho ou reduzir o tempo de vida (Tessaro
et al., 2012a). Esta preocupacdo é relevante, pois mesmo que os indicadores plasmatico de
danos hepaticos (Melo et al., 2006; Coldebella et al., 2011; Nelson; Cox, 2014), os
indicadores de genotoxicidade (Scalon et al., 2010; Cavas, 2011; Valenzuela-Bustamante et
al., 2008) e alguns indicadores do metabolismo energético (Nelson; Cox, 2014; Voet et al.,
2014; Thrall et al., 2015) permaneceram constantes, as alteragdes nos niveis de colesterol
total, proteina total e calcio podem apresentar efeitos deletérios a longo prazo.

Tendo em vista que os niveis de HDL ndo alteraram, possivelmente o aumento no
colesterol total pode ter sido decorrente do aumento da LDL plasmaética, o que pode levar ao
acumulo de gordura em diversos tecidos (Caula et al., 2008; Neu et al., 2013). De forma
semelhante, 0 aumento dos niveis de proteinas totais no plasma também € uma alteracao
metabolica que merece atencdo em pesquisas futuras para investigar qual é a fragdo proteica
do plasma que esté alterada. Apesar de ndo ter sido foco de estudo nesta pesquisa, pode ser
hipotetizado que estas alteragdes podem estar relacionadas com proteinas plasmaticas
envolvidas no turnover proteico (Bombardelli et al., 2008; Nelson; Cox, 2014), isso porque
os niveis de proteina muscular reduziram com a inclusdo da glicerina bruta na racéo,
enquanto que nos testiculos estes niveis aumentaram nos peixes alimentados com as ra¢des
contendo o maior nivel de glicerina bruta.

Contrariamente ao verificado por Mewes et al., (2016) em reprodutores de tilapia, os
machos de jundié alimentados com as ra¢des contendo os maiores niveis de glicerina bruta
apresentaram um aumento do ritmo espermatogénico, o que levou ao aumento da

concentracdo espermatica. Consequentemente, este ritmo pode ter determinado a deposi¢ao
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de proteina bruta nos testiculos (Schulz et al., 2010), as quais atendem a diversas finalidades,
como proteinas de reserva (Nelson; Cox, 2014), proteinas com fun¢édo bioldgica especifica
(Costa; Cooke, 2007; Schulz et al., 2010) ou até mesmo sinalizacdo de vias metabdlicas
(Sharpe et al., 1992; Kolch, 2005). Neste processo, possivelmente o calcio plasmatico esta
envolvido, pois seus niveis reduziram na ordem de 50 % nos animais que apresentaram as
maiores concentracfes espermaticas e maiores teores de proteina bruta nos testiculos. De
modo geral, o calcio apresenta diversas funcbes no metabolismo animal (Paterson, 1978;
Coote et al., 1996; Fracalossi; Cyrino, 2013) e a sua relacdo direta com as proteinas
plasmaéticas € comum entre vertebrados (Hossain; Yoshimatsu, 2014). Contudo, a escassez
de informacGes sobre os niveis basais dos diferentes pardmetros bioquimicos do sangue do
R. quelen, em condi¢des normais de saude, limitam a tirada de conclusdes precisas sobre o
estado dos animais. Contudo, as alteracbes metabdlicas associadas ao desempenho
reprodutivo sugerem que novas investigagdes devam ser realizadas para elucidar os
mecanismos envolvidos neste processo.

Outro ponto relevante e que merece destaque na discussdo é a possibilidade de
respostas espécie-especificas da glicerina bruta sobre a reproducdo em machos de peixes.
Este é um ponto importante, pois recentemente Mewes et al., (2016) verificaram que a
alimentacdo de machos de tilapia do Nilo com ra¢des contendo a glicerina bruta prejudicou
a espermatogénese, reduzindo o volume de sémen liberado, a concentracdo espermatica e,
consequentemente, a fecundidade. Nestes reprodutores, os niveis de calcio e triglicerideos
plasméaticos ndo foram alterados. Mesmo que a composicdo da glicerina bruta possa
apresentar variagdes entre diferentes lotes de producédo (Stidekum, 2008), esta hipo6tese ndo
pode ser considerada valida neste caso, pois a glicerina utilizada nesta pesquisa com R.
quelen foi proveniente da mesma parcela utilizada por Mewes et al. (2016). Portanto, devido
a distancia filogenética entre a tilapia do Nilo e o jundia, é plausivel considerar que as

particularidades fisioldgicas possam interferir nestas respostas reprodutivas.

5. Concluséao

Os reprodutores de R. quelen alimentados com as ragdes contendo o maior nivel de
inclusdo de glicerina bruta apresentaram alteracfes metabdlicas que levaram ao aumento da
deposicao de proteina nos testiculos e ao aumento da concentracdo espermética. Além disso,
de modo geral as ra¢Ges ndo apresentaram nenhum tipo de efeito negativo sobre a satde dos

animais.
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