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NUCLEOTIDEOS PURIFICADOS NA DIETA DE FEMEAS DE TILAPIA DO NILO
EM REPRODUCAO

Resumo — Neste trabalho, objetivou-se avaliar o crescimento e o desempenho
reprodutivo de fémeas de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com racoes
contendo nucleotideos purificados, considerando seu efeito sobre o sistema imune e o estresse
oxidativo. Neste experimento foram utilizadas 420 fémeas (2869+7,15) e 140 machos
(536¢g+13,4) de tilapia do Nilo da linhagem GIFT em fase reprodutiva, alojadas
separadamente em “hapas” instalados em viveiro escavado. Os reprodutores e as matrizes
foram alimentados com ragdes contendo 280g de proteina digestivel (PD) e 11,72 MJ de
energia digestivel (ED) por kg de racdo e cinco niveis de inclusdo de nucleotideos purificados
(0,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10g/kg de racdo). Machos e fémeas foram submetidos ao manejo
reprodutivo em ‘“hapas”, permanecendo 12 dias separados e 5 dias em acasalamento. Ao
término do acasalamento, os ovos foram coletados e incubados. Esse procedimento foi
repetido ao longo de cinco meses. Os animais alimentados com racdes contendo 7,5 e 10g/kg
de nucleotideos apresentaram (p<0,05) maior ganho em peso, menor conversdo alimentar
(rag&o:peso corporal) e maior conversdo alimentar em ovos produzidos (ragéo:n° ovos). Esses
animais também apresentaram (p<0,05) menor fecundidade relativa e menor percentual de
fémeas desovantes. As concentracGes plasmaticas de alanina aminotransferase e fosfatase
alcalina diminuiram (p<0,05), enquanto que os teores de glicogénio hepéatico e gonadal
aumentaram (p<0,05) nos peixes alimentados com ragdes contendo 5,0 e 7,5g/kg de
nucleotideos. As concentragdes de hemoglobina e albumina plasmatica aumentaram (p<0,05)
de forma diretamente proporcional a inclusdo dos nucleotideos. Por outro lado, as
concentragOes de triglicerideos plasmaticos diminuiram (p<0,05) em animais alimentados
com 7,5g/kg. A atividade de catalase foi menor (p<0,05) nas gbnadas de animais alimentados
5,00/kg de nucleotideos, enquanto que a peroxidacdao lipidica foi maior (p<0,05). As
concentracdes da superoxido dismutase também aumentaram (p<0,05) no figado dos animais
tratados com 5,0, 7,5g/kg e 10g/kg de nucleotideos. O maior nivel de inclusdo de nucleotideos
promoveu o aumento (p<0,05) da concentracdo da glutationa transferase no figado e diminuiu
(p<0,05) a concentragéo de nitrito/nitrato no bago. Finalmente, as ragdes nédo influenciaram na
morfologia do tecido hepatico e na altura das vilosidades intestinais, mas 0s animais
alimentados com 10g/kg de nucleotideos apresentaram gbnadas com a maior (p<0,05)

quantidade de ovocitos vitelogénicos em desenvolvimento. A adig¢do de nucleotideos na dieta



das tildpias do Nilo ndo inibiu a vitelogénese. As baixas fecundidades ocorreram devido ao
reduzido periodo de acasalamento, pois 0s ovarios apresentavam grandes quantidades de
ovocitos vitelogénicos. A suplementacdo dietética de nucleotideos promoveu ganhos no
crescimento, melhoria na conversao alimentar e melhorias na saude dos peixes. Mesmo assim,
atencdo deve ser dispensada para suplementacdo dietética em niveis acima de 7,5g/kg, pois
pode causar a médio e longo prazo altera¢fes hepaticas e no sistema imune.

Palavras-chave: fecundidade, glutationa, ovario, superdxido dismutase, vitelogénese.



PURIFIED NUCLEOTIDES IN THE DIET OF NILE TILAPIA FEMALES IN
REPRODUCTION

Abstrat — The objective of this study was to evaluate the growth and reproductive
performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) females fed with diets containing purified
nucleotides, considering its effect on the immune system and oxidative stress. In this
experiment, 420 females (286g + 7.15) and 140 males (5369 + 13.4) of Nile tilapia of the
GIFT line were used in the reproductive phase, housed separately in hapas installed in an
excavated nursery. Breeders and matrices were fed diets containing 280g of digestible protein
(PD) and 11.72 MJ of digestible energy (ED) per kg of feed and five levels of inclusion of
purified nucleotides (0.0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10g/kg of feed). Males and females were submitted
to reproductive management in "hapas”, remaining 12 days apart and 5 days in mating. At the
end of the mating the eggs were collected and incubated. This procedure was repeated over
five months. The animals fed rations containing 7.5 and 10g/kg of nucleotides presented
higher weight gain, lower feed conversion (feed:body weight) and higher feed conversion in
eggs (feed:no. eggs). These animals also presented (p<0.05) lower relative fecundity and
lower percentage of spawning females. Plasma concentrations of alanine aminotransferase
and alkaline phosphatase decreased (p<0.05), whereas hepatic and gonadal glycogen levels
increased (p<0.05) in fish fed diets containing 5.0 and 7.5g/kg of nucleotides. Hemoglobin
and plasma albumin concentrations increased (p<0.05) in a manner directly proportional to
the inclusion of nucleotides. On the other hand, plasma triglyceride concentrations decreased
(p<0.05) in animals fed 7.5g/kg. The catalase activity was lower (p<0.05) in the gonads of
animals fed with 5.0g/kg of nucleotides, whereas lipid peroxidation was higher (p<0.05).
Concentrations of superoxide dismutase also increased (p<0.05) in the liver of animals treated
with 5.0, 7.5g/kg and 10g/kg of nucleotides. The higher level of inclusion of nucleotides
promoted the increase (p<0.05) of glutathione transferase concentration in the liver and
decreased (p<0.05) the concentration of nitrite/nitrate in the spleen. Finally, feeds did not
influence the morphology of hepatic tissue and the height of intestinal villi, but animals fed
10g/kg of nucleotides had gonads with the highest (p<0.05) quantity of developing
vitellogenic oocytes. The addition of nucleotides to the diet of Nile tilapia did not inhibit
vitellogenesis. The low fecundities occurred due to the reduced mating period, since the
ovaries presented large numbers of vitellogenic oocytes. Dietary supplementation of

nucleotides promoted gains in growth, improvement in feed conversion and improvements in



fish health. Even so, attention should be given to dietary supplementation at levels above
7.5g/kg, as they may cause liver and immune system disorders in the medium and long term.

Key-words: fecundity, glutathione, ovary, superoxide dismutase, vitellogenesis.
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1 ABORDAGEM GERAL

A producdo mundial de tilapia do Nilo vem aumentando gradualmente sob uma taxa
de aproximadamente 6% ao ano, obtendo-se em 2018 um total de 4,5 milhGes de toneladas
(FAO, 2018). Entre as espécies de &gua doce, a tilapia do Nilo é a segunda espécie mais
cultivada mundialmente, sendo superada apenas pelas carpas.

A tilapia é a mais importante espécie de peixe cultivada no Brasil, sendo produzida em
praticamente todos os estados do pais representando 51,7% da piscicultura brasileira. De
acordo com o levantamento realizado pela PeixeBR (2018), o Brasil € o quarto maior produtor
mundial de tildpia com uma producéo de 357.639 toneladas em 2017.

A espécie Oreochromis niloticus se destaca das demais principalmente pela sua
capacidade de crescimento em situacdes ambientais adversas, como varia¢des de temperatura,
pH e oxigenacdo da &gua (EL-SAYED, 2006). A intensificacdo na producdo de tilapias
aumenta a demanda por producéo de ovos, larvas e alevinos, sejam para a produgéo de carne,
reposicdo ou ampliacdo do lote de reprodutores.

Uma caracteristica reprodutiva das fémeas de tilapia do género Oreochromis é o
cuidado parental, em que incubam o0s ovos e protegem as larvas no interior de sua boca. Além
disso, produzem um numero relativamente baixo de ovos em cada desova. Esse aspecto
negativo na producdo em massa de larvas de tilapia é ainda mais acentuado devido ao baixo
grau de sincronia na desova e, com 0 tempo, uma consequente queda na producdo de ovos
(NG &WANG, 2011).

A tilapia do Nilo possui, naturalmente, um ciclo reprodutivo que tem duragdo de
aproximadamente 28 dias, sendo este considerado muito curto uma vez que envolve as
atividades de corte, ovulacao, desova, incubacédo oral dos ovos, cuidado das larvas eclodidas e
desenvolvimento ovariano para a proxima ovulacdo (MACINTOSH & LITTLE, 1995).

Com a intensificacdo da producdo, o periodo reprodutivo da tilapia do Nilo pode ser
ainda mais reduzido em fungdo do sistema de reproducdo em hapas e manejo de coleta de
ovos na boca para posterior incubacdo artificial (MACINTOSH &LITTLE, 1995),
promovendo a sincronizagao e o aumento da frequéncia das desovas.

As atividades rotineiras que o sistema de criacdo exige, no entanto, ocasionam estresse
e, consequentemente, risco ao desempenho dos peixes (SMALL, 2004; LIMA et al., 2006). A

recrudescéncia do ovario € muito rapida, exigindo do organismo elevadas taxas metabolicas
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para suportar a rapida formacdo do ovdcito, garantindo a producdo de ovos e larvas de
qualidade e bom desempenho produtivo (OLIVEIRA, 2012).

A resposta ao estresse resulta em mudancas nas respostas fisioldgicas, incluindo
mudancas no status osmotico, capacidade imunoldgica, mudancas nos estoques de energia,
biossintese de energia e eficiéncia de uso. Particularmente, este Gltimo também leva a uma
capacidade reprodutiva alterada, considerando que a fisiologia da maturagdo e desova esteja
estreitamente associada a fisiologia do estresse em peixes, 0 que pode ameacar a qualidade e
quantidade de gametas produzidos (SCHRECK, 2010).

A nutricdo dos reprodutores é reconhecida como um dos principais fatores que podem
influenciar o desempenho de desova e a producédo de larvas de tilapia (BHUJEL et al., 2001;
EL-SAYED, 2006), por isso o desenvolvimento de alimentos de qualidade em termos de
nutrientes para a tilapia é pertinente e crucial a fim de otimizar os resultados reprodutivos (El-
SAYED &KAWANNA, 2008; SCHRECK, 2010; NG &WANG, 2011).

Com o objetivo de melhorar a produtividade, muitos ingredientes tém sido estudados
como aditivos na dieta de peixes para a melhoria da resposta ao estresse e do sistema imune.
Dentre eles podemos citar os nucleotideos, que sdo compostos bioquimicos de baixo peso
molecular e desempenham diversas funcGes fisioldgicas e bioquimicas essenciais para a
célula, como a construcdo de unidades monomeéricas de &cidos nucléicos, modulacdo do
metabolismo energético, vias biossintéticas, reguladores biol6gicos e componentes de
coenzima (LI &GATLIN I11, 2006).

A suplementacdo de nucleotideos na dieta de peixes pode melhorar a qualidade larval
via fortificagdo dos reprodutores, alterar a estrutura intestinal, aumentar a tolerancia ao
estresse, bem como modular respostas imunes inatas e adaptativas (LI &GATLIN Il1, 2006;
FERNANDEZ-PALACIOS et al., 2009; RINGO et al., 2012). Devido ao seu efeito na
melhoria das condicdes fisiologicas e morfoldgicas, os nucleotideos dietéticos podem
aumentar a assimilacdo e utilizagdo dos outros nutrientes essenciais para a vitelogénese e 0
desempenho reprodutivo (ARSHADI et al., 2018).

Durante periodos de grande estresse, como a reproducdo, a suplementacdo de
nucleotideos na dieta supre a demanda de nucleotideos disponiveis para a proliferacéo celular,
e ajuda a combater os efeitos imunossupressores do estresse (LOW et al., 2003). Portanto, 0s

nucleotideos se apresentam como potenciais suplementos na alimentagéo de peixes.
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2 Revisao

2.1 Efeitos dos nucleotideos na dieta de peixes

Os nucleotideos sdo constituidos por uma base nitrogenada purina ou pirimidina, um
acucar ribose ou desoxirribose e um ou mais grupos fosfato. As principais bases de purina
incluem: adenina, guanina, hipoxantina e xantina enquanto que as de pirimidina incluem:
uracila, timina e citosina (NELSON, 2014).

Purinas e pirimidinas sdo sintetizadas a partir da “via de novo” ou obtidas a partir de
vias de salvamento. Anéis de purina sdo sintetizados no citosol de células de mamiferos a
partir de glicina, aspartato, glutamina, derivados de tetra-hidrofolato de CO, e com uma
entrada de energia consideravel, enquanto pirimidinas sdo sintetizadas a partir de aspartato,
glutamina e CO2 no citossol e mitocondria de células de mamiferos (NELSON, 2014).
Presumivelmente, essas vias sdo também operativas em peixes (BERTO, 2013).

Embora a maioria dos tecidos possa sintetizar nucleotideos a partir da “via de novo”,
outras células, como as células imunes, ndo possuem essa capacidade e dependem de
nucleotideos pré-formados. Os nucleotideos da dieta podem poupar o custo da sintese de
nucleotideos e otimizar a funcdo de células que se dividem rapidamente, como os linfdcitos,
que, ao serem ativados, provocam um rapido aumento na sintese de nucleotideos que sdo
necessarios primeiramente para o aumento do metabolismo energético e, posteriormente,
como precursores para a sintese de acidos nucleicos (LOW et al., 2003).

Partindo-se do principio de que os animais podem sintetizar quantidades adequadas de
nucleotideos necessarios para o crescimento e desenvolvimento normal, estes ndo sao
considerados nutrientes essenciais. Entretanto, alguns tecidos como a mucosa intestinal, a
medula dssea, e as células hematopoiéticas, do sistema imune e cerebrais apresentam
capacidade limitada de sintese de novo de nucleotideos, dependendo fundamentalmente dos
nucleotideos dietéticos (CORDOBA et al., 2008). Além disso, as células envolvidas na
resposta imune ndo sintetizam nucleotideos, sendo provavel que, assim como ha maior
exigéncia de outros macronutrientes sob condicdes de estresse, 0s requisitos de nucleotideos
tambem sejam maiores (HUU, 2016).

Os nucleotideos dietéticos também podem modular o metabolismo de nucleotideos no

figado, o qual é considerado o 6rgdo mais importante para 0 armazenamento e transporte de
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nucledtideos para atender as necessidades fisiolégicas do organismo (LI &GATLIN Il
2006).

Os nucleotideos desempenham diversas funcbes importantes nas células e sua
utilizacdo como suplemento em dietas para alimentacdao animal vem sendo discutida hd muito
tempo, pois sabe-se que desempenham funcgdes fisiolégicas e biogquimicas, que incluem
codificacdo da informagdo génica, modulacdo do metabolismo energético, acdo como
componentes de coenzimas entre outros (LI &GATLIN 111, 2006). Portanto, os nucleotideos

se apresentam como potenciais suplementos para alimentacdo animal, incluindo os peixes.

2.1.1 Reproducao

Em algumas espécies de peixe ocorre a transferéncia da imunidade materna para a
prole através do ovo, a qual é fundamental para permitir o desenvolvimento extracorpéreo do
embrido e da larva (KREUTZ et al., 2017). Em peixes como as tilapias, que protegem 0s ovos
na cavidade oral, os fatores de imunidade maternal sdo transferidos para os ovos através do
muco bucal, mas isso depende dos componentes do sistema imune inato (ZHANG et al.
2013).

Por isso a nutrigdo das fémeas em atividade reprodutiva desempenha um papel crucial
no fornecimento dos nutrientes essenciais e necessarios para o desenvolvimento gonadal e o
desempenho de seus ovos e larvas (LI &GATLIN IIl, 2006). Especialmente na criacdo da
tilapia, o suprimento de alevinos de alta qualidade pode se tornar um grande fator limitante
devido & sua baixa fecundidade (MACINTOSH &LITTLE, 1995).

Pesquisas tém mostrado que os nucleotideos podem afetar a qualidade da desova de
peixes e camardes. Dietas enriquecidas com nucleotideos proporcionaram maior fecundidade
em Hippoglossus hippoglossus e Melanogrammus aeglefinus (GONZALEZ-VECINO, 2005
apud FERNANDEZ-PALACIOS et al., 2009), e também melhoraram o desempenho
reprodutivo em fémeas de camardes do Pacifico (Litopenaeus vannamei) (ARSHADI et al.,
2018). Além disso, a suplementacdo de nucleotideos na dieta de fémeas de camarbes do
pacifico (Litopenaeus vannamei) teve um efeito positivo sobre o estado nutricional
aumentando os niveis de glicose e proteinas totais no plasma (ARSHADI et al., 2018).

A adicdo de nucleotideos na dieta de arinca (Melanogrammus aeglefinus) promoveu

uma melhora na sobrevivéncia das larvas sugerindo-se que tal fato pode ter sido causado por
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um melhor desenvolvimento do intestino dessas larvas e, como consequéncia, melhor
utilizagdo da primeira alimentacio exdgena (GONZALEZ-VECINO et al., 2004 apud
FERNANDEZ-PALACIOS et al., 2011).

2.1.2 Sistema imune

A suplementacdo de nucleotideo na dieta melhora a imunidade celular e humoral,
(CARVER & WALQUER, 1995), é importante no desenvolvimento de tecido com rapido
turnover celular, quando a capacidade de sintese endégena néo € suficiente para responder a
demanda, como em periodos de rapido crescimento e apds agressdes ao organismo, tais como
doencas ou traumas (BERTO, 2003). Assim, quando suplementados na dieta, os nucleotideos
podem proporcionar efeitos benéficos sobre o sistema imune, crescimento e regeneracao
celular, além de promover reducdo de gasto energético para a producdo de nucleotideos pelo
préprio organismo. (ORTEGA et al., 1995).

Burrels et al. (2001) corrobora a informacdo acima e indica ainda o uso de dietas
suplementadas com nucleotideos antes da realizacdo de algum manejo na aquicultura, ja que
em momentos de estresse 0s animais tendem a maior dependéncia de fornecimento exdgeno
desses nutrientes.

Estudos realizados por Sakai et al. (2001) mostraram que 0s nucletideos exdgenos
podem aumentar a atividade da lisozima, bem como a producdo de anion superoxido de
fagocitos na regido cranial do rim de carpa comum (Cyprinus carpio L.).

A lisozima possui propriedades antivirais, antibacterianas e antinflamatorias, por isso
sua atividade é um parametro imunoldgico importante (MAGNADOTTIR, 2006) uma vez
gue o aumento desta é considerado mecanismo de protecdo natural nos peixes. A lisozima
pode ser encontrada em maior concentracdo no rim, podendo ser detectada em outros tecidos
como o bago (CHAGAS, 2010).

O oxido nitrico (NO) é um radical antimicrobiano produzido por macréfagos
(NATHAN et al.,, 1991), o qual tém importante papel em uma variedade de processos
biolégicos como neurotransmissdo, morte de células tumorais, imunidade e processos
inflamatérios (MOSHAGE et al., 1995) bem como protege a funcdo cardiovascular (ASL et
al., 2008). Nitrito e nitrato sdo os produtos finais estaveis circulatorios de NO, e sua

mensuragdo tem sido sugerida para a avaliacao da disfuncdo endotelial (ASL et al., 2008).
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Tahmasebi-Kohyani et al. (2011) verificaram que a suplementacdo dietética de
nucleotideos a partir de 0,5g/kg aumenta a resposta imune humoral, mensurada pela atividade
de lisozima, de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e os melhores resultados séo
encontrados em peixes alimentados com races contendo 2,0g/kg. Com o0 mesmo nivel de
suplementacdo, Samir et al. (2017) também observaram um aumento no efeito estimulador
sobre o0s pardmetros imunoldgicos e a resisténcia da tildpia do Nilo desafiadas com
Aeromonas hydrophila.

A inclusdo de nucleotideos na dieta melhorou alguns componentes da resposta imune
inespecifica de Sciaenops ocellatus (CHENG et al., 2011) em que a producdo de anion
superoxido no rim foi aumentada nos peixes alimentados com dietas contendo 10,0g de
nucleotideo/kg. A tolerancia ao estresse e elevacdo das respostas imunes nao especificas com
a suplementacdo com nucleotideos na dieta também foram observadas no robalo listrado
hibrido (Morone chrysops x Morone saxatilis) (LI et al., 2004), no camardo branco
(Litopenaeus vannamei) (LI et al. 2007b), no pargo (Pagrus major) (HOSSAIN et al., 2016),
na garoupa (Epinephelus malabaricus) (Lin et al., 2009) e linguado japonés (Paralichthys
olivaceus) (SONG et al., 2012), tilapia hibrida (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus)
com 0,6 e 0,8% de inclusdo de nucleotideo na dieta (XU et al., 2015).

No entanto, Li et al. (2007a) estudando o peixe Sciaenops ocellatus alimentado com
dieta com mistura de nucleotideos, observaram que ndo houve alteracdo na resposta imune e
resisténcia a doencas, sugerindo a necessidade da realizacdo de mais estudos que possam
esclarecer melhor o papel dos nucleotideos no crescimento e respostas imunes em peixes.

As andlises hematoldgicas também séo utilizadas na avaliagdo do estado de salde de
peixes. Podem ser utilizados como parametros hematolégicos o hematocrito (Ht),
concentracdo de hemogobina (Hb) e ndmero de eritrocitos (ERI) na determinacdo da
qualidade do alimento (RANZANI-PAIVA et al., 2013). As constantes corpusculares, como
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular media (CHCM), podem fornecer informacdo complementar na
caracterizacéo de anemias (CHAGAS, 2010).

2.1.3 Saude intestinal
No intestino medio, encontram-se as dobras e cristas do epitélio mucoso que aparecem
em grande quantidade e variedade e que servem para aumentar a superficie de secrecdo e

absorcdo de nutrientes. A superficie da mucosa intestinal dos peixes tem numerosas
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projecdes, denominadas vilos, que s&o evaginag¢des da mucosa (epitélio e 1dmina propria) que
se projetam na luz do intestino com o objetivo de aumentar a area de superficie para a
digestdo e absorcdo intestinal (LIMA et al., 2014).

O desenvolvimento da mucosa intestinal ocorre pelo processo de renovacdo celular
(proliferacdo e diferenciacdo) com mitoses ou por perda de células (extrusdo) que ocorrem nas
criptas. Desta forma, ocorre aumento da altura e densidade dos vilos, que corresponde a um
aumento no numero de suas células epiteliais (enterdcitos, células caliciformes e
enteroendocrinas) (GRACIANO, 2012).

Nucleotideos dietéticos tém demonstrado ser benéficos para a salde intestinal de
peixes. Burrells et al. (2001) detectaram que, para o salmdo do atlantico, nucleotideos
dietéticos aumentaram a altura média de dobra proximal, médio e distal do intestino bem
como a area de superficie total do intestino em relacdo aos peixes alimentados com a dieta
controle. Borda et al. (2003) relataram observagdes semelhantes em pargo juvenil.

A suplementacédo de nucleotideos na dieta de Sciaenops ocellatus também aumentou a
altura da dobra no intestino proximal e a altura do enterdcito no ceco pilérico, com maior
altura de microvilos (CHENG et al., 2011).

Como Li&Gatlin 111 (2006) demonstraram, o nucleotideo como componente dietético
tem um impacto benéfico no trato gastrointestinal, melhorando as influéncias fisioldgicas,
morfolégicas e microbioldgicas que, por sua vez, podem aumentar a assimilacdo e utilizacdo
dos outros nutrientes, essenciais para a vitelogénese e o desempenho reprodutivo. Além disso,
durante periodos de estresse extraordinario, como a reproducdo, nucleotideos adicionais
devem estar prontamente disponiveis para a absorcao intestinal e, consequentemente, para a
proliferacdo celular (ARSHADI et al., 2018).

2.1.4 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sé@o intermediarios dos processos de reducao
parcial do O, durante a respiracdo mitocondrial e outros processos pro-oxidantes. Em niveis
baixos, as EROs desempenham funcfes fisiologicas importantes, como a ativagdo e
modulacéo das vias de sinalizacéo e dos fatores de transi¢do, que sdo sensiveis a reacfes de
oxidacgéo-redugdo (LUSHCHAK, 2011).

Quando o individuo ndo consegue manter as concentracfes adequadas de EROs, estes

podem provocar efeitos deletérios, pois em elevadas quantidades podem causar danos as



19

moléculas bioldgicas e aos componentes celulares, como &cidos nucleicos, proteinas,
carboidratos e lipidios. A alteracdo na funcdo destas macromoléculas nas células leva ao
estado conhecido como estresse oxidativo (EO) (LUSHCHAK, 2011). Portanto, as
intervencdes que favorecem a extincdo e/ou depuracdo de EROs devem atenuar o estresse
oxidativo, suavizando assim o subsequente dano toxicolégico (ABDEL-DAIM et al., 2015). O
malondialdeido (MDA) é um produto secundario da lipoperoxidacdo (LPO), sendo um
potencial biomarcador de dano oxidativo (ZHAO et al, 2014).

Um dos sistemas de defesa antioxidante consiste no sistema enzimatico, representado
por enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase
(GST) (SACCOL et al., 2017).

Os neutréfilos e macréfagos atacam os patdgenos intra e extracelularmente,
produzindo espécies reativas de nitrogénio e oxigénio (ERN e ERO) como o anion superdxido
(02) (CHAGAS, 2010). A enzima superoxido dismutase transforma o O,” em perdxido de
hidrogénio (H,0O,), que possui agéo bactericida (YAMAMOTO, 2015).

A catalase € a principal enzima responsavel pela desintoxicacdo celular, promovendo a
reducdo do H,O em H,O mais O, (GARCIA, 2016). Ja a glutationa S-transferase € uma
enzima que promove a conjugacdo da glutationa (GSH) com uma grande variedade de
compostos eletrofilicos, resultando na formacéo de substancias que sdo facilmente excretadas
do corpo (VASCONCELOS et al. 2007). A GST também pode atuar como enzima

antioxidante, uma vez que sua isoforma alfa possui atividade peroxidase (GARCIA, 2016).
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3 NUCLEOTIDEOS PURIFICADOS NA DIETA DE FEMEAS DE TILAPIA DO NILO
EM REPRODUCAO

Resumo — Neste trabalho, objetivou-se avaliar o crescimento e o desempenho
reprodutivo de fémeas de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com racdes
contendo nucleotideos purificados, considerando seu efeito sobre o sistema imune e o estresse
oxidativo. Neste experimento foram utilizadas 420 fémeas (2869+7,15) e 140 machos
(536¢g+13,4) de tilapias do Nilo da linhagem GIFT em fase reprodutiva, alojados
separadamente em “hapas” instalados em viveiro escavado. Os reprodutores e as matrizes
foram alimentados com ragdes contendo 280g de proteina digestivel (PD) e 11,72 MJ de
energia digestivel (ED) por kg de racdo e cinco niveis de inclusdo de nucleotideos purificados
(0,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10g/kg de racdo). Machos e fémeas foram submetidos ao manejo
reprodutivo em “hapas”, permanecendo 12 dias separados e 5 dias em acasalamento. Ao
término do acasalamento os ovos foram coletados e incubados. Esse procedimento foi
repetido ao longo de cinco meses. Os animais alimentados com racdes contendo 7,5 e 10g/kg
de nucleotideos apresentaram (p<0,05) maior ganho em peso, menor conversao alimentar
(rag&o:peso corporal) e maior conversdo alimentar em ovos produzidos (ragdo:n° ovos). Esses
animais também apresentaram (p<0,05) menor fecundidade relativa e menor percentual de
fémeas desovantes. As concentracbes plasmaticas de alanina aminotransferase e fosfatase
alcalina diminuiram (p<0,05), enquanto que os teores de glicogénio hepéatico e gonadal
aumentaram (p<0,05) nos peixes alimentados com ragdes contendo 5,0 e 7,5g/kg de
nucleotideos. As concentracdes de hemoglobina e albumina plasmatica aumentaram (p<0,05)
de forma diretamente proporcional a inclusdo dos nucleotideos. Por outro lado, as
concentragOes de triglicerideos plasmaticos diminuiram (p<0,05) em animais alimentados
com 7,5g/kg. A atividade de catalase foi menor (p<0,05) nas gbnadas de animais alimentados
5,00/kg de nucleotideos, enquanto que a peroxidacdo lipidica foi maior (p<0,05). As
concentracdes da superoxido dismutase também aumentaram (p<0,05) no figado dos animais
tratados com 5,0, 7,5g/kg e 10g/kg de nucleotideos. O maior nivel de inclusdo de nucleotideos
promoveu o aumento (p<0,05) da concentracdo da glutationa transferase no figado e diminuiu
(p<0,05) a concentragdo de nitrito/nitrato no bago. Finalmente, as ragdes nédo influenciaram na
morfologia do tecido hepatico e na altura das vilosidades intestinais, mas os animais
alimentados com 10g/kg de nucleotideos apresentaram gbnadas com a maior (p<0,05)

quantidade de ovocitos vitelogénicos em desenvolvimento. A adig¢do de nucleotideos na dieta
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das tildpias do Nilo ndo inibiu a vitelogénese. As baixas fecundidades ocorreram devido ao
reduzido periodo de acasalamento, pois 0s ovarios apresentavam grandes quantidades de
ovocitos vitelogénicos. A suplementacdo dietética de nucleotideos promoveu ganhos no
crescimento, melhoria na conversao alimentar e melhorias na saude dos peixes. Mesmo assim,
atencdo deve ser dispensada para suplementacdo dietética em niveis acima de 7,5g/kg, pois
pode causar a médio e longo prazo alteracfes hepaticas e no sistema imune.

Palavras-chave: fecundidade, glutationa, ovario, superdxido dismutase, vitelogénese.
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3 PURIFIED NUCLEOTIDES IN THE DIET OF NILE TILAPIA FEMALES IN
REPRODUCTION

Abstrat — The objective of this study was to evaluate the growth and reproductive
performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) females fed with diets containing purified
nucleotides, considering its effect on the immune system and oxidative stress. In this
experiment, 420 females (286g+7.15) and 140 males (536g+13.4) of Nile tilapia of the GIFT
line were used in the reproductive phase, housed separately in hapas installed in an excavated
nursery. Breeders and matrices were fed diets containing 280g of digestible protein (PD) and
11.72 MJ of digestible energy (ED) per kg of feed and five levels of inclusion of purified
nucleotides (0.0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10g/kg of feed). Males and females were submitted to
reproductive management in "hapas", remaining 12 days apart and 5 days in mating. At the
end of the mating the eggs were collected and incubated. This procedure was repeated over
five months. The animals fed rations containing 7.5 and 10g/kg of nucleotides presented
higher weight gain, lower feed conversion (feed: body weight) and higher feed conversion in
eggs (feed: no. eggs). These animals also presented (p<0.05) lower relative fecundity and
lower percentage of spawning females. Plasma concentrations of alanine aminotransferase
and alkaline phosphatase decreased (p<0.05), whereas hepatic and gonadal glycogen levels
increased (p<0.05) in fish fed diets containing 5.0 and 7.5g/kg of nucleotides. Hemoglobin
and plasma albumin concentrations increased (p<0.05) in a manner directly proportional to
the inclusion of nucleotides. On the other hand, plasma triglyceride concentrations decreased
(p<0.05) in animals fed 7.5g/kg. The catalase activity was lower (p<0.05) in the gonads of
animals fed with 5.0g/kg of nucleotides, whereas lipid peroxidation was higher (p<0.05).
Concentrations of superoxide dismutase also increased (p<0.05) in the liver of animals treated
with 5.0, 7.5 and 10g/kg of nucleotides. The higher level of inclusion of nucleotides promoted
the increase (p<0.05) of glutathione transferase concentration in the liver and decreased
(p<0.05) the concentration of nitrite/nitrate in the spleen. Finally, feeds did not influence the
morphology of hepatic tissue and the height of intestinal villi, but animals fed 10g/kg of
nucleotides had gonads with the highest (p<0.05) quantity of developing vitellogenic oocytes.
The addition of nucleotides to the diet of Nile tilapia did not inhibit vitellogenesis. The low
fecundities occurred due to the reduced mating period, since the ovaries presented large
numbers of vitellogenic oocytes. Dietary supplementation of nucleotides promoted gains in

growth, improvement in feed conversion and improvements in fish health. Even so, attention
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should be given to dietary supplementation at levels above 7.5g/kg, as they may cause liver
and immune system disorders in the medium and long term.

Key-words: fecundity, glutathione, ovary, superoxide dismutase, vitellogenesis.
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3.1 Introducgéo

A tilapia do Nilo é a quarta espécie de peixe mais cultivada no mundo, e sua producéo
em 2018 um total de 4,5 milhdes de toneladas (FAO, 2018), e o Brasil é o quarto maior
produtor mundial de tilapia com uma producdo de 357.639 toneladas em 2017 (PEIXEBR,
2018). A espécie Oreochromis niloticus se destaca das demais principalmente pela sua
capacidade de crescimento em situacdes ambientais adversas, como varia¢des de temperatura,
pH e oxigenacdo da agua (EL-SAYED, 2006).

A intensificacdo na producdo de tilapias aumenta a demanda por producdo de ovos,
larvas e alevinos, sejam para a producdo de carne, reposicdo ou ampliacdo do lote de
reprodutores. Para que seja atendida essa demanda, esfor¢os tém sido dispensados no
desenvolvimento de alimentos de qualidade em termos de nutrientes para a tilapia a fim de
otimizar os resultado reprodutivos (EI-SAYED &KAWANNA, 2008; NG & WANG, 2011;
SCHRECK, 2010).

As fémeas de tilapia do género Oreochromis, exercem cuidado parental, incubando os
ovos e protegendo as larvas no interior de sua boca. Com a intensificacdo da producéo, o
periodo reprodutivo da tilapia do Nilo pode ser reduzido em funcéo do sistema de reproducédo
em hapas e manejo de coleta de ovos na boca para posterior incubagdo artificial
(MACINTOSH &LITTLE, 1995).

No entanto, esse manejo ocasiona estresse, comprometendo o desempenho reprodutivo
das fémeas (LIMA et al., 2006; SMALL, 2004). A recrudescéncia do ovario € muito rapida
exigindo do organismo elevadas taxas metabélicas para suportar a rapida formacdo do
ovécito, garantindo a producdo de ovos e larvas de qualidade e bom desempenho produtivo
(OLIVEIRA, 2012).

A nutricdo dos reprodutores € reconhecida como um dos principais fatores que podem
influenciar o desempenho de desova e a producdo de larvas de tilapia (BHUJEL et al., 2001;
El-Sayed, 2006), por isso o desenvolvimento de alimentos de qualidade em termos de
nutrientes para a tilapia é pertinente e crucial a fim de otimizar os resultado reprodutivos (El-
SAYED&KAWANNA, 2008; NG &WANG, 2011; SCHRECK, 2010).

Os nucleotideos tém sido estudados como suplementos na dieta de peixes com o
intuito de promover melhorias no desempenho reprodutivo, na modulacdo do sistema imune e
no aumento da tolerancia ao estresse. (LI &GATLIN I11, 2006; FERNANDEZ-PALACIOS et

al., 2011; RINGM et al., 2012). Durante periodos de grande estresse, como a reproducéo, a
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suplementacdo de nucleotideos na dieta supre a demanda de nucleotideos disponiveis para a
proliferacdo celular, e ajuda a combater seus efeitos imunossupressores (LOW et al., 2003).
Portanto, os nucleotideos se apresentam como potenciais suplementos para alimentacéo
animal, incluindo os peixes.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o crescimento e o desempenho reprodutivo de
fémeas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com ragfes contendo
nucleotideos purificados, considerando seu efeito sobre o sistema imune e 0 estresse

oxidativo.

3.2 Material e métodos

Animais, instalacdes e delineamento experimental.

O experimento foi realizado no Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental
(INnPAA) da Universidade Estadual do Oeste do Parand — Unioeste, Campus de Toledo,
totalizando um periodo de 150 dias (outubro de 2016 a fevereiro de 2017), atendendo as
exigéncias do Comité de Etica no uso de Animais da Universidade Estadual do Oeste do
Parana (CEUA/Unioeste).

Foram utilizadas 560 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem GIFT em
fase reprodutiva, sendo 420 fémeas (2869+7,15) e 140 machos (536g+13,4).

Fémeas e machos foram alojados separadamente, em 40 “hapas” de malha 1mm,
sendo 20 hapas de dimensdes 3m x 2m para as fémeas (21 fémeas cada) e 20 “hapas” de 2m
xIm para os machos (7 machos cada). Os “hapas” foram instalados em viveiro escavado
revestido em alvenaria e com o fundo de terra.

Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado, composto por cinco tratamentos e quatro repeticbes. Os tratamentos foram
constituidos por ragdes isoproteicas e isoenergéticas contendo 280g de proteina digestivel
(PD) e 11,72 MJ de energia digestivel (ED) por kg de ragdo, com cinco niveis de inclusdo de

nucleotideo (NT) na propor¢éo de 0, 2,5, 5,0, 7,5 e 10g/kg de racéo.

RacOes experimentais, manejo alimentar e manejo reprodutivo
As dietas experimentais foram formuladas com base no conhecimento prévio da

composigdo nutricional dos ingredientes, de modo a conter 280g de proteina digestivel (PD) e
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11,72 MJ de energia digestivel (ED) por kg de racdo (Tabela 1). Os valores de proteina e
energia digestiveis foram calculados de acordo com Boscolo et al. (2002), Meurer et al.
(2012) e Meurer et al. (2003).

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

. Nucleotideo (g/kg)

Ingredientes (g/kg) 0 25 50 75 10.0
Farelo de soja’ 533,2 533,2 533,2 533,2 533,2
Milho* 286,9 286,9 286,9 286,9 286,9
Farinha de peixe? 73,1 73,1 73,1 73,1 73,1
Inerte’ 51,6 49,1 46,6 44,1 41,6
Fosfato bicélcico 25,5 25,5 25,5 25,5 25,5
Supl. Mineral e Vitaminico* 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Calcério 9,2 9,2 9,2 9,2 9,2
Sal comum 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Antioxidante® 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Nucleotideo® 0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
Nutrientes

Acido linoleico (g/kg) 09,6 09,6 09,6 09,6 09,6
Amido (g/kg) 210,0 210,0 210,0 210,0 210,0
Calcio (g/kg) 14,5 14,5 14,5 14,5 14,5
Cinzas (g/kg) 124,3 124,3 124,3 124,3 124,3
Energia bruta (MJ/kg) 15,7 15,7 15,7 15,7 15,7
Enerdia digestivel (MJ/kg) 11,7 11,7 11,7 11,7 11,7
Fibra bruta (g/kg) 32,4 32,4 32,4 32,4 32,4
Fosforo total (g/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Gordura (g/kg) 22,5 22,5 22,5 22,5 22,5
Lisina total (g/kg) 18,8 18,8 18,8 18,8 18,8
Matéria seca (g/kg) 895,0 895,0 895,0 895,0 895,0
Met.+cistina total (g/kg) 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
Proteina digestivel (g/kg) 280,0 280,0 280,0 280,0 280,0
Proteina bruta (g/kg) 313,0 313,0 313,0 313,0 313,0

"Valores de digestibilidade dos nutrientes determinados por Boscolo et al. (2002). “Valores de digestibilidade
dos nutrientes determinados por Meurer et al. (2003).°Bentonita. “Suplemento vitaminico mineral, composicio
basica: acido félico: 200mg, &cido pantoténico: 4.000mg; Biotina: 40 mg; Cobre: 2.000mg; Ferro: 12.500mg;
lodo:200mg; Manganés: 7.500mg; Niacina: 5.000mg; Selénio:70mg; Vitamina A: 1.000.000Ul; Vitamina B1:
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1.900mg; Vitamina B12: 3.500mg; Vitamina B2: 2.000mg; Vitamina B6: 2.400mg; Vitamina C: 50.000mg;
Vitamina D3: 500.000U1; Vitamina E: 20.000UI; Vitamina K3: 500mg; Zinco:25.000mg. *BHT. ®Ascogen®.

Para a elaboracéo das ragdes, os ingredientes foram triturados em moinho de martelo,
utilizando-se peneira de 0,5mm (MEURER et al., 2005), misturados e em seguida as dietas
foram extrusadas.

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (10:00 e 16:00h) (SIDDIQUI et al.,
1998; EL-SAYED et al., 2005) com uma taxa de alimentacdo de 1% da biomassa por dia
(BHUJEL, 2000), corrigida a cada 17 dias. Nesse periodo, machos e fémeas foram
submetidos ao manejo reprodutivo, permanecendo isolados pelo periodo de 12 dias (adaptado
deTACON et al., 1996; BOMBARDELLLI et al., 2009). Apds esse periodo os machos foram
transferidos para os “hapas” das fémeas para o acasalamento que teve a duracdo de cinco dias
(adaptado de MACINTOSH &LITTLE, 1995; BOMBARDELLI et al., 2009).

Ao término do periodo de acasalamento, todas as fémeas foram individualmente
submetidas aos procedimentos de verificacdo da presenca, coleta e incubagdo dos ovos,
conforme a metodologia descrita por Maclntosh & Little (1995).

Durante a coleta dos ovos, foram mensurados o peso (balanca Marte® AS2000;
+0,019) e o comprimento individual (ictibmetro; +0,1cm) das fémeas e dos machos. Em
seguida, os reprodutores foram novamente separados em seus respectivos ‘“hapas”. Esse
procedimento foi repetido durante todo o periodo experimental para condicionar as fémeas ao
manejo reprodutivo e garantir a guarda dos ovos na boca. Para a mensuracdo dos parametros

reprodutivos e desempenho de prole, foi utilizada a média das trés Gltimas coletas de ovos.

Parametros reprodutivos das fémeas

Entre os meses de novembro e fevereiro, o volume total de ovos presentes na cavidade
bucal de cada fémea foi mensurado. Em seguida, amostras de 0,5mL dos ovos de cada fémea
desovante foram fixadas em solucdo de formalina a 4%, tamponada com carbonato de célcio
(adaptado de EL-SAYED et al., 2005). Os ovos das amostras fixadas foram submetidos a
contagem e mensuracgdo do peso (balanga Shimadzu® AY220; +0,0001g) conforme adaptacéo
de Ballestrazzi et al. (2003).

Nesse periodo, foram avaliados 0s seguintes parametros: a) o percentual de fémeas
desovantes (fémeas que apresentavam ovos na cavidade bucal), b) o peso médio das fémeas
desovantes, ¢) o numero total de ovos por fémea desovante, d) o nimero de ovos por grama

de fémea desovante e, €) nimero de ovos por grama de fémeas acasaladas (total de fémeas
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considerando as desovantes e aquelas que ndo apresentavam ovos na cavidade bucal)
(BOMBARDELLLI et al., 2009).

Incubacéo dos ovos e desempenho das proles

Os ovos provenientes das fémeas de cada unidade experimental foram incubados
separadamente em incubadoras de PVC, com fundo cego e redondo, com volume util de 3,5L.
As incubadoras foram instaladas em um sistema de recirculacdo, com filtro mecanico e
bioldgico e volume de 5 m®. A 4gua utilizada para a incubagdo dos ovos foi mantida em
27%1°C, por meio de aquecimento elétrico e termostato.

Apenas 0s ovos em estdgio de gastrula ou até inicio de segmentacdo (FUJIMURA
&OKADA, 2007) foram utilizados para avaliacdo dos parametros embrionarios e de
desempenho das proles. Esse procedimento foi adotado para padronizar a idade dos ovos a
serem incubados. Em seguida, trés dias ap0s a eclosdo foi mensurada a taxa de sobrevivéncia
das proles a incubacdo, pela contagem do nimero total de proles vivas em cada unidade
experimental (BOMBARDELLI et al., 2009).

Dessas proles, foram utilizadas 2000 larvas com idade de trés dias, para avaliar os
efeitos das racGes fornecidas as matrizes sobre o tempo de sobrevivéncia das proles ao jejum.
Essas proles foram distribuidas em 20 aquarios de 70L, instalados em um sistema de
recirculacdo de agua, com filtros e aquecimento elétrico, idénticos aos descritos anteriormente
para a incubacdo dos ovos. A agua do sistema de recirculacao foi aquecida de modo a manter
a temperatura em 27+1°C. Em cada aquéario foram alojadas 100 tilapias. Para a avaliacdo do
tempo de sobrevivéncia ao jejum, foi considerado o tempo necessario para a mortalidade de
100% das tilapias presentes nos aquarios (adaptado de LAVENS et al., 1999).

Monitoramento dos parametros fisico-quimicos da agua

Nos viveiros escavados, a temperatura minima (26,98+1,33°C) e maxima
(28,98+1,68°C) da agua foi mensurada diariamente por meio de termdémetro digital de
méaxima e minima (x£1°C).

Quinzenalmente, as 6:00 h. foram mensurados os teores de oxigénio dissolvido
(7,03+0,27 mg/L; Oximetro YSI® 550A) e o pH da &gua (7,06+0,32; pHmetro digital
Tecnal® Tec 5). Quinzenalmente, foram mensurados os teores de nitrogénio amoniacal
(0,08+0,04 mg/L) (Korollef, 1976), nitrito (0,16+0,04 mg/L) (STRICKLAND & PARSONS,
1972), e alcalinidade total (39,33+1,30 mg CaCOs/L) (CARMOUZE, 1994).
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A temperatura da agua nas incubadoras dos ovos (27,09+1,15°C) e nos aquéarios de
criagdo dos alevinos (27,22+1,12°C) foi mensurada diariamente, conforme descrito
anteriormente. A cada trés dias, foram mensurados os teores de oxigénio dissolvido e o pH da
agua das incubadoras (7,11+0,11mg/L; 7,87%0,23, respectivamente) e dos aquarios

(6,35+0,85 mg/L; 7,45+0,17, respectivamente), conforme descrito anteriormente.

Mensuracao do crescimento, dos indices corporais e de parametros hematoldgicos

Ap0s o ultimo acasalamento, os peixes foram novamente separados, conforme descrito
anteriormente. Ao término desse periodo, seis fémeas de cada unidade experimental foram
aleatoriamente selecionadas e anestesiadas pela imersdo em solucéo de Benzocaina (75mL/L),
adaptado de Ranzani-Paiva et al. (2013) para realizacdo das medidas individuais de peso,
comprimento total e comprimento padrao.

Em seguida, as fémeas foram submetidas a coleta de sangue, retirando-se pelo menos
4,0 mL de sangue, por puncdo da veia caudal, inserindo o bisel da agulha perpendicularmente
a veia caudal, abaixo da linha lateral (TAVARES-DIAS &MORAES, 2004). As amostras de
sangue foram centrifugadas a 2.800 rpm por cinco minutos e, em seguida foi retirado o
plasma e/ou soro. Soro e plasma foram imediatamente congelados e armazenados em
ultrafreezer a -80°C para posterior realizacdo das analises.

Uma aliquota de sangue coletado com EDTA 10% (RANZANI-PAIVA et al., 2013)
foi utilizada para a contagem de hematdcrito, eritrocidos e analise de hemoglobina.

A concentracdo de hemoglobina foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina (DRABKIN & AUSTIN, 1935.), utilizando o kit comercial
“Hemoglobina Bioclin®”, e leitura em espectrofotometro, conforme recomendagdo do
fabricante.

A contagem de hematdcrito foi realizada pelo método do microhematocrito, conforme
Goldenfarb et al. (1971). Para a contagem de eritrdcitos o sangue foi diluido na propor¢éo de
1:200 em solucéo salina a 0,65% (RANZANI-PAIVA et al., 2013) e a contagem foi realizada
em Camara Hematimétrica de Neubauer.

Posteriormente foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular
médio (VCM)=(Ht/n° eritrocitos) x 10; hemoglobina corpuscular média (HCM)=(Hb/N°
eritrocitos) x 10; concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)=(Hb/Ht)X100
(RANZANI-PAIVA et al., 2013).
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Logo apds a coleta do sangue, os animais foram submetidos a eutanésia pela imersdo
em solucdo contendo dose letal de benzocaina (250 mg/L), seguido pela seccdo da coluna
vertebral e dissecados para a mensuracgdo individual dos pesos do figado, das gbnadas e das
visceras. Foram calculados o peso médio, o comprimento padrdo médio, o ganho de peso
médio, a conversdo alimentar aparente em peso corporal, a conversdo alimentar aparente em
ovos, fator de condicdo, indice hepatossomatico (TESSARO et al., 2012), indice
gonadossomatico (VAZZOLER, 1996) e indice viscerossomatico (NG & WANG 2011).

Também foram coletadas amostras de figado, gbnada, baco e rim, as quais foram
acondicionadas em microtubos e posteriormente congeladas e armazenadas em ultrafreezer a -

80°C para posteriores analises bioquimicas.

Histologia das génadas, do figado e do intestino

Das mesmas fémeas submetidas a coleta de sangue, amostras de figado, dos ovarios e
do intestino foram fixadas em solucdo Karnovisky. Por¢Ges medianas do figado e das gonadas
foram fixadas, enquanto que dos intestinos foram fixadas de forma aberta, por¢Ges de cinco
(05) centimetros da parte anterior do intestino. Em seguida, o material foi desidratado pela
passagem em séries crescentes de alcool, diafanizado em xilol e incluidos em parafina
histoldgica. Os diferentes tecidos foram cortados em 7um de espessura, 0s quais foram
corados em hematoxilina e eosina (H.E.). As laminas foram montadas em Permont® e
fotografadas em microscopia 6ptica (Nikon Eclipse E200%).

Nas gbnadas, foram avaliados os estagios de desenvolvimento do epitélio germinativo,
(adaptado de Tessaro et al.,2014), sendo determinado o percentual de ovogdnias, ovécitos em
crescimento primario, ovécitos vitelogénicos em desenvolvimento, ovécitos vitelogénicos
maduro, foliculo pds ovulatorio e foliculo atrésico. No figado, foi analisado o grau de
vacuolizacdo hepética, determinando-se os escores de vacuolizacdo entre 0 e 3, (adaptado de
Caballero et al., 2004; Tessaro et al., 2012). Foi atribuido escore = 0 para auséncia de
vacuolos; escore = 1 para vacuolizagédo reduzida; escore = 2 para vacuolizagdo meédia e escore
= 3 para vacuolizacdo intensa. As avaliacdes do tecido hepatico foram realizadas por meio da
captura de imagens em objetiva de 40X, em campos aleatdrios, em areas adjacentes as veias
centro lobulares. Finalmente, no intestino foi mensurada a altura das vilosidades intestinais.
As analises morfométricas foram realizadas pelo programa Image Pro-plus 4.0%° (SILVA et
al., 2010).
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Composicao centesimal de tecidos corporais
Das fémeas submetidas a eutanésia, foram coletadas amostras da gdnada, do figado,
das visceras e do musculo, que foram armazenadas a -20°C para posterior determinacdo dos

teores de extrato etéreo, matéria seca, matéria mineral e proteina bruta (AOAC, 2000).

Parémetros bioquimicos de sangue

As analises bioguimicas do sangue foram realizadas no Laboratério de Analises
Bioquimicas da Unioeste — Campus de Marechal Candido Rondon. Foram realizadas as
seguintes analises bioquimicas de sangue: célcio, triglicerideo, proteina total, albumina,
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, colesterol, HDL,
creatinina, acido Urico, imunoglobulina. Essas analises foram realizadas por meio de
analisador bioquimico automatico modelo Flexor EL 200, utilizando Kits especificos ELI

Tech (Clinical Systems).

Parametros bioquimicos de tecido

As andlises bioguimicas dos tecidos foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e
Genética da Universidade Federal Fronteira Sul, na cidade de Laranjeiras do Sul-PR.

No figado e nas gbnadas, foram avaliadas a lipoperoxidacéo, a atividade de catalase, a
atividade da superéxido dismutase e a atividade da glutationa transferase, além da
quantificacdo dos teores de glicogénio. No baco e no rim, foi avaliada a atividade de lisozima
e quantificados os niveis de nitrito e nitrato.

Antes da realizacdo das andlises, as amostras foram preparadas, sendo adicionado
tampéo fosfato salina e posteriormente homogeneizadas, centrifugadas a 11000 rpm a 4°C por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado, fracionado em microtubos, congelado e armazenado
em ultra freezer a -80°C para posteriores analises.

Uma fracdo da amostra preparada foi utilizada para a determinacéo da concentragéo de
proteinas pelo método de Bradford (1976). Esse méetodo se baseia na interacao entre o corante
BG-250 e proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH
de reacdo, a interacdo entre a proteina de alta massa molecular e o corante BG-250 provoca 0
deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica, que absorve luz no
comprimento de onda de 595 nm. Apds a leitura da proteina, as amostras foram normalizadas

para a concentracdo de 1mg/mL para a realizacdo dos ensaios posteriores.
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A lipoperoxidacéo de lipidios foi analisada de acordo com Federici et al. (2007) que se
baseia na reacdo de uma molécula de malondialdeido com duas moléculas de &cido
tiobarbitirico com a eliminacao de duas moléculas de agua, formando um pigmento rosa com
absorcédo méxima a 535 nm.

Para a andlise da atividade da enzima catalase seguiu metodologia de Aebi (1984), na
qual ocorre o decréscimo de absorbancia a 240 nm devido & degradacdo do perdxido de
hidrogénio em oxigénio e agua. Para a determinacéo da catalase em gdnadas, foram utilizadas
amostras brutas e posteriormente os resultados transformados para 1mg de proteina por mL de
amostra. 1sso devido a baixa atividade e dificuldade de leitura das amostras diluidas.

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi determinada conforme Crouch
et al. (1981) e baseia-se na capacidade da SOD em inibir a reducédo do azul de nitrotetrazdlio
(NBT) para azul de formazan pelo radical superéxido gerado pela hidroxilamina em solugéo
alcalina, sendo que a reducdo do NBT é medida espectrofotometricamente a 560 nm.

Para a determinacdo da atividade da glutationa transferase seguiu-se a metodologia
descrita por Habig et al. (1976), a qual parte do principio de que o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) é metabolizado pela enzima glutationa transferase (GST) conjugado a enzima
glutationa reduzida (GSH) com aumentos de absorbancia em 340 nm. Durante o ensaio, a
GST catalisa a conjugacdo da GSH com o substrato sintético CDNB que produz um
conjugado, o qual é detectado em 340 nm. A atividade enzimética é proporcional a velocidade
de producdo do composto conjugado.

O glicogénio foi analisado conforme metodologia de Krisman (1962). As amostras de
figado e gbnada foram colocadas em KOH 30% e incubadas a 100°C por 15 min.
Posteriormente, foi adicionado etanol 95% e incubadas por 15min a 70°C, seguido de banho
de gelo por 20 min para precipitacdo do glicogénio. As amostras foram entdo centrifugadas a
1300 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado solubilizado em
agua. O contetdo de glicogénio foi determinado pelo tratamento com reagente de iodo e
posterior leitura em espectrofotébmetro a 460 nm e os resultados foram expressos em mg de
glicogénio/g de tecido.

Para a realizacdo da atividade enzimética da lisozima, aderiu-se a metodologia
proposta pelos autores Ellis (1990) e Sankaran & Gurnani (1972), realizando-se 0 ensaio
turbidimétrico e medindo a concentracdo da atividade de lisozima por meio da reducdo da
densidade O&ptica, a qual foi verificada durante a lise da parede celular da bactéria

Micrococcus lysodeikticus, cujos resultados foram expressos em g de lisozima/g de proteina.
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A determinacdo de nitrito e nitrato foi realizada de acordo com Green et al., (1982),
Miranda et al. (2001) e Villamil et al. (2002) por meio da reacdo de Griess. A reacao de NO2~
com esse reagente produz uma coloragdo rosea, que foi quantificada por meio da leitura das
densidades opticas em leitora de microplacas em 540 nm. As concentracdes de nitrito foram
calculadas a partir de uma curva padréo realizada com uma solucdo de nitrito de sodio

(NaNO,) em PBS (pH 7,2) (0-150 uM) e expressos em uM nitri./nitra./mg de proteina.

Anélises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade das variancias e normalidade
dos residuos. Em seguida, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) e, o teste de
comparacdo multipla de médias de Duncan, ambos a um nivel de 5% de probabilidade. Todos
os procedimentos foram realizados no software Statistica 7.1%. Para os dados da atividade
enzimatica da superixido dismutase, da glutationa transferase e da lisozima, foram realizadas
transformacdes estatisticas para atender aos pressupostos de homogeneicidade e normalidade

dos residuos, sendo os mesmos transformados pelo Rank.

3.3 Resultados

Crescimento e reproducéo

O desempenho reprodutivo das fémeas de tilapia do Nilo foi influenciado pela
inclusdo de nucleotideos na dieta (Tabela 2). A fecundidade relativa (ovos/g fémea desovante)
das fémeas que desovaram foi maior (p<0,05) para aquelas alimentadas com as racdes
contendo 7,5g/kg de nucleotideos (Tabela2). Por outro lado, o percentual de fémeas
desovantes diminuiu (p<0,05) quando as fémeas foram alimentadas com as ragdes com
7,5g0/kge 10g/kgde nucleotideos (Tabela 2). Consequentemente, a fecundidade relativa
(ovos/g fémea acasalada) de todo o grupo acasalado também foi reduzida (p<0,05) com o uso
das racdes contendo 7,5 e 10g/kg de nucleotideos. De modo geral, a producéo total de ovos,
assim como o peso médio dos ovos, as taxas de sobrevivéncia a incubacdo e o tempo de

sobrevivéncia ao jejum, ndo foram influenciados (p>0,05) pelas racdes (Tabela 2).
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Tabela 2 — Parametros reprodutivos e de qualidade da prole de fémeas de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentadas com ra¢6es contendo nucleotideos purificados.

Variavel Niveis de inclusdo de nucleotideos (g/kg) =)
0 2,5 5,0 7,5 10,0

Percentual de fémeas 2433% 20,83 27,38°  1429"° 12,53 0.0165
desovantes (%) 15,85 15,28 15,67 +7,01 16,81 ’
Fecundidade relativa 0,97 0,73® 0,88° 0,31° 0,32 0.0441
(ovos/g de fémea) +0,43 0,47 +0,22 10,23 +0,13 ’
Fecund. Relat. (Ovos/lg 3,87 4,15° 4,46° 6,29% 3,51 0.0188
de fémea desovante) +0,81 +0,47 +0,46 +2,05 +0,60 ’
Peso médio dos Ovos 6,97 7,42 7,26 6,90 6,77 0.4568
(mg) +0,92 +0,23 +0,55 +0,40 +0,33 ’
Taxa de sobrevivénciaa 67,38 55,60 47,13 64,00 57,67 0.6176
incubacéo (%) 14,45 +21,72 %1323  £26,96  £22,76 ’
Tempo de sobrev. ao 19,13 20,13 18,94 19,13 18,58 0.9279
jejum (dias) +2,78 +1,70 +0,72 +3,92 +0,80 ’

8,05 8,33 9,81 6,16 4,17

3
Toldeovos (107) 4369 1286 4224 389  #183

0,1319

O crescimento das fémeas foi influenciado pelas ragfes (Tabela 3). As fémeas
alimentadas com as ragdes contendo 7,5 e 10g/kg de nucleotideos apresentaram 0s maiores
(p<0,05) valores de ganho de peso, as menores (p<0,05) taxas de conversdo alimentar em
peso e as maiores (p<0,05) taxas de conversdo alimentar em ovos (Tabela 3). As ragdes
fornecidas as fémeas de tilapia do Nilo ndo influenciaram o peso final, o fator de condicéo
corporal, a sobrevivéncia e os indices hepatossomatico, viscerossomatico e gonadossomatico
(Tabela 3).

Tabela 3 — Crescimento e indices corporais de fémeas de tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) em fase reprodutiva, alimentadas com ragdes contendo nucleotideos purificados.

Variavel Niveis de inclusdo de nucleotideos (g/kg) o)

0 2,5 5,0 75 10,0
0 M R EE mE W
U T R R
e S mm o amE el e g

2.56° 2.53? 2.45° 2.16° 2.16°

CAP(9/9PV)  52o +0.26 +0.09 +0.13 +0.12

0,0086
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cro@ovo G I 0 MY XY oo
o BE B AT IR R o
ooy % W mm mw e
HS (%) 126(,)253 izd,légo 126?3?7 12(3,2206 126}370 0,6491
VS (%) 3 w03 w042 07y sous 0646
1GS (%) 126?;4 126,9608 116?53 izdisoo 121’?(;10 0,5257

Pl - Peso inicial; PF - Peso final; GP - Ganho de peso; CAP — Conversdo alimentar aparente em peso corporal;
CAO - Conversdo alimentar aparente em ovos; FC - Fator de condicdo corporal; SOB - Taxa de sobrevivéncia;
IHS — indice hepatossomatico; IVS — indice viscerossomético; 1GS — indice gonadossomatico.

Hematologia

As fémeas alimentadas com as ragdes contendo 5,0, 7,5 e 10g/kg de nucleotideos
apresentaram 0s maiores niveis de hemoglobina (Tabela 4). O total de eritrocitos, o
hematocrito, o volume corpuscular médio, a hemoglobina corpuscular média e a concentracao

de hemoglobina corpuscular média ndo foram influenciados (p>0,05) pelas rac6es (Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros hematoldgicos de fémeas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
em fase reprodutiva, alimentadas com racdes contendo nucleotideos purificados.

Niveis de inclusdo de nucleotideos (g/kg)

Variavel 0 25 50 75 100 P
N 4,25° 4.16° 4.83° 5,00 4.84°
HB (gdL™) +0,28 +0,24 +0.28 £0.29 +058 00131
ERI (10° células 1,91 1,88 1,88 1,79 1,96 0.9661
UL +0,19 +0,06 +0,08 +0,18 +0,19 !
33,03 31.73 32.28 33.95 31.96
HTO (%) +1.73 +0,51 +0,67 +1,53 1057 03199
179,19 17504 17153 187,34 172,33
VCM (iL) +14.71 +7.44 11757  +2171  +1458 06026
38.69 40,38 41,16 45,33 42,13
HCM (pg) +2.70 +4.97 15 61 1814 1685 06110
4 23.08 23.56 2452 24.79 24 68
CHCM (@dL™) 7’35 +0,74 +0,61 +0,41 1191 00714

HB — hemoglobina; ERI — total eritrdcitos; HTO — hematocrito; VCM — volume corpuscular médio; HCM —
hemoglobina corpuscular média; CHCM — concentragdo de hemoglobina corpuscular média.
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Parametros bioquimicos do plasma

As fémeas de tilapia do Nilo alimentadas com as ra¢Bes contendo nucleotideos
purificados apresentaram alteracGes bioquimicas no plasma sanguineo. Os niveis da alanina
aminotransferase foram reduzidos (p<0,05) nas fémeas alimentadas com racfes contendo

entre 2,5 e 7,5g/kg de inclusdo de nucleotideos (Tabela 5).

Tabela 5 — Par@metros bioquimicos de plasma de fémeas de til&pia do Nilo (Oreochromis
niloticus) em fase reprodutiva, alimentadas com ragdes contendo nucleotideos purificados.

Variavel Niveis de inclusao de nucleotideos (g/kg) P
0 2,5 5,0 7,5 10,0
wron ZEETuS S me o
oy S T Wae G sew oo
ETTRR A A - S A
Cotmgs) [ aes o sy sn 007
gy ST wel dew wom oo,
HDL(MGUL)  Lid el st w04l s 0058
COLMMGUL) 12471 sgmor  ssza  soses  seies 072
CRGmOM) Yy e ase e wses 0%
ASTUI)  fags w1617 w0z seols 7m0
SLMOIOL) g  umst  sieel  s0as  seer 027
ey 2 4% 4n g% we o
AUR (mg/dL) 56?226 106,1171 J_roé,lfo 106,0(?8 fd,lgs 0.22

ALT — alanina aminotransferase; TG — triglicerideos; ALB — albumina; Ca — célcio; FAL — fosfatase alcalina;
COL — colesterol total; HDL — colesterol HDL; CR — creatinina; AST — aspartato aminitransferase; GLI —
glicose; PTT — proteina total; AUR — acido (rico.
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Os niveis da fosfatase alcalina e de triglicerideos plasmaticos também foram reduzidos
(p<0,05) nas fémeas alimentadas com as ra¢es contendo 7,5g/kg de nucleotideos. Ainda, ao
mesmo tempo em que fémeas alimentadas com as ra¢Ges contendo entre 5,0 e 10g/kg de
nucleotideos apresentaram os maiores (p<0,05) teores de albumina plasmatica, essas fémeas
apresentaram os menores (p<0,05) niveis de célcio plasmatico (Tabela 5). Finalmente, as
racGes ndo influenciaram (p>0,05) os niveis plasmaticos de colesterol HDL, colesterol total,

creatinina, aspartato aminotransferase, glicose, proteina total e acido urico.

Indicadores de estresse oxidativo nos tecidos hepatico e gonadal
O figado das fémeas alimentadas com as ragdes contendo 5,0g/kg de inclusdo de

nucleotideos apresentou os maiores (p<0,05) teores de glicogénio hepatico (Tabela 6).

Tabela 6 — Indicadores de estresse oxidativo em figado e gdnada de fémeas de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) em fase reprodutiva, alimentadas com ra¢Ges contendo nucleotideos

purificados.
Variavel Niveis de inclusdo de nucleotideos (g/kg) p
0 25 5,0 75 10,0
Figado
192,92¢ 197,08° 345,372 208,80 244,92

GLIC 14519  +4627 42462  +4408 5839 00102
0,98° 0,64° 1,53 1,522 1,64

50D £0,22 0,20 +0.21 +0.09 +0.08 0,0000
0,97° 0,96° 0,95° 1,122 1,06

GST +0,10 +0,06 +0,06 +0,09 +0,06 0,0262
0,21 0,18 0,22 0,21 0,22

CAT +0.02 +0.04 +0.02 +0.02 +0.04 0,3505
0,64 1,55 1,00 1,06 0,90

LPO +20 1016 +0.58 +0.78 +0.41 0,1507

Gobnada
0,0120% 0,0138? 0,0096° 0,0134%°  0,0123%

CAT 10,0017 400016  +00011 400028 00016  2:0435
0,392 0,32h° 0,53% 0,19° 0,24°

LPO +0,15 +0,14 +0,16 +0,09 +0,12 0,0189
437" 424" 5,36% 6,482 4,63

GLIC +0.66 +0.97 £0,42 +1.39 +0.31 0,0458
0,13 0,13 0,14 0,16 0,13

GST +0,01 +0,01 +£0,02 +0,02 +0,02 0,1416

CAT - catalase (mmoles de H,0, degradado.min™ .mg prot™); LPO — peroxidacao lipidica (mmol de MDA mg
prot™); GLIG — glicogénio (mg de glicogénio.g tecido™); SOD — superéxido dismutase (unidade de SOD.mg
prot™); GST — glutationa transferase (mM. min™.mg prot™).
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A maior (p<0,05) atividade da superoxido dismutase hepatica foi verificada nas
fémeas alimentadas com as ra¢6es contendo entre 5,0 e 10g/kg de nucleotideos, enquanto que
a maior (p<0,05) atividade da glutationa transferase foi verificada nas fémeas alimentadas
com as ragdes contendo 7,5g/kg (Tabela 6). As racGes ndo interferiram (p>0,05) sobre a
lipoperoxidacéo e na atividade da catalase hepética (Tabela 6).

Nos ovarios, os maiores (p<0,05) teores de glicogéncio foram verificados nas fémeas
alimentadas com racdes contendo 7,5g/kg de nucleotideos (Tabela 6). A lipoperoxidacéo nos
ovarios foi menor (p<0,05) nas fémeas que receberam as ragdes contendo 2,5, 7,5 e 10g/kg de
nucleotideos, enquanto que as maiores atividades de catalase foram verificadas com 2,5 e
7,5g/kg de inclusdo de nucleotideos (Tabela 6). A atividade da glutationa transferase néo foi
alterada (p>0,05) pelas rac6es e ndo foi evidenciada a atividade da superdxido dismutase em

todos os tratamentos (Tabela 6).

Indicadores imunoldgicos no rim e bacgo

No baco, os niveis de nitrito/nitrato permaneceram constantes nas fémeas alimentadas
com racles contendo entre 0 e 7,5g/kgde nucleotideos, enquanto que somente aquelas
alimentadas com 10g/kg apresentaram os menores (p<0,05) valores de nitrito/nitrato (Tabela
7). A atividade de lisozima no bago e no rim e, 0s niveis de nitrito/nitrato no rim ndo foram

alterados (p>0,05) pelas racdes (Tabela 7).

Tabela 7 — Indicadores imunolégicos em baco e rim de fémeas de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) em fase reprodutiva, alimentadas com ra¢Ges contendo nucleotideos
purificados.

<z Niveis de inclusdo de nucleotideos (a/kq)
Variavel 0 2.5 50 75 10,0 P
Baco
Nitrito/nitrato 8,32 8,41° 8,80° 8,57° 4,69° 0.0029
(UM/mg de proteina) +1,10 +1,47 +1,85 10,52 +1,41 ’
Lisozima (ug/g de 1,95 1,93 1,53 1,51 1,67 0.2001
proteina) 10,40 10,32 10,29 +0,38 10,18 ’
Rim
Nitrito/nitrato 8,13 7,89 7,58 7,39 8,85 0.5916
(UM/mg de proteina) +1,15 +1,46 +1,81 +1,05 +1,04 ’
Lisozima (ug/g de 10,90 12,93 12,27 13,18 11,84 0,8658

proteina) +1,00 13,82 12,54 4,11 13,76
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Histologia do figado, da gbnada e do intestino

As fémeas alimentadas com racfes sem nucleotideos apresentaram 0s ovarios com o
maior (p<0,05) percentual de ovogobnias, enquanto que, aquelas alimentadas com racfes
contendo 5,0, 7,5 e 10g/kg de nucleotideos apresentaram o maior (p<0,05) percentual de
ovacitos vitelogénicos em desenvolvimento (Tabela 8; Figura 1). O figado das fémeas em
todos os tratamentos apresentou-se normal, sem deposicdo de gordura e nem alteracdo
morfologica (Figura 2). Finalmente, a altura das vilosidades no intestino das fémeas
alimentadas com racfes contendo nucleotideos purificados ndo foi influenciada (p>0,05)
pelas dietas (Tabela 8).

Tabela 8 — Altura das vilosidades intestinais e estagio de maturacdo gonadal de fémeas de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em fase reprodutiva, alimentadas com racdes
contendo nucleotideos purificados.

Varidvei Niveis de inclusao de nucleotideos (g/kg) P
arlavels 0 25 5,0 75 10,0
Intestino
Altura das 34,94 34,15 34,55 32,31 33,39 0.5320
vilosidades (um) 1,30 +1,89 +3,27 2,13 +1,28 ’
Gonada
. 8,37° 5,69% 3,39 1,79° 3,76
0 ) ) ) ) )
Ovogonia (%) £230 205  +147 218  +141 0009
desomaivimenty 333 873 5750 a7t 698 o
(%) +1,41 +1,54 +1,52 +1,23 +2,23 ’
Crescimento 67,45 61,07 69,09 60,83 61,66 0.4775
primario (%) +7,61 +10,51 +3,92 +6,21 +10,82 ’
Vitelogénico 18,25 24,75 21,20 25,73 20,67 05011
maduro (%) 16,13 18,13 15,91 15,56 16,85 ’
Foliculo pos 0,61 0,95 0,23 0,11 0,56 0.7107
ovulatério (%) +0,93 +1,59 +0,45 +0,23 +0,68 ’
Foliculo atrésico 2,11 1,80 1,34 4,59 3,78 0,2043

(%) +1,01 +0,45 +1,14 +2,20 +3,64
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Figural. Ovério de tilapias do Nilo (Oreochromis nilotucus) em fase reprodutiva alimentadas
com racdes contendo diferentes niveis de nucleotideos. (a) = Foliculo em fase de ovogonia
— Fémeas alimentadas com ragdes contendo Og/kg de nucleotideo; (b) = Ovdcitos
vitelogénicos em desenvolvimento — Fémeas alimentadas com rac¢es contendo 10g/kg de
nucleotideo; (c) = Ovdcitos vitelogénicos em desenvolvimento — Fémeas alimentadas
com ragdes contendo 5,0g/kg de nucleotideo, (d) = Ovocitos vitelogénicos em
desenvolvimento — Fémeas alimentadas com ra¢des contendo7,5g/kg de nucleotideo. Imagens
obtidas com aumento de 40X. Coloragdo em H.E.

Figura 2. Hepatocitos de fémeas de tilapia do Nilo (Oreochromis nilotucus) em fase
reprodutiva alimentadas com racdes contendo diferentes niveis de nucleotideos. (a)
Hepatocitos de fémeas alimentadas com ragBes contendo 0g/kg de nucleotideo. (b)
Hepatoticos de fémeas alimentadas com racGes contendo 10g/kgde nucleotideo. Imagens
obtidas com aumento de 400X. Coloragdo em H.E.
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Composicgéo centesimal do musculo, figado, ovario e visceras

Os teores de extrato etéreo das amostras de gonada, figado, visceras e musculo das
fémeas alimentadas com racdes contendo nucleotideos purificados ndo foram influenciados
(p>0,05) pelas dietas (Tabela 9). Nos ovarios, os maiores (p<0,05) teores de proteina bruta
foram verificados nas fémeas alimentadas com rag¢Ges contendo 5,0g/kg de nucleotideos. O
teor de proteina bruta das amostras de figado, visceras e musculo também néo foi influenciado
(p>0,05) pelas dietas (Tabela 9).

Tabela 9 — Valores de extrato etéreo, matéria mineral, matéria seca e proteina bruta de
gbnada, figado, visceras e musculo de fémeas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em
fase reprodutiva, alimentadas com racdes contendo nucleotideos purificados.
Niveis de inclusdo de nucleotideos (g/kg)

Variavel 5 25 5.0 75 100 P
Extrato etéreo (g/kg™)

] 8.08 8.86 8.08 8.40 8 47

Gonada +1.61 +1.43 +0,96 +0,55 4158 09022

) 317 3.66 368 4.8 3,52

Figado +155  +113 092 173 000 08147

) 10,67 14.70 14.48 12.39 15.36

Visceras 1494 1212 202 4174 110 01426

) 205 157 1,08 1.29 1.19

Musculo +1.08 +1.54 +0,93 +1.29 1008 08669
Matéria mineral (%)

] 1.40 1.39 202 1.80 175

Gonada 1026 4052 041 094 1016 04191

) 1.87 279 252 217 316

Figado +031 131+ 162 058 066 24493

) 3.28 230 257 359 177

Visceras +0,13 +0,30 +0,39 +2.83 s007 06792

) 255 281 227 171 263

Msculo +1.95 +1.77 +1.27 +0,71 4141 08488
Matéria seca (%)

] 42.66 3753 44,00 40,18 41,88

Gonada £203 640 239 273 a07 %209

) 2957 29 49 30,88 30,52 30,61

Figado 1141 337  +168  +159  0gg 07906

Visceras 37.64 33.13 31.13 35 49 3514 2100

13,97+ +2,47 +1,67 +1,19 +2,05
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22,51 23,17 22,63 22,12 22,40

Musculo 1028 055 086 058 080 2712
Proteina bruta (%)

. 26,51 26,95% 27,85 23,97¢ 26,08"

Gonada 1033  +156  +130 088 1033 0011
) 13.28 1475 12,63 12.90 12.28

Figado +201 +0.72 +1 58 +0.45 1065 0986
) 832 8.02 867 757 778

Visceras +2.23 +0,71 +1.49 +0,60 4191 08080

Misculo 2348 2268 24.00 22 47 2219 o o0

+1,67 +1,35 +2,28 +2,20 +1,21

3.4 Discussao

A suplementacdo dietética de nucleotideos para peixes (BURRELS et al., 2001,
TAHMASEBI-KOHYANI et al. 2011, HOSSAIN et al, 2016; GUO et al, 2017, SAMIR et
al., 2017 ) e camard@es (LI et al. 2007b, ARSHADI et al., 2018) tem se mostrado como uma
estratégia importante para melhorar a saude e o crescimento dos animais. Contudo, algumas
pesquisas mostram que os resultados podem apresentar inconstancias em funcéo das espécies
ou das fontes e composicdes de nucleotideos empregados nas mesmas (LI &GATLIN I,
2006; LI et al., 2007a). Mesmo com essas perspectivas positivas, as informacfes sobre 0s
efeitos da suplementacdo dietética dos nucleotideos sobre a salde e a reproducao de machos e
fémeas de peixes ainda séo escassas.

De um modo geral, a alimentacdo das fémeas de tilapia do Nilo com ra¢des contendo
nucleotideos melhorou a condicdo corporal e a salde das matrizes. Do ponto de vista
reprodutivo e com foco individual nas fémeas que desovaram, o aumento da fecundidade
relativa pode estar relacionado a maior disponibilidade de energia para atender a maturacao
gonadal, cujo processo € muito intenso na tilapia do Nilo (LUPATSCH et al., 2010). Nesse
caso, possivelmente o direcionamento metabdlico dos triglicerideos plasmaticos para acumulo
e deposito de glicogénio nos ovarios (ARSHADI et al., 2018) garantiu o fornecimento de
elevadas quantidades de energia metabdlica para a maturacdo ovariana (IZQUIERDO et al.
2001) nas fémeas desovantes alimentadas com 7,5g/kg de nucleotideos. Além disso, essa dieta
também aumentou a atividade da glutationa transferase, o que provavelmente melhorou a

condicdo gonadal quanto ao equilibrio redox (HUBER et al., 2008).
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Em principio, aparentemente os nucleotideos melhoraram a saude e direcionaram o
metabolismo dos animais para o crescimento, uma vez que as fémeas alimentadas com ragdes
contendo acima de 5,0g/kgde nucleotideos apresentaram as maiores taxas de crescimento e
melhor conversdo alimentar, enquanto que com as mesmas dietas 0 percentual de fémeas
desovantes foi reduzido. Logo, devido a reducdo do percentual das fémeas que atingiram a
maturacdo final e desovaram, essas dietas consequentemente promoveram a reducdo da
fecundidade relativa do plantel em acasalamento e pioraram a conversdo alimentar aparente
em ovos.

No entanto, apesar dessas evidéncias, os nucleotideos ndo limitaram o ritmo da
vitelogénese e consequentemente a maturacdo final e a desova das fémeas. A histologia das
gbnadas corrobora essa hipotese, pois todas as fémeas estavam maduras e, 0 mais curioso,
reside no fato de que aquelas alimentadas com o0s maiores niveis de nucleotideos
apresentaram os maiores percentuais absolutos de fémeas aptas a desovar e nenhuma fémea
em desenvolvimento. Ainda, a condicdo fisioldgica das fémeas alimentadas com racdes
contendo acima de 5,0g/kgde nucleotideos sugere uma maior capacidade metabdlica, pois 0s
animais apresentaram aumento nos niveis plasmaticos de hemoglobina e albumina e
consequentemente uma maior capacidade de transporte de oxigénio (TAVARES-DIAS
&MORAES, 2004) e nutrientes (NELSON, 2014). Associado a esses parametros, a
concomitante reducdo dos niveis de célcio plasmatico, o qual ¢ um indicador indireto da
vitelogénese (VERSLYCKE et al. 2002), também sugere a sua ligacdo as proteinas de
transporte e reforca a hipotese de direcionamento metabélico induzido pelos nucletotideos.

Apesar de as fémeas de tilapia terem maturado suas gbnadas, possivelmente ndo
desovaram devido a assincronia de seu ciclo reprodutivo e especialmente ao reduzido periodo
de acasalamento adotado intencionalmente nesta pesquisa (cinco dias) para evitar a coleta de
larvas. Portanto, nesse caso, a separa¢do de machos e fémeas antes da ocorréncia da desova
pode ter impedido as desovas e contribuido para a economia energética e acentuado os efeitos
positivos sobre o crescimento. Como as fémeas maiores normalmente apresentam maiores
fecundidades absolutas (MACINTOSH &LITTLE, 1995), possivelmente necessitam de
maiores periodos de tempo para completar o ciclo vitelogénico desta maior quantidade de
ovocitos, refletindo em maiores intervalos de tempo entre as desovas, podendo chegar entre
7e 12 dias (EL-SAYED, 2006). Sendo assim, o emprego de periodos mais longos de

acasalamento, possivelmente poderia permitir a conclusdo do ciclo reprodutivo e refletir no
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aumento das fecundidades devido ao aumento do percentual das fémeas desovantes (EL-
SAYED, 2006).

Outro fator que reforca a hipotese de que os nucleotideos promoveram melhoria na
salde das fémeas é a melhora nos niveis plasmaticos dos indicadores de integridade hepatica
e no equilibrio redox devido ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes no figado e
gbnadas, além da reducédo da peroxidacdo lipidica nas gonadas.

Em geral, a suplementacdo de nucleotideos melhorou a integridade hepatica das
fémeas de tilapia do Nilo, pois reduziu os niveis plasmaticos de alanina aminotransferase e
fosfatase alcalina. Essas enzimas sdo comumente utilizadas como marcadores de lesdo
hepéatica (ABDEL-DAIM et al. 2015). Contudo, por serem marcadores inespecificos, as suas
dosagens sugerem algum nivel de lesdo, mas o diagnostico conclusivo deve ser acompanhado
de andlises complementares (MOTTA, 2009). Ainda, mesmo que sinais clinicos ou respostas
produtivas negativas ndo tenham sido verificados nesta pesquisa, atencéo deve ser dispensada
ao fato de que as ragBes com o maior nivel de nucleotideos aumentaram os niveis de fosfatase
alcalina no plasma sanguineo.

As enzimas superoxido dismutase, glutationa transferase e catalase atuam nas células
como antioxidantes enzimaticos, removendo as espécies reativas de oxigénio (ERO) e de
nitrogénio (ERN) (VASCONCELOS et al., 2007; XU et al., 2015). Desta forma, essas
enzimas exercem um efeito protetor contra o estresse oxidativo e a sua atividade serve como
indicador do equilibrio redox. Nas gbnadas, os niveis de malondialdeido (MDA), que é um
produto secundario da peroxidacdo lipidica e um potencial biomarcador de dano oxidativo
(ZHAO et al, 2014) apresentaram uma relacdo inversamente proporcional aos niveis de
catalase. Em analogia aos resultados encontrados para o lambari (Astyanax altiparanae), na
tilapia do Nilo, essa relacdo pode estar relacionada a uma potencial inibicdo da atividade da
catalase pelo MDA (GARCIA, 2016).

A expressdo da superoxido dismutase na gdnada pode servir como um mecanismo de
protecdo dos ovos contra 0 aumento repentino das concentraces de espécies reativas de
oxigénio, decorrentes do metabolismo oxidativo apds a fertilizacdo (FILHO et al., 1993). De
uma forma geral, a atividade da superdxido dismutase foi verificada em ovarios de diferentes
especies de peixes teledsteos marinhos (FILHO et al., 1993), bem como de vieiras (Chlamys
farreri) (WANG et al., 2018), mexilhdes (Mytilus coruscus) (WU et al., 2017) e de ratas
(linhagem Wistar) (LOUZADA et al., 2013). No entanto, curiosamente a superdxido

dismutase ndo apresentou atividade nos ovarios das tilapias alimentadas com nucleotideos,
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pois ndo foi verificada a inibicdo da oxidacdo do azul de nitrotetrazolio. Como s&o escassas as
informagdes sobre a atividade dessa enzima nos ovarios de tilapias e a sua relacdo com a
reproducéo, é notdria a importancia de novas pesquisas que permitam elucidar tais lacunas.

Como o processo reprodutivo da tilapia do Nilo é muito intenso e demanda elevadas
quantidades de energia metabdlica (LUPATSCH et al., 2010), frequentemente as fémeas nédo
apresentam ganho de peso nessa fase de criacdo (BOMBARDELLI et al., 2017). Assim,
apesar de os beneficios ao crescimento e a salde que 0s nucleotideos proporcionam aos
peixes ja estarem devidamente documentados (LOW et al. 2003; LIN et al. 2009; ABTAHI et
al., 2013; XU et al. 2015; SAMIR et al., 2017), esses efeitos sobre matrizes de tilapia do Nilo
merecem atencdo. As poucas informacdes sobre os efeitos da suplementacdo dietética de
nucleotideos para reprodutores de peixes sugerem o aumento na fecundidade e melhora da
qualidade dos ovos de alabote-do-Atlantico (Hippoglossus hippoglossus) e arinca
(Melanogrammus aeglefinus)(GONZALEZ-VECINO, 2005 apud FERNANDEZ-PALACIOS
et al., 2011). Nesse sentido, Arshadi et al.(2018) mostraram que as dietas enriquecidas com
nucleotideos melhoraram o desempenho reprodutivo, mas ndo influenciaram o crescimento
das fémeas de camardes do Pacifico (Litopenaeus vannamei) . Além disso, apesar de Arshadi
et al. (2018) sugerirem a influéncia dos nucleotideos dietéticos sobre os niveis plasmaticos de
HDL, colesterol, proteinas totais e glicose em fémeas de camardo do Pacifico (Litopenaeus
vannamei), aparentemente esses feitos ndo foram evidentes em fémeas de tilapia do Nilo em
atividade reprodutiva utilizadas nesta pesquisa. Além disso, mesmo que a suplementacédo de
nucleotideos na dieta apresente a capacidade de promover a economia no metabolismo
energético (BERTO, 2013), aparentemente as dietas ndo interferiram na mobilizagdo ou
deposicdo de lipideos nos diferentes tecidos. Independentemente dos resultados, a
suplementacdo dietética de nucleotideos é benéfica para peixes e outros animais (LI &
GATLIN I11, 2006; FERNANDEZ-PALACIOS et al., 2009; RINGO et al., 2012, ARSHADI
et al., 2018), contudo, as composi¢cfes em termos de percentual das diferentes bases
nitrogenadas e as formas de processamento comercial, sintéticos ou purificados, certamente
interferem no sucesso de seu uso.

O fato de as dietas ndo ter influenciado o fator de condicéo, o indice gonadossomatico,
viscerossomatico e hepatossomatico, pode ser devido a baixa correlacdo entre esses
parametros com a reproducdo em tildpias saudaveis e em atividade reprodutiva
(BOMBARDELLI et al., 2017). Além disso, a contagem de eritrocito, o hematdcrito, o

volume corpuscular medio, a hemoglobina corpuscular média e a concentracdo de
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hemoglobina corpuscular média permaneceram dentro da faixa considerada como satisfatoria
para peixes saudaveis (TAVARES DIAS et al., 2009).

A producdo de 6xido nitrico pela enzima éxido nitrico sintase € um componente
importante das respostas imunes em peixes (SECOMBES et al. 2001). Assim, atencdo deve
ser dispensada para a suplementacdo de nucleotideos para a tilapia do Nilo em niveis
proximos ou superiores a 10g/kg, pois reduzem os niveis de nitrito/nitrato no bago e por isso
podem prejudicar a resposta imune nesses peixes. Esse aspecto é relevante, sobretudo porque
a expressdao de genes relacionados ao sistema imune, especialmente da lizosima, foi
prejudicada no baco de linguado (Scophthalmus maximus) alimentados com nucletotideos
(LOW et al., 2003).0 6xido nitrico € um radical antimicrobiano produzido por macréfagos
(NATHAN et al., 1991). Esse radical tem importante papel em uma variedade de processos
biolégicos como neurotransmissdo, morte de células tumorais, imunidade e processos
inflamatorios (MOSHAGE et al., 1995) bem como protege a funcdo cardiovascular (ASL et
al., 2008). A dosagem de nitrito e nitrato pode servir como indicador indireto de 6xido nitrico,
pelo fato de serem intermediarios metabolicamente estaveis (MIRANDA et al, 2001).

Entretanto, os radicais livres podem induzir morte celular por necrose ou apoptose,
dependendo das concentracdes, assim o éxido nitrico pode provocar efeitos toxicos, quando
seus niveis estdo altos (LIMA-VERDE et al., 2007). A producéo fisiolégica normal do 6xido
nitrico para peixes ainda ndo esta estabelecida, por isso, mais estudos se fazem necessarios
para determinar as concentracdes normais deste radical livre em peixes.

A influéncia dos nucleotideos dietéticos sobre a salde intestinal de peixes ja € bem
descrita; no entanto, as pesquisas realizadas limitam-se a animais jovens (BURRELLS et
al.,2001; BORDA et al., 2003;CHENG et al., 2011). No presente trabalho, apesar das fémeas
terem sido submetidas ao estresse do periodo reprodutivo, os nucleotideos da dieta nédo
influenciaram a altura das vilosidades intestinais, possivelmente, por ndo estarem mais em
processo de intenso desenvolvimento da mucosa intestinal (GRACIANO, 2012). Ressalta-se,
acima disso, que a inclusdo de nucleotideos na dieta ndo impactou negativamente na saude

intestinal das fémeas.
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3.5 Conclusbtes

A adicdo de nucleotideos na dieta das tilapias do Nilo ndo inibiu a vitelogénese. As
baixas fecundidades podem ter ocorrido devido ao reduzido periodo de acasalamento. A
suplementacdo dietética de nucleotideos promoveu ganhos no crescimento, melhoria na
conversdo alimentar e melhorias na saude dos peixes. A suplementacdo dietética com niveis
acima de 7,5g/kg de nucleotideos pode causar a médio e longo prazo alteragdes no figado e no

sistema imune das fémeas em fase reprodutiva.
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