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DESEMPENHO DE REPRODUTORES DE TILAPIA DO NILO ALIMENTADOS
COM RACOES CONTENDO NUCLEOTIDEOS PURIFICADOS

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da inclusdo de nucleotideos purificados em dietas
para reprodutores de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Os animais foram distribuidos em
um delineamento experimental inteiramente casualizado, composto por cinco tratamentos e quatro
repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por ragdes isoprotéicas e isoenergéticas contendo
28% de proteina digestivel (PD) e 2800 kcal de energia digestivel (ED)/kg de racdo e, cinco niveis
de inclusdo de nucleotideo purificado nas proporcdes de 0,00; 0,25, 0,50, 0,75, e 1,00%. Apds
cinco meses de alimentacdo e manejo reprodutivo, foram avaliados o crescimento, os indices
somaticos, parametros seminais e espermaticos, composi¢do centesimal de diferentes tecidos,
bioguimica plasmatica, indices hematolégicos e parametros histoldgicos. Os reprodutores
alimentados com ra¢6es contendo 0,25% de nucleotideos apresentaram maior (p<0,05) percentual
de espermatozoides com a cromatina nuclear integra. Os peixes alimentados com as racles
contendo 0,00; 0,25 e 1,00% apresentaram 0s maiores (p<0,05) indices viscerossomatico,
gonadossomatico e hepatossomatco, respectivamente. A gordura hepéatica e os triglicerideos
plasmaticos foram reduzidos (p<0,05) em todos os tratamentos em que os reprodutores foram
alimentados com nucleotideos, o HDL foi maior (p<0,05) no plasma de peixes tratados com
nucleotideos nas ragbes. A altura do vilo e tunica também foram influenciadas (p<0,05) pelas
racBes suplementadas. Os demais pardmetros avaliados ndo foram influenciados pelas racdes
(p>0,05). Conclui-se que a alimentagdo dos reprodutores de tilapia alimentados com racdes
contendo nucleotideos apresentam melhoras nos parametros reprodutivos e interferem
positivamente no metabolismo e morfologia intestinal do reprodutor, a alimentacdo destes animais

com racOes contendo 0,25% de inclusdo melhoram a condicao espermatica e gonadal.

Palavras-chave: DNA, espermatozoide, histologia, machos, nutri¢do, plasma



PERFORMANCE OF NILE TILAPIA BREEDERS FED WITH
PURIFIED NUCLEOTIDE RATION

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of the inclusion of purified nucleotides
in diets for Nile tilapia (Oreochromis niloticus). The animals were distributed in a completely
randomized experimental design, consisting of five treatments and four replicates. The
treatments consisted of isoproteic and isoenergetic rations containing 28% of digestible
protein (PD) and 2800 kcal of digestible energy (ED) / kg of feed and five levels of inclusion
of purified nucleotide in the proportions of 0.00; 0.25, 0.50, 0.75, and 1.00%. After five
months of feeding and reproductive management, growth, somatic indexes, seminal and
sperm parameters, centesimal composition of different tissues, plasma biochemistry,
hematological indices and histological parameters were evaluated. Breeders fed diets
containing 0.25% nucleotides had a higher (p <0.05) percentage of spermatozoa with intact
nuclear chromatin. Fish fed with rations containing 0.00; 0.25 and 1.00% presented the
highest (p <0.05) viscerosomatic, gonadosomatic and hepatosomatic rates, respectively.
Hepatic fat and plasma triglycerides were reduced (p <0.05) in all treatments in which
breeders were fed nucleotides; HDL was higher (p <0.05) in the plasma of fish treated with
nucleotide rations. The height of the villi and tunic were also influenced (p <0.05) by the
supplements fed. The other parameters evaluated were not influenced by the rations (p> 0.05).
It is concluded that the feeding of tilapia fed with rations containing nucleotides present
improvements in the reproductive parameters and interfere positively in the metabolism and
intestinal morphology of the reproductive system, feeding of these animals with rations

containing 0.25% of inclusion improve the sperm and gonadal condition .

Key-words: DNA, sperm, histology, males, nutrition, plasma
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1 Introducéo

A aquicultura é o setor de fornecimento de alimentos de origem animal em maior
crescimento segundo a FAO (2016). Atualmente, a producéo de tilapias, dentre os segmentos
da aquicultura, é o setor que mais cresce, sendo que no Brasil, com a producédo de 357,639 mil
toneladas em 2017, é o terceiro maior produtor das Américas, ficando atras dos Estados
Unidos e Chile (Peixe BR, 2018).

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie mais difundida no mundo,
presente em cerca de 135 paises em todos os continentes, sendo a espécie que mais vém
contribuindo com o desenvolvimento da aquicultura, responsavel por uma producdo de mais
de 3,95 milhGes de toneladas, sendo a segunda espécie de peixe de dgua doce mais produzida
no mundo (FAO, 2016).

Nos sistemas intensivos de criagdo, 0s peixes sdo expostos continuamente a situacoes
de estresse, tais como, variacdo na qualidade da &gua, praticas de manejo, transporte e
adensamento. Quando o estresse é constante ou de maneira aguda aos animais, pode induzir a
prejuizos ao desempenho produtivo, resposta do sistema imune e resisténcia dos peixes
(Branddo et al., 2006). Desta forma, alguns aditivos nutricionais sao utilizados como forma de
fortalecer o sistema imune dos peixes e melhorar o ritmo metabdlico, para que consigam
manter a homeostase do organismo, apesar dos agentes estressores constantes do meio de
cultivo.

Aditivos com capacidades imunoestimulantes e de regulacdo metabolica sdo
agrupados em compostos nutricionais em que os nucleotideos recebem destaque (LI e
GATLIN 111, 2006). Os nucleotideos sdo compostos por uma base nitrogenada, uma pentose e
um, dois ou trés grupos fosfatos, possuindo fungdes fisioldgicas essenciais ao organismo
(CHAMPE e HARVEY, 1996). Normalmente, os organismos vivos podem sintetizar
quantidades adequadas de nucleotideos para o crescimento e desenvolvimento normal, no
entanto, podem se tornar essenciais quando a sintese enddgena é limitada em tecidos onde
ocorre a rapida replicacdo celular (LERNER e SHAMIR, 2000).

A suplementacdo de nucleotideos de forma exdgena é interessante quando a sintese
enddgena ndo atende a demanda do organismo (Carver e Walker, 1995), pois a deficiéncia
dietética desse composto pode comprometer as fungdes do figado e intestino (Grimble e
Westwood, 2000), podendo acarretar em prejuizos ao desempenho e saude dos animais.
(CHAGAS et al.,, 2009). Nucleotideos dietéticos aumentam a absorcdo intestinal dos

nutrientes, aumentam o metabolismo dos triglicerideos, das lipoproteinas, dos &cidos graxos
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de cadeia longa poli-insaturada, além de apresentar efeito na mucosa intestinal e

armazenamento de nutrientes no figado, também sdo importantes no reparo das fitas de DNA
em células de tecidos danificados (SCHLIMME et al., 2000).

Apesar das evidéncias positivas do uso de racbes suplementadas com nucleotideos em
animais de producdo em fase de crescimento, poucos trabalhos foram realizados com
reprodutores de peixes. Portanto, este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o
efeito da alimentacdo de reprodutores de tilapia do Nilo com ra¢bes contendo nucleotideos
purificados, sobre o desempenho reprodutivo, crescimento, indices somaticos, composi¢do

centesimal e parametros sanguineos, hematoldgicos e histoldgicos.

2 Revisdo

2.1 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

As tildpias pertencem a familia Cichlidae e sdo nativas do continente africano (El-
Sayed, 2006). Tilapia também é o nome comum aplicado as espécies de peixes do género
Oreochromis, Saratherodon e Tilapia (WATANABE et al., 2002).

Os primeiros relatos de tilapias no Brasil sdo da década de 1950 com a Tilapia rendalli
e 0 primeiro registro da tilapia do Nilo (variedade Bouaké), foi no ano de 1971, quando alguns
exemplares oriundos da Costa do Marfim foram introduzidos no estado do Ceara
(CASTAGNOLLLI, 1992).

A partir da década de 90 a tilapicultura brasileira teve seu desenvolvimento através do
sucesso da tilapia nos mercados nacional e internacional (TOMAZELLI JUNIOR e PHILIPPI,
2006). Em 1995 o cultivo se intensificou, impulsionado pela aceitacdo da tilapia nos pesque-
pagues das regides Sul e Sudeste do Brasil (KUBITZA e CAMPQOS, 2005).

A tildpia do Nilo é uma das espéecies mais cultivadas do mundo por apresentar
caracteristicas altamente desejaveis, tais como: rusticidade (Meurer et al., 2008), boa
adaptacdo a producdo em tanques-rede, a viveiros escavados, a “raceways” ou tanques
circulares (Meurer et al., 2002), além de sua aceitacdo as racGes artificiais (Zimmermann e
Fitzsimmons, 2004), apresentar habito alimentar onivoro e, possuir adaptacfes morfoldgicas e
fisiologicas que possibilitam a utilizacdo eficiente de carboidratos como fonte de energia
(Tengjaroenkul et al., 2000), o que pode refletir em uma redugéo no custo com a alimentagéo.

Além das caracteristicas benéficas ao cultivo, a tilapia apresenta particularidades

interessantes na sua carne, sendo de coloracdo branca e de textura firme, com um sabor suave
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e auséncia de odor desagradavel, apresenta ainda uma filetagem mais facil que de outras

espécies por nao possuir espinhas em ,,Y* (Silva et al., 2009), sendo bem aceita pelos
consumidores.

A intensificacdo dos sistemas de cultivo e o desenvolvimento a partir da atividade
aquicola fizeram com que a aquicultura investisse em melhorar as caracteristicas de
desempenho e, consequentemente, foram realizadas pesquisas de melhoramento genético
(PENMAN e MCANDREW, 2000). Desta forma, nas Filipinas, surgiu o projeto denominado
GIFT, sigla para a denominacdo Genetically Improved Farmed Tilapia, realizado no periodo
de 1988 a 1997 pelo International Center for Living Aquatic Resorces Management
(ICLARM) (KHAW et al., 2008).

A variedade de tilapia GIFT se desenvolveu de um rigoroso processo de selecéo
genética, resultando em excelente desempenho produtivo e rusticidade ao manejo reprodutivo,
em virtude da elevada resisténcia as doencas (KHAW et al., 2008). Logo, devido a este
crescimento da tilapicultura, o consequente aumento da demanda por larvas e juvenis dessa
espécie no Brasil tem direcionado a busca de melhores préticas de manejo que maximizem a
producdo e fornecam animais de qualidade.

No Brasil, a GIFT foi introduzida no ano de 2005 por meio da parceria do centro de
Aquicultura UEM/CODAPAR/Parand e a Secretaria de Aquicultura e Pesca (SEAP-PR) com
a Word Fish Center, com o objetivo de continuar o programa de melhoramento genético

dessas familias nas condic@es de cultivo brasileiras (FULBER, 2007).

2.2 Nutricéo de reprodutores

Os nutrientes ofertados na dieta séo direcionados para o desenvolvimento das gonadas,
espermatozoides, ovdcitos e processo de ovulagdo, assim, é fundamental que a nutricdo dos
reprodutores seja adequada (MEWES et al., 2016). Segundo Maggioni et al. (2008), os niveis
nutricionais podem afetar o desenvolvimento e a funcdo dos 6rgaos reprodutivos, além de
acarretar alteragfes do funcionamento do sistema enddcrino envolvido com a reproducao.

A exigéncia nutricional para cada fase de crescimento é diferente, inclusive para a fase
reprodutiva. Contudo, as formulagOes de ragdes existentes no mercado sdo voltadas para o
crescimento e a terminacgédo, ndo havendo uma racao que atenda aos reprodutores. Pelo fato da
qualidade dos gametas e das proles estar relacionada com a qualidade da nutricdo dos
reprodutores (Bombardelli et al., 2010), as intera¢Bes entre nutricao e 0S processos
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reprodutivos ndo sao claros (Tessaro et al., 2012), sendo assim necessarios 0s estudos
voltados & nutri¢do de reprodutores.

Ainda sdo escassos 0s estudos para determinar as exigéncias nutricionais de
reprodutores de peixes (Bombardelli, 2007), especialmente para a tilapia do Nilo, tendo em
vista que a melhoria dos gametas masculinos contribui para o sucesso reprodutivo e irdo
garantir o fornecimento de ovos, larvas e juvenis de qualidade.

Atualmente estudos indicam a necessidade de utilizar nutrientes e aditivos nutricionais
que visam melhorar o desempenho reprodutivo de tilapia do Nilo (Bombardelli et al., 2009),
pois a elaboragdo de uma dieta adequada nutricionalmente sera responsavel por determinar o
crescimento e desenvolvimento gonadal, garantido assim uma melhor performance
reprodutiva (Parra et al., 2010).

Nesse sentido, para atender a elevada demanda da piscicultura, é de fundamental
importancia melhorar os indices reprodutivos e, com isso, aumentar a producdo e
fornecimento de larvas e juvenis em quantidades suficientes e de boa qualidade (Navarro et
al., 2009).

2.3 Nucleotideos

Os nucleotideos sdo compostos bioldgicos de baixo peso molecular que desempenham
diversas funcdes fisioldgicas e bioquimicas essenciais (Carver e Walker, 1995; Zhao et al.,
2015). Estes sdo compostos (Figura 1), por uma base de purina ou pirimidina, um acucar
pentose ou desoxirribose e um ou mais grupos de fosfato (Lehninger et al., 2005). S&o
mondmeros de acidos nucleicos, DNA e RNA e também fornecem energia metabolica (Yin et
al., 2014). Além disso, podem servir como componentes de coenzima, moléculas reguladoras,
podem participar na sintese de proteinas e podem influenciar o sistema imune (Cheng et al,
2011; Zhao et al., 2015).

A suplementacdo deste composto é necessaria quando a sintese enddgena ndo é
suficiente para atender a demanda do organismo (Carver e Walker, 1995), como na mucosa
intestinal, células germinativas, tecido hepatico e cérebro (LI e GATLIN, 2006).
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Figura 1 — Formula estrutural dos nucleotideos.

NEH
base nitrogenada

HC

HC (&

fosfato
acgucar

OH OH
Adaptado de Rodweel et al., (2017)

O animal pode sintetizar os nucleotideos pela via salvamento, via de novo ou através
da dieta (LOW et al., 2003). Os nucleotideos dietéticos sdo caracterizados como ndo
essenciais, no entanto, ha determinadas situacbes em que o uso dos nucleotideos de forma
exogena se torna essencial, como periodos de elevada taxa de crescimento e replicacdo celular
(Xu et al., 2015), situacOes de estresse, ou em animais comprometidos imunologicamente
(PENG et al., 2013).

Li e Gatlin, 2006). relataram que 0s nucleotideos dietéticos sdo responsaveis por
modularem o metabolismo dos nucleotideos enddgenos presentes no figado, sendo este o
6rgdo mais importante para estocagem e transporte destes compostos, estando presentes em
todos os alimentos de origem animal e vegetal como nucleotideos livres e &cidos nucléicos.

Os nucleotideos sdo importantes na dieta para tornar disponiveis bases e nucleosideos
que podem ser utilizados imediatamente na sintese de nucleotideos, pela via de salvamento.
Essa via é muito importante para os tecidos e 6rgdos pelos quais a sintese de nucleotideos é
limitada, mas que apresentam uma rapida divisdo mitética. Consequentemente, hd uma grande
demanda de nucleotideos para atender a rapida divisdo mitotica de tecidos e 6rgaos, como no
cérebro, eritrocitos, medula dssea, mucosa intestinal e linfocitos (ROSSI et al., 2007). Uauy
(1994) apresentou que células de rapido crescimento, como enterdcitos, possuem capacidade
limitada para sintese de purinas e pirimidinas pela sintese de novo, portanto é necessaria a
suplementacdo exogena para manter o pool de nucleotideos.

Ainda, sdo encontrados estudos sobre a suplementagdo de nucleotideos na dieta em
peixes que demonstram melhores resultados para o crescimento em estagios iniciais de
desenvolvimento, modificacdo da estrutura intestinal (Men et al., 2014), aumento da
resisténcia ao estresse, bem como modulagdo da resposta imune (BARROS et al., 2015).
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Também € importante destacar que a suplementacdo com nucleotideos na dieta de

reprodutores de peixes pode ser benéfica para o desempenho reprodutivo, uma vez que a
oogénese é um processo de intensa divisao celular, exigindo alta formacéo de acido nucléico e
alto requerimento de nucleotideos (GONZALEZ-VECINO et al., 2004).
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3. Materiais e métodos:

3.1 Animais, instalacdes e condigcOes experimentais

Os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana. Foram
utilizados 140 machos (540,84+8,92q) e 420 fémeas (286,00 £7,159) de tilapia do Nilo da
linhagem GIFT, alojados em 40 hapas de malha 1mm, sendo alocadas em dois viveiros
escavados revestidos de alvenaria e com fundo de terra. Os machos foram alocados em 20
hapas com dimensdes de 2m X 1m totalizando sete machos por unidade experimental. As
fémeas foram alocadas em 20 hapas de dimensGes 3m x 2m, totalizando 21 fémeas por
unidade experimental. Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos foram
constituidos de niveis crescentes de nucleotideos nas dietas experimentais (0,00; 0,25; 0,50;
0,75; e 1,00%).

3.2 Rac0es experimentais e manejo alimentar

Foram confeccionadas racGes isoproteicas e isoenergéticas, com 28% de proteina
digestivel (PD) e 2800 kcal de energia digestivel (ED)/kg de racdo (Tabela 1), com 0,00; 0,25;

0,50; 0,75; e 1,00% de inclusdo de nucleotideos purificados (Ascogen®). Para a elaboracao

das racOes, os ingredientes foram triturados em moinho de martelo utilizando peneira de
0,5mm (Meurer et al., 2005) misturados e em seguida submetidos ao processo de extruséo
(3mm de diametro). A taxa de alimentacdo foi de 1% da biomassa ao dia. A alimentacéo foi
fornecida duas vezes ao dia (11h 00min e 16h 00min).

Tabela 1 — Composicdo percentual dos alimentos e nutrientes das dietas experimentais contendo
diferentes niveis de inclusdo de nucleotideo purificado.

Inclusdo de nucleotideo nas ragdes(%)

Ingredientes (%)

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Farelo de soja 53,32 53,32 53,32 53,32 53,32
Milho 28,689 28,68 28,68 28,68 28,68
Farinha de peixe (60%) 7,30 7,30 7,30 7,30 7,30
Inerte” _ 5,16 4,91 4,66 4,41 4,16
Nucleotideo Ascogen®Z 0 0,25 0,50 0,75 1,00
Fosfato bicalcico 2,54 2,54 2,54 2,54 2,54
Premix’ 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
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Calcario 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Antioxidante (BHT)* 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Nutrientes calculados (%)~

Acido linoleico 0,95 0,95 0,95 0,95 0,95
Amido 21 21 21 21 21
Calcio 1,45 1,45 1,45 1,45 1,45
Cinzas 12,43 12,43 12,43 12,43 12,43
Energia bruta (kcal/kg) 3762,08 3762,08 3762,08 3762,08 3762,08
Energia digestivel (kcal/kg) 2800 2800 2800 2800 2800
Fibra bruta 3,24 3,24 3,24 3,24 3,24
Fésforo total 1 1 1 1 1
Gordura 2,24 2,24 2,24 2,24 2,24
Lisina 1,88 1,88 1,88 1,88 1,88
Matéria seca 89,50 89,50 89,50 89,50 89,50
Met+Cistina 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Proteina digestivel 28 28 28 28 28
Proteina bruta 31,29 31,29 31,29 31,29 31,29

lArgila bentonita. “Nucleotideo Ascogen (15% de nucleotideo purificado). JSupIemento vitaminico e mineral,
composicao basica: acido félico: 200 mg, &cido pantoténico: 4000 mg, Biotina: 40 mg, Cobre: 2000 mg, Ferro: 12 500
mg, lodo: 200 mg, Manganés: 7500mg, Niacina: 5000 mg, Selénio: 70 mg, Vitamina A: 1.000.000 Ul; Vitamina B1:
1900 mg; Vitamina B12: 3500 mg; Vitamina B2: 2000 mg; Vitamina B6: 2400 mg; Vitamina C: 50 000 mg; Vitamina

D: 500 000 Ul; Vitamina E: 20 000 Ul; Vitamina K3: 500 mg; Zinco: 25 000 mg. * Antioxidante. °Contetido de
nutrientes calculados usando o software Super Crac Premium®.

3.3 Monitoramento dos parametros fisicos e quimicos da agua

A temperatura minima e maxima da agua (26,83+1,46°C e 28,38+1,61°C) foi aferida
diariamente, em ambos os tanques (a&s 10h 00), com termémetro digital (Aquarium modelo
DigTerm; +0,1°C). Quinzenalmente (Mewes et al., 2016), foram mensurados na agua 0s

niveis de oxigénio dissolvido (7,02+0,17mg/L; Oximétro digital YSI® 550aA), de amonia
total (0,07+0,03 mg/L; Fotocolorimetro Alfakit® AT100P), nitrito (0,16 0,02 mg/L;

Fotocolorimetro Alfakit® AT100P), pH (7,05 0,04; pHmetro digital Tecnal® Tec 5) e a
alcalinidade (39,66+0,07 mg de CaCO3/L; Alfakit).

3.4 Manejo reprodutivo

Durante 150 dias, os peixes foram submetidos ao manejo reprodutivo, permanecendo
machos e fémeas separados pelo periodo de 12 dias (Bombardelli et al., 2009). Apos este
periodo os machos foram transferidos para as hapas das fémeas, onde permaneceram em
acasalamento por cinco dias. Posteriormente, as fémeas foram submetidas aos procedimentos
de verificacdo e coleta de ovos. Nesse processo, foram mensurados o comprimento e 0 peso

dos machos e das fémeas, por meio de ictiometro (£0,1cm) e balanca digital de precisao
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(Marte® AS2000; +0,01g), respectivamente. Em seguida, os machos e as fémeas foram

novamente separados. Este procedimento foi realizado durante todo o periodo experimental.
3.5 Parametros reprodutivos

Ao término do periodo experimental, todos os machos de cada unidade experimental
foram sedados por imersdo em solugdo aquosa contendo 100mg de hidroxido de benzocaina/L
(Okamura, 2010). Em seguida, os reprodutores foram submetidos & mensuracdo do peso
corporal e a coleta de sémen por meio de massagem abdominal, no sentido cranio-caudal.
(Mewes et al., 2016).

As primeiras gotas de sémen liberadas foram descartadas para evitar a possivel
contaminag&o por urina, muco ou fezes (Khara et al., 2012). O sémen foi coletado e o volume
mensurado em seringas de 1,0mL (£0,01mL), (Mewes et al., 2016). Ap6s a coleta, 0 sémen
foi mantido sob resfriamento (12°C) para posterior realizacdo das analises seminais e
espermaticas (Bombardelli et al., 2010). O pH seminal foi determinado pelo método
colorimétrico, utilizando fitas de papel de tornassol (escala de 1-14) (Merck®) (Tessaro et al.,
2012).

Imediatamente apds a coleta, amostras de sémen foram utilizadas para avaliacdo dos
parametros de motilidade espermatica pelo plugin CASA em software livre (Wilson-Leedy
and Ingermann, 2007). A ativacdo dos espermatozoides foi realizada em tubos tipo Eppendorf
(1,5mL), usando 1uL de sémen e 250uL de solucdo ativadora (agua destilada). O sémen
ativado (10pl) foi depositado em cadmara de Neubauer, coberto com laminula e levado a
microscopio de contraste de fase (Eclipse E200; Nikon Instruments Inc., Toquio, Japao),
acoplado a uma camera com capacidade de captura de 100fps (A602fc, Basler Vision
Technologies, Ahrensburg, Alemanha). O movimento espermatico foi avaliado ao longo de
1s, entre 0 14° e 0 15° segundo apods o inicio da ativacdo espermatica (Mewes et al., 2016). Os
pardmetros de configuracdo do plugin CASA instalado no software Imagel (ImageJ 1.50;
National Institutes of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) foram: a,=1 b,=30 ¢,=100 d,=8
e,=1 =10 ¢,=15 h,=3 i,=1 j,=25 k,=10 1,=15 m,=80 n,=80 0,=50 p,=60 ,=100 r,=943.3962
(Neumann et al., 2017). Os parametros avaliados foram a motilidade espermatica, a velocidade
curvilinea (VCL), a velocidade média de deslocamento (VMD) e velocidade em linha reta
(VLR). Devido a existéncia de uma alta correlacdo entre as velocidades espermaticas (r=0,88;
r=0,99; r=0,94), os resultados das trés velocidades foram agrupados por meio da andlise de

componentes principais (PCA). O resultado da PCA gerou uma nova variavel denominada de
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velocidade espermatica (Tessaro et al., 2012). Também foram avaliados os parametros de

retiddo, linearidade e balango dos espermatozdides

Do sémen liberado de cada reprodutor, 1 pL de sémen foi diluido e fixado em 1.000
ML de formol salino tamponado. Este material foi utilizado para a posterior mensuracéo da
concentracdo espermatica e do percentual de espermatozoides sem alteracdes morfologicas. A
concentragdo espermatica foi determinada por meio de contagem das células espermaticas em
camara de Hematimetrica de Neubauer (Wirtz e Steinnmann, 2006). A avaliacdo morfoldgica
dos espermatozoides foi realizada por meio da dilui¢do de 40ul do sémen (previamente
fixado) em 2ul do corante Rosa de Bengala. Em seguida, 20uL desta solugdao foram
depositados sobre uma lamina, que foi seca ao ar e coberta por uma laminula para posterior
analise em microscépio dptico em objetiva de 40X. Cerca de 300 espermatozoides foram
contados e classificados como normais ou anormais segundo (Rurangwaet al., 2004).

Amostras de sémen fresco também foram destinadas a avaliacdo da integridade do DNA dos
espermatozoides pelo ensaio cometa, segundo metodologia descrita por Speit and Hartmann (1999),
adaptada por Cestari et al., (2004) e Ramsdorf et al. (2009). Assim, 10uL da solucdo em analise
(sémen fresco ou eritrécitos) foram diluidos e homogeneizados em 150uL de soro bovino fetal. Desta
solugdo, 20 pL do homogeneizado foi diluido em 1000 pL de tampéo PBS (7,4). Em seguida uma
aliquota de 7pL foi misturada em 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) a 37C°. Desta
mistura, aliquotas foram depositadas sobre laminas histolégicas previamente cobertas com agarose
normal (1,5%) e cobertas por uma laminula para o espalhamento do material, seguida pela refrigeracao
por cinco minutos para solidificacdo da agarose. Depois as laminulas foram retiradas e as laminas
foram colocadas em uma solucéo de lise (NaCl 2.5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, NaOH 200 mM, N-
lauril-sarcosinato 10 mM, Triton X-100 1% e DMSO 10%) por pelo menos 24h, em ambiente escuro a
4°C. Posteriormente as laminas foram imersas em uma solugdo de NaOH (300 mM) e EDTA
(200mM), pH>13 por 25 minutos para a desespiralizacdo do DNA e a corrida eletroforética foi
realizada em 300mA e 1 V cm™t por 25 minutos. Depois as ldminas foram neutralizadas em 0,4M
TRIS, pH 7,5 por 5 minutos (3x). 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 solucdo de 0,02g/mL de brometo de
etideo e analisadas em microscopio de epifluorescéncia (Leica DMLS2) em objetiva de 40X.

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 0 nimero de células em cada classe pela classe de dano que variou de O (todas ndo

danificadas) a 400 (todas danificadas ao mé&ximo) (Jaloszynzki et al, 1999), sendo a equacao:
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N1 + 2ZNZ +3N3 + 4N4

ID (ua) = 57100

Onde,
ID = indice de danos no DNA;
(ua) = unidade arbitraria;

N1 — N4 = necledides nas classes 1, 2, 3 e 4;

Finalmente, foram calculadas as fecundidades absoluta e efetiva conforme as equacdes

a sequir:

(1) Fecundidade absoluta = (Concentracao espermatica) x (Volume);

(2) Fecundidade efetiva = [(Concentragdo) x (Volume)] x (Motilidade);
Fecundidade absoluta = nimero total de espermatozoides liberados pelo reprodutor;
Fecundidade efetiva = nimero de espermatozoides moveis liberados pelo reprodutor;
Volume = volume de sémen liberado pelo reprodutor(mL);
Concentracdo = concentracao espermatica no sémen liberado
(espermatozoides/mL); Motilidade = percentual de espermatozoides moveis.

3.6 Parametros hematol6gicos e bioquimicos do sangue

Apos a avaliacdo dos parametros seminais e espermaticos, os peixes foram mantidos
separados das fémeas pelo periodo de 12 dias. Apos este periodo, seis machos de cada
unidade experimental foram aleatoriamente selecionados e anestesiados por imersdo em
solugédo aquosa contendo 250 mg de hidréxido de benzocaina/L (Okamura, 2010). Em seguida
0s peixes foram individualmente medidos, pesados e entéo, submetidos a coleta de sangue por
meio de puncdo da veia caudal, inserindo o bisel da agulha perpendicularmente a veia caudal,
abaixo da linha lateral (Tavares-Dias e Moraes, 2004). Foram utilizadas agulhas umedecidas
em Acido Etilenodiamino Tetra Acético (EDTA) a 10%. Do sangue coletado, aliquotas foram
separadas para avaliacdo dos parametros hematologicos.

A contagem total de eritrocitos por volume de sangue, foi realizada diluindo-se 20uL
da amostra em 3,980uL de soro fisioldgico 0,8%. Em seguida, o material foi homogeinizado e

uma aliquota de 30puL transferida para uma camara hematimetrica de Neubauer. A contagem
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foi realizada em microscopio optico Nikon E200, em objetiva de 40X. O percentual de

hematdcrito foi mensurado segundo a metodologia de Goldenfarb et al (1971). Neste caso, um
tubo capilar de vidro preenchido por uma aliquota de sangue foi centrifugado a 3000 rpm
durante 10 minutos e o percentual de células foi obtido pela leitura em tabela de hematocrito.
A taxa de hemoglobina (concentracdo de hemoglobina por volume de sangue) foi
determinada por meio da metodologia descrita por Collier (1994). Neste caso foi utilizado kit

comercial da marca Analisa, com a utilizacdo de padrdo de hemoglobina (11,3 g/dL), sendo a

leitura realizada em espectrofotdometro em 540 nm.

Posteriormente, foram determinados o0s seguintes indices eritrocitarios: volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), pelas formulas a seguir: VCM= (Hematdcrito x
10)/ Ndmero de eritrécitos; HCM= (Hemoglobina x 10)/NUmero de eritrécitos; CHCM=
(Hemoglobina x 100)/Hematdcrito (Ranzani-Paiva et al.,2013).

Ainda, a partir de aliquotas de sangue de cada animal foram feitas duas extensdes
sanguineas em laminas de vidro com extremidades foscas, secas ao ar e a temperatura
ambiente. As extensdes sanguineas foram coradas pelo método de Rosenfeld (1947). A leitura
foi realizada em microscopio dptico em objetiva de 100X. A contagem de leucdcitos e
trombacitos foi realizada pelo método indireto (Ranzani-Paiva et al., 2013). A contagem
diferencial de leucdécitos consistiu em determinar a proporcdo existente entre as distintas
variedades de leucdcitos: linfocitos, neutréfilos e mondcitos. A contagem de 2000 células foi
realizada no corpo da extensdo, percorrendo-se todo o material, movimentando-se a lamina
em “zig-zag”. O niimero de cada elemento foi expresso em porcentagem.

Outras aliquotas de 2,0mL de sangue foram transferidas para tubos de ensaio contendo
(EDTA) e submetidas a centrifugacdo em 3000 rpm por dez minutos. Em seguida, o plasma
sanguineo foi retirado e transferido para microtubos de polietileno de 2mL, os quais foram
armazenados a -80°C. Do plasma sanguineo, foram quantificados os niveis de glicose, célcio,
triglicerideos, colesterol, colesterol HDL, fosfatase alcalina, proteinas totais, aspartato

aminotransferase e alanina aminotransferase. Estas analises foram realizadas em analisador
. . . ) e ®
bioquimico automatico modelo Flexor EL 200, utilizando kits especificos ELI Tech

(Clinical Systems).
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3.7 Parametros de crescimento e indices corporais

Imediatamente apos a coleta de sangue, 0s mesmos reprodutores foram anestesiados e
eutanasiados por imersdo em solugdo aquosa contendo 250 mg de hidroxido de benzocaina/L
(Okamura, 2010), seguido pelo deslocamento da coluna cervical. Em seguida, os reprodutores
foram dissecados para obtencdo dos pesos do figado, das gbnadas e das visceras. A partir dos
dados biométricos, foram calculados o ganho de peso (g), 0 ganho de peso diario (g/dia), a
conversao alimentar aparente, o indice hepatossomatico [%; (peso do figado/peso
corporal)x100], indice gbnadossomatico [%; (peso dos testiculos/peso corporal)x100], o
indice viscerossomatico [%; (peso das visceras/peso corporal)x100] e o fator de condicdo

[(peso corporal/comprimento padrdo®)x100] (Vazzoler, 1996).

3.8 Composicgao centesimal

De cada reprodutor eutanasiado, foram obtidas amostras dos testiculos, dos figados,
das visceras e de musculo, as quais foram armazenadas a -20°C para posterior determinagéo
da composicdo centesimal. Destes tecidos, foram mensurados os teores de umidade e de
matéria mineral (AOAC, 1995), a determinacdo dos niveis de extrato etéreo foi realizada em
extrator Ankom XT15, utilizando éter de petrdleo como solvente (AOCS, 2009). A
determinacdo do extrato etéreo foi realizada pelo condicionamento das amostras no extrator
em sacos filtrantes, mantidos por 70 minutos a 90°C. Em seguida, as amostras foram
transferidas para estufa ndo ventilada a 105°C por 30 minutos. Finalmente, as amostras foram
condicionadas em dessecador e pesadas. A proteina bruta (N x 6,25) foi determinada pelo
método de micro Kjeldahl (método 960.52) da AOAC (1995).

3.9 Analises Histoldgicas

Dos animais dissecados, foram obtidos o figado, as gbnadas e o intestino de dois
machos de cada unidade experimental para avaliacdo e andlise histologica. Estes 6rgdos foram
coletados e em seguida fixados em solugdo de Karnowski aquoso. Posteriormente, o material
foi desidratado pela passagem em séries crescentes de alcool, diafanizados em xilol e

incluidos em parafina, para a obtencéo de cortes seriados transversais, com 4jum de espessura.



24
De cada orgédo, foi confeccionada uma lamina contendo cinco cortes histologicos que foram

submetidos a coloracdo com Hematoxilina — Eosina (H.E.).

Apdbs o processamento histologico, foram realizadas as capturas de imagens em
microscopio biologico em objetiva de 40X. O equipamento utilizado para a captura de
imagens foi um microscépio Olympus, modelo CX31, acoplado a uma camara digital modelo
Olympus SC30. Dos cortes histoldgicos provenientes do intestino, foram mensuradas a altura
das vilosidades (AV), altura das microvilosidades (AM) de acordo com CHENG et al (2011).
Além disso, também foi mensurada a altura da tanica (AT)

Para a avaliacdo do figado foram mensuradas as areas maxima (Amax), minima
(Amin) e média (AM) (Figura 3) de 200 hepatdcitos por animal. Para a avaliagdo do figado
foi utilizado um escore de vacuolizacdo hepética adaptado de Tessaro (2012). Foram
atribuidos valores de 0-3 para a presenca de vaclolos. Foi considerado escore = 0 para
auséncia de vacuolos, escore = 1 para vacuolizacdo reduzida; escore = 2 para vacuolizacdo
média e escore = 3 para vacuolizagdo intensa.

Dos testiculos foram avaliadas as etapas de desenvolvimento testicular e as fases
reprodutivas dos machos (Brow-Peterson et al., 2011). As analises foram realizadas pelo

software CellSens Standard (Olympus).

3.10 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a teste de normalidade e homogeneidade de
Shapiro-Wilk e Lévéne, respectivamente. Ap6s o atendimento dos pressupostos estatisticos,
os dados foram submetidos a andlise de varidncia, ao nivel de 5% de probabilidade. Em
seguida, foi aplicado o teste de comparacdo multipla de médias de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Os dados obtidos em percentual foram transformados pela raiz quadrada do

. . . - ©
arco seno. Os procedimentos estatisticos foram realizados pelo software Statistica 7.1

(StatSoft Inc., Tulsa, USA).

4. Resultados

A alimentacéo dos reprodutores de tilapia do Nilo com as ra¢Ges contendo 0,25% de
nucleotideos purificados interferiram na espermatogénese e no desenvolvimento testicular,

aumentando (p<0,05) o percentual de espermatozéides com a cromatina nuclear integra
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(Tabela 2) e (p<0,05) o indice gonadossomatico dos reprodutores (Tabela 4). Os demais

parametros seminais e espermaticos ndo foram influenciados (p>0,05) pelas ra¢Ges (Tabela2).

Apesar das racdes nao terem influenciado (p>0,05) o crescimento dos reprodutores
(Tabela 3), os indices hepatossomatico e viscerossomatico gonadossomatico foram alterados
(p<0,05). Os animais alimentados com as ra¢Ges contendo 0,75% de nucleotideo apresentaram
0s menores (p<0,05) indices hepatossomaticos e, todos os reprodutores alimentados com as
racbes contendo qualquer nivel de nucleotideos apresentaram menores (p<0,05) indices

viscerossomaticos (Tabela 4).

Tabela 2 — Pardmetros seminais e espermaticos de reprodutores de tilapia do Nilo, alimentados com
racBes contendo diferentes niveis de nucleotideos purificados.

Niveis de nucleotideos (%)

Variavels 0 0.25 0.5 0,75 10 0
Vol 1 (mD) 114056 1212027 1.050,31 058:070  L05:031 0,33
Vol.2 (mL/kg) 1,33+0,65 1,31+0,40 1,24+0,31 0,65+0,80 1,23+0,50 0,39
Conc.SPZx10°  143t067  1,13£0.96 1,0840,73 204:098  198:070 0,37
(SPZ/mL)

F(ECU)I’]d.X].O9 (n° 2,03+1,45 1,7446,03 2,16+1,07 1,93+1,34 1,98+8,02 0,98
SPz

Fecund.Efet XlO9 15,24+10,60 12,14+4,31 16,2548,01 9,43+9,80 13,95+5,88 0,74
(n® SPZ-Mot)

Norm (%) 52,38+3,19 51,57+6,03 51,81+5,28 51,48+5,54 48,05+6,66 0,79
oH seminal 7.96£007  8,00£0,00 8,000,00 800000 800000 -
Motilidade (%)  76.25:567  70,0647.80  76,02:391  7353:448  69.684225 025
VCL (um/s) 103,87+2,35 97,18+5,89 103,54+3,22 105,36+6,20 101,10+4,42 0,07
VMD (um/s) 52,81+3,59 50,46+4,97 53,06+3,55 53,45+5,16 52,20+2,56 0,85
VLR (ums) 45744238  4375+436 4563385 4603397  4556+201 0,88
VE (um/s) 64,41+2,81 63,98+2,80 65,46+3,59 65,40+4,92 64,31+2,83 0,95
Retidédo (%) 86,63+0,98 87,00+1,51 86,00+1,59 86,47+1,29 87,41+1,00 0,62
Linearidade(%) 44,01+2,11 42,23+3,82 43,86+2,420 44,76+2,13 45,42+1,39 0,37
Balango(%) 50,61+1,98 50,40+3,84 50,92+2,12 51,76+2,63 51,78+1,35 0,91
SPZ DNA 9,11+45,35b 20,40+6,34a 14,22+6,16ab 12,86+5,67ab 17,13+3,27a 0,03
Integ.(%)

Indice Frag. 108,67+6,97 101,66+6,79 91,53+7,35 113,52+8,15 95,94+6,16 0,17
DNA

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Vol.1: Volume de sémen liberado; Volume de sémen liberado/kg de peixe; SPZ:
espermatozoides; Conc.SPZ: Concentracdo total de espermatozoides; Fecund.: Fecundidade; SPZ-Mot:
Espermatozdides mdveis; Fecund.Efet: Fecundidade efetiva; Norm: Espermatozoides morfoldgicamente
normais; VCL: Velocidade curvelinear; VMD: Velocidade média de deslocamento; VLR: Velocidade em linha
reta; VE: velocidade espermética; SPZ DNA Integ.. Espermatozdides com DNA integro; indice Frag. DNA:
indice de fragmentacio de DNA espermatico.
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Tabela 3 — Parametros de crescimento de reprodutores de til&pia do Nilo, alimentados com ragfes
contendo diferentes niveis de nucleotideos purificados.

Niveis de nucleotideos (%)

Variavels 0 0.25 0,50 0,75 1 D
PMI (g) 558,7040,60 537,31+0,73 54747t042 57417+039  54824t087 0,31
PMF(g) 835341513 779,72+10,12 84752+1342 858,70+14,23 848,15+9.98 0,55
GP (g) 276,64+12,16 242,41+14,12 300,05+8,98 284,52+11,58 299,90+1325 0,38
GPD(g/dia)  2,424¢0,33  212+082  2,63:031  249+026  2,63t057 0,38
ClI (cm) 30,36+0,65 30,06¢0,75  30,14+048  30,73:t041  30,60+1,00 0,44
CF(cm) 35,06+0,87  33,00+126  3532+046  3505+1,12  3508+126 0,26
FC (%) 1,93+0,04  199+007  192#004  2,00:006 195003 025
CAA 2714039  2,68+045 2474018  251+033  273+086 0,90

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Pardmetros: PMI: Peso médio inicial; PMF: Peso médio final; GP: Ganho de peso;
GPD: Ganho de peso diario; Comprimento inicial; CF: Comprimento final; FC: Fator de condigdo; CAA:
Conversdo alimentar aparente.

Tabela 4 — Pardmetros de crescimento de reprodutores de tilapia do Nilo, alimentados com racGes
contendo diferentes niveis de nucleotideos purificados.

fvel 1 0,
Variaveis Niveis de nucleotideos (%)

0 0,25 0,50 0,75 1 p

IHS (%) 1,99+0,11ab 1,87+0,34ab 1,82+0,16ab  1,76+0,09b  2,13+0,25a 0,02
IVS (%) 6,120,43+a  5,24+0,48b  5,37+0,44b  5,30+0,44b  5,49+0,19b 0,04
IGS (%) 0,68+0,15ab 1,04+0,33a 0,77+0,27ab  0,65+0,09ab  0,53+0,36b 0,03

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Parametros: IHS: Indice hepatossomatico; 1VS: Indice visserossomatico; 1GS:
Indice gonadossomético.

A alimentacdo dos reprodutores com racdes contendo nucleotideos levou a reducéo
(p<0,05) dos teores de gordura hepatica, sendo que os peixes alimentados com 0,25 e 0,50%
de nucleotideos apresentaram os menores teores de gordura no figado (Tabela 5). Apesar de
os teores de gordura das visceras ndo terem sido intensamente influenciados pelas ragdes,
pontualmente, os reprodutores alimentados com as ra¢des contendo 0,75% de nucleotideos

apresentaram os menores niveis de gordura visceral (Tabela 5).

Tabela 5 — Composicdo centesimal de diferentes tecidos de reprodutores de tildpia do Nilo,
alimentados com rag6es contendo diferentes niveis de nucleotideos purificados.
Niveis de nucleotideos (%)
0 0,25 0,5 0,75 1 p
Musculo (%)
Matéria seca 22,68+1,44 22,40+1,48 22,09+0,52 22,86+0,89  24,09+1,71 0,37
Matéria mineral ~ 1,24+0,89 1,00+0,86 1,69+0,60  1,54+0,33 1,32+0,09 0,86
Extrato etéreo 1,67+1,08 2,21+1,74 2,33+145  2,52+1,79 2,33+1,40 0,94
Proteina bruta 20,14+0,59 18,35+2,87 20,87+1,79 18,73+2,06  19,77%1,16 0,34
Figado (%)
Matéria seca 31,10+3,32 28,84+0,65 30,63x2,18 30,20+1,05  30,88+0,60 0,66
Matéria mineral ~ 1,23+0,11  1,08+0,08 0,97+0,14  1,03+0,133 0,99+0,16 0,71
Extrato etéreo 6,61+1,21a 2,80+0,46b 2,87+1,01b 3,72+0,46ab 3,87+0,90ab 0,04
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Proteina bruta 11,1442,29 10,70+1,85 10,98+0,84 11,92+101 10,89+1,47 0,83
Testiculo (%)
Matéria seca 15,10£1,42 14,25+2,21 14,79+0,78 14,59+0,91  13,97+2,02 0,86
Matéria mineral  1,37+0,19  1,23+0,17 1,41+0,38 1,30+0,21 1,38+0,33 0,48
Extrato etéreo 1,66£0,40 1,31+0,78  1,30+0,80 1,92+1,10 0,96+0,12 0,56
Proteina bruta 13,86+1,30 14,06+0,74 13,94+2,01 14,34+1,42  14,85+0,89 0,63
Visceras (%)
Matéria seca 32,27+2,78 32,61+£3,69 33,53+1,80 32,93+1,11 32,95%2,68 0,51
Matéria mineral  1,13+0,08 1,05+0,26  1,25+0,17 1,19+0,16 1,24+0,23 0,29
Extrato etéreo 24,41+459 23,89+3,38 25,52+3,90 17,32+3,51  25,90+3,24 0,06
Proteina bruta 9,67+0,65 9,45+0,15 9,44+0,54  9,40+1,23 10,04+0,48 0,32
Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os niveis de triglicerideos plasmaticos dos reprodutores reduziram (p<0,05) de forma
diretamente proporcional a inclusdo dos nucleotideos nas racbes (Tabela 6). Enquanto isso, 0
maior nivel de inclusdo de nucleotideos (1,00%) nas racbes elevou (p<0,05) o nivel
plasméatico de HDL dos reprodutores (Tabela 6). Ainda, os peixes alimentados com as racdes
contendo 0,50% de inclusdo de nucleotideos apresentaram os maiores valores de glicose
plasmatica. Os demais parametros bioquimicos avaliados no plasma sanguineo ndo foram
influenciados (p>0,05) pelas racdes (Tabela 6).

N&o foram observadas diferencas (p>0,05) nos parametros hematoldgicos dos peixes
em funcdo das dietas experimentais (Tabela 7). Os niveis do hematdcrito apresentaram
melhorias nos peixes alimentados com a suplementacdo de nucleotideos nas ra¢fes, embora

ndo tenham sido influenciados pelas dietas experimentais.

Tabela 6 — Parametros bioquimicos do plasma de tilapia do Nilo alimentados com ragdes contendo
diferentes niveis nucleotideos purificados.

- Niveis de nucleotideos (%)
Variaveis

0 0,25 05 0,75 1 D
ALAT(UI/dL) 17,10+1,53 17,84+2,50 1419t4,09  16,12¢587  1578%2,09 0,11
ASAT(UI/dL) 17,90+2,08 21,38+3,47 22,00£3,74  2216+407  18,63t1,16 0,15
Calcio (mg/dL) 7,310,91 8,43£0,92 8,18+1,62 7,721,48 7.4821,10 0,68
Colesterol (mg/dL) ~ 15561£1501  140,20+12,83  141,39+3,32  136,84+1523 14356+12,23 0,40
FAL (UI/dL) 60,50+4,14 621241145  62,37¢8,96  62,62+354 61124740 0,99
Glicose (mg/dL) 66,37+847b  63,86+4,02b  79,62+2,14a 64,377,850  57,62+320b 0,01
HDL (mg/dL) 40,0748,49ab  39,01#352ab  3518+1164ab  23,88:0,03b  4336%8,90a 0,03
Prot (g/dL) 48,51+2,05 47,41%554 46,82+340  48,04+1,97  48,63+3,65 0,85
Trig (mg/dL) 185,25+17,27a 158,09+14,21ab 158,71%9,12ab 142,70+17,89b 147,32+12,32b 0,02

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Pardmetros: ALAT: Alanina aminotransferase; ASAT: Aspartato
aminotransferase; Prot: Proteinas totais; FAL: Fosfatase alcalina.
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Tabela 7 — Parametros hematoldgicos de reprodutores de tilapia do Nilo, alimentados com racoes
contendo diferentes niveis de nucleotideos purificados.

Niveis de nucleotideos (%)

Variavels 0 0.25 0,50 0.75 1 0
Erit (cel x10%/uL) 1764349  104+442  186+373 1824504 1834553 0,52
Hemog (g/dL) 818+033 8614029 834014 862063  865:042 0,38
Hemat (%) 33,17+499 34924658  33.63+4,17 34224472 36314500 0,09
VCM (fL) 200,05+19,79 191,00+16,10 183,19+1546 186,06+14,02 181,04+14,94 0,67
HCM (pg) 50514556  463042,92  44,6842,67  4622+348  5215¢7,15 0,10
CHCM (g/dL) 2434+064  2500+120  2562+0,63  2536+129 2576227 0,60
Leuc (cel/pL) 51208416074 69784+27462 53342+10922 59171427622 50811424974 0,73
Tromb (cel/uL) 30057+16007 48307425287 46632+23826 3798125757 2642840589 0,61
Linfocitos (%) 752641213  68,56+16,64 64,22+10,93 64,24+1447 7526407 0,68
Neutrofilos (%) 13474713 20,77+1452 2531#1053  22,14+1355  1576+615 0,54
Monécitos (%) 11,074939 10674382  1047+1,62 13624556 8984362 071

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Erit: Eritrocitos; Hemog: Hemoglobina; Hemat: Hematécrito; VCM: Volume
corpuscular médio; HCM: Hemoglobina corpuscular média; CHCM: Concentracdo de hemoglobina corpuscular
média; Leuc: Leucdcitos totais; Tromb: Trombdcitos totais.

As racOes fornecidas aos reprodutores causaram alteracfes histolégicas somente no
intestino (Figura 2). Os peixes alimentados com as ra¢des contendo 0,50% de incluséo de
nucleotideos apresentaram um aumento (p<0,05) na altura das vilosidades intestinais (Tabela

8). Os demais parametros morfoldgicos do intestino ndo foram influenciados pelas ragdes.

Figura 2 — Intestino de reprodutores de tilapia do Nilo alimentados com ragfes contendo
nucleotideos purificados.

AV = altura de vilosidade; AT = altura da tGnica; AE = altura dos enterdcitos; AM = altura das microvilosidades.
Coloragdo: H.E. Objetiva 40x
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Tabela 8 — Morfometria do tecido intestinal de reprodutores de tilapia do Nilo, alimentados com
racBes contendo diferentes niveis de nucleotideos purificados.

Niveis de nucleotideos (%)

Variaveis

0 0,25 0,50 0,75 1 p
AV (um) 498,22+96,80b 652,91+48,37ab  714,42+142,02a 574,27+112,65ab 554,48+24,41ab 0,04
AM 8,81+4,11 6,64+2,91 7,92+2,27 5,91+1,55 5,85+1,03a 0,51
(Hm)
AT (um) 103,22+19,31 87,88+15,73 99,20+5,22 118,89+41,73 122,24+41,08 0,52

Valores expressos como média = desvio padrdo. Médias com letras diferentes na mesma linha diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). AV=altura das vilosidades; AE=altura dos enterdcitos; AM=altura
das microvilosidades; AT=altura da tunica.

Também ndo foram observadas diferencas (p>0,05) nos parametros histoldgicos do
tecido hepatico (Tabela 9) e (Figura 3), nem testicular (Figura 4). De um modo geral, 0s

reprodutores estavam em estagio maduro, com os testiculos repletos de espermatozoides.

Tabela 9 — Area e grau de vacuolizagio de hepatdcitos de reprodutores de tilépia do Nilo,
alimentados com rac6es contendo diferentes niveis de nucleotideos purificados.

Niveis de nucleotideos (%)

Variaveis 0 0.25 0,50 0,75 1 D
AM (um®) 230,13+11,45 218,29£33,26 202,77+£52,34 172,95+23,11 221,66+27,61 0,15
Amax(umz) 448,67+£26,01 456,92+89,16 447,92+81,41 374,41+50,33 495,11+82,89 0,23
Amin (umz) 89,81+17,78 80,55+19,61 72,58+23,06 54,12+15,18 87,46+21,89 0,12
GV 0,62+0,52 1,37£0,75 0,58+0,76 0,58+0,53 0,79+0,49 0,17

Valores expressos como média + desvio padrdo. Médias com letras diferentes na mesma linha diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05). AM = Area média; Amax = Area maxima; Amin — Area minima;
GV = Grau de vacuolizacdo segundo Tessaro et al. (2012).
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Figura 3 — Tecido hepético de reprodutores de tilapia do Nilo, alimentados com ra¢es contendo
diferentes niveis de nucleotideos purificados.

(A) Aspecto padrdo dos hepatdcitos da espécie (escore de vacuolizacdo = 0), (n=nucleos); (B) pouca
vacuolizagdo (escore de vacuolizagdo = 1), (v = vactolo); (C) vacuolizacdo intermediaria (escore de
vacuolizagdo = 2), (v = vactolo).

Figura 4 — Tecido testicular de reprodutores de tilapia do Nilo, alimentados com ra¢Ges contendo
diferentes niveis de nucleotideos purificados.

(A) Aspecto geral do testiculo maduro (4x); (B) cistos contendo células em diferenciagdo (40x) (g =
espermatogonias, ¢ =espermatocitos, t =espermatides, z = espermatozoides).
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5. Discussao

De uma forma geral, a alimentacdo dos reprodutores de tilapia com ra¢es contendo
nucleotideos purificados melhorou a condigéo reprodutiva e interferiu na satide dos machos de
tilapia do Nilo. O aumento do indice gonadossomatico dos reprodutores foi associado ao
aumento da presenca de espermatozoides sem alteraces no DNA. De modo geral, o indice
gonadossomatico determina a progressdo da gametogénese em peixes (Barcellos et al 2001) e
indica a proliferacdo do epitélio germinativo (SCHULTZ et al 2010). Este processo
normalmente é intenso e exige muito dos reprodutores de tilapia do Nilo, especialmente no
que se refere ao processo de multiplicacdo celular ou reparo celular ou de tecidos (Maggioni
et al 2008). Neste processo, 0s nucleotideos melhoraram a integridade da cromatina nuclear
dos espermatozoides possivelmente pelo processo conhecido como Reparo de Excisdo de
Nucleotideos (NER). Esta é uma importante funcdo dos nucleotideos no organismo, que atua
no reparo do DNA danificado (Wood, 1997), na hidrélise dos nucleotideos em que as bases
nitrogenadas séo utilizadas no reparo da fita de DNA danificada (SUGASAWA, 2011). Este é
um processo mais econdmico ao organismo, pois utiliza nucleotideos dietéticos, sem a
necessidade de sintetiza-los via de novo ou pela via de salvamento, disponibilizando os
aminoacidos que seriam destinados a sintese de nucleotideos para a sintese protéica. O NER
basicamente funciona como uma reparacdo rapida de lesGes localizadas na fita transcrita de
genes que estdo sendo expressos (Vermeulen e Fousteri, 2013), isso ocorre pela acdo do
bloqueio da enzima polimerase Il no local da lesdo da fita que estd sendo transcrita,
deslocando a enzima da regido lesionada para a acéo de reparagdo (MCKAY e CABRITA,
2013).

Apesar da influéncia dos nucleotideos sobre o indice hepatossomatico dos
reprodutores de tilapia do Nilo, as diferencas sutis no tamanho do figado parecem nao estar
relacionadas a fatores deletérios ao metabolismo e a salde destes animais. Mesmo que 0
indice hepatossomatico seja considerado um importante indicador do estado fisioldgico do
figado em funcdo do seu metabolismo (Agostinho et al., 1990), os demais parametros
avaliados nesta pesquisa ndo indicam qualquer tipo de dano hepatico. Por outro lado, a
reducdo dos niveis de triglicerideos plasmaticos e de gordura no figado dos animais
alimentados com as ragdes contendo nucleotideos é um ponto positivo e muito relevante,
especialmente em animais com sobre vida longa como os reprodutores. 1sso porque muitas
dietas para reprodutores sugerem um adequado desempenho reprodutivo, mas ndo consideram

efeitos deletérios que podem se manifestar a médio ou longo prazo. Um exemplo disso é o
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acumulo de gordura e a consequente ocorréncia de vacuolizacdo nos hepatdcitos, levando ao

aumento do tamanho das células e finalmente a ocorréncia de esteatose hepatica (TESSARO
etal., 2012). O acimulo de gordura no figado também pode alterar a fungéo hepatica, levando
a reducdo da atividade de enzimas ou regular negativamente os niveis de metabdlitos
(OPPEN-BERNTSEN., et al 1992) e normalmente est& associado positivamente com 0s niveis
de triglicerideos plasmaticos (CABALLERO et al., 2004),

De modo geral os nucleotideos sdo importantes mediadores do metabolismo energético
(Gatlin e Li, 2007) e, por consequéncia, interferem ndo s6 na deposi¢do de gorduras, mas
também nos seus mecanismos de transporte. Conforme verificado nesta pesquisa, 0 aumento
dos niveis de HDL nos peixes pode estar associado ao efeito que os nucleotideos exercem
sobre 0 aumento da atividade da lecitina colesterol acil transferase (LCAT) (SANCHEZ-
POZO et al. 1995). A atividade desta enzima interfere nas taxas de esterificagcdo do colesterol,
utilizando &cidos graxos provenientes da quebra dos triglicerideos pela LCAT (MORILLAS
et al. 1994). Assim, a HDL atua como um importante transportador de colesterol e
triglicerideos dos tecidos periféricos até serem metabolizados no figado (ECKEL, 2011).

De uma forma geral, a alimentacdo dos reprodutores com ragdes contendo
nucleotideos purificados ndo causaram efeitos deletérios a salde geral dos peixes. Isso foi
corroborado pelos pardmetros hematoldgicos, que sdo comumente considerados como
indicadores deste estado do animal (RANZANI-PAIVA et al., 2013). Além disso, apesar de a
glicemia ser considerada em alguns casos como indicador de estresse (BARTON e ITAWA,
1991), as alteragBes verificadas nos animais alimentados com 0,50% de nucleotideos néo
representaram prejuizos produtivos ou reprodutivos. Apesar deste efeito, ainda sdo escassas as
informacdes sobre a atuacdo direta dos nucleotideos sobre as alteracfes de glicose no plasma
sanguineo (CHAGAS, 2010).

Finalmente, o aumento na altura das vilosidades intestinais de animais alimentados
com ragOes contendo nucleotideos foi um evento esperado, pois isso tem sido relatado em
diversas pesquisas. De modo geral, embora 0s nucleotideos sejam substancias que sdo
sintetizadas endogenamente, a suplementacdo dietética pode ter efeitos benéficos na
morfologia intestinal (Barros et al.,, 2015). No intestino de suinos, normalmente o0s
nucleotideos estdo associados com a recuperacao intestinal apos a ocorréncia de algum tipo de
lesdo, a0 aumento na altura das vilosidades e espessura da parede do intestino, (CARVER e
WALKER, 1995) e, aumento da espessura da vilosidade e da superficie da mucosa intestinal

(BURRELS et al.,, 2001). Isso certamente sugere a importancia dos nucleotideos
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em tecidos com rapido turnover como a mucosa intestinal (HOLEN e JONSSON, 2004).

5. Concluséao

A alimentacdo dos reprodutores de tilapia do Nilo com rag¢Ges contendo diferentes niveis
nucleotideos melhoraram os parametros reprodutivos e alteraram positivamente o metabolismo
dos animais, resultando em uma melhor condicdo gonadal e espermatica, além de um melhor

condicionamento hepaético.
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