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RESUMO

A reducéo na qualidade dos gametas e da prole tém se apresentado como fator limitante
para a piscicultura. Com isso, a nutricdo de reprodutores pode ser uma estratégia para
solucionar esses problemas, devido a sua influéncia direta nos processos de gametogénese
e fertilidade dos gametas. A vitamina B9 ou acido félico, atua diretamente sobre a saude,
crescimento e na reproducdo dos animais, tem participacdo no metabolismo de
aminoacidos, na sintese de nucleotideos, formacdo de DNA e RNA, além da acgédo
antioxidante, melhorando a qualidade seminal dos animais. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacdo de acido félico sobre o crescimento e
desempenho reprodutivo de machos de jundid (Rhamdia quelen). Foram utilizados 720
alevinos de jundia (3,72+0,02q), distribuidos em 24 tanques-rede multifilamento (4x2x1
m). O experimento teve uma duragdo de 300 dias com inicio no outono e término no
verdo. No inicio da primavera, os peixes foram classificados em machos (128,14 + 1,83
g) e fémeas (155,70 + 1,97 g) e estocados 15 animais de cada sexo por unidade
experimental. Os animais foram alimentados durante 300 dias com racgdes (34,75 %PB;
3100 kcal ED kg?) suplementadas com 0,00; 0,75; 1,50; 2,25; 3,00 e 3,75 mg de 4cido
folico kg* de racdo. Na estacdo reprodutiva, os machos foram submetidos a coleta de
sémen. Os peixes foram submetidos a manipulacdo hormonal para sincronizacdo da
espermiacdo e o sémen foi coletado apds 10 horas (dgua a 24°C). O sémen coletado dos
cinco machos de cada unidade experimental, sem contaminacdo e boa motilidade
subjetiva, foi analisado quanto a sua motilidade, velocidade, concentracéo, integridade de
membrana e estresse oxidativo, além de pH e osmolaridade. Uma amostra do sémen foi
submetida a técnica de criopreservacdo em nitrogénio liquido. Os mesmos parametros
foram avaliados no sémen criopreservado e sémen fresco. Apos 30 dias da coleta de
sémen, o0s animais foram anestesiados para obtencdo dos parametros de peso e
comprimento, e retirada de sangue para analises hematoldgicas e plasmatica. Em seguida
foram eutanasiados e dissecados para avaliagdo dos indices hepatossomatico,
gonadossomatico e viscerossomatico, e coleta de amostras de testiculo e figado para
estresse oxidativo. Os dados obtidos foram checados quanto aos pressupostos, submetidos
a analise de variancia e ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para o sémen fresco o0s
peixes alimentados com as ra¢des suplementadas com 3,00 e 3,75 mg de &cido folico.kg"
1 apresentaram as maiores (p<0,05) motilidades (72,12 e 76,43%). No sémen
criopreservado 0s machos alimentados com rag6es suplementadas com 3,00 mg de acido
folico kg apresentaram a maior (p<0,05) motilidade (55,54%), velocidade curvilinea
(69,57 pum s1), velocidade média de percurso (49,53 um s?), velocidade em linha reta
(47,12 pm s?) e velocidade espermatica (55,72+3,01 um s1). O estresse oxidativo nas
células espermaéticas reduziu com o aumento das concentracfes de acido folico, com
melhores valores nos niveis de 3,00 e 3,75mg de acido folico kg™. Os parametros
sanguineos de albumina, colesterol e aspartato aminotransferase (AST), foram afetados,
havendo uma diminuic¢do no colesterol e um aumento na albumina e AST. Portanto,
recomenda-se a suplementacdo a partir de 3,00 mg de acido folico kg em racGes
destinadas a alimentac&o de planteis de machos de jundia (Rhamdia quelen).
Palavra-chave: Reproducéo, nutri¢do, qualidade seminal.



ABSTRACT

The reduction in the quality of gametes and offspring has been presented as a limiting
factor for fish farming. Thus, the nutrition of breeders can be a strategy to solve these
problems, due to its direct influence on the processes of gametogenesis and fertility of
gametes. Vitamin B9 or folic acid, acts directly on the health, growth and reproduction of
animals, participates in amino acid metabolism, nucleotide synthesis, DNA and RNA
formation, in addition to antioxidant action, improving the seminal quality of animals.
The objective of the present work was to evaluate the effects of folic acid supplementation
on the growth and reproductive performance of silver catfish (Rhamdia quelen) males. A
total of 720 silver catfish fingerlings (3.72+0.02g) were distributed in 24 multifilament
net-tanks (4x2x1 m). The experiment lasted 300 days starting in autumn and ending in
summer. In early spring, fish were classified into males (128.14 + 1.83 g) and females
(155.70 £ 1.97 g) and 15 animals of each sex were stocked per experimental unit. The
animals were fed for 300 days with rations (34.75%PB; 3100 kcal ED kg™) supplemented
with 0.00; 0.75; 1.50; 2.25; 3.00 and 3.75 mg of folic acid kg™ of feed. In the breeding
season, males were submitted to semen collection. The fish were submitted to hormonal
manipulation for synchronization of spermiation and the semen was collected after 10
hours (water at 24°C). The semen collected from the five males of each experimental unit,
without contamination and good subjective motility, was analyzed for its motility, speed,
concentration, membrane integrity and oxidative stress, in addition to pH and osmolarity.
A semen sample was submitted to the technique of cryopreservation in liquid nitrogen.
The same parameters were evaluated in cryopreserved and fresh semen. Thirty days after
semen collection, the animals were anesthetized to obtain weight and length parameters,
and blood was drawn for hematological and plasma analysis. Then, they were euthanized
and dissected for evaluation of hepatosomatic, gonadosomatic and viscerosomatic
indices, and collection of testicle and liver samples for analysis of oxidative stress. The
data obtained were checked for assumptions, submitted to analysis of variance and
Tukey's test, at 5% probability. For fresh semen, fish fed diets supplemented with 3.00
and 3.75 mg of folic acid.kg™ showed the highest (p<0.05) motility (72.12 and 76.43%).
In cryopreserved semen, males fed rations supplemented with 3.00 mg of folic acid kg™
showed the highest (p<0.05) motility (55.54%), curvilinear velocity (69.57 um s-1),
average travel speed (49.53 pm s2), straight-line speed (47.12 um s) and sperm velocity
(55.72+3.01 um s?). Oxidative stress in sperm cells decreased with increasing
concentrations of folic acid, with better values at levels of 3.00 and 3.75mg of folic acid
kg™. The blood parameters of albumin, cholesterol and aspartate aminotransferase (AST)
were affected, with a decrease in cholesterol and an increase in albumin and AST.
Therefore, supplementation is recommended from 3.00 mg of folic acid kg™ in rations
intended for feeding male silver catfish (Rhamdia quelen) flocks.

Keywords: Reproduction, nutrition, seminal quality
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1. Introdugéo

A aquicultura é a atividade agropecuaria que mais cresce em todo o mundo (FAO,
2022). E os peixes de agua doce sdo o maior grupo de organismos aquaticos produzidos,
apresentando uma producdo de 54,4 milhdes de toneladas em 2020, e um crescimento de
2,7% entre 2019 e 2020 (FAO, 2022). Com esse continuo crescimento, a piscicultura
fornecera mais da metade dos peixes do mundo para consumo humano nos proximos anos
(FAO, 2020).

O jundia ou bagre prateado (Rhamdia quelen) € um teledsteo que pertence a
familia Heptapteridae. Endémico da América do Sul, € encontrado do sul do México ao
centro da Argentina (Baldisserotto, 2009). E uma espécie onivora com tendéncia a
carnivoria (Santos e Meurer, 2020), que se adapta a dietas artificiais (Parra et al., 2008),
apresenta rusticidade, rapido crescimento e boa conversdo alimentar (Santos e Meurer,
2020). Além disso, apresenta boa taxa de fecundidade e fertilidade (Adames et al., 2015),
e boa aceitacdo do mercado consumidor (Baldisseroto, 2009; Santos e Meurer, 2020). O
jundia é a quarta espécie com maior nimero de produtores no Brasil, totalizando 36 mil
piscicultores distribuidos em 23 estados, com destaque para o Rio Grande do Sul com
56,7% da producdo nacional (Peixe BR, 2020).

Para atender a crescente demanda, o setor aquicola precisa desenvolver estratégias
que garantam a oferta de proles com quantidade e qualidade. Dentre as diferentes
estratégias, nos ultimos anos, tem-se dado énfase a nutricdo dos reprodutores, pois esta
diretamente relacionada a gametogénese e a qualidade dos gametas (Bombardelli et al.,
2010; Bombardelli et al., 2017). Nesse sentido, diversos estudos focam na determinacgéo
das exigéncias nutricionais dos peixes durante a fase reprodutiva (Tessaro et al., 2012;
Bombardelli et al., 2017), além da avaliacdo de alimentos (Parra et al., 2008; Mewes et
al., 2016; Bombardelli et al., 2021) e o uso de aditivos funcionais (Bombardelli et al.,
2021a; Bombardelli et al., 2021b; Bombardelli et al., 2023).

De modo geral, a grande maioria das pesquisas realizadas com nutrigdo de
reprodutores sdo focadas nas fémeas (Lima et al., 2020; Hilbig et al., 2020; Bombardelli
et al., 2021) e, poucas sdo aquelas voltadas aos machos. Os poucos trabalhos existentes
mostram efeitos deletérios (Mewes et al., 2016) e efeitos positivos (Bombardelli et al.,
2010; Bombardelli et al., 2023) sobre a qualidade dos espermatozoides. Sendo assim, a

alta qualidade dos espermatozoides é uma estratégia importante para melhorar a
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qualidade da prole. Além disso, o setor produtivo vem mostrando interesse na producgéo
de bancos genéticos (Bombardelli et al., 2023), onde a criopreservacdo € uma ferramenta
que possibilita conservar gametas melhorados geneticamente (Magnotti et al., 2018)

aumentando a produtividade e rentabilidade dos gametas (Figueroa et al., 2020).

Devido ao elevado esforco metabdlico no qual os reprodutores de peixes sdo
submetidos, a suplementacdo exdgena das ragdes com diversos nutrientes € comum, uma
vez que 0s nutrientes presentes nos alimentos ndo sdo suficientes para atender as
exigéncias dos animais. Dentre varios nutrientes, as vitaminas se destacam pois nao séo
produzidas pelo organismo nas quantidades exigidas (Borba et al, 2013), sendo
fornecidos na forma de micro ingredientes nas dietas. As vitaminas contribuem para a
manutencdo dos organismos Vvivos e estdo envolvidas como cofatores e substratos em
algumas reacdes bioquimicas e fisioldgicas (Martins et al., 2014; Miranda et al., 2003;
NRC, 2011).

O écido folico é uma vitamina hidrossolavel, e sua fonte é exclusivamente
exogena (Vannucchi e Monteiro, 2010). Tem aspecto de um po cristalino amarelo ou
laranja-amarelado (Liew, 2016), inodoro e insipido (Arcot e Shrestha, 2005). Sua forma
sintética é utilizada na fortificacdo dos alimentos (Alaburda e Shundo, 2007). Esses
compostos sdo caracterizados por atividades bioldgicas semelhantes, sendo o acido félico
0 composto mais estavel e facilmente absorvido do grupo dos folatos (Eichholzer, Tonz

e Zimmermann, 2006).

O acido folico atua principalmente na producdo e divisdo celular, pela reparacédo
e sintese de DNA e RNA, producdo de determinadas proteinas e manutencao do sistema
nervoso e cardiovascular (Vannuchi e Monteiro, 2010; Liew, 2016). A acdo dessa
vitamina esta relacionada a mecanismos para a transferéncia de unidades monocarbdnicas
dos grupos metila e formil, utilizado nas rea¢Ges de sintese dos &cidos nucleicos, DNA e
RNA (Marchioro, Sa-Nakanishi e Campanerut, 2010), com papel importante no
desenvolvimento embrionério inicial. Participa do metabolismo dos aminoé&cidos e da
sintese dos acidos nucléicos, sendo essencial para a formagdo das células do sangue
(Carvalho et al., 2006). O acido félico em sua forma sintética elimina os radicais livres

oxidantes, sendo considerado um agente antioxidante (Joshi et al., 2001).

Em estudos com vertebrados do sexo masculino o acido folico induziu a melhora

da qualidade seminal e influenciou o ritmo da espermatogénese (Yousef et al., 2005;
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Ibrahim et al., 2011; Alonge et al., 2019). Em ratos, quando alimentados com &cido folico
associado ou ndo a altas doses de cotrimaxol que € um agente inibidor da via de sintese
de &cido folico, melhorou os pardmetros espermaticos (Salarkia et al., 2017). Para cées
alimentados com dietas suplementadas com vitamina E, selénio, zinco, &cido fdlico e
acidos graxos, houve melhora na qualidade seminal (Alonge et al., 2019), mostrando a
utilizacdo do &cido félico associado com outros micro ingredientes importantes. Devido
a sua acdo antioxidante, o acido félico pode ajudar as células espermaticas durante o
processo de criopreservacdo, que causa grande estresse oxidativo nas células. Além disso,
0 &cido folico também pode ser usado para neutralizar a toxicidade de alguns compostos
como o arsénio (Ma et al., 2015) e reduzir as anormalidades no desenvolvimento
embrionario em peixes.

Com o beneficio comprovado do acido félico para os vertebrados, pode existir
também um efeito benéfico para os peixes em periodo reprodutivo. S&o escassos 0S
trabalhos utilizando o &cido félico para reprodutores de peixes, isso pode estar ligado a
dificuldade em realizar experimentos nessa fase de producéo. Sendo assim, o objetivo do
presente trabalho foi determinar a suplementacdo de acido félico para machos de jundia

(Rhamdia quelen), avaliando os pardmetros reprodutivos, fisioldgicos e de crescimento.

2. Material e Métodos

2.1 Estrutura, animais e delineamento

O experimento foi realizado ap6s aprovacdo do Comité de Etica Animal para uso
de animais experimentais da Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE
(07/2022). Foram utilizados 720 alevinos (3,71+0,01g) de jundia, distribuidos em 24
gaiolas (4x2x1 m), com malha de 15 mm. As gaiolas foram instaladas em viveiros
escavados (200 m?) revestidos em alvenaria e com o fundo de terra. Os animais foram
mantidos em condi¢des de temperatura e fotoperiodo natural, com renovagao da agua dos
viveiros apenas para compensar a agua evaporada e infiltrada. O experimento teve uma
duracéo de 300 dias com inicio no outono (abril) e término no verdo (margo). No inicio
da primavera (outubro), os peixes foram classificados em machos (128,14 + 1,83 g) e
fémeas (155,70 + 1,97 g) em densidade de 15 machos e 15 fémeas por gaiola. Durante o
periodo experimental os animais foram alimentados com seis ra¢es com diferentes niveis

de suplementagdo de acido folico, que foram 0; 0,75; 1,50; 2,25; 3,00 e 3,75 mg kg™ de

12



racdo. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e
quatro repeticOes, totalizando 24 unidades experimentais. A unidade experimental foi

considerada uma gaiola com 15 machos e 15 fémeas.
2.2 Rac0es experimentais e alimentacéo

As racdes experimentais foram formuladas considerando a composic¢do quimica
de cada alimento, com proteina e energia digestivel atendendo as exigéncias da espécie
(Tabela 1) (Oliveira Filho e Fracalossi, 2006; Meurer et al., 2012). O software utilizado
na formulacdo das ragdes foi o SuperCrac®. Os ingredientes utilizados na fabricacdo das
racdes foram moidos em moinho de martelo em peneira de 0,5 mm, misturados por 20
minutos. A racdo foi produzida na forma extrusada (extrusora E-62, Ferraz®) em dois
didmetros de pellets, sendo fornecida a de 3 mm até a primavera e, a de 5 mm até o verao.
Os niveis de acido folico foram ajustados pela pureza (97%, SALUS — Nutricdo Animal)
e com acréscimo de 10% pela perca da eficiéncia durante a extrusdo e secagem em 100-
110°C (Coelho, 2002).
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Tabela 1. Composicdo das racOes e teores de nutrientes para os diferentes niveis de

suplementacéo de acido fdlico, utilizados na alimentagdo de machos de jundia (R. quelen).

Niveis de acido félico (mg kg™)

Ingredientes r

0,0 0,75 1,5 2,25 3,0 3,75
I Milho em gréos (g kg?) I 270,00 270,00 I 270,00 270,00 I 270,00 270,00 I
Farelo de Soja (g kg™) 250,00 250,00 250,00 250,00 250,00 250,00
Farinha de visceras (g kg™) 235,60 235,60 235,60 235,60 23560 235,60
Farelo de trigo (g kg™) 119,30 119,30 119,30 119,30 119,30 119,30
Farinha de salméo (g kgt) 80,00 80,00 80,00 80,00 80,00 80,00
Oleo de soja (g kg?) 37,00 37,00 37,00 3700 37,00 37,00
Sup. Vit/Min* (g kg% 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
sal (g kg% 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
BHT (g kg%) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Acido Félico (mg kg2)** 0,00 0,83 1,66 2,50 3,33 4,16
Composi¢éo quimica calculada

Acido Araquidénico (g kg™?) 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90
Acido Linoleico (g kg% 40,40 40,40 40,40 40,40 40,40 40,40
Acido Linolénico (g kg™) 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Amido (g kg?) 289,00 289,00 289,00 289,00 289,00 289,00
Calcio (g kg?) 18,70 18,70 18,70 18,70 18,70 18,70
Fosforo total (g kg 12,10 12,10 12,10 12,10 12,10 12,10
Proteina Bruta (g kg) 347,50 347,50 347,50 34750 347,50 347,50
Proteina Digestivel (g kg™) 310,00 310,00 310,00 310,00 310,00 310,00
Energia Bruta (MJ kg™?) 17.29 17.29 17.29 17.29 17.29 17.29
Energia Digestivel (MJ kg?) 12.98 12.98 12.98 1298 1298  12.98
Matéria Mineral (g kg™) 78,50 78,50 78,50 78,50 78,50 78,50
Fibra Bruta (g kg?) 21,80 21,80 21,80 21,80 21,80 21,80

*Suplemento vitaminico e mineral (minimo kg™): Vitamina A: 2.000.000UI kg, vitamina D3: 640.000UI
kg, vitamina E: 2.400U1 kg, vitamina K3: 688mg kg, vitamina B1: 400mg kg%, vitamina B2: 1.000mg
kg, vitamina B6: 1.200mg kg, vitamina B9: 0 (zero); vitamina B12: 4.000mcg kg*, niacina: 9.000mg kg
!, acido pantoténico: 3.000mg kg, biotina: 35mg kg, manganés: 14g kg, zinco: 11g kg, ferro: 10g kg
1, cobre: 2.000mg kg, iodo: 200mg kg, cobalto: 40mg kg, selénio: 40mg kg, hidroxitolueno butilado

(B.H.T.): 300mg kg.

** Ajuste pela pureza (97%) e acréscimo de 10% pela perca da eficiéncia durante a extruséo e secagem em

100-110°C.

Foram realizadas alimentag6es ad libitum as 8h:00min, 12h:00min e 17h:00min,

com aracdo de 3mm. No inicio da primavera ap6s a biometria total, passou-se a alimentar
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0s animais com a racdo 5mm, ad libitum as 9h:00min e 15h:00min horas (Bombardelli et
al., 2021).

2.3 Parametros de qualidade de 4gua

Diariamente foi mensurada a temperatura da dgua (minima: 19,69 * 0,21°C e
maxima: 22,80 + 0,22°C; Incoterm® +0,1°C). O oxigénio dissolvido (5,19 + 0,2 mg L*;
Oximetro YSI® 550A) foi mensurado semanalmente as 6h:00min. Amonia total (0,08 +
0,02 mg L), nitrito (0,07 + 0,02 mg L) foram medidos quinzenalmente as 6h:00min
(Fotocolorimetro Multiparamétrico AlfaKit AT 100 PB 11®). O pH da agua (7,14 + 0,14;

digital pHmeter Tecnal® Tec 5) foi mensurado quinzenalmente as 6h:00min.
2.4 Crescimento

No verdo os animais foram avaliados quanto ao crescimento. Os machos de cada
unidade experimental foram anestesiados com eugenol (50 mg L, Cunha et al., 2010),
quando foram mensurados os pardmetros zootécnicos de peso final, comprimento e
sobrevivéncia. Também, foram calculados os pardmetros de ganho de peso (GP = peso
final — peso inicial), ganho de peso diario (GPD = GP/ n° de dias de experimento) e

conversdo alimentar (CAA= consumo de racdo / GP).
2.5 Coleta e avaliacdo do sémen fresco

Apos a biometria final, todos os 15 machos de cada unidade experimental foram
transferidos para tanques de 500L, instalados em sistema de recirculagdo, com
temperatura controlada, em densidade de cinco machos por tanque. Os machos receberam
dose Unica de extrato pituitario de carpa (EHC) de 3 mg kg™ (Bombardelli et al., 2006).
Apbs 10 horas (agua a 24°C), o sémen foi coletado através de massagem abdominal na
direcdo cefalocaudal (Neumann et al., 2021). O sémen foi coletado em tubos de ensaio
graduados (+ 0,1 mL) e mensurado o volume seminal, onde a primeira gota foi desprezada
para evitar a contaminagdo do sémen com fezes e urina. O sémen foi entdo armazenado
individualmente em tubos falcon a 12°C até a realizacdo de todas as analises (Goes et al.,
2017).

O sémen de todos os machos foi avaliado quanto a contaminagdo e anélise
subjetiva da motilidade. Foi selecionado o sémen de cinco machos sem ativacdo e com

motilidades elevadas. No sémen fresco foram avaliados os parametros de motilidade,
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tempo de ativacdo espermatica, velocidade curvilinea, velocidade média de percurso e
velocidade em linha reta, utilizando o sistema CASA (Computer assisted sperm analysis)
(Bombardelli et al., 2021). Os dados de velocidade (velocidade curvilinea, velocidade
média de percurso e velocidade em linha reta) foram submetidos a andlises de
componentes principais (PCA), para avaliar a correlacdo (Tessaro et al., 2012). Verificada
a correlacdo, um fator comum foi gerado (Velocidade espermaética) e submetido a anélise
estatistica. Uma aliquota de sémen foi diluida em proporcéo 1:1000 em solucgdo formol
salino tamponada para analise de concentracdo. Também foi realizada analise de
integridade de membrana utilizando o kit live/dad (Thermofisher) (Bombardelli et al.,
2022). A concentracdo espermatica, foi mensurada através da aliquota de sémen
previamente fixada, pela contagem das células esperméticas em cdmara hematimétrica de
Neubauer (Mylonas et al., 1997), em microscopio optico (Nikon Eclipse E200®), em

objetiva 40x.

Uma amostra de 4mL do sémen de cada peixe foi centrifugada (Micro Centrifuga
NT805 Novatécnica®) a 997g por 10 minutos a 4°C para a separacio do plasma seminal
e as células espermaticas (Lahnsteiner et al., 2010). As células espermaticas foram
congeladas em vapor de nitrogénio (-170°C) e armazenadas a -80°C, para posterior analise
bioguimica. Uma aliquota de 5mL de sémen foi centrifugada (Baby Centrifugue
mod.206, FANEM®) a 9979 por 10 minutos para separacdo do plasma seminal, que foi
destinado as analises de osmolaridade (Osmometro PZL 1000®) e pH seminal (fita

colorimétrica).
2.6 Sémen criopreservado

Amostras de 5mL do mesmo sémen fresco foram diluidas em diluente composto
por 5% de D-frutose, 5% de leite em pd e 10% de metanol (Bombardelli et al., 2021). Na
sequéncia o sémen diluido foi envazado em palhetas de 0,25 mL, e congelado em botijdo
de vapor de nitrogénio (-170°C). Apds 30 min, as palhetas foram transferidas para o
nitrogénio liquido a -196°C. O sémen criopreservado foi submetido ao protocolo de
descongelamento por imersao da palheta em agua a 25°C (Adames et al., 2015). No sémen
descongelado foi analisado a motilidade, tempo de ativacdo espermatica, velocidade
curvilinea, velocidade média de percurso e velocidade em linha reta, além de

concentracdo espermatica, como descrito anteriormente para o sémen fresco.
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Amostras de 1mL de sémen descongelado foram processadas para posterior
realizacdo das andlises bioquimicas. O sémen descongelado foi suspenso em solucdo
tampéo salina (NaCl, KCI, NazHPO4, KH2PO4) centrifugado & 997g por 30 minutos a 4°C
(Lahnsteiner et al., 2010), para retirar os compostos do diluente. O sémen descongelado
foi lavado quatro vezes, pela adicao de solugédo fosfato salina, colocado novamente em
suspencdo e centrifugado a 9979 por 10 minutos (Lahnsteiner et al., 2010). A amostra de
sémen descongelado foi armazenada a -80°C (Ultra Freezer SS Scientific®) para as

analises bioquimicas.
2.7 Fertilizacao do sémen criopreservado

Seis fémeas alimentadas com racdo comercial, apresentando maturagdo gonadal
foram selecionadas para avaliagéo da fertilidade dos espermatozoides descongelados. As
fémeas receberam duas doses de extrato pituitario de carpa (EHC), a inicial de 0,5 mg kg
! e uma segunda dose de 5,0 mg kg apds 12 h da primeira (Bombardelli et al. 2006).
Apos 10 horas (dgua a 24°C) da segunda dose, 0s ovdcitos foram coletados seguindo
técnica semelhante a dos machos. Os ovdcitos das seis fémeas foram misturados para a
obtencdo de um pool de ovdcitos. Uma aliquota de 1mL de ovocitos (£1800 ovécitos)
foram fertilizados, utilizando 70.000 espermatozoides moveis por ovécito. Foi adicionado
um volume de 10mL de &gua sobre os ovdcitos e 0 sémen descongelado para a ativacdo
e foi homogeneizado suavemente durante 1 minuto. Apds a fertilizacdo, 50 ovoécitos ja
fertilizados foram colocados em placas de petri com volume de 20mL de agua em
ambiente com temperatura controlada (26x£1°C) (Panini et al., 2001). Ap6s 12 horas da
fertilizacdo, foi avaliada a taxa de fertilidade (Fertilidade = [(n® de ovdcitos fertilizados x
100) /n° total de ovdcitos avaliados]) (Pereira et al., 2006). A taxa de eclosdo (Eclosdo =
[(n° de ovdcitos eclodidos x 100) / n° total de ovdcitos avaliados)) foi avaliada apds 24h

da fertilizacdo.
2.8 Coleta de material bioldgico

Apos 30 dias da coleta de sémen, cinco machos de cada unidade experimental
foram aleatoriamente selecionados e anestesiados com eugenol (50 mg L, Cunha et al.,
2010). Em seguida os peixes foram submetidos a coleta de sangue por meio de puncéo da
veia caudal, com seringas convencionais de 3mL e agulha de 0,55mm. Uma aliquota de

1mL do sangue coletado foi destinada para analise do sangue fresco. Outra aliquota foi
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centrifugada (Micro Centrifuga NT805 Novatécnica®) a 997g por 10 minutos a 4°C, em
seguida retirado o soro e armazenado a -80°C (Ultra Freezer SS Scientific®) para analises

bioquimicas.

Apds a coleta de sangue os animais anestesiados foram eutanasiados em dose letal
de eugenol (500 mg L?) (Cunha et al., 2010) e sec¢do da coluna vertebral e em seguida
dissecados. Os 6rgdos foram pesados para avaliacdo dos indices hepatossomético (IHS)
= [(peso do figado x 100) / peso total do peixe], gonadossomaético (IGS) = [(peso da
gonada x 100)/ peso total do peixe] e viscerossomatico (IVS) = [(peso das visceras x 100)/

peso total do peixe].
2.9 Andlises hematoldgicas

No sangue fresco foram avaliados concentracdo de hemoglobina pelo método da
cianometahemoglobina (Drabkin e Austin, 1935), utilizando kit comercial (Hemoglobina
Bioclin®), e leitura em comprimento de onda 530nm. A contagem de hematdcrito foi
realizada pelo método de microhematdcrito (Goldenfarb et al., 1971). A contagem de
eritrocitos realizada conforme Ranzani-Paiva et al., (2013), onde o sangue foi diluido em
propor¢do 1:200 em solucdo salina a 0,65%, e realizada a contagem em Camara
Hematimétrica de Neubauer. Os indices hematimétricos foram calculados de acordo com
Ranzani-Paiva et al., (2013), sendo: volume corpuscular médio (VCM)=(Ht/n°
eritrécitos) x 10; hemoglobina corpuscular média (HCM)=(Hb/n° eritrécitos) x 10; e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)=(Hb/Ht)x100.

O leucograma e trombograma foram realizados utilizando as extensdes
sanguineas (Ranzani-Paiva et al., 2013), que foram coradas utilizando panoptico rapido
(Laborclin®). Apds a coloragdo, foram realizadas capturas de imagens das extensdes
coradas em uma camera (True Chrome 11S®) acoplada a um microscéopio (Nikon Eclipse
E200®), na objetiva de aumento de 100x com 6leo de imersdo. As capturas de imagem
foram analisadas no software Image) 1.48v®, para a contagem total de células, e,
posteriormente, a contagem diferencial de leucocitos. As ceélulas avaliadas foram,
linfdcitos, basoéfilos, neutrofilos, eosindfilos, mondcitos, célula granulocitica especial
(CGE), trombdticos e células imaturas. Para a determinacdo do nimero de células pL™,
foi utilizado o seguinte célculo: valor total do tipo de leucécito = (n° do tipo leucdécitos

contados nas extensdes x eritrocitos) / n° de total de leucdcitos contados.
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2.10 Analises bioquimicas

Nas amostras de soro sanguineo foram avaliados os niveis de glicose (REF. 112E),
proteinas totais (REF. 418), triglicerideos (REF. 459E), colesterol total (REF. 460E),
colesterol HDL (High-density lipoprotein) (REF. 413), fosfatase alcalina (FAL) (REF.
440), aspartato aminotransferase (AST) (REF. 421E), alanina aminotransferase (ALT)
(REF. 422E), creatinina (REF. 435), albumina (REF. 419). As andlises foram realizadas
utilizando o kit comercial Gold Analisa®, utilizando uma leitora de microplaca

(Fisherscientific Accuskan Go®).

As amostras das células espermaticas do sémen fresco e do sémen descongelado,
e as amostras de testiculo e figado foram homogeneizadas com solucao tampao fosfato
salina (pH 7,2). Apds o rompimento das células em homogeneizador (T10 basic, IKA®),
as amostras foram centrifugadas (Micro Centrifuga NT805 Novatécnica®) 4 12800g a 4°C
por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado, fracionado em microtubos e armazenados a
-80°C (Ultra Freezer SS Scientific®). Uma fragdo das amostras preparadas foi utilizada
para realizacdo da quantificacdo de proteina, pelo método de Bradford (1976), com leitura
em comprimento de onda de 595 nm em leitora de microplaca (Fisherscientific Accuskan
Go®). Apos a quantificacdo de proteinas, as amostras foram normalizadas para Img mL"

! de proteina, para realizacdo dos ensaios.

Nas amostras de testiculo e figado foram avaliados a peroxidacao lipidica (LPO)
(Jiang, Hunt e Wolff, 1992) que se baseia na oxidac&o do Fe?* mediada por perdxidos sob
condigdes &cidas e posterior formagdo do complexo Fe3* e laranja de xilenol na presenca
do estabilizador hidroxitolueno butilado, absorvendo luz em comprimento de onda de
570nm. Catalase (CAT) (Aebi, 1984) que se da pelo decréscimo de absorbancia devido a
degradacdo do perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua, em comprimento de onda de
240nm. A andlise de carbonilagdo de proteinas (PCO) que consiste em reagir o 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH) com as proteinas carboniladas, formando dinitrofenil-
hidrazonas que podem ser detectadas em comprimento de onda de 370 nm. A analise de
superdxido dismutase (SOD) (Crouch et al., 1981) que se baseia na capacidade da SOD
em inibir a redugdo do NBT (Nitroblue tetrazolium) para azul de formazan, pelo radical
superoxido gerado pela hidroxilamina em solucdo alcalina, em comprimento de onda de
560 nm. Foi utilizada uma leitora de microplaca (Fisherscientific Accuskan Go®) para

realizacdo das analises.
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Nas células espermaticas do sémen fresco e do criopreservado foram avaliados
LPO, SOD, PCO, conforme descrito para figado e testiculo. A catalase (CAT) foi
adaptada de Aebi (1984), utilizando 180 leituras de 1 segundo em comprimento de onda

de 240nm em leitora de microplaca (Fisherscientific Accuskan Go®).
2.11 Anélises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Os pressupostos de
homogeneidade da variancia e normalidade dos residuos foram verificados pelos testes
de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Os resultados expressos em porcentagem
foram transformados pela raiz quadrada do arco-seno para a analise estatistica. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
comparacdo de médias multiplas de Tukey, ambos ao nivel de 5% de probabilidade.

Todas as anlises estatisticas foram realizadas pelo software Statistica 7.0%.

3. Resultados

A espermatogénese em machos de jundia foi influenciada pela alimentagdo
contendo niveis crescentes de &cido félico. Os machos alimentados com 3,00 e 3,75 mg
de acido folico kg™ apresentaram as maiores (p<0,05) motilidades (72,12+4,39 e
76,43+5,18%) para 0 sémen fresco (Tabela 2). Os animais alimentados com 3,00 mg de
acido folico kg apresentaram as maiores (p<0,05) osmolaridades. Os demais pardmetros

seminais e espermaticos do sémen fresco ndo foram influenciados (p>0,05).
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de acido fdlico.

Niveis de inclusdo de acido folico (mg kg™?)

0 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
Machos Espermiantes (%) 100,00+0,00 98,33+1,66  96,66+1,92 98,33+1,66 96,54+199  96,66+1,92 0,6506
Volume Seminal (mL) 14,17+0,36  15,43+0,42 14,28+0,45 14,62+0,20  13,89+0,39  14,38+0,51 0,1809
Volume Seminal Relativo (mL kg') 43,38+0,35  44,16+1,09 41,85+1,10 43,40£1,55  43,95+0,67 41,99+1,67 0,6292
Motilidade (%0) 50,83+3,62° 59,57+5,82% 71,42+4,91* 62,53+1,69% 72,12+4,39®° 76,43+5,18° 0,0088
VLC (ums?) 70,48+2,73  75,5242,70  80,85+2,61 77,76+1,66  75,65+1,89  75,86+3,02 0,1530
VAP (um s?) 43,26+2,80  45,26+4,17  51,41+4,00  42,71+1,00 46,40+1,85  48,60+2,74 0,3239
VSL (um s?) 42,36+2,13  43,24+448  49,85+3,83  41,78t0,51  44,78+2,10 47,20+2,50 0,3656
VE (um s?) 51,10+¢2,42  56,27+3,81  59,68+3,37  54,59+0,47 54,59+1,88 56,00+272,71 0,3274
CSPZ (x10° spz mL™) 2,06+0,20 2,08+0,11 2,05+0,17 1,83+0,26 2,00+0,21 1,91+0,10  0,8308
Tempo de Ativagéo (s) 34,83+3,00 34,67+510  31,16+1,35  26,72+1,65  28,21+1,29  30,80+1,84 0,2533
Fecundidade (x10%° spz) 2,92+0,26 3,22+0,18 2,95+0,34 2,68+0,63 2,76+0,23 2,75+0,23  0,6326
Fecundidade Efetiva (x10° spz) 1,49+0,19 1,94+0,29 2,09+0,23 1,67+0,05 2,02+0,28 2,12+0,28  0,3723
Integridade de Membrana (%0) 55,86+5,76  61,71+351  73,11+6,72  73,32+7,46  66,45+9,36  70,50+4,96 0,3816
pH seminal 9,06+0,29 8,72+0,24 9,00+0,29 8,98+0,26 8,71+0,06 8,64+0,15 0,7441

Tabela 2. Pardmetros seminais e esperméticos do sémen fresco de jundias (R. quelen) alimentados com ragdes suplementadas com diferentes niveis

Osmolaridade (mOSm kg?) 251,61+2,12° 251,5042,11% 255,13+0,70% 256,00+0,97%° 258,91+1,09° 256,68+1,59® 0,0191

*VCL: velocidade curvilinea; VAP: velocidade média de percurso; VSL: velocidade em linha reta; VE: velocidade espermatica; CSPZ: concentracdo de

espermatozoides.
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As ragdes contendo acido félico também influenciaram o movimento dos
espermatozoides no sémen criopreservado (Tabela 3). O sémen criopreservado dos
machos alimentados com 3,00 mg de &cido folico.kg™ apresentou maior motilidade
(55,54+3,39) (p<0,05). Os animais alimentados com ragdes suplementadas com 1,50 e
3,00 mg de acido folico.kg™ também apresentaram maiores (p<0,05) pardmetros de
velocidade curvilinea, velocidade média de percurso, velocidade em linha reta e
velocidade espermatica (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros espermaticos e fertilidade do sémen criopreservado de jundias (R.
quelen) alimentados com rac6es suplementadas com diferentes niveis de &cido folico.

Niveis de Acido Félico (mg kg?)

0 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
Motilidade (%) 39,66+1,61° 50,32+2,65% 51,65+3,10® 42,26+1,85®® 5554+3,39% 49,86+4,36* 0,0119
VCL (ums?) 54,18+2,38" 66,30+3,47% 69,98+2,05° 67,05+3,96®® 69,57+2,82% 66,30+2,32* 0,0136
VAP (um s?) 36,21+1,78" 46,38+4,12% 50,91+1,91* 45,81+3,53®® 49,53+3,06° 47,05+1,91* 0,0290
VSL (ums?) 33,33+1,97° 42,80+4,67® 46,96+1,78% 43,33+3,45® 47,124+2,66° 43,48+1,51* 0,0376
VE (um s?) 39,95+2,03 52,00+3,43® 55,80+2,48% 49,25+4,19®° 55,72+3,01° 51,54+2,11* 0,0149
CSPZ (x10° spz mL?)  0,80+0,05 0,92+0,10 0,94+0,13 0,94+0,14 1,03+0,12 1,14+0,12 0,5224
Tempo de ativagéo (s) 27,55+2,25  20,5+1,26 22,22+0,18  20,45+2,45 24,81+6,81 21,01+3,01 0,6335
Fertilidade (%) 38,16+0,83  51,50+1,5 43,33+0,66 40,33+11,66 32,66+9,05 32,00+10,00 0,5688
Ecloséo (%) 10,22+3,89  16,50+3,50  11,00+3,00 10,83+4,16 6,88+555  14,00+4,00 0,6840

VCL.: velocidade curvilinea; VAP: velocidade média de percurso; VSL.: velocidade em linha reta; VE:
velocidade espermatica; CSPZ: concentragdo de espermatozoides;

O crescimento (Tabela 4) dos machos alimentados com racGes suplementadas com
niveis crescentes de acido folico ndo foram influenciados (p>0,05), com excecao da
conversdo alimentar (p<0,05). Os parametros hematoldégicos (Tabela 5) tambeém néo
foram influenciados (p>0,05) nos animais alimentados com racgdes suplementadas com

acido félico.

22



Tabela 4. Parametros de crescimento e indices somaticos de machos de jundia (R. quelen)

alimentados com racGes suplementadas com diferentes niveis de acido folico.

Niveis de Acido Félico (mg kg?)

0 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
PF (9) 320,45+9,70  334,5+12,1  324,24+7,65 320,87+7,66 313,52+6,81 323,66+9,15 0,7177
GP (9) 316,69+9,70 330,78+12,14 320,54+7,96 317,2+7,69 309,76+6,84 319,96+9,11 0,7165
GPD (9) 1,22+0,03 1,27+0,04 1,23+0,02 1,22+0,02 1,19+0,02 1,23+0,03 0,7165
CA 1,42+0,03? 1,26+0,04° 1,29+0,03%  1,34+0,03®  1,34+0,02* 1,32+0,01*  0,0361
SOB (%) 96,83+1,42 97,33+1,41 92,26+1,72  96,50+0,50  95,00+1,91 96,50+2,87  0,3467
IHS 0,94+0,09 0,78+0,03 0,77+0,07 0,85+0,04 0,78+0,05 0,77+0,04 0,4846
IVS 4,35+0,08 4,65+0,31 4,61+0,29 4,44+0,07 4,7+0,30 4,5+0,02 0,9234
IGS 2,85+0,16 3,03+0,38 2,68+0,25 2,23+0,05 2,87+0,25 2,45+0,04 0,3193
CP (cm) 25,5+0,38 25,1+0,29 26,24+0,23  25,18+0,48 25,74+0,28  25,65+0,23  0,3600

P.F.: peso final; GP: ganho de peso; GPD: ganho de peso diario; C.A.: conversdo alimentar; SOB.:
sobrevivéncia; IHS: indice hepatossomatico; IVS: indice vicerossomatico; IGS: indice gonadossomatico;
CP: comprimento padrao.
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Niveis de Acido Félico (mg kg™)

0 0,75 1,50 2,25 3,00 375 p-valor
Eritrocito (106 uLY) 1,650,04 1,64+0,09 1,78+0,05 1,63+0,08 1,61+0,04 1,45:0,01 0,270441
Hematocrito (%) 31,91#2,00  3507+1,00  34,47+2,00  32,83+2,69 33,71+1,87 32,86£1,80  0,815812
Hemoglobina (g dL™%) 4,42+1,37 5,12+2,31 4,93+2,24 4,57+2,09 4,54+2,18 3,86+1,25 0,998161
VCM (fL) 190,80+4,10  197,31+6,64  182,30+3,40  190,24+1,28  192,07+3,68  214,42+1160  0,095126
HCM (pg) 24.76+10,66  30,31+12,34  26,97+11,70  27,20¢1212  27,19+12,37 30,54+13,39  0,999322
CHCM (g dL?) 19,5747,27  21,86:£10,39  23,37+10,54  22,94+9,94 21,77+10,46 20,54+10,03  0,999697
Trombacitos (x103 cel L) 10,9+2,18 7,37+2,43 9,96+1,80 9,72+1,93 8,17+2,08 7,02+1,81 0,708463
Linfocitos (x103 cel pLL) 7,12+2,45 6,15+1,39 6,07+1,13 7,85+1,35 6,442 61 3,95+0,86 0,729418
Monondcito (x10% cel pLt) 1,21+0,53 1,96+0,52 0,60+0,07 0,490,16 0,99:+0,19 0,870,19 0,072666
Neutrofilos (x10° cel pL) 3,61+1,34 7,24+3,22 7,5143,17 3,67+1,82 3,27+2,16 2,81+1,15 0,534715
Basofilos (x10° cel PL) 0,15+0,04 0,28+0,08 0,27+0,01 0,43+0,04 0,15+0,05 0,13+0,07 0,882141
Eusinofilos (x10% cel pLt) 0,13+0,05 0,19+0,06 0,24+0,06 0,17+0,06 0,29+0,01 0,12+0,05 0,645364
CGE (x10° cel pL™) 0,23+0,08 0,42+0,02 0,17+0,03 0,15+0,01 0,2240,01 0,13+0,08 0,656542
Células imaturas (x10° cel pL) 0,88+0,11 0,450,12 0,93+0,23 0,72+0,08 0,65+0,22 0,800,28 0,560821
Leucdcitos totais (x103 cel uL2) 13,10+#3,66 1593521  16,06£3,94  12,603,15 12,04+4,60 9,84+2,43 0,863735

Tabela 5. Pardmetros hematol6gicos de machos de jundia (R. quelen) alimentados com ragdes suplementadas com diferentes niveis de &cido folico.

VCM: volume corposcular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpusular média; CGE: célula granulocitica especial.
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As racdes contendo acido folico influenciaram nos parametros de albumina,
aspartato aminotransferase e colesterol (Tabela 6). O sangue dos machos alimentados
com 1,50 mg de &cido folico kg apresentou maior concentracio de albumina (1,33+0,02)
(p<0,05). A aspartato aminotransferase teve maior concentragdo (p<0,05) (50,57+2,45)
no sangue dos machos alimentados com 2,25 mg de acido folico kg. Os animais
alimentados com ragOes suplementadas com 0 mg de acido félico kg™ apresentaram
maiores (p<0,05) concentrac¢des de colesterol no sangue (267,30+16,20).

Tabela 6. Parametros bioquimicos do sangue de machos de jundia (R. quelen)

alimentados com ra¢des suplementadas com diferentes niveis de acido fdlico.

Niveis de Acido Félico (mg kg™)

0 0,75 1,50 2,25 3,00 3,75 p-valor
FAL (UL 24,32+1,48 35,36+2,79 25,67+1,05 29,63+4,74 24,26+1,88 36,95+4,38  0,0248
ALT (ULY 19,72+1,29 21,96+0,49 22,44+0,45 19,35+1,99 19,91+1,46 21,02+296 0,7215
AST (U LY 28,90+1,73>  32,54+2,36° 31,55+3,82° 50,57+2,45* 42,15+3,39% 43,25+5,92%® 0,0026

Colesterol (mg dL?) 267,30+16,20° 248,79+4,19% 24750+8,23® 247,56+7,78% 230,42+7,52® 223,70+6,87° 0,0496

Creatinina (mg dL?) 0,51+0,04 0,56+0,01 0,43+0,01 0,47+0,02 0,50+0,04 0,39+0,03  0,1017
Albumina (g dL?) 1,15+0,02° 1,19+0,03° 1,33+0,022 1,2240,01%  1,22+0,02%  1,25+0,03* 0,0063
Glicose (mg dL™?) 88,15+3,56 96,38+4,55  96,86+9,03 96,10+3,20 107,73+10,93 91,06+4,09 0,4294
HDL (mg dL™) 08,50+15,85 109,37+22,98 112,16+14,96 107,08+17,09 77,34+11,71 134,00+15,88 0,3405
Proteinas (mg dL ) 45,55+1,01 47,31+0,84  45,66+0,40  45,46+0,83  45,03+0,50  48,15+2,37 0,4007

Triglicerideos (mg dL) 272,67+20,10 247,23+22,81 256,22+39,84 241,45+22,48 226,98+22,68 229,66+9,68 0,7828

AST: aspartato aminotransferase; FAL: fosfatase alacalina; HDL: colesterol HDL (High-density
lipoprotein); ALT: alanina aminotransferase.

Os indicadores de equilibrio redox do sémen fresco (Tabela 7) e o descongelado
(Tabela 8) foram influenciados nos animais alimentados com ragdes suplementadas com
diferentes niveis de &cido folico. A lipoperoxidacdo, a atividade de catalase e a
carbonilacdo de proteinas reduziram (p<0,05) no sémen fresco e criopreservado dos
animais alimentados com diferentes niveis de acido félico. No sémen criopreservado ndo

foi detectada atividade de superoxido dismutase (Tabela 8).
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Tabela 7. Parametros bioquimicos do sémen fresco de machos de jundia (R. quelen)

alimentados com racGes suplementadas com diferentes niveis de acido folico.

Niveis de Acido Félico (mg.kg™)

0 0,83 1,66 2,5 3,33 4,16 p-valor
LPO 2,55+0,39%¢  3,03+0,53*  3,53+0,472 1,42+0,01° 2,29+0,17%¢ 1,48+0,13*  0,0021
CAT 0,02+0,00®  0,02+0,00% 0,02+0,00°  0,01+0,00° 0,02+0,00® 0,01+0,00°  0,0046
SOD 6,66+1,56 6,12+2,34 6,56+2,75 7,04£3,14 5,35+1,17 3,73+1,05 0,8966
PCO (x10®)  7,84+0,45* 523+0,85®  541+0,42%®  3,81+0,77° 4,66+0,77°  4,39+0,27° 0,0074

LPO: peroxidacdo lipidica (mM de hidroperéxido por mg de proteina); CAT: catalase; SOD: superoxido
dismutase (unidades de SOD por mg de proteina); PCO: carbonilacdo de proteinas (mM de DNPH por mg

de proteina).

Tabela 8. Parametros bioquimicos do sémen criopreservado de machos de jundia (R.

quelen) alimentados com racGes suplementadas com diferentes niveis de acido folico.

Niveis de Acido Félico (mg kg™)

0 0,83 1,66 2,5 3,33 4,16 p-valor
LPO 7,15+0,39° 4,36+0,27° 5,55+0,22%  6,20£0,59% 4,72+1,17°  4,41+0,67° 0,0370
CAT 0,40+0,01° 0,28+0,01° 0,31+0,02> 0,33+0,00°  0,32+0,00° 0,28+0,02®  0,0004
SOD - --- --- --- --- --- ---
PCO (x10®)  4,50+0,56° 2,75+0,38%® 2,61+0,35%  1,72+40,50° 2,60+0,49% 2,64+0,48% 0,0179

LPO: peroxidagdo lipidica (mM de hidroperoxido por mg de proteina); CAT: catalase; SOD: superdxido
dismutase (unidades de SOD por mg de proteina); PCO: carbonilacéo de proteinas (mM de DNPH por mg

de proteina).

Os indicadores de equilibrio redox do testiculo (Tabela 9) e figado (Tabela 10)

ndo foram influenciados nos animais alimentados com ragcbes suplementadas com

diferentes niveis de suplementacgéo de &cido folico.
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Tabela 9. Par@metros bioquimicos do testiculo de machos de jundia (R. quelen)

alimentados com racGes suplementadas com diferentes niveis de acido folico.

Niveis de Acido Félico (mg kg™)

0 0,83 1,66 2,5 3,33 4,16 p-valor
LPO 0,87+0,05 1,02+0,07 0,90+0,03  0,91+0,11  0,94+0,05 0,91+0,12 0,8331
CAT 0,05+0,00 0,05+0,00 0,05+0,00  0,06+0,00  0,06+0,00  0,05+0,00 0,0522
SOD 1,47+0,16 1,54+0,23 1,38+0,20 1,36+0,22 1,22+0,17 1,80+0,28  0,5473
PCO 0,1583+0,01 0,1592+0,00 0,16+0,02  0,14+#0,01  0,13+0,00  0,13+0,01  0,6872

LPO: peroxidagdo lipidica (mM de hidroperoxido por mg de proteina); CAT: catalase; SOD: superdxido
dismutase (unidades de SOD por mg de proteina); PCO: carbonilagdo de proteinas (mM de DNPH por mg
de proteina).

Tabela 10. Parametros bioquimicos do figado de machos de jundia (R. quelen)

alimentados com ra¢des suplementadas com diferentes niveis de acido félico.

Niveis de Acido Félico (mg kg™?)

0 0,83 1,66 2,5 3,33 4,16 p-valor

LPO  1,99+0,52 1,58+0,26 1,97+0,59 1,72+0,42 1,60+0,50 1,62+0,49 0,9772
CAT  0,34+0,02 0,38+0,03 0,39+0,00 0,35+0,02 0,40+0,03 0,39+0,01 0,4227
SOD 1,03+0,19 1,88+0,52 1,19+0,39 1,26+0,43 1,34+0,40 1,36+0,40 0,7651
PCO 0,20+0,01 0,19+0,04 0,19+0,04 0,15+0,02 0,15+0,02 0,12+0,00 0,3706

LPO: peroxidacéo lipidica (mM de hidroperoxido por mg de proteina); CAT: catalase; SOD: superdxido
dismutase (unidades de SOD por mg de proteina); PCO: carbonilacdo de proteinas (mM de DNPH por mg
de proteina).

4. Discussao

Embora ndo exista evidéncias claras sobre o efeito do acido folico em dietas de
reprodutores machos de peixes, ja existem relatos de sua utilizagdo na melhora
espermatica de vertebrados (Yousef et al., 2005; Ibrahim et al., 2011; Salarkia et al., 2017;
Alonge et al., 2019). Os resultados deste estudo comprovam que a suplementagdo de
diferentes niveis de acido folico influencia positivamente sobre a reproducéo de machos
de jundia (R. quelen), embora ndo tenha apresentado influéncia sobre o crescimento. A
melhora na reproducéo esté ligada ao aumento na qualidade dos espermatozoides, devido
ao aumento na motilidade do sémen fresco, e aumento da motilidade e velocidades no

sémen criopreservado.
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A melhora na motilidade do sémen fresco nos niveis mais elevados de &cido fdlico
pode estar ligada ao aumento da osmolaridade, e a diminuicdo da carbonilagdo de
proteinas. Os espermatozoides s&o imdveis no testiculo e plasma seminal, e a constitui¢éo
do plasma seminal exerce funcdo importante sobre a ativacao espermatica e qualidade do
sémen (Alavi e Cosson, 2006; Valdebenito et al., 2009). A ativacdo dos espermatozoides
ocorre devido a pressdo osmotica exercida através de solucGes ativadoras, ou pelo
ambiente onde o sémen € liberado (Franca et al., 2020).

A osmolaridade é a concentracao de solutos em uma solucéo, como o plasma seminal
(Martinez, Garcia e Carrasco, 2011), que é formado principalmente de ions Na*, K*, Ca?*,
Mg?* e CI (Franca et al., 2020). O acido fdlico teve influéncia sobre a osmolaridade,
podendo ter alterado a concentragdo de um ou mais solutos do plasma seminal. Os solutos
presentes no plasma seminal ndo sdo responsaveis somente por inativar o sémen, mas
também fazem a sua protecdo (Inoda e Morisawa, 1987). Portanto, niveis mais elevados
de osmolaridade podem estar ligados a uma maior protecdo dos espermatozoides,

melhorando assim a motilidade.

A carbonilacdo de proteinas € utilizada como um biomarcador do estresse oxidativo
(Shiva et al., 2011; Lone et al., 2019). As espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo
envolvidas na oxidacdo de biomoléculas, como as proteinas (Lone et al., 2019), que
possuem funcdo importante na motilidade e ativacdo dos espermatozoides (Li, Hulak e
Linhart, 2008). A suplementacdo de acido folico em niveis mais elevados reduziu a
carbonilacdo de proteinas no sémen fresco. Com isso, os resultados mais elevados da
motilidade podem estar diretamente ligados a reducdo da carbonilacdo de proteinas, visto

que a oxidacgdo das proteinas leva a inativacdo de suas funcbes (Wong, et al., 2010).

O é&cido folico ndo apresentou melhoras significativas no sémen fresco, mas tornou o
sémen mais tolerante a criopreservacdo. Os niveis mais elevados de &cido folico
apresentaram melhora na motilidade e nas velocidades dos espermatozoides
criopreservados. A criopreservacdo dos espermatozoides gera um grande estresse
osmotico e oxidativo nas células espermaticas, devido a formacéo de goticulas de gelo
intra e extracelulares, alterando as concentragfes das enzimas com agdo antioxidante

presentes nos espermatozoides (Lasso et al., 1994; Du Teaux et al., 2004).
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A melhora no sémen criopreservado pode estar ligada a reducdo na peroxidacédo
lipidica. As células espermaticas sdo suscetiveis a peroxidacéo lipidica devido a presenca
de &cidos graxos insaturados nas suas membranas (Jones, Hamilton e Fawcett, 1979;
Sanocka e Kurpisz, 2004). O desequilibrio entre as ROS e o sistema antioxidante dos
espermatozdides, levam a um aumento dos niveis de lipoperoxidacdo das membranas,
devido a alteracGes metabdlicas e funcionais (Figueroa et al., 2018). Portanto, 0 aumento
da lipoperoxidagdo pode levar a uma reducdo no potencial da membrana plasmaética,
devido ela perder sua fluidez (Storey, 1997), reduzindo a motilidade e a capacidade de

fertilizacdo dos espermatozoides (Ball et al., 2008; Figueroa et al., 2017).

Os resultados do presente estudo corroboram com 0s encontrados em estudos com
outros vertebrados, onde o cido folico isolado ou em associagdo com outros nutrientes
aumenta a espermatogénese e melhora o status antioxidante no sémen, quando submetido
a algum dano oxidativo (Yousef et al., 2005; Ibrahim et al., 2011; Alonge et al., 2019).
Os parametros de fertilidade e eclosdo foram semelhantes entre todos os niveis de
inclusdo de &cido fdlico, porém deve ser dada maior atencdo a movimentagdo e
velocidade espermatica, que determinam o sucesso da fertilizacéo e eclosdo (Gallego et
al., 2013). Os resultados de fertilidade e eclosdo ja eram esperados, devido a razédo
espermatozoides moveis: ovocito ser controlada e padronizada para todos os tratamentos
(Rurangwa et al., 2004; Gallego et al., 2013; Pedreira et al., 2022).

O fornecimento de um maior nimero de espermatozoides mdveis, implicara em uma
diminuicdo da quantidade de sémen utilizada (Pedreira et al., 2022), otimizando em até
40% os espermatozoides criopreservados. A otimizacdo do sémen criopreservado de
animais alimentados com niveis mais elevados de &cido félico compensara as perdas
decorrentes da criopreservagéo, contribuindo também na implantacdo de bancos de sémen

criopreservado (Adames et al., 2015; Pedreira et al., 2022).

Os parametros bioguimicos do sangue podem ajudar a avaliar as condicfes
fisiologicas, saude e estado nutricional dos peixes. O aumento dos niveis de acido folico
diminuiu o colesterol dos animais, onde o maior nivel de suplementacéo de acido folico
(3 mg de &cido folico kg™) apresentou 0 menor nivel de colesterol. Os niveis de colesterol
no sangue podem apresentar respostas quanto a saude dos animais (Maita et al., 1998),
ainda, a diminuicdo do colesterol pode estar relacionada a uma diminuic¢éo do LDL (Low-

density lipoprotein) plasmatico, que pode levar a deposicao de gordura nos tecidos (Neu
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et al., 2013). Autores apresentam que os niveis ideais de colesterol para machos de jundia
sdo de 110 a 240 mg dL%, podendo o &cido flico ter ajudado no metabolismo energético,
diminuindo o colesterol e em contrapartida aumentou os danos causados no figado devido

ao aumento da atividade de aspartato aminotransferase (AST).

As transaminases como ALT e AST apresentam principalmente respostas da
salde hepética (Rastiannasab et al., 2016; Badran e Alin, 2021). Essas enzimas estdo
presentes na mitocondria e podem ser liberadas apds um dano tecidual (Cheng et al.,
2017). Embora a enzima ALT ndo ter apresentado diferenca, 0 aumento na aspartato
aminotransferase (AST), pode estar ligado a um esforco metabdlico no figado, tendo um
aumento significativo a partir da concentracdo de 2,25 mg de &cido folico kg™. Formas
jovens de esturj@es siberianos alimentados com dietas contendo niveis crescentes de acido
folico, apresentaram uma diminuicdo na enzima AST (Falah et al., 2021), discordando
dos dados apresentados no presente trabalho, que pode estar ligado a fase de cultivo e aos
reprodutores direcionarem o esforco metabdlico para os processos fisioldgicos
reprodutivos.

A albumina desempenha papel importante para a osmorregulacdo e
principalmente no transporte lipidico e metabolismo energético (Andreeva, 2019). A
albumina é responsavel por transportar diferentes componentes, como acidos graxos,
peptideos, além de fazer o transporte de hormdnios (Curry et al, 1998; Ascenzi et al.,
2013; Andreeva, 2022). O aumento na albumina junto ao aumento da suplementacdo de
acido félico, pode ser explicado com o0 aumento da atividade hepatica, devido a albumina
ser sintetizada no figado, além da utilizagdo da albumina como transportadora de alguns

horm®nios responsaveis pela reproducéo.

Diferente de peixes em crescimento, que apresentam melhoras no desempenho
zootécnico (Barros et al., 2009) quando alimentados com &cido fdlico os parametros de
crescimento dos machos de jundid ndo sofreram alteracGes. A conversdo alimentar foi
afetada pelos tratamentos, pois foi calculada para a biomassa total de cada gaiola, e esteve

diretamente relacionada ao efeito nos parametros de crescimento das fémeas.

Os parametros hematoldgicos também nédo foram influenciados, ndo corroborando
com trabalhos de animais em crescimento (Fioruz et al., 2021). A discordancia entre a
literatura e os resultados encontrados no experimento, pode ser explicada devido 0s

animais em periodo reprodutivo direcionarem seu metabolismo para 0 sucesso

30



reprodutivo, e deixarem de colocar esforco metabolico no crescimento, podendo ter
influéncia em outras vias metabolicas ndo avaliadas. Os indicadores de estresse oxidativo
no testiculo e figado, ndo sofreram alteracdes, podendo estar ligado ao acido folico ter
maior influéncia sobre as células espermaticas, sangue e atuar principalmente sobre o
DNA.

5. Conclusao

Os efeitos da suplementacdo de acido folico sobre os parametros reprodutivos do
Rhamdia quelen foram benéficos, visto que aumentou a motilidade espermatica no sémen
fresco e criopreservado, além de ter influenciado de forma positiva no estresse oxidativo
das células espermaticas. Portanto, a suplementacgdo de acido folico pode fornecer maior
numero de espermatozoides moveis, otimizando o uso do sémen fresco, e aumentando o
rendimento das doses criopreservadas. Sendo assim, recomenda-se uma suplementacao

de 3,00 mg de acido folico kg™.
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