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RESUMO - O experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar o desempenho reprodutivo e zootécnico e a
deposi¢do de lipidios no tecido hepatico de machos de tilapia-do-nilo alimentados com ragdes contendo diferentes niveis
de energia digestivel, obtidos com a inclusdo de 6leo de soja. Foram utilizados 400 reprodutores (300 fémeas e 100 machos)
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, composto de cinco niveis de energia digestivel (2.700, 2.950, 3.200,
3.450 ¢ 3.700 kcal.kg de ragdo’!) e quatro repetigdes. Os reprodutores foram alimentados com ragdes contendo 35% de
proteina bruta e submetidos ao manejo reprodutivo em hapas por 101 dias. O melhor resultado de concentracdo espermatica
e percentual de espermatozoides normais foram obtidos para reprodutores alimentados com ragdes contendo 3.465,56 ¢

1 ¢ 38,98% de espermatozoides

3.443,43 kcal. kg de ragdo™!, que produziram 7,98 x 10 espermatozoides.mL de sémen
normais, respectivamente. A produgdo de sémen, o pH seminal, o indice de sobrevivéncia espermatica e o tempo de ativagdo
espermatica ndo foram afetados pelos niveis energéticos das ragdes. Os niveis de energia das ragdes ndo influenciaram o
desempenho zootécnico dos peixes, mas promoveram aumento linear na deposi¢do de lipidios nos hepatdcitos e afetaram
a qualidade seminal, estimulando a produgdo de espermatozoides e a melhora dos indices de normalidade da morfologia

espermética em niveis energéticos proximos a 3.450 kcal. kg de ragdo™!.
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Digestible energy level on reproductive and zootechnical performance and
lipids deposition in hepatocytes of the Nile tilapia males

ABSTRACT - This experiment was carried out to evaluate the reproductive and zootechnical performance, and lipid
deposition in the liver tissue of the Nile tilapia males fed diets containing different levels of digestible energy obtained
from inclusion of soybean oil. Four hundred 400 broodfish (300 females and 100 males) were assigned to a completely
randomized design composed of five levels of digestible energy (2,700, 2,950, 3,200, 3,450 and 3,700 kcal digestible
energy.kg of feed!) and four replications. The breeding were fed diets containing 35% of crude protein and submitted to
hapas reproductive management for 101 days. The model adjusted by multiple regression analysis suggests the best result
for sperm concentration and percentage of normal sperm for breeding fed diets containing 3.465.56 and 3.443.43 kcal
digetible energy.kg of feed'!, producing 7.98 x 10% sperm.mL of semen! and 38.98% of normal sperm, respectively. The
diet energy levels also caused an increase of lipid inclusion in the hepatocytes. The sperm production, seminal pH, sperm
survival index and sperm activation time were not affected by energetic levels of the diets. The zootechnical performance
was not affected by the energy levels of the diets either. The energy levels in the diets caused a linear increase in the lipid
inclusion in the hepatocytes and affected the sperm quality by stimulating the spermatozoa production and the improving

of normality indices of sperm morphology in energy levels around 3,450 kcal digestible energy.kg of feed!.
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Introducéo

Informagdes sobre a alimentagdo e nutri¢ao de peixes,
especialmente para as tilapias, sdo relativamente
abundantes para as fases de crescimento (NRC, 1993;
Santiago & Laron, 2002, Meurer et al., 2008). Entretanto,
pesquisas com nutri¢do de reprodutores ainda sao
escassas, principalmente em decorréncia de fatores
mercadologicos (Bhujel, 2000) e dificuldades impostas na
conducdo dos experimentos (Brooks etal., 1997; Vassalo-
Agiusetal.,2001a).

Estudos relacionados as exigéncias de energia
digestivel para peixes tem sido realizados em vérias espécies
e fases de criagdo (Pezzato etal.,2000; Boscolo etal., 2005;
Navarro et al., 2006; Navarro et al., 2007). Contudo,
informagdes precisas acerca das exigéncias de energia
digestivel para dietas de reprodutores de tilapia-do-nilo
ainda s3o inexistentes (Bhujel, 2000).

Sabe-se que as dietas influenciam a producido e a
qualidade espermatica (Billard etal., 1995; Vassalo-Agius
etal.,2001b) e seminal (Ferrell, 1991; Watanabe & Vassalo-
Agius, 2003). Entretanto, na tilapicultura, a maioria das
pesquisas com nutricdo de reprodutores, estdo voltadas
para a avaliacdo do desempenho reprodutivo das fémeas
(Al-Hafedhetal., 1999; Fontainhas-Fernandes et al., 2000;
El-Sayedetal.,2003; El-Sayed etal.,2005; Pereiractal.,2009;
Bombardelli et al., 2009). Para os machos de espécies de
peixes utilizados na aquicultura, os poucos trabalhos
existentes avaliam efeitos de fatores anti nutricionais
(Salaro et al., 1999; Rinchard et al. 2002) ou os efeitos de
acidos graxos poliinsaturados sobre o desempenho
reprodutivo (Asturiano et al., 2001).

Estudos visando a melhoria da qualidade dos gametas
masculinos devem ser ampliados, uma vez que os gametas
garantem o sucesso reprodutivo, contribuindo na
fertilizagdo natural ou artificial, principalmente no processo
intra-ovocitario de inicializagdo do desenvolvimento
embrionario (Coward et al., 2002). A manuten¢do da
qualidade nutricional dos reprodutores também afeta o
funcionamento ¢ a morfologia de 6rgaos como o figado,
importante no metabolismo e no fornecimento de energia
(Caballeroetal.,2004).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar
os desempenhos reprodutivo e zootécnico e a deposicao
de lipidios no tecido hepatico de machos de tilapia-do-
nilo (Oreochromisniloticus L.) alimentados com ragdes
contendo diversos niveis de energia digestivel, obtidos
por meio pela inclusdo de 6leo de soja na dieta.

Material e Métodos

O experimento foi realizado entre 11 de janeiro a22 de
abril de 2005, totalizando 101 dias, no Laboratorio de
Tecnologia da Reproducdo dos Animais Aquaticos
Cultivaveis da Universidade Estadual do Oeste do Parana,
no Centro de Pesquisa em Aquicultura Ambiental do
Instituto Ambiental do Parand, por meio do convénio
IAP/UNIOESTE e, no Laboratorio de Histotécnica Animal
do Departamento de Ciéncias Morfofisiologicas da
Universidade Estadual de Maringa.

Foram utilizados 400 reprodutores de tilapia-do-nilo
(Oreochromisniloticus), linhagem tai-chitralada: 300 fémeas
(112,82+3,23 g)e 100 machos (146,06+3,43 g). Os peixes
foramalojados em hapas de malha 1 mm x4 mm e distribuidos
aleatoriamente em dois viveiros escavados com dimensdes
de20m x 10 m.

As fémeas foram estocadas em 20 hapas de dimensdes
3 m x 2 m, em densidade de estocagem de 2,5 animais.m2,
totalizando 15 animais por hapa. Os machos foram estocados
em outros 20 hapas de dimensdes 2 m x 1 m, em densidade
de estocagemde 2,5 animais.m2, totalizando cinco animais
por “hapa”, respeitando a proporcdo entre os sexos de |
macho para 3 fémeas (Little & Hulata, 2000).

Os animais foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado, composto de ragdes contendo
cinco niveis de energia digestivel e quatro repeti¢des. As
ragdes eram isoproteicas, com 35% de proteina bruta
(Bhujel et al., 2001), e continham cinco niveis de energia
digestivel correspondentes a 2.700; 2.950; 3.200; 3.450 ¢
3.700 kcal de energia digestivel.kg de ragio™! (Tabela 1).
Foi considerado uma unidade experimental um hapa de
2 m x | m contendo cinco machos.

Os reprodutores foram alimentados diariamente duas
vezes ao dia (El-Sayedetal.,2005),as 10heas 16 h,com taxa
de arracoamento de 1% da biomassa ao dia (Bhujel, 2000),
que foi corrigida a cada 17 dias a partir de biometrias. Os
ingredientes utilizados na composi¢ao das ra¢des foram
triturados em moinho de martelo, utilizando-se peneira de
0,5 mm (Hayashietal., 1999; Meureretal.,2005).

Durante o periodo que precedeu a coleta dos dados
(condicionamento), machos e fémeas foram submetidos ao
manejo reprodutivo com isolamento e descanso reprodutivo
por 12 dias (Tacon et al., 1996). Apds este periodo, os
machos foram transferidos para os hapas das fémeas para
o acasalamento, que teve duragdo de cinco dias. Ao término
do acasalamento, foi realizada a colheita dos ovos
(MaclIntosh & Little, 1995) e mensurados o peso e o
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Tabela 1 - Composicao das ragdes experimentais com diferentes niveis de energia digestivel para reprodutores de tilapia-do-nilo

Alimento (%) Energia digestivel (kcal.kg de ragdo™!)

2.700 2.950 3.200 3.450 3.700
Farelo de soja? 70,75 70,02 70,91 71,81 72,70
Milho? 17,68 24,93 19,43 13,92 8,42
Oleo de soja? 0,00 0,61 5,21 9,80 14,39
Sabugo de milho 7,11 0,00 0,00 0,00 0,00
Fosfato bicélcico 1,84 1,77 1,81 1,85 1,90
Calcareo calcitico 1,12 1,16 1,13 1,11 1,08
Suplemento mineral+vitaminico! 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Antioxidante (BHT) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Nutrientes
Calcio (%) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fosforo total (%) 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Cinzas (%) 8,43 8,34 8,35 8,35 8,35
Amido (%) 20,56 24,99 21,68 18,37 15,06
Fibra bruta (%) 6,95 4,62 4,57 4,52 4,47
Gordura total (%) 1,62 2,44 6,81 11,18 15,55
Energia digestivel (kcal.kg') 2700 2950 3200 3450 3700
Proteina digestivel (%) 31,12 31,33 31,31 31,30 31,28
Proteina bruta (%) 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00
Relagdo energia digestivel:proteina digestivel (kcal:g) 8,68 9,42 10,22 11,02 11,83

2 De acordo com os valores de digestibilidade de Boscolo et al. (2002).

! Niveis de garantia por quilograma do produto (Rovimix peixes): vit. A - 500.000 UT; vit. D3 - 200.000 UT; vit. E - 5.000 mg; vit. K3 - 1.000 mg; vit. BI - 1.500 mg; vit.
B2 - 1.500 mg; vit. B6 - 1.500 mg; vit. B12 - 4.000 mg; acido félico - 500 mg; pantotenato calcio - 4.000 mg; vit. C - 15.000 mg; biotina - 50 mg; inositol - 10.000;
nicotinamida - 7.000; colina - 40.000 mg; cobalto - 10 mg; cobre - 500 mg; ferro - 5.000 mg; iodo - 50 mg; manganés - 1.500 mg; selénio - 10 mg; zinco - 5.000 mg.

comprimento padrdo dos animais de ambos 0s sexos, por
meio de balanga digital e ictiometro, de precisdo 0,01 ge
0,1 cm, respectivamente. Em seguida, os reprodutores foram
novamente separados em seus respectivos hapas. Esse
procedimento foi repetido por 93 dias a fim de condicionar
os animais ao manejo reprodutivo e manter os machos em
atividade reprodutiva.

Diariamente, pela manha, a amplitude térmica (°C) foi
mensurada por meio de um termdémetro de maxima e minima,
com precisdo de +1°C. Quinzenalmente, em horarios
predeterminados, foram mensurados nos tanques onde
estavam contidos os hapas os teores de oxigénio dissolvido
da dgua (oximetro digital Hanna F-HI 9147), as 6 h, e o pH
daagua (pHmetro digital Hanna F-H1 8424),as6heas 16 h.

Para controlar a produtividade primaria nos viveiros de
criagdo e sua influéncia na nutricdo das tilapias, ndo foi
utilizado nenhum tipo de adubacdo. Além disso, o
abastecimento de dgua (proveniente do rio Sao Francisco
Falso) foi controlado de modo a impedir o desenvolvimento
de fitoplancton.

Apos 93 dias de experimento, os peixes foram sedados
por imersdo em solugdo contendo 6leo de cravo (Taylors &
Roberts, 1999), auma concentracdo de 63 mg.L‘l, por trés
minutos (adaptado de Bard etal.,2004). Em seguida, foram
mensurados individualmente o peso e o comprimento padrao,
além dos parametros de qualidade seminal e espermatica.

A colheitade sémen foirealizada por meio de aplicagao
de massagem abdominal nos reprodutores, no sentido céfalo-
caudal. A primeira por¢do do sémen coletado foi desprezada

para evitar possivel contaminag@o com urina. O volume
total e relativo ao peso corporal de sémen liberado por cada
macho foi mensurado pela colheita do material em seringas
de insulina de volume util de 1,0 mL e precisd@o de 0,01 mL
(adaptado de Godinho et al., 2003).

Paramanipulag@o do sémen, utilizou-se o procedimento
descrito por Asturiano etal. (2001), de modo que o material
colhido foi conservado em gelo (+12°C) durante o tempo
necessario para a realizagdo das andlises de qualidade do
sémen.

O pH seminal foi mensurado pelo método colorimétrico,
utilizando-se o papel de tornassol.

O tempo de ativagdo espermatica foi mensurado,
individualmente e em triplicata, de cada colheita
proveniente de um unico peixe. Para esta avaliagdo, 5 pL
de sémen foram diluidos em 200 pL de solugdo ativadora
(4gua a26°C) e desta mistura, 5 pL. foram observados em
microscopio de luzem objetiva40X. O parametro mensurado
foiointervalo doinicio daativagdo a perda de motilidade
de aproximadamente 50% dos espermatozoides (adaptado
de Asturiano et al., 2001).

A avaliacdo do indice de sobrevivéncia espermatica
foirealizada a partir método de coloragdo eosina-nigrosina
(Kavamoto & Fogli da Silveira, 1986; Bombardelli et al.,
2006). No entanto, utilizaram-se 30 pL. de sémen e 90 uL de
cada corante, paraarealizagdo da mistura e posteriormente
confeccdo do esfregaco (adaptado de Murgas etal., 2003).
Apo6s o processamento das laminas, o material foi analisado
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em microscopio de luz em objetiva de 40X, contando-se
um namero total de 400 espermatozoides de cada colheita,
proveniente de um unico peixe. Foram consideradas
células espermaticas mortas aquelas que apresentaram
coloracdo vermelha ou rosada, decorrente da absor¢ao
dos corantes, e vivas aquelas sem coloragdo, por serem
impermedveis aos corantes.

A mensuracao da concentragdo espermatica (Billard
etal., 1995) foirealizada individualmente e em triplicatas,
em microscopio de luz em objetiva de 40X pelo método de
contagem de células espermaticas em cAmara hematimétrica
de Neubauer (Mylonas etal., 1997). Neste procedimento,
amostras de sémen foram fixadas em solugdo de formol
salina tamponada (diluicdo de 1:1000).

Do material anteriormente fixado em solucao de formol
salinatamponada, foram realizados dois esfregacos, fixados
atemperatura ambiente, para avaliagdo e mensuracao dos
indices de alteracdes morfologicas dos espermatozoides
(Rurangwa et al., 2004; Streit Jr. et al., 2005). As laminas
obtidas com os esfregacos foram submetidas a coloragdo
emrosa de bengala (Hafez & Hafez, 2004; Streit Jr. et al.,
2004) e, em seguida, analisadas em microscopio de luzem
objetiva40X, avaliando-se um total de 400 espermatozdides
de cada colheita proveniente de um tUnico peixe. Os
espermatozoides avaliados foram classificados como
normais ou com alteragcdes morfolégicas primarias ou
secundarias (adaptado de CBRA, 1998; Chenoweth, 2005;
StreitJr. etal., 2006).

Apds a colheita de sémen, os reprodutores foram
novamente estocados em seus respectivos hapas, por um
periodo de oito dias para descanso reprodutivo. Em seguida,
foram sedados, conforme descrito anteriormente e,
submetidos a eutanasia por meio de choque térmico, pela
imersdo em agua contendo gelo, aproximadamente 1°C.

Os peixes foram individualmente pesados ¢ medidos
quanto ao comprimento padrdo e dissecados para obtengao
dos pesos das gonadas, do figado e das visceras.

A partir destes dados foram avaliados os pardmetros
zootécnicos de peso médio final, comprimento padrao
médio final, ganho de peso médio (GPM = peso final-peso
inicial), ganho de peso médio didrio (GPMD = ganho de
peso/dias de criacdo), conversdo alimentar aparente
(CAA = g de ragdo consumida/g de ganho de peso) e
indices gonadossomatico (IGS = (peso da gdnada/peso
corporal) x 100) (adaptado de Vazzoler, 1996),
hepatossomatico (IHS = (peso do figado/peso corporal) x
100) e viscerossomatico (IVS = (peso das visceras/peso
corporal) x 100).

Dos animais dissecados, foram separados aleatoria-
mente dois figados de machos de cada unidade experimental

para avaliagdo histologica e determinagdo do percentual
de inclusdo lipidica, totalizando oito figados analisados
para cada nivel energético das ragdes.

Esses o0rgdos foram coletados e fixados em solugdo de
Bouin aquoso por um periodo de 8 horas e transferidos, em
seguida, para solugdo de dlcool a 70%. Posteriormente, o
material foi desidratado em séries crescentes de alcool,
diafanizadas em xilol e incluidos em parafina para obtencao
de cortes semisseriados transversais com 5 pm de
espessura.

De cada figado, foram confeccionadas quatro laminas
contendo cinco cortes histologicos e organizados de
modo que, na sequéncia, o primeiro corte foi utilizado para
colorag@o com hematoxilina-eosina e o corte seguinte com
acido periodico de Schiff (PAS). Esse procedimento
garantiu a preparacdo de duas laminas por animal para
cadamétodo de coloracdo. Dessas laminas, foram utilizados
para as analises morfométricas cinco corte histologicos
de cada coloragao por animal, totalizando, para cada
nivel de energia, 40 campos microscopicos corados em
hematoxilina-eosina e outros 40 campos corados em dcido
periddico de Schiff.

Paraestimar o percentual de inclusdo lipidica, realizou-se
analise morfométrica tomando-se como medida padrado a
area total do campo microscopico (32.690,43 um?) (Figura 1
A1) subtraida da area ocupada pela veia centro-lobular
(Figura 1 A2), sinusoides, nticleos e nucléolos (L1) (Figura 1
B1eB2). Definindo-se esta area, em seguida, foi determinada
a area marcada por glicogénio (L2) (Figura1 Cl e C2). A
diferencaentre as areas L1 e L2 indicou a area ocupada por
lipidios.

A andlise morfométrica foi realizada por meio de
microscopio de luz Zeiss, em objetiva de 40X e as 400
imagens obtidas e¢ analisadas pelo pacote de analise de
imagens Image Pro-Plus 4.5%.

Al = campo microscopico (H.E) B1 = area ocupada por sinusoides,
nucleos e nucléolos (HE). C1 = area ocupada por glicogénio (PAS).
A2, B2, C2 = negativos das imagens Al, B1, CI. Setas indicam a area
marcada pelo software Image Pro-Plus 4.5%.

Figura 1 - Analise morfométrica do figado de peixes.
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Os dados obtidos foram inicialmente submetidos a
analise de variancia multivariada (MANOVA) a 5% de
significancia. Em caso de evidéncia de efeito significativo,
foiaplicada a andlise de variancia (ANOVA), individual-
mente, para cada variavel-resposta a 5% de significancia.
As variaveis que sofreram efeito dos niveis de energia
digestivel das ragdes foram submetidas ao protocolo de
regressdo linear multipla do software Statistica 7.0 ®.

Resultados e Discussao

A temperatura da agua apresentou valores médios,
minimos ¢ maximos, de 26,7 + 1,0 ¢ 30,2 £ 1,2°C ¢ a
concentracdo média de oxigénio dissolvido foi de
6,11+ 1,05mg.L"!, ou seja, adequados para areproducio de
fémeas de tilapia (Bhujel, 2000). Os valores médios de pH
da agua foram 7,50 £ 0,09 pela manha e 9,33 + 0,06 pela
tarde, os quais sdo adequados para bom o crescimento da
espécie (Little & Hulata, 2000; Ross, 2000). Contudo, ndo
existem informagdes se o nivel de oxigénio dissolvido
adequado para reprodutores machos corresponde aos das
fémeas e se o intervalo de pH adequado para o crescimento
também o ¢ para a reproducao (Bhujel, 2000).

Os niveis de energia digestivel das racdes
influenciaram os parametros espermaticos (Tabela3),e 0
modelo ajustado pela andlise de regressao multipla da
variavel concentragdo espermatica sugere que o resultado
tedrico de maximo desempenho reprodutivo seja
alcangado para reprodutores alimentados com ragdes
contendo 3.465,56 kcal de energia digestivel.kg de ragdo™!
produzindo 7,98 x 10? espermatozoéides.mL de sémen
liberado™! (Figura 2). A mesma anélise sugere que ragdes
contendo 3.443,43 kcal de energia digestivel.kg de ragdo™!
proporcionaram maximo indice de normalidade
espermatica de 39,18% (Figura 3).

As analises histologicas também evidenciaram efeito
dasracdes (P<0,05) sobre o percentual de inclusao lipidica,
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com relagdo diretamente proporcional entre os niveis de
energia digestivel das racdes e o percentual de inclusdo
lipidica nos hepatocitos (Figura 4).

Asturiano etal. (2001) verificaram aumento significativo
na producdo de sémen, no percentual de machos em
espermiag¢do, na concentragdo e na motilidade espermatica
em reprodutores de “sea bass” (Dicentrarchus labrax)
alimentados com ragdes contendo baixas relagdes entre os
acidos graxos n-3:n-6.

Provavelmente, o elevado nivel de energia proveniente
das racdes experimentais neste trabalho tenha estimulado
aprodugdo de células espermatogénicas, como verificado em
suinos por Oliveira Silva etal. (1998), que relataram aumento
da produgdo e da normalidade das células espermaticas.

Navarro et al. (2006) também verificaram que niveis
crescentes de energia digestivel em racdes para alevinos
de piaugu (Leporinus macrocephalus) interferem no
desenvolvimento testicular, uma vez que os maiores niveis
testados (2.800 e 2.900 kcal de ED.kg de ragio™l)
promoveram aumento no numero de espermatogonias e a
formagdo de cistos de espermatogdnias primarias e
secundarias, circundadas por maior quantidade de células

de Sertoli.
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Figura 2 - Concentragdo espermaticano sémen de tilapia-do-nilo
(Oreochromisniloticus L.) alimentadas com diferentes
niveis de energia digestivel na racdo.

Tabela 3 — Desempenho reprodutivo de machos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus L.) alimentados com ragdes contendo diversos

niveis de energia digestivel

Variavel Energia digestivel (kcal.kg de ragdo™!)
2.700 2.950 3.200 3.450 3.700 P

Volume médio de sémen (mL) 0,47 0,244 0,37 0,26 0,19 0,19
Volume relativo de sémen (mL.g!) 1,89 1,02 1,37 0,98 0,73 0,11
pH seminal 7,53 7,61 7,49 7,70 7,53 0,83
Concentragdo espermatica (espermatozoides x 109.mL'1) 3,08 3,80 5,21 8,19 6,17 0,01
Espermatozoides normais (%) 23,76 28,63 29,93 39,07 29,65 0,00
Espermatozoides anormais (%)

Anormalidade primaria (%) 65,60 61,84 59,57 51,35 54,20 0,11

Anormalidade secundaria (%) 10,64 9,53 10,50 9,59 16,15 0,57
Tempo de ativacdo espermatica (s) 52,59 45,62 45,79 47,30 55,20 0,58
indice de sobrevivéncia espermatica (%) 97,36 97,35 98,01 96,76 97,21 0,76
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Figura 3 - Percentual de espermatozoides normais em sémen
de tilapia-do-nilo (O. niloticus, L.) alimentados
com ragdes contendo diferentes niveis de energia
digestivel.

Os resultados de Cerda et al. (1997) corroboram
parcialmente as sugestdes anteriores, quando os niveis
energéticos das ragdes sdo obtidos pela inclusdo de 6leos.
Esses autores verificaram que os 4acidos graxos
poliinsaturados promovem em “sea bass” (Dicentrarchus
labrax) aumento nos percentuais de machos em
espermiacdo e dos niveis plasmdaticos do andrdgeno
1 1—cetotestosterona, hormdnio esteroide fundamental para
a espermatogénese ¢ formagdo do esperma (Redding &
Patifio, 1993; Baldisserotto, 2002), especialmente pela sua
influénciana producao da activina B, indutora da proliferacao
das espermatogonias (Van Der Kraak et al., 1997).

Osreduzidos percentuais de concentragcdo e normalidade
espermatica quando impostos baixos niveis energéticos
daragdo (Figuras2 e 3) podem estar relacionados a fatores
que influenciam na maturacao testicular, como a reducgao
da ocorréncia de espermatogonias e células de Sertoli
(Navarro et al., 2006). Semelhante ao que ocorre em
mamiferos, esses efeitos podem ter ainda relacdo com a
reducdo da resposta dos testiculos as gonadotrofinas
(Ferrel, 1991). Por outro lado, o mesmo efeito verificado em

70 -
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30 : : : : : ‘
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Inclusio lipidica nos hepatdcitos (%)

Energia digestivel (kcal kg de ragao™)

Figura 4 - Areapercentual de inclusdo de lipideos em hepatdcitos
de machos de tilapia-do-nilo (O. niloticus, L.)
alimentados com ragdes contendo diferentes niveis de
energia digestivel.

elevados niveis de energia da racdo (Figuras 2 e 3)
possivelmente ndo estd associado a limitacdo da ingestao
daragdo (Pezzato et al.,2004) nem a reducdo do consumo
de nutrientes (Bhujel, 2000), uma vez que o desempenho
zootécnico (Tabela4) dos animais ndo foi afetado (P>0,05)
pelas ragdes.

Outros fatores podem ter contribuido para a redugao
da concentragdo e da normalidade espermatica (Figuras
2 ¢ 3), entre eles, a perda de energia metabolica e até
mesmo de toxicidades pelo excesso de energia nasragdes
apos a inclusdo de 6leo de soja. Essa hipotese pode ser
confirmada pelos resultados das analises histologicas
dos figados dos machos (Figura 4), que comprovaram
que o aumento dos niveis de energia nas racdes elevou
(P<0,05) a deposigdo de lipideos nos hepatocitos.

Caballero et al. (2004) estudaram os efeitos da
substitui¢do do 6leo de peixe pelo de soja em ragdes para
“sea bream” (Sparus aurata L.) e verificaram que o uso de
maiores niveis de 6leo de sojanasragdes provocou alteragdes
histologicas do tecido hepatico, especialmente aumento do
volume de lipideos e a ocorréncia de quadros clinicos de

Tabela 4 — Desempenho zootécnico de machos de tilapia-do-nilo alimentados com ragdes contendo diversos niveis de energia digestivel

Variavel Energia digestivel (kcal.kg de ragdo!)
2.700 2.950 3.200 3.450 3.700 P

Peso inicial médio (g) 145,00 143,90 147,70 146,2 147,5 0,08
Comprimento padrdo inicial (cm) 15,85 15,83 15,85 15,85 16,00 0,10
Peso final médio (g) 198,60 206,90 198,10 199,80 215,87 0,50
Comprimento padrao final (cm) 17,88 18,00 17,73 17,88 18,23 0,68
Ganho de peso médio (g) 53,60 63,00 50,40 53,60 71,50 0,65
Ganho de peso médio diario (g.dia™!) 0,67 0,79 0,63 0,67 0,89 0,65
Conversdo alimentar aparente (g.g!) 2,19 2,23 2,79 2,99 2,09 0,41
indice hepatossomatico (%) 1,49 1,43 1,74 1,52 1,45 0,06
indice gonadossomatico (%) 0,86 1,02 0,87 0,76 0,87 0,43
indice viscerossomatico (%) 4,89 5,25 4,93 4,80 3,75 0,83
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esteatose nos hepatocitos. Ruyter et al. (2006) também
verificaram efeitos semelhantes em salmao-do-atlantico
(Salmo salar).

Tendo como base estudos realizados com ratos,
Caballero et al. (2004) sugeriram que ragdes contendo 6leo
de soja podem aumentar a deposi¢do lipidica nos
hepatocitos, devido a atividade lipogénica desse dleo, e
reduzir a oxidagdo de lipideos pelo figado de “sea bream”
(SparusaurataL.). Desta forma, estes quadros possivelmente
promoveriam a perda ou redugdo da disponibilidade de
energia metabolica.

Nao foi evidenciado efeito dos niveis de energia
digestivel das ragdes (P>0,05) sobre os indices de
anormalidades espermatica primaria e secundaria (Tabela
3). Osresultados de anormalidade foram bastante elevados
em todos os niveis de energia das ra¢gdes e variaram de
51,35265,60%ede 9,53 a16,15% para as anormalidades
primarias e secundarias, respectivamente (Tabela 3). Entre
todas as anormalidades observadas, as mais frequentes
foram cauda quebrada, cauda enrolada e cauda dobrada.

indices de anormalidade espermatica recomendados
para a inseminacdo artificial ou monta natural em
mamiferos sdo de no maximo 30% (CBRA, 1998). Entretanto,
esses valores ndo estdo estabelecidos para o adequado
sucesso da fertilizacdo natural ou artificial de peixes
(Moraesetal.,2004).

Asanormalidades espermaticas tém sido relacionadas
a infertilidade ou esterilidade na maioria das espécies de
mamiferos (Mortimer, 2000; Chenoweth, 2005, Collodel &
Moretti, 2006). Especulagdes neste sentido sdo feitas
quanto a fertilizagdo em peixes (Kavamoto etal., 1999), mas
nao sdo conclusivas.

Estudos da morfologia espermatica em peixes tém
apresentado resultados variados quanto aos indices de
normalidade, com valores de 16,28% (Mataveli etal.,2007)
para a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), de 90,46%
(Kavamoto et al., 1999) para o curimbata (Prochilodus
scrofa) e de 20,39% para o pacu (Piaractus mesopotamicus)
(StreitJr. etal., 20006).

Neste estudo, os indices de sobrevivéncia espermatica
nao foram afetados pelos niveis de energia das ragdes
(P>0,05), mas os valores permaneceram relativamente
elevados, variando de 96,76 a 98,01% (Tabela 3). Esse
parametro pode ser utilizado para avaliar a qualidade do
sémen, pois temrelacdo direta com a motilidade espermatica
(Kavamoto & Foglida Silveira, 1986; Bombardellietal.,2006),
a qual ¢ um adequado indicador da qualidade do sémen,
mesmo que as taxas de fertilizacdo sejam mais conclusivas
(Cowardetal.,2002).

A tilapia-do-nilo apresenta o mecanismo de inativacdo
espermatica por meio da composi¢do seminal por
glicoproteinas de elevado peso molecular (Coward et al.,
2002). Assim, ap0s o inicio daativagdo dos espermatozoides
em meio hipotonico, a motilidade espermatica reduz, de
modo irreversivel, ao longo do tempo (Billard etal., 1995;
Rana, 1995). Um dos mecanismos que controlam a ativagao
e o tempo de ativagdo espermatica ¢ o pH seminal (Coward
et al.,, 2002). Tanto o pH seminal, quanto o tempo de
ativag@o espermatica ndo foram influenciados (P>0,05)
pelosniveis de energia digestivel impostos aos reprodutores
e variaram de 7,53 a 7,70 e de 45,62 e 55,20 segundos,
respectivamente (Tabela 3). Estes resultados de tempo de
ativagdo sdo consideravelmente superiores aos observados
em outras espécies, como atrutaarco-iris, de 20 a 25 segundos
(Izquierdo etal.,2001).

Os valores médios de peso final, de comprimento
padrao final, dos ganhos de peso e de peso médio diario
e de conversao alimentar aparente ndo foram influenciados
(P>0,05) pelos niveis de energia das ragdes (Tabela 4).
Esses resultados eram esperados, uma vez que o manejo
alimentar foi adequado para o bom desempenho reprodutivo
daespécie (Bhujel, 2000; Bhujel etal., 2001) e ndo parao
crescimento. Isso pode ser verificado também pelos valores
de conversdo alimentar aparente (Tabela 4), que foram
elevados (2,09 22,99 g.g"!), uma vez que os reprodutores
de tilapia destinam grande parte das reservas energéticas
areproducdo (Turner & Robinson, 2000).

Asturiano et al. (2001) e Vassalo-Agius et al. (2001a)
também nao verificaram efeitos de ra¢des suplementadas
com acidos graxos sobre o peso ¢ o comprimento de
reprodutores de “sea bass” (Dicentrarchus labrax) e de
truta arco-iris (Oncorhynchus mikiss).

Os resultados dos indices hepatossomatico,
gonadossomatico e viscerossomatico sao importantes, pois
sugerem alteragdes morfologicas em resposta as ragdes,
como por exemplo, maior atividade do 6rgdo e/ou deposicao
de gorduras. Apesar de terem sido evidenciadas alteracdes
do tecido hepatico e das caracteristicas seminais, os indices
hepatossomatico, gonadossomatico e viscerossomatico
nao foram influenciados (P>0,05) pelos niveis crescentes
de energia digestivel das racdes (Tabela 4).

Conclusdes

O aumento dos niveis de energia nas racdes de
reprodutores de tildpia-do-nilo acentua a deposicao de
lipidios nos hepatocitos, influencia a qualidade seminal,
especialmente a produgdo de espermatozoides, e melhora
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os indices de normalidade da morfologia espermatica em
niveis energéticos proximos a 3.450 kcal de energia
digestivel.kg de ragdo™!.
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