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PALAVRAS CHAVE ADICIONAIS

Tilapia do Nilo. Nutricdo de peixes.

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da suplementagao
de vitamina E na morfometria e no desenvolvimento
gonadal de tilapia (Oreochromis niloticus). Para
peso da gdnada, indice gonadossomatico (IGS),
espessura do testiculo e porcentagem de limen
foram observadas diferengas para tratamento
150 mg/kg de vitamina E. Para epitélio germinativo
foi observada diferenga para o tratamento com
150 mg e para porcentagem de células de Leydig
dotratamento com 50 mg de vitamina E porkg. Para
vasos sanguineos foi maior com 50 e 150 mg. A
exigéncia de vitamina E para desenvolvimento
gonadal da tilapia € de 150 mg/kg.

SUMMARY

This study aimed to evaluate the effect of
vitamin E supplementation in the morphometry and
gonadal development of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). Considering the weight of the gonad,
gonadossomaticindex, testes thickness and lumen
percentage, significant differences were
observed for the treatment with 150 mg/kg of
vitamin E. There were observed significant
differences for percentage of germinative
epithelium to 150 mg/kg of vitamin E and for
percentage of Leydig cells in treatment with 50 mg/
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kg of vitamin E. The percentage of blood vessels
was higher in both treatments with 50 and 150 mg.
The vitamin E requirement for gonadal development
of tilapia is 150 mg/kg.

INTRODUCAO

Atilapia Oreochromis niloticus,cuja car-
ne ¢ considerada de 6tima qualidade, ¢ o
peixe mais importante do século XXI, sendo
cultivado em mais de 100 paises e também
no Brasil devido sua rusticidade e rapido
crescimento (Lovshin, 1997; Kubitza, 2000).
O interesse pelo cultivo dessa espécie, no
Sul e Sudoeste do pais, cresceu rapidamente
nos ultimos oito anos em virtude da
tecnologia de reversdo sexual e da pesca
esportiva representada pelos pesque-pa-
gue. A tilépia é criada em diversos sistemas,
desde a cultura semi-intensiva em tanques
que recebem dejetos animais, como em cul-
tivos intensivos em raceways e tanques-
rede (Kubitza, 2000).

O desenvolvimento eficiente e saudavel
dos animais passa obrigatoriamente pelo
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fornecimento de uma dieta que satisfaz as
necessidades basicas de crescimento,
contendo concentragdes proximas do ideal
e seus diversos componentes, aliados a
tecnologia de preparagdo. A estocagem, a
concentracdo de vitaminas e minerais, a
biodisponibilidade dos nutrientes sao
exemplos de parametros que interferem no
desenvolvimento do animal (Navarro et al.,
2007).

A influéncia da dieta sobre o desem-
penho reprodutivo dos peixes permite a
escolha de ingredientes em niveis mais
adequados aos processos metabdlicos do
animal. Embora recentes estudos venham
sendo conduzidos nessa linha, para
melhorar o aproveitamento do potencial da
piscicultura, poucos trabalhos relacionam
nutricdo e parametros reprodutivos (Luquet
e Watanabe, 1986; Fernandez-Palacios et
al., 1995; Fernandez-Palacios et al., 1997,
Navarro et al.,2006).

O o-tocoferol ¢ o representante mais
importante do grupo de substancia com
atividade de vitamina E. Apresenta maior
atividade biolégica quando comparado aos
demais compostos, devido ao maior indice
de absor¢do intestinal, maior deposi¢ao nos
tecidos, menor excregdo fecal, além de ser
oxidado mais lentamente (Barreto, 1998;
Sampaio et al.,2004).

A vitamina E exerce algumas func¢des no
organismo animal atuando como mais im-
portante antioxidante metabodlico presente
nas membranas celulares, protegendo-a da
oxidacao de acidos graxos e do colesterol,
além de diminuir ou inibir a produgdo e a
acao dosradicais livres (Guerraetal.,2004;
Navarro et al.,2009). Sabe-se que a vitamina
E atua nos acidos graxos insaturados pre-
sentes nas membranas celulares e nas par-
ticulas subcelulares, evitando suas oxida-
¢oes. Como antioxidante celular, a vitamina
E intervém na estabilizacdo dos cidos graxos
poliinsaturados da fracdo lipidica das mem-
branas celulares. Assim, evita a formagao
de lipoperdxidos téxicos, impedindo a
formagdo de lesao nos vasos sangiiineos e

alteracdo na permeabilidade capilar (Barreto,
1998).

Outros efeitos da vitamina E no
desenvolvimento das gonadas, na fecundi-
dade, na qualidade de ovos e sobrevivéncia
de larvas foram estudados por Fernadndez-
Palacios et al. (1998);Izquierdo et al. (2001).

Além disso, poucas informagdes tém
referenciado a morfometria e o desenvol-
vimento gonadal relacionado com a vitami-
na E. Nesse sentido objetivou-se avaliar o
efeito da vitamina E na morfometria e no
desenvolvimento gonadal de tildpias
(Oreochromis niloticus).

MATERIAL EMETODOS

O experimento foi realizado no ranario
experimental do Departamento de Biologia
Animal - UFV -no periodo de 09/01/2005 a
25/04/2005, no total de 106 dias.

Foram utilizadas 400 tilapias revertidas
(Oreochromis niloticus), provenientes de
uma empresa que produz alevinos, com peso
ecomprimento inicialde 1,40+0,88 ge 4,77+
0,37 cm, respectivamente. As pos-larvas
foram distribuidas em 20 aquérios com
capacidade de 1000 1 cada, com renovacao
de agua constante 7,5 ml/minuto. O experi-
mento de desempenho foi montado segun-
do um delineamento inteiramente ao acaso
com cinco tratamentos (0, 50, 100, 150 ¢ 200
mg/kg de vitamina E monofosfato - D a
tocoferol) numa rac¢do isoprotéica de 36%
de PB eisocalorica 3600 kcal de ED/kg com
quatro repeticdes (tabela I). A fase de
adaptacdo foi de cinco dias.

As dietas experimentais foram peleti-
zadas, secas em estufade circulagdo for¢cada
a 55°C e, posteriormente, fracionadas nos
diametros de 1 mm, entre 4 mm a 6 mm, sendo
utilizadas de acordo com o tamanho dos
peixes. As dietas permaneceram armazenadas
a -20°C até sua utilizacdo. As dietas
experimentais foram peletizadas, e a oferta
de racdo foi de 5% do peso vivo, sendo
ajustada a cada 15 dias. Foram realizadas
despescas com de rede de malha de 3 cm
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Tabela 1. Composigoes percentuais, quimicas e calculadas das dietas experimentais.
(Percentage and chemical composition of experimental diets as fed).

Dietas vitamina E mg/kg

Ingrediente (%) 0 50 100 150 200
Farelo de soja 21,50 21,50 21,50 21,50 21,50
Gluaten de milho 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Milho 28,50 28,50 28,50 28,50 28,50
Farinha de peixe 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00
Oleo de soja 7,60 7,60 7,60 7,60 7,60
Fosfato Bicalcio 1,37 1,37 1,37 1,37 1,37
Calcario 0,51 0,51 0,51 0,51 0,51
Sal 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Premix vitaminico e mineral® 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Metionina 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34
Lisina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
BHT (antioxidante) 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Vitamina E mg/kg 0 50 100 150 200
Composicao calculada

Proteina bruta' (%) 36 36 36 36 36
Energia digestivel? (kcal/kg) 3600 3600 3600 3600 3600
Fibra bruta' (%) 2,30 2,30 2,30 2,30 2,30
Lisina (%) 1,50 1,50 1,50 1,50 1,500
Metionina + Cistina (%) 1,11 1,11 1,11 1,11 1,11
Treonina (%) 1,35 1,35 1,35 1,35 1,35
Triptéfano (%) 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29
Calcio (%) 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04
Fosforo total? (%) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Relagédo ED:PB 10 10 10 10 10

'Com base nas analises de laboratério LNA/DZO.

’Baseados nos valores propostos pelo NRC (1993) e por Rostagno et al. (2000).

3Premix vitaminico comercial (5 kg/t), com niveis de garantia por quilograma de produto: Vit. A, 1200000
Ul; Vit. D,, 200000 UL, Vit. K, 2400 mg; Vit. B,, 4800 mg; Vit. B,, 4800 mg; Vit. B, 4000 mg; Vit. B, ,, 4800
mg; Ac. félico, 1200 mg; pantotenato Ca 12000 mg; Vit. C, 48 000 mg; biotina, 48 mg; Cloreto de colina,
108000 mg; Niacina, 24000 mg; e premix mineral comercial (1 kg/t), com niveis de garantia por quilograma
do produto: Fe, 50000 mg; Cu, 3000 mg; Mn, 20000 mg; Zn, 3000 mg; I, 100 mg; Co, 10 mg; Se, 100 mg.

entre nods, sendo capturados 15% dos
animais. As biometrias foramrealizadas com
auxilio de paquimetro e de balanca de
precisdo. Os peixes foram alimentados trés
vezes ao dia (08:00; 13:00 e 18:00 horas). Os
aquarios foram sifonados diariamente para
retirar sobras deragdo e fezes. O fotoperiodo
foide 12 horas. A averigua¢do da tempera-
tura da dgua foi realizada diariamente as 7

horas e as 17 horas, enquanto o pH, o
oxigénio dissolvido e a amonia, foram
aferidos a cada 7 dias.

Depois de 106 dias de experimento, 50
peixes foram separados ao acaso; dez
animais de cada tratamento. No final do
experimento, apds jejum de 24 horas, os
peixes foram abatidos por insensibilizagdo
(caixas isotérmicas com gelo moido e dgua
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na proporc¢do 1:1) de acordo com (Navarro
et al., 2007). Depois do abate, foram
eviscerados. O figado e as gdnadas foram
retirados, pesados em balanca de precisdo
(0,001g) e mensuraram o comprimento e
espessura com paquimetro. Um dos testicu-
los foi selecionado e fixado em liquido Boiun.
Esses fragmentos de testiculos foram
desidratados em séries alcoolicas crescentes
e incluidos em resina polimerizavel do tipo
glicol metacrilato. Foram feitos cortes de 3
wm de espessura, em micréotomo Reichert-
Jung Histocut 2045. As preparagdes obtidas
foram coradas pelo azul de toluidina e borato
de sodio (Matta et al., 2002, Navarro et al.,
2006; Vilela,2003).

A preparacdo histologica bem como as
analises morfologicas e morfométricas foram
realizadas no laboratorio de Biologia
Estrutural do Departamento de Biologia
Geralda UFV.

No microscopio de luz, foirealizada com
auxilio de uma ocular integradora dotada de
121 pontos, em aumento de 400 vezes, a
avaliacdo da propor¢do volumétrica dos
componentes do parénquima testicular.
Pontos correspondentes a tibulo semi-
nifero, intertubulo, vasos sangiiineos e
linfaticos foram computados em vinte cam-

pos aleatoriamente distribuidos para cada
animal.

Para os parametros reprodutivos foi
analisado o estadio de maturacdo gonadal,
por meio de andlise histoldgica, além do
indice gonadossomatico (IGS).

A relacdo entre o peso corporal e 0 peso
das gonadas foi determinada para cada
exemplar, utilizando-se a férmula:

IGS=PG/PC x 100

onde:
PG= peso da gonada.
PC= peso corporal.

As andlises estatisticas foram realiza-
das por meio do programa SAS (1997). Os
efeitos da suplementagdo de vitamina E foram
analisados aplicando o teste de Duncan
com 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Valores médios obtidos de temperatura
foi de 28,23+ 0,63; 7,25 +0,58 para pH;
5,23+0,85 mg 1! para oxigénio dissolvido.
Permaneceram dentro das condig¢des dtimas
para crescimento da espécie de acordo com
(Castagnolli, 1992).

Tabela II. Peso corporal (PC), comprimento total (CT), peso da gonada (PG), indice
gonadossomatico (IGS), comprimento da gonada (CG) e espessura do testiculo (ET) de
alevinos de tilapia revertida suplementadas com niveis de vitamina E. (Body weight (PC), total
length (CT), weight of gonad (PG), gonadosomatic index (IGS), length of gonad (CG) and thickness of
the testes (ET) of fingerlings of tilapia reversed supplemented with levels of vitamin E).

Vitamina E mg/kg

Variaveis 0 50 100 150 200 C.V.
PC (9) 74,04+5,3 71,42+ 5,9 73,87%6,22 72,72+3,18 72,52+4,47 17,01
CT (cm) 15,12#1,27°  15,31+0,22° 15,51+0,88*  15,86+0,48°  15,85+0,36° 7,82
PG (9) 0,37+0,25° 0,42+0,26° 0,43+0,23° 0,56+0,362 0,48+0,26*° 59,00
IGS (9) 0,51+0,40° 0,60+0,41% 0,59+0,43* 0,77+0,562 0,70+0,48%* 65,21
CG (cm) 2,78 0,70 2,66+0,55 2,47+0,64 2,57+0,53 2,64+0,69 24,10
ET (cm) 0,41£0,17° 0,42+0,11%° 0,42+0,17% 0,50+0,162 0,45+0,18% 36,78

Letras distintas indicam na mesma linha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Duncan.
Média * erro padrdo; C.V.= coeficiente de variagéo.
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Os resultados de peso corporal (PC), de
peso da gonada (PG), de comprimento total
(CT), de comprimento padrao (CP), de indi-
ce gonadossomatico (IGS), de comprimento
da gonada (CT), de espessura do testiculo
(ET) sdo apresentados na (tabela IT).

No presente experimento nao foi obser-
vada diferencga significativa (p>0,05) para
peso corporal (tabela IT). Parao comprimento
total forma observadas diferencas signifi-
cativas para os tratamento com 100, 150 e
200 mg de vitamina E/kg (tabela IT).

Para peso da gonada foram observadas
diferencas significativas (p<0,05) com a
suplementacdo de vitamina E de 150 mg e
200 mg/kg, resultado também observado

paraindice gonadossomatico (IGS) (tabela
II). E possivel que esse aumento do peso da
gonada e IGS sejam devido a funcdo
antioxidante que a vitamina E exerce sobre
as células espermatogénicas. Esses resul-
tados podem ser explicados pelos estudos
de Fernandez-Palacios et al. (1998) que
observou que o aumento na suplementagdo
de vitamina E melhorou a taxa de ecloséo e
porcentagem de larvas normais, devido,
principalmente, a seu papel antioxidante. O
peso testicular é diretamente relacionado
com aprodugdo espermatica e, assim sendo,
quanto maior o testiculo maior a produgdo
de espermatozoides, embora a quantidade
de espermatozoides produzidos seja sempre

Figura 1. Fotomicrografia de testiculo de tilapia nilotica que ndo recebeu suplementagdo
de vitamina E na dieta destacando a espermatogonia primaria (SGI), espermatogonia
secundaria (SG2), espermatocito primdrio (PST), espermatocito secundaria (SST),
espermatides (SPD), limen (LU), espermatozoide (Z), células de Sertoli (S), espaco intersticial
(asterisco) do testiculo. Azul de toluidina/borato de sodio 1%. (Photomicrograph of testis of Nile
tilapia what not receive supplementation of vitamin E in the diet emphasizing the primary spermatogonia
(SG1), secondary spermatogonia (SG2), primary spermatocytes (PST), secondary spermatocytes
(TSS), spermatids (SPD), lumen (LU), sperm (Z), Sertoli cells (S), interstitial space (asterisk) of the testis.

Toluidine blue/sodium borate 1%).

Archivos de zootecnia vol. 59, num. 228, p. 523.
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Figura 2. Fotomicrografia de testiculo de tilapia nildtica que recebeu suplementagdo de 100
mg de vitamina E na dieta, destacando espermatogonia primaria (SG1), espermatogonia
secundaria (SG2), espermatocito primdrio (PST), espermatocito secundaria (SST),
espermatides (SPD), lumen (LU), espermatozoide (Z), células de Sertoli (S), espaco intersticial
(asterisco) do testiculo. Azul de toluidina/borato de sédio 1%. (Photomicrograph of testis of Nile
tilapia what received supplementation of 100 mg vitamin E in the diet emphasizing the primary
spermatogonia (SG1), secondary spermatogonia (SG2), primary spermatocytes (PST), secondary
spermatocytes (TSS), spermatids (SPD), lumen (LU), sperm (Z), Sertoli cells (S), interstitial space
(asterisk) of the testis. Toluidine blue/sodium borate 1%).

maior que o numero necessario para
fecundagao (Franca e Russell, 1998).
Outros autores como Gupta et al. (1987)
observaram maior IGS utilizando suple-
mentagdo de 270 mg de vitamina E. Resulta-
do semelhante a esse estudo foi observado
por Tan e He (1998) ao constatarem maior
IGS em Monopterus albus alimentados com
220 mg de vitamina E por kg de dieta e
relatarem que a suplementacao de vitamina
E melhora o desenvolvimento de gdnadas.
Guerra et al. (2004) relatam que a vitamina E
(o-tocoferol e seus derivados), predomi-
nante antioxidante lipossoliivel animal, pro-
tege as células deradicais livres de oxigénio
in vivo e in vitro. Para o comprimento do

testiculo ndo se observaram diferencas sig-
nificativas (p>0,05) ((tabela II). Para
espessura do testiculo foram observadas
diferencas significativas (p<0,05) para o
tratamento com suplementacao de vitamina
E de 50 mg, 100 mg, 150 mg e 200 mg/kg
(tabelall).

Na analise de microscopia das gonadas,
observou-se um dinamismo no processo de
espermatogénese, conforme descrito por
Matta et al. (2002) na mesma espécie
estudada no presente estudo. Para porcen-
tagem de limen, houve aumento significa-
tivo (p<0,05) do tratamento com 150 mg de
vitamina E por kg de racdo em relagdo aos
demais tratamentos (tabela III e figura 3).

Archivos de zootecnia vol. 59, num. 228, p. 524.
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Figura 3. Fotomicrografia de testiculo de tilapia nildtica que recebeu suplementagdo de 150
mg de vitamina E na dieta, destacando espermatogonia primaria (SGI1), espermatogonia
secundaria (SG2), espermatocito primario (PST), espermdatides (SPD), lumen (LU),
espermatozoide (Z), células de Sertoli (S), espaco intersticial (asterisco) do testiculo. Azul
de toluidina/borato de sodio 1%. (Photomicrograph of testis of Nile tilapia what received
supplementation of 150 mg vitamin E in the diet emphasizing the primary spermatogonia (SG1), secondary
spermatogonia (SG2), primary spermatocytes (PST), secondary spermatocytes (TSS), spermatids
(SPD), lumen (LU), sperm (Z), Sertoli cells (S), interstitial space (asterisk) of the testis. Toluidine blue/

sodium borate 1%).

Ao analisar a estrutura dos tubulos
seminiferos e dos cistos de células germi-
nativas, observou-se acentuada semelhan-
¢a nos diferentes tratamentos (figuras 1 a
4). No entanto, nos peixes tratados com 100
mge 150 mg de vitamina E por kg, os tibulos
seminiferos apresentaram maior limen (Lu)
e, aparentemente, maior quantidade de
espermatozoide (Z) (figuras 2 ¢ 3). Em
relagdo a porcentagem de epitélio germi-
nativo, foi observada diferenga significati-
va (p<0,05) parao tratamento de 150 mgde
vitamina E por kg em relacdo aos demais
tratamentos (tabela III). Segundo Andri-
guetto (1983) a vitamina E possui fator
antiesterilizante, essencial para a manu-

tencdo testicular, fazendo protecdo do
epitélio germinativo.

O compartimento intertubular do parén-
quima testicular ¢ composto por vasos san-
guineos e linfaticos, por nervos, por células
conjuntivas e por células de Leydig. A
organizacao desses componentes pode se-
guir padrdes distintos em diferentes espécies
(Fawcettetal., 1973; Russel, 1996). As célu-
las de Leydig podem ocupar pequena
porcentagem, cerca de 2% no rato (Francae
Russel, 1998), alcancando na capivara 60%
(Paula, 1999). Sendo assim, a célulade Leydig
¢ o elemento constituinte do compartimento
intertubular que apresenta maior variagao
percentual entre as espécies ja estudadas.

Archivos de zootecnia vol. 59, num. 228, p. 525.
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Figura 4. Fotomicrografia de testiculo de tilapia nilotica que recebeu suplementacdo de
200 mg de vitamina E na dieta, destacando espermatogonia primaria (SG1), espermatogonia
secundaria (SG2), espermatocito primdrio (PST), espermatocito secundario (SST),
espermatides (SPD), lumen (LU), espermatozoide (Z), células de Sertoli (S), espaco intersticial
(asterisco) do testiculo. Azul de toluidina/borato de sodio 1%. (Photomicrograph of testis of Nile
tilapia what received supplementation of 200 mg vitamin E in the diet emphasizing the primary
spermatogonia (SG1), secondary spermatogonia (SG2), primary spermatocytes (PST), secondary
spermatocytes (TSS), spermatids (SPD), lumen (LU), sperm (Z), Sertoli cells (S), interstitial space

(asterisk) of the testis. Toluidine blue/sodium borate 1%).

Vilela (2003) observou, em testiculo de
tilapia do Nilo que células de Leydig foram
encontradas proximas ao ducto esperma-
tico, sugerindo relagdo funcional com o
processo espermatogénico. Observou-se
diferenca significativa na porcentagem de
célula de Leydig do tratamento com 50 mg
de vitamina E por kg de ragdo emrelagdo aos
outros tratamentos (tabela ITI).

A porcentagem de vasos sanguineos foi
maior nos trata-mentos com 50 mge 150 mg
de vitamina E (tabela III). Essa diferenga no
percentual de vasos sanguineos parece nido
interferir no processo espermatogénico, pois
todos os animais analisados apresentaram
padrao testicular normal.

Os espagos linfaticos ocupam cerca de
3,5% do parénquima testicular na maioria
dos animais estudados (Russell et al., 1995).
Emtilapias a porcentagem de vasos linfaticos
ndo apresentou diferencas significativas
(tabela ITI). Também ndo foram observadas
diferencas significativas na porcentagem
de tubulo e de intertubulo (p>0,05).

CONCLUSOES

A suplementagdo com vitamina E (vita-
mina E monofosfato) ¢ importante em dietas
para desenvolvimento gonadal de tilapias
revertidas, ¢ a dose recomendada na ragao
¢de 150 mg/kg. Para porcentagem de célula
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Tabela III. Proporg¢do volumétrica em porcentagem do testicular de tilapias revertidas
alimentadas com dieta suplementada com niveis crescentes de vitamina E. (Share volumetrical
in percentage, of testicular elements reversed tilapia fed with diet supplemented with increasing levels
of vitamin E).

Vitamina E mg/kg

Variaveis 0 50 100 150 200 C.V.
Tubulo 87,53+8,112  82,63+5,73°  86,73+2,65° 85,70+2,29° 87,45+5,10° 6,08
Lumen 17,22£12,32° 12,50+15,90° 25,04+24,27* 30,84+9,88% 17,34+17,33" 75,34
Epitéliogerminativo 70,31£17,09° 70,03+16,812 61,69+24,61° 54,86+12,19° 70,11+£20,64® 25,65
Intertibulo 12,47+6,972  17,47+5,732 13,27+2,5°  14,30+2,29* 12,565+5,10® 37,50
Célula de Leydig 5,7+3,87° 10,52+4,812 7,07£2,72°  7,77%1,40® 6,55+4,23" 41,49
Vaso linfatico 3,97+4,60° 2,99+2,202 3,16%1,442  2,97+1,922  2,96+2,14> 83,53
Vaso sanglineo 2,8+0,60° 3,96+1,202 3,04+£0,92°  3,56+0,97% 3,04+0,60° 26,23

Letras distintas indicam na mesma linha diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Duncan.

Média * erro padrdo; C.V.= coeficiente de variagéo.

de Leydiga dose recomendada foi de 50 mg/
kg. Essa dose de vitamina E, na dieta de
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