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MORFOMETRIA E DESENVOLVIMENTO DAS GONADAS DE TILAPIAS
(Oreochromis  niloticus) SUPLEMENTADAS COM SAL MINERAL
COMPOSTO POR COBRE, MANGANES E ZINCO.!

Autor: Paula Graziela Lassen
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito da suplementacao
da dieta de Tilapias (Oreochromis niloticus) utilizando sal comercial composto
dos microminerais cobre, manganés e zinco, sobre a histologia e o
desenvolvimento das gonadas dos machos. Foram utilizados 1200 machos
masculinizados de tilapia, com média de peso de 120g, suplementadas com
niveis crescentes (0,00; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40 e 1,75 mg/kg) de um produto
comercial composto por Cu 13,40 g/kg; Mn 26,70 g/kg e Zn 66,70 g/kg. O
experimento foi conduzido em um sistema de recirculacdo de agua, composto
por 24 tanques divididos ao meio totalizando 48 unidades experimentais. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com medidas
repetidas no tempo. As biometrias e coletas foram realizadas em 16 e 32
semanas de experimento, para avaliar o desenvolvimento dos peixes. As
gonadas coletadas foram preparadas e cortadas para confeccdo de lamina
histologica, apds coradas com hematoxilina e eosina, e posteriormente
fotografadas, utilizando microscopio com camera acoplada. A contagem das
fotos foi realizada manualmente, e avaliou-se o niamero de células por mms3,
para espermatogbnias, espermatdcitos, espermatides e espermatozoides. As
correlacBes entre nimero de espermatozoides, espermatocitos, espermatides e
tratamentos foi de -0,30, -0,20 e -0,30, respectivamente, demonstrando que o
efeito da suplementacdo crescente com o sal, €& prejudicial para o
desenvolvimento das células reprodutivas masculinas. Foi observado que os
tratamentos com adicdo igual ou superior a 0,70 mg/kg do sal comercial
causaram danos as gbnadas para 0s parametros da gametogénese de niumero
de espermatdcitos, espermatides e espermatozoides. Sendo assim, a utilizacéo
de sais que contenham combinagdo de Cu 13,40 g/kg; Mn 26,70 g/kg e Zn
66,70 g/kg reprodutores machos de tilapia, ndo € recomendada em funcdo dos
danos causados nas etapas da gametogénese, reduzindo a producdo de
espermatozoides.

Palavras-chave: espermatogonias, espermatocitos, espermatides,
espermatozoides

Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
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MORPHOMETRY AND DEVELOPMENT OF GONADS TILAPIA
(Oreochromis niloticus) SUPPLEMENTED WITH MINERAL SALT
COMPOSITE COPPER, MANGANESE AND ZINC!.

Author: Paula Graziela Lassen
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect of
supplementing the diet of tilapia (Oreochromis niloticus) using commercial salt
compound of micro minerals copper, manganese and zinc, on the histology and
gonadal development of males. A total of 1200 masculinized male tilapia were
used, with 120 g average weight, supplemented with increasing levels (0.00,
0.35, 0.70, 1.05, 1.40 and 1.75 mg / kg) of a product commercial composed of
Cu 13,40 g/kg; Mn 26,70 g/kg e Zn 66,70 g/kg. The trial was conducted in a
water recirculation system, consisting of 24 tanks divided in half, totaling 48
experimental units. The experimental design was completely randomized with
repeated measures over time. The biometry and samples were taken at 16 and
32 weeks of experiment, to evaluate the fish development. The collected
gonads were prepared and sliced for making histological slide, after stained with
hematoxylin and eosin, and then photographed using a microscope with
attached camera. The count of the photos was performed manually, and was
rated the number of cells per mm3 to spermatogonia, spermatocytes,
spermatids and sperm cell. The correlations between the number of
spermatozoa, spermatocytes, spermatids and treatments was of -0.30, -0.20
and -0.30, respectively, demonstrating that the effect of increasing
supplementation of the salt is detrimental to the development of male
reproductive cells. It was observed that the addition equal or superior to 0.70
mg / kg of commercial salt caused damage in the gonads for gametogenesis
parameters number of spermatocytes, spermatids and sperma cell. Thus, the
use of combination of salts containing 13.40 g Cu / kg; Mn 26.70 g / kg Zn and
66.70 g / kg breeding male tilapia is not recommended due to the damage
caused in the stages of gametogenesis, reducing the sperm production.

Keywords: spermatogonia, spermatocytes, spermatids and sperm cells

IMaster of Science Dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (61 p.)
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1.INTRODUCAO

O comércio mundial de pescado tem se expandido
consideravelmente nas ultimas décadas, exportando mundialmente cerca de
60% de toda a producéo animal. Em paises em desenvolvimento, a aquicultura
e a pesca sdo os setores de grande importancia atualmente. O Brasil € o
segundo maior produtor de aquicultura no continente americano, ficando
apenas atras do Chile (FAO, 2014). Mundialmente, a aquicultura vem se
expandindo, tornando-se a alternativa de maior viabilidade para o suprimento
da crescente demanda por pescado, tanto de origem marinha quanto de agua
doce. Entre os anos de 2012 e 2013, o consumo brasileiro de pescado cresceu
cerca de 25% e, na ultima década, mais de 100%, chegando em torno de 14,5
kg por habitante/ano ultrapassando os 12,0 kg, recomendados, pela
Organizacdo Mundial da Saude (MAPA, 2016).

A tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) é, atualmente, a espécie de
peixe mais cultivada no Brasil, produzida na sua grande maioria em sistemas
intensivos, os quais demandam a implantacéo de tecnologias, monitoramento
de qualidade de agua e utilizacao de alimento completo para atingir 0 maximo
desempenho (MAPA, 2015). Para sua otimizacdo, o processo de producéo
exige o fornecimento de racdo balanceada, contendo proteinas, carboidratos,
lipidios, vitaminas e minerais de acordo com a exigéncia da fase de
crescimento da espécie. Nos sistemas intensivos de producdo, a tilapia se
destaca pelo rapido ritmo de crescimento em comparacao as demais espécies
utilizadas na piscicultura brasileira. Possui carne com boas caracteristicas
organolépticas, passivel de processamento industrial para obtencédo de filés
sem espinhas e de grande versatilidade industrial e culinaria (KUBITZA,
2011).

Esse desenvolvimento eficiente e saudavel dos animais passa pelo
fornecimento de uma dieta que satisfaca as necessidades basicas de
crescimento, contendo concentracfes muito proximas do ideal, aliados a
tecnologia de preparacdo. A estocagem, a concentracdo de nutrientes e a
biodisponibilidade sdo exemplos de parametros que interferem no
desenvolvimento do animal (NAVARRO et al., 2007, KIRON, 2012).

Os organismos aquaticos, em sua maioria, podem suprir as suas
necessidades em minerais essenciais por meio da absorcao direta da agua
e/ou através das fontes alimentares. Essa afirmacao é vélida para as espécies
gue vivem em aguas de maior salinidade, como as marinhas. Contudo, a
absorcdo direta de minerais apresenta particularidades Unicas a cada
elemento, onde o0s macrominerais, a excecao do fosforo, podem ser
eficientemente absorvidos diretamente da agua pelo peixe. Por outro lado, os
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microminerais ainda tém nos alimentos as suas principais fontes (HEPHER,
1988).

Assim como outros animais, 0S peixes apresentam exigéncias
nutricionais, sendo que a falta ou deficiéncia de nutrientes provoca alteracées
nas funcbes metabdlicas e afetam o desempenho reprodutivo e a salde
(GATLIN 1II, 2002). Ao se tratar de nutrientes essenciais, 0S minerais sao
indispensaveis ao metabolismo, destacando desde a formacdo da estrutura
esquelética, manutencdo dos sistemas coloidais (pressdo osmotica,
viscosidade e difusdo), manutencdo do equilibrio &cido base, bem como
compdem ou ativam enzimas e, ainda participam da sintese e até mesmo séo
componentes de horménios (GATLIN llI, 2002).

A influéncia dos nutrientes fornecidos na dieta sobre desempenho
reprodutivo dos peixes ainda € pouco conhecida. Embora recentes pesquisas
estejam sendo conduzidas na area, para otimizar o aproveitamento do
potencial da piscicultura, sdo poucos os trabalhos que relacionam nutricdo e
parametros reprodutivos. (FERNANDEZ-PALACIOS et al., 1997; NAVARRO
et al., 2006). Sinais de deficiéncia ou toxicidade raramente sdo observados a
olho nu, quando se trata do fornecimento de uma dieta inadequada em niveis
de minerais. E ao fazer-se uso de técnicas e exames clinicos, a deficiéncia
ainda pode ser camuflada pelo uso emergencial dos minerais presentes no
esqueleto (HARDY, 2001).

Alteracbes nutricionais, principalmente as relacionadas a
microminerais, possuem efeito sobre o0 sistema endécrino e
consequentemente, sobre as fungdes de reproducado, podendo vir a interferir
na formacdo e desenvolvimento das gbnadas, assim como na formacdo e
liberagdo de gametas. Entretanto, as gébnadas dependem de inumeros fatores,
para seu desenvolvimento, tais como a quantidade de luz, temperatura e
nutricdo (NIKOLSKY, 1963). Além disso, pouco se sabe sobre morfometria e
desenvolvimento gonadal relacionados com microminerais, justificando assim,
a necessidade de mais estudos referentes a suplementacdo dos
microminerais em dietas, dentre eles, cobre, manganés e zinco, elementos
essenciais para os peixes (LIN et al., 2008; LI et al., 2007; O'DELL, 1984).



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Tildpia (Oreochromis niloticus)

As tilapias pertencem a ordem dos Cichliformes, familia Cichlidae,
naturais do continente africano, Israel e Jordania, encontradas principalmente
nas bacias dos rios Nilo, Niger, Tchade e nos lagos do Centro—Oeste africano
(VERANI, 1980). Ha indicios que seu cultivo foi originado a quatro mil anos
atras, antes mesmo do cultivo das carpas ser introduzido na China (BALARIN
e HATTON, 1979).

Existem aproximadamente 70 espécies de tildpia, algumas
possuem relativa importancia comercial tais como: tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus), tilapia-mossambica (O. mossambicus), tilapia-azul (O. aureus), além
de O. maccrochir, O. hornorum, O. galilaeus, Tilapia zillii, T. rendalli, entre
outras (EL-SAYED, 2006, POPMA e LOVSHIN, 1996). Seu cultivo ocorre, na
maioria, em paises que apresentam climas tropical e subtropical (MUNGUTI et
al., 2006).

Até meados da década de 80, grande parte das espécies com valor
comercial pertenciam ao género Tilapia, do qual fazem parte as espécies que
desovam em substratos e nédo realizam a incubacao oral dos ovos. Estudos
realizados por Trewavas (1982) demonstraram mudancgas no comportamento
reprodutivo entre espécies do género Tilapia, o que levou a criacdo de outro
género, o Sarotherodon, no qual o macho ou o casal realiza a incubacéo oral
dos ovos. Estudos seguintes indicaram que tilapias pertencentes ao género
Sarotherodon possuiam diferenga comportamental, justificando assim a
criacdo de um novo género, o Oreochromis que € caracterizado pela
incubacéo oral dos ovos pelas fémeas (TREWAVAS,1983).

A producao de tildpia nas Américas vém crescendo a cada ano,
devido ao aumento do consumo do mercado interno e também do mercado de
exportacdo para os Estados Unidos (KUBITZA, 2000). No Brasil, o primeiro
espécime a ser introduzida foi a tilapia-do-congo (Tilapia rendalli) em 1953,
em Sao Paulo, ja a tilapia do Nilo, procedente da Costa do Marfim, foi inserida
no Nordeste, em 1971 e, posteriormente distribuida pelo restante do pais
(CASTAGNOLLI, 1992). O interesse pelo cultivo dessa espécie, no Sul e
Sudoeste do pais, cresceu rapidamente nos ultimos anos, em virtude da
tecnologia de reversdo sexual e da pesca esportiva representada pelos
pesque-pague. A tilapia é criada em diferentes sistemas, tanto em cultura
semi-intensiva em tanques que recebem dejetos animais, quanto em cultivos
intensivos em raceways e tanques-rede (LOVSHIN, 1997).
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A espécie apresenta caracteristicas altamente desejaveis como a
alta rusticidade, rapido crescimento, resisténcia a altas densidades, adaptacéo
a diferentes sistemas de manejo, habito alimentar onivoro que favorece uma
Otima aceitacdo de racbes comerciais de origem vegetal desde o periodo poés-
larva até a terminacdo. (CASTAGNOLLI, 1992; ZIMMERMANN e
FITZSIMMONS, 2004). Por ser uma espécie tropical, a temperatura ideal para
seu desenvolvimento varia entre 25 a 30°C, tendo seu crescimento afetado
abaixo de 15°C e nao resistindo a temperaturas em torno de 9°C
(CASTAGNOLLI, 1992; KUBITZA, 2000; GONZALEZ e QUEVEDO, 2001;
ONO e KUBITZA, 2003; CYRINO e CONTE, 2006).

A O. niloticus representou cerca de 72,5% da producédo mundial de
tilapias cultivadas em 2010 (FAO, 2010). Sua carne € considerada de otima
qualidade e é o peixe mais importante do século XXI, sendo cultivado em mais
de 100 paises e também no Brasil devido, principalmente, a sua rusticidade e
crescimento acelerado (LOVSHIN, 1997; KUBITZA, 2000). No Brasil a tilapia é
a espécie mais produzida, especialmente pela sua alta aceitagdo no mercado
por ser isenta de espinhos intramusculares e contém rendimento de filé de
aproximadamente 35%, apresentando pacote tecnolégico (CASTAGNOLLI,
1992; HILDSORF, 1995; LOVSHIN, 1998).

2.2 — Microminerais na nutricéo

O desenvolvimento eficiente e saudavel dos animais passa,
obrigatoriamente, pela disponibilidade de uma dieta que forneca as
necessidades basicas de crescimento, contendo concentracdes préoximas do
ideal e seus diversos componentes, aliados a tecnologia de preparacdo. A
estocagem, a concentracdo de vitaminas e minerais, a biodisponibilidade dos
nutrientes sdo exemplos de parametros que interferem no desenvolvimento do
animal (NAVARRO et al.,, 2007). A influéncia da dieta no desempenho
reprodutivo dos peixes permite que os ingredientes sejam utilizados na forma
e niveis mais adequados aos processos metabdlicos. Embora pesquisas
estejam sendo conduzidas na area, para melhorar o aproveitamento do
potencial da piscicultura, sdo poucos os trabalhos que relacionam nutricéo e
parametros reprodutivos (LUQUET e WATANABE, 1986; FERNANDEZ-
PALACIOS et al., 1995; FERNANDEZ-PALACIOS et al., 1997; NAVARRO et
al., 2006).

No organismo animal, os minerais participam em inumeras funcoes,
estas podendo ser estruturais, bioquimicas e enzimaticas. Fazem parte da
constituicdo dos ossos e dentes e fungdes bioldgicas, como composicao de
diferentes compostos organicos, tais como proteinas e lipidios. S&o também
catalisadores de reagfes bioquimicas, principalmente as relacionadas com os
microelementos incorporados ou associados as enzimas, coenzimas ou
cofatores, metaloproteinas e horménios, estes elementos tém papel
fundamental como reguladores da velocidade (catalisadores ou de
desencadeamento de rea¢fes bioquimicas organicas) (ORTOLANI, 2002).

Os cofatores enzimaticos (metaloenzimas; anidrase carbdnica
(Zn2+), citocromo oxidase (Cu+), glutation peroxidase (Se)) séo enzimas que
precisam de ions, chamadas metaloenzimas, podendo estes, atuar de
diferentes maneiras: como centro catalitico primario, no sitio ativo da enzima;
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como complexo de coordenagdo ou grupo de unido entre o substrato e a
enzima; como estabilizador da conformacao da enzima (MACDONALD et al.,
2002). Atuam também na contratibilidade de musculos e transmissdo dos
impulsos nervosos e na manutencdo da homeostase osmotica e do equilibrio
acido-base (GUILLAUME et al., 1999).

Uma caracteristica de destaque da fisiologia mineral é a grande
interacdo (antagbnica ou sinérgica) existente entre 0s minerais que competem
entre si por sitios de ligacgdo em moléculas transportadoras, de
armazenamento e em enzimas, em alguns casos, para que ocorra 0 correto
metabolismo de determinado mineral. As inadequacdes moderadas em
nutricdo mineral, raramente produzem sinais de deficiéncia ou de toxicidade
gue sejam detectaveis em exame clinico. Nesses casos, entretanto, sinais
subclinicos de deficiéncia ou de toxicidade poderdo ser observados se
técnicas investigativas mais detalhadas forem utilizadas. O diagndstico de
deficiéncia moderada de minerais essenciais torna-se mais dificil pois o
esqueleto dos animais pode servir como fonte emergencial de minerais para
manutencao da homeostase eletrolitica no plasma (HARDY, 2001).

Os efeitos causados por microminerais sobre o sistema endocrino
podem se originar de interferéncias sobre o eixo neuroendocrino, composto
por hipotalamo-hipdéfise-gbnadas, que executa a funcdo de controle da
reproducdo em peixes e demais vertebrados. O hipotalamo € modulado
exogenamente por fatores ambientais como fotoperiodo, pH, temperatura, e
endogenamente por meio da dopamina e melatonina (KORF, 2006). Apos,
passa a sintetizar e secretar o neuro-hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), que estimula a adeno-hipofise a sintetizar e secretar a gonadotrofinas
FSH (hormonio foliculo estimulante) e LH (horménio luteinizante) (ROCHA e
ROCHA, 2006).

Embora uma ampla gama de fun¢gBes de microminerais ja tenha
sido demonstrada para humanos e animais domeésticos (bovinos, suinos e
aves) as informacdes para peixes ainda é limitada e incompleta (LALL, 2002).
Parte disso se deve a habilidade desses animais de suprir suas exigéncias por
meio da assimilacdo de ions do ambiente aquéatico, dificultando assim, a
determinacéo da exigéncia nutricional (LOVELL, 1998; LIM et al., 2001; LALL,
2002; TRUSHENSKI et al., 2006; SANZ, 2009; NRC, 2011). Contudo, ha uma
grande diferenciacdo na eficiéncia de absor¢cdo de minerais diretamente da
agua, em funcdo de os alimentos serem a principal fonte de microminerais
(HEPHER, 1988).

2.3 - Cobre

Funcéo, absorgcdo e metabolismo

O cobre apresenta importante papel metabdlico por atuar na
hematopoese e ser cofator enzimatico essencial de inUmeras enzimas, tais
como citocromo oxidase (transporte de elétrons), superéxido dismutase
(combate a radicais livres), lisis-oxidase, dopamina beta-hidrolase, tirosinase e
triptofano oxidase (WATANABE et al., 1997). O cobre ainda exerce influéncia
sobre o metabolismo do ferro, favorecendo a sua absorcédo e reabsorcdo na
mucosa intestinal, favorece o transporte de ferro para o0s tecidos via
ceruloplasmina, uma globulina que € indispenséavel para a oxidacdo do ferro a
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forma férrica, permitindo que este se ligue a transferrina, seja transportado e
armazenado na forma de ferritina (MCDOWEL, 1992). Além disso, o cobre
participa da sintese de hemoglobina, e, apesar de nao fazer parte dela, possui
acao direta, pois estimula a eritropoiese na formacdo do grupo da heme
(McNAUGHTON e DAY, 1979).

Seu metabolismo afeta o desenvolvimento das células T, que sdo
importantes para o desenvolvimento imune dos animais (MCDOWEL, 1992).
Em seres com sistema imune ativado observam-se concentracdes de cobre e
de ceruloplasmina no sangue consideravelmente maiores em relacdo aos
sadios (KOH et al., 1996).

A absorcdo do cobre ocorre no intestino, sendo o duodeno o
principal sitio de absorcdo. Ao entrar no fluido intersticial este mineral é
transportado no sangue por proteinas plasmaticas, albumina e transcupreina,
de carga reversivel (WINZERLING; LAW, 1997), as quais carreiam o cobre
inicialmente ao figado, principal 6rgéo de sua estocagem e metabolismo. Nas
células hepéticas este mineral é rapidamente deslocado para os sitios, sendo
liberado em particulas e subparticulas para a sintese hepatica de proteinas
cobre-dependentes como: ceruloplasmina, eritrocupreina e incorporagdo em
diversas enzimas (LINDER e HAZEGH-AZAM, 1996).

Nao h& evidéncias claras sobre a relacdo entre a concentragcéo de
cobre sanguineo, concentracéo de cobre hepético e fertilidade (HIDIROGLOU,
1979). O cobre geralmente € encontrado associado a proteinas e, na forma
ibnica apresenta toxicidade para os espermatozoides. E integrante da
superoxidodismutase e da ceruloplasmina, que s&o necessérias para a
manutencao do equilibrio na formac&o e na desativacdo de radicais livres e,
como tal, sua deficiéncia implica menor disponibilidade dessas moléculas.

A dieta € a principal fonte de cobre para peixes em Otimas
condicbes de desempenho (HANDY, 1996; KAMUNDE et al., 2002b). De
acordo com Abdel-Tawwab et al. (2007), existem poucos ions de cobre livre
em aguas naturais, pois esse mineral esta associado com ions inorganicos e
substancias organicas. Em funcdo de este elemento ser essencial para todos
0S organismos, incluindo os peixes, 0 mesmo € suplementado em racdes
comerciais (LORENTZEN et al.,, 1998). Quando truta-arco-iris foram
alimentados com dietas purificadas deficientes em cobre, foi possivel observar
um crescimento reduzido, cataratas e reducao na atividade de enzimas cobre-
dependentes, tais como a superdxido dismutase e a citocromo oxidase
(SHIAU e NING, 2003; LIN et al., 2008). Em peixes teledsteos a exigéncia
nutricional é de 3,0 a 10 mg Cu/kg? em base seca na racdo, variando
conforme a espécie, estagio de desenvolvimento e regime alimentar (NRC,
2011).

2.4 - Manganés
Funcdao, absorcéo e metabolismo

O manganés é o décimo segundo elemento mais abundante na
natureza estando amplamente distribuido na crosta terrestre, encontrado
apenas na forma mineral. Quando em concentracdes fisioldgicas, € essencial
para a manutencdo da homeostase dos organismos (KALEMBKIEWICZ et al.,
2008). E fundamental no desenvolvimento normal do organismo, fazendo
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parte dos componentes essenciais das enzimas envolvidas no metabolismo
dos carboidratos, dos lipidios e das proteinas, reproducdo e como cofator de
enzimas (PRESTIFILLIPPO et al., 2007). E absorvido por toda a extensdo do
intestino delgado e esta presente principalmente nos 0ssos, e também no
figado, musculo, rins, gbnadas e pele (HURLEY e KEEN, 1987; LALL, 2002).
E cofator de uma série de enzimas como o superdxido dismutase, aquelas
envolvidas na oxidacdo da glicose, metabolismo de &cidos graxos e
aminoacidos (LOVELL, 1998; SATOH et al., 2001), bem como, na sintese da
ureia a partir da amoénia (NRC, 2011).

Em animais terrestres, € um dos minerais responsaveis pelo
funcionamento do cérebro, prevencao de deformidades 6sseas e reproducao
(SATOH et al., 2001). Arginase, piruvato carboxilase e superdxido dismutase
sdo metaloenzimas que contém manganés, enquanto quinases, transferases,
hidrolases e decarboxilases sdo enzimas que podem ser ativadas por este
micromineral (LALL, 2002). Algumas enzimas sao ativadas especificamente
pelo manganés, como a glicosiltransferase (WATANABE et al., 1997). Dessa
maneira, este micromineral pode influenciar no crescimento e na
concentracdo no corpo do animal (PAN et al., 2008).

O manganés participa da sintese do colesterol, e
consequentemente da sintese de esteroide e horménios gonadais. A
metaloenzimas farnesilpirofosfato-sintetase, € ativada pelo manganés em uma
das etapas de controle da sintese do colesterol (HIDIROGLOU, 1979;
GRAHAM, 1991). Na deficiéncia de manganés ocorre a inibicdo da sintese de
colesterol e de seus precursores, limitando a sintese de horménios sexuais
(MARTIN, 1993).

Estudos com ratos mostraram que o manganés atua diretamente
no hipotadlamo, estimulando a secrecdo de LHRH (Horménio liberador do
hormonio luteinizante), FSH (horménio foliculo estimulante) e LH (hormdnio
luteinizante). A secrecdo de LH controla a producédo de testosterona pelas
células de Leydig, provocando aumento na espermatogénese, acelerando o
inicio da puberdade (LEE et al., 2006; CHENG et al., 2003; e PRESTIFILIPPO
et al., 2007).

Sistemas hormonais dependentes de mensageiros como adenilato-
ciclase, guanilato-ciclase e calmodulina sdo modulados por sais intracelulares.
O manganés é um estimulante poderoso da atividade da adenilato-ciclase na
célula espermética e nas concentracées de AMPc (adenosina-monofosfato-
ciclico) foram correlacionadas com a motilidade dessas células. Um estudo
com sémen congelado mostrou que a presenca de manganés (e de
magnésio) melhorou a fertilidade e propiciou maior manutencéo da viabilidade
espermatica (LAPOINTE et al., 1996).

Mesmo sendo um elemento essencial aos organismos, o Mn pode
causar toxicidade para peixes e outros organismos aquaticos, havendo
variacfes na intensidade de acordo com a espécie e estadio de vida, além da
possibilidade de sofrer influéncia pela dgua (VIEIRA et al., 2012). Animais
expostos a altas concentracfes de Mn apresentam mudancas na atividade
normal do sistema enddcrino, principalmente alteragcdes na producdo e
secrecdo de hormdnios sexuais (PINE et al., 2005).
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Correia (2012) utilizando fémeas maduras de lambari (Astyanax
bimaculatus), observou que o0 manganés provocou uma reducdo nas
concentracdes de hormonios esteroides tais como 17a-OHP, cortisol e o
horménio tireoidiano tirotoxina (T4). Contudo, quando observada em animais
de laboratério de ambos o0s sexos, a deficiéncia de manganés esta
relacionada a prejuizos no crescimento e na reproducdo, sugerindo assim,
significativa importancia nos processos de reproducéo (SMITH, 1944).

Nas espécies Channel catfish (bagre-americano) (GATLIN and
WILSON, 1984), Atlantic salmon (Salméao Atlantico) (MAAGE et al., 2000) and
Gibel carp (carpa prussiana) (PAN et al., 2008), as exigéncias de manganés
sao descritas como 2,4; 7,5 e 13 mg Mn/kg da dieta, respectivamente. Em se
tratando de peixes confinados, a exigéncia de Mn para a manutencdo da
salde permanece entre 2,4 a 19,0 mg/kg de Mn em sua dieta (WATANABE,
1997).

2.5-Zinco

Funcéo, absorgcdo e metabolismo

O zinco (Zn) participa do metabolismo de carboidratos, lipidios,
proteinas e acidos nucléicos. Atua como componente catalitico ou como
estabilizador de metaloenzimas (Cu-Zn-superoxido-dismutase, anidrase
carbbnica, desidrogenase alcodlica, carboxipeptidase, fosfatase alcalina e
RNA-polimerase), além de ser necessario para a estabilidade celular
(GRAHAM, 1991). E necessario para a atuacéo quase 300 enzimas, e tem um
papel catalitico, co-catalitico e/ou estrutural na conformacdo de proteinas
(TAPIERO & TEW, 2003). A estabilizacdo de membranas celulares, a
polimerizacdo de microtubulos, a estrutura e/ou a funcdo de RNA e DNA
parecem depender de zinco, além da regulacdo de sistemas hormonais. O
zinco possui atividades regulatérias com a calmodulina, com a proteina-
guinase dependente de célcio (PKC), na formacédo de fosfato de inositol, na
atividade da adenosina-trifosfatase transportadora de sddio e potassio, na
atividade da fosfatase da proteina, na ligagdo ao horménio tireoidiano e ao
receptor do estradiol (GRAHAM, 1991).

Existe uma correlagéo significativa entre a concentragcao de zinco
corporal e o crescimento animal (LORENTZEN e MAAGE, 1999). A
participacdo em todas as fases de crescimento celular sugere que todos os
tecidos possam ser prejudicados na deficiéncia deste mineral. O zinco néo se
acumula em reservas, porém, pode ser reaproveitado quando houver
reabsorcao 0ssea e catabolismo tissular. A deficiéncia de zinco tem resultados
aparentes na producdo animal e provoca disfungdes enddcrinas,
particularmente do metabolismo de glicose, da atividade do hormdnio de
crescimento e da reproducdo. A sua deficiéncia também impede a mobilizagédo
hepatica de vitamina A.

Peixes alimentados com dietas deficientes em zinco apresentam
crescimento reduzido, anorexia, catarata, erosdo das nadadeiras, dentre
outros sinais clinicos. A gqueda no consumo alimentar, originado pela ingestéao
de dietas deficientes em zinco, leva a ingestdo inadequada dos demais
nutrientes, exacerbando, dessa forma, o quadro de deficiéncia nutricional
(BUENTELLO et al., 2009). Uma dieta deficiente em zinco esta associada ao
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comprometimento de componentes celulares humorais da resposta
imunoldgica (GRAHAM, 1991; O’'DELL, 1996; ROSSI et al., 2001).

A deficiéncia de zinco altera a estrutura e a funcdo do
citoesqueleto. Esse, por sua vez, interage com mensageiros secundarios da
acao hormonal e/ou controla a localizagdo de moléculas de regulagdo e assim
interfere na expressdo genética. Por exemplo, a capacidade das células
nervosas de transmitir estimulos da sinapse ao nudcleo necessita do
reposicionamento de fatores de transcricao, tal como o fator nuclear kB (NF-
kB). Na deficiéncia de zinco, h& prejuizo da polimerizacdo da tubulina, inibindo
o transporte do NF-kB ao nucleo, o que prejudica a regulacdo genética dele
dependente. A deficiéncia de zinco, ao modificar o citoesqueleto, pode afetar
a proliferacdo, a diferenciacdo, a plasticidade e a sobrevivéncia celular
(MACKENZIE et al., 2006).

O zinco, juntamente com o cobre, é componente da enzima
superoxido dismutase, que exerce importante funcdo antioxidante no
organismo (EVANS e HALLIWELL, 2001). O seu papel na protecdo de
membranas biolégicas dos danos por radicais livres da-se, devido a alguns
fatores: manutencdo de concentracdo adequada de metalotioneinas que
também sequestram radicais livres; composicdo da superédxido dismutase,
protecdo de tidis; e prevencdo da interacdo de grupos quimicos com ferro
para formar radicais livres (TAPIERO & TEW, 2003). O zinco pode
antagonizar oxida¢cdes mediadas por metais de transicdo e é capaz de inibir
processos de oxidacdo de proteinas. Mais do que isso, 0 zinco exerce um
papel importante na modulagéo da atividade de caspases, enzimas envolvidas
no apoptose (POWELL, 2000). Por prevenir a peroxidacdo dos lipidios das
membranas celulares, 0 zinco atua, ainda, na estabilizacdo quimica dos
tecidos vivos (BETTGER et al., 1980).

Muitas das proteinas essenciais a maturacdo epididimal dos
espermatozoides sdo androgeno-dependentes (FLICKINGER, 1981; HAIDER
et al., 1983), de modo que a deficiéncia de zinco leva a disfuncdo gonadal
(MILLER et al., 1958; PRASAD et al., 1967), falha na espermatogénese,
reducdo na secrecao de testosterona, diminuicdo do peso testicular e atrofia
dos tubulos seminiferos (MILLER et al., 1958; TANEJA & NIRMAL, 1980;
SAXENA et al., 1991; KAJI, 2001), além de estar ligada a crescimentos
malignos nos testiculos (GUNN & GOULD, 1970). E comum observar
hipogonadismo em machos que apresentam deficiéncia em zinco, estando
relacionado as células de Leydig, que sdo a principal fonte de andrégenos,
entre eles a testosterona, no macho. A deficiéncia de zinco prejudica a
resposta das células de Leydig as gonadotrofinas (KAJI, 2001).

As gbnadas sao os tecidos que mais rapidamente crescem no
organismo. Enzimas vitais para a sintese de acidos nucléicos e de proteinas
sdo metaloenzimas dependentes de zinco, tais como a DNA-polimerase, a
RNA-polimerase e a timidina quinase (SLATER et al., 1971; PRASAD &
OBERLEAS, 1973). Assim, o microelemento esté relacionado a integridade
funcional do DNA, por evitar sua destruicdo mediante inibicdo de enzimas
degradantes (COLEMAN, 1983).

No alimento, admite-se que a presenca de zinco néo € indicativa de
sua biodisponibilidade (MAFRA e COZZOLINO, 2004). O zinco é indisponivel
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nos ingredientes vegetais para 0s peixes. Isso se deve a complexacdo do
zinco com fatores antinutricionais presentes nesses alimentos, principalmente
com o acido fitico (BARROS et al., 2004). Peixes e outros animais
monogastricos ndo possuem atividade suficiente de fitase, enzima
responsavel para a hidrolise do fitato. Portanto, mesmo que a dieta contenha
concentracdo de zinco endogena igual ou superior a quantidade exigida, é
necessaria uma suplementacdo de fonte de zinco nas ragbes com
ingredientes de origem vegetal ricos em fitato (DO CARMO e SA et al., 2004).

A absorcao de zinco ocorre, principalmente, no intestino delgado,
sendo transportado para o interior da membrana celular através de
carreadores (UNDERWOOD e SUTTLE, 1999). Dentro da célula da mucosa, a
transferéncia do zinco € realizada por meio da metalotioneina, proteina
produzida no figado, cuja sintese é influenciada pelos niveis dietéticos e
plasmaticos de zinco (MCDOWELL, 1992).

A exigéncia de zinco em dietas para peixes confinados varia entre
15 a 40 mg/kg de dieta, resultados esses, obtidos por meio de pesquisas
utiizando ingredientes purificados, isentos de fatores antinutricionais
(WATANABE et al.,, 1987). As dietas comerciais de peixes contém
significativas concentracfes de fatores antinutricionais, especialmente aquelas
a base de ingredientes vegetais. Por isso, essas dietas devem receber maior
suplementacdo de zinco para compensar as inevitaveis perdas ocasionadas
pelos fatores antinutricionais, notadamente pelo fitato (STEFFENS, 1987,
BARROS et al., 2004).

2.6 - Estrutura do Testiculo em Peixes

Os testiculos dos peixes estdo localizados na cavidade celomatica,
dorsalmente ao tubo digestivo, ventralmente ao mesonefro e ventro-
lateralmente ao longo da bexiga gasosa. Eles se encontram presos a parede
celomética e a bexiga gasosa pelo mesorquio (LACERDA, 2006).

Macroscopicamente, a tilapia nilética possui um par de testiculos
alongados, com superficie lisa, apresentando tamanho semelhante entre o
direito e o0 esquerdo. Cada testiculo apresenta extremidade cranial afilada,
parte média de forma triangular e porcdo caudal (distal) que se afila
gradualmente até unir-se a do outro testiculo (SILVA, 1987; MATTA, 2000).

Externamente, esse Orgao € revestido de delicada capsula de
tecido conjuntivo, a albuginea testicular, da qual partem septos fibrosos em
sentido radial, delimitando os tdbulos seminiferos que apresentam a mesma
disposi¢éo radiada desses septos. Esses tubulos convergem para um sistema
de ductos eferentes, que por sua vez desembocam no ducto espermatico
principal, que se unira ao ducto espermatico principal do outro testiculo,
formando um ducto Unico que desemboca na papila urogenital (SILVA, 1987).

A organizacdo basica do testiculo € comum aos peixes e aos
demais vertebrados. Esse o6rgdo possui as funcbes espermatogénica e
androgénica, contendo dois compartimentos principais: o intersticial e o
tubular. No compartimento intersticial ou intertubular estdo situados vasos
sanguineos, fibras nervosas, células e fibras do tecido conjuntivo, além das
células de Leydig, que possuem funcédo esteroidogénica. A producdo de
andrégenos tem importancia na diferenciacao sexual; no desenvolvimento das
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caracteristicas sexuais secundarias e comportamento sexual e na regulagcéo
da espermatogénese (MIURA, 1999, LACERDA, 2006).

O compartimento tubular contém células somaticas (células de
Sertoli) e as células germinativas que formardo os espermatozoides, depois
passarem por processo complexo e organizado da espermatogénese
(MATTA, 2000). Unidas entre si por complexos juncionais especializados, as
células de Sertoli dos teledsteos delimitam fisica e funcionalmente um clone
de células germinativas no mesmo estadio de desenvolvimento que tem
origem a partir de uma Unica espermatog6nia primaria, formando, assim, os
espermatocitos ou cisto espermatogénico. Dessa forma, as células de Sertoli
fornecem as células germinativas suporte fisico e importantes fatores para a
sobrevivéncia, diferenciacdo e proliferacdo dessas, estando ainda envolvida
na intermediagdo hormonal e com a fagocitose de restos -celulares
(LACERDA, 2006).

2.7 - Espermatogénese em peixes

Exceto pelo arranjo cistico, no qual as células germinativas se
desenvolvem de forma sincronizada (LACERDA, 2006), 0 processo
espermatogénico de teledsteos assemelha-se muito ao de mamiferos.
Durante a fase proliferativa ou espermatogonial, a espermatogobnia primaria ou
tipo A se divide originando espermatogdnias secundéarias ou do tipo B que,
depois de um numero espécie-especifico de divisdes mitoticas, diferenciam-se
em espermatocitos primarios, iniciando a fase meidtica ou espermatocitéria.
Apoés a primeira divisdo meibtica, formam-se os espermatdcitos secundarios
que, num curto intervalo de tempo, originam as espermatides hapldides, por
meio da segunda divisdo meidtica. Em seguida, ocorre a fase espermiogénica
ou de diferenciacdo na qual as espermétides se transformam em
espermatozoides (SILVA, 1987). As espermatogbnias primarias sdo as
maiores células germinativas na maioria das espécies de teledsteos,
apresentando nucleo grande e claro, com pouca heterocromatina, contendo
um ou dois nucléolos muito evidentes (MIURA, 1999).

Apbs sucessivas divisdes da espermatogbnia primaria, o nimero
de espermatogbnias secundarias por cisto aumenta geometricamente,
engquanto o seu diametro nuclear sofre gradual reducao (VILELA et al., 2003).
Em tilapias niléticas (Oreochromis niloticus), com base no namero de células
por cisto e no didametro nuclear/volume celular, foi verificada a existéncia de
pelo menos oito geragcdes espermatogoniais; uma geracao de espermatogobnia
primaria e sete diferentes geracdes de espermatogbnias secundarias.
(VILELA, et al., 2003).

Em bagre africano (Clarias gariepinus) e em tilpia nilética ja
adulta, observou-se que conforme o volume dos cistos espermatogénicos
aumenta, as células de Sertoli sofrem divisdo. Essa atividade mitética é muito
reduzida em cistos meidticos e ausente em cistos poOs-meiodticos. A
proliferacdo das células de Sertoli € considerada o fator primario responsavel
pelo aumento do testiculo e da producdo espermatica observado nos
tele6steos. Em condi¢cdes naturais, a proliferacdo das células de Sertoli no
testiculo de mamiferos adultos ndo é observada (FRANCA e RUSSELL,
1998).
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2.8 - Fases Reprodutivas

Brown-Peterson et al. (2011), apdés uma extensa pesquisa de
revisdo na area, apresenta uma proposta para caracterizacdo das fases
reprodutivas dos teledsteos, a qual reline 0s aspectos macro e microscopicos
das gbnadas ao longo do ciclo reprodutivo. Nela sdo reconhecidas 4 fases ao
longo do ciclo reprodutivo dos individuos aptos a reproducéo:
Desenvolvimento; Apto a Desoval/Liberacdo de Esperma; Regressdo e
Regeneracdo (Figura 1). Gonadas Imaturas seriam aquelas dos individuos
gue ainda nao estao aptos para a reproducéo, isto €, ainda muito jovens e fora
do ciclo reprodutivo. Apesar de a proposta de Brown-Peterson et al. (2011) ter
sido primariamente desenvolvida para os Perciformes marinhos, é facilmente
adaptavel para os teleGsteos em geral.

A caracterizacao histolégica das fases reprodutivas em machos,
tem por base as alteracdes que ocorrem no epitélio dos tabulos seminiferos,
considerando a presenca ou auséncia de espermatocistos e o tipo de células
germinativas contidas nos espermatocistos presentes. Quando o epitélio
seminifero esta totalmente tomado pelos espermatocistos, ele € dito continuo.
Conforme a gbnada se desenvolve e a espermatogénese avanca e se
completa, os espermatocistos se abrem para liberar os espermatozoides.
Como resultado da néo reposicdo dos espermatocistos, o epitélio passa a ser
formado apenas pelas células de Sertoli e é dito descontinuo (Brown-Peterson
et al., 2011).

Tabela 1. Fases reprodutivas dos machos. Descricdo geral das fases dos
ciclos reprodutivos em peixes. O tempo de cada fase é espécie-dependente.
Esquemas da classificacdo histolégica desenvolvida de espécies individuais
podem ser adicionados como subfases dentro de cada fase definida. Alguns
critérios listados para as fases podem variar dependendo da espécie,
estratégia reprodutiva ou temperatura da agua.

Fase Terminologia Caracteristicas macroscoépicas e
anterior microscopicas

Imaturo: Imaturo, Testiculos pequenos, translucidos e

Nunca liberou esperma. virgem. filiformes.

Somente espermatogdnias
indiferenciadas presentes.
Ldmen dos tubulos imperceptivel.

Desenvolvimento: Em maturacgéo, Testiculos pequenos, mas
Testiculos comecandoa  desenvolvimento facilmente identificaveis. Inicio da
crescer e inicial, espermatogénese e formacédo dos
a desenvolver. maturacao inicial, espermatocistos. Espermatogbnias
amadurecimento. diferenciadas, espermatocitos

primarios, espermatécitos
secundarios, espermatides iniciais e
mesmo finais podem estar presentes
no interior dos espermatocistos.
Espermatozoides presentes no
lamen dos tubulos seminiferos ou
ductos espermaticos.

Epitélio germinativo continuo ao



Apto a liberar esperma:
Os peixes encontram-se
aptos para liberar
esperma neste ciclo,
tanto em termos de
desenvolvimento como
fisioldgicos.

Regresséao:
Término da liberacéo de
esperma.

Regeneracéo:
Maduro sexualmente,
reprodutivamente inativo

Desenvolvimento
tardio, maturacéo
intermediaria,
maturacao final,
maduro,
parcialmente
esgotado,
maturando,
maduro, liberando
esperma

Esgotado,
regressao,
pos-liberacéo de
esperma,
recuperacao.

Em repouso,
regredido,

em recuperacao,
inativo.
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longo de todo o testiculo.

Subfase “Desenvolvimento inicial”
Apenas espermatogdnias e
espermatoicitos primarios presentes
nos espermatocistos.

Testiculos grandes, firmes e opacos.
Espermatozoides presentes no
ldmen dos lébulos/tubulos
seminiferos e/ou ductos
espermaticos. Todos os estagios da
espermatogénese
(espermatogbnias, espermatdécitos,
espermatides) podem estar
presentes nos espermatocistos ao
longo do epitélio
seminifero/germinativo que pode ser
continuo ou descontinuo.
Caracteristicas do epitélio
germinativo nessa fase:

Inicial, epitélio continuo ao longo de
todo o testiculo;

Intermediaria, epitélio descontinuo
nas proximidades do ducto
espermatico;

Final, epitélio descontinuo por todo o
testiculo.

Subfase “Liberacéo ativa de
esperma”

Esperma liberado sob suave
pressdo do abdémen

Testiculos pequenos e flacidos,
esperma nao liberado sob pressao.
Presenca de espermatozoides
residuais no limen dos tubulos
seminiferos e/ou ductos
espermaticos. Espermatocistos
contendo espermatides néo
liberadas, dispersos pelo epitélio
seminifero. Proliferacdo das
espermatogonias e regeneracdo do
epitélio germinativo podem ter inicio.

Testiculos pequenos, filiformes.
Ldmen dos tubulos seminiferos néo
detectavel ou discreto.
Espermatogbnias em proliferacéo
por todo testiculo. Epitélio seminifero
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continuo. Espermatocistos podem
estar ausentes. Espermatozoides
residuais ocasionalmente presentes
no limen dos lébulos/tubulos
seminiferos e ducto espermatico.

Adaptado de Brown-Peterson et al. (2011).

2.9 - indice Gonadossomatico

O indice gonadossomaético (IGS) representa o percentual de massa
gue as gbnadas representam no peso corporal e é utilizado como importante
parametro reprodutivo para fémeas e machos. Em machos, esse indice nem
sempre representam adequadamente a condi¢cdo reprodutiva, particularmente
em peixes (NIKOISKI, 1963; VAZZOLER, 1996). InUmeros autores tém
utiizado o indice gonadossomatico em estudos relacionados a biologia
reprodutiva (ANDRADE, 1980; FERREIRA, 1986; FERREIRA e GODINHO,
1990; COSTA, 1999) ou para associa-lo a maturidade e a fecundidade dos
individuos (JONS e MIRANDA, 1997).

Durante o processo de maturacdo gonadal ocorre o aumento
gradativo dos valores de IGS, em que o maior valor é atribuido ao estadio de
maturacdo mais avangada dos machos, e o0s valores menores Ss&o
relacionados a fases como regressdo, regeneracdo e imaturo. Esse
comportamento foi observado em Leporinus copelandii (Nomura, 1976),
Colossoma mitrei (Ferraz de Lima, 1984), Parodon tortuosus (Azevedo et al.,
1988); Shizodon knerii (Ferreira e Godinho, 1990), Leporinus friderici (Barbieri
e Santos, 1988) e em Leporinus piau (Tavares e Godinho, 1994).

Jons e Miranda (1997) concluiram que as oscilagdes sazonais do
peso das gbnadas podem ser utilizadas como indicador grosseiro da época de
reproducdo da populacdo. Para Tavares e Godinho (1994) os valores
maximos de IGS para L. piau coincidiram, em ambos 0S sexo0s, com 0S
estadios de maturagcdo avancada e intermediaria e os valores minimos com o
estadio de repouso. A sazonalidade do desenvolvimento das gonadas esta
associada também com o armazenamento de reservas organicas e minerais
nos tecidos somaticos, que sao transferidas para as gdnadas durante a
gametogénese (LAWRENCE, 1976).

Entretanto, as gbnadas ndo dependem somente da quantidade e
da qualidade do alimento consumido, mas também de outros fatores, como a
guantidade de luz e variacdo da temperatura (NIKOLSKY, 1963).



3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Piscicultura,
AQUAM, localizado no Departamento de Zootecnia da Faculdade de
Agronomia, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Durante o periodo
de marco a outubro de 2015. As analises histologicas foram realizadas no
Laboratério de Histologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Rio Grande.

3.1 - Animais

Foram utilizadas 1200 tilapias, todos revertidos sexualmente,
distribuidas aleatoriamente, em 24 tanques de 500 It, divididos ao meio,
formando assim, 48 unidades experimentais, com uma densidade de 50 peixes
por tanque. As tilapias foram alocadas nos tanques, para um periodo de
adaptacdo de duas semanas. Apés, realizou-se uma biometria inicial,
redistribuindo os animais em 25 por unidade experimental com peso médio de
120g.

3.2 — Dieta experimental

As tilapias foram alimentadas, duas vezes ao dia, ad libitum, as 9:00
e as 17:00 horas, com produto comercial Availa® Sow, em seis diferentes
niveis de inclusdo de manganés (Mn), cobre (Cu) e zinco (Zn), sendo eles
(0,00; 0,35; 0,70; 1,05; 1,40 e 1,75 g/ton). Diariamente, foi realizado o processo
de sifonagem para retirada de sobras de racdes e fezes dos animais.

A dieta controle (Tabela 1) foi elaborada de forma a ser isoproteica e
isoenergética, com 27% de proteina bruta (PB) e 3075 kg de energia
digestivel/kg (kg ED/kQ), respectivamente (FURUYA et al., 2010), balanceadas
de acordo com os valores de ED, PB, aminoacidos digestiveis e fosforo
disponivel (PEZZATO et al., 2002; BOSCOLO et al., 2002; GUIMARAES et al.,
2008 e GONCALVES et al., 2009).

Considerando que o produto utilizado na suplementacdo (Availa®
Sow) possui em sua composicdo (Cu 13,40 g/kg; Mn 26,70 g/kg; Zn 66,70
g/kg), a suplementacao mineral nos diferentes tratamentos era composta por:

Tratamento 1 - Dieta controle (DC);

Tratamento 2 - DC + 4,69 mg de Cu, 9,35 mg de Mn e 23,35 mg de
Zn/ kg de racgao;

Tratamento 3 - DC + 9,38 mg de Cu, 18,69 mg de Mn e 46,69 mg de
Zn/ kg de racgao;
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Tratamento 4 - DC + 14,07 mg de Cu, 28,04 mg de Mn e 70,04 mg
de Zn/ kg de racgéo;

Tratamento 5 - DC + 18,76 mg de Cu, 37,38 mg de Mn e 93,38 mg
de Zn/ kg de racéo;

Tratamento 6 - DC + 23,45 mg de Cu, 46,73 mg de Mn e 116,73 mg
de Zn/ kg de ragao.

Previamente ao processo de extrusdo, os ingredientes foram moidos
em peneira (0,70 mm), misturados e, acrescido o 6leo, os tratamentos foram
pré-misturados e depois acrescidos a dieta controle, permitindo uma melhor
homogeneidade da rac&o. As dietas passaram por processo de extrusao em
equipamento de rosca simples, obtendo-se péletes com diametro geométrico
médio, aproximado, de 3,0 mm para primeira fase e 6,0 mm para segunda fase.
Posteriormente a extrusdo, as racdes passaram por secagem em estufa de
ventilagdo forcada, (550°C/24h), e armazenadas.

Tabela 2. Ingredientes e composicao calculada da dieta experimental oferecida
as Tilapias (Oreochromis niloticus), com base na matéria seca.

Niveis de inclusdo de Availa® Sow (%)
0,00 0,35 0,70 1,05 1,40 1,75

Ingredientes (%)

Farelo de Soja 45% 52,00 52,00 52,00 52,00 52,00 52,00
Milho 29,00 29,00 29,00 29,00 29,00 29,00
Farelo de Arroz 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00 9,00
Oleo de Soja 4,84 4,84 4,84 4,84 484 4,84
Fosfato Bicalcico 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Premix vitaminico® 15 15 1,5 15 15 1,5

L — Treonina 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09
DL — Metionina 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Inerte (Caulim) 1,00 0,96 0,93 0,89 0,86 0,83
Availa® Sow 0,00 0,03 0,07 0,10 0,14 0,17
Total (%) 100 100 100 100 100 100

Composicado Calculada
Energia Digestivel (Kcal/lKg) 3075 3075 3075 3075 3075 3075

Proteina Bruta % 27,36 27,36 27,36 27,36 27,36 27,36
Extrato Etéreo 2,20 2,20 2,20 2,20 220 2,20
Calcio % 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34 0,34
Fosforo % 0,51 0,51 0,51 0,51 0,51 0,51
Lisina % 1,38 1,38 1,38 1,38 1,38 1,38
Metionina % 0,47 0,47 0,47 0,47 0,47 0,47
Met. + Cistina % 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
Treonina % 1,07 1,07 1,07 1,07 1,07 1,07

Ipremix vitaminico: composigao/kg de produto: Pantotenato de Calcio = 1.045mg, Cloreto de
Potassio = 15g, Cloreto de Sédio = 38g, Inositol = 14g, Citrato de Colina = 60g, Acido Félico =
320 mg, Nicotinamida = 9.000 mg, Vitamina A = 8.000 UI, Vitamina B1 = 2.940 mg, Vitamina B2
= 8.640 mg, Vitamina B6 = 3.000 mg, Vitamina B12 = 750 mcg, Vitamina D = 162.500 UlI,
Vitamina E = 100 UL.
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3.3 —Qualidade da agua

As analises dos parametros fisicos e quimicos da &agua foram
realizadas semanalmente para amonia, alcalinidade, nitrito e dureza e,
diariamente, para temperatura, oxigénio e pH. A temperatura e oxigénio da
agua foram obtidas diariamente, com oximetro digital (Modelo 550A — YSI —
Yellow Springs, EUA), pH com um pHmetro digital (Servylab mPA/210). A
amonia, alcalinidade, nitrito e dureza foram analisados por meio do uso de kit
colorimétrico Alfakit®.

O experimento foi executado em sistema de recirculagcdo de agua,
termorregulado, dotado de filtro biolégico, formado por 24 tanques circulares
construidos em PVC com capacidade de 500 litros cada, divididos ao meio,
com entrada e saida de agua independentes e renovacdo de agua constante
(Figura 1).

Figura 1 - Foto das unidades experimentais de unidade de recirculacdo onde as
tilapias estavam alocadas no experimento com suplementacdo mineral.

3.4 — Coleta de gbnadas

Foram coletadas gonadas de oito peixes/tratamento nas semanas 16
e 32 apobs o inicio do experimento. Para as coletas, 0s peixes permaneceram
em jejum (-12 + 0,5 horas) e foram anestesiados com benzocaina (30mg/L de
agua) (BROWN, 1988). A partir dos resultados da biometria foi determinado
valores para peso total e comprimento padréo e total. Os peixes utilizados para
a coleta foram sacrificados por seccdo medular e eviscerados para obtencéo
do comprimento e largura das gbnadas e indice gonadossomatico. As gbnadas
coletadas, foram fixadas em solucdo de formaldeido 4% tamponado e apos 12
horas, transferidos para &lcool 70% (NAKATANI et al., 2001).

3.5 - Andlise histolégica
Para a analise histolégica, as gbnadas foram seccionadas
transversalmente (0,3 — 0,5 mm) e processadas automaticamente a vacuo
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(Leica ASP200S). As seccbes foram impregnadas e embebidas em Paraplast
Xtra (Sigma P3808) e os blocos resultantes cortados em secdes de 6 um
usando um micrétomo rotativo motorizado (Leica RM2255). Laminas obtidas
com secdes foram coradas com hematoxilina e eosina (CARSON & HADLIK,
2009). As secdes histologicas foram fotografadas usando uma camera digital
(Olympus DP72) acoplada ao microscépio (Olympus BX51). Os procedimentos
histolégicos de rotina seguiram as recomendacfes de Lemos et al. (2014).

3.6 — Microscopia de luz

No microscopio de luz (40X) avaliou-se o numero de células
presentes no tecido testicular. Pontos correspondentes a espermatogonias,
espermatocitos, espermatides, espermatozoéides foram computados em cinco
campos aleatoriamente distribuidos para cada animal. As contagens foram
realizadas manualmente com o auxilio de um contador mecénico. Os valores
foram transformados para nimero de células por mm3, para posterior analise
estatistica.

3.7 — Anédlise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com
medidas repetidas no tempo, com seis tratamentos e oito repeticbes de area,
sendo os tanques foram considerados as unidades experimentais. Foi realizada
a analise de normalidade dos dados para todas as variaveis dependentes pelo
teste de Shapiro-Wilk. O peso da gbnada e indice gonadossomatico foram
transformadas para logaritmo. O residuo da largura da gb6nada foi
transformado. Utilizou-se um modelo misto com o efeito fixo de tratamentos,
coletas e suas interacdes e os efeitos aleatérios do residuo e de tildpias
aninhadas nos tratamentos, utilizando o procedimento MIXED. Quando
observadas diferencas, as médias foram comparadas pelo recurso Ismeans. As
médias foram submetidas ao teste de correlacdo de Pearson. Foram utilizados
testes de selecdo da estrutura, utilizando o critério de informagéo bayesiano
(BIC), para determinar o modelo que melhor representasse os dados. O
programa estatistico utilizado foi o SAS versdo 9.4 (2014). Foi adotado 5%
como o nivel de significancia maximo das analises.



4. RESULTADOS

N&o foi observado interagcéo (P=0,2400; Tabela 3) entre tratamentos
e coletas IGS. Nao foi observada diferenca (P<0,05, Tabela 4) entre tratamento
e coleta para numero de espermatozoéides. Porém, na primeira coleta as
tilapias com maior nimero de espermatozoéides foram as que receberam o
tratamento 1, e 2. Em contraste os animais que receberam o tratamento 6
produziram uma menor quantidade de espermatozoides por mm3. Quanto a
segunda coleta o maior niumero de espermatozoides foi observado apenas no
tratamento 1 com média de 4836 células/mm3,

Foi observado diferenca (P<0,05, Tabela 4) entre tratamento e
coleta para numero de espermatides, apenas nos tratamentos 1 e 2. Todavia,
dentro da mesma coleta, os animais que receberam o tratamento 1 foram
superiores aos demais neste parametro. Quando coletados com trinta e duas
semanas, apenas o tratamento 2 diferiu dos demais, quanto ao nimero menor
de espermatides por mm?.

Tabela 3: indice gonadossomético de machos de tilapia alimentados com dieta
suplementada com produto comercial (Cu 13,40 g/kg; Mn 26,70 g/kg; Zn 66,70

a/kq).

Tratamentos
Coletas
(semanas) 1 2 3 4 5 6 Média p* p*
IGS (%)
1 0,60+0,06 0,71+0,08 0,49+0,06 0,58+0,08 0,66+0,24 0,71+0,14 0,62+0,05 0,9363 0,8467
2 0,69+0,12 0,78+0,09 0,53+0,11 0,62+0,09 0,66+0,15 0,46+0,04 0,63+0,04
Média 0,64+0,07 0,75+0,06 0,51+0,06 0,60+0,06 0,66+0,14 0,59+0,08 0,1923

*Probabilidade Coletas e Tratamento, letras diferentes nas linhas e colunas diferem entre si
pelo Teste de Tukey (P<0,05); **Probabilidade interac@o tratamento e coleta, letras diferentes
nas linhas diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).



Tabela 4: NUimero de espermatogbnias, espermatdcitos, espermatides, espermatozoides e total de células por mm? de
machos de tilapia alimentados com dieta suplementada com produto comercial (Cu 13,40 g/kg; Mn 26,70 g/kg; Zn 66,70

g/kQ).
Coleta Tratamentos
(semana) 1 2 3 4 5 6
Ndmero de espermatozoides (mm?)
16 15047+15444a 13990+10174B2 11504+99182 11693+93282 10841+11518 5186+942¢2
32 48361154442 10430+13298 12552+7815¢ 10810494782 10436188652 735547282
NUmero de espermatides (mm?)
16 9569+61142 8626+444A82 8014+5358¢ 7354+402B¢ 68656682 5038+424P2
32 6790+9614° 4596+430°° 6512459242 6960152144 680214594 4974+398702
Ndmero de espermatocitos (mm?)
16 8402+409%2 6913+30552 593042622 6042+264ca 4198+180°2 4017+298P2
32 3480+244°Pp 4090+198°° 396742308 4799+2117° 4314421082 3039+128P°
NlUmero de espermatogdnias (mm?)
16 3313+1798 3549+23368 3534+1248a 434612297 3289+1328 2507+118<
32 1642+1198CP 1842+9458° 1125+59°° 2719+137%° 1706+885¢P 14371827
Ndmero de outras células (mm?)
16 201+48ga 28416452 594+60%2 191+4482 59615974 29712782
32 90+16"° 103+20%° 67+16"° 80+18%° 83+15%° 79+18%°
Ndmero total de células (mm?)
16 36534+1719%2 33364+1178% 29578+122652 29628+98652 25791+1550<2 17047+1142P2
32 26840+1790° 21070+1281F° 24224+118748P 25370+928"° 25505+106242 16886+1026¢2

AB.C | etras sobrescritas mailsculas diferentes significam, na linha, diferenca estatistica entre os tratamentos (P < 0,05).
ab.¢ | etras sobrescritas mintsculas diferentes significa diferenca estatistica entre coleta. (P < 0,05).

A
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= 16 semanas

= 32 semanas

= 16 semanas
m 32 semanas

m 16 semanas

m 32 semanas

m 16 semanas
m 32 semanas

espermétides,

espermatozoides e total de células por mm? de machos de tilapia alimentados
com dieta suplementada com produto comercial (Cu 13,40 g/kg; Mn 26,70 g/kg;

Zn 66,70 g/kg).
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Houve diferenca entre coletas (P<0,05, Tabela 4) para niumero de
espermatocitos para todos os tratamentos, exceto o tratamento 5. Quanto as
tilapias do tratamento 1, durante a primeira coleta, foi observado maior niumero
de espermatoécitos/mms3. Todavia, na segunda coleta, as tilapias alimentadas
com os tratamentos 4 e 5 foram superiores aos demais tratamentos (Figura 2).

Todos os tratamentos apresentaram diferenca entre coletas (P<0,05,
Tabela 4) para nimero de espermatogénia entre coletas, sendo que na coleta 1
no tratamento 4 foi observado o maior nimero de células/mm?3. J& segunda
coleta, os animais no tratamento 4 e 6 apesentaram maiores numeros de
células/mm?.

O numero de total de células ndo apresentou diferenca nas coletas
(P<0,05, Tabela 4) dos tratamentos 5 e 6. Quanto aos animais nos tratamentos
1 e 2 ndo houve diferenca para o nimero total de células, sendo os mesmos
com as medias mais elevadas. Por outro lado, na segunda coleta, o tratamento
1 continuou como sendo 0 com 0 maior nimero assim como 0s animais nos
tratamentos 4 e 5.

Tabela 5: Correlacdo de Pearson para numero de células por mm3 e
tratamentos crescentes de suplementacdo de produto comercial (Cu 13,40
g/kg; Mn 26,70 g/kg; Zn 66,70 g/kg)

Parametro Tratamentos
N° espermatozoides -0,3076
N° espermatides -0,2016
N° espermatécitos -0,3409
N° espermatogbnias -0,0700
N° Leydig #
N° Total de células -0,3926

# Correlacdo de Pearson que ndo foi estatisticamente significativa, as demais sé&o
estatisticamente significativas (P < 0,05).



5. DISCUSSAO

A suplementacdo de microminerais pode levar a respostas nem
sempre positivas &s variaveis zootécnicas. No presente estudo apos 32
semanas de exposicdo diaria as doses suplementadas com niveis mais
elevados dos microminerais combinados (0,35; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75 g/ton),
podem ter levado a um quadro de comprometimento na formac&o dos
espermatozoides. Se por um lado os dados de gametogénese convergiram
para respostas semelhante para a maioria dos parametros, os dados
biométricos tiveram poucas alteracdes significativas.

Isoladamente ou em conjunto 0s microminerais podem provocar
efeitos negativos. Em altas doses o0 zinco seguramente afeta o
desenvolvimento das células germinativas de A. bimaculatos, provocando
retardo no desenvolvimento celular da espermatogénese, comprometendo o
processo de divisdo celular (SANTOS, 2009). Neste estudo, o fato relacionado
no paragrafo anterior possui similaridade com os resultados encontrados na
espermatogénese das tilapias. Com excec¢do dos tratamentos que receberam o
tratamento 1 (sem microminerais) e o T2 (menor nivel oferecido), os
parametros: numero de espermatozoides, espermatides e espermatocitos e
nimero total de células/mm? foram afetadas nos demais tratamentos (Figura 3
e Figura 4). As respostas gerais da espermatogénese da tilapia, nestas
dosagens mais elevadas, reforcam a ideia quanto a concentracdo maxima
recomendada paras peixes por (WATANABE, 1997; NRC, 2011) de 10mg
Cu/kg-1; 19,0mg Mn/kg-1 e 40 mg Zn/kg-1 para estes minerais.

Outro ponto relevante com relacdo a toxidez dos microminerais, é
que estes podem atuar diretamente sobre o equilibrio entre os hormonios
gonadotroficos, o que reflete na maturacdo, morfologia e fisiologia gonadal
(ADAMS, 1990). A concentracdo de 3,10 mg/kg de cobre na espécie Puntius
conchonius, provocou o desaparecimento de estadios intermediarios entre
espermatogbnias e esperméatides, apos dois meses de exposicdo (KUMAR,
1984). Esta informacdo corrobora com as concentracdes mais elevadas
observadas a partir do tratamento 2, onde todos os resultados foram sempre
comprometedores para a gametogénese. Certamente o desaparecimento dos
estadios intermediérios (espermatides, em especial) impossibilita a formacéo
do espermatozoide.
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Figura 3. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Til4pia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 16 semanas. 1 — Tratamento 1; 2 — Tratamento 2; 3 —
Tratamento 3; 4 — Tratamento 4; 5 — Tratamento 5; 6 — Tratamento 6. G —
espermatogonias, C — espermatdcito, M — espermatide e Z — espermatozoide.

A severa degeneracdo celular reprodutiva observada nas tilapias
expostas as concentracdes mais elevadas de minerais podem ter uma relacéo
com a observacdo de Yamagushi et. al. (2007). Onde o autor estudando o
efeito da exposicdo a metais em iniUmeras espécies de peixes, observaram que
0 processo de espermatogénese ndo prosseguiu além das espermatogonias,



37

pois 0 mesmo foi interrompido devido a morte celular. Todavia, deve ser
considerado o processo adaptativo dos peixes quanto a intoxicacdo com
microminerais, como por exemplo o cobre. Nas tilapias em que foram ofertados
com niveis mais altos de suplementacéo (T3, T4, T5 e T6) (Figura 3) ocorreu
uma melhora no nimero de espermatides, espermatdécitos e espermatogonias.
Este fato pode ter relagcdo com as observacbes de Kumar (1984) em Puntius
conchonius, que verificaram que o cobre interferiu nos estadios germinativos
nos primeiros meses de exposicdo, mas ap0s cinco meses, houve uma
adaptacéao do organismo de forma a reduzir os efeitos negativos do mineral na
multiplicacdo celular. De todo modo, mesmo sendo de amplo conhecimento
que os fatores hidticos e abiédticos interferem no desenvolvimento espermatico,
a literatura é pouco expressiva quanto as informacdes referenciadas a
morfometria e o desenvolvimento gonadal relacionado com microminerais.

Quanto ao zinco, foi observado que em altas doses provoca
apoptose das células de linhagem germinativa, reduzindo assim, a quantidade
de células viaveis. Por exemplo, o fornecimento de doses excessivas de Zn,
pode resultar em interacfes antagdnicas com outros microminerais que podem
competir por um mesmo sitio, podendo assim ocasionar sua deficiéncia
(SIGNOR, 2007). Além disso, 0 zinco possui efeito antagdnico ao cobre devido
a sua similar natureza, competindo, assim, por sitios de ligagdo das proteinas
responsaveis pela absorcdo do mineral (SANDSTROM, 2001; BARROS et al.,
2002; SA, 2003). Kumar (1984) observou que individuos machos de Puntius
conchonius, possuiam lesfes permanentes e severas, COmMO necrose e
degeneracdo de tubulos seminiferos expostos a Zn. Em contraponto, o
manganés possui efeito sobre a atividade dos hormonios sexuais, e em sua
producdo e secrecdo, o que pode explicar os resultados obtidos para numero
se espermatogobnias. A acdo do manganés foi observada por Lee et.al. (2006),
em que constataram que mesmo em baixas concentragdes, ele foi capaz de
induzir a producédo dos hormoénios LH, FSH e T em ratos machos, e induzir a
maturacao desses animais.

A partir dos parametros de gametogénese, podemos obter alguns
questionamentos quanto aos dados biométricos. Pois, como no peso dos
animais na segunda biometria, os valores foram mais elevados para os
tratamentos T1, T2 e T3 em relagcdo aos demais tratamentos. Os resultados na
gametogénese, com excecdo do T3 (Figura 4), também resultaram em
melhores indices na grande maioria dos parametros, mesmo que no parametro
biolégico geral, os IGS dos valores ndo tenham diferidos entre os tratamentos,
porém quando analisamos quanto a desenvolvimento celular reprodutivo, ha
evidencias da reducdo de atividades gametogénica das tilapias nos
tratamentos mais elevados em microminerais (GATLIN Il e WILSON, 1986;
LANNO et.al, SHAW e HANDY, 2006). Vale ressaltar que o NRC (2011) para
teledsteos a exigéncia nutricional é de 3,0 a 10 mg Cu/kg-1 em base seca na
racdo, variando conforme a espécie, estadio de desenvolvimento e regime
alimentar.



38

Figura 4. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 32 semanas. 1 — Tratamento 1; 2 — Tratamento 2; 3 —
Tratamento 3; 4 — Tratamento 4; 5 — Tratamento 5; 6 — Tratamento 6. G —
espermatogonias, C — espermatécito, M — espermétide e Z — espermatozoide.

A auséncia de sinais de deficiéncia nos peixes no T1 (auséncia de
suplementacao de minerais combinados) pode ser explicada pelo fato da dieta
controle suprir a exigéncias minerais por meio da composicéo quimica de seus
ingredientes. Dietas basicas contém fontes proteicas, que podem vir a conter
acidos graxos e minerais, o que dificultam a interpretacdo de estudos
(CLEARWATER et.al, 2002). Os microminerais podem ser encontrados
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distribuidos tanto nos alimentos quanto no ambiente aquatico, entretanto em
situacOes extremas pode vir a ocorrer situacfes de deficiéncia (LALL, 2002).
Ressaltando que as tilapias sao filtradoras de zooplanctons e retiram o
percentual quase total, que necessitam destes organismos.

Com relacdo a auséncia de diferenca para os dados de indice
gonadossomatico, embora seja bastante usual, a utilizacdo deste parametro
como indicador de desenvolvimento de peixes, pode ndo ser sempre um indice
confiavel de atividade gonadal, especialmente em relacéo a individuos machos
(MATTA et.al,, 2009). Alteragdes no IGS sdo comumente observadas em
peixes expostos a poluentes (KIME, 1995), como a constatacdo de Levesque
et.al. (2006) em Perca flavescens observou a reducdo do IGS ap0s exposicao
a diferentes metais.



6. CONCLUSAO

Os niveis mais elevados de um sal mineral comercial (0,70; 1,05; 1,40 e 1,75
mg/Kg), correspondendo a: Cu 13,40 g/kg; Mn 26,70 g/kg; Zn 66,70 g/kg, foram
danosos aos parametros da gametogénese numero de espermatécitos,
espermatides e espermatozoides para machos reprodutores de tilapia do nilo
(Oreochromis niloticus).
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ANEXOS 1

Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina de
Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de 40X,
coletadas com 16 semanas.

Figura 1. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 16 semanas, (Tratamento 1 — Dieta Controle).
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Figura 2. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Til4pia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 16 semanas, (Tratamento 2 - DC + 4,69 mg de Cu, 9,35
mg de Mn e 23,35 mg de Zn/ kg de racao).
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Figura 3. Fotomicrografias das laminas histolégicas, corte de gbnada masculina
de Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 16 semanas, (Tratamento 3 - DC + 9,38 mg de Cu, 18,69
mg de Mn e 46,69 mg deZn/ kg de racao).
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Figura 4. Fotomicrografias das laminas histologicas, corte de gbnada masculina
de Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de

40X, coletadas com 16 semanas, (Tratamento 4 - DC +14,07 mg de Cu, 28,04
mg de Mn e 70,04 mg de Zn/ kg de racao).
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Figura 5. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Tilpia, se¢cdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 16 semanas, (Tratamento 5 - DC + 18,76 mg de Cu, 37,38
mg de Mn e 93,38 mg de Zn/ kg de racao).
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Figura 6. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 16 semanas, (Tratamento 6 - DC + 23,45 mg de Cu, 46,73
mg de Mn e 116,73 mg de Zn/ kg de racédo).
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Anexo 2

Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina de
Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de 40X,
coletadas com 32 semanas.

Figura 1. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Tilapia, se¢cdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, aumento, coletadas com 32 semanas, (Tratamento 1 — Dieta Controle).
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Figura 2. Fotomicrografias das laminas histolégicas, corte de gdbnada masculina
de Tilapia, secbes de 6 ym coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 32 semanas, (Tratamento 2 — DC + 4,69 mg de Cu, 9,35
mg de Mn e 23,35 mg de Zn/ kg de racéo).
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Figura 3. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 32 semanas, (Tratamento 3 — DC + 9,38 mg de Cu, 18,69
mg de Mn e 46,69 mg Zn/ kg de racéo).
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Figura 4. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 32 semanas, (Tratamento 4 — DC +14,07 mg de Cu, 28,04
mg de Mn e 70,04 mg Zn/ kg de racg&o).
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Figura 5. Fotomicrografias das laminas histoldgicas, corte de gbnada masculina
de Tilapia, secdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 32 semanas, (Tratamento 5 — DC +18,76 mg de Cu, 37,38
mg de Mn e 93,38 mg Zn/ kg de racao).
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Figura 6. Fotomicrografias das laminas histolégicas, corte de gobnada masculina
de Tilapia, se¢cdes de 6 um coradas com hematoxilina e eosina, aumento de
40X, coletadas com 32 semanas, (Tratamento 6 — DC + 23,45 mg de Cu, 46,73
mg de Mn e 116,73 mg de Zn/ kg de rag&o).
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