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RESUMO

A producédo de biodiesel tem sido acompanhada pelo incremento de subprodutos, dentre os
quais a glicerina bruta, que vem sendo objeto de inimeras pesquisas em que se destaca seu Uso
como fonte energética para alimentacéo de animais de producdo. No presente estudo objetivou-
se estabelecer os valores de desempenho zootécnico, composicdo corporal, pardmetros
hematoldgicos, bioquimicos e analise histopatoldgica de juvenis de “pintado-da-Amazonia”
apos alimentacdo com racdo contendo niveis crescentes de glicerina bruta. O experimento foi
executado no Laboratorio de Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais da
Universidade Federal do Tocantins, utilizou-se 150 juvenis de pintado-da-Amazonia, com peso
inicial de 6,83 = 1,11 (g) e comprimento de 10,06 £ 0,57 cm distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com 3 repeti¢cdes (10 animais em cada repeticdo). Os animais
foram alimentados com cinco dietas contendo niveis crescentes de glicerina (0%; 5%; 7,5%;
10% e 12,5%) e arragcoados por um periodo de 90 dias (30 dias de adaptacdo e 60 dias
experimental). Ao final desse periodo os animais foram contidos para mensuracéo dos valores
de desempenho zootécnico (comprimento e peso final, sobrevivéncia, taxa de crescimento
especifico, indice hepatossomatico, fator de condicdo, ganho de peso, conversao e eficiéncia
alimentar) e posteriormente, os animais foram insensibilizados no gelo para realizacdo da
analise de composicdo corporal dos peixes, conforme a metodologia padrédo descrita pela INCT
(2012). Foram determinados os parametros hematoldgicos: hematdcrito, hemoglobina,
contagem de eritrocitos e os indices hematimétricos: VCM (volume corpuscular médio), HCM
(hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média)
e para a analise bioquimica: concentracdo de proteinas totais, colesterol total, triglicérides,
Enzima Aspartato Amino Transferase (AST) e Enzima Alanina Amino Transferase (ALT),
glicogénio hepatico, muscular e glicose sanguinea. Também foram realizadas as andlises
histopatol6gicas do figado e rim dos animais. Dos indices avaliados (parametros zootécnicos,
hematoldgicos, bioquimicos), a taxa de crescimento especifico apresentou um comportamento
linear crescente moderado e o glicogénio muscular no nivel de 12,5% apresentou uma menor
concentracdo em relacdo a dieta controle (0,0%). Quanto a histologia, a glicerina bruta nao
causou alteracdes hepaticas e renais significativas na espécie estudada, pois as alteraces
encontradas nos dois tecidos foram consideradas lesGes que ndo comprometem o
funcionamento do 6rgdo ou lesdes reversiveis. Por fim, os juvenis de pintado-da-Amazoénia séo
capazes de metabolizar a glicerina bruta até o nivel de 10,0%. Visto que, até esse nivel ndo
foram observadas alteragGes significativas nos pardmetros zootécnicos, composi¢éo corporal,
hematoldgicos, bioquimicos e histologicos do animal.

Palavras-chave: biodiesel, piscicultura, desempenho, hematologia, metabolismo.



ABSTRACT

The production of biodiesel has been accompanied by the increase of by-products, among which
crude glycerin, which has been the subject of numerous researches in which its use as an energy
source for feed of production animals is highlighted. The present study aimed to establish the
values of zootechnical performance, body composition, hematological parameters, biochemical
parameters and histopathological analysis of juveniles of "Painted-of-Amazonia™ after feeding
with rations containing increasing levels of crude glycerin. The experiment was carried out at
theNeotropical Fish Morphophysiology and Biochemistry Laboratory of the Federal University
of Tocantins, 150 juveniles of Amazonian Paints, with initial weight of 6.83 = 1.11 (g) and
length of 10, 06 £ 0.57 cm distributed in a completely randomized design (DIC), with 3
replicates (10 animals in each replicate). The animals were fed five diets with increasing levels
of glycerol (0%, 5%, 7.5%, 10% and 12.5%) and fed for a period of 90 days (30 days of
adaptation and 60 experimental days). At the end of this period, the animals were used to
measure their performance (length and final weight, survival, specific growth
rate, hepatosomatic index, condition factor, weight gain, conversion and feed efficiency). de-
insensitized in the ice to perform the analysis of fish body composition, according to the
standard methodology described by INCT (2012). Hematological parameters were determined:
hematocrit, hemoglobin, erythrocyte count, and hematocrit indices: VCM (mean corpuscular
volume), HCM (mean corpuscular hemoglobin) and CHCM (mean corpuscular hemoglobin
concentration) and for biochemical analysis: total protein concentration, total cholesterol,
triglycerides, Aspartate Amino Transferase (AST) and Enzyme Alanine Amino Transferase
(ALT), hepatic, muscle glycogen and blood glucose. Histopathological analyzes of the liver
and kidney of the animals were also performed. The specific growth rate showed moderate
linear behavior and muscle glycogen at the level of 12.5% presented a lower concentration in
relation to the control diet (0.0%). As for histology, crude glycerin did not cause significant
hepatic and renal changes in the studied species, since the alterations found in the two tissues
were considered lesions that did not compromise the functioning of the organ or reversible
lesions. Finally, the juveniles of Painted Amazonian are able to metabolize the crude glycerin
up to the level of 10.0%. Since, until this level, no significant changes were observed in the
zootechnical, body composition, hematological, biochemical and histological parameters of the
animal.

Keywords: biodiesel, fish farming, performance, hematology, metabolism.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

O elevado crescimento da populacdo mundial traz consigo implicagfes como 0 aumento
pela demanda por insumos basicos inerentes a sobrevivéncia. Razdo pelo qual a comunidade
cientifica tem concentrado suas atencdes a questdes que promovam a perpetuacdo da
humanidade e a sustentabilidade do planeta, tais como o desenvolvimento de fontes renovaveis
de energia e 0 aumento da producéo de alimentos.

Assim, a producdo do biodiesel tem se destacado como uma alternativa aos
combustiveis fdsseis, que sdo considerados 0s principais responsaveis pela emissao de gases de
efeito estufa, como é o caso do diéxido de carbono. Em cenario nacional o biodiesel passou a
se destacar com maior veeméncia a partir do ano de 2010, ap0s a ratificacdo da obrigatoriedade
de sua utilizacdo junto ao diesel de origem fossil, conforme a legislacdo nacional vigente.

Porém, a producéo de biodiesel gera consideravelmente uma quantidade de subproduto
conhecido como glicerina bruta e que possui um alto potencial poluidor quando ndo descartado
de forma correta. Uma possivel solucdo para este problema esta na utilizacdo desta glicerina
como alimento alternativo para animais de producéo, pois além das vantagens atreladas a sua
biodisponibilidade, a glicerina possui baixo custo.

A atividade de piscicultura tem sido uma das areas de pesquisas em que se tem testado
esse subproduto como alimento alternativo. Pois, mesmo sendo um setor que tem contribuido
para a producdo mundial de alimentos, o mesmo enfrenta alguns entraves que dificultam sua
expansdo, como a dependéncia de ingredientes dietéticos que sdo poucos abundantes e que
oneram a producéo, ja que a alimentacgéo representa entre 70 a 90% dos custos de producéo do
pescado em cativeiro.

A existéncia de trabalhos que tenham investigado a utilizacdo da glicerina bruta em
dietas para peixes ainda é considerada incipiente. Assim, diante do atual cenério de crescimento
da aquicultura e da producdo de biodiesel, a busca por informacdes aliado a experimentagéo
animal sobre a utilizagdo deste subproduto como ingrediente energético na dieta de peixes é
imprescindivel para avaliar a substituicdo de fontes de energia dietéticas convencionalmente
usadas e para o embasamento de estudos posteriores com a glicerina na nutrigdo de peixe.

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de determinar o melhor nivel de
inclusdo de glicerol, na dieta do hibrido “pintado - da - Amazonia” pela avaliacdo dos indices

zootécnicos, composicgdo corporal, perfil metabdlico e histopatologia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Ordem siluriformes, familia pimelodidae

Esta ordem siluriforme € caracterizada por incluir peixes de couro, que possuem o corpo
rolico e alongado e a cabega achatada. Possuem também trés pares de barbilhdes proximos a
boca, além de terem suas nadadeiras dorsais e peitorais constituidas de um aculeo forte e
pungente (CAMPQOS, 2005).

A familia Pimelodidae se destaca dentre os siluriformes por suas caracteristicas
morfolodgicas distintas (nadadeiras peitorais, ventrais, dorsal, anal e caudal raiadas, nadadeira
adiposa bem desenvolvida e barbilhdes sensitivos na mandibula e no maxilar) e seu valor
comercial (geralmente sdo peixes de grande porte e de carne saborosa) (DUTRA et al., 2014).

A familia Pimelodidae possui 30 géneros, 87 espécies conhecidas e 112 estimadas.
Dentre as espécies que se destacam nesta ordem incluem-se o jundid amazénico (Leiarius
marmoratus), e 0os chamados Surubins (Pseudoplatystoma spp.), que juntos deram origem
recentemente a um hibrido conhecido como pintado amazénico (GOMIDES, 2012)

O género Pseudoplatystoma inclui os maiores peixes da familia Pimelodidae
encontrados nas principais bacias hidrogréficas sul-americanas (ROMAGOSA et al., 2003).
Este género era associado a apenas trés espécies, o surubim (P. fasciatum), o surubim tigre (P.
tigrinum) e o pintado (P. coruscans). No entanto, recentemente tem se incluido a este género
cinco espécies: P. punctifer, P. reticulatum, P. orinocoense n. sp., P. metaense n. sp. e P.
magdalenia tumn. sp (LUCA et al., 2012).

Os surubins costumam ser classificados como pintado e cachara. Sdo peixes de agua
doce que possuem alto valor comercial no mercado brasileiro, pois possui carne nobre e
saborosa, tendo baixo teor de gordura e espinhos intramusculares ausentes, 0 que aumenta as
possibilidades de preparo deste peixe. Tais caracteristicas visam suprir as exigéncias atuais e
futuras do mercado de carne de peixe, o que destaca o surubim como produto para exportacdo
(ROMAGOSA et al., 2003).

2.1.1 Pseudoplatystoma punctifer

Conhecido popularmente por cachara (figura 1) € uma espécie distribuida pela bacia
Amazonica abrangendo os estados do Amazonas, Para, Acre, Ronddnia, Norte de Mato Grosso
e parte da regido Nordeste nos estados do Maranh&o e Piaui (LUCA et al., 2012; ARAGAO et
al., 2008).
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Figura 1 Exemplares de Pseudoplatystoma tigrinum (acima) e Pseudoplatystoma punctifer (abaixo)

Hosted by PlanetCatfish.com

E uma espécie de habito noturno e piscivoro, que pode alcancar o peso de 100 kg, as
fémeas costumam serem maiores que os machos (PORTALETE et al., 2015). Possui a regido
anterior da cabeca apontada, formando um tipo de linha reta na regido ventral do corpo.
Apresenta uma pigmentacdo escura na regido dorsal que se estende para a linha lateral. Na
porcao ventral a linha lateral, a coloracdo varia de esbranquicado a amarelado (BUITRAGO-
SUAREZ, 2007).

Acredita-se que esta espécie siga algumas caracteristicas comuns as outras espécies do
género, que possuem habitos de migracdo, curto periodo reprodutivo realizado em leitos de rios
durante a estacdo chuvosa, desova total ou Unica, auséncia de cuidado parental, ovos livres, de
coloracdo amarelada e embriogénese rapida, com duracdo de aproximadamente 16 horas e
temperatura média de 23,0 = 1,0°C (LUCA et al., 2012).

Taxonomia de acordo com a FISHBASE (2017):

Reino Animalia
Filo Chordata

Classe Actinopterygii
Ordem Siluriforme
Familia Pimelodidae
Género Pseudoplatystoma

Espécie Pseudoplatystoma punctifer
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2.1.2 Leiarius marmoratus

O Jundia amazonico (Leiarius marmoratus) (figura 2) € uma espécie amazoénica
conhecida popularmente por bagre, jundia do Norte, bagre negro ou yaque. E caracterizado por
ser um peixe de grande porte, podendo alcancar cerca de 100 cm de comprimento. A nadadeira
dorsal possui raios ramificados (nove ou dez). O corpo e as nadadeiras sdo marcados por um
padrdo colorido peculiar consistindo em manchas escuras sobre um fundo marrom-amarelado
(CAUPER, 2006; GOMIDES, 2012; FISHBASE, 2017).

Figura 2 Leiarius marmoratus (macho)

(S |

Fo: Terry Lecyk

L.marmoratus é uma espécie onivora, caracteristica que é vistacomo meio de minimizar
as taxas de canibalismo nas fases iniciais de vida das espécies carnivoras como as pertencentes
ao género Pseudoplatystoma (MATEO, 2008).

E classificado como peixe de couro, que costuma habitar os leitos, lagos e pogos
profundos. Tanto na fase jovem, quanto na adulta podem se organizar em grandes cardumes.
Possui habito de se abrigar durante o dia sobre rochas e troncos de arvores que ficam proximos
aos leitos dos rios, sendo mais ativos ao amanhecer, entardecer e a noite. Sao animais de clima
tropical com temperatura que varia entre 24°C — 26°C (PORTALETE et al., 2015).
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Segundo FISHBASE, (2017), ocupam a seguinte posi¢éo sistematica:

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Siluriformes
Familia: Pimelodidae
Género: Leiarius

Espécie Leiarius marmoratus

Sanchez et al. (2009) comparou pardmetros de crescimento de L. marmoratus com
outras espécies de bagres, e concluiram que seu crescimento foi maior do que “bagrid” (Mystus
nemurus), similar ao bagre do canal (Ictalurus punctatus) e ficou abaixo do apresentado pelo

bagre Jundiai (Rhamdia quelen) e pintado (Pseudoplatystoma).

2.1.3 Hibrido Pseudoplatystoma punctifer (fémea) e Leiarius marmoratus (macho)

O hibrido “pintado-da-amazonia” (figura 3), obtido através do cruzamento entre cachara
(Pseudoplatystoma spp.) e jundia da amaz6nia (Leiarius marmoratus), é caracterizado por ser
um peixe de crescimento rapido de manejo produtivo simples na fase de alevinagem. E uma

espécie que tolera bem o cultivo intensivo, resiste a baixas concentracdes de oxigénio, é

organoléptico e possui 6timo rendimento de carcaca; o que € bastante favoravel ao atendimento
do mercado consumidor (BARBOSA et al, 2015).

Figura 3 Hibrido Pintado da Amazénia.

Fonte: Silva et al. (2015).

Nos ultimos anos, os hibridos pintados da Amazonia ou pintadia adquiriram maior
atencdo, forma que passaram a ser mais expressivo em producdo do que o hibrido conhecido

popularmente como ponto e virgula. Visto que, € um peixe que permite flexibilidade em relacao
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ao manejo alimentar por ser onivoro, abatimento dos custos de producdo, menor taxa de
canibalismo na larvicultura e, consequentemente, favorece o aumento da produtividade de
alevinos (ALVES et al., 2014).

2.2 Producéo do biodiesel

As mudancas climéticas se tornaram um desafio para a sustentabilidade global. Os gases
de efeito estufa s@o considerados os principais responsaveis por essas alteracdes ambientais,
visto que a emissdo do gas carbonico corresponde a aproximadamente 84% desses gases, que
sd0 em sua maioria provenientes das atividades humanas, sendo que 82% dele oriundo da
queima de combustiveis fésseis. Neste contexto, é imperativa a busca por solu¢des energéticas
mais sustentdveis, onde a producdo de biodiesel representa uma alternativa renovavel e
ambientalmente segura aos combustiveis fosseis e tornou-se uma alternativa em destaque
(DIAS et al., 2009).

O biodiesel é produzido atraves de 6leo vegetal ou gordura animal resultantes da reacdo
quimica de lipidios com &lcool, especialmente metanol. A transesterificacdo, que quebra
lipidios, principalmente triglicérides, em ésteres metilicos (biodiesel) e glicerina (Figura 4) na
presenca de um catalisador base, como o sédio ou o potéssio é a principal reacdo quimica
durante este processo (JUNG; BATAL, 2011).

Figura 4 Producdo de biodiesel a partir da transesterifcacdo de 6leos vegetais.
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Fonte: Adaptado de Mota et al., (2009).

A regido Amazonica apresenta grande potencial para producdo de biodiesel a partir da
exploracdo manejada e sustentada de espécies oleaginosas nativas oriundas da biodiversidade
local (BARBOSA et al., 2009). Esta producdo pode ser destinada para uso em motores de
caminhdes, tratores e automoveis, mas também para geracdo de energia elétrica (geradores
elétricos a diesel) em comunidades isoladas, contribuindo para aumentar o desenvolvimento
humano nestas localidades.

No Brasil, o0 Governo Federal por meio do Programa Nacional de Producéo e Uso do

Biodiesel, instituiu a partir de 2004 que este biocombustivel fosse adicionado ao diesel féssil.
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Jaem 2008, o diesel comercializado no territdrio nacional passou a conter, compulsoriamente,
3% de biodiesel (MOTA, et. al. 2009).

No entanto, de acordo com Agéncia Nacional do Petroleo - ANP esses valores foram
revistos e a quantidade de biodiesel adicionada ao 6leo diesel passou a ser de 6% a partir de
agosto e de 7% a partir de novembro de 2014, conforme a Lei n® 13.033/2014 (BRASIL, 2016).

Ainda de acordo com ANP, no ano de 2015, a capacidade nominal referente a producéo
de biodiesel brasileiro era de cerca de 7,4 milhdes de m® (20,4 mil m®dia). Entretanto, a
producio nacional foi de 3,9 milhdes de m?, correspondendo a 53,3% da capacidade total.

Se, por um lado, estas a¢Oes favoreceram ao Brasil a vanguarda do uso de combustiveis
alternativos no planeta, elas também reforcaram a necessidade de se encontrar aplicaces
comerciais para 0s subprodutos de producdo do biodiesel, como o glicerol (MOTA, et al.,
2009).

O glicerol representa uma substéncia potencialmente poluidora quando néo destinado
de forma correta (NEU et al., 2012). Para cada 90m? de biodiesel produzidos, séo gerados 10m?
de glicerol bruto, podendo se tornar um problema econdmico e ambiental se ndo for Ihe dado
devida utilizacdo (APOLINARIO et al., 2012).

2.3 Glicerol

Segundo a IUPAC (1997), o glicerol, também conhecido por 1, 2, 3
propanotriol é um A&lcool de férmula molecular C3HgOs. Os produtos ditos
comerciais costumam apresentar em sua composi¢cdo menos que 95% de glicerol, sendo
denominado por essa caracteristica como glicerina.

Tal substéncia é gerada pelo processo de transesterificacdo e possui em sua composi¢do
aproximadamente 80% de glicerol, alcool (metanol ou etanol), &gua e um pouco de biodiesel
(MOTA, et al.,, 2009). Parte desse material possui cerca de 30% de impurezas em sua
composicgdo (catalisadores, alcoois, acidos graxos e sais). Estas impurezas estdo relacionadas
com a natureza do 0Oleo vegetal ou da gordura animal utilizado e do tipo de catalisador (acido,
béasico ou bioldgico) empregado na preparacdo deste biocombustivel. Ainda assim a glicerina
bruta é considerada um subproduto de valor agregado no mercado (PEITER et al., 2016).

Possui uma energia bruta na faixa de 3600 a 3750 kcal/kg e, dependendo do processo
de purificacdo da glicerina, o valor energético pode ser de 4305 kcal/kg de energia bruta
(HOLTKAMP et al., 2007).
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O glicerol é um alcool, liquido a temperatura ambiente (25 °C), higroscopico, inodoro,

viscoso e de sabor adocicado (KARAM et al., 2016). A sua forma estrutural esta representada

na (figura 5).

Figura 5 llustracdo de uma molécula de glicerol.
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Fonte: Apolinario et al., (2012).

Na natureza, o glicerol esta presente nos vegetais (soja, mamona, babacu, girassol,
palma, algod&o, coco, dendé, pinhdo manso) e animais em combinacgdes de glicerina com acidos
graxos (RIVALDI et al., 2007).

De acordo com Donkin (2008), a glicerina é considerada como sendo um alimento
seguro para 0s animais. No entanto, existem preocupacdes no que se refere a niveis de
contaminantes provenientes da producao de biodiesel. Sendo que o teor de metanol em glicerol
bruto deve ser inferior a 0,5%. A Food and Drug Administration-FDA (2006) agéncia
responsavel por proteger e promover a saude publica através do controle e supervisdo da
seguranca alimentar nos Estados Unidos indica teores de metanol superiores a 150 ppm podem
ser considerados improprios para a alimentacao animal.

A metabolizacdo do metanol nos mamiferos que ocorre principalmente no figado
resulta na oxidacdo em formaldeido e em seguida em acido férmico, além da formacéo de
radicais livres. Nos animais de modo geral essa oxidacdo ocorre de forma lenta, porém é
semelhante aos dos mamiferos. Tanto o formaldeido quanto os radicais livres podem provocar
alteracdes no funcionamento dos componentes celulares de todas as espécies animais,
principalmente em proteinas e lipidios. A atividade e a concentracdo de pardmetros enzimaticos
antioxidantes e ndo-enzimaticos por exemplo, podem ser reduzidas em decorréncia da
intoxicagdo por metanol, provocando uma maior peroxidagdo de membrana de fosfolipidos
(SKRZYDLEWSKA, 2003).

Porém, estudos de Lammers et al. (2008a) e Kijora et al. (1995) ndo verificaram
frequéncia de lesdes histoldgicas no rim, figado, olhos de suinos decorrentes da toxidade do



22

metanol presente na glicerina. Além disso, pesquisas constataram que o metanol possui um
baixo ponto de evaporacdo (65°C) e que o processo de peletizacdo das races pode minimizar
a presenca deste alcool (DOPPENBERG e VAN DER AAR, 2007).

2.4 Metabolismo e transporte do glicerol

O glicerol costuma esté presente na corrente sanguinea e nas células dos animais, sendo
oriunda da lipdlise ocorrida no tecido adiposo, triglicérides em lipoproteinas plasmaéticas ou
através da dieta. Dentre as suas funcles, pode citar-se a constituicdo do esqueleto de
triacilglicerdis, transporte de equivalentes redutores (glicerol-3-fosfato) a partir das
mitocondrias do citoplasma para a fosforilagao oxidativa e precursor da gluconeogénese, como
0 esqueleto de carbono (ALVARENGA et al., 2012).

Por serem incipientes trabalhos que dizem respeito ao metabolismo e transporte do
glicerol em peixes foi necessario incluir neste estudo, informacées a respeito do metabolismo
do glicerol, baseadas em outras espécies.

Em relacdo ao transporte de glicerol em aves sabe-se que este por ser uma molécula de
baixo peso molecular, é facilmente absorvido nos enterdcitos por difusdo. Apds a absorcao, ele
é transportado até ao figado, onde sera metabolizado pela presenca da enzima glicerol quinase,
que € responsavel pela fosforilacdo deste, transformando-o em glicerol-3-fosfato, e podendo ser
utilizado em trés rotas metabolicas distintas: glicélise; biossintese de glicerofosfolipideos e de
triglicérides (BERNARDINO et al., 2013).

Quando ocorre uma reducdo do nivel de glicemia logo em seguida a absorcdo dos
nutrientes oriundos da dieta, incia-se o periodo pds-absortivo. Neste fase, a acdo do glucagon
passa a prevalecer sobre a atividade da insulina. Uma vez, estimulado pelo glucagon, o figado
promove a glicogendlise e a gliconeogénse, com finalidade de fornecer glicose para o
organismo (BERNARDINO et al., 2013).

Em ratos, héa relatos de que o glicerol seja absorvido via transportador dependente de
sodio (Na*) e por meio de transporte ativo secundario mediado por carreador no intestino
delgado (KATO et al., 2005).

Em eperlano-arco-iris (Osmerus mordax) espécie de peixe nativa dos rios e aguas
costeiras da America do Norte o glicerol é transportado via difusdo passiva no coragéo e pelo
transporte facilitado nos eritrocitos (CLOW; DRIEDZIC, 2012).

Em mamiferos, pesquisas apontaram o figado como sendo responsavel por
aproximadamente 1/4 do total da capacidade de metabolizacdo de glicerol no organismo.

Enquanto que rim é responsavel por cerca de 1/5 desta capacidade de metabolizacdo e pela
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importante reabsor¢do do glicerol, que evita excessos de perdas pela urina. Entretanto, o
glicerol, algo entorno de 1 mM de concentracao serica, pode ser totalmente excretado pelos rins
(LIN,1977).

Nos ruminantes, a absorcdo do glicerol ocorre diretamente pelo epitélio ruminal, que
passa pelo processo de metaboliza¢do no figado e € direcionado para a gliconeogénese pela
acao da enzima glicerol quinase, que o converte em glicose. Parte do glicerol pode sofrer ainda
a fermentacédo a propionato, no rumen, sendo entdo metabolizado a oxaloacetato, por meio do
ciclo de Krebs, no figado, e em seguida ser utilizado para formar glicose pela via gliconeogénica
(RODRIGUES, et al., 2013).

2.5 Glicerol como fonte de energia

O uso de glicerina bruta na alimentacdo animal ndo se restringe somente aos dias atuais,
no passado foi alvo de estudos, especialmente na Europa. Portanto, a producédo do biodiesel e
consequentemente a disponibilidade de grande quantidade de glicerina bruta, estimulou
interesse por novos estudos sobre a inclusdo desse ingrediente na producdo de ragoes
(MENTEN et al., 2008).

Além de compor parte da energia da dieta animal, a glicerina pode favorecer a vida Util
dos peletes, facilitando o uso do moinho e peletizadora, minimizando o gasto energético dos
maquinarios ao processar as dietas (COSTA et al., 2015).

O glicerol foi indicado como fonte energética para suinos (LAMMERS et al., 2008a) e
aves (LAMMERS et al., 2008b), esse alimento possui alta absorcdo (KERR, DOZIER, 2008),
ja que ocorre de forma passiva, ao contrario de quando se utiliza outras fontes energéticas de
acidos graxos de cadeia longa que requerem a formacao de micelas (DOZIER et al., 2008).

Lammers et al. (2007) realizaram experimento com suinos (machos e fémeas) de 7,9 Kg
alimentados com dietas contendo 0, 5 e 10% de glicerina bruta e concluiram que a glicerina
bruta pode ser utilizada na alimentacdo de suinos, sem alteracdes no seu desempenho.
Doppenberg e Van Der Aar (2007) propuseram que a glicerina acrescentada a dieta de
terminacdo, aumentou a capacidade dos suinos em reter umidade da carne na carcaca.

Cerrate et al. (2006) incluiram niveis crescentes (0; 2,5; 5 e 10%) de glicerina bruta na
dieta de frangos da linhagem Cobb 500 e verificaram que até 10% de inclusdo ndo afetou o
desempenho desses frangos até aos 14 dias de idade. Porém, ap0s os 14 dias promoveu reducdo
no rendimento de carcaca (peso do peito, da asa e da coxa), quando comparado aos outros niveis

de testados.
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O glicerol por possuir um nivel energético muito alto e ter grande disponibilidade torna-
se uma alternativa alimentar energética, podendo substitui o milho e o 6leo de soja para peixes
(DONKIN, DOANE, 2007).

A utilizacdo de alimentos alternativos para peixes vem apresentando resultados
significativos, pois eles tém demonstrado baixo custo e bons valores nutricionais, permitindo
que os animais ndo tenham o seu desenvolvimento afetado (RAMOS et al.,, 2010). O
conhecimento sobre a inclusdo do glicerol nas dietas de peixes ainda sdo consideras incipientes.
Contudo ja foram descritos a utilizacdo do glicerol para o bagre do canal (Ictalurus punctatus)
(LI et al., 2010), tilapias do Nilo (NEU et al., 2012) e mais recentemente para juvenis de
tambaqui (MATOS et al., 2016).

Li et al, (2010) observaram gue o consumo de racdo, ganho de peso, indice de eficiéncia
alimentar e no nivel de lipidios do figado do bagre do canal ndo foram influenciados pelos
niveis de 0,0%, 5,0% e 10,0 % de glicerol. No entanto, nas dietas contendo 15,0 e 20,0 % de
glicerol houve uma reducéo de peso, eficiéncia alimentar, e contetdo de lipidios no figado.

Neu et al. (2012) ndo identificaram diferencas significativas nos parametros zootécnicos
de alevinos de tilapias do Nilo alimentados com (0,0%, 2,5%, 5,0%, 7,5% e 10,0 %) de glicerol,
entretanto a sobrevivéncia dos peixes que foram alimentados sem a incluséo do glicerol na dieta
foi superior aos demais.

Matos et al. (2016) relatam que juvenis de tambaqui alimentados com (0%; 7,5%; 10%;
12,5% e 15%) de glicerol ndo apresentaram taxa de mortalidade, e que de todos os indices
avaliados apenas o fator de condi¢do do animal apresentou diferenca estatistica, quando se
comparado ao periodo inicial e o final do experimento.
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CAPITULO I

Desempenho zootécnico de juvenis de pintado-da-Amazodnia alimentados com niveis

crescentes de glicerina bruta

RESUMO

A producédo de biodiesel tem sido acompanhada pelo incremento de subprodutos, dentre os
quais a glicerina bruta, que vem sendo objeto de inimeras pesquisas em gue se destaca seu uso
como fonte energética na alimentacdo de animais de producdo. Este estudo verificou a
influéncia da substituicdo parcial do milho nivel de glicerina bruta em substituicdo parcial do
milho em dietas de juvenis de pintado-da-Amazénia sem interferir no desempenho zootécnico
desses animais. O experimento foi executado no Laboratério de Morfofisiologia e Bioquimica
de Peixes Neotropicais da Universidade Federal do Tocantins. Utilizou-se 150 juvenis de
pintado-da-Amazonia, com peso inicial de 6,83 £ 1,11 (g) e comprimento de 10,06 + 0,57 cm
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 3 repeti¢des (10 animais
em cada repeticdo). O arracoamento ocorreu por um periodo de 90 dias (30 dias de adaptacao
e 60 dias experimental), ao final desse periodo os animais foram contidos para a mensuracao
dos valores do desempenho zootécnico dos animais (comprimento e peso final, sobrevivéncia,
taxa de crescimento especifico, indice hepatossomatico, fator de condi¢do, ganho de peso,
conversao e eficiéncia alimentar) e posteriormente, os animais foram insensibilizados no gelo
para realizacdo da analise de composicdo corporal dos peixes, conforme as metodologia padréo
descrita pela INCT (2012), foram feitas analises dos 5 tratamentos testados (0,0; 5,0; 7,5; 10 e
12,5%) de glicerina bruta com 5 repeticdes (referente a cada peixe utilizado). Os resultados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) sendo as médias comparadas por teste de
Tukey (p > 0,05) e aqueles que ndo apresentaram distribuicdo normal, foram submetidos a
analise ndo paramétrica (Kruskall Wallis). Os parametros de desempenho e composicdo
corporal também foram submetidos a analise de regressédo linear utilizando o Programa Instat
v 3.0 para Windows. Os animais foram alimentados com cinco dietas contendo niveis
crescentes de glicerina (0,0 %; 5,0 %; 7,5%; 10,0 % e 12,5%). Durante o periodo experimental
a taxa de sobrevivéncia foi acima de 80% em todos os niveis testados. Ndo houve diferencas
estatisticas na composicdo corporal e nos parametros zootécnicos, com excecdo da taxa de
crescimento especifico que apresentou um comportamento linear crescente moderado. Sugere-
se que a glicerina bruta pode ser incluida em dietas de pintado-da-Amazénia até o nivel de
12,5% sem comprometer o desempenho zootécnico e a composi¢do corporal da espécie
estudada.

Palavras-chave: ingrediente alternativo, desempenho, nutrigdo, peletizagéo.
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CAPITULO I

Zootechnical performance of juveniles of Painted Amazon fed with increasing levels of

crude glycerin

ABSTRACT

The production of biodiesel has been accompanied by the increase of by-products, among which
crude glycerin, which has been the object of numerous researches in which its use as an energy
source in the feeding of production animals is highlighted. This study verified the influence of
the partial substitution of maize level of crude glycerin in partial substitution of corn in diets of
juveniles of Painted Amazon without interfering in the zootechnical performance of these
animals. The experiment was carried out at the Laboratory of Morphophysiology and
Biochemistry of Neotropical Fishes of the Federal University of Tocantins. A total of 150
juveniles were used, with initial weight of 6.83 = 1.11 (g) and length of 10.06 £ 0.57 cm
distributed in a completelyrandomized design (DIC), with 3 replicates (10 animals in each
replicate). The feeding occurred for a period of 90 days (30 days of adaptation and 60
experimental days) at the end of this period animals were restrained for measuring the values
of the growth performance of animals (final length and weight, survival, specific growth rate
, hepatosomatic index , condition factor, weight gain, conversion and feed efficiency) and later,
the animals were desensitized in the ice for the analysis of the body composition of the fish,
according to the standard methodology described by INCT (2012) of the 5 tested treatments
(0.0,5.0, 7.5, 10 and 12.5%) of crude glycerin with 5 replicates (referring to each fish used). The
results were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the means were compared
by Tukey 's test (p> 0.05) and those without normal distribution were submitted to non-
parametric analysis (Kruskall Wallis). The parameters of performance and body composition
were also submitted to linear regression analysis using the Instat v 3.0 Program for
Windows. The animals were fed five diets containing increasing levels of glycerol (0.0%, 5.0%,
7.5%, 10.0% and 12.5%). During the experimental period the survival rate was above 80% at
all levels tested. There were no statistical differences in body composition and zootechnical
parameters, except for the specific growth rate, which presented a moderate increasing linear
behavior. It is suggested that crude glycerin can be included in Amazonian diets up to 12.5%
without compromising the zootechnical performance and body composition of the species
studied.

Keywords: alternative ingredient, performance, nutrition, pelleting.



31

1 INTRODUCAO

O “pintado-da-Amazo6nia” ¢ caracterizado por Ser um peixe de crescimento rapido e que
possui manejo de producdo simples na fase de alevinagem. E uma espécie que tolera bem o
cultivo intensivo, resiste a baixas concentracdes de oxigénio e possui 6timo rendimento de
carcaca, o que é bastante favoravel ao atendimento do mercado consumidor (BARBOSA et al.,
2015).

A alimentac&o é uma das partes mais onerosas da aquicultura, geralmente representa de
40 a 80% do custo de producdo (KUBTIZA, 2009). Na tentativa de reduzi-lo, intensificaram-
se 0s estudos voltados a avaliacao de alimentos alternativos e subprodutos industriais. Portanto,
é importante conhecer o valor nutricional dos alimentos que compde uma dieta balanceada,
visando o atendimento das exigéncias minimas dos animais quanto ao teor de proteinas,
carboidratos e energia (NEU et al., 2012).

Dentre os ingredientes alternativos o glicerol, oriundo da industria do biodiesel tem sido
indicado por sua biodisponibilidade e baixo custo (OOl et al., 2004). Foi proposto como fonte
energética potencial para suinos (LAMMERS et al., 2008a), aves (LAMMERS et al., 2008b) e
peixes (BALEN et al., 2014; MEURER et al., 2012; NEU et al., 2012).

No entanto, para peixes, o conhecimento sobre a inclusdo da glicerina bruta nas dietas
ainda é considerado incipiente, com alguns resultados descritos para o bagre do canal (Ictalurus
punctatus) (Li et al., 2010), tilapias do Nilo (NEU et al., 2012; NEU et al., 2013) e tambaqui
(MATOQOS, 2016). Portanto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar o desempenho e a
composigdo corporal de juvenis de “pintado-da-Amazonia” alimentados com ragdes contendo

diferentes niveis de incluséo de glicerol.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal do Tocantins — UFT, Campus de Araguaina — TO, no Laboratério de
Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais, no periodo de janeiro a abril de 2017.
Seguindo as normas éticas previstas pela lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais
e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal, sob o processo de n° (23101.005896/2016-
56), da Universidade Federal do Tocantins.

Foram utilizados 150 juvenis de “pintado-da-Amazoénia” (Figura 1), peso inicial médio
de 6,44 = 0,89 g e comprimento de 10,06 £ 0,57 cm; distribuidos em 15 caixas de fibra com

capacidade de 1000 litros, com fluxo constante de dgua. Foram testados cinco tratamentos com
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trés repeticdes (caixas de fibra) e 10 animais por unidade experimental. O delineamento

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC).

Figura 1 Hibrido “Pintado-da-Amazonia”

Fonte: Acervo pessoal

A dietas foram formuladas para serem isoprotéicas e isoenergéticas e as exigéncias
nutricionais foram atendidas segundo Almeida (2014). Os tratamentos consistiram de cinco
racOes experimentais; sendo quatro com niveis de inclusao (5,0 %, 7,5 %, 10,0 %, e 12,5%) de
glicerina bruta em substituicdo parcial do milho e um tratamento controle como referéncia -

sem incluséo de glicerina (Tabela 1).
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Tabela 1 Composicdo percentual e quimica das ragdes experimentais com diferentes niveis de glicerina bruta para
juvenis de “pintado-da-Amazonia”.

Niveis de inclusédo

INGREDIENTES 0 5% 7,5% 10% 12,5%
Farina de visceras 55,00 55,00 55,00 55,00 55,00
Farelo de Soja 21,43 22,45 22,96 23,47 23,98
Farinha de penas 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Farelo de milho 18,56 12,54 9,53 6,52 3,51
Glicerina bruta 0,00 5,00 7,50 10,00 12,50
Nucleo! 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Atendimento

Célcio (%) 2,69 2,69 2,69 2,69 2,69
Energia bruta (Kcal/kg) 4630 4626 4623 4621 4619
Energia digestivel (Kcal/kg) 1,36 1,38 1,39 1,40 1,41
Extrato etéreo (%) 9,02 8,82 8,72 8,62 8,52
Proteina bruta (%) 42,00 42,00 42,00 42,00 42,00
Fibra bruta (%) 2,02 1,96 1,93 1,90 1,87
Fdésforo total (%) 1,63 1,62 1,62 161 161
Lisina total (%) 2,59 2,61 2,62 2,62 2,63
Metionina total (%) 0,80 0,79 0,79 0,79 0,79

INiveis de micronutrientes por quilograma do produto: acido félico 20,25mg; antioxidante 66,15mg; cobalto
33,75mg; cobre 337,50mg; ferro 337,50mg; iodo 50,62mg; manganés 1350,00mg; metionina 1,20mg; pantotenato
decélcio 315,56mg; selénio 10,12mg; sddio 55,58mg; tirosina 810,00mg; vit. A 216. 000U.1/kg; vit. B1 45.56mg;
vit. B2135,00mg; vit. B6 67,50 mg; vit. D3 50.625,00UI/kg; vit. E 506.25U1/kg; vit. H 2.70mg; vit. K3 50,62mg;
vit. B12 675.00mcg; zinco 3375,00mg.

Os ingredientes foram peletizados em moedor de carne e secas em estufa com circulacao
e renovacao de ar a 55°C. Os peixes eram alimentados duas vezes ao dia (8h e 17h) até a
saciedade aparente por um periodo de 90 dias de experimento, sendo 30 dias de adaptacéo.

A sifonacdo das caixas era realizada todos os dias (15h) e os parametros de qualidade
da 4gua como pH, oxigénio, temperatura e amonia foram aferidos semanalmente.

Apds o periodo experimental, 0s peixes permaneceram em jejum por 24 horas para o
esvaziamento do trato gastrointestinal. Foram selecionados cinco animais de cada unidade
experimental que foram contidos para a realizacdo da biometria de comprimento (através de
paquimetro) e peso (balanca de alta precisdo) para obtencdo dos dados de desempenho
zootécnico propostos por Fracalossi e Cyrino (2013).

Os indices foram utilizados para verificar se 0 alimento testado interfere negativamente

ou positivamente no desempenho e condi¢des de saude dos animais.
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2.1 Composigéo corporal

Posteriormente a obtencdo dos dados de desempenho zootécnico os animais foram
insensibilizados no gelo e em seguida realizou-se a analise de composicao corporal dos peixes
conforme a metodologia padrdo descrita pelo INCT/ Detmann et al. (2012). Foram feitas
andlises dos 5 tratamentos testados (0,0 %, 5,0 %, 7,5 %, 10,0 %, e 12,5%) de glicerina bruta

com 5 repeticdes (referente a cada peixe utilizado).

2.2 Desempenhos zootécnicos avaliados

A sobrevivéncia (SOB%) — foi calculada por meio da equacao:

SOB (%) = nf/ ni x 100 (1)

Onde: nf = NUmero final de animais

ni = NUmero inicial de animais

Taxa de Crescimento Especifico (TCE) — crescimento didrio dos animais, obtido em

porcentagem. Para este calculo, utilizou-se a seguinte expressao:
TCE (% dias) = (Inpf — Inpi) / t x 100 (2)
Onde: In pf = Logaritmo do peso final
In pi = Logaritmo do peso inicial

t = tempo

indice Hepatossomatico (IH) — E a relago entre o peso total do figado e o peso total do

peixe. Este indice é obtido de acordo com a seguinte formula:

IH= peso do figado (g) / peso corporal (g) x 100 (3)

Ganho de Peso (GP) — E o peso final do animal subtraido pelo peso inicial. Esse calculo

é obtido pela seguinte formula:

GP= peso final(g) - peso inicial (g) (4)
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Fator de condicao (FC) — O fator de condicdo é o parametro que mede indiretamente o
estado fisioldgico do animal, em relacdo as reservas energéticas armazenadas, tais como

glicogénio hepatico e gordura corporal. Para sua determinacédo, usou-se a seguinte férmula:

FC= massa (g) / comprimento total (cm) (5)

Conversdo alimentar aparente (CAA) — equivale a quantidade de ragdo necessaria para

o animal ganhar 1 kg de peso vivo:

CAA= racdo consumida (g) / (peso final - peso inicial) (6)

Eficiéncia alimentar (EA) — trata-se do ganho de peso médio por peixe no grupo,
dividido pelo consumo médio de racdo por peixe. Ou seja, a eficiéncia que o animal teve para

converter a racao consumida em peso Vivo:

EA= ganho de massa (g) / quantidade de racdo ingerida (g) x 100 (7)

2.3 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) sendo as médias
comparadas por teste de Tukey (p >0,05) e aqueles que ndo apresentaram distribuicdo normal,
foram submetidos a analise ndo paramétrica (Kruskall Wallis), utilizando o Programa Instat v
3.0 para Windows e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Os parametros
de desempenho e composicéo corporal também foram submetidos a analise de regresséo linear

(gréficos apresentados no apéndice).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios para os parametros de qualidade da agua registrados durante o

periodo experimental estdo expostos na (Tabela 2).
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Tabela 2 Parametros de qualidade da dgua durante o periodo experimental.

GLICERINA BRUTA (%)

PARAMETROS DE

< 0% 5% 7,50% 10% 12,50% CV%
QUALIDADE DA AGUA 0 0 0 0 0 °
pH 6,2 + 0,08 6,2 +0,09 6,2 £ 0,09 6,2+0,11 6,2 +0,01 0,25
O, dissolvido (mg/L) 8,0+£1,03 8,0£0,99 8,0+£0,78 8,0 £ 0,69 8,0 £ 0,69 1,96
Temperatura (°C) 27,1+0,74 27,0%+0,63 27,1+0,67 27,2+0,61 26,8 £ 0,59 0,22
Ambnia (mg/L) 0 0 0 0 0

Valores seguidos de médias e desvios padroes.

No que se refere as variaveis ambientais quantificadas durante o experimento, nao foi
identificado diferenga entre os tratamentos (p > 0,05). Todos os parametros analisados
mantiveram-se dentro dos padrdes que sdo recomendados para o cultivo de peixes de clima
tropical (CAMPOS, 2010; RODRIGUES, 2013), esse resultado provavelmente esta
estritamente ligado a constante renovacao da agua. Os parametros zootécnicos dos juvenis
“pintado-da-Amazonia”, analisados no presente estudo estdo demonstrados na (Tabela 3).

Tabela 3 Parametros zootécnicos do hibrido “pintado-da Amazonia”, alimentados com inclusdo de diferentes niveis
de glicerina bruta na ragéo.

GLICERINA BRUTA (%)

'ZDQSQEACEI\TIE%% 0% 5% 7,50% 10% 1250%  CV%
CF (cm) 16,66 + 1,35 17,36 £ 1,59 18,23 +£0,51 15,86 £+ 1,41 16,83+ 1,25 2,46
PF (g) 27,66 = 7,00 26,66 +5,10 35,62 + 3,26 28,06 7,06 28,73+5,34 4,21
SO (%) 96,66 + 5,77 93,33+ 11,54 83,33 + 28,86 96,66 + 5,77 96,66 + 5,77 10,71
TCE (%)* 1,45+ 0,39 1,59 +0,16 1,81+0,39 1,71+ 0,40 1,68 +0,37 6,31
IH (%) 0,01+ 0,00 0,01+ 0,01 0,01+ 0,02 0,01+ 0,03 0,01+ 0,04 13,06
FC (g/cm) 1,63 +0,32 1,62 +0,13 2,22 +0,08 1,75+0,28 1,69 +0,21 5,64
GP (%) 20,20 + 7,44 21,46 +2,21 33,86 + 2,38 22,06 +7,70 22,33+6,42 11,36
CAA 2,58 +0,63 3,01+1,26 1,72+0,19 350+1,23 2,68 +0,53 16,54
EA (%) 4,06+1,13 3,90+2,13 5,84 +0,72 3,13+1,24 400+1,25 12,29

Valores seguidos de médias e desvios padrdes. CF = comprimento final; PF = peso final; SO = sobrevivéncia;
TCE = taxa de crescimento especifico; IH= indice hepatossomatico; FCI =fator de condigdo inicial; FCF = fator
de condicdo final; GP = ganho de peso; CAA = conversdo alimentar aparente; EA= eficiéncia alimentar. ! Efeito
linear y = 0,0216x + 1,4986 R? = 0,5812.

Na comparacdo dos indices zootécnicos, observou-se que ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos para as analises de comprimento final, peso final, sobrevivéncia,
indice hepatossomatico, fator de condicéo, ganho de peso, conversao e eficiéncia alimentar.

No entanto, a taxa de crescimento especifico dos animais foi influenciada pelos niveis
de glicerina bruta apresentando um comportamento linear crescente moderado em comparagéo

com a dieta controle (Grafico 1).
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Gréfico 1 Regresséo Linear da Taxa de crescimento especifico de juvenis de pintado-da Amazonia
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Balen et al. (2017) também observaram que a TCE de juvenis de curimbata (Prochilodus
lineatus) foi influenciado pela glicerina bruta (0, 4, 8,12, 16 e 20%). Neste estudo, a dieta de
4% promoveu os maiores valores, seguida do tratamento sem adicao de glicerina, e 0s menores
valores foram obtidos com a dieta 20% de inclusao.

Neu et al. (2013) relataram que ndo foram observadas nenhuma diferenca no
desempenho de crescimento de juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com diferentes niveis (0,
25, 50, 75 e 100 g kg) de glicerol dietético. Li et al. (2010) mostraram que 0 uso de até 10%
de glicerol dietético para peixe-gato de canal (Ictalurus punctatus) ndo causou mudangas no
ganho de peso, eficiéncia de alimentacéo, indice hepatosomaético e sobrevivéncia. No entanto,
a inclusdo de 15 e 20% de glicerol na dieta de bagres do canal afetou negativamente seu
desempenho de crescimento.

Fernandes et al. (2016), ao testar a incluséo de glicerol (0,0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10%) na
alimentacéo de larvas de carpa comum observou diferenca estatistica em todos os parametros
zootécnicos analisados (peso final, comprimento final, sobrevivéncia, ganho em peso, taxa de
crescimento especifico e fator de condicdo) e a incluséo de 10% de glicerol apresentou 0s
melhores resultados zootécnicos, porém o0 mesmo tratamento apresentou os piores resultados
de sobrevivéncia.

O comprimento dos animais foi relativamente préximo, variando de 15,86 cm a 18,23
cm nos tratamentos com 10% inclusédo de glicerol e com 7,5% de adicdo do produto,

respectivamente. Um fator que pode ter influenciado a ndo diferenciacéo estatistica dos valores
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de comprimento e peso final é que os peixes do atual estudo receberam, mesmo com 0s niveis
crescentes de glicerina bruta nas ragdes, dietas isoprotéicas e isoenergeticas.

No presente estudo a taxa de sobrevivéncia em todas as dietas testadas foram superiores
a 80%. Esses resultados se mantiveram proximos dos valores descritos por Gongalves et al.
(2015) e Moesch et al. (2016) para juvenis de tilapia do Nilo alimentadas com niveis crescentes
de glicerol.

Em contraste com este resultado Neu et al. (2012) verificaram que a sobrevivéncia de
alevinos de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) foi mais elevada no tratamento que nédo
continha glicerol. As maiores taxas de mortalidade de acordo com o autor foram nos dois
menores niveis testados, o de 7,5% seguido pelo de 2,5%. Portanto, as diferencas de espécies
e fase de desenvolvimento podem influenciar a resposta do metabolismo animal a adaptacéo a
glicerina na dieta.

Segundo o autor supracitado a fase de desenvolvimento dos animais utilizados na
pesquisa pode ter sido preponderante para elevada taxa de mortalidade, no entanto, outros
fatores podem ter contribuido para que isso ocorresse, dentre eles a temperatura e a propria
fonte alimentar testada.

O indice hepatosomatico pode ser alterado dado a grande importancia do metabolismo
energético no figado do peixe, uma vez que a deposi¢cdo hepatica de lipidios, bem como de
glicogénio, é comum. No entanto, no presente estudo este indice ndo apresentou altera¢do nas
funcBGes metabdlicas do figado, mesmo diante dos diferentes niveis de glicerina bruta. Moesch
et al. (2016) ao testar a influéncia e o melhor nivel de substituicdo do milho pelo glicerol bruto
(0, 20, 40, 60, 80 e 100%) em racGes para alevinos de tilapia do Nilo, observou diferenca
significativa para o indice hepatossomatico.

O fator de condigdo consiste em um importante indicador do grau de higidez de um
individuo, onde seu valor reflete as condi¢des nutricionais recentes e/ou gastos das reservas em
atividades ciclicas, possibilitando relaciona-lo as condi¢des ambientais e aos aspectos
comportamentais das espécies (GOMIERO et al., 2010).

Esse parametro ndo foi influenciado pela dieta testada neste estudo, tendo em vista que
ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos. Neu et al. (2013) também néao
identificou diferenca significativa no fator de condicdo de juvenis de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentados com diferentes niveis de glicerol.

O ganho de peso ndo apresentou variagao entre os tratamentos (P > 0,05). Esse resultado
corrobora com o descrito por Matos et al. (2016) e Neu et al. (2012) que também n&o

verificaram alteracdo nesta variavel para tambaqui e tilapia do Nilo, respectivamente. No
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entanto, Balen et al. (2017) observaram influéncia dos niveis de glicerina na dieta sobre o ganho
de peso de juvenis de P. lineatus, estes autores relatam que a medida que os niveis de inclusédo
da glicerina bruta aumentavam, o ganho de peso diminuia para esta espécie.

Assim, como os resultados encontrados por Matos (2016), a conversao e eficiéncia
alimentar analisados neste trabalho ndo foram influenciados pelas dietas analisadas. Neu et al.
(2012) apesar de também ndo terem verificado diferenca estatistica para CCA, observou que
esses valores foram consideravelmente altos para tilapias na fase larval, e que dependendo das
condicdes ambientais ou da fase fisioldgica em que se encontra a espécie esse parametro pode
ser influenciado.

A glicerina bruta também tem sido estudada em outras espécies de monogastricos e 0s
resultados encontrados nestes trabalhos colaboram com os encontrados no presente estudo.
Berenchtein et al. (2010) concluiram que o glicerol pode ser utilizado como ingrediente
energético em ragBes para suinos em crescimento e terminacgao, em niveis de até 9%, pois néo
influenciou no desempenho, nas caracteristicas de carcaca e na qualidade da carne.

Freitas et al. (2017), ao analisar a glicerina na dieta de frangos de corte observou que o
a glicerina pode ser adicionada até o nivel de 5% sem provocar efeitos sobre o desempenho, a
umidade da liteira e o rendimento da carcaga.

Na alimentagédo de ruminantes, Cruz et al. (2014) ao substituir 160 g de glicerina/ kg de
milho na MS da dieta de bovinos, o que corresponde a 16% de utilizacdo, verificou que ndo
houve alteracBes no desempenho animal, eficiéncia alimentar e digestibilidade aparente da
dieta, quando comparados ao grupo controle (que ndo recebeu a glicerina na dieta).

Borges et al. (2013) observou que, para caprinos de corte, a inclusdo de glicerina bruta
em substituicdo ao milho, em quatro niveis, (0,0, 0,5, 10,0 e 15,0%) na MS da dieta pode ser
uma alternativa alimentar, sem prejudicar o consumo animal.

Os resultados referentes a analise de composicao corporal de juvenis de pintado-da-
Amazonia (teores de umidade, cinzas e proteina bruta) estdo apresentados na (Tabela 4).

Tabela 4 Composigdo corporal do hibrido “pintado-da Amazoénia”, alimentados com inclusdo de diferentes niveis
de glicerina bruta na ragéo.

GLICERINA BRUTA (%)

COMPOSICAO 0% 5% 7,50% 10% 12,50% CV%
Umidade (%) 7739+£3,02 7353+65 7391+479 8068+427 7371410 1,68
Cinzas (% MN) 288+051 385+096 317+0,78 2,72+084 3,48+0,50 6,28
i 0,
Protelnlsl El)ruta (% 1429+233 1530+447 1474+310 1246+168 16,06+220 7,44

Valores seguidos de médias e desvios padroes.
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A composigéo corporal dos juvenis de pintado-da-Amazoénia néo foi influenciada pela
substituicdo parcial do milho pela glicerina bruta. Visto que, ndo foram encontradas diferencas
significativas (p>0,05) entre os tratamentos em nenhum dos indices analisados.

Assim, como no presente estudo Neu et al. (2013) na avaliacao corporal de juvenis de
tildpia do Nilo alimentadas com glicerol bruto ndo verificaram diferencas estatisticas (P>0,05)
para umidade, cinzas e proteina bruta. Porém, a deposic¢do de lipidios foi influenciada pela dieta
contendo glicerol, onde apresentaram os valores mais altos em peixes alimentados com 50 g
kg™ de glicerol e os mais baixos em peixe alimentado com 100 g kg™).

Moesch et al. (2016) observaram em alevinos de tilapia do Nilo alimentados com
glicerol bruto um aumento da deposicao proteica e da umidade do corpo inteiro e a diminuigédo
da matéria mineral e do extrato etéreo, o qual apresentou valor minimo em 72% de substituicéo.

Os autores supracitados destacam que a maior deposicdo de proteina e a menor
deposicao de lipidios confirma os efeitos do glicerol sobre o metabolismo energético. Onde a
utilizacdo de carboidratos e lipidios é intensificada como fonte de energia resultando na
economia da proteina dietética, a qual pode se depositar nos tecidos corporais dos peixes. Ja a
diminuicdo do teor de matéria mineral, estaria associada ao fato das analises de carcaca terem
sido realizadas utilizando o peixe inteiro, influenciando os niveis de matéria mineral da
composigdo corporal. A umidade por sua vez mesmo tendo apresentado uma elevagéo em seu
teor, permaneceu dentro da faixa observada por outros autores.

Em outros monogastricos como suinos em terminacdo, Melo et al. (2014) verificaram
que a glicerina bruta (50, 100, 150 e 200g/kg) também n&o influenciou os valores de umidade,
cinzas, proteina. Em ruminantes, Lage et al. (2009) observou que apesar dos diferentes niveis
de glicerina bruta (0, 3, 6, 9 e 12%) na dieta de cordeiro em terminacgédo ndo influenciar os teores

de umidade e cinzas, os teores de proteina bruta foram reduzidos.

4 CONCLUSAO

A inclusdo da glicerina bruta até o nivel de 12,5% em dietas de juvenis pintado-da-
Amazonia ndo prejudica o desempenho zootécnico e a composicdo corporal da espécie

estudada.
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CAPITULOIII
Parametros hematolégicos e bioquimicos de juvenis de “pintado-da-Amazoénia”

alimentados com niveis crescentes de glicerina bruta.

RESUMO

O presente estudo objetivou estabelecer os valores hematoldgicos e bioquimicos de juvenis de
“pintado-da-Amazonia apos alimentacdo com racdo contendo niveis crescentes de glicerina
bruta. O experimento foi executado no Laboratério de Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes
Neotropicais da Universidade Federal do Tocantins, utilizou-se 150 juvenis de pintado-da-
Amazodnia, com peso inicial de 6,83 £ 1,11 (g) e comprimento de 10,06 £ 0,57 cm distribuidos
em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 3 repeti¢cdes (10 animais em cada
repeti¢do). Os resultados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) sendo as médias
comparadas por teste de Tukey (p > 0,05) e aqueles que nao apresentaram distribuicdo normal,
foram submetidos a analise ndo paramétrica (Kruskall Wallis), utilizando o Programa Instat v
3.0 para Windows. Os animais foram alimentados com cinco dietas experimentais contendo
niveis crescentes de glicerina (0%; 5%; 7,5%;10% e 12,5%). O arragoamento ocorreu por um
periodo de 90 dias (30 dias de adaptacao e 60 dias experimental) e ao final desse periodo, foram
selecionados aleatoriamente 15 animais de cada tratamento para a coleta de sangue realizada
por puncdo caudal, utilizando seringas e agulhas banhadas em EDTA, posteriormente 0s
animais foram sacrificados por seccdo medular. Os parametros hematoldgicos determinados
foram: hematocrito, hemoglobina, contagem de eritrocitos e os indices hematimétricos: VCM
(volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e CHCM (concentragdo
de hemoglobina corpuscular média). Para a analise bioquimica foram coletadas amostras de
plasma para determinacdo da concentracdo de proteinas totais, colesterol total, triglicérides,
enzima aspartato amino transferase (AST) e enzima alanina amino transferase (ALT). Para
quantificacdo da concentracdo de glicose sanguinea utilizou-se o aparelho de glicosimetro
portatil One Touch Ultra2 (leitura entre 20 e 600 mg/dL) com fitas descartaveis e proprias para
o aparelho. O glicogénio hepatico e muscular foi determinado de acordo com técnica descrita
por Bidinotto et al. (1997). De todos os indices avaliados apenas o glicogénio muscular no nivel
de 12,5% apresentou diferenca estatistica (P>0,05), apresentando menor concentra¢do quando
comparado ao aninais alimentado com a dieta controle (0,0%). Por fim, os juvenis de pintado-
da-Amazonia sdo capazes de metabolizar a glicerina bruta até o nivel de 10,0%. Visto que, até
esse nivel ndo foram observadas alteragdes significativas nos parametros hematoldgicos e
bioquimicos do animal.

Palavras-chave: aquicultura, hematologia, reserva energética, perfil metabolico.
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CAPITULO I
Hematological and biochemical parameters of juveniles “painted of

Amazon” fed with increasing levels of crude glycerin.

ABSTRACT

The present study aimed to establish the hematological and biochemical values of juveniles of
"Painted Amazonia after feeding with rations containing increasing levels of crude glycerin.
The experiment was carried out at the Neotropical Fish Morphophysiology and Biochemistry
Laboratory of the Federal University of Tocantins, 150 juveniles of Amazonian Paints, with
initial weight of 6.83 + 1.11 (g) and length of 10, 06 £ 0.57 cm distributed in a completely
randomized design (DIC), with 3 replicates (10 animals in each replicate). The results were
submitted to analysis of variance (ANOVA) and the means were compared by Tukey 's test (p>
0.05) and those without normal distribution were submitted to non-parametric analysis
(Kruskall Wallis) using the Instat Program v 3.0 for Windows. The animals were fed five
experimental diets containing increasing levels of glycerol (0%, 5%, 7.5%, 10% and 12.5%).
The feeding occurred for a period of 90 days (30 days of adaptation and 60 experimental days)
and at the end of this period, were randomly selected 15 animals per treatment for blood
collection performed by puncturing rate, using syringes and plated needles EDTA, later the
animals were sacrificed by medullary section. The haematological parameters were: hematocrit,
hemoglobin, erythrocyte count and hematimetric indexes: VCM (mean corpuscular volume),
HCM (mean corpuscular hemoglobin) and CHCM (mean corpuscular hemoglobin
concentration). For the biochemical analysis, plasma samples were collected to determine the
concentration of total proteins, total cholesterol, triglycerides, aspartate amino transferase
enzyme (AST) and alanine amino transferase (ALT) enzyme. To quantify the blood glucose
concentration was used the apparatus portable glucometer One Touch ULTRAZ2 (reading
between 20 and 600 mg / dL) and to disposable tapes themselves to the machine. The hepatic
and muscular glycogen was determined according to a technique described by Bidinotto et al.
(1997). Of all the indexes evaluated, only muscle glycogen at the 12.5% level presented a
statistical difference (P> 0.05), presenting a lower concentration when compared to the nests
fed with the control diet (0.0%). Finally, the juveniles of Painted Amazonian are able to
metabolize the crude glycerin up to the level of 10.0 %. Thus, up to this level no significant
changes were observed in the haematological and biochemical parameters of the animal.

Keywords: aquaculture, hemat ology, energy reserve, metabolic profile.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura tem alcancado desenvolvimento proeminente nos ultimos anos, diferente
do que se tem visto na pesca extrativista (COSTA et al., 2015). O hibrido “pintado-da-
Amazonia”, obtido através do cruzamento entre cachara (Pseudoplatystoma spp.) e jundia da
Amazodnia (Leiarius marmoratus) tem se destacado na psicultura por apresentar um rapido
crescimento e ser um peixe de producdo simples na fase de alevinagem (BARBOSA et al.,
2015). Aléem disso, € considerado organoléptico e possui 6timo rendimento de carcaca;
caracteristica favoravel ao atendimento do mercado consumidor (BARBOSA et al, 2015).

No entanto, sabe-se que a alimentacdo é uma das partes mais onerosas da aquicultura,
representando cerca de 40 a 80% dos custos totais da producdo (KUBTIZA, 2009). Estudos
sobre a adicdo de glicerol bruto na alimentacdo animal sdo estimulados pela potencialidade de
se reduzir os custos da dieta por conta da grande oferta deste subproduto no mercado global
(MOESCH et al., 2016).

O glicerol desempenha um papel fundamental no metabolismo como componente estrutural
importante dos triglicerideos e fosfolipidos, proporcionando energia nas vias glicoliticas e acidos
carboxilicos (MOESCH et al., 2016). A determinacdo da exigéncia nutricional baseia-se no teste
de desempenho, em diferentes periodos ambientais, que uma vez associada ao claro
conhecimento da resposta hematoldgica, para diferentes dietas, pode ser Util para novas
formulagdes (GERHANOVICH; KISELEV, 1993).

A constituicdo bioguimica do sangue também é uma ferramenta imprescidivel na
avaliacdo e monitoramento da condicdo nutricional e metabolica em grupos de animais,
fornecendo importantes informagdes com relagdo ao estado clinico, metabdlico e produtivo de
um animal (GONZALEZ et al., 2000).

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de diferentes niveis de glicerol bruto na
dieta sobre os parametros eritrocitarios (hematocrito, hemoglobina, eritrocitos e os indices
hematimétricos) e bioquimicos (glicose, proteinas totais, colesterol total, triglicérides, enzima
aspartato amino transferase (AST), enzima alanina amino transferase (ALT), glicogénio

hepatico e muscular do “pintado-da-Amazonia”).
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal do Tocantins — UFT, Campus de Araguaina — TO. Conduzido no
Laboratorio Morfofisiologia e Bioguimica de Peixes Neotropicais, no periodo de janeiro de
2017 a abril de 2017.

Foram utilizados 150 juvenis de “pintado-da-Amazonia” com peso inicial total médio
de 6,83 £ 1,11 (g) e comprimento de 10,06 = 0,57 cm distribuidos em 15 caixas de fibra com
capacidade de 1000 litros (cinco tratamentos e trés repeti¢cdes e 10 animais por caixa d’agua),
com fluxo constante de &gua.

O delineamento experimental utilizado foi o casualizado. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) sendo as médias comparadas por teste de Tukey
(p > 0,05) e aqueles que ndo apresentaram distribuicdo normal, foram submetidos a analise néo
paramétrica (Kruskall Wallis), utilizando o Programa Instat v 3.0 para Windows. O protocolo
para este experimento foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal, processo
n° (23101.005896/2016-56), da Universidade Federal do Tocantins.

Os tratamentos consistiram de cinco racdes experimentais; sendo quatro com niveis de
inclusdo (5; 7,5; 10 e 12,5%) de glicerina bruta em substituicdo parcial do milho e um
tratamento controle como referéncia (sem incluséo de glicerina). Todas as dietas foram
formuladas de forma a proporcionar uma ingestéo diaria isoprotéica e isoenergética.

Os ingredientes foram peletizados em moedor de carne e secas em estufa com circulacao
e renovacao de ar a 55°C. Os peixes eram alimentados duas vezes ao dia (8h00 e 17h00) até a
saciedade aparente por um periodo de 90 dias de experimento, sendo 30 de adaptacdo. A

sifonacdo das caixas era realizada todos os dias (15h).

2.1 Parametros hematologicos

Para as analises hematoldgicas, foram selecionados aleatoriamente quinze individuos de
cada tratamento. A coleta do sangue foi realizada por puncéo caudal, utilizando seringas e
agulhas banhadas em Acido Etilenodiamino Tetra-Acético - EDTA e, em seguida, foram
insensibilizados no gelo.

Sub-amostras de sangue foram utilizadas imediatamente para a determinacdo do
hematocrito - Htc (técnica de microhematdcrito, segundo Wintrobe (1929), hemoglobina-Hb
(método de cianometahemoglobina, segundo Drabkin (1948) e contagem de eritrdcitos - RBC

em camara de Neubauer utilizando-se como diluente o formol citrato. Os indices
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hematimétricos VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e

CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média), foram também avaliados.

Para os indices hematimétricos foram utilizadas as seguintes formulas:

Volume Corpuscular Médio (VCM): o VCM ajuda na observacdo do volume dos
eritrocitos. Para realizacdo de seu calculo serdo utilizados os valores do hematdcrito e a

contagem de eritrocitos:

VCM (um?®) = (Hct x 10) / RBC

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM): o HCM é a concentracdo da hemoglobina
por eritrécitos. Para o calculo foram utilizados os valores de hemoglobina total e a contagem
de eritrocitos:

HCM (pg) = (Hb x 10) / RBC

Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM): a concentracdo de
hemoglobina dentro do eritrocito é calculada pelo CHCM. Para o calculo foram utilizados os

valores da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e do Volume Corpuscular Médio (VCM):

CHCM (d/L1) = (HCM x100 / VCM)

Foram confeccionadas laminas de distensdo sanguinea para contagem total e diferencial
de leucécitos (Lc) e contagem total de trombdcitos (Tr) coradas com kit PANOTICO, segundo

metodologia recomendada por Ranzani-Paiva et al. (2013).

2.2 Analises dos parametros bioquimicos

O sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos para obtencéo do plasma e usado
para analises bioquimicas. Analisou-se proteinas totais, colesterol total, triacilglicerol, enzima
Aspartato Amino Transferase (AST) e enzima Alanina Amino Transferase (ALT) através do
Kit Labtest e leituras realizadas com espectrofotometria. O colesterol total foi lido a uma
absorbancia de 500 nm, proteinas totais a 545 nm, triglicérides a uma absorbancia de 510 nm,

AST e ALT a 340 nm em aparelho de espectrofotometria.
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Para quantificacdo da concentracdo de glicose sanguinea utilizou-se o aparelho de
glicosimetro portatil One Touch Ultra2 (leitura entre 20 e 600 mg/dL) com fitas descartaveis e
préprias para o aparelho. Cerca de 1 a 5 pL de sangue foi colocado na fita, apds o monitor ligar
automaticamente, esperou-se 5 segundos para realizacdo da quantificacdo da concentracdo de
glicose sanguinea em mg/dL.

Para determinacdo do glicogénio hepatico e muscular utilizou-se a técnica descrita por
Bidinotto et al. (1997) As amostras de figado (100 mg de tecido) e musculo (200 mg de tecido)
foram descongeladas e transferidas para um tubo de ensaio com aproximadamente para 1,0 mL
de KOH 6,0N e incubado por 2 a 4 minutos em banho-maria a 100°C. Apo6s a dissolucdo dos
tecidos, a solucgéo foi levemente agitada para dissolu¢do completa, em seguida foi transferido
200 pL deste extrato para um tubo contendo 3 ml de etanol P.A. e entdo novamente agitado em
vortex por 30 segundos. Posteriormente foi adicionado 100 pL de K2SO4 10 % e homogeinizado
em vortex por 30 segundos. A amostra foi entdo centrifugada a 3.000 rpm por 3 minutos e
sobrenadante descartado por inversdo e o precipitado ressuspendido em 2,5 ml de &gua
destilada. Apos isso, adicionou-se 500 pL de fenol e 2 mL de acido sulfurico (H2SO4). A
concentracdo de acucar foi estimada em uma concentracdo padréo de glicose 1mM e amostra
analisada em espectrofotdmetro com absorbancia de 480nm.

O glicogénio hepético também foi analisado com o auxilio do programa Image J, para

quantificacdo da area total ocupada por essa reserva.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo da série vermelha

Os niveis crescentes de glicerina bruta na dieta de pintados ndo acarretaram alteraces
nas variaveis eritrocitarias em relagdo ao controle (P>0,05): hematdcrito, hemoglobina,
contagem de eritrocitos e os indices hematimétricos (volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média e concentra¢do de hemoglobina corpuscular média) como apresentado na
(Tabela 1).
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Tabela 1 Parametros hematimétricos dos juvenis de Pintado-da-Amazénia, alimentados com diferentes niveis de
glicerina bruta.

GLICERINA BRUTA (%)

PARAMETROS 0% 5,0% 7,5% 10,0% 12,5% EFEITO CV%
RBC(milhdesfmm3)  0.67 +0.25 0.54+0.21 0.48+0.15 0.69 +0.28 0.67+£0.16 NS 8,96
Hb(g/dL) 7.23+1.19 7.30+ 1.84 7.32£135 7.32+1.48 751+1.14 NS 38
Het (%) 23.66+ 2.82 25.26 +3.26 24.93 £3.12 24.60 +3.52 25.86 + 3.44 NS 112
VCM (fL) 333.58 +142.65 389.54+17859 458.16+101.74 335.73+113.62 355.74 +121.80 NS 8,05
HCM (pg) 130.07.£57.50 13859+57.72  140.56 +36.67 118.96+57.62  136.09 +46.35 NS 7,12
CHCM (%) 28.35+5.03 26.31 +4.85 28.35 £ 6.26 2513 £3.75 28.50 +4.16 NS 3,51

Valores expressos como média = desvio padrdo. RBC = nimero de eritrdcitos; Hb= hemoglobina; Hct =
hematocrito; VCM = Volume corpuscular médio; HCM= hemoglobina corpuscular média; CHCM= Concentracéo
de hemoglobina corpuscular média.

Os indices hematimétricos costumam ser utilizados no controle de patologias e estresse,
além de poderem demonstrar o estado fisiologico do animal (SILVA et al., 2012).

Segundo Thrall et al. (2012), os eritrécitos maduros de peixes sadios possuem
morfologia oval e nucleadas. A concentracdo de eritrocitos (hemaécias) encontrados no presente
estudo variou entre 0,48 a 0,69(milhdes/mm?) entre os tratamentos. Tais valores foram maiores
que os encontrados por Lundstedt (2003) ao testar diferentes niveis de proteina e energia nas
dietas de juvenis de pintado (Pseudoplatystoma corruscans) medindo 21,8 + 0,7 cm, onde 0s
eritrocitos variaram de 0,27-0,30 (milhdes/mm?®). Todavia, ha de se considerar que individuos
gue possuem tamanhos diferentes liberam energia em quantidade também diversa de acordo
com o seu comprimento, podendo interferir em suas caracteristicas hematoldgicas (RANZANI-
PAIVA; TAVARES-DIAS, 2002).

Os valores médios de hemoglobina-Hb encontrados (7,23 a 7,51g/dL) se situaram dentro
do intervalo estabelecido por Weiss et al. (2010) que € de 5 a 10g/dL, mais baixos quando
comparados com a concentracdo de Hb em mamiferos. Tavares-Dias et al. (2009), ao
estudarem peixes hibridos do género Pseudoplatystoma (P. fasciatum X P. coruscans) pesando
de 568,0 a 1,350 g, encontraram intervalo entre 5,2 e 6,1g/dL de hemoglobina. Enquanto,
Fagundes e Urbinati et al. (2008), ao avaliarem a concentragdo de hemoglobina de P. coruscans
com peso médio de 14,04, 24,94 e 44,78 g, observaram valores médios de 10,50; 8,01 e 10,10
g/dl, respectivamente.

O hematocrito (volume globular) corresponde ao volume ocupado pelos eritrocitos
contidos numa certa quantidade de sangue total, sendo que valores baixos podem indicar
anemia. A porcentagem de hematocrito analisado neste trabalho variou entre 23,66 a 25,86% e
se mantiveram dentro do intervalo previsto por Weiss et al. (2010) para peixes, que é de 20 a

45%. Os valores referenciados por Razani-Paiva et al. (2000a, 2000b) para Pseudoplatystoma



51

fasciatum de cativeiro (23,0-32,5%) e para Pseudoplatystoma corruscans de ambiente natural
(26,0%) se mantiveram proximos dos resultados descritos neste trabalho.

O volume corpuscular médio (VCM) esta relacionado com a dinamica cardiaca e com
o fluxo sanguineo (FRIES et al., 2013). O intervalo de VCM para peixes previsto por Weiss et
al. (2010), varia de 150 a 350 fL. Apesar deste parametro no presente estudo ter distinguido do
intervalo do autor supracitado acima, 0 mesmo nédo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. Tavares-Dias et al. (2009), cita intervalo de (159,2-180,3fL) para hibridos do
género Pseudoplatystoma (P. fasciatum x P. coruscans). Enquanto que Razani-Paiva et al.,
(2000a) e (2000c) cita os valores de (129,1-189,0 fL) e (165,2 fL); respectivamente.

O HCM varia consideravelmente entre as espécies, no intervalo de 30 e 100 pg
(picogramas) devido a diferencas no tamanho dos globulos circulantes (WEISS et al., 2010).
Neste estudo o HCM (hemoglobina corpuscular média) identificado foram superiores aos
referenciados por Weiss et al. (2010), no entanto ndo houve diferenca estatistica entre 0s
tratamentos.

A distincdo entre os valores encontrados para 0 VCM e HCM resulta das peculiaridades
dos eritrogramas de peixes, pois 0s parametros hematoldgicos podem ser influenciados por
inimeros fatores, dentre eles a idade, espécie, estresse, temperatura, fotoperiodo, estado
nutricional e a metodologia utilizada para sua determinacédo (PEDRO et al., 2004), e podem
apresentar valores distintos mesmos em animais pertencentes ao mesmo género (TAVARES-
DIAS, MORAES, 2004).

Além disso, segundo McCarthy et al. (1973), os valores do VCM e HCM de peixes
requerem cautela em sua interpretacdo, pois sdo calculados a partir da contagem total de
eritrocitos, no qual pode apresentar certa margem de variacdo. Porém, o CHCM é considerado
mais preciso, uma vez que é calculado a partir do percentual de hematdcrito e da hemoglobina.

Os valores médios de CHCM (25.13 a 28.50 g/dL) permaneceram dentro do intervalo
estipulados por Weiss et al. (2010) que é de 18,0 a 30,0g/dL. Tavares-Dias et al., (2009) relata
para peixes hibridos (P. fasciatum x P. coruscans), pesando entre 568 e 1350g intervalo de
16,8-18,8¢g/dL para CHCM.

3.2 Avaliacéo da série branca

Os leucocitos séo células que exercem importante papel na imunidade ndo especifica e
0s seus indices sdo determinantes na avaliacdo do estado de saude dos peixes (ISHIKAWA et

al., 2008) AlteracOes na contagem relativa de células sanguineas de defesa orgénica podem
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significar a ocorréncia de processos infecciosos, semelhante ao que ocorre com 0s mamiferos
(SILVA et al., 2012)

No entanto, o resultado para contagem total e diferencial de leucocitos ndo foi alterada
pela dieta, (P>0,05). As médias seguidas dos desvios padrfes desta contagem estdo

demonstradas na (Tabela 2).

Tabela 2 Contagem total e diferencial de leucdcitos dos juvenis de Pintado-da-Amazénia, alimentados com
diferentes niveis de glicerina bruta.

GLICERINA BRUTA (%)

PARAMETROS 0% 5% 7,5% 10,0% 12,5% EFEITO CV%
Tromboécitos (uL) 22.38+29.98 2519+33.32 24.96+3257 23.78+28.92 23.04+27.50 NS 10,25
Leucdcitos (uL) 122.06 £35.94 139.03+73.49 117.78+73.25 120.92+51.05 126.76 +54.33 NS 12,75
Linfécitos (%) 97.30+3.02  97.40+283  96.60+241  97.90+166  9830+141 NS 0,72
Neutrofilos (%) 220261 2.10+268 3.00£2.16 150+1.71 130+1.25 NS 11,03
Mondcitos (%) 0.10+0.31 0.20+0.42 0.10+0.31 0.20 +0.42 0.20 +0.42 NS 36,08
*LG-PAS (%) 0.20 £ 0.42 0.10£0.31 0.20 +0.42 0.20 +0.42 0.10+0.31 NS 36,08
Eosindfilos (%) 0,20+0,42 0,20 £0,42 0,10£031 0,20 £0,63 0,10+0,31 NS 80,69

Valores expressos como média + desvio padrdo. NS = néo significativo para o Teste de Turkey (P>0,05). * LG-
PAS- leucécito granular-PAS positivo.

Os valores médios do numero de leucdcitos e trombdcitos de pintado-da-Amazonia se
distinguiram dos valores relatados para surubins hibridos sadios (Pseudoplatystoma reticulatum
x P. corruscans) (PADUA et al., 2009), no entanto, os linfocitos e os neutr6filos foram os
leucdcitos mais frequentes em ambas as espécies.

Tomaz e Campos (2011), aos estudarem as células de defesa de machos e fémeas de
Pseudoplatystoma reticulatum durante seu periodo reprodutivo em piscicultura, relataram
médias para linfocitos (74,2 + 12,7- macho e 76,1 + 9,91-fémea) menores do que os encontrados
no presente estudo. Ja as médias para eosinofilos (3,63 = 3,09 - macho e 2,80 + 3,09 -fémea),
monacitos (1,75 £3,46 - macho e 1,30 + 0,86 -fémea), leucdcito granular-PAS positivo / LG-
PAS (0,68 + 0,25 0,82 - macho + 0,52-fémea) e neutréfilos (14,6 + 8,30 — macho e 11,8 + 8,22-
fémea) foram maiores que as relatadas para o pintado-da-Amazonia.

O conhecimento sobre a origem e o desenvolvimento dos trombacitos e leucdcitos em
peixes € considerado escasso, embora algumas ideias tem sido propostas desde o inicio do
século passado. Porém, os dados adquiridos através dos estudos da hematologia e/ou dos 6rgaos
hematopoeéticos ainda sdo pouco conclusivos. No entanto, as células sanguineas de defesa
organica apresentam variacdo interespecifica (TAVARES-DIAS et al., 2002), o que pode

explicar a variagdo nos valores comparados acima.



53

Além disso, a contagem diferencial de leucdcitos possui alguns entraves que dificultam
a comparacdo de resultados entre diferentes autores, mesmo para estudos que utilizam a mesma
espeécie. Dentre os problemas enfrentados estdo a divergéncia de terminologia, principalmente
envolvendo os granuldcitos e a diversidade de técnicas para quantificacdo e identificacdo dos
leucocitos (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004). Ainda assim, o leucograma é considerado
uma ferramenta importante na compreensao de infec¢fes e demais processos de desequilibrio
homeostatico (SILVA et al., 2012).

3.3 Avaliacéo bioquimica

A composicdo bioquimica do sangue retrata de forma fidedigna a constancia entre o
ingresso, 0 egresso e a metabolizacdo dos nutrientes no tecido animal. Este equilibrio é
denominado homeostase, no qual complexos mecanismos metabdlico-hormonais estdo
envolvidos (BOCKOR, 2010). Os parametros bioquimicos analisados neste estudo (colesterol
total, ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase), proteinas totais,
glicose e triglicérides) ndo foram alteradas pelos diferentes niveis de glicerina bruta apresentado
na (Tabela 3).

Tabela 3 Parametros bioguimicos dos juvenis de Pintado-da-Amazo6nia, alimentados com diferentes niveis de
glicerina bruta.

GLICERINA BRUTA (%)

PARAMETROS 0,0% 5,0% 7,5% 10,0% 12,5% EFEITO CV%
COLESTEROL
TOTAL (mojaLy 159642058 1532631746 137.48+1073 144161007 157104599 NS 7,94
ALT (UIL) 9.67 +6.59 928+939  721+631  974+612  7.75%425 NS 21,09
AST (UIL) 463+186 496+246 4774210 3074170  328+178 NS 7.42
PROTEINAS
TOTAIS (/D) 458+021 453+030 4574025  444+045 453016 NS 10,52
GLICOSE (mg/dL)  14540+7550 15393+8846 154.46+8560 156.00+7667 154.33+6752 NS 55
TR'%;'Q%ES'DES 21643+21.91 20575+2594 22687 +2515 2113542526 223.49+18.09 NS 152

Valores expressos como média + desvio padrdo. NS = ndo significativo para o Teste de Turkey (P>0,05).

Segundo Gonzalez et al. (2017), a molécula de colesterol possui importante fungdo
bioldgica, sendo precursor dos hormonios esteroidais e dos acidos biliares, além de fazer parte
das membranas plasmaticas das células.

As concentragdes de colesterol total ndo foram afetadas pela incluséo de glicerina bruta
na dieta, corroborando com os resultados de Balen (2017) para juvenis de curimbata
(Prochilodus lineatus) alimentados com dietas contendo glicerina bruta (0, 4, 8, 12, 16 e 20%)
e Neu et al. (2013) para juvenis de tilapia-do-Nilo com dietas contendo (0,0; 2,5; 5,0; 7,5 e
10%) glicerol.
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As enzimas ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase)
também ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos, demonstrando que a
dieta ndo alterou as suas atividades. Essas enzimas sdo consideradas importantes no diagnostico
de lesGes hepaticas, visto que o0 aumento da sua atividade sérica pode estar relacionado a ruptura
dos hepatocitos, resultante de processos como necrose celular ou do processo de agressdo por
agentes toxicos (HARZER et al., 2015).

As proteinas sanguineas sdo responsaveis por mdaltiplas funcBes, dentre elas a
manutencdo da pressdo osmatica, viscosidade do sangue, transporte de nutrientes, metabdlitos,
hormdnios e produtos de excrecdo, regulacdo do pH sanguineo e participacdo na coagulacdo
sanguinea. A sintese dessas proteinas ocorre principalmente pelo figado, sendo que a taxa de
formacédo se relaciona diretamente com o estado nutricional do animal e com a funcionalidade
hepéatica. O aumento na sua concentracdo pode ser sinal desidratacdo por hemoconcentracao,
enquanto que a diminuicdo pode ser resultado de falhas hepaticas, transtornos intestinais e
renais, hemorragia, ou deficiéncia na alimentagdo (GONZALEZ e SILVA, 2008).

Os valores de proteinas totais encontradas neste trabalho nao se distanciaram muito
daquelas encontradas por Costa et al. (2015) para Tilapias do Nilo que permaneceram entre
3,93 a 4,13 e que também ndo apresentaram diferenca significativa. De acordo com este mesmo
autor, a dieta contendo glicerol protege o catabolismo proteico para fins energéticos na tilapia
do Nilo. Corroborando, Menton et al. (1986) também ndo encontraram diferenca significativa
na concentracdo de proteinas plasmaticas de trutas alimentadas com dietas contendo 6 e 12%
de glicerol.

A glicose atua como substrato energético armazenado na forma de glicogénio hepético
e muscular (por meio da glicogénese) e que pode ser mobilizado para proporcionar suporte
energético aos peixes. A glicose plasmatica € bastante variavel ndo apenas entre espécies, mas
também interespecificamente, em diferentes estadgios de vida ou sob certos regimes de
alimentacdo (HEMRE et al., 2002).

Segundo Morgan e Iwama (1997), a glicose € a principal fonte de energia que 0s peixes
utilizam para suportar situagGes adversas, sendo um importante indicador de disturbio
fisioldgico. Os resultados para glicose encontrados nesta pesquisa, ndo foram alterados com os
niveis de incluséo de glicerol bruto nas racgdes.

Distinguindo dos resultados encontrados neste trabalho para a concentragao de glicose,
Li et al. (2010) observaram que o nivel de glicose no sangue do bagre do canal (Ictalurus
punctatus) foi influenciado pelos diferentes niveis de glicerol (0, 5, 10, 15 e 20%). Os valores

foram significativamente maiores em peixes alimentados com 0% e 5% de glicerol do que em
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peixes alimentados com as demais dietas e que nos niveis contendo 10, 15 e 20% de glicerol a
glicose geralmente diminuiu.

Para tilapias do Nilo, na fase de crescimento/engorda Moesch et al. (2016) verificaram
que os tratamentos contendo glicerol (20, 40, 60, 80 e 100%) apresentaram 0S menores niveis
de glicose sanguinea, fato que o autor associou ao decréscimo do amido (milho) da racéo.

Peixes carnivoros utilizam eficientemente os lipidios como fonte de energia devido a
capacidade restrita de seu metabolismo em regular a glicemia (CASERAS et al., 2002; HEMRE
et al., 2002), onde os triacilglicerdis sdo a principal forma de armazenamento da energia
corporal nestes animais.

Os resultados para concentragdo de triglicérides observados nesta pesquisa corroboram
com os obtidos por Costa et al. (2015) e Neu et al. (2013). Ambos verificam que os niveis de
glicerol na dieta ndo influenciaram a concentracdo de triglicérides plasmaticos no juvenil de
tilapia do Nilo. Costa et al. (2015) afirmaram que ndo houve alteragdo nos niveis de triglicérides
plasméticos, por ndo haver deficiéncia energética no animal e que, portanto, ndo houve
necessidade de a espécie mobilizar energia e consequentemente realizar a lipdlise em
adipdcitos.

A glicerina bruta tem sido testada em dieta de outras espécies monogastricas. Romano
et al. (2014) estudaram os efeitos do glicerol no metabolismo de frangos de corte.
Semelhantemente ao presente trabalho, ndo verificaram diferenca significativa nas
concentracdes de colesterol total entre o controle e 0s grupos que receberam dietas com
diferentes niveis de inclusdo de glicerina (2,5, 5,0, 7,5 e 10,0%).

Gallego et al. (2014) ao testar niveis (0,0, 3,5, 7,0, 10,5 e 14,0%) de glicerina
semipurificada neutralizada na dieta suinos, observaram que os valores plasmaticos de glicose,
colesterol e triglicérides na fase de crescimento também ndo sofreram efeito da inclusdo da
glicerina.

Em animais ruminantes, Maciel et al., (2016) analisaram o desempenho e caracteristicas
de carcaca de leiterias alimentadas com dietas contendo glicerina bruta e observou que ela ndo
alterou as concentracdes de glicose no soro, triacilglicerol, colesterol total, lipoproteina de alta
densidade colesterol e creatinina.

Ribeiro (2015) ao estudar glicerina bruta (0, 7, 14, e 21% ) na dieta de cordeiros
confinados, ndo observou diferenca significativa para albumina, globulina, triglicérides, alanina
aminotransferase(ALT), aspartato-aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase. Porém,

as concentracdes séricas de uréia, glicose decresceram linearmente com o aumento da inclusao



56

e o colesterol apresentou comportamento linear crescente, portanto, foram influenciadas pelo

glicerol.

3.4 Andlises de glicogénio hepatico e muscular

Os niveis de glicogénio presentes no tecido hepético sdo adaptaveis a dieta (SHIAU,
1997; HEMRE et al., 2002). As anélises de glicogénio hepético ndo apresentaram diferenca
estatistica dos tratamentos com inclusdo de glicerol em relagdo ao controle como mostra a
(Tabela 4 e 5). Menton et al. (1986) ao examinarem o glicerol (variando de 1 a 12%) na dieta
de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) em substituicdo de parte de farelo de trigo, observou
que em dietas contendo 6 e 12% de glicerol houve aumento do nivel de glicose no plasma, mas
a concentracao de glicogénio hepatico nao foi alterada.

O glicogénio muscular analisado neste estudo apresentou maior concentracdo na dieta
controle (0% de glicerol) quando se comparada ao tratamento com 12,5% de glicerol como

apresentado na (Tabela 4).

Tabela 4 Glicogénio hepético e muscular dos juvenis de Pintado-da-Amaz6nia, segundo metodologia de Bidinotto
et al. (1997).

GLICERINA BRUTA (%)

PARAMETROS 0% 5% 7,50% 10,00% 12,50% EFEITO CV%
GLICOGENIO

HEPATICO (umoles) 33,76 £10,32a 33,29+11,00a 32,44+328a 4142+544a 35,66+582a NS 9,44
GLICOGENIO 31.88+4.86a 3545+7.24a 24.71+7.00a 25.09+6.78a 18.03+2.73b S 711

MUSCULAR (umoles)

Médias na mesma linha seguidas de letra distintas diferem (P>0,05) pelo Teste de Turkey. VValores expressos como
média + desvio padrdo. NS = ndo significativo; S= significativo.

Tabela 5 Glicogénio hepatico dos juvenis de Pintado-da-Amazonia, analisado pelo programa Image J.

GLICERINA BRUTA (%)

PARAMETROS 0% 5% 7,5% 10,0% 12,5% EFEITO CV%

GLICOGENIO
HEPATICO (%)

Valores expressos como média + desvio padrdo. NS = ndo significativo (P>0,05) pelo Teste de Turkey.

33,76 +£10,32 3329+11,00 3244+328 4142+544 3566=5,82 NS 9,44

Sabe-se que o glicogénio muscular é imprescindivel somente para o musculo e que sua
metabolizacdo nesse local fornece energia para a contragdo muscular, enquanto que o
glicogénio hepatico regula a glicemia e fornece substrato energético para outros tecidos.

Silva et al. (2012), ao testarem dois niveis de suplementagéo de glicerol (0 e 5%), como
meio de reposicédo das reservas de glicogénio muscular de dourada (Sparus aurata), observou
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que o peixe alimentado a inclusdo de 5% de glicerol bruto mostrou uma deposi¢do
significativamente maior de glicogénio em relacéo ao controle (0%).

Em estudos anteriores envolvendo o glicerol comprovou-se que o mesmo, além do
glicogénio pode também influenciar a atividade lipogénica. Lin (1977) ao estudar a adicao de
20% de glicerol na dieta de ratos por trés semanas, relata que ele causou aumento do peso do
figado. Por outro lado, quando esse mesmo autor estudou 20% de glicerol na dieta de frangos
alimentados por trés semanas, 0 mesmo ndo observou alteracdo no peso do figado.

Lin (1977), ao estudar alimentacdo de animais ndo ruminantes, observou que o glicerol
provoca respostas espécie-especificas e drgdo-especificas. Partindo desse pressuposto, de que
consta na literatura a deposicédo de glicogénio e a atividade lipogénica podem ser influenciadas
pelo glicerol na dieta, sugere-se que sejam realizados mais estudos com esse alimento, a fim de

desvendar o efeito metabolico do mesmo sobre as reservas energéticas nos peixes.

4 CONCLUSAO

A inclusdo da glicerina bruta até o nivel de 10,0 % em dietas de pintado-da-Amazonia
é viavel, pois ndo interferiu no desempenho animal e ndo provocou alteragdes significativas nos

parametros hematoldgicos e bioquimicos da espécie estudada.
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CAPITULO IV
Analise histopatologica de juvenis de “pintado-da-Amazoénia” alimentados com niveis

crescentes de glicerina bruta

RESUMO

O presente estudo verificou a adicdo de glicerina bruta na dieta de juvenis de pintado-da-
Amazonia por analises histopatologicas no figado. O experimento foi executado no Laboratério
de Morfofisiologia e Bioquimica de Peixes Neotropicais da Universidade Federal do Tocantins,
utilizou-se 150 juvenis de pintado-da-Amazénia, com peso inicial de 6,83 £ 1,11 (g) e
comprimento de 10,06 + 0,57 cm distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com 3 repeticdes (10 animais em cada repeticdo). Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) sendo as médias comparadas por teste de Tukey (p > 0,05) e
aqueles que nao apresentaram distribuicdo normal, foram submetidos a analise ndo paramétrica
(Kruskall Wallis), utilizando o Programa Instat v 3.0 para Windows. Os animais foram
alimentados com cinco dietas experimentais contendo niveis crescentes de glicerina (0%; 5%;
7,5%;10% e 12,5%). O arragoamento ocorreu por um periodo de 90 dias (30 dias de adaptacéo
e 60 dias experimental) e ao final desse periodo, foram selecionados aleatoriamente 9 animais
de cada tratamento para a retirada de amostras do figado e rim que foram submetidos a rotina
de processamento histolégico e consecutivamente a montagem das laminas para analise.
Utilizou-se metodologia semi-quantitativa pelo Célculo do Valor Médio de Alteracdo (VMA),
com base na incidéncia de lesbes e Calculo do indice de Alteracdo Histoldgica (IAH), baseado
na gravidade de cada lesdo. Os valores do VMA e IAH ndo apresentaram diferencas
significativas, denotaram respectivamente alteracdes pontualmente distribuidas pelo figado e
que ndo comprometem o seu funcionamento, sendo assim reversiveis. Os resultados
demostraram gue a inclusdo de até 12,5% de glicerina bruta em dietas de pintado-da-Amazénia
em substituicdo parcial do milho pode ser utilizada sem causar alteracBes hepaticas
significativas na espécie estudada.

Palavras chaves: tecidos, funcdo hepatica, patologia, surubim.
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CAPITULO IV

Analise histopatoldgica de juvenis de “pintado-da-Amazoénia” alimentados com niveis

crescentes de glicerina bruta

ABSTRACT

The present study verified the addition of crude glycerin in the diet of juveniles of Painted
Amazonia by histopathological analyzes in the liver. The experiment was carried out at the
Neotropical Fish Morphophysiology and Biochemistry Laboratory of the Federal
University of Tocantins, 150 juveniles of Amazonian Paints, with initial weight of
6.83+£1.11 (g) and length of 10, 06 £ 0.57 cm distributed in a completely randomized
design (DIC), with 3 replicates (10 animals in each replicate). The results were
submitted to analysis of variance (ANOVA) and the means were compared by Tukey 's test (p>
0.05) and those without normal distribution were submitted to non-parametric analysis
(Kruskall Wallis) using the Instat Program v 3.0 for Windows. The animals were fed five
experimentais diets containing increasing levels of glycerol (0%, 5%, 7.5%, 10% and
12.5%). The feeding occurred for a period of 90 days (30 days of adaptation and 60
experimental days) and at the end of this period, were randomized 9 animals of each
treatment for removal of liver and kidney samples were subjected to routine histology and
consecutively the assembly of the slides for analysis. We wused asemi-
quantitative methodology by the Calculation of Mean Value of Change (VMA), based on the
incidence of lesions and Calculation of Histological Alteration Index (AHI), based on the
severity of each lesion. The values of the VMA and AHI did not present significant differences,
respectively denote changes punctually distributed by the liver and do not compromise its
functioning, thus being reversible. The results showed that the inclusion of up to 12.5% crude
glycerin-of-painted Amazon diets as partial replacement of corn can be used without causing
significant hepatic disorders in the studied species.

Keywords: fabrics, hepatic function, pathology, surubim.
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1 INTRODUCAO

Os surubins sdo espécies de peixes comerciais de grande destaque na piscicultura
brasileira, pelo alto padrdo de sua carne, auséncia de espinhos intramusculares e seu grande
porte (SABAINI et al., 2015). No entanto, a aquicultura enfrenta alguns entraves relacionados
principalmente a alimentacdo que corresponde a 70% dos custos de producdo. Desta forna,
busca-se diminuir os custos de producédo das dietas e aumentar o aproveitamento das fragdes
nutricionais (ALMEIDA FILHO et al., 2012).

A producéo de biodiesel no Brasil gera como subproduto o glicerol que possui grande
biodisponibilidade e baixo custo (NEU et al., 2013; OOI et al., 2004). Por apresentar tais
caracteristicas tem sido proposto como alimento alternativo para aves (LAMMERS et al.,
2008b), suinos (LAMMERS et al., 2008c; BERENCHTEIN, 2010), ruminantes (ABDALLA,
2008; DONKIN, 2008) e peixes (LI et al., 2010; NEU et al., 2012). Além de proporciornar
reducdo de custos com a alimentacdo animal, o uso do glicerol como alimento evita o
desencadeamento de um problema ambiental, visto que 0 mesmo é considerado um potencial
poluidor quando n&o utilizado corretamente.

Entretanto, sabe-se que na composicdo deste elemento pode existir alguns residuos,
dentre elas 0 metanol e alguns metais, que mesmo em quantidades minimas, podem interferir
no metabolismo dos peixes. Porém, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
através da resolucao de n°® 386/1999, classificou o glicerol como produto umectante na lista de
aditivos que sdo permitidos para a alimentacdo humana e animal (MOESCH et al., 2016).

Nos peixes, estudos histopatoldgicos costumar ser direcionados a 6rgaos, que possuem
importante funcdo no metabolismo de substancias téxicas, como € caso do figado, que pode
sofrer alteracdo em sua parte estrutural e metabdlica devido a exposicdo de poluentes, a
alimentacéo, as toxinas, os parasitos e os micro-organismos (ROCHA et al., 2010).

O rim dos peixes também é um 6rgdo importante nos mecanismos fisiolégicos como
osmorregulacdo, excrecdo, metabolismo endocrino, hemopoiese e imunitario. Além de ser
sensivel a processos parasitarios, bacterianos, viroticos poluidores e manejo nutricional
(FERRAZ DE LIMA et al.,1993).

Este estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de possiveis alteracoes
histopatoldgicas no figado e rim de pintado-da-Amazonia alimentados com dietas contendo
diferentes concentracdes (0,0; 0,5; 7,5; 10; e 12,5%) de glicerina bruta.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal do Tocantins — UFT, Campus de Araguaina — TO. Conduzido no
Laboratorio Morfofisiologia e Bioguimica de Peixes Neotropicais, no periodo de janeiro de
2017 a abril de 2017.

Foram utilizados 150 juvenis de “pintado-da-Amazonia” com peso inicial total médio
de 6,83 + 1,11 distribuidos em 15 caixas de fibra com capacidade de 1000 litros (cinco
tratamentos e trés repeti¢des ¢ 10 animais por caixa d’agua), com fluxo constante de agua.

O delineamento experimental utilizado foi o casualizado. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) sendo as médias comparadas por teste de Tukey
(p > 0,05) e aqueles que ndo apresentaram distribuicdo normal, foram submetidos a analise ndo
paramétrica (Kruskall Wallis), utilizando o Programa Instat v 3.00 para Windows. O protocolo
para este experimento foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal, processo
n° (23101.005896/2016-56), da Universidade Federal do Tocantins.

Os tratamentos consistiram de cinco ra¢cdes experimentais; sendo quatro com niveis de
inclusdo (5,0, 7,5, 10 e 12,5%) de glicerina bruta em substituicdo parcial do milho e um
tratamento controle como referéncia (sem inclusdo de glicerina). Todas as dietas foram
formuladas de forma a proporcionar uma ingestdo didria isoprotéica e isoenergeética.

Os ingredientes foram peletizados em moedor de carne e secas em estufa com circulagao
e renovacao de ar a 55°C. Os peixes eram alimentados duas vezes ao dia (8h e 17h) até a
saciedade aparente por um periodo de 90 dias de experimento, sendo 30 dias de adaptacdo. A
sifonacgdo das caixas era realizada todos os dias (15h).

Apobs o0 periodo experimental, 0s peixes permaneceram em jejum por 24 horas para 0
esvaziamento do trato gastrointestinal. Foram selecionados 9 animais (escolhidos
aleatoriamente) de cada tratamento que foram insensibilizados no gelo para retirada de amostras
de tecido hepatico e renal.

As amostras foram lavadas com solugéo salina 0,9% e fixadas por 24 horas em solucao
Bouin. Posteriormente o material foi lavado por 24h em &gua corrente e armazenadas em
recipientes contendo alcool 70%. Em seguida, as amostras foram desidratadas em banhos
sucessivos de alcool (70%, 80%, 90%, 95%, e 100%) e clarificadas em xilol (FERNANDEZ
et.al., 2011).

Posteriormente aos processos de desidratacdo e clarificagao, as amostras foram incluidas

em parafina para confec¢do de cortes histologicos de 3um de espessura usando micrétomo



66

manual, os quais foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE), para posterior analise em
microscopia de luz.

Todas as sec¢Oes foram analisadas usando imagens obtidas em um microscopio LEICA
DM500 conectado a um computador pelo o programa LAZ 2.0.

As alteracdes do figado e rim consistiram na observacdo de 5 campos de cada lamina
em aumento de 100x. As analises histopatologicas de ambos os tecidos foram avaliadas por
dois métodos semi-quantitativos: Valor Médio de Alteracdes (VMA) e pelo Indice de
Alteracdes Histologicas (IAH).

O célculo do (VMA) resulta na incidéncia de lesdes, de acordo com Schwaiger et al.
(1997). Desta forma, atribuiu-se um valor numérico para cada animal de acordo com a escala:
grau 1 (auséncia de alteracdo histopatoldgica), grau 2 (ocorréncia de lesbes pontualmente
localizadas) e grau 3 (lesGes amplamente distribuidas pelo 6rgéo).

Para avaliar o grau das alteragdes no figado e no rim utilizou-se o indice de Alteracdes
Histologicas (IAH) segundo Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994), onde cada alteragdo foi
classificada em graus progressivos relacionados ao comprometimento das funcgdes teciduais:
estagio I, alteracbes que ndo comprometem o funcionamento do érgéo; estagio Il para alteracdes
mais severas que comprometem o funcionamento érgdo, mas sdo reversiveis; e estagio Il1, para
as alteracGes mais graves que comprometem de forma irreversivel o funcionamento do 6rgéao
(Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 Classificacdo das alteragdes histoldgicas do figado quanto ao tipo e localizagdo das lesdes e dos
estagios em que se inserem, adaptado de Poleksi¢ & Mitrovi¢-Tutundzi¢ (1994).

Alteracdes Histoldgicas no Figado Estagio
Nucleo na periferia da célula |
Deformac&o do contorno celular |
Deformac&o do contorno nuclear |
Hipertrofia celular |
Hipertrofia nuclear I
|
|
|

Atrofia celular
Vacuolizagéo citoplasmatica
Dilatacdo dos sinusoides

Auséncia de nucleo 1
Auséncia de nucléolo 1
Estagnacdo biliar 1
Vacuolizagdo nuclear 1l
Degeneragdo nuclear 1
Congestao I
Infiltrado inflamatorio 1
Nucleos picnéticos 1
Necrose focal 11
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Tabela 2 Classificagdo das alterac@es histolégicas do rim quanto ao tipo e localizacdo das lesdes e dos estagios em
que se inserem, modificado de Poleksic & Mitrovic-TutundzZic (1994).

Alteracdes Histologicas no Rim Estagio
1. Alteracdes tubulares
Degeneragdo granular
Hipertrofia celular
Hipertrofia nuclear
Vacuolizagdo celular
Dilatacéo da luz tubular
Tuabulos em regeneracao
Rompimento celular 1
Degeneracéo hialina I
Ocluséo da luz tubular I
Degeneracéo tubular I
Novos néfrons I

2.AlteracGes glomerulares

Dilatacdo dos capilares I
Espessamento do endotélio I
Aumento do volume glomerular I
Reducdo do espaco de Bowman 1
Presenca de hemécias no espa¢o do Bowman I
Extravasamento de sangue no espaco de Bowman I

3. Necrose
Necrose focal 11

Um valor de IAH foi calculado para cada animal, de acordo com a formula: IAH = (1x
2I) + (10 x ZII) + (100 x XIII), onde X1, II e III correspondem ao numero de alteracdes de
estagio I, 11 e 111 respectivamente.

Os valores de IAH entre 0 e 10 indicam funcionamento normal do tecido; entre 11 e 20
indicam danos leves ao Orgdo; entre 21 e 50 indicam danos moderados; de 51 a 99, danos

severos e maiores que 100 indicam danos irreversiveis no tecido.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analises histopatologicas
3.1.1 Figado
Sabe-se que a glicerina bruta pode apresentar em sua constituicdo concentracdes de

metanol e que uma intoxicacdo aguda por este residuo pode levar a acumulagdo de &cido
formico, resultando em um processo de acidose no metabolismo (LAMMERS et al., 2008a).
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O figado é um 6rgdo importante na digestdo e absor¢do de nutrientes dos alimentos e,
portanto, o monitoramento desse 6rgio é considerado imprescindivel (RASKOVIE et al.,
2011). Alteracdes morfologicas no figado podem ser desencadeadas por substancias quimicas,
drogas e até mesmo pela alimentacdo desbalanceada, que pode resultar em adaptacdes, leséo e
até morte celular. Este 6rgdo é altamente suscetivel & mudancas do estado nutricional de
peixes, onde a qualidade da dieta interfere diretamente em estrutura histo-morfo funcional
(HONORATO et al., 2014).

As alteraces observadas no figado dos pintados-da-Amazonia alimentandos com a
dieta controle e com niveis crescentes de glicerina bruta foram em sua maioria lesGes de estagio
I, consideradas alteracdes que ndo comprometem o funcionamento do érgdo e uma alteragéo do
estdgio Il consideradas mais severas, mas reversiveis. As alteracdes encontradas nos
hepatocitos foram: nucleo na periferia da célula, hipertrofia nuclear, vacuolizacdo
citoplasmatica, dilatacdo dos sinusoides e estagnacdo biliar.

A frequéncia de ocorréncia das alteracdes hepaticas e a classificagdo quanto ao grau de
severidade e comprometimento da funcdo hepatica encontradas nos tratamentos, estdo

apresentadas na (Tabela 3).

Tabela 3 Frequéncia das alteragdes histopatoldgicas no figado de juvenis Pintado-da-Amazénia alimentados com
diferentes niveis de adi¢do de glicerina bruta a ragéo.

. DIETAS
ALTERACAO ESTAGIO 0,0% 5,0% 7,5% 10,0% 12,5%
Ncleo na periferia da célula | + + 0+ 0+ 0+
Hipertrofia nuclear | 0 0 0+ 0+ 0+
Vacuolizacéo citoplasmatica | 0 0 0+ 0+ 0+
Dilatacdo dos Sinus6ides | 0 0+ 0+ 0 0
Estagnacdo biliar 1 0+ 0+ 0+ 0+ 0+

0 = inexistente; 0+ = alterag&o de rara ocorréncia; + = alteracdo ocorrente; ++ = alteracdo bastante ocorrente; +++
= alterag8o de intensa ocorréncia.

As alteragdes mais frequentes encontradas no figado dos pintados estdo apresentadas
nas figuras abaixo.
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Figura 1 Alteracfes histopatolégicas no figado de pintado-da-Amazdnia. (A) estagnacdo biliar (seta branca),
vacuolizagdo citoplasmatica nos hepatocitos (seta preta) e nlcleo na periferia da célula (&rea circular). (B) dilatagdo
dos sinusdides (seta preta tracejada) e hipertrofia nuclear (seta branca). (C) tecido hepatico normal - hepat6citos
(seta branca), veia central (seta preta fina) e sinusoides (seta preta tracejada).

Os resultados do valor médio de alteracdes e indice de alteragdes histopatoldgicas estdo
apresentados na Figura 2. O Valor Médio de Alteracdo Histoldgica (VMA) obtido para as
alteracbes hepaticas ndo apresentou diferencas significativas (p>0,05) entre as dietas
experimentais (5,0%, 7,5%, 10,0%, 12,5% de glicerina bruta) e controle (figura 2a). Observou-
se alteragdes pontualmente distribuidas pelo figado, pois ndo ultrapassaram o grau 2.

O indice de Alteracio Histologica (IAH) também néo apresentou diferenca significativa
(figura 2b) demostrando que as alteracfes no tecido hepatico ndo comprometeram 0 seu

funcionamento.
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Figura 2 Valores médios de VMA e IAH no figado de pintado-da-Amazénia. Dados sdao médias + desvio padrdo
(p>0,05).
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Estudos sobre a histopatologia de animais alimentados com glicerina bruta ainda se
apresentam de forma incipiente. No entanto, dentre os poucos realizados observa-se que 0s
resultados corroboram com encontrados no presente estudo. Moesch et al. (2016) ao estudar a
substituicdo do farelo de milho por glicerol bruto em ragdes para alevinos de O. niloticus nas
concentragdes de (0, 20, 40, 60, 80 e 100%) concluiu que ndo ocorreu diferencas na area dos
hepatocitos e que 0s possiveis compostos toxicos presentes na composicao de glicerol bruto
ndo afetou a area de hepatocitos.

De acordo com Lammers et al. (2008a) suinos em crescimento alimentados com a adi¢ao
de até 10% de glicerol ndo sofreram danos hepaticos, visto que, a frequéncia de lesdes
histoldgicas nao foi influenciada pelo tratamento dietético.

Em estudos com ruminantes, Ledo et al. (2012) também ndo identificou alteracdes
hepaticas em amostras provenientes de vacas e novilhos alimentadas com até 24% de inclusdo

de glicerol.

3.1.2 Rim

Como citado anteriormente a glicerina bruta possui alguns residuos contaminantes como
0 metanol, utilizado no processo de separacdo do glicerol dos acidos graxos (LEAO et al.,
2012). Desta forma é de suma importancia estudos que investiguem alteracdes patologicas
ligadas ao glicerol.

Segundo Thophon et al. (2003), o rim de teledsteos, por processar grande volume
sanguineo, € um dos primeiros 0rgaos a serem afetados por contaminantes e assim pode ser
utilizado como indicador dos efeitos dos contaminantes.

A andlise histopatoldgica renal realizada neste estudo, demonstrou que as alteragdes

observadas no rim dos pintados-da-Amazonia alimentandos se restringiram aos tubulos renais
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e foram em sua maioria lesdes de estagio | (alteracGes que ndo comprometem o funcionamento
do 06rgdo) e uma alteracdo do estagio Il (consideradas mais severas, porém passiveis de
reversdo).

As alteracdes encontradas foram: hipertrofia nuclear, dilatacdo da luz tubular e oclusédo

da luz tubular e estdo apresentadas na figura 3.

Figura 3 AlteracOes histopatologicas no rim de pintado-da-Amazonia. (A) oclusdo da luz tubular (seta preta),
dilatacdo da luz tubular (seta branca) e hipertrofia nuclear (seta preta tracejada). (B) tibulo renal com morfologia
normal (seta preta).

A frequéncia de ocorréncia das alteracGes renais e a classificacdo quanto ao grau de

severidade e comprometimento da funcdo renal encontradas nos tratamentos, estdo

apresentadas na (Tabela 4).

Tabela 4 Ocorréncia de alteragdes no tecido renal de juvenis Pintado-da-Amazonia alimentados com diferentes
niveis de adi¢do de glicerina bruta a ragéo.

DIETAS
ALTERACAO ESTAGIO 0,0% 5,0% 7,5% 10,0% 12,5%
Hipertrofia nuclear | 0+ 0+ 0+ + +
Dilatagao da luz tubular | 0 0 0 0+ 0
Oclusdo da luz tubular 1l + + 0+ 0+ 0+

0 = inexistente; 0+ = alteracdo de rara ocorréncia; + = alteragdo ocorrente; ++ = alteracdo bastante ocorrente; +++
= alteragdo de intensa ocorréncia.

Os resultados do valor médio de alteracdes e indice de alteragdes histopatologicas estdo
apresentados na Figura 4. Assim, como foi observado na anélise hepéatica o Valor Médio de
Alteracdo Histolégica (VMA) obtida para as alteracdes renais ndo apresentou diferencas
significativas (p>0,05) entre as dietas experimentais (5,0%, 7,5%, 10,0%, 12,5% de glicerina
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bruta) e controle (figura 4a). As alteracdes se apresentaram distribuidas de forma pontual na
area renal, pois ndo ultrapassaram o grau 2.

O indice de Alteracéo Histologica (IAH) também ndo apresentou diferenca significativa
(figura 4b) demonstrando que as alteracfes renais ndo foram graves a fim de comprometer o

funcionamento do 6rgéo.

Figura 4 Valores médios de VMA e IAH no rim de pintado-da-Amazoénia. Dados sdo média + desvio padréo (p
>0,05).
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N&o foram encontrados trabalhos associando a histologia renal de peixes com a dieta
contendo glicerina bruta. No entanto, ha alguns relatos para outras espécies de monogastricos
como suinos por exemplo, em que nédo se verificou frequéncia de lesdes histolégicas no rim
(LAMMERS, et al., 2008a). Em ruminantes, Ledo et al. (2012) também ndo observou

alteracOes patoldgicas nas amostras renais de bovinos alimentados com glicerina bruta.

4 CONCLUSAO

A inclusdo de até 12,5% de glicerina bruta em dietas de pintado-da-Amaz6nia em
substituicdo parcial do milho pode ser utilizada sem causar alteragGes hepaticas e renais. Visto
que as alteracbes encontradas nos dois tecidos foram consideradas lesfes que nao

comprometem o funcionamento do érgédo ou lesdes reversiveis.
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