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RESUMO

Neste estudo avaliou-se o efeito da suplementacgdo de 0; 75; 150; 225; e 300 mg de vitamina C/kg
de racdo na qualidade do sémen de tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Foram analisados
paradmetros qualitativos (morfologia espermética, motilidade espermatica progressiva e vigor
espermatico) e quantitativos (concentracao de espermatozoéides, volume de sémen e nimero total
de espermatozéides) do sémen. O volume de sémen, o vigor espermatico, a motilidade espermatica
progressiva, a concentracdo de espermatozdides, o nimero total de espermatozéides no sémen
colhido e porcentagem de espermatozéides normais ndo foram influenciados (P > 0,05) pela adicao
de vitamina C. Notou-se que houve aumento percentual de patologias priméarias e reducao percentual
de patologias secundarias a medida que se elevava o nivel de vitamina C na racdo. No entanto, em
termos de patologias totais, o melhor resultado foi observado com a suplementacdo de 300 mg de
vitamina C/kg de ragéo.

Palavras-chave: alimentacdo; espermatozoide; tildpia-do-Nilo; Oreochromis niloticus; reprodugdo;
sémen; vitamina C

EVALUATION OF SEMEN QUALITY FROM NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus)
SUPPLEMENTED WITH DIFFERENT VITAMIN C CONCENTRATIONS

ABSTRACT

Through this study, the effect of the diet supplementation with 0; 75; 150; 225; 300 mg of vitamin
C/kg of ration on semen quality of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) was evaluated. Qualitative
(spermatic morphology, progressive spermatic motility and spermatic vigor) and quantitative
parameters (spermatic concentration, semen volume and total number of spermatozoa) were
analyzed. No differences (P > 0.05) on semen volume, spermatic vigor, progressive spermatic
motility, spermatic concentration, total number of spermatozoa in the semen released and normal
spermatozoa were registered. With the vitamin C increment in the ration, there was observed an
increase on the perceptual of primary pathologies and a reduction on the perceptual of secondary
pathologies. However, a reduction of the percentage of total pathologies was observed when
300 mg of vitamin C/kg of ration were added.
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INTRODUCAO

A vitamina C assume importancia consideravel
em razdo da agdo que exerce em VArios processos
metabolicos. Esta vitamina é considerada essencial
para a maioria das espécies de peixes, uma vez que
estes ndo a sintetizam, devido a auséncia da enzima
L-gulonolactona oxidase, a qual atua em sua forma-
¢do a partir da glicose (LOVELL, 1973). Portanto,
como a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) nao tem
capacidade de biossintetizar a vitamina C, esta deve
ser acrescentada em sua dieta (LIM, 1997).

As exigéncias nutricionais dos peixes por vitamina C
sdo influenciadas por varios fatores, dentre outros, idade,
tamanho, estado reprodutivo e estresse (TOYAMA et al.,
2000). O requerimento de vitamina C, necessario para o
crescimento normal da tilapia-do-Nilo, é de 50 mg de
4cido ascorbico/kg de dieta (LIM, 1997).

A vitamina C é essencial para a produgdo e manu-
tencdo do sémen normal. Ainda, segundo LERNER
(1998), a vitamina C tem a propriedade de reduzir
a aglutinacdo dos espermatozéides. Recentemente
descobriu-se, de maneira casual, que a vitamina C
protege o espermatozdide de danos genéticos e ten-
de a evitar os defeitos congénitos (SITIOS, 2001). A
vitamina C é necessdria para o desenvolvimento de
gametas de alta qualidade e resistentes ao estresse
(DABROWSKI e MOREAU, 1996). Quando os peixes
sdo expostos a situagdes estressantes, os requeri-
mentos de vitamina C podem dobrar ou triplicar
(HALVER, 1972).

Nos peixes, o estresse causa predisposicdo para
a ocorréncia da maioria das doengas, as quais, por
sua vez, afetardo o crescimento, a produtividade e a
sobrevivéncia dos mesmos (MARDINI e FERREIRA,
2000). SITIOS (2001) observou, através de experi-
mentos cientificos realizados com seres humanos
na Califérnia - Estados Unidos, que a diminui¢do
da quantidade diaria de vitamina C gerava sémen de
baixa qualidade e que pessoas que ingeriram 60 mg/ dia
de vitamina C apresentaram melhor qualidade
do sémen, em relagdo aquelas que ingeriram
menores quantidades.

De acordo com HARRIS et al. (1979), os efeitos
descritos da utilizagdo de vitamina C como suple-
mento alimentar em uma dieta normal nao podem ser
atribuidos apenas a vitamina, mas também aos cations
encontrados no sémen, com os quais ela interage.

Diante do exposto, realizou-se o presente tra-
balho com o objetivo de avaliar a influéncia de
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diferentes concentracdes de vitamina C, fornecida
através da dieta, sobre as caracteristicas do sémen de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem
chitralada, analisando-se os resultados comparati-
vamente.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Estacao de Pis-
cicultura da Universidade Paranaense (UNIPAR),
localizada no Municipio de Umuarama, Parand, no
periodo de agosto a dezembro de 2003, totalizando
150 dias.

Utilizaram-se 150 exemplares de tilapia-do-Nilo,
Oreochromis niloticus, com peso aproximado de 300 g
e comprimento padrao médio de 23 centimetros. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco
tratamentos: 30 animais por tratamento, divididos
em cinco repeticdes com seis individuos cada uma.
Os conjuntos de seis animais foram alocados em 25
caixas d’agua de fibra de plastico, com capacidade
de 1.000 litros cada uma e taxa de renovacio didria
de dgua de 20%.

Foram avaliados um controle e quatro diferen-
tes suplementagdes da dieta com &4cido ascérbico
(vitamina C) monofosfatado (Rovimix Stay C® a
35%): grupo 1 (controle) - sem vitamina C; grupo 2
- com 75 mg de vitamina C; grupo 3 - com 150 mg
de vitamina C; grupo 4 - com 225 mg de vitamina
C; e grupo 5 - com 300 mg de vitamina C por kg de
racdo. Cada dose de vitamina C suplementar foi
incorporada ao suplemento mineral e vitaminico de
cada grupo em questdo. A seguir, utilizando-se um
misturador do tipo Y, esse composto foi misturado
durante cerca de 15 minutos aos outros ingredientes
da ragdo, sendo a mistura, finalmente, submetida
a peletizagdo.

Os animais foram alimentados com ragdo peleti-
zada contendo 28% de proteina bruta e 3.000 kcal de
energia digestivel / kg deracado (Tabela 1). A dieta foi
oferecida trés vezes ao dia, em quantidade corres-
pondente a 1% da biomassa total de peixes, calculada
para cada caixa d’agua.

Para a colheita do sémen, o animal foi retirado
da caixa d’dgua e envolvido por uma toalha dmida.
Logo a seguir, a regido genital e a nadadeira anal
foram enxutas com papel toalha para a execugado do
processo de retirada do sémen, realizado compri-
mindo-se a regido abdominal do animal no sentido
antero-posterior, sendo o sémen recolhido em serin-
gas de 1 mL (BILLARD et al., 1995).
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Tabela 1. Composicdo porcentual dos ingredientes utilizados na racao de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus

Ingrediente! Quantidade (%)
DL-metionina 0,15
BHT 0,02
Farinha de peixe 8,00
Fosfato bicalcitico 2,50
Farelo de trigo 15,00
L-lisina 0,10
Milho 24,48
Farelo de soja 46,00
Oleo de soja 3,00
Suplemento mineral e vitaminico 0,50
Sal comum 0,25

" Valores expressos em 100% de matéria seca

Do sémen colhido de cada reprodutor foram ava-
liados o volume, a concentragao de espermatozéides,
amotilidade progressiva do espermatozéide, o vigor
espermatico, o pH, a cor, a morfologia espermatica e
o total de espermatozéides produzidos.

Para a avaliagdo do sémen adotaram-se os pro-
cedimentos de SORENSEN (1979), adaptados para
peixes, descritos como segue:

Volume de sémen - Realizou-se massagem na
regido abdominal, no sentido encéfalo-caudal, até
esgotar a liberacdo do sémen, colhido em seringas de
insulina, nas quais se fez a leitura do volume.

Concentracdo de espermatozdides - O sémen
foi diluido em béquer, utilizando-se pipeta de Shalli
(0,02 mL), em 10 mL de formol-salina tamponada,
resultando em diluicdo de 1:500. Apés a diluicéo,
uma camara de Newbauer foi preenchida por capi-
laridade, e, em seguida, contaram-se os espermato-
zbides de cinco quadrados maiores do campo de 1
milimetro quadrado.

Motilidade espermatica progressiva e vigor
espermatico - Em ldmina de microscopia 6tica de
26x76 mm, uma gota de sémen de 0,03 mL foi di-
luida em oito gotas de 0,03 mL de solugdo aquosa
de bicarbonato de s6dio a 1%; a seguir, a lamina
foi levada ao microscépio de contraste de fase com
objetiva de 40X, avaliando-se ambas as varidveis
por método subjetivo. Para a variavel motilidade
espermatica progressiva foi utilizado um escore de
0 a100%, e para o vigor espermatico, um escore de
0 a 5 pontos.

pH do sémen - Uma gota de sémen foi colocada
sobre fita de papel de tornassol, sendo a leitura efe-
tuada em escala prépria.

Cor do sémen - Para esta variavel foi utilizado um
escore de 1 a 3: o nimero 1 representou a coloragao
branco-leitosa, o ntimero 2, a coloragdo branco-aquo-
sa, e 0 niimero 3, a colora¢do amarelo-citrica.

Numero total de espermatozéides no sémen
colhido - Foi calculado com os valores obtidos
do volume individual e da concentragido de es-
permatozédides.

Morfologia espermatica - Para esta analise
foram feitos dois esfregacos com sémen diluido
em formol-salina tamponada (HANKOCK, 1957),
na proporgao de 1:500 (sémen : solugdo diluente).
Os esfregagos foram corados pelo método de Rosa
Bengala (CONN, 1918), corante recomendado
para peixes por STREIT Jr. et al. (2004), e, depois
de secos, levados ao microscépio de contraste de
fase com objetiva de 40X. Foram consideradas
patologias primadrias: cauda quebrada, enrolada
e degenerada, macrocefalia e microcefalia, e pato-
logias secundarias: cauda dobrada, cabeca solta,
gota citoplasmatica proximal e gota citoplasmatica
distal. As patologias gota citoplasmatica proximal
e gota citoplasmatica distal foram consideradas
patologias secundarias quando suas ocorréncias ndo
ultrapassaram 3 e 5%, respectivamente, do total das
células examinadas. Assim, realizou-se o exame de
400 espermatozoides entre as lJaminas feitas de cada
amostra de sémen.
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Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado.
As variaveis respostas foram: motilidade espermatica
progressiva, vigor espermatico, pH do sémen, concen-
tracdo de espermatozdides, ntimero total de espermato-
zbides, cor do sémen, porcentagem de espermatozéides
normais, de patologias primarias e de secundarias,
sendo utilizado o seguinte modelo estatistico:

y=XB+e¢

em que

y € o vetor das observagdes dos animais;
X corresponde a matriz de incidéncia do efeito fixo;
(3 simboliza o vetor dos efeitos fixos do tratamento;

£ é o vetor dos erros aleatorios.

Para a realizacdo das analises estatisticas utili-
zaram-se 0s Modelos Lineares Generalizados (DO-
BSON, 2002), através do procedimento GENMOD
do SAS (1992), considerando que os erros possuiam
diferentes distribuicdes de probabilidade, com fun-
¢do de ligagdo canonica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados do ajuste do modelo linear gene-
ralizado (n,= b)) referente ao volume de sémen
colhido, vigor espermaético, motilidade espermati-
ca progressiva, concentragao de espermatozoéides,
numero de espermatozéides no volume de sémen
colhido e porcentagem de espermatozéides nor-
mais estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Média observada, distribuicao de probabilidade e valores entre os limites de confianca dos pardmetros:
volume de sémen, concentragdo espermatica, motilidade espermética progressiva, vigor espermatico, pH do sémen,
cor do sémen, ntimero de espermatozéides no volume de sémen colhido e porcentagem de espermatozéides normais,

em tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus

Pardmetro Média Média  Distribuigdo de Valores entre os
observada estimada  probabilidade limites de confianca

Volume de sémen (mL) 0,40 0,35 Binomial -0,0017 - 0,0038
Negativa

~ . . Binomial -0,0017 - 0,0027
Concentracao espermatica (esp./mL) 2,63 2,46 Negativa
- Ly . o Binomial

Motilidade espermatica progressiva (%) 81,08 77,90 Negativa -0,0005 - 0,0012

Vigor espermatico (pontos) 3,21 2,21 Normal -0,0018 - 0,0037

pH do sémen 8,04 6,56 Binomial -0,0234 - 0,0047

Cor do sémen 1,30 0,34 Binomial -0,0086 - 0,0054

Numero*de espermatozéides no sémen 7.90 737 Bmonpal ~0,0022 - 0,0033
colhido Negativa

Espermatozoéides normais (%) 16,28 15,08 Poisson -0,0004 - 0,0001

*x10% esp. = espermatozoide

Os diferentes niveis de suplementacdo com
vitamina C ndo influenciaram (P > 0,05) o volume
de sémen produzido pelos reprodutores de O.
niloticus. No entanto, YOUSEF (2005) verificou
que a suplementagdo de vitamina C provocou
aumento do volume de sémen de coelhos, quando
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estes animais receberam dose didria de 40 mg de
vitamina C/kg de peso vivo. Para BILLARD et
al. (1995), o aumento do volume de sémen pode
assegurar maior possibilidade de fertilizagdo dos
ovocitos, embora isto também esteja relacionado
com o numero de células.
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A motilidade espermética progressiva e o vi-
gor espermatico também nao foram influenciados
(P > 0,05) pela adigao de vitamina C na dieta de
O. niloticus (Tabela 2). CIERESZKO e DABROWISKI
(2000) observaram, em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), que a suplementacdo de 50 mg de vitamina
C/L de agua, durante 14 dias de estocagem, nao
melhorou a motilidade espermética progressiva,
e que o curto periodo (14 dias) de suplementagao
de 50mg de vitamina C pode ndo ter favorecido a
espermatogénese. No presente estudo, o periodo foi
de 150 dias de suplementacao de vitamina C, tempo
suficiente para se completar a espermatogénese
de O. niloticus. SONMEZ et al. (2005) notaram
que, em ratos, a administracdo oral diaria de
500 e 250 mg de vitamina C/kg de peso vivo
também ndo influenciou a motilidade esperma-
tica progressiva. Entretanto, DAWSON et al. (1992)
verificaram, em humanos, melhoria da motilidade
espermaética progressiva com a suplementacao de
vitamina C. SALEM et al. (2001) observaram os efei-
tos positivos do acido ascérbico nas caracteristicas
do sémen de coelho. De acordo com GUERRA et
al. (2004), o estresse oxidativo causa diminuigdo
da motilidade espermatica progressiva, sendo que
a habilidade em contrapor este estresse oxidativo
depende da quantidade de antioxidantes celulares,
fator que pode melhorar a motilidade espermatica
progressiva. Assim, a vitamina C apresenta tais
propriedades (SONMEZ et al., 2005).

As varidveis concentragdo espermética e niimero
total de espermatozéides no sémen colhido de O. nilo-
ticus também nao foram influenciadas (P > 0,05) pelos
diferentes niveis de suplementacdo de vitamina
C (Tabela 2). Para DABROWSKI e CIERESZKO
(2001), a auséncia de vitamina C na dieta de sal-
moes provocou sensivel reducdo da concentragdo
de espermatozdides. Em ratos, SONMEZ et al.
(2005) verificaram aumento da concentracao esper-
matica ao administrarem, por via oral e por dia,
250 e 500 mg de vitamina C/kg de peso vivo,
sugerindo que tal aumento possa ser devido
a ativacdo do hormonio foliculo-estimulante
(FSH) e do hormonio luteinizante (LH) pelo acido
ascorbico, visto que estes hormoénios estimulam
a espermatogénese, aumentando a concentragdo
espermatica. O aumento da concentragdo esperma-
tica com a suplementagdo de vitamina C também
foi notado em coelhos por YOUSEF (2005), ao
administrar doses didrias de 40 mg de vitamina
C/kg de peso vivo.

Com relagéo a cor do sémen de O. niloticus, ndo se
verificou diferenca (P > 0,05) entre os reprodutores
alimentados com racao suplementada com diferentes
concentrac¢des de vitamina C (Tabela 2). No entanto,
a coloragdo branco-leitosa predominou no sémen dos
reprodutores. De modo geral, associa-se a cor branco-
leitosa ao sémen que apresenta maior concentragao
de espermatozoéides, porém, em O. niloticus este
argumento ndo ficou claro. A cor do sémen pode
estar associada ao pH, porém, nos cinco tratamentos,
o valor predominante do pH foi 8.

Quanto a morfologia dos espermatozdides, a
adicdo de vitamina C nao influiu (P > 0,05) no per-
centual de espermatozoéides normais (Tabela 2), fato
este que nao corrobora as observagdes de DAWSON
et al. (1992), os quais verificaram a redugdo de pato-
logias esperméticas em homens suplementados com
vitamina C. Por outro lado, o comportamento das
patologias primarias e secunddrias foi distinto, em
funcdo do aumento da concentracio de vitamina C. A
mediada que se elevavam os niveis de suplementagdo
de vitamina C, a freqiiéncia de patologias primarias
aumentava (P < 0,05), contrapondo-se a redugao
(P < 0,05) das patologias secundarias (Figura 1).

{ —=— Patologia primaria

—e— Patologia secundaria

50 + -+ 50

| / T4

30 30
0 75 150 225 300

Patologias primarias (%)
(o) serrepundas erojoyeg

Concentracao de vitamina C

Figura 1. Percentual de patologias primérias e
secundérias em funcdo de diferentes niveis de
suplementacdo de vitamina C na ragdo (mg/kg).
Equacdo de regressao obtida para as retas: Patologias

primérias, y = 3494+ 00008X%); Patologias secundarias,
y = @3,9921 - 0,0008(X)

A redug@o do porcentual de patologias secundéarias
pode estar relacionada a melhoria do plasma seminal,
emrazao da suplementagao gradual de vitamina C, visto
que, para SITIOS (2001), a concentracao de vitamina C
no sémen € oito vezes maior que no sangue. Entretanto,
asuplementacdo de vitamina C até 300 mg/ kg de racao
pode ter deixado os espermatozéides mais sensiveis
em sua formacao, durante a espermatogénese, oca-
sionando o aparecimento de patologias primarias.
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Este fato sugere que teores superiores a 300 mg de
vitamina C/kg de racao sejam o ideal. No entanto,
neste estudo observa-se elevagdo (P < 0,05) do indice
de patologias primarias a medida que o teor de vita-
mina C na dieta aumenta, atingindo o valor de 44,10%,
com a adigdo de 300 mg de vitamina C/kg de racao,
mas as patologias secunddrias foram reduzidas com
a crescente adigdo de vitamina C na dieta, atingindo
o indice de 34,31% com 300 mg de vitamina C/kg de
racdo. Os resultados obtidos neste tratamento indicam
o menor indice de patologias totais (78,41%) em rela-
¢do aos demais tratamentos. DAWSON et al. (1992)
verificaram reducado de patologias espermaticas em
homens suplementados com vitamina C. THIELE et
al. (1995) destacaram que niveis elevados de vitamina
Cno plasma seminal de mamiferos contribuiram para
melhorar a morfologia espermética, e SONMEZ et al.
(2005) notaram que a vitamina C no plasma seminal
e nos testiculos reduziu significativamente a pero-
xidagdo lipidica, indicando que esta vitamina pode
proteger os espermatozoéides de danos morfolégicos.
Porém, nesses trabalhos, a origem das patologias re-
gistradas ndo foi indicada, sendo classificadas apenas
como patologias. GUERRA et al. (2004) relatam que
as patologias espermaticas mais relacionadas com o
estresse oxidativo sdo: excesso de citoplasma residual
na peca intermediaria do espermatozoide, espermato-
z6ides com cabecas anormais, defeitos no acrossoma,
defeitos na pecga intermediaria, defeitos na cauda e
defeitos no DNA.

CONCLUSAO

A suplementagdo da dieta de reprodutores de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) com niveis
crescentes de vitamina C ndo influenciou a maioria
dos parametros qualitativos e quantitativos do sémen
avaliados neste estudo, com excecdo da ocorréncia de
patologias espermaticas totais (primérias e secunda-
rias em conjunto), cujo valor foi menor no tratamento
com 300 mg de vitamina C/kg de ragao.
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