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Histologia e histoquimica do intestino anterior de tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas com dietas
contendo silagem de peixe
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a histologia e a histoquimica do intestino anterior de tilapia do Nilo alimentadas
com dietas contendo farinha de peixe ou silagem de peixe como fonte de proteina de origem animal. A espessura
da vilosidade intestinal dos peixes alimentados com silagem fermentada de residuo de tilapia foi influenciada pelos
teores proteicos, independente das propor¢des de proteina de origem animal das dietas. Observou-se que a variagdo
da intensidade de secre¢do de glicoproteinas pelas células caliciformes estd diretamente ligada com o tipo de dieta
fornecida aos animais. O intestino médio de Oreochromis niloticus apresentou diferencas no padréo de secre¢do de muco
glicoproteico neutro, glicoproteinas acidas e glicoconjugados, dependendo da origem da proteina e da porcentagem
utilizada na dieta, demonstrando que esta espécie pode adaptar seu sistema de secre¢do para a protecdo do aparelho
digestdrio durante a absor¢éo de diferentes fontes proteicas.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus. Histologia do intestino. Silagem de peixe.

Abstract

This work was carried out to evaluate the action of the fermented fish silage and fish meal in the histochemical of the
middle intestine of O. niloticus. A great epithelium intestinal was present in fishes fed with fish silage, independent of
the animal origin protein proportions in diets. It was observed that the variation of the goblet cells secretion glicoproteic
intensity is linked directly to the diet supplied to animals. The middle intestine of Oreochromis niloticus showed
differences in the neutral mucus glicoproteic, acid glicoproteic and glicoconjugated secretion pattern, depending on the
protein origin and the percentage used in the diet, demonstrating that this species can adapt its secretion system for the
protection of the digesting apparatus during the absorption of different protein sources.
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de peixe é vantajoso por ser um processo simples e
econdmico, o que o torna o produto competitivo no
mercado'. A silagem de peixe como ingrediente nas
dietas para organismos aquaticos, demonstrou-se
como proteinas de boa qualidade, elevada digesti-
bilidade*® e altamente hidrolisada®, quando com-
parada com a farinha de peixe que atualmente ¢ a
principal fonte de proteina de origem animal para
espécies aqudticas.

A avaliagdo de novos ingredientes para alimentagao
animal depende primeiramente das respostas zootéc-
nicas dos animais alimentados com estes produtos’.
As diferencgas no desempenho dos peixes podem ser
atribuidas as diferencas interespecificas, das caracte-
risticas de seus tratos digestorios e a eficiéncia com
que o alimento ingerido é capaz de ser digerido e
assimilado. A habilidade dos peixes em processar os
alimentos é fundamental ao seu desenvolvimento e
depende da estrutura do epitélio e das vilosidades in-
testinais, do perfil enzimadtico de seu canal alimentar
e de sua capacidade adaptativa®.

Na tentativa de aperfeicoar o aproveitamento dos
ingredientes ingeridos, os peixes apresentam ca-
pacidade de adaptagdo dos processos digestivos,
tais como: perfil e secrecdo enzimaticos; absor¢do e
transporte de nutrientes. O estudo morfolégico reve-
la o desempenho no processo digestivo, absortivo e
metabdlico dos diferentes animais®, além de ser uma
barreira seletiva que permite absor¢ao de nutrientes e
exclui muitas substancias toxicas' e revela as diferen-
tes adaptagdes do trato digestério em fungédo a dieta
ofertada'™'% Portanto, o estudo histoldgico é essencial
para a tomada de decisdo quanto ao tipo de fonte de
alimento que pode ser recomendada para alimenta-
¢ao de peixes'* '

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de
possiveis alteragdes histoldgicas no intestino anterior
de tilapia do Nilo alimentadas com dietas contendo
silagem fermentada de residuo de tildpia ou farinha

de peixe como fonte de proteina de origem animal.
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Material e Método

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de
Nutricdo de Organismos Aquaticos do Centro de
Aqiiicultura da UNESP e as analises histologicas no
setor de técnicas morfoldgicas do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal.

Para a produgao de silagem fermentada, foram uti-
lizados residuos de filetagem de tilapia (cabega, visce-
ras, restos de musculatura, espinhas, pele, escamas e
nadadeiras), previamente moidos, e adicionados 15%
(p/p) de melago de cana-de-agucar, 5% (p/p) de Lac-
tobacillus plantarum e 0,25% (v/p) de acido sorbico’.
Esta mistura foi armazenada por 30 dias.

Foram confeccionadas doze dietas com trés niveis
de proteina bruta (20, 24 e 28%), duas propor¢oes de
proteina de origem animal (% ou %2), duas fontes de
proteina (farinha de peixe - FP ou a silagem fermen-
tada de residuo de tilapia- SP). As dietas (Tabela 1)

foram denominadas como:

D01 - 20%PB % FP;
D02 - 24%PB % FP;
D03 - 28%PB % FP;

D04 - 20%PB Y2 FP;
D05 - 24%PB Y2 FP;
D06 - 28%PB Y2 FP;

D07 - 20%PB % SP;
D08 - 24%PB Y4 SP;
D09 - 28%PB % SP;

D10 - 20%PB ¥ SP;
D11 - 24%PB Y SF;
D12 - 28%PB % SP

As dietas foram peletizadas em maquina de moer
carnes do Centro de Aquicultura da UNESP e pos-
teriormente, os pellets foram secos e conservados em
freezer para o fornecimento durante o periodo expe-
rimental. O arragoamento dos peixes foi a vontade,
duas vezes ao dia (manha e tarde) em pequenas quan-
tidades até a saciedade aparente, para que a quantida-
de fornecida fosse considerada a consumida.

Para a realizagdo do ensaio biolégico foram utiliza-
dos 360 alevinos de tilapia com o peso médio inicial

de 1,17 + 0,05 g distribuidos em 36 aquarios com ca-
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Tabela 1 - Formulagdo e composi¢do das dietas experimentais

Ingredientes (%) D01 D02 D03 D04

D05 D06 D07 D08 D09 D10 D11 D12

Farinha de peixe 8,3 10,0 11,6 16,6

Silagem de peixe - - - R

Milho moido 47,0 36,5 25,9 50,9
Farelo de soja 13,3 22,0 30,6 1,7
Farelo de trigo 25,0 25,0 25,0 25,0
Quirera de arroz 5 5 5 5

Oleo de soja 0,6 0,9 1,2 0,1
Suplemento vitaminico 0,4 0,4 0,4 0,4
Suplemento Mineral ¥ 0,3 0,3 0,3 0,3

Composigao Calculada?

Matéria seca (%) 92,6 92,3 92,0 93,2
Proteina bruta (%) 20 24 28 20
Extrato etéreo (%) 4,5 4,5 4,5 4,5

Energia bruta (kcalkg™') 4219 4261 4303 4182

4216

20,0 23,3 - - - - - -

- 11,1 13,3 15,5 22,1 26,5 31,0

60,7 31,3 46,9 52,5 41,4 52,2 51,7 40,8

12,9 14,3 14,7 27,7 36,4 5,0 14,1 20,6

25,0 21,3 - - 15,0 2,0 2,0

0,4 0,4 0,9 1,1 - . ;
0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
03 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 03

93,0 92,9 93,3 93,1 93,0 94,4 94,7 95,0

28 20 24 28 20 24 28
4,5 4,5 4,5 4,5 4,9 4,7 4,6

4251 4209 4249 4289 4184 4202 4230

¥ Composi¢ao do suplemento mineral para 1 kg de ragdo: Ferro 1500 mg, Cobre 5000 mg, Iodo 500 mg, Manganés 17000 mg, Zinco
12000 mg, Selénio 70 mg, veiculo 1000 g. ¥ Composigao do suplemento vitaminico para 1 kg de ragao: Vitamina A 12000 UI, Vitamina D,
1500 UT, Vitamina E 50 mg, Vitamina K 4 mg, Vitamina B , 7 mg, Acido Pantoténico 60 mg, Acido. Nicotinico 120 mg, Cloreto de Colina
600 mg, Metionina 700 mg, veiculo 1000 g. ¥ Composigio calculada com base nos dados obtidos em analises realizadas no Laboratério
de Nutrigao de Organismos Aquéticos do CAUNESP, Jaboticabal, segundo AOAC (2000).

DO1 - 20% PB % FP; D02 - 24% PB ' FP; D03 - 28% PB !4 FP; D04 - 20% PB 'z FP; D05 - 24% PB 2 FP; D06 - 28% PB %2 FP; D07 - 20%
PB Y% SP; D08 - 24% PB % SP; D09 - 28% PB % SP; D10 - 20% PB Y2 SP; D11 - 24% PB % SF; D12 - 28% PB % SP

pacidade de 150 L, abastecidos continuamente com
dgua proveniente de pogo artesiano, com renovagao
de aproximadamente 20 vezes ao dia e aeragdo cons-
tante, por um periodo de 75 dias.

No final do periodo experimental (75 dias), todos
os peixes foram anestesiados em benzocaina (100
mg/L) até completa perda dos sentidos para a bio-
metria e abate em gelo. Para as analises histoldgicas
foram separados nove exemplares de cada tratamento
para a retirada de amostras do intestino anterior. Pos-
teriormente, as amostras foram fixadas em solu¢ao
de Bouin, por 24 horas. Apds a fixagdo, procedeu-se
a lavagem em alcool 70% para desidratagdo em série
alcodlica crescente, diafanizagdo em série de xildis,
inclusdo em Histosec e cortados em espessura varian-
do entre 5 a 7 um de espessura. Para cada tratamento
(dieta experimental) foram confeccionadas trés lami-
nas por peixe, com total de 27 laminas por tratamento.

A colora¢ao das laminas foi realizada pela técnica

Hematoxilina - Eosina. Para realizagdo da histoqui-

mica utilizaram-se os métodos de PAS/H (Acido peri-
odico de Shiff), Alcian-Blue PAS, Alcian-Blue pH 0,5
e pH 2,5. Foi realizada a analise de sete sec¢des por
lamina. O material foi analisado e fotodocumentado
em fotomicroscopio Axioskop- Zeiss. Foi realizada a
comparagdo visual da altura das vilosidades intesti-
nais dos peixes submetidos a distintas dietas experi-
mentais. As comparagdes foram realizadas agrupando
os tratamentos em trés classes de altura denominadas
de pequena, mediana e alta.

O experimento foi conduzido em delineamento in-
teiramente casualizado (DIC), com doze tratamentos
em esquema fatorial 3x2x2, correspondendo a trés ni-
veis de proteina bruta (20, 24 e 28%), duas propor¢des
de proteina de origem animal (% ou %), duas fontes de
proteina (farinha de peixe - FP ou a silagem fermenta-
da de residuo de tilapia- SP) nas dietas experimentais,
com trés repeticdes. Quando a andlise de variancia
mostrou diferengas significativas entre tratamentos (P

<0,05), as médias foram comparadas pelo teste Tukey,
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realizados no Statistical Analysis System (SAS Intitule
Inc., version 6.12, 1999)%.

Resultados

A qualidade da agua apresentou as médias de oxigé-
nio dissolvido de 5,70 + 0,2 mg de O, L", de tempera-
tura de 29,27 + 1,20 °C, pH de 7,95 + 0,03 e conduti-
vidade de 127,17 + 0,04 ps/cm.

O ganho de peso dos peixes durante o periodo ex-
perimental foi 17,13 £ 4,18. Os peixes alimentados
com as dietas contendo farinha de peixe apresenta-
ram o ganho em peso de 20,3 g superior aos que re-
ceberam a dieta contendo silagem de peixe (13,9 g)
como fonte de proteina de origem animal (POA). Os
niveis de proteina bruta e propor¢do de proteina de
origem animal apresentaram interagdo, sendo que
os peixes alimentados com a dieta contendo 24% PB
com % POA (D05 e D11) independente da provenién-
cia da fonte de POA (silagem de peixe ou farinha de
peixe) apresentaram as maiores médias de ganho em

peso (Figura 1).

O intestino anterior de tilapia do Nilo caracteri-
za-se por apresentar quatro camadas: a mucosa, a
submucosa, a muscular e a serosa. A camada muco-
sa éconstituida por epitélio cilindrico simples com
borda em escova e células caliciformes, com lAmina
propria contendo linfdcitos intraepiteliais; a submu-
cosa é formada por células, fibras colagenas e vasos
sanguineos; a camada muscular, de musculo liso em
disposigao circular e externamente a camada serosa,
que ¢é caracterizada por tecido conjuntivo e células
pavimentosas. Estas estruturas ndo apresentaram di-
ferencgas na tilapia do Nilo submetidas as dietas ex-
perimentais (Figura 2).

A mucosa exibiu um epitélio prismatico simples
composto por enterdcitos entremeados por células
caliciformes PAS (positivo), AB (positivo) em pH 0,5
e 2,5 e PAS/AB (positivo), indicando a secrecdo de
glicoproteinas neutras e glicoproteinas acidas sulfa-
tadas e carboxiladas e glicoconjugadas. A submucosa
apresentou tecido conjuntivo frouxo PAS (positivo).

A camada muscular apresentou uma camada interna
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Figura 1 - Ganho em peso de tilapia do Nilo (Oreochromis niléticos),
interagdo entre os fatores niveis de proteina (%PB) e proporgio
de proteina de origem animal (POA). Valores expressos em
média (n = 20) + D.P. Niveis de proteina bruta (20, 24 e 28%
PB) e proporc¢ao de proteina de origem animal na dieta (% e
15 POA). (*) diferenga estatistica. 24% PB contendo % POA
corresponde a dieta D05 e D11
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Figura 2 - Foto micrografia de intestino anterior de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). (A) D01 -
20% PB Y FP, PAS/H células caliciformes (seta), (B) D05 - 24% PB ¥ FP, PAS/H, (C) D10- 20% PB % SP,
AB pH 0,5 células caliciformes AB positiva (seta), (D) D12 - 28% PB % SP, PAS/AB muscular longitudinal
(ml), camada muscular interna (mi), membrana serosa (*), epitélio da mucosa (ep), células caliciformes

glicoconjugadas (seta). (X 400)

com fibra muscular lisa orientada circularmente e ou-
tra externa com fibras orientadas longitudinalmente.
Observou-se que a variagao da intensidade de se-
crecao de glicoproteinas pelas células caliciformes
apresentou-se diretamente correlacionada com o tipo
de dieta ofertada aos animais. A secregdo de glicopro-
teinas acidas e glicoconjugadas (AB/PAS) apresenta-
ram o mesmo padrdo para os peixes que receberem as
dietas D01, D03 e D04 (contendo farinha de peixe) e
os peixes que se alimentaram com as dietas D07, D09
e D10 (contendo silagem de peixe). Observou-se que
a intensidade de reagdo da secrecdo glicoconjugada
(AB/PAS) nos animais alimentados com dietas con-
tendo silagem de peixe (D07, D09 e D10) foi superior

quando comparada aos demais tratamentos.

As células caliciformes produtoras de glicoproteinas
acidas (AB pH 0.5, pH 2.5) e glicoconjugadas (AB/
PAS) apresentaram baixa intensidade de reagao, en-
quanto que as secretoras de muco glicoproteico (PAS)
e glicoproteinas glicoconjugadas (AB/PAS) apresen-
taram intensidade alta de reagdo nos peixes alimen-
tados com as dietas D08 e D12, ambas contendo sila-
gem de peixe como fonte de POA (Tabela 2).

Os peixes alimentados com a dieta D05 e D11,
apesar da diferenca na fonte de POA utilizada, fa-
rinha de peixe e silagem de peixe, respectivamente,
apresentaram secre¢oes semelhantes de muco glico-
conjugado (AB/PAS). A secregdo de glicoproteinas
acidas (AB pH 0.5; 2.5) e neutra (PAS) revelou-se de

intensidade fraca para os peixes alimentados com as
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Tabela 2 - Altura das vilosidades intestinais e histoquimica das células caliciformes do intestino médio de juvenis de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidos as dietas experimentais

AB/PAS ABpH2,5 ABpH 0,5 PAS

Dietas Altura

N A C N A C N A C N A C
Dol * + + ++ - + - - + - +++ - -
D02 X + ++ ++ - + - - + - ++ - -
Do3 *x ++ - ++ - ++ - - +++ - ++ - -
D04 * + + - ++ - - ++ - ++ - -
D05 i +++ +++ + - +++ - - +++ - +++ - -
D 06 xx + ++ ++ - +++ - - +++ - +++ - -
D07 * ++ +++ - ++ - - ++ - +++ - -
D08 o ++ + - ++ - - ++ - +++ - -
D09 *x + + + - + - - + - ++ - -
D10 * + - + - + - - + - + - -
D11 ok ++ + - ++ - - ++ - +++ - -
D12 *x + + ++ - ++ - - ++ - +++ - -

Altura das vilosidades intestinais: * (pequena), ** (mediana) e *** (alta)
Reagdes: Neutra (N); Acida (A); Conjugada (C).

Intensidade da reacdo positiva: (+) fraca; (++) intermedidria; (+++) forte; (-) sem reagao

dietas contendo silagem de peixe (D07, D08, D09,
D10, D11 e D12) (Tabela 2).

A visualizagdo dos cortes histoldgicos demonstrou
que a altura das vilosidades intestinais foi influencia-
da principalmente pela fonte de POA utilizada nas
dietas. Nos peixes alimentados com dietas contendo
farinha de peixe como fonte de POA nao houve al-
teragdo na altura do epitélio intestinal. Os peixes ali-
mentados com dietas contendo silagem de peixe apre-
sentaram diferentes classificagdes de altura do epitélio
intestinal. Os peixes alimentados com a dieta D08 e
D11 apresentaram a altura das vilosidades intestinais

classificada como alta.

Discussao

A qualidade da dgua manteve-se dentro dos padrdes
para o cultivo de peixes tropicais'®, proporcionando o
bem-estar e qualidade para sua criagao durante o peri-
odo experimental. O ganho de peso inferior dos peixes
alimentados com as dietas contendo silagem de peixe
como fonte proteica pode ser atribuido a presenca de
substéncias como aminodacidos livres, geradas durante o
processo de ensilagem'’, que podem nao ser aproveita-

dos eficientemente por falta de estrutura de absor¢ao'*'.
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A silagem de peixe na alimentagao de tilapia do Nilo
demonstrou alteragdes do trato digestdrio, que sao in-
dicativos de adaptacdes do trato digestério para me-
lhorar a capacidade de utiliza¢do de nutrientes. Alguns
trabalhos vém demonstrando a adaptagdo morfologi-
ca do intestino frente as variagdes nutricionais para o
Piaractus mesopotamicus'®, Ictalurus punctatus”, Ra-
chycentron canadum', S. aurata®, Pagrus pagrus". Po-
rém, ainda sdo muito incipientes os dados que correla-
cionam alimentacdo e adaptagdes histoldgicas do trato
gastro-intestinal de organismos aquaticos’.

A estrutura da mucosa intestinal esta relacionada
com os processos fisioldgicos de digestao e absorgao,
e as regides de pregas mais complexas estariam en-
volvidas nos processos absortivos devido ao aumento
da drea efetiva para absor¢do de nutrientes®. O au-
mento da altura das vilosidades intestinais dos peixes
alimentados com as dietas contendo silagem de peixe
como fonte de POA pode ser atribuido a estratégia de
melhorar a absor¢ao dos nutrientes, que ja se encon-
travam hidrolisados devido o processo de ensilamen-
to da massa de residuo'”?'.

A adaptagdo da altura das vilosidades intestinais

superior dos peixes submetidos a dietas contendo si-



lagem de peixe pode estar associada as caracteristicas
de um produto liquefeito e hidrolisado. Para tilapia
do Nilo, a silagem de peixe resulta em aumento do
coeficiente de digestibilidade da proteina e da energia
em comparagao a farinha de peixe*.

As alteragdes morfoldgicas no trato digestdrio tam-
bém sdo observadas no intestino anterior de Rachycen-
tron canadum submetidos a dietas com diferentes
fontes de proteina'. A utilizacdo de fontes de concen-
trado proteico de soja e farelo de soja na alimentagao
de Onchorinchus mykiss e do Piaractus mesopotamicus
acarretou em aumento da camada de absorc¢do das duas
espécies'®. Em controvérsia, o uso de fontes de soja (ex-
trato soltivel de soja e extrato concentrado de soja) e de
gluten (gluten de milho e gluten de trigo), como fonte
proteica ndo modificou a estrutura histologica do in-
testino de bacalhau do Atlantico®. A altura das vilosi-
dades intestinais esta associada ao processo de absor-
¢d0 de nutrientes assim como a capacidade enzimatica,
responsavel pelo processo digestivo®.

A digestao intestinal depende da secrecdo de subs-
tancias glicoproteicas das células caliciformes, da agao
proteolitica do suco pancreatico e também da digestao
intracelular, que esta associada a presenga de glandulas
gastricas*. A presenca de células caliciformes no intes-

tino de peixes esta relacionada a diferentes condigdes
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de alimentagdo e a prote¢ao contra a atividade bacte-
riana®, a protegdo do epitélio (fluxo laminar) contra o
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