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A criagdo de ras em cativeiro € baseada praticamente em sua
totalidade, na exploragdo da ra-touro, Lithobates catesbeianus, originaria da
América do Norte e introduzida no Brasil em 1935. Hoje a ranicultura é uma
atividade zootécnica intensiva que se apresenta como uma boa alternativa
econOmica, com producdo média anual estimada em 450 toneladas de carne
(TEIXEIRA et al., 2001). Apesar disso, nos ranarios comerciais € comum a
ocorréncia de desenvolvimento anormal ou mortalidade de ras que podem ser
ocasionadas por enfermidades infecciosas, parasitarias ou problemas

nutricionais.

Na década de 80 ocorreram modificacdes na ranicultura, com
relacdo a alimentagao, introducdo da racao (LIMA & AGOSTINHO, 1984)
consorciada com larvas de mosca doméstica (ALEIXO et al, 1984) como
atrativo. O numero de trabalhos sobre nutricdo de anfibios, principalmente na
fase po6s-metamorfose é escasso, entre os quais destacam-se estudos sobre
exigéncia protéica (MONTEIRO et al., 1988; BARBALHO, 1991; MAZZONI et
al, 1992; STEFANI, 1995), metabolismo de carboidratos (STEFANI &
URBINATI, 1997 a, b) e determinacao do valor nutritivo de alimentos (BRAGA
et al., 1998; CASTRO et al.,, 1998; BRAGA & ALBINO, 2001; CASTRO et al.,

2001).

Varias questdes relacionadas com a nutricdo e alimentacao das
ras, tanto na fase aquatica quanto na fase pds-metamoérfica foram detectadas
por LIMA & AGOSTINHO (1984). A inexisténcia de dados sobre as exigéncias

nutricionais de ra-touro levaram os produtores a utilizarem racées comerciais
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para peixes carnivoros. Cabe destacar que as industrias produzem racao em

pequena escala, tornando-as mais caras e com fornecimento irregular.

Considerando que as ras sdo animais heterotérmicos, o consumo
alimentar varia com a temperatura da agua e do ambiente, (LIMA &
AGOSTINHO, 1992; BRAGA et al, 1997; LIMA et al, 2003), dificultando assim o

manejo alimentar adequado.

Ainda, se o ranicultor fornece alimento em excesso, além de arcar
com maior custo com a alimentacao, ele prejudicara os animais poluindo o
ambiente, devido a deterioracdo das sobras da racéo. Por outro lado, quando
se oferece pouca quantidade de alimento, havera diminuicdo do peso corpéreo

dos animais.

Atualmente para a alimentagdo de ras utilizam-se ragdes
comerciais, que na sua maioria, sao formuladas e balanceadas a partir do
conhecimento das exigéncias nutricionais de peixes carnivoros, com resultados
satisfatérios de ganho de peso e conversdo alimentar. Entretanto, varios
produtores tém observado em seus ranarios a ocorréncia de mortalidade na

fase pés-metamorfose.

Segundo HIPOLITO (2001), houve slbito aumento da mortalidade
de ras decorrentes de falhas no manejo sanitario, instalagdes inadequadas,
agua de ma qualidade e problemas relacionados com consanglinidade.
Atualmente, o que chama mais a atencao sao as graves alteracoes hepaticas,
como textura, tamanho, cor e forma do 6rgdo. Sugere-se ainda, que essas

alteracoes possam estar relacionadas a alimentacao.
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Os indices zootécnicos observados para a ra-touro variam com o
sistema de criacao utilizado e também com a qualidade nutricional da ragao
(LIMA e AGOSTINHO, 1992; BRAGA et al, 1995; LIMA et al, 2003). Alteracdes
no manejo, eficiéncia do cocho, qualidade das rag¢des e variagdes climaticas
podem dificultar uma comparacéo entre os valores de conversao alimentar dos

diversos trabalhos (LIMA et al., 1992).

Informagdes a respeito da atividade enzimatica e metabolismo de
carboidratos em anfibios sdo escassas na literatura. STEFANI et al. (2002),
trabalhando com racbGes isoprotéicas (30% PB) e isoenergéticas
(4.300 kcal kg') com porcentagens crescentes de inclusdo de carboidratos
(35%, 40% e 45%), concluiram que a ra-touro utiliza o carboidrato como fonte

energética.

Os carboidratos sdo necesséarios ao organismo como fonte de
energia, além de serem as fontes mais baratas para composicao de racoes
(COELHO, 1992). De acordo com o mesmo autor, os carboidratos apresentam
efeito suporte na utilizacdo eficaz das proteinas, além de melhorar a
estabilidade das ragdes na agua por suas propriedades aglutinantes. A ra, por
ser animal carnivoro, provavelmente necessite de dieta com altos teores de
proteina, a qual é utilizada para produgédo de energia e para o crescimento do

animal.

Dentre as fontes de energia utilizadas pelos peixes, os lipidios se
destacam por seu elevado valor energético e por sua aplicabilidade na
confeccao de ragdes comerciais. Os lipidios de acordo com HARPER (1973)

representam um grupo heterogéneo de compostos mais relacionados por suas
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propriedades, fisicas do que quimicas. Sao substancias insolUveis na agua e
soluveis em solventes nao polares. Fazem parte dessa classe de compostos as

gorduras, os 6leos, os esterdides e as ceras.

Os lipidios sdo componentes importantes da dieta, tanto como
fonte de energia como também de &cidos graxos essenciais (WATANABE,
1987), utilizado eficientemente pela grande maioria das espécies de peixes
(SARGENT et al.,, 1989). Muitos estudos demonstram que o aumento da
concentragdo de lipidios nas dietas resultam em maior aproveitamento da
proteina pelos peixes. Entretanto, um aumento na deposicdo de gordura
corporal também é verificado (LEE & PUTNAM, 1973; NEMATIPOUR et al.,
1992; STOWELL & GATLIN, 1992; SHIAU & LAN, 1996; VAN DER MEER et
al., 1997; 2000; MARTINO et al. 2002). Por outro lado, algumas espécies,
como o robalo asiatico, Lates calcarifer, apresentam capacidade limitada de
utilizacdo dos lipidios para gerar energia (CATACUTAN & COLOSO, 1995;
WILLIAMS et al., 2003), sendo que em outras espécies até mesmo redug¢édo no
crescimento é verificada com o aumento da concentracdo lipidica da dieta,

como € o caso da carpa indiana, Catla catla (SEENAPA & DEVARAJ, 1995).

Andlise dos padrdes sanglineos fornece subsidios importantes
para o auxilio do diagnostico e progndstico de condicbes morbidas em
populacdes de peixes ou animais em geral (HINES & YASHOUV, 1970;
ANDERSON, 1974; ACHUTHAN NAIR & BALAKRISHNAN NAIR, 1983;
SILVEIRA & RIGORES, 1989; RANZANI-PAIVA, 1991; MOISEENKO, 1998;
PRAVDA, 1998; SERPUNIN & LIKHATCHYOVA, 1998; RANZANI-PAIVA et al.,

1998/1999). Os hemogramas contribuem para caracterizar estados de saude
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ou de doenca em animais, pois a alteracdo na morfologia e na freqiéncia
normal de distribuicdo de determinadas células pode, em varios casos, revelar

processo patolégico especifico (RANZANI-PAIVA & GODINHO, 1983).

A grande maioria dos estudos realizados com sangue de anuros
refere-se aos glébulos vermelhos, taxa de hemoglobina e proteina do sangue.
Assim, os critérios adotados pelos hematologistas para estabelecimento da
nomenclatura dos elementos figurados do sangue de anfibios na fase larval e
adulto estdo baseados em estudos comparativos, particularmente com peixes

teledsteos (SAUNDERS, 1968; ELLIS, 1977).

NAOUM et al. (1986) e CANNON et al. (1987) enfatizaram esse
fato, afirmando que a literatura a respeito € escassa, e este quadro se agrava
na pesquisa dos elementos celulares sanglineos das formas pré-metamérficas
de anuros. DIAS (1992) relatou a caréncia de informagdes sobre a composicao

celular do sangue dos anfibios.

O sangue dos anfibios, assim como de outros vertebrados néo
mamiferos, é composto por eritrocitos nucleados, leucécitos e trombdcitos
(DUELLMAN & TRUEB, 1986; SCHMIDT-NIELSEN, 1996). Os glébulos
vermelhos, também chamados hemacias ou eritrécitos na maioria dos
vertebrados, formam-se e amadurecem na medula éssea pelo processo que se
denomina eritropoiese. Segundo MAPLES (1985) e TURNER (1988), os

principais 6rgaos eritropoéticos nos girinos séao o figado e os rins.

O sangue dos vertebrados é um tecido liquido e mével, onde

estao presentes categorias de células livres do tecido conjuntivo e, que esta em
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equilibrio com, praticamente, todos os outros tecidos, constituindo uma das

grandes forgcas homeostaticas do organismo (KALASHINIKOVA, 1976).

O figado é um 6rgao vital, cujas fungbes principais sdo: producao
de bile, armazenamento de glicogénio, de lipidios e vitaminas, sintese de
proteinas (fibrinogénio, protrombina e albumina) e metabolizacdo de drogas

(GEORGE & CASTRO, 1998).

HIPOLITO et al., (2004) relataram que todo o desempenho da ra-
touro estad baseado na alimentacdo e qualquer alteracdo na funcao hepatica,
decorrente da falta de alimento, proteinas de boa qualidade, balangco adequado
de aminoéacidos, disfuncdes organicas provocadas por estresse e agentes
infecciosos ou parasitas, podem causar sérias lesdes neste 6rgdo e desta
forma faz-se necessarios estudos mais aprofundados dos parametros

bioquimicos de ras-touro para o bom desempenho das funcdes hepaticas.

O manejo sanitario e nutricional visa dinamizar as criagdes por
meio do uso de ragdes para que ocorra obtencdo dos nutrientes em
quantidades e qualidades desejadas. Contudo o desbalanceamento na relacao
de carboidratos e de proteinas nas racoes, devido a matéria-prima utilizada, ou
seus eventuais substitutos, pode comprometer todo o processo nutricional do

animal, podendo resultar em disfung&o hepética.

Diante do exposto, considerando a escassez de trabalhos que
enfoquem aspectos morfofuncionais do figado de Lithobates catesbeianus, o

presente trabalho teve como objetivo avaliar em animais alimentados com



racdes contendo diferentes niveis de carboidratos e lipidios, os seguintes

aspectos:

- avaliacdo do desempenho produtivo;
- andlise de parametros hematologicos e

- analise histolégica e ultraestrutural do tecido hepético.

16
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CAPITULO I

AVALIACAO DO DESEMPENHO PRODUTIVO
DE RA-TOURO, Lithobates catesbeianus, ALIMENTADA
COM RACAO CONTENDO DIFERENTES NIiVEIS

DE CARBOIDRATOS E LIPIDIOS
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RESUMO

O presente trabalho visou estudar o desempenho produtivo da ra-
touro, Lithobates catesbeianus, alimentada com racdo contendo diferentes
niveis de carboidratos (35% e 40%) e lipidios (4,5% e 8,5%), com teor de
proteina bruta de 31,0% e energia bruta entre 3888 a 4135 kcal/kg. Seiscentas
ras com peso médio inicial de 31,0g foram utilizadas para avaliacao do
desempenho zootécnico, glicemia, glicogénio hepatico, lipidio do figado, indice
hepatossomatico (IHS) e indice gordurassomatico (IGOS), em cinco coletas
mensais. Apesar dos parametros metabdlicos nao terem sido influenciados
pelos diferentes niveis de carboidratos e lipidios utilizados nas racoes, pode-se
concluir que nas condicbes em que foi realizado o trabalho, ndo houve
alteracbes no desempenho produtivo das ras. O aumento do indice
gordurassomatico (IGOS) observado nas ras alimentadas com a Racdo Ras/s 5)
e Ragdo Ruauoss) nas duas ultimas coletas, ocorreu porque o teor de lipidios
nas ragcbes era maior, e parte deste foi depositado nos corpos adiposos dos
animais. A utilizacdo da racao (R3) com 40% de carboidratos e 4,5% de lipidios
reduziu os niveis de proteinas na dieta e diminuiu o indice gordurassomatico, e

consequentemente permitira a redu¢ao do custo da ragao.
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ABSTRACT

The present work sought to study the productive acting of the bull-
frog, Lithobates catesbeianus, fed with ration containing different carbohydrate
levels (35% and 40%) and lipids (4,5% and 8,5%), with tenor of rude protein of
31,0% and rude energy among 3888 to 4135 kcal/kg. Six hundred frogs with
weight medium initial of 31,09 were used for evaluation of growth, lipid of the
liver, hepatossomatic index (IHS) and fatty somatic index (IGOS), in five
monthly collections. In spite of the metabolic parameters they have not been
influenced by the different carbohydrate levels and lipids used in the rations, it
can be ended that in the conditions in that the work was accomplished, there
were not alterations in the productive acting of the frogs. The increase of the
index gordurassomatico (IGOS) observed in the frogs fed with the ration
R2(35/8,5) and ration R4(40/8,5) in the last two collections, it happened
because the tenor of lipids in the rations was larger, and part of this was
deposited in the bodies fatty of the animals. The use of the ration (R3) with 40%
of carbohydrate and 4,5% of lipids it reduced the levels of proteins in the diet
and it reduced the index gordurassomatico, and consequently it had allowed the

reduction of the cost of the ration.
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A ranicultura € uma atividade econbmica passivel de ser
realizada em pequenas propriedades rurais. No Brasil, é baseada em sua
totalidade, na exploragcédo da ra-touro, Lithobates catesbeianus, originaria da
América do Norte e aqui introduzida em 1935, demonstrando boa adaptacao
ao clima subtropical brasileiro (FONTANELLO et al.,, 1988). Somente na
década de 80, é que a ranicultura nacional comecou a se firmar como
atividade zootécnica devido ao interesse de alguns pesquisadores em
racionalizar os sistemas de criagdao existentes, tais como a introducao de
racdo (LIMA e AGOSTINHO, 1984) e uso de larvas de mosca doméstica

como atrativo (ALEIXO et al. 1984).

Os trabalhos sobre nutricdo de anfibios sdo escassoS, entre os
quais podemos destacar trabalhos sobre exigéncia protéica (MONTEIRO et al.
1988; BARBALHO, 1991; MAZZONI et al., 1992; STEFANI, 1995; WIRZ et al.,
1992), metabolismo de carboidratos (STEFANI e URBINATI, 1997 a, b) e
determinacao do valor nutritivo de alimentos (BRAGA et al. 1998; CASTRO et

al. 1998; BRAGA e ALBINOS 2001; CASTRO et al., 2001).

STEFANI (1996), estudando dietas ricas em carboidratos para ra-
touro, concluiu pela viabilidade de seu uso, propiciando a reducao dos niveis
de proteina. STEFANI e URBINATI (1997) apontaram para o fato de que a ra-
touro metaboliza o carboidrato em fonte de energia, enquanto que a proteina &

utilizada principalmente no crescimento corporal.

STEFANI et al. (2002) trabalharam com racdes isoprotéicas (30%

PB) e isoenergéticas (4.300 kcal kg') com porcentagens crescentes de
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inclusao de carboidratos (35%, 40% e 45%), e concluiram que a ra-touro utiliza
o carboidrato, proveniente da dieta, como fonte energética, o que demonstra a
atividade da amilase desse animal na fase pds-metamérfica, e demonstra efeito
economizador da proteina para obtencado de energia, que é destinada para o

crescimento corporal.

Dentre as fontes de energia utilizadas pelos peixes, os lipidios se
destacam por seu elevado valor energético e por sua aplicabilidade na
confeccao de ragdes comerciais. Os lipidios, de acordo com HARPER (1973),
representam um grupo heterogéneo de compostos mais relacionados por suas
propriedades fisicas do que quimicas. Sao substancias insoluveis na agua e
soluveis em solventes ndo polares. Fazem parte desta classe de compostos as

gorduras, os 6leos, os esterdides e as ceras.

Os lipidios constituem importante classe dos nutrientes, por
serem fornecedores de energia metabdlica e por conterem altos valores de
energia bruta (9,5 Kcal/kg). Além disso, os lipidios sao fontes de acidos graxos
essenciais, sao 0s principais componentes das membranas celulares, agem
como precursores de hormdnios esterdides, atuam na osmorregulacdo, servem
de carreadores biol6gicos para absorcao de vitaminas A, E e K (TACOM, 1987;
LEGER e SORGELOQS, 1992).

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi observar o
efeito das ragcdes com diferentes niveis de carboidratos e lipidios no
desempenho produtivo e metabolismo da ra-touro, Lithobates catesbeianus em

diferentes periodos.
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Instalacoes e condicoes experimentais

O experimento foi realizado na Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal, no Setor de Ranicultura do
Centro de Aquicultura da UNESP, no periodo de fevereiro a junho de 2006.
Foram utilizadas 12 baias experimentais do galpdo de engorda medindo 3 m?
(Figura 01), as quais apresentavam cochos vibratorios, abrigos e canaletas de

agua dispostos linearmente (Figura 02).

Figura 01 - Vista interna do galpao onde localizava-se as baias
experimentais

A 4gua utilizada era proveniente de pogo artesiano, com fluxo
continuo. Diariamente, as baias foram limpas, esvaziando-se as canaletas de
agua, retirando-se a ragdo ndo consumida e a agua reposta. As temperaturas
interna e externa do galpdo foram aferidas diariamente com auxilio de

termometro de bulbo de mercurio.
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Figura 02-Vista interna das baias experimentais A=abrigo;
CA=canaleta de agua e CV cocho vibratdrio.

Material biolégico

Foram utilizadas 600 ras-touro, Lithobates catesbeianus, com
peso medio inicial de 31,0 g na fase inicial de crescimento, oriundas do Setor
de Ranicultura do Centro de Aquicultura da UNESP, as quais foram distribuidas

nas 12 baias experimentais, sendo 50 animais por baia.

Dietas experimentais

Foram formuladas quatro dietas experimentais isoprotéicas
(31,0% de proteina bruta) com niveis de carboidratos (35,0 e 40,0%) e lipidios
(4,5 e 8,5%). As analises quimicas bromatoldgicas dos ingredientes utilizados
nas dietas foram realizadas no laboratério de Nutricdo Animal do Departamento

de Zootecnia da FCAVJ — UNESP, seguindo o esquema de WEENDE,
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A.O.A.C. (1995). A energia bruta dos ingredientes foi determinada em bomba
calorimétrica. A formulacdo e composicao centesimal das dietas experimentais

encontram-se na tabela 01.

Tabela 01 — Formulac&o e composi¢cao percentual das dietas experimentais.

Ingredientes (%) Racobes
Ri1(ss/4,5) Ross/s,5) Ra40/4,5) Ra0/8.5)

Farelo de Milho 23,50 25,75 20,60 17,70
Farelo de Trigo 8,00 2,75 1,90 3,00
Farelo de Arroz 9,50 2,50 1,50 0,00
Farelo de Soja 27,50 28,50 29,50 28,50
Farinha de Peixe 29,00 29,00 28,90 29,00
Oleo de Soja 0,00 5,00 1,10 5,20
Amido de Milho 1,00 5,00 15,00 15,10
Suplemento vitaminico 0,50 0,50 0,50 0,50
Aglutinantes 1,00 1,00 1,00 1,00
Proteina bruta (%)1 31,07 31,10 30,89 30,62
Carboidratos (%)2 34,98 35,10 40,03 39,96
Extrato etéreo (%)° 4,52 8,47 4,46 8,48
Energia bruta (Kcal/kg)* 3913 4135 3888 4097

"-Valores calculados a partir de dados obtidos por andlise de proteina dos ingredientes, pelo método de
Weende (A.O.A.C., 1995).

2_Valores calculados pela diferenca: ENN=%MS-(%PB+%MM+%EE+%FB)

3_Valores calculados a partir de dados obtidos por andlise de extrato etéreo, pelo método de Weende
(A.O.A.C., 1995).

*_Valores calculados a partir dos dados e energia bruta dos ingredientes obtidos em bomba
calorimétrica (em kcal/kg)

Todos os ingredientes foram pesados, moidos em moinho
(peneira malha 1 mm), posteriormente cada dieta experimental foi
homogeneizada em misturador tipo “Y”, por 15 minutos. Apds esse
procedimento, as mesmas foram peletizadas e secas em estufa com circulagao

de ar forcada a 40°C.

Para a alimentacdo das ras, as dietas foram fornecidas em
cochos vibratérios (Figura 03), que eram ligados de trinta em trinta minutos
durante doze horas. No dia seguinte, as sobras de racdes foram retiradas e

armazenadas em freezer e, posteriormente, secas em estufa com circulacao de
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ar forcada , a 70°C por 12 horas, para o célculo da quantidade de alimento

ingerido.

Figura 03 — Cocho vibratério usado para a alimentagao

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos e quatro repeticdbes em esquema fatorial 2
x 2, constituidos por dois niveis de carboidratos (35,0 e 40,0%) e dois niveis de

lipidios (4,5 e 8,5%).

Manejo experimental
Para a obtencao dos dados foram realizadas coletas mensais,
totalizando cinco amostragens (23/02/2006, 24/03, 24/04, 25/05 e 28/06). No
dia anterior a coleta das amostras, as ras foram submetidas ao jejum para que

houvesse padronizagao dos dados.

Em cada coleta, para obtencdo dos dados metabdlicos, trés ras
foram coletadas ao acaso de cada baia experimental, descerebradas, logo

apos pesadas em balanca digital e a cavidade abdominal aberta com auxilio de
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tesoura. Em seguida, os corpos adiposos foram retirados e pesados para o
célculo de indice gordurassomatico (IGOS); o figado também foi retirado,
pesado para o calculo do indice hepatossomatico (IHS), um pequeno
fragmento foi retirado e armazenado em frasco com fixador Karnoviski, para
posterior analise histolégica. O restante do material foi embalado em papel
aluminio e armazenado em freezer a -20°C, para posterior andlise de lipidio

hepatico e glicogénio hepatico.

Todas as ras foram pesadas no inicio do experimento, e depois
mensalmente, um dia apdés a coleta, em balancga digital para avaliacdo do

desempenho produtivo.

Parametros analisados
Parametros de desempenho produtivo
Foram avaliados o ganho em peso (GP), conversao alimentar
(CA) e consumo de ragao (CR). A taxa de crescimento especifico (TCE) e taxa
de eficiéncia protéica (TEP) foram determinadas por meio das seguintes

formulas:

T.C.E. = (In peso final — In peso inicial) x 100
dias de experimento

T.E.P. = ganho em peso
proteina bruta consumida

sendo: In= log natural

proteina bruta consumida=% PB na dieta x consumo de alimento (g)
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Parametros metabolicos:

Glicose sangliinea

Na primeira (23/02/2006) e segunda (24/03/2006) coleta, trés ras
foram capturadas ao acaso de cada baia experimental, foram descerebradas
por espinhalamento, pesadas, sua cavidade abdominal aberta e uma aliquota
de sangue de aproximadamente 2 ml foi coletada diretamente do coracao
(Figura 1), com agulha e seringa plastica contendo anticoagulante (EDTA a
10%). Na terceira (24/04/2006), quarta (25/05/2006) e quinta (28/06/2006)
coleta cerca de 2,0 a 3,0 mL de sangue foram retirados por meio de puncao da
artéria isquiatica, utilizando-se agulhas e seringa plastica contendo

anticoagulante (EDTA a 10%).

A glicose sanguinea (mg/100ml) foi determinada utilizando-se o
método colorimétrico de KING e GARNER (1947), o qual consiste em adicionar
0,1 ml de solugéo de tungstato de sédio 10% em 1,8 ml de solugéo isotdnica.
Apos centrifugagdo por 10 minutos a 2000 rpm, o sobrenadante foi retirado e
armazenado em freezer a —20°C até a realizagdo das andlises, as quais foram
feitas adicionando-se 1,0 ml de reagente cuprico e 3,0 ml de arsenomolibdico,

sendo analisadas em espectrofotémetro (540 nm).

Glicogénio hepatico

O glicogénio hepético foi determinado utilizando-se o método de
MOON et al., (1989). No procedimento, 50 a 100 mg de tecido hepatico foi
pesado e colocado em frasco sobre gelo, anotando-se o peso. Foi adicionado

1,0ml de solucdo de 4&cido perclérico 6,0% no frasco sobre gelo,
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homogeneizando imediatamente, assegurando-se que todo tecido foi rompido.
O frasco foi mantido em gelo na homogeneizagdo e depois neutralizado pela
adicao do volume de KoCO3 3M. Para permitir a evolucao de CO, e remogao da
espuma das paredes do frasco o0 mesmo foi agitado e apds centrifugado a 4000
rom por 15 minutos a 10°C. O sobrenadante foi retirado entornado em tubos
graduado de 3 ml e armazenado por 48 horas na geladeira a 8°C. Apds, o tubo
foi agitado e retirou-se 0,1ml (100ul) do homogenado neutralizado. O mesmo
procedimento foi realizado com o branco (tampé&o citrato) e com os padrdes
(P75, P150, P300 e P600). Colocou-se em pequenos tubos de vidro,
acrescentou-se 0,2ml (200ul) de amiloglicosidase e incubou-se a temperatura
ambiente por 1 hora. Apés incubacao adicionou-se 0,3ml de acido perclérico
6,0%. O tubo foi agitado e neutralizado pela adicdo do volume de K>COs;
2,25M, agitado novamente e centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 10°C.
Foi pipetado 20ul do sobrenadante neutralizado (amostras e padrdes) em
tubos limpos e adicionado 1ml do meio de andlise de glicose (Kit Glicose
LABTEST). Foram incubados por 15 min a 37°C (banho-maria). As amostras
foram lidas em espectrofotdmetro a 505 nm.
O célculo foi realizado pela seguinte formula:

% D [PY(mg /ml) o LeitAmostra
0 =
Z LeitP PesoFigado(mg)

x1, XXX (mg)x100

XXX = volume de K>CO3 3M utilizado para neutralizagcéo.
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Lipidios totais do figado

A extracao dos lipidios totais (g/100g) foi feita por meio da técnica
de BLIGH e DYER (1959). Para isto, foi utilizado 500mg de tecido hepatico
homogeneizado em 5,0 ml de mistura extrativa cloroférmio-metanol (2:1). Ap6s
filtragem do homogenado e centrifugacdo com H.O na proporcdo de 5:1,
ocorreu a separacao da camada de cloroférmio (que contém a fracao lipidica)
da camada de metanol (ndo lipidica), a qual foi desprezada. Cada amostra foi
colocada em uma placa de Petri previamente pesada e em seguida, levada a
estufa a 100°C por 1 hora para evaporacéo. Apds este periodo as placas foram
pesadas, permitindo a realizacao dos calculos para obtencao da quantidade de

lipidios em cada amostra.
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Indice hepatossomatico (IHS)
O indice hepatossomatico (IHS) foi obtido pela seguinte formula:

IHS(%)=peso do figado x100
peso corporal

Indice gordurassomatico (IGOS)

O indice gordurassomatico (IGOS) foi obtido pela seguinte

IGOS(%)=peso dos corpos adiposos x 100
peso corporal
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RESULTADOS
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Temperatura

Os valores das temperaturas no interior e fora do galpado de
engorda estdo representados na Figura 04. As temperaturas no interior
variaram entre 18,8 a 27,8 °C e as temperaturas externas variaram entre 16,3 a
26,3°C; mostrando a eficiéncia do galpdo para o aumento da temperatura

interna, beneficiando o desempenho dos anfibios principalmente durante o

inverno.
Temperatura
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Figura 04 - Valores médios da temperatura no interior e fora do galpdo
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Parametros de desempenho produtivo
Os valores médios do ganho de peso, conversdo alimentar,
consumo de racgdo, taxa de eficiéncia protéica e taxa de crescimento

especifico encontram—se na Tabela 2.

Observou-se que as racgbes formuladas com niveis de
carboidratos e lipidios ndo influenciaram o ganho de peso das ras, que
variou de 44,24 a 53,61g. Entretanto, as diferentes coletas no tempo
influenciaram significativamente o ganho de peso (P<0,01). As ras
apresentaram menor ganho de peso (35,91g) na ultima coleta experimental

(C4), diferindo significativamente das demais (Tabela 2 e Figura 5).

Peso
250 0 R1(35/4,5)
200 — O R2(35/8,5)
=§ 150 @ R3(40/4,5)
‘é’ m R4(40/8,5)
5 100
3
a 50
o [T | | |
23/fevi06 24/mar/06 24/abr/06 25/mai/06 28/jun/06
Coleta (meses)

Figura 05 — Peso Médio das ras-touro (g) durante o periodo experimental

Os valores médios do consumo de racdo encontram-se na

Tabela 2.

As ragbes formuladas com diferentes niveis de carboidratos e
lipidios nao influenciaram o consumo de ragao, que variou de 2794,50 a
4130,58g. Entretanto, as diferentes coletas no decorrer do experimento
influenciaram significativamente o consumo de ragdo (P<0,01). As ras

apresentaram menor consumo de racdao (1720,42) na dultima coleta
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experimental (C4), diferindo significativamente das demais coletas (Tabela 2

e Figura 6).
Consumo de racao

7000 0 R1(35/4,5)

6000 o R2(35/8,5)
g 2888 @ R3(40/4,5)
° W R4(40/8,5)
2 3000 -
Q- 2000

1000 -

0 ‘ ‘ ‘
24/mar/06 24/abr/06 25/mai/06 28/jun/06
Coleta (meses)

Figura 06 — Consumo de ragao das ras-touro (g) durante o periodo experimental

As rac6es formuladas com niveis de carboidratos e lipidios ndo
influenciaram a conversao alimentar das ras (Tabela 2) que variou de 1,63 a
2,08. Nas diferentes coletas durante o experimento observou-se que houve
diferenca significativa na conversao alimentar (P<0,01). As ras na segunda
coleta apresentaram a melhor conversdao alimentar (2,28) n&o diferindo

significativamente daquela observada em Cs.
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Tabela 2—Valores de F, coeficiente de variagdo (CV) e médias obtidas para ganho de peso (g), consumo de racéo (g),

converséo alimentar, taxa de eficiéncia protéica, taxa de crescimento especifico.

Variavel
Ganho Peso Consumo Conversdao Taxade  Taxade
(9) Racao Alimentar eficiéncia crescimento
(9) protéica especifico
F para Ragéo (R) 1,64 " 4,36 " 221" 123" 0,17 "
F para Coleta (C) 5,96 ** 26,44 ** 9,77** 9,01 *™ 58,80 **
F para inter. R. x C 1,19 1,94 " 241" 199" 1,39 "
CV(%) - Parcela 23,4 34,19 25,44 35,60 23,88
CV(%)-Sub parcela 29,77 28,64 25,56 28,15 29,34
Medias Ris/4,5) 51,09 3245,33 1,76 1,94 0,72
Ro(3s/8,5) 53,61 3984,00 1,97 1,85 0,73
Ra3(40/4,5) 53,40 4130,58 2,08 1,76 0,75
Raa0/8,5) 44,24 2794,50 1,63 2,27 0,77

Média C4 (24/03/2006) 53,04a 3116,00ab 1,34b 2,53 a 1,41 a
Co (24/04/2006) 52,12a 4785,83a 2,28a 1,46 b 0,74 b
Cs (25/05/2006) 61,27a  4532,17a 2,13ab 1,68ab 055D
Cs4(28/06/2006) 3591 b  1720,42b 1,69b 2,13a 0,27 c

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

S néo significativo
" significativo ao nivel de 5% de probabilidade
" significativo ao nivel de 1% de probabilidade

R1354,5 = 35% de carboidratos e 4,5% de lipidios; R 2= 35% de carboidratos e 8,5 lipidios; R 3= 40%
de carboidratos e 4,5% de lipidios; R4uos5 =40% de carboidratos e 8,5% de lipidios.

R=Racio; C=Coleta

Para a taxa de eficiéncia protéica (TEP) as ragdes formuladas
com niveis de carboidratos e lipidios também n&o influenciaram este
parametro. Entre as diferentes coletas observou-se diferenca significativa
(P<0,01) na TEP (Tabela 2). As ras na segunda coleta (C.) apresentaram a
menor TEP (1,46); diferindo significativamente daquelas observadas na C e

C4, sendo 2,53 e 2,13 respectivamente.
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A taxa de crescimento especifico (TCE) representa a
porcentagem de crescimento de determinada espécie durante o periodo
experimental. Observou-se que as diferentes ragdes utilizadas nao afetaram
os valores neste parametro, que variou entre 0,72 a 0,77 (Tabela 2).
Entretanto, ocorreu diferencga significativa (P<0,01) nos valores da TCE nos
diferentes periodos de coletas. A maior TCE ocorre na Cy (1,41) diferindo
significativamente das demais coletas. A menor TCE (0,27) ocorreu na

ultima coleta (Cy).
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Parametros metabolicos

Na Tabela 3 encontram—se os valores médios dos parametros
metabdlicos.
Tabela 3—Valores de F, coeficiente de variagcao (CV) e médias obtidas para

glicemia (mg/100ml), glicogénio hepatico (g/100g%), lipidio do
figado (g%), IHS(%) e IGOS (%).

Glicogénio
Glicemia Hepatico Lipidio
(mg/100ml)  (g/100g) figado (g%) IHS(%) IGOS (%)
F para Racio (R) 0,22 " 1,00 ™ 0,99™ 0,42 16,75 **
F para Coleta (C) 280,33** 4,32"™  3,06™ 7,79™ 15223 **
F parainter. R.xC 0,95" 0,30"™ 0,48" 237" 6,74 **
CV(%) — Parcela 3,67 13,13 35,15 19,11 10,92
CV(%)-Sub parcela 3,19 15,12 29,3 13,63 10,25
Medias Rissas) 57,86 12,97 2,21 3,84 3,06
Ra(3s/8,5) 57,79 12,06 2,58 3,96 3,77
R3(40/4,5) 57,74 12,19 2,16 3,87 3,11
Ra(40/8,5) 57,72 12,67 2,54 4,12 3,77
Média Cq (23/02/2006) 66,94 a 13,16 2,65 3,60 2,15
C4 (24/03/2006) 64,16 a 12,01 2,65 3,76 2,43
C. (24/04/2006) 59,29 b 10,83 1,83 3,79 3,11
Cs (25/05/2006) 53,32 ¢ 12,60 2,23 4,33 4,46
C4 (28/06/2006) 45,19 d 13,78 2,50 4,65 5,00

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

" ndo significativo
' significativo ao nivel de 5% de probabilidade
" significativo ao nivel de 1% de probabilidade

R135/4,5= 35% de carboidratos e 4,5% de lipidios; R 2= 35% de carboidratos e 8,5 lipidios; R 3= 40%
de carboidratos e 4,5% de lipidios; R85 =40% de carboidratos e 8,5% de lipidios.

R=Racdo; C=Coleta

A concentracdo de glicose sanguinea nas ras nao foi influenciada

pelas ragdes formuladas com diferentes niveis de carboidratos e lipidios
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(Tabela 3), variando de 57,72 a 57,86 mg/100ml de sangue. Entretanto, entre
as coletas houve diferenga significativa (P<0,01), ocorrendo diminui¢ao
significativa da glicose sanguinea das ras ao longo do periodo experimental,
de 66,94 mg/100ml na primeira coleta (C+) para 41,19 mg/100ml na quarta

coleta (C,).

O glicogénio hepético das ras nao foi afetado pelas diferentes
ragcdes e nem pelas coletas no decorrer do tempo, variando de 12,06 a 12,97
g/100g nas racbes contendo diferentes niveis de carboidratos e lipidios
(Tabela 3). A concentracéo de lipidio no figado variou de 2,16 a 2,58g9% entre
as racoes e também nao foi afetada pelas racées e nem pelas coletas no

tempo (Tabela 3).

Quanto ao indice hepatossomatico (IHS), ndo foi observado
diferenca significativa entre as diferentes ragdes e coletas durante o

experimento, variando este de 3,84 a 4,12%, (Tabela 3).

Para o indice gordurassomatico (IGOS), a analise de variancia
indicou efeito significativo (P<0,01) para a interacdo entre racdes e coletas
(Tabela 3). Os valores médios do IGOS das ras encontram-se na Tabela 4.
De maneira geral, pode-se observar que entre as diferentes ragdes sé houve
diferenga significativa do IGOS das ras-touro nas ultimas coletas (Cs e Cy).
As ras que receberam a ragéo Roasiss) € Rawoss) apresentaram os maiores
valores de IGOS (Tabela 4). Observou-se também que com o passar do

tempo houve aumento significativo deste indice.



Tabela 4 — Valores médios do indice gordurassomatico (IGOS %) das ras para ragdes e coletas

Coletas
Tratamento Co Cq Co Cs Cq
Ri@sas 2,10 Ad 2,34 Acd 3,18 Abc 3,57 Bab 4,13 Ba
Ro@sesy 2,16 Ab 2,45Ab  3,07Ab 5,48 Aa 5,69 Aba
Rs@oss  2,19Ac 2,46 Ac 3,01 Ab 3,53Bb 4,35Ba
Rasu4ossy 2,13Ab 2,47 Ab  3,19Ab 525Aa 5,83 Aa

Em cada linha (letra mindscula) e em cada coluna (letra maiuscula) resultados
seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste de Tukey (0,05).

50
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DISCUSSAO
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Parametros de desenvolvimento

Durante o periodo experimental ocorreu diminuicdo na
temperatura ambiente no interior do galpdo. Como sé&o animais heterotérmicos,
0 metabolismo das ras esta diretamente relacionado com a temperatura do
ambiente e/ou da agua. Segundo BRAGA e LIMA (2001) o melhor crescimento
da ra-touro ocorreu entre 25,1 e 30,4°C. FIGUEIREDO (1996) observou
melhores ganhos de peso da ra-touro a temperatura de 27,6 e 30,1°C para ras
com peso inicial de 20 e 100 g, respectivamente, e melhor crescimento a

28,2°C.

Os resultados deste estudo demonstraram que essa diminuicao
da temperatura, principalmente no més de junho (Figura 4), ocasionou declinio
do consumo de racao e consequentemente menor ganho de peso e menor taxa

de crescimento especifico nesse periodo (Tabela 2).

De maneira geral, observou-se que os diferentes niveis de
carboidratos e lipidios utilizados nas ra¢des nao afetou o desempenho das ras.
Segundo FONTANELLO et al. (1987) as ras recém-metamorfoseadas possuem
6timo potencial de crescimento e apds esta fase inicial (>50g), ha tendéncia do
consumo de alimento aumentar e o ganho de peso diminuir. De acordo com a
literatura, o consumo alimentar sofre influéncia dos niveis energéticos da dieta
e temperatura ambiente (CARNEIRO, 1990). No presente experimento houve
diferenca caldrica entre as ragdes (Ri@ssas) - 3913, Rogas/s s) - 4134, R3o/4,5 - 3888
e Rauoss) - 4097 Kcal EB/kg), Provavelmente os niveis de energia bruta das

racdes ndo afetaram o consumo de racdo, mas sim a temperatura do ambiente.
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Os animais apés atingirem o peso médio de 188g na terceira
coleta (25/05), converteram pouco em peso até o final do periodo experimental
(Figura 5). Provavelmente, esse menor ganho de peso foi devido ao menor
consumo de ragao observado nesse periodo em decorréncia da diminuicao na

temperatura, a qual prejudica o desempenho desta espécie.

Os valores médios de conversao alimentar aparente observados
durante o experimento (Tabela 2) estdo préximos aqueles obtidos por LIMA e
AGOSTINHO (1992) de 1,5 a 2,0:1 para ras-touro alimentadas com ragao de
truta peletizada. BRAGA et al. (1995) trabalhando com baias-teste com
temperatura e fotoperiodo controlados, constataram que a ra-touro apresentou
resultados de conversao alimentar aparente de 1,22 e 1,55:1, nas temperaturas
de 25 e 30°C respectivamente, quando alimentadas com ragdo de truta
extrusada. LIMA, et al. (2003) observaram variagdes na conversdo alimentar
aparente de 1,3 a 1,6:1 em trés ranarios em diferentes regides, no municipio de

Anchieta (ES), Coimbra (MG) e Visconde de Rio Branco (MG).

Segundo LIMA et al. (1988) os valores médios de converséo
alimentar aparente para ras-touro durante o periodo de engorda, variaram de
1,65 a 6,17:1 para os animais tratados com diferentes tipos de dietas.
Entretanto, BARBALHO (1991), observou valores meédios de conversao
alimentar de 1,5 a 2:1 no campo e 1,26:1 em laboratorio. Esta diferenga nos
valores médios de conversao alimentar, deve-se ao fato de nao haver
padronizacdo durante a coleta das racdes para o calculo de conversao, e
também que a mesma varia com o tipo de instalacao utilizada, eficiéncia do

cocho, bem como a qualidade da racao administrada.
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No presente estudo observou-se uma variagdo da conversdo
alimentar ao longo do periodo experimental. Na primeira coleta(Cs) as ras
apresentaram melhor conversdo alimentar (1,34) quando comparada com a
segunda coleta (2,28). Provavelmente isso ocorreu porque a medida que as ras
cresceram, ocorreu maior desperdicio de ragao, que as vezes nao foi possivel
de ser contabilizado devido a racao ter caido na agua. Na ultima coleta a
conversao alimentar melhorou porque apesar de ter ocorrido redugcdo do
consumo de ragdo e ganho de peso das ras, devido a diminuicdo da
temperatura ambiente, proporcionalmente a diminuicdo do consumo de ragao
foi maior do que a diminuicdo do ganho de peso.

Os diferentes niveis de carboidratos e lipidios ndo afetaram os
valores da taxa de eficiéncia protéica (T.E.P.) das ragcdes. Entretanto, houve
diferengas significativas (p<0,01) nos valores médios nas diferentes coletas. O
maior valor (2,53) encontrado na primeira coleta, coincide com o melhor
desempenho dos animais, ou seja, maior ganho de peso e melhor conversao
alimentar aparente, coincidindo também com a temperatura mais alta do
ambiente. Os resultados obtidos ndo diferem daqueles de STEFANI (1996),
que observou que os niveis de inclusdo de carboidrato ndo afetaram os valores

da TEP, variando de 1,09 a 1,21.

A taxa de crescimento especifico (TCE) refere-se a porcentagem
de crescimento de determinada espécie durante o periodo experimental. As
diferentes racdes experimentais também nao interferiram nesse parametro.
Ocorreu diferenca significativa (P<0,01) nos valores médio da TCE nos

diferentes periodos, sendo que o maior valor (1,41) ocorreu na primeira coleta,
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e o menor valor (0,27) na ultima coleta, observando-se diminuicdo da

temperatura ambiente, o que afetou o desempenho dos animais.

Parametros metabdlicos

Os niveis de carboidratos e lipidios das diferentes racoes
experimentais nao interferiram na concentragdao de glicose sangtiinea. O fato
da glicemia nao ter se alterado com o aumento de carboidratos na racao, é
indicativo de que a glicose foi utilizada pelos tecidos e pelo figado, capaz de
manter a homeostase glicémica. Os valores médios de glicemia (57,72 a 57,86
mg/100) observados nas ras do presente experimento foram préximos aqueles
encontrados por STEFANI e URBINATI, (1997a), (48,97 a 55,86 mg/100ml
sangue) em ras-touro alimentadas com diferentes niveis de carboidratos na
racdo. SMITH (1954) e HUTCHISON e TURNEY (1975) observaram valores
inferiores de glicose sanguinea para Rana temporaria (38 + 1,42 mg %) e Rana
pipiens (24,5 + 3,0 mg%). De acordo com HERMAN (1977) as diferengas nos
niveis de glicose sangiliinea entre as espécies, podem ser atribuidos a
diferengas no manejo, procedimentos de amostragem e/ou método analitico
utilizado. Além disso, deve-se considerar também as diferentes espécies de ras
e a época do ano em que ocorreu a coleta.

A concentragao de glicogénio hepatico das ras variou de 12,06 a
12,979/100g e nao foi afetada pelos niveis de carboidratos e lipidios, nem pelas
coletas durante o tempo de experimento (Tabela 4). Os resultados obtidos
sugerem que apesar do aumento da ingestdo de carboidratos, ndo ocorreu
deposito na forma de glicogénio hepatico. STEFANI (1996) também observou

que niveis de carboidratos na racdo e as diferentes coletas no tempo nao
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afetaram a concentracao de glicogénio hepatico das ras-touro, que variou entre
5,78 a 5,98g/100g.

De acordo com BYRNE e WHITE (1975), as reservas de lipidios
nos anfibios ocorrem principalmente, nos corpos adiposos, no figado e tecidos
reprodutivos. Os menores valores observados por STEFANI e URBINATI
(1997a) (2,41 e 2,98 g%), e por FENERICK e STEFANI (2005) (2,869%) para a
mesma espécie foram proximos aos encontrados no presente estudo (2,16 a
2,58 %).

As diferentes ragdes experimentais nao interferiram no indice
hepatossomatico (IHS). FENERICK e STEFANI (2005) observaram valores
préximos aos encontrados neste estudo (3,36 a 4,65%). BYRNE e WHITE
(1975) obtiveram valores de IHS de ras-touro coletadas na natureza,
variando de 1,6 a 3,7%, sendo que o valor mais alto é semelhante aos
valores médios nas diferentes coletas no presente experimento (3,36 a

4,65%).

O Indice gordurassoméatico (IGOS) apresentou interacdo
significativa (P<0,01), entre racdes e coletas (Tabela 3). O aumento do IGOS
observado nas ras alimentadas com a Roa@ssss) € Rauoss), nas duas ultimas
coletas, provavelmente ocorreu por causa do teor de lipidios presentes nestas
ragdes, e parte deste foi depositado nos corpos adiposos das ras. Pode-se
verificar também que ocorreu aumento deste indice com o passar do tempo, o
pode ser considerado normal, uma vez que, com o desenvolvimento das ras os
corpos adiposos vao aumentando de tamanho, principalmente no periodo pré-

desova. O aumento do IGOS com o desenvolvimento do animal também foi
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observado por FENERICK e STEFANI (2005) em ras alimentadas com racoes

comerciais.
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CONCLUSOES

Hematologia
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Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, pode-
se concluir que o desempenho produtivo ndo foi influenciado pelos diferentes
niveis de carboidratos e lipidios utilizados nas ragdes, o aumento do indice
gordurassomatico (IGOS) observado nas ras alimentadas com a Racdo Razs/s 5)
e Ragdo Ruauoss) nas duas ultimas coletas, ocorreu porque o teor de lipidios
nas ragdes era maior, e parte deste foi depositado nos corpos adiposos dos
animais. Assim, sugerimos a utilizacdo da racdo com 40% de carboidratos e
4,5% de lipidios, considerando que assim ocorre redugdo dos niveis de
proteina na dieta, e diminuiciko do indice gordurassomatico.

Conseguentemente havera reducao do custo da racéo.
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CAPITULO llI

HEMATOLOGIA DE RA-TOURO, Lithobates
catesbeianus, ALIMENTADA COM RAQAO CONTENDO

DIFERENTES NIVEIS DE CARBOIDRATOS E LIPIDIOS
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RESUMO

O presente trabalho visou estudar hematologia de ra-touro,
Lithobates catesbeianus, alimentada com ragcdo contendo diferentes niveis de
carboidratos (35% e 40%) e lipidios (4,5% e 8,5%), que apresentavam teores
de proteina bruta de 31,0% e energia bruta entre 3888 a 4135 kcal/kg.
Seiscentas ras com peso médio inicial de 31,0g foram utilizadas para
avaliagdo. Coletas mensais de sangue foram realizadas durante cinco meses,
para avaliacdo do hematdcrito e contagem de eritrocitos e leucécitos. As
analises hematoldgicas indicaram que nas condi¢cdes experimentais deste
trabalho, ndo foram observadas alteracdes no numero de eritrécitos totais e
porcentagens de hematdcrito, mondcitos, linfécitos e basofilos. Concluiu-se que
os diferentes niveis de carboidratos e lipidios administrados na dieta, nao

alteraram os parametros hematoldgicos dos animais.
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ABSTRACT

The present work sought to study bull-frog hematology, Lithobates
catesbeianus, fed with ration containing different carbohydrate levels (35% and
40%) and lipids (4,5% and 8,5%), that you/they presented tenors of rude protein
of 31,0% and rude energy among 3888 to 4135 kcal/kg. Six hundred frogs with
weight medium initial of 31,09 were used for evaluation. Monthly collections of
blood were accomplished for five months, for evaluation of the hematocrit and
erythrocytes counting and leucocytes. Analyze them hematological they
indicated that in the experimental conditions of this work, alterations were not
observed in the number of total erythrocytes and hematocrit percentages,
monocytes, lymphocytes and basophiles. It was ended that the different
carbohydrate levels and lipids administered in the diet, they didn't alter the

hematological parameters of the frogs.
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INTRODUCAO
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Hematologia é o estudo do sangue ou a soma dos conhecimentos
sobre o0 sangue e, grande parte das informacdes, consiste em medidas de
valores de parametros em condigcdes organicas normais e anormais. A
aplicagdo da hematologia em pesquisa animal é bem aceita e considerada
como procedimento de rotina em métodos de diagnésticos (RANZANI-PAIVA e

SILVA-SOUZA, 2004).

Os eritrocitos dos anfibios sdo células geralmente elipticas com
nucleo central, variando de tamanho entre as espécies. Nos anuros, como nos
outros vertebrados, o citoplasma dos eritrocitos € homogéneo e carrega em
seu interior a hemoglobina (TURNER, 1988). Os eritrécitos maduros sao as
células mais numerosas no sangue, cuja funcdo consiste no transporte do
oxigénio e do gas carbénico, desempenhado pelo seu componente principal, a

hemoglobina (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

Os leucdcitos sdo: os agranulécitos, sem granulacdes visiveis no
citoplasma, que séo produzidos nos I6bulos linfaticos e no bago e constituem
os linfécitos e os mondécitos; e os granulécitos, que se formam na medula
0ssea e se classificam em neutrofilos, baséfilos e eosindfilos, cujos citoplasmas
apresentam granulagdes visiveis com diferentes afinidades pelo corante de
Romanowisk (TAVARES, 2004). Nestes animais, os glébulos brancos ou
leucocitos sdo também nucleados e de nomenclatura semelhante a dos
mamiferos, e em média em ndmero préximo a 7000 por mm®. A principal
funcao dos glébulos brancos é a defesa do organismo contra corpos estranhos

que penetram nos tecidos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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Segundo DUELLMAN e TRUEB (1986), TURNER (1988) e DIAS
(1992) os linfécitos sao os leucécitos mais freqlientes no sangue periférico de
anuros larvais. Apresentam nucleo redondo com cromatina densa e citoplasma
basofilico, algumas vezes apresentando microvilosidades. Os linfocitos
produzem anticorpos e estdo relacionados ao processo de rejeicdo e
participam do processo inflamatério (FINN e NIELSON, 1971; MacARTHUR et

al., 1984; TURNER, 1988).

Os neutréfilos possuem freqientemente ndcleo segmentado. A
cromatina nuclear é compacta e nao sao evidenciados nucléolos. O citoplasma
dos neutréfilos dos anfibios apresenta granulos pequenos quando comparados
aos dos outros vertebrados. Variam de tamanho, de forma e sub-estruturas,
dentro e entre as espécies (TURNER, 1988). Estas células representam a
primeira defesa contra os microorganismos, sendo células fagociticas com
importante papel contra infecgées (THUVANDER et al., 1987; TURNER, 1988).
Estudos em diversas espécies de peixes demonstraram a capacidade
fagocitica dos neutréfilos sangiineos ou teciduais ao englobar particulas

antigénicas (JORGENSEN et al., 1993) e bactérias (Do VALE et al., 2002).

Os basdfilos sao figuras sanglineas comuns e abundantes no
sangue periférico de anuros larvais, particularmente em girinos de Rana
catesbeiana (FERREIRA, 2002). O nucleo acompanha o formato da célula,
apresenta cromatina compactada e ndo tém nucléolos. O citoplasma apresenta
granulacdes grosseiras, basofilicas, que recobrem o nucleo na maioria das

vezes (TURNER, 1988; RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).
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Os eosinodfilos apresentam nucleo segmentado e numerosos
granulos ovalados ou esféricos, fracamente acidéfilos no citoplasma. O nucleo
tende a ser pouco lobulado e apresenta-se basofilico, com cromatina densa
(TURNER, 1988; RANZANI-PAIVA e SILVA SOUZA, 2004). Suas fungdes sao
fagocitar e destruir complexos de antigenos com anticorpos, limitar e
circunscrever o processo inflamatério, sendo as ultimas a surgir durante o

processo inflamatério (SUZUKI, 1986).

Os mondcitos sdo raros em anuros e podem ser descritos como
células com nucleo geralmente excéntrico, ocupando quase a totalidade da
célula, com citoplasma levemente vacuolado e basofilico (LORENZI, 1999).
Sob condi¢cdes apropriadas, estas células deixam o sistema vascular e
completam sua maturacdo, tornando-se macréfagos maduros, nos tecidos
(BOOMKER, 1981; FULOP e McMILLAN, 1984; MATUSHIMA e MARIANO,

1996; RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Os trombécitos de anfibios sdo células completas,
predominantemente elipticas, arredondadas ou fusiformes, com nucleo
fusiforme (PENHA et al.,, 1996). Os trombdcitos tém sido geralmente
considerados como responsaveis pelo processo de coagulacdo do sangue
(GARDNER e YEVICH, 1969; CASILLAS e SMITH, 1977), desempenhando

papel analogo as plaquetas (PENHA et al., 1996).

Considerando o exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar as
alteracbes hematoldgicas de ra-touro, alimentada com ragdes contendo

diferentes niveis de carboidratos e lipidios.
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MATERIAL E METODOS
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Instalacoes e condicoes experimentais

No presente trabalho foram utilizados exemplares de réa-touro
(Lithobates catesbeianus) provenientes do Setor de Ranicultura do Centro de
Aquicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal, alimentadas com racdes
contendo diferentes niveis de carboidratos e lipidios. Para estudos das
alteracées hematolbgicas de ra-touro, foram coletadas 36 ras em cada coleta,
no periodo de fevereiro a junho de 2006, totalizando 180 animais.

Conforme relatado no capitulo anterior foram utilizadas quatro
racdes experimentais com diferentes niveis de carboidratos e lipidios (racao 1:
35% de carboidratos e 4,5% de lipidios; racao 2: 35% de carboidratos e 8,5%
de lipidios; racao 3: 40% de carboidratos e 4,5% lipidios e racao 4: 40% de
carboidratos e 8,5% de lipidios), sendo mantido o nivel de proteina bruta em

torno de 31,0%.

Delineamento Experimental
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos e quatro repeticdbes em esquema fatorial 2
X 2, constituidos pelos dois niveis de carboidratos (40 e 45%) e dois niveis

lipidios (4,5 e 8,5%).

Manejo experimental
Foram realizadas coletas mensais, totalizando cinco amostragens
(05/02/2006, 09/03, 06/04, 10/05 e 10/06/2006). No dia anterior a coleta das

amostras, as ras foram submetidas ao jejum para que houvesse padronizagao.
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Na primeira (23/02/2006) e segunda (24/03/2006) coleta, trés ras
foram capturadas ao acaso de cada baia experimental, foram descerebradas
por espinhalamento, pesadas, sua cavidade abdominal aberta e uma aliquota
de sangue de aproximadamente 2 ml foi coletada diretamente do coragéo
(Figura 1), com agulha e seringa plastica contendo anticoagulante (EDTA a
10%). Na terceira (24/04/2006), quarta (25/05/2006) e quinta (28/06/2006)
coleta cerca de 2,0 a 3,0 mL de sangue foram retirados por meio de pungéo da
artéria isquiatica, utilizando-se agulhas e seringas plasticas contendo

anticoagulante (EDTA a 10%).

Parametros Analisados
As amostras do sangue foram colocadas em tubos plasticos
graduados e mantidas em gelo. Foram realizadas a contagem do numero de
eritrécitos totais e a contagem diferencial de células sangliineas de defesa

organica.

Contagem de Eritrécitos

Contagem do numero de eritrocitos/uL de sangue foi realizada em
camara hemocitométrica de Neubauer. Inicialmente foram colocados 400 pL do
diluente Hayen (Anexo 3) em tubos plasticos graduados. A este conteddo foram
adicionados 2 pL de sangue, resultando em uma diluicdo final de 1:200. Em
seguida agitou-se por dois minutos e, entdo, com auxilio de micropipeta,
preencheu-se cada reticulo da camara de Neubauer. A contagem foi feita no
aumento de 40x. Apés a contagem, foi calculada a média do nimero de células e o

resultado foi expresso em niimero de células x 10%/mm?® de sangue.
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Contagem Diferencial de Leucdcitos
Contagem diferencial de leucécitos (CDL) consiste em determinar
a proporcao existente entre as distintas variedades de leucécitos: neutrdfilos,
eosinofilos, basdfilos, linfocitos e monécitos. Foi realizada em extensdes
coradas pancromaticamente pelo método de Rosenfeld (1947) em microscopio
de luz comum, com objetiva de imersao (100X) foram contados 200 leucécitos.
A contagem foi feita no corpo da extensdo. O niumero de cada elemento foi
expresso em porcentagem, obtendo-se, desta forma, o valor relativo. O valor
absoluto foi calculado por regra de trés, partindo-se da contagem total de
leucécitos e do valor relativo de cada elemento.
Os numeros de leucécitos foram calculados pelo método proposto por

PITOMBEIRA e MARTINS (1966).

Leucdcitos (por pL)= n° de leucdcitos na extensdo x n° de eritrocitos (por pl)
2000 eritrécitos na extensédo sanglinea

Os numeros de trombdcitos foram calculados pelo método proposto

por PITOMBEIRA e MARTINS (1966).

Trombécitos (por pL)= n° de trombdcitos na extensdo x n° de eritrcitos (por pL)
2000 eritrécitos na extensado sanglinea

Determinacao do Hematocrito

A determinacao do hematocrito foi feita por meio da técnica de
microhematécrito, segundo GOLDENFARB et al. (1971). Foram preenchidos
dois tubos capilares vedados em uma das extremidades com massa de
modelar e levados a centrifuga a 12.500 rpm, durante 5 minutos. Na

centrifugagao, os eritrécitos foram compactados na parte inferior do tubo e
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mostrados o volume por eles ocupado em relacdo ao sangue total. A seguir, foi
feito a leitura com auxilio do cartdo padrdo. O resultado foi dado em

porcentagem de células.
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RESULTADOS
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Os tipos celulares observados sao: eritrocitos, baséfilos, eosindfilos,
neutrofilos, linfécitos, linfocitos jovens mondcitos e trombécitos

Na Figura 1 sao identificados os diferentes tipos leucocitérios
encontrados no sangue de Lithobates catesbeianus. Os tipos celulares
considerados foram linfécitos, neutréfilos, basofilos e eosindéfilos. Os monécitos
sao raros e podem ser descritos como células com nudcleo geralmente
excéntrico, ocupando quase a totalidade da célula, com citoplasma levemente
vacuolado e fracamente basofilico. Os linfécitos apresentam nucleo redondo
com cromatina densa e citoplasma basofilico, algumas vezes apresentando
microvilosidades (projecao citoplasmatica). Os neutréfilos freqlentemente
possuem nucleo segmentado, apresentam citoplasma ocupado por extensas
areas de reticulo endoplasmatico granular bem desenvolvido. Os baséfilos
mostram nucleos sem segmentacdo e citoplasma com exuberantes granulos
basofilicos. Os eosindfilos apresentam nucleos segmentados € numerosos
granulos ovalados ou esféricos, fracamente acidéfilos no citoplasma.

Células jovens, ou imaturas, estiveram presentes nas extensdes
sanglineas analisadas, mas foram ignoradas no presente trabalho. Os valores
médios da contagem diferencial de células de defesa orgéanica estdo expressos

na Tabela 1.
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Tb

Es

Figura 1-Fotomicrografia de extensdo do sangue periférico de ra-touro
alimentadas com diferentes niveis de carboidratos e lipidios; Er
=eritrécito, Bs = basofilos, Es = eosindfilos, Nt = neutrdfilos, Lf

=linfécitos, Lfj =linfécitos jovem e Tb = trombdcito. Coloragdo
Rosenfeld. Aumento 1000X.
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Os valores médios das porcentagens de leucécitos, neutréfilos, eosindfilos e trombdcitos do
sangue periférico das ras nao foram influenciados pelas ragdes, mesmo durante as varias coletas realizadas no
experimento.

Para o nimero de eritrécitos total, pode-se observar que ocorreram efeitos significativos para
as coletas nas diferentes ragdes (Tabela 1). Ocorreu queda na porcentagem de eritrocitos na primeira coleta
(25,08%), aumento na terceira coleta (30,0%), e posterior estabilizagdo até a ultima coleta.

O hematocrito das ras foi influenciado significativamente pelo tempo
(Tabela 1). Observou-se aumento significativo a partir da primeira coleta (C,) e

estabilizacdo da porcentagem do hematdcrito até o final das coletas.

A andlise de variancia da porcentagem de monécitos apresentou efeito
significativo para coletas, os valores médios encontram-se na Tabela 1. Pode-
se observar que a maior porcentagem de mondécitos (2,08%) foi encontrada no
sangue das rads na segunda coleta, nao diferindo significativamente do valor

encontrado na primeira (2,00) e terceira coleta (1,83%).

A porcentagem de linfécitos no sangue das ras somente foi
influenciada significativamente pelos tempos de coleta (Tabela 1), sendo que
pode-se observar que houve tendéncia de aumento da porcentagem de
linfécitos com o passar do tempo, apresentando valores médios de 60,69 a

72,86 %.

A porcentagem de baséfilo no sangue das ras apresentou efeito
significativo para a coletas (Tabela 1), ocorreu diminuicdo na porcentagem de
basdfilos, de 21,03% da coleta inicial (Co) para 14,81% na primeira coleta (C4),
estabilizando estatisticamente na coleta seguinte (C,). Houve queda na
porcentagem de baséfilos na terceira coleta 9,58 (C3) e aumento na ultima

coleta (C4) 13,08.
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DISCUSSAO
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Resultados de eritrécitos total obtido neste experimento
aproximam-se de FENERICK et. al. (2006) que obtiveram 29,03 a 40,03% da
mesma espécie criadas em cativeiro. Este estudo revela que ocorreu queda na
porcentagem de eritrcitos na primeira coleta (C1), aumento na terceira coleta,
e estabilizagdo até a ultima coleta. Os menores valores obtidos por DIAS
(2006) 30,67% assemelham a este estudo.

WANG e CHANG (1994) em estudos realizados com réas-touro
adultas criadas em cativeiros obtiveram porcentagem de mondcitos de 10,67%.
Entretanto SZUBARTOWSKA et al. (1990) obtiveram o valor relativo de 12,87%
de mondcitos no sangue periférico de exemplares adultos de Rana esculenta.
FERREIRA (2002) observou em girinos de Rana catesbeiana valores de 0,14%
e 0,38% em 14 e 312 horas de amostragem no grupo controle. COPPO (2003)
e FIORANELLI et al. (2003) obtiveram valores percentuais de 2,9%; valores
estes superiores aos do presente trabalho, que apresentou variacdo de 1,64 a
1,93%.

DUELLMAN e TRUEB (1986) e DIAS (1992) afirmaram que os
linfécitos sao os leucocitos mais freqlientes no sangue periférico de larvas de
anuros, apresentando nucleo redondo com cromatina densa e citoplasma
basofilico e, algumas vezes, microvilosidades (projecoes citoplasmaticas). A
porcentagem de linfocitos foi influenciado significativamente (P<0,01) pelo
tempo que variou 60,69 a 77,06%. Os resultados encontrados indicam que a
porcentagem de linfocitos diferiu de FIORANELLI et al. (2003) que encontraram
26,8% e COPPO (2003) entre 16,3 a 39,8% para a mesma espécie. Os
resultados proximos a este foram obtidos por WANG e CHANG (1994) que

obtiveram média de 52,77% de linfocitos. FERREIRA (2002) obteve em girino
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de Rana catesbeiana (controle), a porcentagem de 94,22% em 48 horas e
89,84% em 312 horas no periodo de amostragem. Entretanto, assemelha a
estes valores resultados obtidos por FENERICK et. al. (2006) e o maior valor
de linfocitos de Rana catesbeiana obtido por DIAS, (2006) que se aproxima do
resultado obtido no presente trabalho.

A porcentagem de basoéfilos no sangue das ras—touro também
apresentou efeito significativo para as coletas, variando de 9,31 a 21,03%
(Tabela 1). Estes resultados foram superiores aqueles encontrados por WANG
e CHANG (1994) que observaram em ras-touro adultas em cativeiros
porcentagens de 2,66%. FENERICK et al. (2006) observaram valores de 14,29
a 16,60%, enquanto que, DIAS (2006) observou variacées entre 11,87 a
16,20%, similares aos obtidos no presente trabalho.

O sistema imunolégico dos animais esta relacionado com o peso
do animal, sendo tanto mais efetivo quanto maior for o exemplar (NOGA,
1996). No presente trabalho o ganho de peso das ras foi semelhante durante o

experimento e a porcentagem de leucdcitos ndo variou significativamente.
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CONCLUSOES
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Nas condicbes experimentais deste trabalho, n&o foram
observadas alteracbes dos parametros hematolégicos em Lithobates
catesbeianus, alimentadas com diferentes niveis de carboidratos e lipidios.
Entretanto, houve variagbes no numero de eritrécitos e porcentagens de

mondcitos, linfcitos e baséfilos nos diferentes tempos de coletas.
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CAPITULO IV

MORFOLOGIA DO TECIDO HEPATICO DE RA-TOURO,
Lithobates catesbeianus, ALIMENTADA COM RACAO
CONTENDO DIFERENTES NIVEIS DE

CARBOIDRATOS E LIPIDIOS
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RESUMO

O presente trabalho visou estudar a morfologia do tecido hepatico
de ra-touro, Lithobates catesbeianus, alimentada com racao contendo
diferentes niveis de carboidratos (35% e 40%) e lipidios (4,5% e 8,5%), que
apresentavam teores de proteina bruta de 31,0% e energia bruta entre 3888 a
4135 kcal/kg. Para estudos das caracteristicas morfoldégicas do parénquima
hepatico, as ras foram coletadas mensalmente, totalizando cinco coletas, no
periodo de fevereiro a junho de 2006, perfazendo um total de 240 animais. As
observagbes macroscépicas do figado de L. catesbeianus evidenciaram a
presenca de trés lobos hepaticos, lobo direito, lobo médio e lobo esquerdo. O
parénquima hepatico apresenta-se constituido por hepatdcitos com arranjo
tubular, sendo caracterizado auséncia tanto de lobulagdo hepatica, como de
triades portal. As observacbes ultraestruturais evidenciaram vacuolizacao
citoplasmatica nos hepatédcitos dos animais alimentados com teor mais

elevados de |Ip|,dIOS (Rg 35%/8,5% € R4 40% /3!5%).



109

ABSTRACT
The present work sought to study the morphology of the hepatic

fabric of bull-frog, Lithobates catesbeianus, fed with ration containing
different carbohydrate levels (35% and 40%) and lipids (4,5% and 8,5%), that
you/they presented tenors of rude protein of 31,0% and rude energy among
3888 to 4135 kcal/kg. Para studies of the morphologic characteristics of the
hepatic parenchyma, the frogs were collected monthly, totaling five
collections, in the period of February to June of 2006, complete of 240
animals. The macroscopic observations of the liver of L. catesbeianus
evidenced the presence of three hepatic wolves, right wolf, medium wolf and
left wolf. The hepatic parenchyma comes constituted by hepatécitos with
tubular arrangement, being characterized absence so much of hepatic
lobulagdo, as of triads portal. The observations ultrastructural evidenced
vacuolization cytoplasmic in the hepatocitos of the frogs fed with tenor higher

of lipids (R2 35%/8,5% and R4 40% /8,5%).
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INTRODUCAO

Segundo HIPOLITO et al., (2004), o figado é, por exceléncia, o
6rgao de escolha para se conhecer a condicao de saude geral e nutricional dos
animais. Alteracbes causadas por problemas decorrentes de, principalmente,
nutricdo inadequada, falhas nos manejos sanitario e zootécnico, presenca
generalizada de agentes infecciosos, refletem na estrutura e funcéo do tecido
hepatico. Alteragdes hepaticas causadas pelo processo de deficiéncia protéica,
intoxicacdo e deterioracdo da racdo provocam modificacées do tamanho, cor,

forma e textura do 6rgéao.

Dentre os vertebrados, segundo a literatura especializada, o
figado em peixes teledsteos apresenta proeminente papel fisiolégico,
participando de funcbes anabdlicas (sintese de proteinas, lipidios,
carboidratos), catabdlicas (nitrogénio, glicogénio e detoxificacdo de xeno6fobos),
e atua no processo vitelogénese, realizando a sintese de viteloginina. Desta
forma, este tecido é considerado 6rgdo alvo para estudos de muitos
parametros ambientais e biolégicos que podem alterar sua estrutura e

metabolismo (BRUSLE e ANADON, 1996).

Para anfibios em geral, a literatura sobre histologia do tecido
hepatico e principalmente referente a ultraestrutura do hepatécito ainda é
escassa, apesar de terem sido realizados diversos estudos sobre nutricdo em

ra-touro.

SEIXAS FILHO et al., (2006) avaliaram o trato gastrintestinal de

girinos da ra-touro, submetidos a alimentacao com ragdes comerciais contendo
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22, 24 e 28% de proteina bruta. Com auxilio de microscopia de luz, no 25° dia
apds o inicio da alimentagao exdégena, foram observadas células hepaticas que
se encontravam com arranjo glandular compacto, sugerindo funcionalidade do
6rgao, corroborando com os resultados de desempenho obtidos, a partir deste
periodo, onde os animais submetidos as ra¢des de maior nivel de proteina

bruta se destacaram dos demais em relagédo ao desempenho.

HIPOLITO et al., (2001) relataram que todo o desempenho da ra-
touro estd baseado na alimentacdo e qualquer alteracdo na funcao hepatica,
decorrente da falta de alimento ou de proteinas de boa qualidade, estresse,

parasitas ou agentes infecciosos, podem causar sérias lesdes no figado.

Em ranicultura, o manejo sanitario e nutricional visa dinamizar as
criacbes por meio do uso de ragdes para que ocorra obtencdo dos nutrientes
em quantidades e qualidades desejadas. O desbalanceamento das racdes
fornecidas aos animais, devido a matéria-prima utilizada, comprometera todo o
processo nutricional, podendo levar entdo a disfuncdo hepatica (HIPOLITO,

2004).

Estudos morfolégicos realizados no figado de Xenopus laevis
(SPORNITZ, 1975), evidenciaram que periodos de jejum acima de quatro
semanas nao provocaram alteragdes estruturais nos hepatodcitos, ou ainda néao
foram observadas alteragdes ultraestruturais do glicogénio intra-hepatico.
PASANEN e KOSKELA (1974) observaram concentracfes substanciais do
glicogénio hepatico em Rana temporaria capturada do campo mesmo ap6s um

periodo de inverno de 7 a 8 meses.
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Segundo FIGUEIREDO et al., 2001, In PASAEN e KOSKELA
(1974), ocorrem alteragdes nos niveis de glicogénio no figado e nos musculos,
glucose no sangue e lipidios no corpo de ras nas diferentes estagbes do ano,
verificando-se consideravel hiperglicemia no verao, ao mesmo tempo em que

se evidencia um rapido desenvolvimento do corpo gorduroso abdominal.

De acordo com BROWN JR. (1964), enquanto o corpo gorduroso
nao estiver com suficiente estocagem de gordura, nem houver glicogénio no
figado, os valores de acucar no sangue estardo baixos (inferiores a 40
mg/100mL). O maior desenvolvimento do corpo gorduroso ocorre no periodo
nao reprodutivo. Entretanto, durante o inverno, o teor de lipidio decresce

gradativamente, em conseqiiéncia do seu uso com fonte de energia.

Segue-se, entdo rapida e grande depressao do corpo gorduroso
em razdo da estacdo reprodutiva. Esta depressdao também observada por
PASANEN e KOSKELA (1974), que encontraram 0s menores pesos do corpo-
gorduroso de Rana temporaria na primavera, depois da desova, foi confirmada
por COSTA (1992) em estudo do ciclo reprodutivo da ra-touro em sistema de

anfigranja.

Para a ra-touro, segundo FIGUEIREDO et al,. 2001, a relagao
lipossomatica atingiu o seu valor maximo, tanto para machos quanto para
fémeas, quando se encontravam no estaddio 3 (maturagado intermediaria)
reduzindo-se no estadio 4 (maturacado avancgada) para valores semelhantes aos

observados no estadio 1 (juvenil). A tendéncia de queda dos valores da relacao
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lipossomatica persistiu no periodo compreendido entre setembro e fevereiro

(estacao reprodutiva no hemisfério sul).

Quanto as caracteristicas histolégicas do figado em vertebrados,
foram observados em peixes, que o nlcleo dos hepatdcitos apresentam-se
com formato variando de redondo a ovoide, localizados centralmente no
citoplasma, a ndo ser quando os acumulos de glicogénio ou lipideos o
desloguem para a periferia da célula. O nucléolo, de alta densidade eletronica,
€ unico, central e razoavelmente homogéneo. A cromatina € granular, com
heterocromatina mais condensada na periferia do nucleo e associada também

com o nucléolo (BRUSLE & ANADON, 1996).

Estudos ultraestruturais do figado de Xenopus laevis realizados
por SPORNITZ (1975) evidenciaram que o complexo de Golgi ndo € muito
proeminente. A presenga de numerosas vesiculas observadas em cada lado do
complexo de Golgi, possivelmente estejam relacionadas com a formacao de

corpos multivesiculares.

Quanto ao reticulo endoplasmatico evidenciado em Xenopus
laevis, SPORNITZ (1975) observou que este se encontra bem definido e
geralmente disposto em pilhas, as quais consistem de aproximadamente 25
cisternas individuais, paralelas umas as outras. O reticulo endoplasmatico
encontram-se geralmente localizado préximo aos canaliculos biliares, correndo

ao longo da membrana plasmatica ou em posicao préxima ao nucleo.

Em cortes finos os canaliculos biliares foram observados como

sendo formados por dois a cinco células. A largura do lumen dos canaliculos
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biliares esta correlacionada com a atividade metabdlica da célula. Em animais
submetidos ao jejum os canaliculos biliares mostravam Iimen bastante estreito

ou colapsado (SPORNITZ, 1975).

Assim sendo, até o momento foram encontrados poucos estudos
ultraestruturais sobre o figado de anfibios em geral. Desta maneira o presente
trabalho foi realizado com o propdésito de fornecer informagdes morfoldgicas
sobre arquitetura do parénquima hepatico em animais submetidos a diferentes
dietas contendo concentragdes variadas de carboidratos e lipidios. Cabe
ressaltar que ainda ha necessidade de se aprofundar estudos sobre a
morfofisiologia do figado de Lithobates catesbeianus, considerando que esta

espécie é o Unico animal utilizado para a ranicultura no Brasil.
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MATERIAL E METODOS
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No presente trabalho foram utilizados exemplares adultos de ra-
touro (Lithobates catesbeianus) provenientes do Setor de Ranicultura do
Centro de Aquicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal, alimentadas com
racdo contendo diferentes niveis de carboidratos e lipidios. Para estudos das
caracteristicas morfoldgicas do parénquima hepatico, as ras foram coletadas
mensalmente, totalizando cinco coletas, no periodo de fevereiro a junho de

2006, perfazendo um total de 240 animais.

Conforme relatado no capitulo anterior foram utilizadas quatro
ragoes experimentais com diferentes niveis de carboidratos e lipidios (R13s/4,5);
Ross/s,5); Ra40i4.5€ Raos 5), sendo mantido o nivel de proteina bruta em torno

de 31,0%.

Estudos Anatémicos

Para os estudos anatdmicos foram utilizados 12 animais em cada
coleta, perfazendo um total de 60 exemplares de L. catesbeianus. Os animais
foram descerebrados por espinhalamento, pesados em balancga digital Marte
AS2000C e a seguir procedeu-se a abertura da cavidade corporal para
observacao das caracteristicas anatémicas do figado, tais como tamanho,

textura e coloragao (Figura 1).

Em seqlUéncia o figado foi retirado para andlise da lobagéo
hepatica e fotodocumentacado com auxilio de maquina fotografica digital Sony

DSC-P41.
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Estudos Histologicos
Para os estudos histolégicos foram utilizados 24 animais em

cada coleta, perfazendo um total de 120 exemplares adultos de L.
catesbeianus. Apods decerebramento dos animais foi realizada uma inciséo
na regiao ventral, para coleta de fragmentos de tecidos hepaticos, que foram
imediatamente fixados em solucdo de Karnoviski por 24 horas e destinados
para rotina histoldégica com inclusdo de material em historesina (Leica,
Germany), no Laboratério de Morfologia de Organismos Aquaticos do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da Faculdade de Ciéncias da UNESP,

Campus de Bauru.

A microtomia dos blocos foi realizada em micrétomo modelo
RM 2265 (Leica, Germany), com espessura de 3 ym a 5 ym, com emprego
de navalhas descartaveis de vidro. Os cortes histol6gicos foram destinados
para rotina de coloragdo em hematoxilina/eosina e azul de toluidina. Andlise
e fotodocumentagdo do material foram realizadas com auxilio de

fotomicroscopio Olympus BX50 (Tokyo, Japan).

Estudos de Microscopia Eletronica de Transmissao

Para os estudos ultraestruturais foram utilizados 12 animais em
cada coleta, perfazendo um total de 60 exemplares. Apos o decerebramento
e abertura dos animais, foi realizado gotejamento de solucéo fixadora de

Karnoviski sobre os lobos hepaticos e imediatamente foram retirados
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pequenos fragmentos de tecidos para rotina de microscopia eletrénica de
transmissdo. Os fragmentos de tecidos hepaticos foram imersos, em solugéao
de Karnoviski durante 4 horas e pés-fixados em tetroxido de 6smio a 1% em
tampao fosfato (0,1M; pH 7,2) em 3 horas. Apés desidratacao, o material foi
incluido em araldite (Durcupan ACM, Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis ,USA) e
em sequéncia, secc¢des de 0,5 um, foram coradas com azul de toluidina para
escolha de campos. A seguir, sec¢cdes de 50 a 70 nm foram contrastadas em
acetato de uranila e citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963), para posterior
analise e fotodocumentacao em microscépio eletrénico de transmissao
Philips CM 100 (Eindhoven, The Netherlands), com utilizacédo de filme preto
e branco 35 mm Eastman 5302 (Kodak), junto ao Centro de Microscopia

Eletrénica do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu.
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RESULTADOS

O figado de ra-touro (Lithobates catesbeianus) encontra-se
situado na regido cranial da cavidade corporal, separado do coracdo por
intermédio do septo transverso. Encontra-se dividido macroscopicamente em
trés lobos: lobo direito, lobo medio e lobo esquerdo (Figura 2).

O parénquima hepatico apresenta-se constituido por hepatécitos,
arranjados na forma de tubulos, sendo estes cercados por sinusoides (Figuras
3 e 4). Os hepatécitos apresentam-se como células grandes e poliédricas, com
nucleo arredondado, de disposicao basal, e contendo nucléolo evidente (Figura
4). Os estudos histolégicos evidenciaram ainda que o figado da ra-touro nao
apresenta lobulacdo. Os ductos biliares encontram-se revestidos por epitélio
simples cuboidal, e sob este se destaca uma camada de colageno e de fibras
musculares lisas (Figuras 5 e 6).

Quanto aos estudos histolégicos e ultraestruturais do figado da
ra-touro alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de carboidratos e
lipidios, foram observadas as seguintes caracteristicas:

Em nivel de microscopia de luz os hepatécitos mantiveram-se
organizados na forma de tubulos, e apresentaram nucleo basal arredondado
contendo um ou mais nucléolos evidentes (Figuras 7 e 9). Entretanto, nos
animais alimentados com as ragoes Roassiss © Rausoss) evidenciou-se nos

hepatocitos intensa vacuolizagéo citoplasmatica (Figuras 8 e 10).



122

Em nivel de microscopia eletrbnica de transmissdao, o0s
hepatocitos da ra-touro exibiram nlcleo basal variando de arredondado a
achatado, de acordo com a quantidade de vesiculas lipidicas localizadas no
citoplasma (Figuras 11, 12, 13 e 14). Destaca-se ainda a presenca de reticulo
endoplasmatico granular geralmente dispostos em lamelas. As mitocondrias
exibiram forma arredondada ou em bastbes, apresentando alta
eletrondensidade (Figuras 11, 12 e 13).

Nos tratamentos com ragbes contendo 8,5% de lipidios, as
eletronmicrografias evidenciaram acumulo de vesiculas lipidicas no citoplasma,
principalmente quando foi administrada ragdo contendo 40% de carboidratos e

8,5% de lipidios (Figuras 13 e 14).
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Figura 1 — Vista ventral de exemplar adulto de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), com destaque para: coragao (c), septo transverso (st) e figado

(f).

Figura 2 — Vista ventral do figado de ra-touro, apresentando trés lobos: lobo

direito (Id), lobo médio (Im) e lobo esquerdo (le).
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Figura 3 — Fotomicrografia do parénquima hepatico de ra-touro, apresentando
hepatécitos (h) arranjados na forma de tubulos, circundados por sinuséides (s). Azul

de toluidina, 100X.

Figura 4 — Destaque para hepatdcitos (h) apresentando nucleos arredondados de

disposicao basal e contendo nucléolos evidentes. Azul de toluidina, 200X.

Figura 5 — Fotomicrografia do parénquima hepético, com destaque para ducto biliar
(db) revestido por epitélio simples cuboidal (e), proximo de um vaso sanguineo (v).

Azul de toluidina, 400X.

Figura 6 — Ducto biliar revestido por epitélio simples cuboidal (e) circundado por

células musculares lisas (ml). Azul de toluidina, 400X.
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Figura 7 — Fotomicrografia do parénquima hepatico de ra-touro, alimentada com 35%
de carboidratos e 4,5% de lipidios (racdo 1). Observar hepatécitos (h) organizados

na forma de tdbulos, apresentando nucleo basal. Azul de toluidina, 400X.

Figura 8 — Fotomicrografia do parénquima hepatico de ra-touro, alimentada com 35%
de carboidratos e 8,5% de lipidios (racao 2). Observar vacuolizacao citoplasmatica
(v) nos hepatécitos. Destaque para centros de melanomacréfagos (cm). Azul de

toluidina, 200X.

Figura 9 — Fotomicrografia do parénquima hepatico de ra-touro, alimentadas com
40% de carboidratos e 4,5% de lipidios (racdo 3). Destaque para hepatdcitos (h)
organizados na forma de tubulos, apresentando nucleo basal. Azul de toluidina,

400X.

Figura 10 — Fotomicrografia do parénquima hepatico de ra-touro, alimentada com
40% de carboidratos e 8,5% de lipidios (ragdo 4). Observar vacuolizagao

citoplasmatica (v) nos hepatécitos. Azul de toluidina, 400X.
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Figura 11 — Eletronmicrografia de hepatécito de ra-touro, alimentada com 35% de
carboidratos e 4,5% de lipidios. Observar nucleo (n) arredondado com areas de
heterocromatina, mitocéndrias arredondadas (m) e algumas vesiculas lipidicas (vl)

no citoplasma basal (7.750X).

Figura 12 — Eletronmicrografia de hepatocito de ra-touro, alimentada com 35% de
carboidratos e 8,5% de lipidios. Observar nucleos (n), vesiculas lipidicas (vl) e

reticulo endoplasmatico rugoso (re) (9.750X).

Figuras. 13 e 14 — Eletronmicrografia de hepatocitos de ré-touro, alimentada com
40% de carboidratos e 8,5% de lipidios. Observar grande quantidade de vesiculas
lipidicas (vl) no citoplasma basal e apical, e mitocondrias arredondadas ou na forma
de bastdes. Devido ao acumulo de vesiculas lipidicas, o nucleo (n), encontra-se

achatado na regido basal do citoplasma (9.750X e 4.350X, respectivamente).
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DISCUSSAO
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As observacbes macroscépicas do figado de L. -catesbeianus
evidenciaram a presenca de trés lobos hepaticos, similar ao encontrado em muitos
peixes teledsteos (VICENTINI et al., 2005, BERTOLUCCI et al., 2008). Entretanto,
nao foram encontradas informacdes sobre a descricdo anatdémica do figado em réa-
touro apesar dos estudos morfolégicos ou bioquimicos realizados nesta espécie
(UNDERHILL, 1972; STEFANI et al., 2002; HIPOLITO et al., 2004).

As observagdes microscopicas referentes a estrutura histoldégica do
figado de L. catesbeianus demonstraram que o0 parénquima hepatico apresenta-se
constituido por hepatdcitos com arranjo tubular, e em forma de placas, similar ao
encontrado em Xenopus laevis (SPORNITZ, 1975). Outra caracteristica observada
foi a auséncia de lobulagédo hepatica, assim como a falta de triades portal, similar ao
descrito para peixes teledsteos e anfibios (SPORNITZ, 1975; HAMPTON, 1985;
VICENTINI et al., 2005; BERTOLUCCI et al., 2008).

Quanto aos estudos histolégicos do figado da ra-touro (L.
catesbeianus) alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de carboidratos e
lipidios, foram observados que os hepatdcitos mantiveram-se organizados na forma
de tubulos e apresentaram nucleo basal arredondado contendo um ou mais
nucléolos evidentes. Em estudos similares realizados por STEFANI et al., (2002), na
mesma espécie, com dietas contendo diferentes niveis de carboidratos, ndo foram
observadas alteragdes significativas referentes a variacdo de area, diametros
maximo e minimo do citoplasma e nucleo do hepatdcitos, indicando assim, que nao
ocorreu alteragao estrutural dos hepatdcitos com niveis crescente de nutrientes na

racao (30%, 35%, 40% e 45% de carboidratos).

Segundo os autores, ndao houve evidéncias de deposito de substancias

no citoplasma, uma vez que nao ocorreu alteracdo nas areas dos hepatécitos.
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Todavia, houve evidéncias de atividades celular considerando que as areas do
citoplasma e do nucleo dos hepatdcitos ndo apresentaram diferengas significativas.
Os resultados de STEFANI et al, (2002) mostraram variagbes nos parametros
morfoldgicos apenas nas ras alimentadas com ragéo contendo 45% de carboidratos.
Isto sugere que a ingestdo prolongada de niveis de carboidrato, em torno de 45%,

podem afetar a capacidade do animal de utilizagdo deste nutriente.

Quanto as observacdes histolégicas e ou ultraestruturais do figado de
ra-touro (L. catesbeianus) verifica-se intensa vacuolizagcao citoplasmatica quando os
animais foram alimentados com niveis de 35% de carboidratos e 8,5% de lipidios e
principalmente com 40% de carboidratos e 8,5% de lipidios. Cabe destacar, que em
nivel de microscopia eletrénica de transmissdo, os hepatocitos da ra-touro exibiram
nucleo basal variando de arredondado a achatado de acordo com a quantidade de

vesiculas lipidicas localizadas no citoplasma.

De acordo com BRUSLE e ANADON (1996), em peixes, o nucleo dos
hepatécitos localiza-se centralmente no citoplasma, a ndo ser quando os acumulos
de glicogénio ou lipideos o desloquem para a periferia da célula. Ainda, de acordo
STEFANI et al, (2002) foi observado um aumento da area citoplasmatica dos
hepatocitos de ras alimentadas com 45% de carboidratos. O aumento da area do
citoplasma pode indicar acumulo de lipidios no figado. Entretanto apesar de se ter
constatado niveis alto de lipidios em ras alimentadas com 45% de carboidratos, ndo
se pode afirmar que estes niveis sejam prejudiciais, considerando que o

desempenho destes animais foi melhor em relagcdo ao demais tratamentos.

Quanto as organelas citoplasmaticas dos hepatécitos de L.

catesbeianus observou-se a presenca de reticulo endoplasmatico granular, dispostos
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em lamelas. Ainda, as mitocondrias exibiram forma arredondada ou em bastdes,
com alta eletrondensidade. Aparentemente, nao foram observadas alteragcdes em
nivel de organelas, nos hepatécitos de ra-touro alimentas com diferentes niveis de
carboidratos e lipidios. Entretanto, em estudos realizados em Rana pipiens (BAIC et
al., 1979), submetidas a dois meses de inanicdo, foram observadas drasticas
alteracbes na morfologia do tecido hepatico. Os sinusdides apresentaram-se

aumentados e os hepatocitos diminuiram de tamanho.

Finalmente, segundo BAIC et al, (1979), a maioria das estruturas
celulares dos hepatécitos de Rana pipiens, exibiram alteracdes, apds o periodo de
dois meses de jejum. As mitocondrias apresentaram-se inchadas e freqiientemente
exibiam formas esféricas. Outra caracteristica observada foi a diminuicdo
significativa na quantidade e tamanho das gotas de lipidios e na quantidade de

glicogénio intracelular.
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CONCLUSOES
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Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se
concluir que o figado de L. catesbeianus apresenta trés lobos hepaticos, lobo direito,
lobo médio e lobo esquerdo, contudo, ndo se observa lobulacdo hepatica. O
parénquima esta constituido por hepatocitos organizados em arranjo tubular,
cercados por sinusdides. As observagoes ultraestruturais evidenciaram vacuolizacao
citoplasmatica nos hepatdcitos dos animais alimentados com teor mais elevados de
lipidios (R2 3585 € R4 40/85). Entretanto, ndo se pode afirmar que estas caracteristicas

sejam prejudiciais, considerando o periodo de duragédo do presente experimento.
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CAPITULO V

CONSIDERACOES FINAIS
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Consideracoes Finais

Considerando que o desempenho, parametros metabdlicos e
hematologicos dos animais ndo foram influenciados pelos diferentes niveis de
carboidratos e lipidios utilizados nas racdes; e ainda pelo fato dos estudos
morfolégicos ndo evidenciarem alteracdes drasticas na estrutura dos hepatécitos,
sugerimos a utilizacdo da racao (Rs), balanceada com 40% de carboidratos e 4,5%
de lipidios, levando assim a uma redugdo dos niveis de proteina na dieta e

conseqUentemente diminuindo o custo da ragéo.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS E FIGURAS
	LISTA DE FIGURAS

	CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO GERAL
	Bibliografia

	CAPÍTULO II - AVALIAÇÃO DO DESEMPENHO PRODUTIVO DE RÃ-TOURO, Lithobates catesbeianus, ALIMENTADA COM RAÇÃO CONTENDO DIFERENTES NÍVEIS DE    CARBOIDRATOS E LIPÍDIOS
	Resumo
	Abstract
	Introdução
	Material e Métodos
	Resultados
	Discussão
	Conclusões
	Bibliografia

	CAPÍTULO III HEMATOLOGIA DE RÃ-TOURO, Lithobates catesbeianus, ALIMENTADA COM RAÇÃO CONTENDO DIFERENTES NÍVEIS DE CARBOIDRATOS E LIPÍDIOS
	Resumo
	Abstract
	Introdução
	Material e Métodos
	Resultados
	Discussão
	Conclusões
	Bibliografia

	CAPÍTULO IV - MORFOLOGIA DO TECIDO HEPÁTICO DE RÃ-TOURO, Lithobates catesbeianus, ALIMENTADA COM RAÇÃO CONTENDO DIFERENTES NÍVEIS DE CARBOIDRATOS E LIPÍDIOS
	Resumo
	Abstract
	Introdução
	Material e Métodos
	Resultados
	Legendas
	Discussão
	Conclusões
	Bibliografia

	CAPÍTULO V - CONSIDERAÇÕES FINAIS



