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HISTOLOGIA DO INTESTINO DE TILAPIA DO NILO ALIMENTADOS COM
DIETAS CONTENDO DIFERENTES FONTES DE PROTEINA
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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 protéicos, independente das proporc6es de proteina de origem animal das dietas. Observou-
se que a variacdo da intensidade de secrecdo de glicoproteinas pelas células caliciformes esta diretamente ligada com
o tipo de dieta fornecida aos animais. O intestino médio de O. niloticus apresentou diferencas no padrdo de secrecdo
de muco glicoproteico neutro, glicoproteinas &cidas e glicoconjugados, dependendo da origem da proteina e da
porcentagem utilizada na dieta, demonstrando que esta espécie pode adaptar seu sistema de secrec¢do para a protecao
do aparelho digestdrio durante a absor¢do diferentes fontes protéicas.

Palavras Chaves: Oreochromis niloticus. Histologia do intestino. Silagem de peixe.

HISTOLOGY OF INTESTINE THE TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS)
FEEDSTUFF SOURCES PROTEIN

SUMMARY: This work was carried out evaluate the action of the fermented fish silage and fish meal in the
middle O. niloticus intestine histochimical. The great epithelium intestinal was in the fishes fed with fish silage
independent 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 O. 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.

Keywords: Oreochromis niloticus. Histology of intestine. Fish silage.

INTRODUCAO

A tilapia do Nilo vem se destacando no cenario de producdo de peixes de agua doce, principalmente
pelo 6timo desempenho e rusticidade, a facilidade de obtencdo de alevinos, a aceitagdo no mercado e pela
qualidade do seu filé (HAYASHI et al., 2002).
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No entanto, um dos entraves no sistema de produgdo de organismos aquaticos séo os altos custos da
alimentacdo, por isso sdo constantes as buscas por fontes alternativas de proteina de menores custos e de
simples processamentos, que possam substituir a farinha de peixe, a principal fonte de proteina de origem
animal utilizada na dieta para peixes (FERNANDES et al., 2001).

Dentre diversos substitutos destaca-se a silagem de peixe como fonte de proteina de origem animal
produzido a partir de residuos de peixe (VIDOTTI et al.,, 2002; HONORATO e CARNEIRO, 2003;
CARVALHO et al., 2006) e a outra possivel solugdo esta em substitui-la por uma fonte de proteina de
origem vegetal de boa qualidade como a soja integral (STECH, 1999; BOSCOLO et al., 2001, FURUYA
et al., 2004).

O potencial da silagem de peixe como produto alternativo foi demonstrado para alevinos de pacu
Piaractus mesopotamicus (VIDOTTI et al., 2002), piaugu Leporinus macrocephalus (FERNANDES et
al., 2007), tilapia Oreochromis niloticus (CARVALHO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006) sem
qualquer prejuizo no seu desempenho produtivo.

A soja integral é uma alternativa como fonte de proteina e de grande potencial para peixes
onivoro, apresentando bom desempenho (BOSCOLO et al., 2001). O potencial de utilizacdo e as
caracteristicas nutricionais da soja foram demonstrados para alevinos de pacu (FERNANDES et al., 2000)
e tilapia (FURUYA et al., 2004).

Na tentativa de aperfeicoar o aproveitamento dos ingredientes ingeridos, 0s peixes apresentam
capacidade de adaptacdo dos processos digestivos, tais como: perfil e secrecdo enzimaticos; absorcao e
transporte de nutrientes. O estudo morfoldgico revela o desempenho no processo digestivo, absortivo e
metabolico dos diferentes animais (LUNDSTEDT et al., 2003), além de ser uma barreira seletiva que
permite absorcdo de nutrientes e exclui muitas substancias toxicas (LIQUORI et al., 2007) e revela as
diferentes adaptagdes do trato digestorio em funcdo a dieta ofertada (EVANS et al., 2005). Portanto, o
estudo histologico é essencial para a tomada de decisdo quanto ao tipo de fonte de alimento que podem ser
recomendada para alimentacéo de peixes (ROMARHEIM et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta histolégicas do intestino anterior de tilapia do
Nilo quando submetidas a alimentacdo com dietas contendo silagem de peixe ou da soja integral como
fontes alternativas de proteina a farinha de peixe.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos do Centro de
Aquicultura 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 produgdo de silagem fermentada foi utilizado residuos de filetagem de tildpia (cabeca,
visceras, restos de musculatura, espinhas, pele, escamas e nadadeiras), previamente moidos, adicionado
15% (p/p) de melaco de cana-de-aglcar, 5% (p/p) de Lactobacillus plantarum e 0,25% (v/p) de acido
sOrbico e armazenadas por 30 dias.

Para alimentacdo foram formuladas trés dietas isoproteicas (28%PB) préaticas extrusadas, utilizando-
se farinha de peixe, silagem de peixe ou soja integral, na porcentagem de 25% da fonte protéica (Tabela
1). O arragoamento foi realizado a vontade duas vezes ao dia ad libitum, durante 180 dias.
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Tabela 1. Formulacao e composi¢do das dietas experimentais.

Ingredientes Fontes de proteina
Farinha de peixe Silagem de peixe Soja integral

Farinha de peixe 13,0 - -
Silagem de peixe - 155 -
Soja integral - - 18,4
Milho 10,0 13,2 11,5
Farelo de soja 29,6 31,3 32,2
Farelo de arroz 13,0 111 4,0
Farelo de trigo 25,0 21,2 20,0
Quirera de arroz 5,9 2,2 9,4
Oleo de soja 2,3 15 0,3
Lisina - - -
Metionina 0,1 0,1 0,2
Calcario - 15 15
Fosfato bicalcico - 1,1 1,3
Supl. Min. Vit. 1 1,3 1,3 1,3
Composic&o calculada (%) °
Matéria seca 89,3 90,4 88,7
Proteina bruta 28,0 28,0 28,0
Extrato etéreo 6,6 6,6 6,4
ENN 41,5 40,6 41,3
EB (Kcal/kg) 4042,0 3989,0 4015,0

1 Composicdo do suplemento mineral e vitaminico: Ferro 15.000 mg, Cobre 5.000 mg, lodo 500 mg, Manganés
17.000 mg, Zinco 12.000 mg, Selénio 70 mg, veiculo 1000 g, Vitamina A 12.000 Ul, Vitamina D3 1500 Ul,
Vitamina E 50 mg, Vitamina K 4 mg, Vitamina B12 7 mg, Vitamina B2 7 mg, Acido pantoténico 60 mg, Acido
nicotinico 120 mg, Cloreto de colina 600 mg, Metionina 700 mg, Antioxidante 500 mg, Veiculo 1000 g.

2 Composigdo calculada com base nos dados obtidos em analises realizadas no Laboratério de Nutricdo de
Organismos Aquéaticos do CAUNESP, Jaboticabal, segundo AOAC (2000).

1 Mineral and vitamin supplement composition: Iron 15,000 mg, Copper 5,000 mg, lodine 500 mg, Manganese
17,000 mg, Zinc 12,000 mg, Seleniun 70 mg, vehicle 1000 g, Vitamin A 12,000 Ul, Vitamin D3 1,500 Ul, Vitamin E
50 mg, Vitamin K 4 mg, Vitamin B12 7 mg, Vitamin B2 7 mg, Panthotenic acid 60 mg, Nicotinic acid 120 mg,
Choline chloride 600 mg, Methionine 700 mg, Antioxidant 500 mg, Vehicle 1000g.

2 Calculated composition based on the analyses performed at the Aquatic Organisms Nutrition Lab of CAUNESP,
Jaboticabal, according to AOAC (2000).

Foram utilizados 1000 juvenis de tilapia do Nilo revertidos, na densidade de um peixe/m ?, sendo
classificados em dois blocos com peso medio inicial de 60 + 5 g e 80 + 5 g. Para o ensaio foram utilizados
18 viveiros de 10 m x 5 m com profundidade em torno de 1,5 m, com paredes revestidas de alvenaria e
fundo de terra.

Durante o0 experimento a temperatura foi monitorada diariamente, utilizando um termdmetro de
méaxima e minima instalado a um metro de profundidade em cada viveiro experimental; as variaveis

Nucleus Animalium, v.5, n.1, maio 2013



106

fisico-quimicas da &gua foram analisadas mensalmente, sendo monitoradas sempre as sete horas da
manha, na saida de agua de cada viveiro.

No inicio e ao final do experimento foi realizada uma biometria, com amostragens de 20 % dos
peixes, quando foi registrado o peso de cada individuo. A avaliacdo do desempenho foi através do ganho
em peso (GP) = (peso final - peso inicial).

No final do periodo experimental, cinco peixes de cada tratamento foram anestesiados em
benzocaina (100mg/L) até completa perda dos sentidos para a biometria e abate em gelo. Foi separado
fragmentos de intestino anterior para as analises histologicas. As amostras foram fixadas em solucéo de
Bouin, por 24horas. Apo6s a fixacdo, procedeu-se a lavagem em alcool 70% para desidratacdo em série
alcodlica crescente, diafanizagdo em série de xilois, inclusdo em Histosec e cortados em espessura
variando entre 5 a 7um de espessura. Para cada tratamento (dieta experimental) foi confeccionada trés
laminas por peixe com total de 27 laminas por tratamento.

A coloragdo das laminas foi realizada pela técnica Hematoxilina - Eosina. Para realizacdo da
histoquimica utilizou-se os métodos de PAS/H (Acido periodico de Shiff). Foi realizada a analise de sete
secgBes por lamina. O material foi analisado e fotodocumentado em fotomicroscopio Axioskop- Zeiss. Foi
realizada a comparacdo visual da altura das vilosidades intestinal dos peixes submetidos a distintas dietas
experimentais. As comparacGes foram realizadas agrupando os tratamentos em trés classes de altura
denominados de pequenas, mediana e alta.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés
tratamentos correspondendo as fontes de proteina (farinha de peixe, soja integral ou silagem de peixe) com
duas repeticdes. Quando a andlise de variancia mostrou diferencas significativas entre tratamentos
(P<0,05), as médias foram comparadas pelo teste Tukey, realizados no Statistical Analysis System (SAS
Intitule Inc., version 6.12, 1999).

RESULTADOS

As médias dos parametros fisico-quimicos da qualidade da &gua durante todo o periodo
experimental foram: oxigénio dissolvido de 4,38 + 0,92 mg O?/L, temperatura entre 18 e 33°C, pH de 8,2
+ 0,35, alcalinidade de 28,7 + 6,5 mg/L e ambnia de 0,1 £ 0,05 mg/L. Estes valores mantiveram-se
estaveis durante o experimento, apresentando-se dentro dos limites recomendados para peixes de aguas
tropicais (KUBITZA, 2003).

O uso de ingredientes alternativos a farinha de peixe na aquicultura vem sendo testadas para varias
espécies de peixe (BOSCOLO et al., 2001; VIDOTTI et al., 2002; HONORATO e CARNEIRO, 2003;
CARVALHO et al., 2006) revelando o potencial de substituicdo sem prejuizo para o desenvolvimento dos
peixes. A utilizacdo de silagem co-seca na alimentagdo de pacu (VIDOTTI et al., 2002) e piavugu
(FERNADES et al., 2007) assim como a isencdo de fontes de proteina de origem animal na alimentagédo
de curimbata Prochilodus lineatus (GALDIOLI et al., 2000) e de pacu (FERNANDES et al., 2000) nao
promoveu prejuizo ao crescimento.

No entanto, o trato digestorio dos animais tende a se modificar conforme a alimentacdo ofertada.
Portanto estudo da morfologia intestinal podem indicar a adaptacdo dos peixes a alimentacdo a longo
prazo (HONORATO et al., 2011). O intestino anterior de tildpia do Nilo caracteriza-se por apresentar
quatro camadas: a mucosa, a submucosa, a muscular e a serosa. A camada mucosa esta constituida por
epitélio cilindrico simples com borda em escova e células caliciformes, com lamina propria contendo
linfocitos intra-epiteliais; a submucosa formada por células, fibras colagenas e vasos sanguineos; a camada
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muscular de musculo liso em disposicéo circular e externamente a camada serosa, caracterizada por tecido
conjuntivo e células pavimentosas. Estas estruturas ndo apresentaram diferenca na tilapia do Nilo
submetidas as dietas experimentais (Figura 2).

Figura 2. Foto micrografia de intestino anterior de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A. Fotomicrografia do intestino anterior de tilapia demonstrando a vilosidade intestinal (V), células caliciformes (C),
submucosa (S) e tunica muscular (M). PAS/H. 200x. Dietas com farinha de peixe; B. Fotomicrografia do intestino
anterior de tilapia demonstrando a vilosidade intestinal (V), células caliciformes (C), submucosa (S) e tlnica
muscular (M). PAS/H. 200x. Dietas com silagem de peixe; C. Detalhe de uma vilosidade intestinal (V) células
caliciformes (C) do intestino anterior. PAS/H. 400x. Dietas com soja integral

A fonte de proteina utilizada nas dietas para tilapia d Nilo alteraram a altura da vilosidade intestinal
e também a ocorréncia de células caliciformes (Figura 3). Os cortes histolégicos revelaram que a altura
das vilosidades intestinais foi responsiva a fonte de proteina utilizada. O uso de silagem de peixe na
laimentacdo de tilapia resultou em altura de vilosidade intestinais classificadas como alta. A altura das
vilosidades dos peixes submetidos a alimentacdo com farinha de peixe e com soja integral foram
semelhantes e classificadas como medianas (Tabela 2). Honorato et al. (2011) relatam que o uso da
silagem de peixe em dietas para tilapia resultam em aumento no tamanho das vilosidades intestinais. A
adaptacdo da altura da vilosidade intestinal de peixes em relacdo a dieta ofertada ja foi descrito para
Rachycentron canadum (ROMARHEIM et al., 2008) Onchorinchus mykiss e do Piaractus mesopotamicus
(OSTASZEWSKA et al., 2005).

Tabela 2. Altura das vilosidades intestinal e histoquimica das células caliciformes do intestino médio de
juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidos as dietas com diferentes fontes de proteina.

Fontes de proteina Altura. AB/PAS PAS

Neutra Acida Conjugada Neutra Acida Conjugada
Farinha de peixe *x ++ - ++ ++ - -
Soja integral ** + - + + - -
Silagem de peixe okl + + + ++ - -

Altura das vilosidades intestinal: * (pequena), ** (mediana) e *** (alta)
Intensidade da reacdo positiva: (+) fraca; (++) intermediéaria; (+++) forte; (-) sem reacao
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A mucosa exibiu um epitélio prismatico simples composto por enterécitos entremeados por células
caliciformes PAS (positivo) e PAS/AB (positivo), indicando a secrecdo de glicoproteinas neutras e
glicoproteinas acidas sulfatadas e glicoconjugadas. Apenas os peixes alimentados com a dieta contendo
silagem de peixe apresentaram células caliciformes com secrecdo glicoproteinas &cidas sulfatadas
(AB/PAS). A secrecdo de glicoproteias neutras e glicoconjugadas (AB/PAS) apresentaram 0 mesmo
padréo para os peixes alimentados com soja integral e silagem de peixe. Observou-se que a intensidade de
reacdo da secrecdo glicoconjugado (AB/PAS) nos animais alimentados com dietas contendo farinha de
peixe foi superior quando comparada aos demais tratamentos (Tabela 2).

As classificagdes das alturas das vilosidades intestinais (pequena, mediana e alta) estdo apresentadas
na Tabela 2. A utilizagdo de farinha de peixe como fonte de proteina diminui a incidéncia no numero de
células caliciforme presentes no intestino anterior dos peixes (Figura 3B). A utilizacdo de silagem de peixe
(Figura 3 E) como fonte de proteina resultou em aumento no tamanho das vilosidades intestinais quando
comparados com o uso da farinha de peixe (Figura 3C) e do farelo de soja (Figura 3A).

A presenga e a quantidade de células caliciformes estdo relacionadas com a protecdo da estrutura
intestinal (TIBBETS, 1997). Os tipos de secre¢do destas células possam esta associada ao tipo de alimento
(HONORATO et al., 2011). Em um estudo com truta arco-iris (Salmo gairdneri) alimnetadas com silagem
de peixe observou-se que este alimento foi capaz de alterar a estrutura de digestdo e absorgédo
(RUNGRUANGASK e UTNE, 1981).

Figura 3.
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A. Fotomicrografia do intestino posterlor de tllapla mostrando células caliciformes (C) e submucosa (S). PAS/H.
200x. Dieta com soja integral. B Fotomicrografia do intestino posterior de tilapia mostrando células caliciformes (C)
e submucosa (S). PAS/H. 200x. Tratamento com silagem de peixe com. C. Fotomicrografia do intestino anterior de
tildpia mostrando a vilosidade intestinal (V), células caliciformes (C), enterécitos (E). PAS/H. 400x. Dieta com
farinha de peixe; D. Fotomicrografia do intestino anterior de tilapia evidenciando a borda em escova (B) (PAS
positiva com fraca intensidade de reacdo) e células caliciformes (C). PAS/H. 400x. Dieta com silagem de peixe; E.
Fotomicrografia do intestino médio de tildpia evidenciando a borda em escova (B) (PAS positiva com fraca
intensidade de reagdo) e células caliciformes (C). PAS/H. 400x. Dieta com silagem de peixe.
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CONCLUSAO

Os resultados indicam que a fonte de proteina provoca alteragcBes na estrutura morfolégica do
intestino de tilapia do Nilo.

A utilizacdo da silagem de peixe e da soja integral apresenta potencial para substituir a farinha de
peixe, em dietas praticas sem qualquer prejuizo a tilapia do Nilo.
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