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Efeito de diferentes concentragdes de arginina, no figado e intestino médio de jundia
(Rhamdia quelen), a partir de analises morfométricas

Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da arginina sobre o intestino e figado
de Rhamdia quelen. Para isso, juvenis desta espécie foram distribuidos em tanques-rede
de 1ms3 de volume util e alimentados com ra¢des contendo 1,37; 1,67; 1,97; 2,27 e 2,57%
de arginina na composicao. Apds 6 meses de alimentagdo os peixes foram eutanasiados
com solucdo de benzocaina para remocdo e fixacdo do intestino e figado. O intestino foi
medido para realizar o calculo do coeficiente intestinal e o figado foi pesado para o
calculo do indice hepatossomatico, em seguida fragmentos dos 6rgaos foram fixados em
solucdo de ALFAC. Os tecidos fixados passaram pelo processo de prepara¢do histoldgica
e foram cortados e corados em Hematoxilina-Eosina. Foi realizada anélise estatistica com
o software Statistica 7.1 ao nivel de significancia de 5%. Observou-se que 0s niveis de
arginina ndo influenciaram no coeficiente intestinal, bem como no indice
hepatossomatico, entretanto a analise histolégica do intestino mostrou que a inclusdo de
2,27% de arginina na dieta do R. quelen diminui as vilosidades e consequentemente o
namero de células caliciformes, prejudicando entdo a absorcao dos nutrientes e secrecao
de mucossubstancias. No figado pode-se observar que o nivel de 2,57% de arginina na
dieta causou leses, indicando grandes concentracdes de arginina podem ser toxicas aos

peixes.

Palavra-chave: absorcdo, aminoacido, células caliciformes, nutricdo de peixe.
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Abstract

ANALYSIS OF THE EFFECT OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF ARGININE, IN
THE MEDIUM AND MEDIUM INTESTINE OF JUNDIA (Rhamdia quelen), FROM
MORPHOMETRIC ANALYSIS.

This study aimed to evaluate the influence of arginine on the intestine and liver of
Rhamdia quelen. For this, juveniles of this species were distributed in net tanks of 1m?3 of
useful volume and fed with rations containing 1.37; 1.67; 1.97; 2.27 and 2.57% arginine
in the composition. After 6 months of feeding the fish were euthanized with benzocaine
solution for removal and fixation of the intestine and liver. The intestine was measured
to perform the calculation of the intestinal coefficient and the liver was weighed to
calculate the hepatosomatic index, then fragments of the organs were fixed in ALFAC
solution. Fixed tissues underwent histological preparation and were cut and stained in
Hematoxylin-Eosin. Statistical analysis was performed with the Statistica 7.1 software at
the significance level of 5%. It was observed that the arginine levels did not influence the
intestinal coefficient as well as the hepatosomatic index, however the histological
analysis of the intestine showed that the inclusion of 2.77% of arginine in the diet of R.
quelen decreases the villi and consequently the number Of goblet cells, thus impairing
the absorption of nutrients and secretion of mucosubstances. In the liver it can be
observed that the level of 2.57% of arginine in the diet caused lesions, indicating large

concentrations of arginine may be toxic to fish.

Key words: absorption, amino acid, goblet cells, fish nutrition.
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1. INTRODUCAO

Rhamdia quelen, conhecido popularmente como jundia, € uma espécie
siluriforme de ampla distribuicdo desde o sul do México até a Argentina (Ittzés et al.
2015). Os adultos sdo onivoros no ambiente natural, alimentando-se de peixes,
crustaceos, insetos, restos vegetais e detritos organicos (Pamplona, 2009). O R. quelen é
muito apreciado e produzido no Brasil, principalmente na regido Sul do pais.

O intestino de peixes é relativamente simples, apresentando glandulas digestivas
e uma grande abundancia de vasos sanguineos e linfa, tendo a completa digestdo iniciada
no estbmago. Sendo responsavel por grande parte da absor¢do dos nutrientes, ions e agua
provenientes da dieta, sendo os produtos da digestdo mantidos em solucgéo, o que facilita
a absorcdo (Rotta, 2003). Segundo Rotta (2003) estruturas como dobras e cristas do
epitélio mucoso do intestino médio auxiliam na digestdo, aumentando a superficie de
secrecdo e absorcdo. O comprimento do intestino interfere na eficiéncia da absorcéo,
sendo que 0s mais curtos possuem maior nimero de dobras, o que permite reduzir o tempo
de passagem da digestdo e melhorar a absorcdo dos nutrientes ingeridos, como ocorre em
espécies carnivoras.

A caracterizacdo histoquimica de mucossubstancias do canal alimentar em
peixes, varia consideravelmente de acordo com a espécie estudada e com as diferentes
regides do intestino. A morfologia do intestino de R. quelen apresenta a mucosa revestida
por epitélio colunar simples com dois tipos celulares: o de absorcdo ou enterdcitos, que
sdo células colunares com nucleo oval e microvilosidades na regido apical; e caliciformes,
que estdo arranjadas entre os enterdcitos, com tendéncia a aumentar sua quantidade na
porcdo final do intestino (Faccioli, 2012).

O intestino é um o6rgédo envolvido em importantes funges fisioldgicas, e é neste
local que ocorre parte da digestdo dos alimentos e a absorcao de nutrientes (Caballero et
al. 2003). Portanto, 0 maior aproveitamento dos nutrientes presentes na dieta é dependente
da eficacia dessas funcdes (Fries, 2014).

O figado de peixes teledsteos é um 6rgdo relativamente grande ja em outras
especies € um Orgdo pequeno, que se junta ao pancreas formando o hepatopancreas, que
em outros casos é totalmente separado. Em peixes de cativeiros possui uma coloragédo

mais clara, dependendo da dieta, em animais selvagens, a coloracdo em especies
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carnivoras € marrom avermelhado e marrom claro em herbivoros, mas dependendo da
época do ano podem apresentar desde coloragcdes amareladas até ao branco. Possui
enzimas que metabolizam drogas e € um dos 6rgaos que mais apresenta danos durante a
vida do animal (Rotta, 2003).

A arginina € um amino&cido essencial, proveniente da dieta e de fatores internos.
E muito versatil participando da sintese de 6xido nitrico, ureia, ornitina, citrulina,
creatina, agmatina, glutamato, prolina e poliaminas (Leocadio, 2013). Estimula a
secre¢do de hormdnios, como insulina, hormdnio do crescimento, glucagon e prolactina
(Neu, 2013).

O objetivo deste trabalho foi verificar se as diferentes concentragdes de arginina
na racdo do R. quelen atuam na absorcdo, aumento de células caliciformes e das
microvilosidades nas diferentes regifes do intestino. Bem como, saber se a arginina

provoca alguma alteracdo morfoldgica no figado e intestino.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESPECIE

A espécie Rhamdia quelen pertence a divisdo taxondmica: Classe: Osteichthyes,
Série: Teleostei, Ordem: Siluriformes, Familia: Pimelodidae, Género: Rhamdia
(Silfvergrip, 1996). Segundo o mesmo autor, R. quelen possui uma ampla distribuicao
neotropical, do sul ao centro da Argentina e do norte ao sudeste do México. Sendo
conhecido popularmente no Brasil como: jundia, jundia-tinga, jandid, jandia-tinga, mandi
e sapipoca. E na Argentina: bagre, bagre negro, bagre sapo e bagre sulamericano.

O jundia tem preferéncia a ambientes de aguas calmas, com fundo de lama e areia,
proximo as margens e vegetacdo. Durante o dia escondem-se entre pedras e troncos
apodrecidos, e durante a noite saem, a procura de alimento (Guedes, 1980). Essa espécie
suporta temperatura entre 15 e 34°C (Chippari Gomes, 1998)

Adultos de R. quelen sdo considerados onivoros, preferindo crustaceos, restos

vegetais, peixes, insetos e detritos organicos (Guedes, 1980).
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2.2. INTESTINO

De modo geral em peixes o intestino € um tubo simples, tendo inicio na valvula
pilorica, terminando no reto, ndo havendo separacao entre delgado e grosso (Rotta, 2003),
algumas espécies possuem cecos pildricos, sendo uma adaptacao para aumentar a area do
intestino proximal e os quais possuem uma grande variacdo de espécie para espécie e
mesmo entre a mesma espécie (Baldisserotto, 2009). Em espécies com cecos reduzidos
ou ausentes, o desenvolvimento da mucosa e/ou 0 comprimento do intestino medio €
maior, para compensar a auséncia dessa estrutura (Rotta, 2003). Os cecos sao
responsaveis pela absor¢do de carboidratos, aminoécidos, 4gua, ions e lipideos e também
por grande parte da digestdo de proteinas (Baldisserotto, 2009), servindo também como
reservatorio de alimento (Rotta, 2003).

As dobras e as cristas sdo estruturas que auxiliam na digestéo, possuem epitélio
mucoso no intestino médio, se apresentando em grande quantidade e variedade
aumentando a superficie de absorcdo e secrecdo. O intestino quanto mais curto, possuli
maior nimero de dobras, aumentando a eficiéncia de absorcdo dos nutrientes (Rotta,
2003). Segundo 0 mesmo autor essas pregas estdo também relacionadas com o transporte
do material em processamento: a que sdo posicionadas longitudinalmente auxiliando e
acelerando o transporte desse material, j& as pregas transversais retardam esse transporte,
pois atuam como obstaculos.

No interior das vilosidades ha presenca de capilares arteriais que levam o sangue,
e capilares venosos que retiram 0 sangue e nutrientes absorvidos. O que altera o
comprimento das vilosidades é o estado nutricional do peixe (Baldisserotto, 2009). As
secregOes intestinais possuem uma grande quantidade de enzimas, que S&o as proteases,
as lipases e as carboxilases, as quais hidrolisam as trés classes respectivas de nutrientes
(Rotta, 2003).

De acordo com Hernandez et al., (2008) a espécie Rhamdia quelen, possui
intestino dividido em quatro partes: ascendente, descendente, convoluta e terminal.
Possui um suprimento abundante de vasos de sangue, linfa e glandulas digestivas (Rotta,
2003). Nesse género ndo ha presenca de moela ou cecos pildricos, apresentando um
intestino de tamanho menor ou do tamanho do corpo, com rastros braquiais curtos e

espacados (Fracalossi et al., 2007).
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Rhamdia quelen, possui a mucosa revestida por epitélio colunar simples com
células de absor¢do ou enterdcitos, que tem forma colunar com nucleo oval e
microvilosidades na regido apical; entre os enterdcitos tem as células caliciformes, que
aumenta para a porcao final do intestino (HERNANDEZ et al., 2008).

2.2.1 CELULAS CALICIFORMES

As células caliciformes séo células secretoras de mucossubstancias, as quais
lubrificam a superficie do 6rgdo, protegendo contra escoriacGes e lesGes causadas pela
passagem de alimento (Galvao et al., 1997), também contra acdo das glicosidases de
microorganismos patogénicos (Diaz et al., 2008). A secrecdo em geral, é composta pela
mistura de proteinas altamente glicosiladas, conhecidas como mucinas, proteoglicanos e
eletrolitos (Gées e Taboga, 2005).

O muco cobre e lubrifica a mucosa do trato gastrointestinal, protegendo-o contra
danos mecanicos, acido do estdmago e microorganismos patogénicos como Vvirus,

bactérias, leveduras, fungos, protozoarios, nematoides (Bals, 2000).

2.3. FIGADO

O figado de peixes teledsteos € um 6Orgdo relativamente grande, ja em outras
espécies € um orgao pequeno. A coloracdo deste 6rgao possui um grande variedade, as
quais variam de acordo com o habito alimentar e o local em que vivem, em espécies de
cativeiro a coloracdo se apresenta clara, dependendo da dieta, animais selvagens
carnivoros possuem a coloracdo marrom avermelhado e em herbivoros marrom claro,
mas dependendo da época do ano podem apresentar desde coloragdes amareladas até ao
branco. Possui enzimas que metabolizam drogas e € um dos 6rgdos que mais apresenta
danos durante a vida do animal (Rotta, 2003).

O figado é muito irrigado, devido ao processamento e armazenamento dos
nutrientes absorvidos no trato digestivo e de neutralizagdo, eliminacdo de substancias
toxicas e de secrecdo da bile. E composto basicamente por hepatdcitos, a qual séo células
poliédricas, com seis ou mais superficies (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). A

eliminacdo de compostos xenobioticos necessita de biotransformacao destes compostos
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lipofilicos em metabdlitos hidrofilicos, o que favorece sua eliminagdo através da urina ou
fezes (Williams et al., 2002).

A histologia do figado de mamiferos € diferente dos peixes, 0s quais possuem
hepatocitos com menor quantidade de I6bulos e corddes. No sistema biliar os canaliculos
biliares intracelulares formam condutos biliares se juntando aleatoriamente. Os quais
juntam-se ocasionalmente e ddo lugar a uma vesicula biliar que armazena uma bilis
amarela-esverdeada que apresenta sais biliares e alcalis. Depois de passar pelo limen do
intestino pelo colédoco, a bile realiza a emulsificacdo das gorduras e a neutralizacdo da
acidez do quimo, auxiliando na digestdo e na absorcdo dos lipidios e das vitaminas
lipossolUveis que entram no intestino (Rotta, 2003).

2.4 ARGININA

Segundo Wu et al. (2009b) a arginina € considerada um a-aminoécido bésico
(CeH14N402). O qual é essencial e funcional para organismos aquéticos (Wu, 2009a). A
exigéncia de arginina varia conforme a espécie e classe: ratos, coelhos e ruminantes
possui uma baixa exigéncia, ja peixes, aves, caes e felinos possuem uma alta exigéncia
de arginina dietética (Ball et al., 2007). A quantidade exigida de arginina na nutri¢éo de
peixes varia entre 1,0 a 2,8% da dieta e 3,3 a 6,0% da proteina dietética (NRC, 1993).

A arginina possui um carater anfipatico, tendo uma parte da cadeia lateral
hidrofobica, terminando em um agrupamento guanidina, a qual possui carga positiva em
grande parte das situacOes fisioldgicas (Rodwell e Kennelly, 2003). Esta carga esta
deslocalizada pela presenca de um sistema unido entre as ligacGes duplas e os atomos de
nitrogénio (Neu, 2013).

A arginina possui diversas fun¢Ges metabdlicas, com capacidade precursora na
sintese de ornitina, a qual € utilizada como substrato na producédo de poliaminas, prolina
e glutamato. Estimulando a secrecdo de uma gama de hormonios, em especial o hormonio
do crescimento, glucagon, prolactina e insulina; potencializa a fungéo das células imunes,
a cicatrizacdo de feridas, sendo também fundamental no ciclo da uréia, onde é eliminado
compostos nitrogenados ndo essenciais (Sanz et al., 2004).

Os aminodcidos livres sdo absorvidos na membrana apical do enterdcito, por

transportadores nao-dependentes de Na+, transportadores especificos dependentes de
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Na+ e por difusdo. N&o ha gasto de energia diretamente, mas € dependente da bomba de
Na+/K+. A qual cria um gradiente de sodio favoravel a sua entrada no enterdcito. Do
interior do enterdcito o aminoacido passa por difusdo para os capilares sanguineos
existentes nas dobras intestinais (Rotta, 2003).

Segundo Rotta, 2003 quando mais de um aminoacido é absorvido pelo mesmo
transportador, ocorre a inibicdo de um e absorcéo do outro. Devido a isso é necessario a
formulacdo correta das dietas para peixes quanto ao teor e proporcdo dos aminoacidos.
Segundo estudos em peixes herbivoros ou onivoros as taxas de transporte de aminoacidos
sdo menores do que em carnivoros.

Através de estudos, foi descoberto duas isoenzimas da arginase, a citosolica (A 1)
que se encontra nos eritrocitos e no figado, com atividade ureagenica e catabolica e a
arginase substancial mitocondrial (A II), presente no rim, cérebro, prostata e trato
gastrointestinal, considerada como enzima biossintética no qual seu principal produto é a
ornitina (Gotoh et al., 1997).

3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi a continuidade de um experimento realizado em um projeto de
doutorado, no qual realizei um més de estagio, podendo ???

Realizado de agosto de 2014 a marc¢o de 2015, utilizando-se 800 juvenis de R.
quelen, provenientes de uma piscicultura localizada no municipio de Toledo/PR. Os
juvenis foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e quatro repeti¢des. Os peixes foram adensados em tanques-rede de 1m?3 de
volume atil, com malha 15 mm, cobertos com sombrite, instalados no reservatorio de
Itaipu, municipio de Foz do Iguacu/PR. Cada unidade experimental foi composta por 40
peixes.

Os tratamentos foram constituidos de racéo isoproteica (35% de proteina bruta)
e isoenergética (3250 kcal.kg-1 energia digestivel) de acordo com Montes-Girao &
Fracalossi (2006), Reidel et al., (2010) e NRC (2011), contendo diferentes niveis de
arginina (1,37; 1,67; 1,97; 2,27 e 2,57 %) (Tabela 1) na forma extrusada. A racdo foi
preparada na fabrica de racdo/escola do Grupo de Estudos de Manejo na Aquicultura

10
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(GEMAQ), da Universidade Estadual do Oeste do Parana, Toledo, PR. As dietas foram
oferecidas aos peixes trés vezes ao dia até saciedade aparente.

11
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Tabela 1. Composicdo percentual e quimica das ragdes experimentais com

diferentes niveis de arginina.

Niveis de arginina (%)

Ingredientes (%) 1.37 1.67 1.97 2.27 2.57
Milho grao 40.85 41.27 41.69 4211 42.53
Milho gluten 60% 31.73 31.19 30.65 30.11 29.57
Farinha de peixe 16.00 16.00 16.00 16.00 16.00
Arroz quirera 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
L-alanina 1.50 1.19 0.88 0.56 0.25
Fosfato bicalcico 1.50 151 1.52 1.53 1.53
L-arginina 0.00 0.31 0.63 0.94 1.26
L-lisina 1.05 1.05 1.06 1.06 1.07
Calcério 0.30 0.29 0.28 0.27 0.26
L-treonina 0.62 0.63 0.64 0.65 0.66
Premix* 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Sal 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
L-triptofano 0.16 0.16 0.16 0.17 0.17
DL-metionina 0.18 0.19 0.21 0.22 0.23
Cloreto de colina 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Vitamina C 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Antifangico 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10
Antioxidante 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Oleo de soja 0.00 0.09 0.17 0.26 0.35
Total 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Nutrientes
Amido 34.33 34.33 34.33 34.33 35.04
Arginina Total 1.37 1.67 1.97 2.27 2.57
Calcio 1.44 1.44 1.44 1.44 1.44
ED jundia 3250.00 3250.00 3250.00 3250.00 3250.00
Fibra 1.09 1.09 1.09 1.09 1.09
Faésforo total 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Gordura 4.68 4.68 4.68 4.68 5.03
Lisina Total 1.79 1.79 1.79 1.79 1.79
Met+cistina 151 151 1.51 151 151
Proteina Bruta 35.00 35.00 35.00 35.00 35.00
Treonina Total 1.79 1.79 1.79 1.79 1.79
Triptofano total 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35

*Vitaminas e minerais suplementadas em 1 kg de produto: vit. A =2 000 000 IU; vit. D3=400 000 IU;
vit.E=30 000 mg; vit. K3=2000 mg; vit. B1=4000 mg; vit. B2=4000mg; vit. B6=3000.00 mg; vit. B12=80
mg; acido f6lico=1000 mg; pantotenato de calcio=10 000 mg; vit. C=60 000 mg; biotina=200 mg;
colina=100 000 mg; niacina=20 000 mg; ferro =16 000 mg; copbre=2000 mg; manganés=6000 mg; iodo

=200 mg; and cobalto=60 mg.
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A partir da instalacdo do experimento foram realizadas biometrias mensais por
meio de pesagem (g) e medicdo (cm). Apos as medicBes os peixes foram eutanasiados
com solucdo de benzocaina (250 mg.L'). Em seguida, realizou-se uma incisdo
longitudinal na regido ventral de 49 peixes para analise e retirada do intestino e figado. O
intestino foi medido para realizagdo do coeficiente intestinal (Ql= comprimento do
intestino/comprimento do peixe), o figado foi pesado para realizagdo do indice
hepatossomatico (IHS= peso do figado/peso do peixes*100). Fragmentos do intestino e
do figado foram medidos e fixados em solucdo de ALFAC (Alcool 85% + Formol 10%
+ Acido Acético Glacial 5%).

. Ap0s fixado fragmentos do intestino médio e do figado foram levados para o
Laboratorio de Histologia do Bloco Multidisciplinar da Universidade Federal do Parana
setor Palotina para o processo de desidratacdo alcodlica crescente, em seguida
diafanizados em xilol PA para posterior emblocamento e processamento para cortes
histoldgicos. Seguindo para a técnica de rotina em Hematoxilina e Eosina (HE) e para
analise da regido do intestino médio com o acido periodico de Schiff (PAS), o figado foi
corado com PAS. A captura de imagens foi realizada no Laborat6rio de Tecnologia do
Pescado da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE em fotomicroscdpio
Olympus CX31 em objetiva de 10X, utilizando-se sistema de imagens computadorizado
(Image Pro Plus — Versdo 5.2- Media Cibernética). A morfometria da mucosa intestinal
foi realizada em 10 vilos por animal e as medidas de: altura total do vilo sendo, a partir
da extremidade superior do vilo até o fim da camada muscular, altura do vilo, a partir da
extremidade superior do vilo até o inicio da camada muscular, a espessura da camada
muscular, largura do vilo na parte superior. Também foram realizadas a contagem total
de células caliciformes em cada vilo medido, e a contagem de vilos totais por amostra.

As alteragdes histopatologicas observadas no figado foram avaliadas pelo método
descrito por Bernet et al. (1999) de acordo a importancia dos fatores: (1) importancia
patologica minima, a leséo é facilmente reversivel; (2) importancia moderada, reversivel
em muitos casos e (3) importancia marcante, geralmente irreversivel, levando a
diminuicdo das funcgdes do 6rgdo. De acordo com o grau de ocorréncia, foram atribuidos
valores para as alteragcOes observadas em cada tratamento, sendo: (0) Inalterado, (2)
Ocorréncia ocasional, (4) Ocorréncia moderada e (6) Ocorréncia severa (lesao difusa). O

indice de lesdo (IL) foi calculado de acordo com a seguinte equagao:
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IL=>pr Dait (. W)

Onde : pr = padréo de reacdo, alt = alteracdo, a = valor atribuido a alteracdo e w =
fator de importancia.

Os valores obtidos nas andlises somaticas e do intestino foram submetidos aos
pressupostos (testes de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade
das variancias), e posterior analise de variancia (one-way ANOVA) ao nivel de 5% de
significancia e, quando significativa, aplicou-se o teste de comparacdo de médias de
Tukey (5%). Para avaliar o indice de Bernet foi aplicada analise ndo paramétrica. As

analises foram realizadas com auxilio do software Statistica 7.1.

4. RESULTADO

Ap0s realizado a captura das vilosidades de modo aleatério e aplicado as analises
estatisticas, foi verificado que a inclusdo de arginina influenciou diretamente na
morfologia do intestino de R. quelen. Analisando a (Tabela 2), é possivel observar que
conforme indicado pela letra b no que diz respeito a altura total dos vilos, os peixes
alimentados com 2,27% de arginina apresentou um menor desenvolvimento em relagéo
aos outros tratamentos e o parametro de altura dos vilos os tratamentos que apresentaram
uma diferenca significativa foram os alimentados com 1,97 e 2,27%, com um menor
comprimento. Na largura os unicos que apresentaram diferenca foram 0s peixes com

menor presenca de arginina (1,37%).

Tabela 2. Parametros avaliados no intestino de Rhamdia quelen, alimentados
com diferentes niveis de arginina.

Niveis de arginina na ragéo
1,37 1,67 1,97 2,27 2,57 p
Altura total 692,05a 708,10a 622,12ab 588,58b 678,84a <0,01
Alturadovilo  376,36ab 414,36a 347,66b  346,33b 395,26ab <0,01
Profundidade 127,45ab 122,52ab 115,5b 100,12¢ 133,42a <0,01

Largura 118,93a 110,66ab 108,23ab 108,71lab 117,48ab 0,02
Tunica 187,92a 168,67ab 160,22abc 138,98c 143,39bc 0,02
n° de vilos 23,41b 25/14a 24,33ab 25,54a 234ab <0,01
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As células caliciformes, pode-se observar atraves da (Figura 1.) que 0s peixes
alimentados com 1,97% de arginina obtiveram maior resultado, ja os que apresentaram
a menor concentracdo dessas células foram os alimentados com 2,27% de arginina, 0
qual pode ter sido influenciado pela menor altura das vilosidades como mostrado na
(Tabela2).
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Figura 1. Numero total de células caliciformes observadas em todo corte histolégico do intestino
de Rhamdia quelen alimentados com diferentes niveis de arginina

O coeficiente intestinal dos peixes foi inferior a 1 e ndo diferiu entre 0s
tratamentos (Tabela 3). O indice hepatossomatico permaneceu em média de 2,00%,
enguanto o indice de gordura visceral foi inferior para os peixes alimentados com 2,27%

de arginina (p=0,05).
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Tabela 3. Coeficiente intestinal e indices hepatossomatico e de gordura
visceral de Rhamdia quelen alimentados com arginina.

Niveis de arginina %
1,37 1,67 1,97 227 257 p
Coeficiente intestinal 0,56 0,65 057 058 0,59 ns
indice hepatossomatico 2,53 2,23 2,31 2,24 2,08 ns
indice de gordura visceral 1,66ab 2,14ab 2,32a 1,56b 1,70ab 0,05

A figura 2 apresenta cortes histoldgicos de intestino de R. quelen alimentados com

2,277% de arginina, corados com PAS. Apresentando alto numero de vilos, com todos na

mesma altura, tendo uma alta concentracao de células caliciformes em todos os vilos.

Figura 2. Fotomicrografia do intestino de Rhamdia quelen alimentadas com 1,97% ,e arginina,
coradas em PAS. A: aumento 4x. B: aumento 10x. C: aumento 40x. CC: Células caliciformes, V:
Vilosidades, CM: tecido muscular e L:Luz.
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A figura 3 apresenta cortes histologicos de intestino de peixes alimentados com o
maior nivel de arginina (2,27%), corados em PAS, onde pode-se observar uma alta
concentracdo de células caliciformes (7C), as vilosidades apresentaram crescimento

desordenado, com alguns dobramento ao longo da vilosidade, com espago da luz

E
4

intestinal reduzido, e um crescimento desordenado na camada muscular (7A;B).

_icoum |

Figura 3. Fotomicrografia do intestino de Rhamdia quelen alimentadas com 2,27% de arginina, coradas
em PAS. A: aumento 4x. B: aumento 10x. C: aumento 40x. CC: Células caliciformes, Vi: Vilosidades e
CM: Camada muscular.

As alteracdes histopatolégicas foram verificadas principalmente nos figados dos
peixes alimentados com 2,57% de arginina e apresentaram um alto indice de alteracdes
(p<0,05), verificando-se principalmente dilatacdo dos sinusoides, infiltracdo leucocitaria,
irrigacdo sanguinea, perda do limite celular e degradacdo da cépsula. A partir dos
tratamentos 1,97 e 2,27 também apresentaram altas concentracdes de irrigacdes

17



Efeito de diferentes concentra¢des de arginina, no figado e intestino médio de jundia
(Rhamdia quelen), a partir de analises morfométricas

sanguinea, verificada pelo aparecimento de um grande nimero de vasos sanguineos
(Figura 4).
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Figura 4. indices de alteragées no figado de Rhamdia quelen alimentados com diferentes niveis
de arginina.

Nos cortes histoldgicos do figado é possivel observar que no tratamento com
1,37% de arginina ndo apresentam grandes alteracdes no tecido. O tecido (Figura 5)
apresentou-se integro, porém com menor quantidade de glicogénioDigite a equacio aqui.,

se comparado com o tratamento com maior quantidade de arginina (Fig. 6, C).

Figura 5. Fotomicrografia do figado de Rhamdia quelen alimentadas com 1,37% de arginina,
coradas em acido periodico de Schiff (PAS). Aumento 40x.

A figura 6 apresenta cortes histologicos no figado de peixes alimentados com o
maior nivel de arginina (2,57%) e pode-se observar a presenga de um nimero maior de
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alterac6es no figado, tais como o grande nimero de vasos sanguineos (Fig 6A), extensas
areas de infiltracdo leucocitaria (6B) e a presenca constante de sinusdides dilatados
concomitantemente com congestdo dos sinusoides. Estes resultados indicam que o

excesso de arginina causa um grande numero de les6es no figado do R. quelen.

Figura 6. Fotomicrografia do figado de Rhamdia quelen alimentadas com 2,57% de arginina,
coradas em acido periodico de Schiff (PAS). A: aumento 4x. B: aumento 40x.C: aumento 40x. VS: Veias;
IL: Infiltragdo Leucocitaria; DS: Dilatacdo dos Vasos Sinusoides; CS: Congestdo dos Sinusoides.

5. DISCUSSAO

A arginina é considerada um aminoacido funcional (Wu, 2009) que participa das
vias metabolicas necessarias para a manutencdo, crescimento, reproducdo e imunidade
dos vertebrados (Suenaga et al. 2008). Neste trabalho observou-se que este aminoacido
também influencia na morfologia intestinal do R. quelen.

Comparando os resultados da Tabela 2 com a Figura 1, observa-se que a inclusao
de 2,27% de arginina na dieta de R. quelen promoveu um menor desenvolvimento na
altura das vilosidades e consequentemente menor presenca de células caliciformes.

Enquanto isso, os animais alimentados com racdo contendo 1,67% de arginina
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apresentaram aumento das vilosidades consideravel, e também maior nimero de células
caliciformes, sendo compativel isto com a quantidade de secrecdo de muco e absorcao.
Jowerek et al., (2000) estudando ratos e Tan et al., (2010) estudando suinos verificaram
que a arginina tem influéncia benéfica no pancreas e intestino promovendo integridade
no tecido e proliferacdo celular. A absorcdo de nutrientes pelo intestino, interfere
diretamente na altura das vilosidades intestinais e dependendo da estratégia da absorcéo
dos nutrientes deste alimento pode haver um aumento em seu tamanho (Fries, 2014),
sendo que quanto maior a vilosidade, mais aproveitado serd o alimento (Junqueira e
Carneiro, 2005).

Quando o intestino responde a algum agente com desequilibrio na renovacéo,
ocorre uma transformacéo na altura e no perimetro das vilosidades. Além disso, se houver
uma elevada taxa de mitose com auséncia, decréscimo ou manutencdo da taxa de
extrusdo, surgird um aumento no nimero de células, aumentando também o tamanho e
perimetro das vilosidades, ocorrendo ainda pregueamento da parede intestinal. Se o
estimulo provocar um acréscimo na taxa de extrusdo, havendo manutencéo ou reducdo na
taxa de proliferacdo, o intestino responderd com a diminuicdo na altura dos vilos,
acarretando uma diminuicdo da capacidade de digestéo e absor¢éo (Pluske et al., 1997).

Ainda sdo escassos 0s estudos que avaliem a morfologia intestinal de peixes, e
inexistem estudos sobre o efeito da arginina no desempenho do R. quelen. De acordo com
Neu et al, (2016) niveis apropriados de arginina na racdo (1,36%) promovem melhor
crescimento, retencao de nutrientes e composicdo corporal em tilapia do Nilo, entretanto
ndo relata o efeito deste aminodacido no intestino e no figado dos peixes. Quando oferecida
em excesso a arginina pode causar déficits no crescimento dos peixes devido a diferentes
mecanismos como: desbalanco de aminoacidos da dieta que afeta a absor¢éo e utilizagdo
do pool de aminodcidos; a um efeito toxico da arginina; a uma acumulacdo de
aminoacidos ou dos seus produtos de degradacdo que podem atuar como agentes
estressores das enzimas digestivas, diminuindo sua eficiéncia; o aumento do gasto
metabolico do animal para excretar e desaminar o excesso de aminoacidos do corpo; e a
um aumento da liberagdo de insulina que atuaria diminuindo o apetite e
consequentemente diminuindo o desempenho dos peixes (Khan e Adib, 2011; Khan et
al., 2013).
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Pohlenz et al. (2012) apontaram que a suplementacdo de arginina na dieta pode
aumentar os niveis de substancias como a ornitina, glutamina e glutamato para a
biossintese de poliaminas. Tais poliaminas (putrescina, espermidina e espermina)
exercem efeito significativo sobre o crescimento da mucosa gastrointestinal de diferentes
animais, incluindo peixes (Peres e Zambonino-Infante, 1997).

Em aves as concentracfes teciduais de poliaminas, sdo responsivas a
manipulacdo dietética dos niveis de arginina (Quinn et al., 2002). Segundo Ruemmele et
al., (1999) as poliaminas inibe a migracao, proliferacao e apoptose das células intestinais.
Deste modo, a arginina como precursor das poliaminas pode-se considerar como um
agente tréfico, o qual estimula o desenvolvimento da mucosa intestinal, acelerando o
processo mitdtico na area entre cripta-vilo, podendo ocorrer maior proliferacao de células
e 0 tamanho do vilo (Uni et al.,1998).

O figado de R. quelen representou cerca de 2% do peso corporal em todos 0s
tratamentos, entretanto nao foi observado efeito da arginina sobre o IHS. Este 6rgéao
apresenta inimeras funcdes, dentre elas, destacam-se sua capacidade de acumular
substancias de reserva, especialmente sob a forma de glicogénio e lipidios (Ferguson,
2006), e as variacdes no armazenamento de substancias dependem da espécie, idade,
sexo, condicdo nutricional, maturacdo gonadal e de aclimatagdo térmica.

A avaliacdo histoldgica em figados de R. quelen tratados com concentracdo de
arginina a 2,57% (FIG 6) mostra um maior numero de altera¢fes no tecido. De acordo
com Campos (2012) o figado é um 6rgdo muito irrigado, devido as suas fungdes de
processar e armazenar oS nutrientes absorvidos no trato digestivo e de neutralizacao,
eliminacdo de substancias toxicas e de secrecdo da bile. Essas areas de irrigacao
aumentaram de forma expressiva no figado dos peixes alimentados com a maior
concentracdo de arginina (2,57%), podendo ser observados um grande nimero de veias e
também intensa dilatacdo dos vasos sinusoides, este resultado pode ser devido a funcéo
vasodilatadora do oOxido nitrico (Calver et al., 1993). De acordo com Moncada et al.,
(1989) em todos os tecidos a arginina é convertida em 6xido nitrico. Além disso, a grande
concentracdo de endotélios sugere que a com irrigacao a circulacdo de arginina no figado
pela circulagdo sanguinia venha a atuar no sistema imunologico do peixe, fazendo com
que regides de celulas leucocitarias (FIG 6B) venha a atuar no sistema imune do peixe

uma vez que, a arginina também tem papel de aumentar a resposta ao sistema imune.

21



Efeito de diferentes concentragdes de arginina, no figado e intestino médio de jundia
(Rhamdia quelen), a partir de analises morfométricas

Visualmente os peixes alimentados com 2,27 e 2,57 % de arginina apresentaram
maior deposicdo de glicogénio, que pode servir como reserva energética ou ser
encaminhada para manutencdo de outros 6rgdos. Sugere-se entdo que seja feita a
quantificacdo do glicogénio para que seja possivel sua relacdo com os resultados
encontrados.

Os estudos avaliando o efeito da arginina para jundia ainda s&o escassos, existem
lacunas sobre a sua acéo sobre os 6rgédos, portanto sugere-se que este estudo seja levado
adiante, avaliando também o desempenho zootécnico dos animais e o possivel efeito

imunoldgico da arginina sobre o R. quelen.

6. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a utilizacdo de 2,27% de arginina prejudica a mucosa
intestinal de R. quelen, causando diminuicdo da altura das vilosidades, enquanto a
inclusdo de 2,57% de arginina promove 0 aumento vasos e infiltracBes leucocitarias no
figado. Em relacdo a absor¢do, desenvolvimento das vilosidades e mucosa intestinal,
pode-se concluir com este trabalho que o nivel ideal de arginina na alimentacdo de
Rhamdia quelen varia entre 1,9 e 2,0%.
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