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RESUMO

O estado nutricional e fisiolégico dos peixes pode ser avaliado através da andlise
histologica dos tecidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar histologicamente o intestino e o
figado de juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) submetidos a diferentes taxas de
alimentacédo (0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10% da biomassa/dia) em sistema de bioflocos (BFT). Um
tratamento adicional — peixes mantidos em sistema de recirculacdo de agua clara (SRA) e
taxa de alimentacdo de 10% da biomassa/dia — também foi avaliado. Foram distribuidos 360
juvenis (3,01+0,1g) em 24 tanques de 50L (15 peixes/tanque). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes por tratamento. No final do periodo
experimental (70 dias) foram coletados aleatoriamente trés peixes por caixa, sacrificados por
overdose de anestésico (benzocaina 100mg/L!) e entéo retiradas amostras dos 6rgdos para
as analises histologicas. Estas amostras passaram pelo processamento histolégico tradicional
e entdo pelo processo de coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE) e Acido Periddico de Schiff
(PAS). As vilosidades intestinais, o nimero de células caliciformes e a densidade do volume
da esteatose hepética foram influenciadas pelo incremento na oferta de alimento exégeno
(p<0,05). O estudo mostrou que a morfologia intestinal foi influenciada conforme a
necessidade de maior absor¢céo de nutrientes. O numero células caliciformes foi maior nos
tratamentos em que ocorria a recirculagdo em bioflocos. A densidade do volume da esteatose
hepatica aumentou (P<0,05) proporcionalmente ao aumento da taxa de alimentacdo. Conclui-
se que a oferta minima entre 5,0% e 6,0% da BM/d é necessaria para garantir um
desenvolvimento morfolégico adequado do intestino de tilapias-do-nilo sem uma excessiva

deposicao de lipidios hepaticos.

Palavras chave: Taxa de alimentagdo. Nutricdo. Histologia.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

A aquicultura brasileira se firmou como atividade econ6mica na producao de
alimentos a partir de 1980, por possuir rigueza de espécies, diversos microclimas e
areas adequadas ao desenvolvimento da atividade (CAMARGO & POUEY, 2005).
Esta atividade, impulsionada pelo aumento da demanda por pescados, devido ao
aumento populacional e outros fatores, tem levado a intensificacdo da producdo
(SIQUEIRA, 2018). Sistemas intensivos de produc¢éo sdo caracterizados por suportar
altas densidades de estocagem, refletindo em alta produtividade, podendo alcancar
até 150 kg/m3/ciclo, dependendo da espécie e estrutura utilizada (EMBRAPA, 2013).
Por outro lado, a intensificacdo da producdo acarreta em maiores custos de producao,
estresse nos animais, surtos de doencas, uso de recursos naturais e producao de
residuos (EMBRAPA, 2013; YOUSEFIAN & AMIRI, 2009). Deste modo, a
sustentabilidade dos cultivos intensivos deve ser trabalhada com atencéo,
considerando o conceito de aquicultura sustentavel proposto por Valenti (2008):
“Producdo lucrativa de organismos aquaticos, mantendo uma interacdo harménica

duradoura com os ecossistemas e as comunidades locais”.

Espécies onivoras, como a tilapia-do-nilo, possuem melhor adaptacdo aos
sistemas intensivos, pois além da maior flexibilidade alimentar, possuem
especializacdes fisioldgicas que a tornam a espécie mais utilizada para a aquicultura
(EMBRAPA, 2013). Nos sistemas intensivos, o alimento natural ndo atende a
demanda nutricional dos peixes estocados tornando essenciais a qualidade e
guantidade ofertada de racéo. Assim, a alimentacéo pode representar de 50% a 80%
dos custos de producéo das tilapias em sistemas intensivos (TOYAMA, CORRENTE
& CYRINO, 2000). Em virtude da necessidade de mudancas na produgéo, em busca
da sustentabilidade, melhores estratégias de cultivo, com uso racional dos recursos

naturais séo indispensaveis.

O sistema de bioflocos (BFT) € uma boa alternativa neste panorama de
sustentabilidade da aquicultura. Alem da possibilidade de reduzir os custos com
alimentacdo, pela disponibilidade de alimento natural (bioflocos), permite alcancar alta
produtividade em pequenas é&reas, com uma baixa taxa de renovagcdo de agua
(AVNIMELECH & KOCHBA, 2009; TAW, 2010).
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Em qualquer sistema de producdo, o propoésito fundamental do piscicultor é o
crescimento rapido, com boa conversdo alimentar dos peixes (MINHOS &
HONORATO, 2014). Entretanto, o crescimento de todos os 6rgdos e tecidos nao
ocorre de maneira simultanea, diferindo de acordo com o estagio fisiologico de
desenvolvimento dos animais. Por isso, o estudo da anatomia e morfologia dos peixes
auxilia no entendimento sobre o comportamento, habito alimentar e estratégias
adaptativas adotadas por estes animais (SILVA et al., 2015). Por exemplo, estudos
morfolégicos do intestino podem diagnosticar se o desempenho do processo
digestivo, absortivo e metabdlico foi afetado pelo ambiente e/ou pela dieta ofertada, e
sua relacdo com o desempenho dos animais (LUNDSTEDT et al., 2003). A avaliacéo
de caracteristicas morfolégicas do figado, 6rgdo caracterizado como indicador
ambiental, podem expressar respostas ao estresse e quanto ao excesso de
determinados ingredientes na dieta ofertada, que podem acarretar em vacuolizacao
dos hepatécitos, neoplasmas, inflamacao, deplecdo de glicogénio e alteracdo no
formato dos vasos sinusoidais (FLORES-LOPES & MALABARBA, 2007).

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de diferentes taxas de alimentacdo sobre as caracteristicas
histologicas do figado e do intestino de juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) cultivados em sistema de bioflocos.

1.2.2 Objetivos Especificos
a) Avaliar o grau de esteatose hepatica em tilapias-do-nilo através da densidade
do 6rgdo em animais cultivados em sistemas de bioflocos sob diferentes taxas
de alimentacéo;
b) Avaliar a histomorfometria das vilosidades intestinais;
c) Quantificar as células caliciformes do intestino de tilapias-do-nilo cultivadas em

sistemas de bioflocos sob diferentes taxas de alimentacao;
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1.3 JUSTIFICATIVA

O cultivo de tilapias em sistema de bioflocos apresenta muitas lacunas quanto ao
manejo alimentar que deve ser utilizado, bem como a influéncia deste manejo sobre

as caracteristicas histoldgicas dos érgaos dos animais.

1.4 HIPOTESES

A taxa de alimentacao pode influenciar nas caracteristicas histolégicas do figado

e do intestino de juvenis de tilapia cultivados em bioflocos?

7

Apenas a presenca do bioflocos é suficiente para garantir um adequado

desenvolvimento histomorfofisioldégico do figado e intestino das tilapias?

A presenca do bioflocos associado a racdo favorece de alguma forma o

desenvolvimento histomorfofisioldgico do figado e intestino das tilapias?
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PANORAMA DA AQUICULTURA

A aquicultura é uma atividade essencial para a oferta de proteina orientada da
piscicultura, uma vez que a producéo de pescado proveniente da pesca (extrativismo)
se encontra estavel desde meados da década de 80 (FAO, 2018). Os ramos da
aquicultura incluem a piscicultura (producgéo de peixes), a carcinicultura (producao de
camardes), a ostreicultura (producédo de ostras), a mitilicultura (criacdo de mexilhdes)
entre outros (KIRCHNER et al., 2016). O mundo produziu 84 milhdes de toneladas de
peixes cultivados em 2018, sendo as tilapias (Oreochromis niloticus) o segundo grupo
de espécies mais produzidas, atrds apenas das carpas (Cyprinus carpio L.) (FAO,
2018). A producdo mundial de tildpias é liderada pela China, posteriormente

Indonésia, Egito e o Brasil como quarto produtor mundial.

O Brasil possui recursos hidricos abundantes, grande extensao territorial € um
clima benéfico, conferindo grande potencial para a aquicultura no pais (SCHULTER &
VIEIRA FILHO, 2017). Porém, o setor aquicola brasileiro ainda passa por alguns
problemas como a dificuldade e demora para obtencédo do licenciamento ambiental
(PeixeBR 2019). Apesar disso, segundo a Food and Agriculture Organization o Brasil
deve registrar um crescimento de 104% na produg¢ao da pesca e aquicultura até 2025
(FAO, 2016).

A piscicultura é o ramo mais representativo no pais, no qual a tilapia-do-nilo
(Oreochmis niloticus) é a espécie mais cultivada, e foi introduzida na década de 70,
juntamente com a tilapia-de-zanzibar (O. urolepis hornorum), procedentes da costa do
Marfim, para impulsionar a piscicultura nas propriedades rurais brasileiras. Porém,
esta tentativa foi frustrada principalmente devido a falta de tecnologias, como por
exemplo, racdes adequadas. Ja nos anos 80 se expandiu a producdo de espécies
nativas, movida pelo crescimento dos pesque-pague além da criacdo de cursos de
P6s-Graduagdo em Aquicultura no Brasil. Em meados da década de 90, foi iniciada a
fase industrial, que teve por destaque a producéo da tilapia e peixes redondos (pacu

(Piaractus mesopotamicus) e tambaqui (Colossoma macropomum)) (CYRINO, 2004).

Em 2018, o Brasil produziu 722.560 toneladas de peixes em cativeiro, sendo

400.280 toneladas de tilapias, consolidando um crescimento de 11,9% em relacdo ao
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ano anterior. O estado do Parana responsavel é por 32,5% (123.000 t) deste volume,
sendo o maior produtor de tilapias no Brasil.

Devido ao aumento populacional, a demanda por pescados tende também a
aumentar, exigindo melhorias nos sistemas de producao, que deveréo conciliar o lucro
para o produtor, ser acessivel a popula¢do e minimizar o impacto ambiental. Ou seja,
deve-se embasar em trés pilares, a producdo lucrativa, a preservacdo do meio
ambiente e o0 desenvolvimento social. Portanto, a aquicultura devera utilizar
racionalmente 0s recursos naturais, gerar renda e criar postos de trabalho, para
promover o desenvolvimento social e econémico (NAYLOR et al., 2000; VALENTI,
2000).

2.2 TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis niloticus)

As tilapias sdo representantes da ordem dos Perciformes, familia Cichlidae e
originarias da Africa, Israel e Jordania (EMBRAPA, 2013). Podem ser produzidas em
sistemas extensivos, semi-intensivos, intensivos e superintensivos, como tanques de
alto fluxo (“raceways”), canais de irrigagdo, gaiolas flutuantes, sistemas fechados de
recirculacdo simples ou integrados com hidroponia (aquaponia), ao ar livre, estufas

plasticas, sistemas de recirculacdo em bioflocos, etc (CYRINO, 2004).

As tilapias possuem coloragdo acinzentada e corpo comprimido lateralmente, com
linha lateral dividida em dois segmentos. Suporta grande amplitude térmica (14 a
33°C), possui crescimento acelerado, tolera relativa variagdo nos parametros fisico-
guimicos da agua, possui alta resisténcia ao estresse e a doencas, alta prolificidade e
plasticidade alimentar (EMBRAPA, 2013; EL-SAYED, 2006). Além disso, sua carne
contém boas caracteristicas organolépticas e é passivel de processamento industrial

para obtencéo de filés sem espinhas (FURUYA, 2010).

A tilapia-do-nilo é a espécie mais importante no Brasil, onde a producéo passou
progressivamente de criacdo extensiva em tanques de terra para criagdo mais
intensiva em tanques-rede e escavados (SCHULTER & VIEIRA FILHO, 2017,
FURUYA, 2013). Conforme se desenvolve a intensificagdo na producgéo, a busca pela
maxima eficiéncia alimentar cresce paralelamente. Para isso, é necessario a utilizacao

de fontes proteicas de qualidade, com alta digestibilidade e bom balanco de
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aminoacidos, obtendo assim maxima incorporacdo e bom aproveitamento para o
crescimento corporal e desempenho dos animais (COLPINI et al., 2017). Assim, a
producdo da tilapia apresenta vantagens, pois tem capacidade de aproveitar o
alimento natural, tolera altos niveis de carboidratos e permite o uso de racées com
elevados valores de incluséo de fontes alternativas de proteinas (SILVEIRA, LOGATO
& PONTES, 2009; FURUYA, 2007).

A tilapia-do-nilo requer ingestdo de macronutrientes (proteinas, carboidratos e
lipidios) e micronutrientes (vitaminas e minerais) e apresenta exigéncias nutricionais
distintas nas diferentes fases de desenvolvimento. Na fase juvenil possui exigéncia de
30-40% de proteina, 6-8% de lipidios, além das vitaminas essenciais e dos minerais
gue absorve da agua, como o calcio, magnésio, ferro, sodio, potassio, cobre, zinco e
selénio, além de poder ser alimentada com 30-40% de carboidratos
(BALDISSEROTTO, CYRINO & URBINATI, 2014; MJOUN, ROSENTRATER &
BROWN, 2010; FURUYA, 2013).

2.3 TECNOLOGIA DE BIOFLOCOS

De maneira global existe um crescente interesse em estudo de praticas
“ambientalmente amigaveis” na producdo aquicola, principalmente ligadas a reducédo
do uso de bens ambientais finitos como a 4gua. Segundo Rocha et al. (2012) “dentre
as alternativas de producdo nesse sistema destaca-se a criacdo em bioflocos”,
também designado pela sigla BFT Biofloc Technology. Desenvolvido no inicio dos
anos 70, o sistema BFT foi inicialmente aplicado para o cultivo de camardes no
Ifremer-COP (French Research Instituto de Exploracdo do Mar, Centro Oceéanico do
Pacifico), e em 1988 foi destinado a aplicacdo comercial no Taiti (EMERENCIANO et
al., 2011).

A criagdo em BFT tem se desenvolvido por apresentar muitas vantagens, como
maior produtividade, utilizacdo de menores areas de cultivo, maior utilizacdo de
alimentos naturais, que resulta em diminuicdo da quantidade de residuos nos
efluentes (WASIELESKY, 2013; CAVALCANTE et al., 2017). Do ponto de vista da
sustentabilidade, o principal aspecto do BFT é a baixa necessidade de renovacao da
agua (LONG et al., 2015) e a melhora da qualidade da agua através da ciclagem de

nutrientes pelas bactérias nitrificantes, removendo compostos nitrogenados (aménia
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e nitrito) da agua (SCHVEITZER et al., 2013). Além disso, o biofloco e seus compostos
derivados (&cidos organicos, poli-hidroxi-acetato e poli-hidroxibutirato) resistem ao
crescimento de outros patdégenos, servindo como um probidtico natural e
imunoestimulante (AHMAD et al., 2017). Porém, quando comparado a outros
sistemas, o sistema BFT apresenta algumas desvantagens como maior custo de
instalacdo, maiores gastos de energia (aeracdo), maior custo operacional e acumulo
de fosforo no sistema (WASIELESKY et al., 2013).

Os bioflocos sdo compostos por bactérias, protozoarios, metazoarios, microalgas,
cianobactérias, larvas de invertebrados e fezes (EMERENCIANO et al., 2007). A sua
formacdo ocorre quando a relacdo carbono/nitrogénio € mantida em torno de 15-
20:1(WASIELESKY et al.,, 2013). Assim, o carbono juntamente com 0 Oxigénio
abundante na &gua ocasiona o0 surgimento de bactérias secretoras de muco,
propiciando a agregacao dos flocos. Para haver o crescimento e desenvolvimento
continuo dos flocos, estes dependem do fornecimento de substratos externos
(alimentacao, atividade de algas) e/ou excrecdo de componentes da alimentacdo nao
utilizadas pelos peixes (AVNIMELECH, 2007).

A intensidade dos bioflocos dependem de alguns fatores como a capacidade de
consumo pelos peixes, a intensidade luminosa, a predacdo e/ou competicdo do
substrato com as bactérias e outros organismos (EMERENCIANO, GAXIOLA &
CUZO, 2013). Um dos fatores essenciais para obter bons resultados no BFT é manter
0s niveis de oxigénio dissolvido na agua acima de 4 mg de oxigénio/L e a temperatura
da agua entre 27 e 32°C, que reflete no aproveitamento alimentar pelos peixes e
melhor digestdo dos alimentos ingeridos (AVNIMELECH, 2011; MINHOS &
HONORATO, 2014).

Os macroagregados (bioflocos) constituem-se em uma abundante fonte natural
de proteinas e lipidios disponiveis in situ 24 horas por dia na dieta das espécies
cultivadas (AVNIMELECH, 2007; LONG et al., 2015). Segundo Avnimelech (2011), os
peixes cultivados em BFT alcangam maior uniformidade de tamanho devido a
alimentacdo semi-continua disponivel com bioflocos diminuir a competi¢cdo dos peixes
pelo alimento. Entretanto, a temperatura da agua € um fator importante pois ira
influenciar na digestao dos alimentos ingeridos, impactando assim na disponibilidade
de substrato para o bioflocos (AVNIMELECH, 2011; MINHOS & HONORATO, 2014).
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2.4 HISTOLOGIA COMO FERRAMENTA DE ESTUDOS NUTRICIONAIS EM PEIXES

Os sistemas intensivos causam impacto a saude das espécies, devido ao elevado
uso de racdes balanceadas e as altas densidades de estocagem utilizadas. Na
piscicultura intensiva 0s peixes estdo constantemente expostos a situagbes de
estresse, que alteram a estrutura de diferentes 6rgdos, como intestino, figado e
branquias (FALCON et al.,, 2007; OLIVEIRA, 2009). Estas alteracbes podem
comprometer estruturas funcionais relacionadas diretamente a salde dos peixes, e
podem ser diagnosticadas através da analise histologica dos tecidos (EMBRAPA,
2013; EMBRAPA, 2009).

O crescimento dos peixes depende da digestdo e da absorcéo de nutrientes, bem
como das suas interacdes metabdlicas e ajustes morfolégicos (STECH, CARNEIRO
& PIZAURO JUNIOR, 2009). O intestino dos peixes se inicia na valvula pilorica e
termina no reto, ndo sendo diferenciado em delgado e grosso, como nos mamiferos.
Porém, a regido proximal do intestino possui maior capacidade de digestao e absor¢éo
dos nutrientes, enquanto na distal ocorre a absorcdo de ions e agua (EMBRAPA,
2013). Peixes carnivoros possuem intestino curto, pois predomina na sua dieta
alimentos de alto valor nutritivo. Por outro lado, espécies herbivoras e onivoras
possuem intestino comparativamente mais longo que os carnivoros, permitindo que o
alimento esteja por mais tempo em contato com as enzimas digestivas, para
compensar o baixo valor nutricional dos alimentos ingeridos (BALDISSEROTTO,
CYRINO & URBINATI, 2014; ROTTA, 2003).

A parede do trato digestorio dos peixes € histologicamente semelhante a dos
vertebrados superiores. E constituida por quatro camadas basicas: (i) mucosa:
constituida por células epiteliais colunares, apoiadas em tecido conjuntivo frouxo,
formando grandes pregas onduladas; (i) submucosa: camada de tecido conjuntivo
gue da sustentacdo a mucosa,; (iii) tinica muscular: composta por duas camadas de
musculo que ajudam na movimentacdo do contetdo do lumen; e (iv) serosa: formada
internamente por tecido conjuntivo frouxo e externamente por uma camada de células
epiteliais pavimentosas, revestindo externamente o0 sistema gastrointestinal
(BALDISSEROTTO, CYRINO & URBINATI, 2014).

As alteracbes morfolégicas em funcdo da dieta ndo se resumem apenas a

aspectos macroscopicos dos Orgaos. Microscopicamente observa-se as
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microvilosidades do intestino, cuja fungcéo é aumentar a area superficial para absor¢céo
de nutrientes (BALDISSEROTTO; CYRINO; URBINATI, 2014). A mensuragao de
parametros morfométricos destas vilosidades, como a altura e largura, pode ajudar a
avaliar a integridade da mucosa intestinal e detectar possiveis alteracdes decorrentes
da dieta (FERREIRA et al., 2014). Por exemplo, HONORATO et al. (2011) registraram
aumento na altura das vilosidades intestinais de tilapias-do-nilo alimentados com

dietas contendo maiores porcentagens de proteinas de origem animal.

Outro fator importante a se observar no intestino € o numero de células
caliciformes. Em peixes, a quantidade de células caliciformes pode variar de acordo
com a regido do intestino, da espécie e da dieta do animal (CRUZ, 2013). O trabalho
de HONORATO et al. (2011) registrou aumento de células caliciformes devido ao
aumento da proteina dietética ofertada a tilapia-do-nilo, demonstrando que a espécie
pode adaptar seu sistema de secrecdo para a protecdo durante a absorcdo de

proteinas.

Um importante 6rgéo que reflete o estado da satde dos peixes € o figado. O figado
da tilapia é um 6rgdo denso com coloracdo variada em funcéo do estado nutricional,
de amarelada, devido ao acumulo de lipidios no interior das células hepaticas, a
marrom avermelhada, devido a densa vascularizacdo. Se localiza na regido anterior
da cavidade celomatica dos peixes, na altura do estdmago. E constituido por dois
lobos, sendo o esquerdo maior, localizado préximo ao baco e o direito menor, proximo
da vesicula biliar (VICENTINI et al. 2005; BOMBONATO et al., 2007; COSTA et al.,
2015). Sua funcao principal € metabolizar nutrientes e secundariamente armazenar
carboidratos e lipidios, que séo reservas utilizadas quando hé situagées de jejum ou
baixa alimentacdo. Além disso, desempenha importante papel no sistema imume,
apresentando células de defesa residentes como linfocitos natural killers (NK) e
células de Kupffer (MORAES et al., 2018). Portanto, é considerado um orgao chave,
pois € um bioindicador, que impede e desintoxica 0s componentes prejudiciais que
desejam penetrar no corpo (LEMES & BRACCINI, 2004).

O tecido hepatico é repleto de ductos, sinusoides, capilares e veias, 0s quais se
encontram entremeados entre os hepatdcitos, facilitando trocas constantes entre o
sistema circulatorio e o tecido hepéatico. Pela artéria hepatica o figado recebe o

oxigénio e pela veia porta hepatica recebe metabdlitos e nutrientes provenientes do
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sistema digestdrio, os quais séo processados no figado e posteriormente distribuidos
para os demais tecidos do organismo (RUST, 2002).

A estrutura dos hepatdcitos de peixes possui nucleo arredondado, localizado
centralmente. Entretanto, o fornecimento de dietas inadequadas pode afetar a
morfologia e o arranjo celular das células hepéticas. Por exemplo, quando a energia
da dieta excede a capacidade das células hepaticas de oxidar os acidos graxos, a
célula apresenta seu nucleo deslocado para a periferia, caracterizando um quadro de
esteatose hepatica (GAYAO et al., 2013; CABALLERO et al., 2004). Portanto, a
analise histolégica do figado de peixes pode auxiliar na compreenséo de alteracdes
neste 6rgao, seja patologias, relacionadas as doencas infecciosas, seja proporcionada
por sobrecarga ou deficiéncia de nutrientes nas dietas administradas (Honorato et al.
2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PEIXES E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Juvenis masculinizados de tilapia-do-nilo provenientes de criadouro comercial
(Piscicultura Sgarbi, Palotina, PR, Brasil) foram adaptadas as condi¢des laboratoriais
por sete dias. Apoés, foram pesados (3,01+£0,1g) e aleatoriamente estocados em caixas
de polipropileno de 50L (15 individuos/caixa), perfazendo uma densidade equivalente
a 300 peixes/m3 (Haridas et al., 2017). Os peixes foram mantidos em dois sistemas
de recirculacdo de &4gua. O primeiro consistiu em um sistema de recirculacdo em
bioflocos (SRB), tipo macrocosmo-microcosmo com 20 tanques de 50L (microcosmo)
conectados a duas caixas de 310L (macrocosmo) (FIGURA 1B — 1C). Neste sistema
os peixes foram submetidos a diferentes taxas de alimentacao (0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10%
da biomassa/dia), em um delineamento inteiramente casualizado (n=4). O segundo foi
um sistema de recirculacdo de agua clara (SRA) (FIGURA 1A) composto por quatro
tanques de 50L similares ao do sistema anterior, no qual os peixes foram alimentados
na proporgéo de 10% da biomassa/dia. Todos o0s peixes foram alimentados com ragéo
comercial (40% de PB) dividida igualmente em trés refeices diarias (09:00h, 13:00h
e 17:00h). Os dois sistemas foram instalados no mesmo ambiente in door (FIGURA
1A — 1B - 1C), dotados de aeracdo mecanica constante, submetidos ao mesmo
regime de fotoperiodo (12h luz: 12h escuro). Durante todo o periodo experimental a
temperatura (SRB: 28,3 + 0,02 e SRA: 27,9 £ 0,02 °C), o oxigénio dissolvido (SRB:
7,7+0,02 e SRA: 6,53 +0,13 mgL-) e o pH (SRB: 7,3+ 0,01 e SRA: 7,0 + 0,40) foram
monitorados diariamente as 9h00min e 17h00Omin com o auxilio de sonda

multiparametros (Akso®, modelo Ak88, S&o Leopoldo, RS, Brasil).
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FIGURA 1. Sistemas experimentais instalados no mesmo ambiente. A — Sistema de recirculagcdo em
agua clara (SRA). B — Sistema de recirculagdo em bioflocos (SRB). C — Macrocosmo.

Fonte: Luciana Kelly Oliveira Silva.

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Apés 70 dias de experimento, trés peixes foram coletados aleatoriamente de
cada unidade experimental, eutanasiados por overdose de anestésico (benzocaina
100mg/L) e necropsiados. Posteriormente, foram amostrados o figado e
aproximadamente 5cm do intestino anterior. Para melhor visualizacéao das vilosidades,
o segmento do intestino foi aberto longitudinalmente e suas extremidades foram
presas a uma base de isopor quadrada (FIGURA 2).
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FIGURA 2. Segmento do intestino anterior da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) aberto

longitudinalmente.

Fonte: Luciana Kelly Oliveira Silva.

As amostras foram fixadas em solugcdo de Davidson durante 24 horas,
conservadas em alcool etilico 70%, desidratadas em uma série crescente de solucdes
alcoolicas (70% a 100%), diafanizadas em xilol e impregnadas com parafina. Entédo
foram obtidos cortes de 5um de espessura com o auxilio de micrétomo manual
(Leica®RM2155RT, Wetzlar, Alemanha), posteriormente, foram corados usando
Hematoxilina e Eosina (HE) (FIGURA 3) e Acido Periddico de Schiff (PAS).

FIGURA 3. Final do processo histoquimico da coloragdo das amostras por Hematoxilina e Eosina.

Fonte: Micheli Glesse.
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A captura das imagens foi realizada através de camera digital (Zeiss®, AxioCam
ERe5s, Oberkochen, Alemanha) acoplada ao microscopio Ooptico (Zeiss®,

Oberkochen, Alemanha).

3.3 PARAMETROS HISTOMORFOMETRICOS AVALIADOS
3.3.1 Determinacao da densidade de volume da esteatose hepética

Em cada corte foram microfotografados trés campos aleatorios e nao
consecutivos, totalizando 36 imagens por tratamento. Para avaliar a esteatose
hepatica foi usada a técnica estereolégica por “contagem de pontos” (CP). Foi
preparado um painel contendo 36 cruzes (distancia entre as cruzes: 28um na
horizontal e 11um na vertical), esse painel de cruzes foi sobreposto (FIGURA 4) em
cada fotomicrografia (PhotoScape v3.7). Foram quantificados todos os vacuolos que
ocupavam o citoplasma, deslocavam o nlcleo e que tocavam nas cruzes, para
determinar a densidade do volume de esteatose hepatica Vv[esteatose] (MANDARIN-
DE-LACERDA, 2003), utilizando a seguinte equacao:

Pp[esteatose]
Vv|esteatose, %] = — 7 X 100

Pp[esteatose]: pontos que tocaram as vesiculas de gordura.

PT: nimero total de pontos (36 pontos).
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FIGURA 4. Fotomicrografia do figado da tilapia-do-nilo alimentada com 10% de biomassa e cultivada

em SRB, com o sistema teste de 36 pontos sobreposto. Aumento de 40x. Coloracdo Hematoxilina-

Eosina. Barra de escala de 50 um.

Fonte: Micheli Glesse.

3.3.2 Andlise histomorfométrica e densidade de vilosidades intestinais

Em cada corte foram microfotografados dois campos aleatérios e nao
consecutivos, totalizando 24 imagens por tratamento. Através do programa
Analisador de Imagem (Image-Pro® Plus versao 4.5.0.29) foram medidas a altura da
vilosidade, da sua base ao 4pice e a largura da vilosidade na regido mediana, ambos
em linha reta (FIGURA 5).
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FIGURA 5. Fotomicrografia das vilosidades intestinais. Altura (A) - Largura (L). Aumento de

40x. Coloragdo Hematoxilina-Eosina.

Fonte: Micheli Glesse.

Foram quantificadas a densidade dos vilos, de acordo com o0 campo de captura
no segmento de 50pum, em 40x. Foram ponderadas as vilosidades de seis micrografias
por tanque, totalizando 24 por tratamento (SCHWARZ et al., 2011).

3.3.3 NUmero de células caliciformes

De cada corte foram fotomicrografia dois campos aleatérios e néo
consecutivos. Por meio do programa Analisador de Imagem (Image-Pro® Plus verséo
4.5.0.29) foi realizada a contagem as células caliciformes de dois vilos por campo,
sendo 12 vilos por caixa em um total de 48 vilos por tratamento.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram avaliados quanto a distribuicdo normal (teste de
Shapiro-Wilk) e a homogeneidade das variancias (teste de Bartlet). Apds atendidos os
pressupostos, procedeu-se a andlise de variancia (one way - ANOVA) e, quando
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significativa, aplicou-se o teste de Tukey para comparacdo de médias. Todas as
analises foram realizadas com o auxilio do software Statistical Analysis System — SAS,

versao 9.1, utilizando-se o nivel de significancia de 5% (P<0,05).

4. RESULTADOS
4.1 DENSIDADE DO VOLUME DA ESTEATOSE HEPATICA

Foram observadas mudancas significativas na morfologia dos hepatdcitos, com
aumento do espaco gorduroso e deslocamento do nucleo para a periferia celular
(FIGURA 6). Os peixes em SRB apresentaram aumento do volume da esteatose
hepética proporcional ao incremento das taxas de alimentacdo até 8,6% da
biomassa/dia (FIGURA 7-A). As tilapias em SRB 10 apresentaram maior esteatose
(P<0,05) em relacao aos peixes mantidos em SRA (FIGURA 7-B).

FIGURA 6. Fotomicrografia do figado da tilapia-do-nilo suplementada com 10% da biomassa

cultivada no SRB. Setas: aumento de degeneracao gordurosa nos hepatdcitos. Coloragao

Hematoxilina-Eosina.

Fonte: Micheli Glesse.
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FIGURA 7. Efeito de taxas de alimentacéo e densidade do volume da esteatose hepatica
(DVEH) de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em sistemas de recirculagdo com bioflocos (SRB) e
agua clara (SRA). A — Relacao entre taxa de alimentacéo e densidade do volume da esteatose
hepética (DVEH) de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em SRB; B — Comparacéo da DVEH de
juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em SRB e SRA; Letras distintas indicam diferenca pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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4.2 HISTOMORFOMETRIA DAS VILOSIDADES INTESTINAIS

A altura das vilosidades dos peixes diferiu conforme as diferentes taxas de
alimentacédo (FIGURA 8-A). Os peixes cultivados em SRA10%, SRB0% e SRB 2,5%
apresentaram altura das vilosidades similar (P>0,05). Entretanto, nos peixes
cultivados em SRB a altura aumentou (p<0,05) nos peixes alimentados a partir de 5%,
e maiores taxas de alimentacdo nédo proporcionaram aumento (P>0,05) na altura dos
vilos (FIGURA 8-B). O cultivo das tilapias em SRB provocou uma maior altura (P<0,05)

em relacdo aos peixes mantidos em SRA (FIGURA 8-B).

A largura das vilosidades intestinais das tilapias mantidas em SRB aumentou
até uma taxa de alimentacdo estimada em 5,7% da biomassa/dia, decrescendo a
partir deste ponto (FIGURA 9-A). Os peixes mantidos em SRA10, SRBO e SRB10
apresentaram largura similar (P>0,05), embora menores (P<0,05) que as registradas
para todos os outros tratamentos (FIGURA 9-B). A relacéo altura/largura foi maior nos
peixes alimentados com 10% da biomassa/dia cultivados em SRB (FIGURA 10-A),

diferindo estatisticamente dos peixes cultivados em SRA (FIGURA 10-B).

A densidade das vilosidades aumentou com o incremento das taxas de
alimentagcdo em SRB (FIGURA 11-A e 12), embora nenhuma diferenga significativa
tenha sido registrada a partir de 7,5% (FIGURA 11-B). Os peixes em mantidos em
SRA apresentaram menor (P<0,05) densidade de vilos (FIGURA 11-A) do que aqueles
mantidos em SRB10, embora tenham apresentado densidade similar (P>0,05) a
SRBO, SRB2,5 e SRB5.
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FIGURA 8. Efeito de taxas de alimentacéo e altura das vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-do-
nilo cultivados em sistemas de recirculagdo com bioflocos (SRB) e agua clara (SRA). A — Relagdo
entre taxa de alimentagédo e altura das vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados
em SRB; B — Comparacao da altura das vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados
em SRB e SRA; Letras distintas indicam diferenca pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 9. Efeito de taxas de alimentacao e largura das vilosidades intestinais de juvenis de
tilapia-do-nilo cultivados em sistemas de recirculagdo com bioflocos (SRB) e agua clara (SRA). A —
Relacao entre taxa de alimentacao e largura das vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-do-nilo
cultivados em SRB; B — Comparacéao da largura das vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-do-

nilo cultivados em SRB e SRA,; Letras distintas indicam diferenca pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 10. Efeito de taxas de alimentacao e relacdo altura/largura das vilosidades intestinais
de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em sistemas de recirculagdo com bioflocos (SRB) e agua clara
(SRA). A — Relacéo entre taxa de alimentacdo e relagdo altura/largura das vilosidades intestinais de
juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em SRB; B — Comparacéao da relagao altura/largura das
vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em SRB e SRA, Letras distintas indicam

diferenca pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 11. Efeito de taxas de alimentacdo e densidade de vilosidades intestinais de juvenis de
tilapia-do-nilo cultivados em sistemas de recirculagdo com bioflocos (SRB) e agua clara (SRA). A —
Relac&o entre taxa de alimentacdo e densidade de vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-do-nilo
cultivados em SRB; B — Comparacéo da densidade de vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-do-
nilo cultivados em SRB e SRA,; Letras distintas indicam diferenca pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 12. Fotomicrografias das vilosidades intestinais de juvenis de tilapia-do-nilo de acordo com o tratamento. A — SRBO; B — SRB2,5; C —
SRB5,0; D — SRB 7,5; E — SRB 10,0; F — SRA 10. Aumento de 40x. Coloragdo Hematoxilina-Eosina.

Fonte: Micheli Glesse.
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4.3 NUMERO DE CELULAS CALICIFORMES

O numero de células caliciformes apresentou aumento linear (P<0,05) em
funcdo das taxas de alimentacdo a que as tilapias foram submetidas em SRB
(FIGURA 14-A). Entretanto, pelo teste de Tukey este aumento n&o foi significativo a
partir do fornecimento de 5% da biomassa/dia (FIGURA 14-B). O cultivo das tilapias
em SRB 10 resultou maior numero de células caliciformes (P<0,05) em relacdo aos
peixes mantidos em SRA (FIGURA 14-B).

FIGURA 13. Fotomicrografia das vilosidades do intestino anterior com destaque as células

caliciformes. Aumento de 20x. Coloracdo Acido Periddico de Schiff. Seta preta: células caliciformes.

Barra de escala de 25 pum.

Fonte: Micheli Glesse.
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FIGURA 14. Efeito de taxas de alimentacdo e nimero de células caliciformes por vilosidade
intestinal de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em sistemas de recirculagdo com bioflocos (SRB) e
agua clara (SRA). A — Relacao entre taxa de alimentagéo e o numero de células caliciformes por
vilosidade intestinal de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em SRB; B — Comparagéo do nimero de
células caliciformes por vilosidade intestinal de juvenis de tilapia-do-nilo cultivados em SRB e SRA;
Letras distintas indicam diferenca pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

O figado desempenha papel-chave na homeostase da glicose e lipidios dos
animais. Quando o0s peixes se encontram adequadamente alimentados, o0s
hepatdcitos armazenam quantidades significativas de glicogénio e processam grande
quantidade de lipidios (POSTIC, DENTIN & GIRARD, 2004; SANTOS et al., 2004).
Os lipidios séo importante fonte de energia para os peixes. Porém, quando o conteudo
energeético na dieta esta acima do nivel exigido, ocorre deposicdo de gordura na
cavidade peritoneal, figado e outros tecidos. No figado, o acumulo excessivo de
lipidios resulta no desenvolvimento da doenca denominada esteatose hepatica
(KUMAR et al., 2010; NRC, 2011).

O presente estudo demonstrou que o figado dos peixes submetidos ao
tratamento BFT 10 apresentou excessiva deposicdo de lipidios. Resultados similares
foram registrados no trabalho de Honorato et al. (2014), Xie et al. (2017) e Liu, Wen &
Luo (2018), onde ambos cultivaram tildpia-do-nilo alimentadas com diferentes
concentracbes energéticas. Parte deste resultado é explicado pelo fato de que
normalmente é encontrado no parénquima hepético um discreto grau de vacuolizagao,
além disso, a formulacdo de dieta inadequada e a exposicdo a agentes estressores
podem ser a causa pelo acumulo de lipidios nos hepatocitos (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2011; BOLLA, NICOLAISEN & AMIN, 2011).

Outro estudo realizado com carpas (Cyprinus carpio L.) cultivadas no sistema
BFT e nutridos com 2,6% do peso corporal provocou aumento gradativo de conteudo
lipidico no citoplasma dos hepatdécitos, acarretando maior didametro do hepatdécito e
nacleo deslocado para a periferia (NAJDEGERAMI, BAKHSHI & LAKANI, 2016).
Ressaltando que, quando o conteldo energético € dado em excesso ndo traz
beneficios no crescimento, representando assim um desperdicio de energia, além de
induzir anormalidades metabdlicas e fisioldgicas dos peixes (RUEDA-JASSO et al.
2004). A utilizagédo do bioflocos como alimento também contribuiu com este acumulo
de lipidios hepaticos no presente estudo, devido ao aporte extra de energia
proveniente dele, uma vez que a tilapia € uma espécie filtradora. Este aporte pode ter
ocasionado um desbalanceamento dos nutrientes dietéticos, levando a um maior

acumulo de gordura no figado.
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A habilidade dos peixes em processar os alimentos é fundamental ao seu
desenvolvimento. O intestino é um Orgdo envolvido em importantes funcdes
fisiol6gicas, sendo o principal local de digestao dos alimentos e absorcéo de nutrientes
(CARVALHO et al.,, 2011). O consumo de nutrientes reflete no desenvolvimento
intestinal, e consequentemente no niumero e tamanho das vilosidades intestinais. O
aumento das vilosidades proporciona maior area de contato dos nutrientes com as
células absortivas (enterdcitos), permitindo maior eficiéncia no processo absortivo
pelas tilapias (ADEOYE et al., 2016; Mello et al. 2013).

A proteina é a principal responséavel pela formacao dos tecidos e 6rgaos, e nos
peixes é também uma das fontes preferenciais de energia. No presente estudo, a
medida que a taxa de alimentacao foi aumentada, foi disponibilizado um maior aporte
proteico diario para os peixes. Desta maneira, os peixes cultivados no sistema
BFT10% ingeriram diariamente uma maior quantidade de proteina, que pode ter sido
disponibilizada para o desenvolvimento das vilosidades intestinais. Resultados
similares foram encontrados nos estudos de Ozel et al. (2018) com juvenis de truta do
Mar Negro (Salmo labrax Pallas, 1814), de Gao et al. (2014) com juvenis de carpa
capim (Ctenopharyngodon idella) e de Rodrigues et al. (2018) com camardes
(Litopenaeus vannamei) cultivados em sistema BFT, nos quais a elevagdo do
conteudo proteico das dietas resultou em aumento da altura das vilosidades intestinais
nestas espécies. Assim, comprova-se que a morfologia intestinal é influenciada por

taxas proteicas em diferentes espécies (Raskovic et al., 2011).

A funcdo das células caliciformes € a producdo de muco para proteger e
lubrificar o revestimento intestinal (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). No presente
estudo, as maiores quantidades de células caliciformes foram encontradas no
intestino dos peixes cultivados no sistema BFT com a maior porcentagem de
alimentacdo (BFT 10%). Entretanto, Bakhshi et al. (2017) n&o registraram diferenca
na quantidade de células caliciformes em carpas comuns (Cyprinus carpio L.)
cultivadas em sistemas com e sem BFT. Uma possivel explicacdo para o resultado
encontrado neste estudo seria a tentativa de proteger a mucosa dos agentes
patogénicos (FURLAN; MACARI; LUQUETTI, 2004), e a necessidade de lubrificar o
trato gastrointestinal para aumentar a viscosidade do bolo alimentar (FACCIOLI, 2015)
devido a quantidade de alimento ofertado no BFT 10%.
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Silva et al. (2015) relataram que tilapias-do-nilo alimentadas com probiéticos
apresentaram maior quantidade de células caliciformes. Probidticos sdo definidos
como um aditivo alimentar microbiano vivo que tem efeito benéfico sobre o
hospedeiro, modificando sua flora microbiana, proporcionando uma melhor utilizacao
do alimento (VERSCHUERE et al., 2000). A tecnologia de bioflocos trabalha com um
rico ambiente microbiano, que podem ter acdo imunoestimuladora benéfica a saude
dos peixes (AHMAD et al., 2017). Portanto, estudos adicionais sao necessarios para

avaliar um possivel efeito probidtico do bioflocos.

6. CONCLUSAO

A criacéo de juvenis de tilapia-do-nilo em sistema de recirculacdo com bioflocos
deve ser realizada com uma taxa de alimentacdo minima entre 5,0 e 6,0% da BM/d
para garantir o desenvolvimento morfolégico adequado do intestino, nimero de
células caliciformes suficientes e 0o ndo acarretamento de deposicdo excessiva de

lipidios no figado, além de ndo gerar altos custos na producao.
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