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PORTAS

Se vocé abre uma porta, vocé pode ou ndo entrar em uma nova sala, ndo entrar e ficar
observando a vida. Mas se vocé vence a davida, 0 medo, entra e da um passo, vera que nesta
sala vive-se.

Mas também, tem um preco... sdo inimeras outras portas que vocé descobre. As vezes
quebra-se a cara, as vezes curtem-se mil e uma.

O grande segredo ¢ saber quando e qual porta deve ser aberta.
A vida ndo é perigosa! Ela propicia erros e acertos. Os erros podem ser transformados em
acertos quando com eles se aprende. N&o existe segurancga para o acerto eterno.

A vida é generosa. A cada sala que se vive, descobrem-se tantas outras portas. E a vida
enriquece aguele que se arrisca a abrir novas portas. Ela privilegia quem descobre 0s seus
segredos e generosamente oferece afortunadas portas.

Mas a vida também pode ser dura e severa. Se vocé ndo ultrapassar a porta, terd
sempre a mesma porta pela frente. E a repeticdo perante a criacdo, € a monotonia
monocromatica perante a multiplicidade das cores, é a estagnacao da vida...

Para a vida, as portas ndo sdo obstaculos, mas diferentes passagens.
Que pode ser do fracasso ou da vitdria...
E o que estou fazendo agora... abrindo uma nova porta (TIBA, 2019).



RESUMO

A utilizacdo de antibidticos sem rigido controle tem aumentado entre os piscicultores
frente as infeccGes bacterianas. Técnicas de histologia, histomorfometria e Microscopia
Eletronica de Varredura foram empregadas, para observacdo das células dos seguintes 6rgéos:
intestino médio e figado. Para a andlise, foram recolhidos exemplares de tilapias divididos em
trés grupos: um grupo-controle, alimentado apenas com ragdo; um segundo grupo, tratado
com racao/probiotico; e um terceiro tratado com racao/probiotico acrescida de antibidtico, o
tratamento com esse farmaco compreendeu duas fases de 10 (dez dias) cada, sendo
administrado 2-3 vezes por dia, com um intervalo de uma semana entre estas fases. Apds
procedimento histotécnico de rotina, cortes histologicos de 6,0 um de espessura de amostras
do figado e do intestino de dezoito (18) peixes, seis de cada grupo, foram submetidos aos
métodos de coloracdo: hematoxilina-eosina (HE) e tricrdmico de Gomori (TG) para andlise
histoldgica e histomorfometria. No figado, avaliou-se a posicdo do nucleo na célula e a
vacuolizacdo citoplasmatica em cortes do intestino e do figado submetidos a técnica
histoquimica — &cido periddico de Schiff (PAS) para deteccdo de mucossubstancias no
intestino e de glicogénio nos hepatocitos. A mucosa intestinal também foi estudada ao
microscopio eletrénico de varredura (MEV). Com a metodologia empregada foi possivel
observar evidentes modificagdes histoldgicas, histométricas, histoquimicas e ultraestruturais
nos orgaos dos peixes do grupo alimentado com racdo/probiotico acrescida de antibiotico.
Contudo, a utilizacdo dessas ferramentas, possibilita beneficiar aos piscicultores melhorar sua
producdo e, assim, alcancar maior lucratividade, investindo em facilitadores orgéanicos de
nutrientes que aceleram o metabolismo, proporcionando melhor absor¢do, como por exemplo,
0s probioticos, bem como beneficiando no tratamento de doencas causadas por
microrganismos bacterianos. Tais praticas exigem estudos que medem seu impacto na salde

animal.

Palavras-chave: Mucossubstancia. Vacuolizacdo. Hepatocitos. Enterocitos. Ultraestrutura.

Histometria.



ABSTRACT

The use of antibiotics without strict control has increased among fish farmers against
bacterial infections. Histological techniques, histomorphometry and Scanning Electron
Microscopy were used to observe the cells of the following organs: midgut and liver. For the
analysis, tilapia specimens were divided into three groups: a control group, fed only with
ration; a second group, treated with ration / probiotic; and a third treatment with probiotic plus
antibiotic, treatment with this drug comprised two phases of 10 (ten days) each, being
administered 2-3 times daily, with a one week interval between these phases. After routine
histotechnic procedure, histological sections of 6.0 pum thickness of liver and intestinal
samples of eighteen (18) fish, six of each group, were submitted to staining methods:
hematoxylin-eosin (HE) and trichrome Gomori (TG) for histological analysis and
histomorphometry. In the liver, the position of the nucleus in the cell and the cytoplasmic
vacuolization were evaluated in sections of the intestine and liver submitted to the
histochemical technique - periodic acid of Schiff (PAS) to detect mucosubstances in the
intestine and glycogen in hepatocytes. The intestinal mucosa was also studied by scanning
electron microscopy (SEM). With the methodology used it was possible to observe evident
histological, histometric, histochemical and ultrastructural modifications in the fish organs of
the group fed with ration / probiotic plus antibiotic. However, the use of these tools makes it
possible for fish farmers to improve their production and thus achieve greater profitability by
investing in organic nutrient facilitators that accelerate the metabolism, providing better
absorption, such as probiotics, as well as benefiting in the treatment of diseases caused by
bacterial microorganisms. Such practices require studies that measure their impact on animal
health.

Key words: Mucosubstance. Vacuolization. Hepatocytes. Enterocytes. Ultrastructure.

Histometry.
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1 INTRODUCAO

A producdo mundial de pescado no ano de 2014 atingiu a marca de 167 milhdes de toneladas,
sendo 73,8 milhdes de toneladas provenientes da aquicultura. No continente Sul Americano, o Chile
produziu 1,2 milhdo de toneladas, tornando-se o sétimo maior produtor mundial, seguido pelo Brasil,
que passou a ocupar a 132 posi¢do no ranking geral dos maiores produtores de pescado. A piscicultura
brasileira produziu 691.700 toneladas de peixes de cultivo em 2017. (IBGE, 2018).

Em razdo da taxa de crescimento, estima-se que a populacdo mundial chegue a 9 bilhdes de
pessoas no ano de 2050. E a preocupacdo com a seguranca alimentar e com a sustentabilidade
ambiental sdo os principais desafios a serem enfrentados pelos paises nas proximas décadas. Para
alimentar este nimero de individuos a producdo anual de produtos de origem animal precisara
aumentar em mais de 200 milhdes de toneladas, a fim de alcancar o patamar de 470 milhdes
necessarias para suprirem a demanda mundial (FAO. 2016),

Em fevereiro de 2018, a Revista Peixe BR lancou a segunda edig¢do do “Anuario Peixe BR” e uma
das grandes novidades trazidas foram a revelacdo que o Brasil j& se encontra entre 0s quatro maiores
produtores de tildpia do mundo, atras apenas de China, Indonésia e Egito. Apesar das adversidades
climaticas, a Regido Sul voltou a liderar as estatisticas nacionais de producdo, com 178,5 mil toneladas
de peixes produzidas, sendo que o Estado do Parana é o primeiro na histéria a ultrapassar a barreira
das 100 mil toneladas/ano, exatamente 105.392 toneladas.

Sdo reconhecidas aproximadamente 77 espécies de tilapias, sendo que 22 delas sdo criadas em
escala experimental ou mesmo servindo para a producdo comercial. Dentre todas, no presente
momento apenas trés géneros de Tildpias sdo descritos: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia.
Entretanto, poucas sdo as que se destacam na aquicultura mundial, sendo as do género Oreochromis as
mais utilizadas. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) possui um diferencial basico, devido ao seu
comportamento reprodutivo, alimentar e rusticidade, além de ser mais adaptavel ao ‘cultivo intensivo’
e por este motivo transformou-se em uma das espécies mais cultivadas em todo mundo (KUBTIZA,
2000; RIBEIRO, 2001; ZANIBONI FILHO, 2004).

Tilapia € o nome popular atribuido a espécies de peixes Ciclideos de &gua doce pertencentes a
subfamilia Pseudocrenilabrinae e em particular ao género Tilapia. Séo origindrias do continente
africano. Contudo, devido a facilidade no seu cultivo e adaptacdo as condi¢cbes ambientais, foram
levadas e inseridas em diversas regides da América. Atualmente € muito comum na Flérida,
no Texas e em outras areas do Sudoeste dos Estados Unidos e nas regides Sul e Sudeste do Brasil
(FARIAS et al., 2000).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Peixe
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cicl%C3%ADdeo
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua_doce
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tilapia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fl%C3%B3rida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Texas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estados_Unidos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Sul
https://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Sudeste_do_Brasil
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No Brasil, a aquicultura vem se desenvolvendo com base nos principios técnicos em comunhao
com os 6rgdos de pesquisa e se firmando com muito profissionalismo, bem como se considerando a
riqueza dos recursos hidricos estimados em 5,3 milhGes de hectares de dgua doce, contando com 0s
reservatorios naturais e os artificiais, alem das condi¢fes climaticas que sdo extremamente favoraveis
(AYROZA et al., 2006).

O emprego das técnicas de criacdo de peixes em cativeiro, como observado nos casos do
cultivo em tanque escavado, tanques-rede, etc. tem como objetivo aumentar a produtividade por area
de cultivo e, por conseguinte, obter maior lucro no comércio do pescado. Entretanto é de fundamental
importancia promover pesquisas que indiquem caminhos para o aperfeicoamento da pratica e,
consequentemente, permitam aumentar os indices de crescimento e de producdo do pescado, tudo isso
em combinagdo com a qualidade do produto a ser alcancado (RESENDE, 2009). O desempenho
produtivo depende das caracteristicas sanitarias e estruturais do animal.

Densidades populacionais fora dos padrées comprometem o desenvolvimento e crescimento
de peixes criados principalmente em sistemas de confinamento (MALLAT, 1985) e como
consequéncia a produtividade (SCHMITTOU, 1993). Densidades populacionais elevadas promovem
um desequilibrio de estressores quimicos tais como: pH impréprio, baixa concentracdo de oxigénio,
niveis anormais de aménia e nitrito, niveis inadequados de céations e anions (MALLAT, 1985;
KUBTIZA, 1997; MONTEIRO et al., 1999) e também favorecem a proliferacdo de microrganismos
que causam enfermidades virais, bacterianas, flngicas e parasitarias acarretando desta forma uma
grande ameagca tanto para o ecossistema, para 0 peixes, assim como para os trabalhadores que estdo em
contato direto com espécies utilizadas para o cultivo.

As doengas infecciosas estdo incluidas na lista das principais preocupacfes dos produtores e gestores
da aquicultura mundial (KUBITZA, 2003; KURCHEVSKI et al., 2010; ARAUJO et al., 2009).

As doencas causadas por microrganismos patogénicos tém provocado sérios prejuizos econdmicos a
piscicultura brasileira (BOSCARDIN, 2008).

A importancia econémica e social da piscicultura para paises em desenvolvimento é incontestavel.
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1.1 OBJETIVOS.

1.11

Objetivo geral:

Estudar os efeitos da administracdo na racdo com probiotico adicionada de antibidtico

florfenicol sobre a histologia, histoquimica, e histomorfometria do intestino médio e do figado da

tilapia do Nilo em cultivo comercial.

1.1.2

Objetivos especificos:

Analisar a morfologia dos tipos celulares encontrados no epitélio da mucosa intestinal e as suas
possiveis alteracdes frente aos tratamentos usados nos grupos estudados.

Identificar e caracterizar por intermédio de técnicas histoquimicas seletivo para
mucossubstancias as células caliciformes do epitélio intestinal.

Analisar o comportamento morfoldgico dos tipos celulares encontrados no epitélio da mucosa
intestinal.

Avaliar os parametros histomorfométricos das pregas da mucosa e da camada muscular do
intestino médio.

Avaliar os parametros histomorfométricos do parénquima hepatico.

Detectar, por meio de técnica histoquimica seletiva o glicogénio nos hepatécitos.

Analisar a estrutura do intestino médio ao Microscopio Eletronico de Varredura (MEV).
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2 REVISAO DA LITERATURA
21 A AQUICULTURA NO CENARIO MUNDIAL

Evidéncias indicam que a aquicultura sera o setor na producao de alimentos que mais crescera
no mundo. Essa atividade produtiva é praticada em varios paises, sendo uma das mais importantes
fontes econdmicas do planeta, com papel relevante na seguranca alimentar (FAO, 2011). Alguns dos
principais periddicos na area da aquicultura mundial constatam que o crescimento nessa area alcangou
atualmente cerca de 73,8 milhdes de toneladas de pescado, ou seja, aproximadamente 44% da
producdo mundial (FAO, 2016). O potencial para o desenvolvimento da aquicultura no Brasil reside
nas suas dimens@es continentais e reservas de agua doce: 8.400 quildmetros de costa e 5,5 milhdes de
hectares, 0 que representa cerca de 12% de toda essa agua disponivel no planeta (FAO, 2012).

A aquicultura no Brasil é desenvolvida principalmente em &guas interiores, 0s sistemas de
producdo podem ser classificados de varias maneiras, a classificacdo em relagéo a produtividade € dos
tipos: intensivo, semi-intensivo e extensivo. O intensivo proporciona alta produtividade, nesse sistema
sdo utilizados tanques-redes ou gaiolas, na maioria das vezes em reservatdrios. O sistema semi-
intensivo, geralmente utiliza tanques escavados com grau de tecnificacdo variavel, a alimentacéo
geralmente e complementada com racgéo balanceada. A forma extensiva também pode ser desenvolvida
em viveiros escavados que € praticada por diversos produtores. (KUBITZA, 1998; OSTRENSKY;
BORGHETTI, 1998; OSTRENSKY; BORGHETT]I; SOTO, 2008).

Figura 1- Produc&o de tilapia do Nilo em viveiro escavado.
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Com aumento significativo da produtividade, diferentes métodos de validacdo do estado
sanitario dos organismos aquaticos podem levar a melhoria do desempenho. O diagnostico
histopatoldgico, integrado com outros fatores componentes do sistema produtivo apresenta-se como
ferramentas para a andlise e prevencdo da sanidade dos organismos cultivados. O pescado, mais
especificamente os peixes, tem sido utilizado como fonte de alimento pelo homem ha milénios,
antigamente alimentava-se para sobreviver, de forma que ndo havia uma preocupacdo com a
qualidade. Ao longo das Ultimas décadas, a preocupacdo do consumidor em relagdo a qualidade dos
alimentos cresceu consideravelmente, tornando-os sinbnimos de bem-estar e de reducédo de riscos de
doencas assim como veiculos de uma melhor qualidade de vida (PIEDADE, 2007).

O manejo adequado das espécies aquicolas é essencial para se adquirir o0 sucesso na aquicultura
em qualquer parte do mundo. Esse manejo depende muito de alguns fatores importantes monitorando
as variaveis como qualidade da &gua, densidade de estocagem, sanidade, alimentacdo, que tém como
finalidade promover o um ambiente saudavel aos peixes em cultivo, com as condi¢cbes mais favoraveis
possiveis para obter o potencial maximo de desenvolvimento (OLIVEIRA e GALHARDO, 2007).

A tilapia possui uma boa aceitacdo e facilidade na obtengdo de alevinos, grande capacidade de
reproducédo, facil manipulacdo hormonal para obtencdo de populacbes masculinas, facilidade em
aproveitar alimentos naturais em viveiros; conversao alimentar entre 1 a 1,8; 6, bom crescimento em
cultivo intensivo, aproximadamente 5 a 500g em 4 a 5 meses; animal bastante rustico, aceita diversos
tipos de alimentos suportando bem o manuseio intenso sem a necessidade de grandes niveis de
oxigénio dissolvido na producdo e além do que apresenta uma grande capacidade de resisténcia as

doencas causadas por virus, fungos parasitas e principalmente bactérias (KUBITZA, 2000).

2.2  RELATOS SOBRE A HISTORIA E A PRODUCAO DA TILAPIA DO NILO.

Existem relatos pelos antigos egipcios da atividade da pesca e do cultivo da tilapia em tanques
para o consumo h& aproximadamente dois mil anos antes de Cristo, o cultivo de tilapias em cativeiro
remonta a Idade Antiga, contudo o crescimento dessa atividade se intensificou somente a partir do
século XX. Atualmente a China, que possui tradicdo milenar em aquicultura, sem duvida é o maior
produtor de tilapia cultivada do planeta, tendo explorado essa atividade com mais intensidade no inicio
da década de 1970 (FAO, 2014). Isso se deve as suas caracteristicas e facilidade no manejo, por
exemplo: crescimento rapido, passando da fase juvenil para a fase adulta muito rapidamente, toleréncia
a ampla faixa de condi¢Bes ambientais (temperatura, salinidade, baixo nivel de oxigénio dissolvido),

resisténcia a estresse e doencas, habilidade de reproducdo em cativeiro, alimentagdo no mais baixo
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nivel tréfico e aceitacdo de alimentos artificiais imediatamente ap0s a absor¢cdo do saco vitelino
(EL-SAYED, 2006).

A caracteristica reprodutiva da tilapia € bem expressiva, com uma enorme prolificidade e
maturidade sexual precoce e desova com muita frequéncia (parcelada), fazendo com que o controle
reprodutivo seja um dos maiores desafios na tilapicultura (TURRA et al., 2010). A grande quantidade
de til&pias em viveiros de cultivo é consequéncia da natural caracteristica reprodutiva da espécie, como
alta capacidade de reproducdo, maturidade sexual precoce, fecundidade relativa elevada e desova
frequente, prejudicando a taxa de crescimento dos individuos devido a alta densidade. Para minimizar
este problema de dificil controle, existem os métodos de inversdo sexual, por meio de horménio
masculinizante, adicionados diretamente na racdo (BORGES et al., 2005; ZANARDI et al., 2011)

No Brasil as regiGes Nordeste, Sudeste e Sul (Tabela 1) sdo responsaveis pelo cultivo da tilapia,
sendo que a maior producdo ocorre na regido Nordeste do Brasil (BOSCARDIN, 2008). Os peixes ha
sua maioria sdo cultivados em viveiros escavados (producdo semi-intensiva), em tanques-rede
(producdo intensiva) instalados em grandes reservatdrios e em sistemas de fluxo continuo ou raceway
(super-intensiva) com geracdo de empregos diretos e indiretos (KUBITZA, 2000; BORGHETTI e
SILVA, 2008; KUBITZA, 2011).

Tabela 1- Producgdo nacional de tilapia entre 2013 e 2015.

Regi&o /UF 2013 2014 2015 (%)
NORTE 293.550 553.833 527.700 0,2
NORDESTE 48.103.394 57.439.394 52.964.653 24,1
MA 773.596 813.952 917,662 0,4
PI 599.664  1.536.728  1.605.059 0,7
CE 30.634.328 36.275.237  27.889.101 12,7
RN 2.229.848 2242679 2436215 1,1
PB 951.660  1.482.538  2.245.169 1
PE 3.094.328  4.667.257 6510557 3
AL 248.620  1.832.420  2.003.112 0,9
SE 1.373.749 625.761 534.457 0,2
BA 8.197.425  7.972.822  8.823.321 4
C. OESTE 11.254.425 15.477.445 17.785.914 8,1
SUDESTE 45.834.891 48.402.539 57.083.226 26
SuL 63.549.880 76.791.253  90.967.713 41,5
BRASIL 169.306.464 198.664.464 219.329.206 100

Fonte: IBGE (2016).
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2.3 CARACTERISTICAS DA ESPECIE.

A tildpia do Nilo é um peixe de origem tropical que prefere aguas pouco profundas, os
extremos de temperatura letais sdo 11° a 12°C até 42°C; enquanto que a temperatura de conforto esta
compreendida entre 31° e 36°C, peixe onivoro que se alimenta de fitoplancton, plantas aquéticas,
pequenos invertebrados, fauna bentonica e detritos bacterianos.

A maturidade sexual ocorre entre os 05 e 06 meses de vida, apresenta dimorfismo sexual, 0s
machos sdo territorialistas e as fémeas em cada periodo reprodutivo podem colocar 100g de ovos por
100g de seu peso corporeo vivo, incubando-os em suas bocas por 01 a 02 semanas (figura 2). Alguns
autores afirmam que um exemplar pode viver por 10 anos e ultrapassar 5 Kg de peso. Esta espécie
pode suportar agua salina e se reproduzir em até 15 % de salinidade, sendo que, a tilapia vermelha e a
Mocambicana sdo as que tém maior tolerancia a salinidade e devido a sua caracteristica, elas sdo muito
utilizadas para cultivo em tanque-rede no mar (POPMA e LOVSHIN 1995).

Figura 2- Fémea de tildpia do Nilo. Incubagdo dos ovos de na
cavidade bucal por um periodo de 2 semanas.

FONTE: http://criapeixe.blogspot.com/2013/06/reproducao-de-tilapias
oreochromis.html.

Baseado nos artigos e revista na area de pesca, observamos que gracas a algumas das
caracteristicas pertinentes a esse peixe, a tilapia foi colocada em primeiro lugar entre as principais
espécies cultivadas comercialmente, apresentando as seguintes vantagens: a carne € branca, de textura
firme, quase sem espinhos, de sabor pouco acentuado e de extremo teor nutritivo (Figura 3).

Sua composicdo nutricional é fator decisivo na hora de escolher o consumo da tilapia em
relacdo aos demais peixes, mesmo sendo uma espécie de agua doce, a tilapia do Nilo apresenta poucas
calorias, contudo para manter essa caracteristica o ideal € consumi-lo sem muita modificacdo

nutricional, ou seja, 0 mais natural possivel, pelo menos incluir no seu cardapio duas vezes na semana.


http://criapeixe.blogspot.com/2013/06/reproducao-de-tilapias
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Figura 3- Carne branca de tilapia de textura firme. Disponivel em:

http://ecofarm.com.br/wpcontent/ uploads/2016/06 shutterstock -
133909355. 2017.

Além de todas essas vantagens, sua carne possui doses de vitaminas A, D, E, K e do complexo
B como também de niacina e cido pantaténico, sddio, magnésio, célcio, manganés, zinco, ferro e
potéssio relevantes a saude, temos também o fdsforo, que atua na formacéo dos ossos e dentes. O filé
de tilapia se destaca com a presenca do selénio, que atua como um antioxidante e auxilia no bom
funcionamento do coracdo. (Nutriciéncia. 2015)

O crescimento da tilapicultura se deve a facilidade de manejo, a adaptabilidade a diferentes
condicdes de boa comercializacdo (Wang. 2016). Apesar disso, os consumidores estdo cada vez mais
exigentes em relagdo a qualidade nutricional dos alimentos adquiridos. Observar na tabela 2 a
composicao quimica da carne do peixe, essa qualidade depende, especialmente, da composicéo lipidica
muscular, que inclui o teor de colesterol, a concentracdo e a qualidade dos &cidos graxos (AG)
presentes nos filés. (DOBREVA. et al. 2017).

Tabela 2- Valores referentes a 100 gr. do alimento
composicao guimicas.

Energia 96 Kcal Tilapia
Proteina 20,89
Gordura monoinsaturada 0,59
Gordura poli-insaturada 0,4mg
Ferro 0,6mg
Potassio 302 mg
Selénio 42ug
Fdsforo 170mg
Zinco 0.3mg
Magnésio 27mg
Fonte -  http://nutrociencia.com.br/files-de

tilapia-e-de-pescada. 2018.


http://ecofarm.com.br/wpcontent/%20uploads/2016/06%20shutterstock%20-%20133909355
http://ecofarm.com.br/wpcontent/%20uploads/2016/06%20shutterstock%20-%20133909355
http://nutrociencia.com.br/files-de%20tilapia-e-de-pescada
http://nutrociencia.com.br/files-de%20tilapia-e-de-pescada
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A tilapicultura hoje em dia, comparando com as demais espécies, chegou a atingir uma
rentabilidade que pode variar em média de 15% de lucratividade, no Nordeste. Desta maneira 0s
piscicultores tém investido mais em equipamentos melhorando assim a qualidade da &gua, e das
alimentagbes Premium, com isso, promovendo mais a automatizacdo elevando assim o cultivo
(OSTRENSKY; BOEGER, 1998).

Tabela 3 - Producéo e valores da piscicultura nordestina por espécie.

PESCADO Producgéo em ( ton.) % Valor da producéo (mil R$) %
2013 2014 2015 2013 2014 2015

TAMBACU,

TAMBATINGA 6.979 7.262 7.479 8,9 39.944 42884  47.068 8,8
TAMBAQUI 18.282 20.286 20.635 24,5 110.290 125.761 140.118 26,1
TILAPIA 48.103 57,439 52.965 63 268.729 334.610 324.928 60,5
DEMAIS PEIXES 3.029 2903 3.041 3,6 22.074 24.061 24914 4,6
TOTAL 76,393 87.841 84.119 100 441.037 527.037 527.316 100

Fonte IBGE, (2016).

2.4  PARAMETROS E FATORES IMPORTANTES PARA O CULTIVO DE TILAPIA

O cultivo de peixes em viveiros escavados (Figura. 4) pode representar uma grande diminuigédo
na incidéncia de enfermidades e significar maior sobrevivéncia no seu desenvolvimento, a
contribuicdo do alimento natural favorece a uma melhor conversdo alimentar quando comparado a
sistema intensivo em tanques rede (KUBITZA, 2009).

A influéncia da dieta sobre o desempenho reprodutivo dos peixes permite a escolha de
ingredientes em niveis mais adequados aos processos metabolicos do animal. Embora recentes estudos
venham sendo conduzidos nessa linha para melhorar o aproveitamento do potencial da piscicultura,
embora poucos trabalhos relacionassem nutricdo e parametros reprodutivos (LUQUET -
WATANABE, 1986; FERNANDEZ - PALACIOS et al., 1995; FERNANDEZ - PALACIOS et, al.,
1997; NAVARRO et al., 2006).

Outro fator importante é a populacdo de peixes em um determinado espaco, a densidade nas
quais diferentes espécies podem ser estocadas é uma caracteristica preponderante na determinacdo do
custo de producdo. A densidade depende das condi¢cbes ambientais, fluxo de agua, e do nivel
tecnoldgico empregado na criacdo, fatores intrinsecos muitas vezes importantes para cada regido.

Assim, é necessario determinar a densidade de estocagem ideal para cada situacdo a fim de obter a
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produtividade almejada (BRANDAO et al., 2004). Popma e Lovshin (1995) afirmaram que o
rendimento de 50 a 300 kg de tilapia por m3 sdo possiveis em tanques-rede. Entretanto, El-Khaldi
(2010) considerou que as altas densidades de estocagem séo estressoras e pode afetar a fisiologia dos
peixes em geral, assim uma densidade intermediaria tende a aumentar a eficiéncia do crescimento e
diminuir a incidéncia de doencas.

No Brasil os sistemas de produgdo encontrados para a criacdo de tilapias que predominam, sao
0s sistemas em tanques-rede e em viveiros escavados, sendo que o sistema de viveiros escavados seja
sem duvida encontrado com maior frequéncia nos diferentes ambientes e regides do pais (KUBITZA,
2012). Segundo Trombeta, Trombeta e Mattos (2015), as principais vantagens desse sistema sao:
disponibilidade de alimentacdo natural nos viveiros (fitoplancton) e consequentemente melhor
conversdo alimentar, possibilidade de correcdo na qualidade de &gua, principalmente na incorporacao
de oxigénio pelo uso de aeradores e maior segurancga quanto a furtos, e também pode ser incorporado

com relativa facilidade em propriedades rurais de menores relevancias.

Figura 4- Imagem do viveiro escavado em Jodo Pessoa. A qualidade da agua na

produgdo de tilapia encontra-se dentro dos padrdes.

25  QUALIDADES DA AGUA E ADAPTACAO NA CRIACAO DE TILAPIA DO NILO.

Essa espécie de peixe apresenta um elevado limite de tolerancia, elas se adaptam as diversas
condi¢bes de qualidade e fluxo da &gua. S&o animais extremamente tolerantes ao baixo nivel de
oxigénio dissolvido, podem sobreviver a uma faixa ampla de acidez e alcalinidade, possui uma grande
adaptabilidade e chegam se reproduzirem com relativa facilidade em aguas salobra e salgada e suportar
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elevada concentracfes de amoénia comparadas a maioria dos peixes criados em cativeiros. Elas
suportam a salinidade acima de 32 ppt, &gua com grande volume de s6dio. Outras espécies de tilapias
que também se adaptam a essas condigdes adversas sdo a til&pia azul e a tilapia do Nilo elas podem ser
facilmente adaptadas a agua salgada, embora nem tanto quanto as duas citadas anteriormente.
(BRANDAO et al., 2004)

A tilapia-do-Nilo pode se reproduzir e adapta-se com facilidade em salinidades de até 15ppt, no
entanto se passar desses niveis a reproducdo fatalmente ndo ocorrerd. Seu crescimento chega ao
maximo de desenvolvimento corpéreo em um ambiente com salinidade até 10ppt. A tolerancia a
salinidade aumenta com a idade e tamanho do peixe, ja que ao longo do tempo ele vai adquirindo
maior resisténcia. Cada espécie tem sua particularidade, no entanto existem outros fatores que podem
afetar a tolerancia das tilapias & salinidade, entre muitos desses fatores podemos citar: o fator
adaptacdo ao ambiente, o tempo dos peixes (idade) no momento da transferéncia, o cuidado com a
oxigenacdo, a prévia exposicdo de ovos e pos-larvas a agua em locais de maior salinidade etc. Para a
tildpia do Nilo alevinos com tamanho superior a 5 cm podem suporta a um ambiente com salinidade
significativa. (KUBITZA, 2000).

Em relacdo ao pH da &gua, pode-se afirmar que é um fator de grande relevancia no cultivo de
tilapias, esse pH deve ser mantido entre 6 e 8,5, algo fora desse padrdo, como por exemplo, um pH
inferior a 4,5 ou superior a 10,5 pode levar ao criadouro uma perda total dos animais. J& houve estudos
afirmando que os peixes atingem a morte em um periodo de 24 a 72 hora em agua com pH 3, e uma
mortalidade de 50% foi registrada apds 19 dias em agua com pH 4, no momento em que o animal é
exposto a um pH baixo foi observado inimeras consequéncias. (KUBITZA, 2009)

Em viveiros com excesso de fitoplancton (dguas muito verdes) e baixa alcalinidade, o pH pode
alcangar valores acima de 12, isso ao final da tarde em dias muito quente, com um sol escaldante. Este
fato pode inibir o consumo de alimento e se ocorrer com frequéncia, pode afetar o crescimento dos
peixes. Quanto maior for o pH, maior sera a porcentagem de amdnia toxica no total. O aquicultor deve
tomar a devida precaucgédo checando a concentracdo de amonia ndo ionizada e observando se a mesma
chegaria ao patamar de 0,20 mg/L, esse fato segundo alguns estudos, pode servir como alerta no
cultivo dos peixes em geral. (KUBITZA, 2000).

. Outro fator importante é verificar constantemente o nivel de oxigénio dissolvido, em algumas
regides os alevinos de tildpia-do-Nilo com peso entre 10 a 25 gramas sobreviveram & exposi¢ao ao
oxigénio dissolvido entre 0,4 a 0,7mg/litro por aproximadamente de 3 a 5 horas, até quatro manhas
consecutivas, sem registro significativo de mortalidade. (KUBITZA, 2009).

As concentracOes subletais de alguns compostos presentes nesse ambiente podem causar

reducdo no crescimento, no consumo alimentar, comprometimento imunoldgico, além de mudancas
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histologicas degenerativas nas branquias, figado, rins, baco, cérebro, bem como nos tecidos
tireoidianos e sanguineos, etc. Estes compostos toxicos supracitados podem atingir niveis letais ou
subletais em sistemas de cultivo estaticos ou de recirculagdo. Por esse motivo, torna-se importante
determinar a tolerancia dos organismos aquaticos a esses produtos. Igualmente altas concentracGes de
amOnia podem estar presentes em agua de ambientes naturais lixiviadas de outras atividades
agroindustriais. A utilizacdo de testes de toxicidade permite uma répida deteccdo do efeito
contaminantes no meio, bem como as respostas dos organismos testados a estes contaminantes e as
variaveis ambientais. Além dos referidos testes, outras ferramentas tém sido empregadas para auxiliar
a deteccdo dos efeitos danosos gerados por compostos toxicos presentes no ambiente. O estudo de
tecidos e células por meio da microscopia Otica tem mostrado grande beneficio em funcdo da
praticidade e da constatagdo de inimeros efeitos observaveis (SANTOS SILVA, 2013).

Como ja foi visto anteriormente, existem estudos relatando que mesmo com um ndmero
elevado de peixes em um viveiro a tilapia tolera oxigénio zero (anoxia), apesar desta grande
capacidade em sobreviver algumas horas sem O2 e quando expostas ao baixo nivel de oxigénio
dissolvido na dgua ficam mais susceptiveis as doencas e apresentam pouca produtividade, no entanto
quando a concentracdo de oxigénio dissolvido atinge 45 a 50% da saturacdo (3 a 3,5 mg/litro, a 28-
30°C), a tilapia-do-Nilo perde quase que totalmente sua atividade e consume pouquissimo oxigénio.
Este parece ser um mecanismo regulador do consumo de oxigénio, compensando assim a redugéo
dessa molécula na agua. A concentracao critica de oxigénio pouco favoravel para as tilapias esta entre
20 a 10% da saturacdo a temperaturas entre 26 a 35°C, ou seja, entre 1,6 a 0,7mg/litro. (KUBITZA,
2000).

Nos polos de maior tecnologia, observa-se 0 uso de aeradores que aumentam
significativamente quantidade de oxigénio na &gua, alimentadores automaticos, classificadores e
contadores, permitindo a criacdo de um maior nimero de animais no mesmo espaco, (PORTAL
BRASIL, 2017).

As tildpias sofrem menos estresse quando sdo bem alimentadas, mesmo com a mé qualidade da
agua, se misturada com diversos componentes organicos, elas toleram todo tipo de manuseio até com
temperatura inferior a 22°C, todavia, para alguns estudiosos, em temperaturas altas, ou seja, superior a
32°C e inferior a 27°C, pode ocorrer diminui¢do do apetite do peixe, interferindo visivelmente no seu
desenvolvimento, a temperatura chegando a um limite inferior a 20°C diminui ainda mais sua vontade
de ingerir alimento, ficando completamente susceptivel a diversas enfermidades. Segundo alguns
autores, quando a temperatura atinge um patamar inferior a 14°C o indice de mortalidade pode chegar
a 100%. A criacdo de peixes em tanques-rede caracterizada pelas altas densidades de estocagem e

niveis elevados de arragoamento aumenta as situacfes de estresse e consequentemente pode ocorrer
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inibicdo das funcgdes digestivas, reprodutoras, imunes e de desenvolvimento, levando a surtos de
enfermidades causadas por agentes patogénicos e oportunistas. As interacdes bioldgicas como as de
dominancia entre os individuos sdo caracteristica entre as tilapias do Nilo; peixes hierarquicamente
subordinados podem desenvolver danos anatdmicos como crescimento reduzido e alteracfes
patoldgicas no tecido gastrintestinal podendo ser minimizados com boas praticas de manejo na criacéo
dos peixes (FRANCI, 2005 e OBA, 2009).

2.6  AS CONSEQUENCIAS DO ESTRESSE NA PISCICULTURA

Com o avanco da industria aquicola, resulta no aumento do volume de peixes vivos a serem
transportados, 0 tempo que se leva para o deslocamento desses animais ainda com vida € muito
variado em virtude do local a ser destinado, o transito entre propriedades, a distribuicdo a
estabelecimentos voltados a pesca esportiva, o abatedouro, todos esses processos deveram ser
realizados com todo o cuidado possivel (FAGUNDES, 2005).

Silveira, Lagato e Pontes (2009) assinalaram que quando o individuo ndo é capaz de
permanecer em um estagio fisiolégico normal ou constante, em virtude de fatores denominados
estressantes, podemos afirmar que esse € o conceito de estresse. Ja Galhardo e Oliveira (2006)
complementam afirmando que o estresse pode ser considerado um conjunto de respostas nao
especificas do organismo a situacdes que ameacam desequilibrar a sua homeostase. Os causadores de
estresse em peixes podem se apresenta de diversas formas, entre elas podemos citar: a natureza fisica,
como exemplos: o transporte, o confinamento e 0 manuseio. Os de natureza quimica como ja vimos
anteriormente, exemplos: 0s contaminantes, o baixo teor de oxigénio ou pH da agua: acido ou alcalino,
reduzido ou elevado e também o percepcionados pelo peixe, como a presenca de predadores. Todos
esses fatores referentes a estresse podem interferir amplamente na qualidade do pescado.

O monitoramento de variaveis fisico-quimicas e biolégicas de qualidade da agua, da
qualidade dos sedimentos e da fauna macrobentdnica, associado a técnicas de monitoramento do
desempenho zootécnico, a avaliacdo de biomarcadores fisioldgicos e a dindmica de contaminantes nos
diferentes sistemas séo partes da organizacdo espacial e da dimensédo manejo, nutricdo e sanidade na
aquicultura (SAMPAIO et al., 2013) que pode minimizar os efeitos de uma situacdo de estresse num
empreendimento aquicola.

O fato de transportar peixes ainda com vida € uma das acdes mais delicada e inspira muito
cuidado no sistema de cultivo. Segundo Gomes et al. (2003), o transporte de peixes jovens com peso
entre um e dois kg vem aumentando bastante e 0s principais objetivos sdo 0s seguintes: comércio de

peixe vivo em feiras livres e em mercados para consumo, fornecimento para fazendas, sitios de pesque



29

pague, e formacéo de plantel de reprodutores. Devido a importancia que se da ao transporte para a
piscicultura, vém sendo cuidadosamente estudados métodos para diminuicdo de estresse,
(TAKAHASHI, et al., 2000). Pelo fato do estresse em peixe promover mudangas nos constituintes
bioquimicos, tais como aumento da glicose, elevacdo da permeabilidade da branquia fazendo com que
0 animal perca ions para 0 ambiente, essas alteracdes prejudicam o desenvolvimento do animal
(INOUE, et. al., 2005)

Para diminuir a mortalidade e facilitar o manejo dos peixes, evitando assim maior possibilidade
de estresse, 0s anestésicos sdo bastante administrados na piscicultura intensiva, sdo varias as
substancias quimica que podem ser utilizados nesse sentido, como por exemplo: a benzocaina (ethyil-
paminobenzoato), extratos de plantas, o 6leo de cravo e o mentol, dentre esses, a benzocaina é o
anestésico mais utilizado no Brasil por ser de facil obtencéo, baixo custo e ndo causar risco ao animal
(GIMBO et al. 2008). Segundo Carneiro, Urbinati e Martins, (2002), estudando o estresse em matrinxa
(Brycon cephalus), o uso da benzocaina ndo reduziu o estresse causado pelo transporte, atuando,
inclusive, como agente estressor adicional. O eugenol é uma substancia ativa presente no dleo de cravo
da India, cuja eficacia como anestésico vem sendo demonstrada por apresentar concentrages
eficientes e seguras para os peixes (VIDAL, et al., 2007). O uso de eugenol vem crescendo no setor
piscicola por ser uma substancia facil de ser adquirido, pelo baixo custo, pela boa velocidade de acéo,
diminui os efeitos do estresse causado pelo manejo e ainda apresentar baixos valores residuais na
carne. Esse composto vem sendo utilizado como anestésico ndo s6 para peixe, mais também para
outras espécies diferentes de animais (INOUE, et al., 2004).

Estudiosos na area de pesca como Oba, Mariano e Romagueira (2009) afirmam que as
branquias, o intestino e o figado sdo 6rgdos que refletem as principais a¢des do hormdnio cortisol nos
peixes, influenciando no balango hidromineral e no metabolismo energético. O cortisol interfere
também na reducdo do crescimento, na supressdo do sistema reprodutivo e imune. Outra caracteristica
desse hormonio é de interferir também no numero de peixes vivos transportados.

Os peixes permanecendo em ambientes cujos fatores como a variacdo na qualidade da agua,
manejo inapropriado, podem conduzi-los a uma situacdo de estresse resultando em deplecdo do
sistema imunoldgico, baixo crescimento e na sobrevivéncia (ADAMANTE, et al., 2008). Quando o0s
peixes sdo submetidos a captura, seja ela realizada por redes, anzdis ou pucas, eles tendem a fuga,
passam por posterior exposicdo aérea, resultando, entre outras respostas, no aumento da concentracéo
de lactato e ions H no mdsculo, substancias que podem ser detectadas na circulacdo sanguinea,
aumentando também concentragdes de cortisol e glicose (INOUE, et al., 2008). Fatores como
intensidade luminosa e até a cor da luz podem influenciar no comportamento dos peixes
(FAGUNDES, 2005).
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O estresse esta sempre presente na piscicultura, provocando queda no sistema produtivo e
imunoldgico e consequente surgimento de doencgas. As principais causas de estresse sao as praticas de
manejos, atitudes que precisam ser realizadas com muito cuidado. Para minimizar o problema, todo
produtor tem que procurar obter bastantes informacdes sobre esse processo, para que possa realizar o
manejo de forma adequada e consequentemente se beneficiar da producdo com maior rentabilidade.
Além de todos esses cuidados, recomenda-se a utilizacéo de dieta suplementada com niveis adequados
de vitaminas para cada espécie cultivada. (DINIZ; N; M HONORATO. A.C., 2012).

O alimento oferecido é de vital importancia para o cultivo intensivo dos peixes, é essencial
observar a qualidade do alimento, a frequéncia, quantidade que sdo oferecidas aos animais, um animal
pouco nutrido ficard estressado, prejudicando a homeostase do organismo (OBA; MARIANO;
ROMAGUEIRA, 2009).

Em virtude do alto estresse que os animais sdo submetidos durante a producao de alevinos, 0s
mesmos ficam com extrema facilidade de contrair doencas, acarretando um elevado grau de
mortalidade e prejuizos econdmicos na atividade. Com o objetivo de minimizar ou mesmo resolver
esses tipos de problemas, vérios estudos estdo sendo realizados nos Ultimos anos, visando a
substituicdo dos antibidticos elevando ainda mais a utilizacdo de um produto alimentar (probioticos) na

producdo animal, especialmente em cultivos de organismos aquaticos (NAYAK, 2010).

2.7 PROBIOTICOS

2.7.1 Probioticos e sua aplicacao no cultivo da tilapia

O probidtico é uma palavra derivada do latim e do grego, significa “pro-vida” ou “para vida”,
existem ainda varias outras defini¢cbes desde a sua descoberta (KARKOW, 2007). “A Organizacao
Mundial de Satde (OMS) define probidticos como “organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a satde do hospedeiro” (FAO, 2009). Estes beneficios sdo
adquiridos em virtudes da inibicdo da proliferacdo de agentes como microrganismos prejudiciais ao
epitélio de revestimento da mucosa intestinal e existem evidéncias da melhora no desempenho
zootécnico gracgas a uma melhoria na digestibilidade e facilidade na absorcao de nutrientes (NAYAK,
2010 a,b.).

Das diversas definicdes que temos dos probidticos podemos destacar as de Fuller 1989;

Sanders 1998; Irianto & Austin 2002, eles afirmam que “probidticos sdo como aditivos alimentares
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compostos por uma ou mais culturas de microrganismos que beneficiam a satde do hospedeiro através
do equilibrio da microbiota intestinal”.

Torres et al (2014), em suas pesquisas constatou que os efeitos das bactérias ndo patogénica,
fizeram um delineamento dos principais beneficios na utilizacdo dos probioticos nos animais (figura.
5). Ela demostra que alimentando os peixes com probidticos na aquicultura auxilia de maneira
expressiva no controle de infec¢des, além de melhorar a conversdo de alimentos em peso animal. A
contribuicdo mais importante e significativa destes tipos de alimentos e de estimular todo o sistema

imune dos animais.

Figura 5- Efeito das bactérias ndo patogénicas (Probi6tico) no trato intestinal
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Neste sentido, em relacdo as funcdes exercitadas pelos probidticos, Vendrell et al., (2008)
definiu de forma ampla e ainda mais completa, onde os mesmos seriam microrganismos benéficos ao
hospedeiro que além de favorecer o desenvolvimento e a estabilidade da microbiota, inibindo a
colonizacdo de patdgenos, estimulariam componentes especificos e inespecificos do sistema
imunoldgico.

Para a utilizacdo do probidtico deve-se fazer uma selecdo criteriosa, pois se o produtor
empregar 0S microrganismos inadequados, os efeitos podem ser indesejados ao hospedeiro, levando
em consideracdo que independente de sua fonte, esses organismos Vvivos devem ser capazes de
estabelecer-se, colonizar e multiplicar-se no trato digestério do hospedeiro, assim o produtor deve ter o
méaximo de cuidado com os agentes patoldgicos (GOMEZ; GIL e ROQUE, A. 1998).

A partir do momento em que o0s piscicultores se confrontam com o aparecimento de

determinadas patologias, muitos recorrem as drogas antimicrobianas (KESARCODI e WATSON et



32

al., 2008). Porem esse método ndo deve ser o Unico a ser utilizado como meio de prevencao
(AMABILE e CUEVAS et al., 1995; GRAM, et al., 2001), pois pode por consequéncia proporcionar
imunidade contra um numero ilimitado de doengas, contudo, ainda ndo foram desenvolvidas vacinas
contra um numero grande de patdgenos e assim poder atender os anseios dos aquicultores. Um dos
artificios muito utilizados hoje em dia sdo os imunoestimulantes, pois eles elevam resisténcia as
infecgdes por intermedio da inducdo da imunidade ndo especifica. A utilizacdo destes indutores torna-
se um meio eficaz para aumentar o quadro imunoldgico e promover maior resisténcia aos peixes.
Pesquisas nesta area estdo se acentuando cada vez mais e se desenvolvendo com relativa velocidade e
muitos desses produtos estdo sendo bastante utilizado na inddstria aquicola (SAKAI, 1999). Os
imunoestimulantes que fazem parte desse grupo sdo: vitaminas, agentes quimicos, tragos minerais,
componentes bacterianos, polissacarideos, fatores nutricionais, citoquinas e produtos derivados de
plantas e animais. (SIWICKI et al. 1990; SAKAI, 1999). Dietas com probidticos melhoram a
resisténcia ao estresse e consequentemente as infeccbes de etiologias variadas devido ao incremento
das respostas de defesa (VAL et al., 2006). Estes produtos sdo definidos como suplementos
alimentares constituidos a partir de microrganismos vivos que beneficiam a salde do hospedeiro
atraves do equilibrio da microbiota intestinal (FULLER, 1989; GATESOUPE, 1999).

Existem inGmeras outras funcgdes atribuidas aos probioticos, experimentos sugerem que as
ingestdes de microrganismos inofensivos (probidticos) promovem um efeito benéfico na flora
intestinal (TANNOCK, 1999). Quando adicionados a dieta, sdo capazes de modificar ou manipular as
comunidades microbianas, aumentando 0 crescimento e a sobrevivéncia de espécies criadas
(HOROWITZ e HOROWITZ, 2000).

Para uso em alimentos, os probidticos ndo devem ter apenas como caracteristica principal a de
ter a possiblidade de sobreviver a passagem pelo trato digestivo, precisam também ter a capacidade de
proliferar no intestino ao ser consumido, a fim de permitir sua sobrevivéncia durante essa passagem
(OLIVEIRA, 2007). As principais cepas utilizadas como probidticos sdo as pertencentes aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium (BADARO et al. 2008), e 0 uso da terapia com probidticos, até o
momento, tem uma vantagem que é a inexisténcia de efeitos adversos (MARTINS et al., 2005).

Alguns probidticos possuem fungdes bastante significativas na reducdo dos niveis de nitrogénio
e fdésforo, sendo importante no papel de decompor matéria organica, além de controlar diversas
substancias quimicas no organismo, como; a quantidade de amonia, nitrito e sulfeto de hidrogénio
(BOYD e MASSAUT, 1999).

Desses indutores que promovem o desenvolvimento fisico e atuam na melhoria da saude do
animal, podemos citar: os horménios, os antibidticos, ionoforos, sais e microrganismos, esses

atualmente sdo os mais utilizados (FULLER, 1992). O uso de quimioterapicos para o controle de
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doencas e principalmente de indutores que estimulam o desenvolvimento corpéreo vem sendo
cuidadosamente combatido (RAWLING et al., 2009), contudo, buscam-se alternativas mais viavel
para este fim.

Neste contexto, nos Gltimos anos estudos que compreendem o uso de substancias e alimentos
funcionais, que podem induzir melhoras na eficiéncia alimentar e no desempenho dos peixes, vem
aumentando significativamente (SANDERS, 1998; SAKAI, 1999, NAYAK, 2010), exemplo maior
desses suplementos séo os probidticos que cada vez mais vem sendo aprimorados.

Tabela 4 - Beneficios gerais proporcionados pelo uso de probi6ticos.

Potenciais, valores nutritivos e terapéuticos de alimentos funcionais contendo probi6ticos.

Melhor digestibilidade Degradacéo de proteinas, lipidios e hidrato de carbono.

. Niveis elevados de vitaminas do complexo B e de alguns aminoécidos
Melhor valor nutritivo S )
como: metionina, lisina e triptofano.

o Niveis reduzidos de lactose no produto e maior disponibilidade de
Melhor utiliza¢do da lactose

lactase.
Acéo antagodnica contra agentes Distarbio como: diarreias, colite mucosa, colite ulcerosa, diverticulite,
patogénicos entéricos inibicdo de adesdo a patdgenos.

Sobrevivéncia no acido gastrico, resisténcia a lisozima e a tensao
Colonizagdo do intestino o ) o ]
baixa intestinal, adesdo ao epitélio intestinal.
Converséo de potenciais pré-carcinogénicos em compostos menos
Acéo anti-carcinogénica perniciosos, agao inibitdria perante alguns tipos de cancro: cancro do
trato gastrointestinal por degradac&o dos pré-carcinogénicos.
Produc&o de inibidores da sintese de colesterol, utiliza¢do do
Acéo hipocolesterolémica colesterol por assimilacdo e precipitacdo com sais biliares
desconjugados.
Melhor produgdo de macrdfagos, estimulacdo de células supressoras e

Modulagéo imunitaria ) }
G-interferdo

Fonte: Revista - Probiotico e prebidticos, o estado da arte, USP

Estudos mostram que os efeitos benéficos causados pelos probidticos estejam relacionados ao
fato de que a microbiota intestinal pode evitar que os individuos adquiram algum tipo de infec¢fes e 0
descontrole desses microrganismos pode aumentar a possiblidade do animal contrair doencgas. Assim, 0
ecossistema bacteriano intestinal em condi¢bes normais € sindnimo de uma barreira efetiva em
0posicdo aos microrganismos patogénicos e oportunistas (KARKOW, 2007).

Segundo Amores et al. (2004) alguns dos mecanismos que caracteriza a atuagdo dos

probidticos sdo: competicdo com 0S microrganismos patogénicos por nutrientes e espaco fisico,
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competicdo por sitios de ligacdo, producdo de substancias antimicrobianas como bacteriocinas, acidos
graxos de cadeia curta, peroxido de hidrogénio e &cido latico e estimulo ao sistema imune.

Dentre 0s mecanismos de ac¢do mais importantes dos probidticos destaca-se a “exclusdo
competitiva”, através da qual as bactérias probidticas impedem a colonizacdo na mucosa por
microrganismos potencialmente patogénicos, por meio de competicdo por sitios de adesdo na mucosa,
competicdo por nutrientes, e através da producdo de compostos antimicrobianos (GUARNIER;
MALAGELADA, 2003). Os efeitos benéficos dos probidticos sdo baseados no conhecimento de que a
microbiota intestinal pode proteger os individuos contra infec¢bes e que o disturbio dessas populacdes
de microrganismos pode aumentar a suscetibilidade as infec¢bes. Os efeitos dos microrganismos sao
especificos de cada linhagem (cepa) e podem atuar tanto na modulacdo da microbiota intestinal como
no sistema imunolégico (LARAYER, 2005).

Nas Gltimas décadas, as pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de alimentos funcionais e
de substancias quimicas que promovam o aumento da eficiéncia alimentar e da taxa de crescimento
dos peixes, tem se intensificado bastante (OLIVEIRA et al., 2002), a elevacao da resisténcia do peixe
as doencas infecciosas (BARBOSA et al., 2005) e na reducdo do uso de farmacos como 0s
antibidticos, (KESARCODI-WATSON et al., 2008).

A forma de atuacdo dos imunoestimulantes pode ocorrer pela competicdo por locais de adesao
ao aparelho digestorio (WATKINS & MILLER, 1983; YAN et al., 2002), pela exclusdo competitiva
(OZAWA et al., 1978), por maior producdo de acido latico (FULLER, 1977), pode ocorrer também
atuando na diminuicdo da producdo de aminas toxicas com aumento da disponibilidade de
aminoacidos nos locais de absorcdo (KOZASA, 1989), por economia de energia e por aumento da
disponibilidade de vitaminas e enzimas (FULLER, 1989). E se tratando da digestdo dos alimentos, ela
pode ser afetada em virtude do funcionamento ideal das células das vilosidades intestinais, que
absorvem os nutrientes com maior eficiéncia quando bactérias benéficas estdo presentes em peixes.
(SILVA, 2008; HISANO et al., 2006)

Existe possibilidade que as bactérias aerébicas associadas ao trato gastrointestinal de peixes
produzirem enzimas digestivas que facilitam a digestéo do alimento (BAIRAGI et al., 2002). De todas
as principais caracteristicas benéficas que os probidticos possuem, podemos destacar como fator
fisiologico principal, promover reducdo da colonizacdo de bactérias prejudiciais & mucosa intestinal
inibindo sua aderéncia aos enterdcitos por meio da ligacdo com o glicocalix, esta ligagdo promove a
exclusdo competitiva de bactérias indesejaveis por meio da aderéncia aos sitios de ligacdo dos ente-
rocitos, nos diferentes segmentos do intestino, talvez essa seja a mais importante (FURLAN. 2005).

O uso convencional de drogas como antimicrobiano tem limitado 0 sucesso na prevengéo e

cura de doencas de organismos aquéaticos (SUBASINGHE, 1997). No entanto, os testes com probiotico
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na aquicultura vém apresentando resultados promissores na criacdo de larvas e pds-larvas e formas
jovens de peixes, moluscos, crustaceos e rds (PLANAS & CUNHA; 1999; DIAS et al., 2008;
KESARCODI-WATSON et al., 2008).

Na medicina veterinaria, quando a utilizacdo do probidtico € insuficiente se torna comum
utilizar os antimicrobianos para o tratamento de infec¢bes em animais, apesar da obediéncia de um
periodo de caréncia a ser estabelecido, diante dessas preocupacdes tem sido levantado com relacdo a
salde publica sobre a ocorréncia de antimicrobianos na cadeia alimentarem. (KAN: MEIJER, 2007).
Estes residuos podem incluir na sua forma original metabolitos e/ou conjugados (CHAFER -
PERICAS. 2010).

2.8 ANTIBIOTICOS.

2.8.1 A utilizacdo dos antibidticos na piscicultura em geral:

No Brasil, em aquicultura apenas a tilapicultura e a truticultura sdo autorizados para a
utilizacéo do antibiotico florfenicol nas unidades de producdo (GASTALHO et al., 2014)

E amplamente reconhecido que o uso extensivo de antibidticos na producdo de animais em
cativeiro contribui para o desenvolvimento de microrganismos patdgenos resistentes a antibioticos e
que essas bactérias podem infectar humanos e animais domésticos (KHACHATOURIANS, 1998;
AMERICAN ACADEMY OF MICROBIOLOGY, 1999; WEGENER et al., 1999; WILLIS, 2000).

Mesmo que ndo exista dados oficiais calculando os prejuizos econémicos provenientes de
doencas existentes nas pisciculturas brasileiras (BOSCARDIN, 2008), a presenca desses
microrganismos patogénicos no ambiente de cultivo pode se tornar um grande perigo para 0s peixes a
medida que 0s negocios aumentam e os sistemas de cultivo se intensificam (SHOEMAKER et al.,
2000; LIMA, 2007; EVANS, 2009; DELLA FLORA, et al., 2009).

Com o objetivo de melhorar o ganho de peso e o indice de conversdo alimentar (CA), a
utilizacdo de antibioticos ocorreu inicialmente de forma discreta, evoluindo posteriormente para a
utilizacdo ampla e generalizada na industria de alimentag&o animal (FLEMMING, 2005). Em todo o
mundo esta se desenvolvendo muito a restricdo ao uso de antibioticos em doses sub - terapéuticas
como aditivos na nutricdo animal, devido a possibilidade de proporcionar resisténcia bacteriana aos
consumidores. Para diminuir o consumo de antibi6ticos na dieta animal, uma das alternativas é o uso
da levedura do género Saccharomyces cerevisae, organismos, encontrados com muita frequéncia em

frutas citricas, cereais e vegetais. (FURLAN et al., 2004)
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Um elevado numero de microrganismos que causam enfermidades virais, bacterianas, fungicas
e parasitérias, pode representar uma grande ameaca tanto para o pescado em geral como para o
ambiente, também para os trabalhadores que estdo em contato direto com espécies utilizadas para o
cultivo e para o ecossistema no qual se encontram. As doencas infecciosas estdo incluidas na lista das
principais preocupacGes dos produtores e gestores da aquicultura mundial (KUBITZA, 2003;
KURCHEVSKI et al., 2010; ARAUJO et al., 2009).

Atualmente o grande desafio para garantir o0 sucesso na criacdo de peixes seria diminuir ou
mesmo extinguir o surgimento de doencas causadas por bactérias, tais como: Aeromonas spp, Vibrio
spp. Streptococcus spp. Pseudomonas spp. e Flavobacterium spp. A regulacdo e o controle do uso de
antimicrobianos na aquicultura mundial variam muito de um pais para outro. Em paises desenvolvidos,
como os pertencentes a Unido Européia, Estados Unidos, paises como o Canadé e Noruega, obedecem
a um numero limitado de produtos farmacéuticos registrados, e o controle regulatério € rigoroso e
eficiente; somado a estas condicBes, temos ainda melhorias na gestdo de producdo e desenvolvimento
de vacinas mais eficazes, resultando numa diminui¢do do uso de antimicrobianos (AKINBOWALE;
PENG; BARTON, 2006). No entanto, 90% da producdo aquicola ocorre em paises em
desenvolvimento, onde a regulamentacdo no uso de medicamentos e os controles sdo ineficientes e a
utilizacdo de antimicrobianos pelos produtores esta cada vez mais difundida.

A utilizacdo de antimicrobianos em peixes, que podem servir de fontes de alimento para o
homem tem gerado bastantes preocupacdes, pois a administracdo sem controle destes medicamentos
pode levar ao surgimento de bactérias patogénicas de grande resisténcia a esses farmacos. Desde o
século passado vem ocorrendo um aumento consideravel no consumo de peixes, a0 mesmo instante
ocasionando uma elevacdo na producdo aquicola, caracterizado pela grande densidade de peixe por
tanque e a utilizagdo de alimentos contendo antimicrobianos, (GARCIA et al., 2013).

O Ministério da Agricultura (MA) autoriza o0 uso de aproximadamente 35 antimicrobianos
como aditivos na alimentacdo para fins terapéuticos, muitos dos quais sdo de uso comum entre as
diversas espécies animais, como bovinos, suinos, aves, cdes, caprinos e peixes (BRASIL, 2013).

A producdo de tilapia do Nilo em tanques rede no Brasil tem como caracteristica as altas
densidades de estocagem (80 a 120 kg m-3) enguanto nos outros paises a densidade varia entre 2 a 50
kg m-3 (OUATTARA et al 2003). Nestas condig¢des o risco de doengas aumenta muito, tornando o
sistema muito mais dependente de insumos quimicos, principalmente os antimicrobianos (GARCIA et
al. 2013). Levando-se em consideracdo que o tratamento de doencas em peixes possibilita uma grande
discusséo a respeito da dificuldade de encontrar farmacos licenciados para utilizacdo na aquicultura, o
que obriga muitos piscicultores a administrar medicamentos nédo legislados para espécies diferentes ou

mesmo os remédios ndo legalizados, fazendo com que essa préatica errbnea se torne um problema
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mundial. Isto se justifica devido a caréncia de estudos clinicos e de pouco conhecimento teorico e
pratico relacionado com farmacos em organismos aquéticos (TELES e REYES 2014).

As drogas mais utilizadas na aquicultura s&o os antimicrobianos, desinfetantes, pesticidas e
outras substancias quimicas onde ndo se pode ter a convicgdo de um resultado positivo, isso devido aos
diversos efeitos negativos que causam ao ambiente aquatico e outros organismos, cOmo peixes e
humanos (VALLADAO; GALLANI e PILARSKI, 2015).

As bactérias patdgenas estdo sempre em contato direto com os peixes no meio ambiente, e as
doencas causadas por elas proporcionam enormes perdas econémicas (SHOEMACKER e KLESIUS,
1997). As enfermidades mais comuns de origem bacteriana que afetam os peixes em qualquer
ambiente aquético, tanto 4gua doce como salobra sdo motivadas pelas espécies Streptococcus iniae e
Aeromonas hydrophila (BUCHANAN et al., 2005; ALY et al., 2008a; HARIKRISHNAN et al., 2010,
WU et al., 2010; AL-HARBI, 2011). Todas essas causam doencas septicémicas (FIGUEIREDO et al.,
2006), letargia (SHELBY et al., 2002; MCNULTY et al., 2003), natacdo erratica, escurecimento da
pele, opacidade ocular e anorexia (SHELBY et al., 2002), promovendo também elevadas taxas de
mortalidades, causando grandes baixas na producdo piscicola (SHOEMACKER & KLESIUS, 1997;
KLESIUS et al., 2000, SALVADOR et al., 2005; RUSSO et al., 2006).

As doencas causadas pelo Streptococcus iniae que originam um elevado indice mortalidade
entre os peixes (BUCHANAN et. al., 2005; HARIKRISHNAN et. al., 2010, AL-HARBI, 2011) essa €
uma bactéria morfologicamente esférica e utiliza oxigénio como aceptor final sendo de respiracao
aerobica (PIER e MADIN, 1976). A septicemia causada pelas bactérias do género Streptococcus sp:
afetam todos os tipos de peixes, tanto os criados em cativeiros quanto os de vida livre (AUSTIN e
AUSTIN, 1999). Tratamento com antibidticos para infecces por Streptococcus iniae ndo tem tido
muito sucesso (KLESIUS et al., 2000), por essa razdo farmacos de outros grupos quimicos vém sendo
pesquisados no sentido de desenvolver terapias alternativas.

Os primeiros relatos de infec¢es em peixes foram realizados em trutas arco-iris (HOSHINO et
al., 1958) e apds este fato, estudos mais profundos procuram identificar espécies de microrganismo
que causam enfermidades, tais como: S. disgalactiae, S. agalactiae, S. parauberis e S. iniae
(DOMEENECH et al., 1996).

O Streptococcus iniae é uma bactéria capaz de causar doencas invasivas, € de natureza Gram-
positiva, pode promover epidemias no ambiente da piscicultura, (WEINSTEIN et al., 1997; AL-
HARBI, 2011). A infecgéo causada pelos Streptococcus iniae em tilapias resulta em um decréscimo no
hematocrito e consequentemente diminui 0 numero de heméacias (MCNULTY et al., 2003),
proporcionando um numero maior de mortalidade e reducdo no desenvolvimento do animal
(SHOEMAKER e KLESIUS, 1997; PERERA et al., 1994). Além disso, peixes sem sintomas da
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doenca podem transmitir a infeccdo e comprometer toda a producdo (SHOEMAKER et al., 2001;
BUCHANAN et al.,, 2005). Uma das espécies de peixe mais susceptiveis a esta bactéria
comprovadamente € a tilapia do Nilo (SHOEMAKER e KLESIUS, 1997; PERERA et. al., 1994).

Hoje na aquicultura os antibidticos que tem autorizacdo dos 6rgdos competentes e que podem
ser utilizados sé@o os seguintes: oxitetraciclina, florfenicol, sarafloxacina, eritromicinas e sulfonamidas
potencializados com trimetropim e ormetropim (FAO, 2012). Os piscicultores brasileiros dispdem
apenas de dois ingredientes antimicrobianos ativos, disponiveis e licenciados para a criacdo de peixes;
o florfenicol e o oxitetraciclina, contudo apenas o florfenicol é recomendado, especialmente para a
criacdo de tilapia, (SINDAM, 2016).

Tabela 5- Apresentando as doses recomendadas na literatura para o tratamento das doencas bacterianas importantes

para peixes tropicais que ocorrem na piscicultura nacional com os antibacterianos licenciados para uso no Brasil.

Periodo de

Antibacteriano Patogeno Referéncia
Tratamento
3 20a40 . o
Streptococcus agalactiae 10 dias Oliveira et al., 2017
ma/kg
Streptococcus iniae 15mg/kg 10 dias Gaunt et al., 2010a
Francisella. noatunensis subsp. orientalis 15mg/kg 15 dias Soto et al., 2010
Florfenicol
orrenico Flavobacterium columnare 10mg/kg 10 dias Gaunt et al., 2010b
Aeromonas spp. 10mg/kg 10 dias Noga, 2010
Edwardsiella tarda 10mg/kg 10 dias Austin et al., 2012
Edwardsiella ictaluri 10mg/kg 10 dias Austin et al., 2012
S. agalactiae 100mg/kg 10 dias Darwish et al., 2002
S. iniae 100mg/kg 10 dias Darwish et al., 2002
F. columnare 100mg/kg 10 dias Noga, 2010
Oxitetraciclina
A. hydrophila 100mg/kg 10 dias Noga, 2010
Edwardsiella tarda 55mg/kg 10 dias Austin et al., 2012
Edwardsiella ictaluri 55mg/kg 10 dias Austin et al., 2012

Fonte: Panorama da aquicultura - 2015

Uma equipe de pesquisadores da EMBRAPA Meio Ambiente (SP) e da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP) determinou o tempo necessario para que o antibiético sulfametazina (SMZ2)
seja eliminado do muasculo (filé) da tilapia de cultivo (Oreochromis niloticus). As analises
determinaram que ap6s o tratamento por 11 dias, o nivel maximo de bioacumulacdo de SMZ em
musculo de tilapia foi de 1,6 mg/kg. Em cerca de 15 dias o animal elimina praticamente a totalidade do
medicamento do organismo e, em dez dias, ja apresenta niveis aceitaveis pela Comunidade Europeia.
Publicado em abril no periddico holandés Chemosphere, o trabalho recebeu destaque na imprensa
especializada internacional Feed Navigator, Aquahoy. (CANADA-CANADA, et al 2009). Na

literatura até agora ndo houve esse tipo de teste com o florfenicol.


https://www.embrapa.br/meio-ambiente
http://www.unicamp.br/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653518300365#sec4
https://www.feednavigator.com/Article/2018/04/04/Tilapia-trial-aimed-at-setting-parameters-for-medicated-feed
https://www.aquahoy.com/i-d-i/nutricion/31499-tilapia-establecen-parametros-de-antibioticos-para-piensos-medicados
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2.8.2 O antibiotico Florfenicol

O Florfenicol é um antibidtico sintético com atividade bacteriostatica por meio da inibicdo da
sintese proteica dos microrganismos susceptiveis, ele é indicado a animais de pequeno, médio e grande
porte. E um produto muito utilizado no tratamento de infeccdes gastrointestinais (diarreias), infeccdes
respiratorias (pneumonias), pododermatites, metrites e ceratoconjuntivite infecciosa. Deve-se tomar
precaucdo com os devidos ajustes de acordo com o peso do animal e sua enfermidade. O ideal €
utiliza-lo com ajuda de um profissional da area, um veterinario que possa orientar na aplicacdo desse
farmaco, caso contrario podera acontecer consequéncias irreversiveis principalmente na criacdo de

peixes.

Figura 6 — Configuragdo quimica do florfenicol que é usado na
aquicultura e é licenciado para o controle da septicemia entérica em

peixe.
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Fonte: UNINOVE, (2010).

2.8.3 A utilizacdo de antimicrobianos (antibidticos) no ambiente aquatico.

No momento em que produtores se deparam com o surgimento de doencas, a grande maioria
recorre as drogas antimicrobianas (KESARCODI-WATSON et al., 2007). Diversos farmacos séo
utilizados para tratar doencas infecciosas na aquicultura. No entanto a incidéncia de microrganismos
resistentes a drogas tem se tornado um grande problema para a piscicultura mundial (AOKI, 1992).

A forma mais comum na administracdo de agentes antimicrobianos na aquicultura é o uso de
antimicrobianos misturado a racdo ou colocando os compostos diretamente na agua, esse processo é
denominado de terapia de imersdo. Estas praticas podem resultar numa administracdo exagerada de
agentes antimicrobianos e transferéncia de grande quantidade desses antibidticos ndo sO para 0s
animais, mas também para o0 meio ambiente, consequentemente o uso de agentes antimicrobianos na
aquicultura resulta em um amplo impacto sobre as bactérias ambientalmente relevantes.

As substancias potencialmente toxicas podem ser degradadas na natureza de duas maneiras, pelos
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processos abioticos e processos bioticos fato esses que ocorrem normalmente. Contudo varias dessas
bactérias tem uma capacidade muito grande de resisténcia a esses processos de degradacgdo, por esse
motivo sdo capazes de persistirem nesse ambiente por longos periodos de tempo. O descarte continuo
no ambiente de uma substancia persistente pode levar a sua acumulacdo em niveis ambientais
suficientes para resultar em ecotoxicidade (COSTA et al., 2008).

Existe uma estimativa que 70 a 80% das drogas administradas na aquicultura possui a capacidade
de atingir o meio ambiente. Os antibidticos utilizados na ra¢do dos animais poucos sao absorvidos na
sua totalidade. Entre peixes ndo saudaveis € comum a taxa de ingestdo ser ainda mais baixa devido a
reduzida palatabilidade da dieta. (LUTZHOFT et al. 1999)

O possivel risco a saude do ser humano por consequéncia do emprego de medicamentos
veterinarios em alimentos que podem estar associados a falta de cumprimento das leis, permitindo que
0s mesmos (antibidticos, por exemplo) atinjam aos niveis acima dos limites maximos recomendados
pelas autoridades competentes. Isto pode ocorrer quando o individuo adota o produto e nédo prioriza as
boas praticas de utilizagdo de medicamentos veterinarios, fato este, quando o piscicultor ndo segue as
especificacbes determinada de uso. Os antibidticos utilizados na aquicultura com a finalidade do
controle de infeccdes tém se mostrado limitados quanto a prevencdo ou cura, sendo que sua utilizacéo
expressiva tem elevado a pressdo de selecdo sobre os microrganismos do sistema aquicola, tornando-o0s
mais resistentes (VERSCHUERE et al., 2000a).

Temos alguns exemplos de interagdes comuns entre alimentos e medicamentos, as quais
podem resultar em mudancas nos efeitos farmacoldgicos ou na biotransformacdo dos farmacos,
modificando a utilizacdo dos nutrientes, comprometendo a eficacia terapéutica dos medicamentos e a
manutencdo do estado nutricional do individuo. Medicamentos &cidos fracos, como o &cido
acetilsalicilico, os aminoglicosideos, barbituricos, diuréticos, penicilinas e sulfonamidas, outro
nutriente que pode afetar a acdo de alguns medicamentos € a tiramina, essa substancia se encontra
presente em alguns alimentos, como por exemplo, queijos fermentados, iogurte. (MOURA, et al.
2002).

2.8.4 As consequéncias no uso do antibidtico na aquicultura (antimicrobianos).

Os residuos antimicrobianos podem causar uma alta toxidade ou até mesmo promover reagoes
alérgicas em alguns animais hipersensiveis, além disso, alimento consumido por longos periodos
contendo baixa concentracdo de antimicrobianos pode levar o individuo a criar resisténcia aos
medicamentos e também eles se caracterizam em grupos, tomando como base sua estrutura quimica ou
seu mecanismo de acdo (FERNANDEZ TORRES et al. 2011),
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Quimicamente os antimicrobianos podem ser divididos em diferentes subgrupos: os beta-
lactanos, os quinolonas, as tetraciclinas, sulfonamidas entre outros. S& moléculas de extrema
complexidade e muitas vezes podem apresentar diferentes fungdes quimicas dentro da mesma
molécula, portanto sob diferentes condi¢fes de pH. Os antimicrobianos possuem caracteristicas
neutras, catidnicas, anionicas ou zwitteriénicas (KUMMERER, 2009a).

O exagero na utilizagdo de antibioticos na producdo animal vem resultando numa elevacdo do
nimero de bactérias comensais e patogénicas resistentes a agentes antimicrobianos, esse fato vem
demostrando em um dos principais problemas para a salde publica em todo o mundo (SORUM e
ABEE-LUND, 2002; RIVERA-TAPIA, 2003). Os diversos tipos de bactérias que passaram a se tornar
resistentes a antibioticos sdo encontrados em diferentes nichos ecolégicos. Dentre esses, podemos citar
0 ambiente aquético, que é considerado como um dos mais eficientes para a selecdo de populagtes
bacterianas resistentes, assim como a troca de genes de resisténcia (ALl ABADI e LEES, 2000;
WEGENE e MOLLER, 2000).

Foi observado em alguns trabalhos nessa area, que ao consumir o peixe tratado com
antibidticos, a principal preocupagdo seria o fato do surgimento de bactérias resistentes e
consequentemente serem transferidas para o homem, e como respostas poderia acarretar
provavelmente as seguintes consequéncias diretas: aumento da frequéncia da ineficiéncia dos
medicamentos no tratamento do individuo, aumento da severidade das infec¢Bes, prolongamento no
tempo de duracdo das doencas no hospedeiro, aumento do tempo de hospitalizagdo e da mortalidade,
uma maior permanéncia do microrganismo na corrente sanguinea, sdo fatores que servem de alerta a

toda comunidade cientifica.

29  ANATOMIA EXTERNA DA TILAPIA DO NILO.

Anatomicamente a tildpia do Nilo possui o corpo dividido em trés regides: cabeca, tronco e
cauda. A cabeca estende-se da extremidade da boca até a abertura do opérculo, o tronco vai do
opérculo até o orificio anal, a partir dai se tem o inicio da cauda. A boca encontra-se na posicao
terminal, e em cada lado da cabega contém um olho, os quais ndo possuem palpebras. Atrés dos olhos
existe uma placa em forma de meia-lua, o opérculo, que serve como tampa para a cavidade branquial.
Oreochromis niloticus apresenta quatro pares de branquias, cada uma, formada por um arco branquial,
onde se inserem os filamentos branquiais. No meio das branquias estdo as fendas branquiais, local de
passagem da agua.

E um peixe de escamas, corpo elevado e comprimido, possui coloracdo verde-oliva prateada,

com sombras verticais negras, a cor da nadadeira dorsal também é verde-oliva, com uma linha
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vermelha e branca até cinza-escuro com pontos obliquos, ja a nadadeira caudal é ponteada na por¢édo
dorsal vermelha ou amarela na porcdo ventral, esse peixe pode atingir em média 45 cm de
comprimento e 2,5 kg de peso. Além de mostrar diferentes adaptacdes evolutivas dos peixes ao meio
aquatico, as caracteristicas externas destes animais, algumas internas, como exemplo, o namero
de vértebras, sdo fatores importantes para a sua classificagdo. A forma do corpo dos peixes "tipicos"
basicamente fusiforme, ¢ uma das suas melhores adaptagoes a locomogao dentro d’agua’ A maioria dos
peixes pelagicos, especialmente os que formam cardumes ativos esses apresentam esta forma
caracteristica. No entanto, hd bastantes variacbes a esta forma tipica, principalmente entre
0s demersais e nos peixes abissais (que vivem nas regides mais profundas dos oceanos), nestes
ualtimos, o corpo pode ser globoso e apresentar excrescéncias que servem para atrair as suas presas. A
variacdo mais dramatica do corpo dos peixes encontra-se nos Pleuronectiformes, ordem a que
pertencem os linguados e as solhas, nestes animais, adaptados a viver escondido em fundo de areia, o
corpo sofre mudanca durante o seu desenvolvimento, de forma que os dois olhos ficam do mesmo lado
do corpo, direito ou esquerdo, de acordo com a familia. Muitos outros peixes demersais tém o corpo
achatado dorsoventral é uma forma de defesa para melhor se confundirem com o fundo. Alguns, como
0s gbbios, que sdo peixes muito pequenos que vivem em estuarios, e possuem as nadadeiras
exclusivamente localizadas na regido ventral de seu corpo, transformadas num botdo adesivo, para
evitarem serem arrastados pelas correntes de maré, os Anguilliformes (enguias, congros e moreias)
tém o corpo em forma de serpente, assim como algumas outras ordens de peixes. (FIGUEIREDO et al.
2008).

Figura 7 - Foto da tilapia do Nilo em estudo, morfologia

externa.



https://pt.wikipedia.org/wiki/Evolu%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/V%C3%A9rtebra
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fusiforme
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pel%C3%A1gico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cardume
https://pt.wikipedia.org/wiki/Demersal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fossa_abissal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Esfera
https://pt.wikipedia.org/wiki/Preda%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pleuronectiformes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Linguado
https://pt.wikipedia.org/wiki/Solha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Areia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Olho
https://pt.wikipedia.org/wiki/Taxonomia_de_Lineu
https://pt.wikipedia.org/wiki/Demersal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dorsiventral
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gobio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estu%C3%A1rio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nadadeira
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ventosa_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mar%C3%A9
https://pt.wikipedia.org/wiki/Anguilliformes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Anguilliformes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Moreia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Serpente
https://pt.wikipedia.org/wiki/Taxonomia_de_Lineu

43

2.10 MORFOLOGIA DO CANAL ALIMENTAR.

2.10.1 Aspecto histoldgico geral do tubo digestorio.

Nos peixes teledsteos o canal alimentar apesar de ser considerado mais simples que os demais
vertebrados superiores realizam com éxito varias fungdes. Um dos principais requisitos para o bom
desenvolvimento da piscicultura é o conhecimento adequado da biologia da espécie utilizada no
cultivo (SILVEIRA, et al 2009)

O trato digestério € o tubo que vai da boca ao anus pelo qual passam os alimentos.
Anatomicamente ele é subdividido em: cavidade oro-branquial, Intestino anterior representado pelo
esdfago e estbmago, intestino médio o propriamente dito, intestino posterior onde encontramos o reto.
Os varios tecidos e 6rgdos relacionados estdo envolvidos com a apreensdo, mastigacdo e degluticéo,
seguidas da digestdo, absorcdo dos nutrientes e excre¢do. (GROSELL et al., 2011).

Os peixes apresentam um esdfago com tubo curto e reto de paredes espessas, ligando a faringe
até o estbmago ou ao intestino, dependendo da espécie. Anatomicamente o esd6fago é projetado
principalmente para a passagem de alimentos. A transicdo do es6fago/estdmago ndo é claramente
demarcada anatomicamente em teledsteos, existe uma diferenca no tipo de fibras musculares, passando
de fibras musculares estriadas no esofago para fibras musculares lisas do estomago (GROSELL et al.,
2011). Outra caracteristica na morfologia que pode apresentar seria observada com o surgimento de
glandulas gastricas, no entanto esta transi¢cdo se da de forma gradual, revelando a zona de transicdo
entre os dois 6rgaos (KAPOOR et al., 1975). Apds passar pelo esdfago, o alimento entra no estbmago
onde se observa trés regides distintas: a regido cardiaca, a regido flndica e a regido pilérica onde se
encontra um musculo histologicamente modificado no final do érgdo denominado esfincter que tem a
funcéo idéntica aos mamiferos (GROSELL et al., 2011).

O estdbmago armazena o alimento desempenhando fungdes mecanicas misturando o contetdo
estomacal promovendo a digestdo dos alimentos. Histologicamente esse érgdo apresenta uma mucosa
com varias células glandulares enddcrinas e secretoras exdcrinas, células que produz muco e células
que secretam o pepsinogénio, acido cloridrico e enzimas digestivas (RUST, 2002; ROTTA, 2003).
Logo em seguida vem o intestino é um tubo relativamente simples, iniciando na valvula pil6rica e
terminando no reto, ndo sendo separado, como nos animais superiores em intestino delgado do
intestino grosso, como nos mamiferos onde a mucosa intestinal de peixes teledsteos tem inimeras
projecdes ou pregas da mucosa, sendo equivocadamente denominadas de “vilos” (Figura. 9), sem
criptas na base e que possuem celulas indiferenciadas, sofrem sucessivas mitoses para formagdo das

células epiteliais do “vilo” (JOBLING, 1995). Além da funcdo de digestdo e absorcéo, o intestino pode
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desempenhar outras fungbes, como auxiliar na osmorregulacdo ou na respiragdo. Ha uma ampla
variedade de estruturas especializadas encontradas no intestino de diferentes espécies de peixes.

O desempenho produtivo depende das caracteristicas sanitarias e estruturais do animal, um
peixe sem alteracbes morfologicas teciduais pode representar: ganho em peso, menor tempo de
crescimento e melhor aproveitamento do alimento. O manejo, como densidades populacionais é
especifico para cada tipo de sistema de producédo e condi¢do ambiental podendo levar a modificagdes
estruturais de 6érgdos de uma determinada quantidade de peixes, principalmente em sistemas de
confinamento como tanques-rede, que, em primeira instdncia pode ndo mostrar alteragdes na
produtividade (MALLAT, 1985; MONTEIRO et. al. 2005).

Para estudarmos melhor sobre o aspecto da piscicultura em geral, é importante que saibamos
sobre sua organizacdo morfoldgica estrutural e os principais 6rgaos envolvidos no comportamento
fisiolégico das espécies. O conhecimento da estrutura histolégica do canal alimentar dos peixes é
importante para fornecer informacgdes para os estudos sobre a nutricdo, de forma a atender as
exigéncias nutricionais para adequado desempenho e saude dos peixes. (JOBLING, 1995).

A avaliacdo de novos ingredientes para alimentacdo depende primeiramente das respostas
zootécnicas dos animais nutridos por determinados produtos (BENGSTON, 1993). As variacdes no
desenvolvimento dos peixes podem ser atribuidas as diferencas interespecificas das caracteristicas de
seu trato digestdrio e a eficiéncia com que o alimento ingerido é capaz de ser assimilado e digerido. A
habilidade dos peixes em processar os alimentos é essencial para seu desenvolvimento e depende da
estrutura do epitélio e das “vilosidades intestinais”, do perfil enzimatico de seu canal alimentar e de
sua capacidade adaptativa (KUPERMAN e KUZ’MINA, 1994).

Estudos mais detalhados empregando a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) revelaram
que tais “vilosidades” sdo na verdade projecdes da mucosa. O desenvolvimento eficiente e saudavel
dos animais passa obrigatoriamente pelo fornecimento de uma dieta que satisfaz as necessidades
basicas de crescimento, contendo concentracGes proximas do ideal e seus diversos componentes,
aliados a tecnologia de preparacdo. A estocagem, a concentragdo de vitaminas e minerais, a
biodisponibilidade dos nutrientes sdo exemplos de parametros que interferem no desenvolvimento do
animal (NAVARRO et al., 2007).

As lesdes histoldgicas sdo indicadores da salde e estresse ambiental (SANTOS, 2010),
ambiente que pode resultar em estressores quimicos, fisicos ou bioldgicos induzem reac¢6es nos tecidos
causando distarbios circulatorios, como congestéo, telangiectasia, vasos finos superficiais cutaneos,
edema e a proliferacdo de células como a hiperplasia epitelial e de células mucosas, alem de processos
inflamatdrios que podem levar a necrose dos tecidos (GARCIA-SANTOS et al., 2007)



45

Na tentativa de aperfeicoar o aproveitamento dos ingredientes ingeridos, 0s peixes apresentam
capacidade de adaptacdo dos processos digestivos, tais como: perfil e secre¢do enziméticos; absorcao e
transporte de nutrientes. O estudo morfoldgico revela o desempenho no processo digestivo, absortivo e
metabolico nos diferentes animais (LUNDSTEDT, 2003), além de ser uma barreira seletiva que
permite absorcao de nutrientes e exclui muitas substancias toxicas (BUDDINGTON; KROGDAHAL;
BAKKEMCKELLEP, 1997) pode também revelar as diferentes adaptacGes do trato digestorio em
fungdo a dieta ofertada (LIQUORI, et al. 2007 & DOMENEGHINI, et al. 2005). Portanto, o estudo
histologico é essencial para a tomada de decisdo quanto ao tipo de fonte de alimento que pode ser
recomendada para alimentacdo de peixes (EVANS, et al. 2005; ROMARHEIM, 2008).

O conhecimento histolégico do sistema digestorio dos peixes tem extrema importancia na
elaboracdo de dietas que atendam as exigéncias nutricionais dos peixes, pois as modificagdes no

sistema digestario estdo relacionadas com o habito alimentar (SILVEIRA, et al. 2009).

Figura 8- Tecido Epitelial (TE). Células caliciformes (Goblet)

(CC) das pregas da mucosa do intestino de peixe. Coloracéo
PAS.

2.10.2 Pregas do Intestino de tilapia do Nilo

Anatomicamente o sistema digestorio entre espécies de uma mesma familia de peixe sdo muito
parecidos, mesmo havendo algumas excec¢des, sabe-se que a digestdo € uma acdo coordenada por
atividades de inimeros fatores, tais como: fisicos, quimicos, bioldgicos etc. que tem inicio quando o
alimento penetra na cavidade bucal e termina quando é excretado nas fezes através do anus (RUST
2002). A organizacdo do aparelho digestorio nos peixes se relaciona com sua nutricdo e habitat,

provocando variacfes morfologicas de carater permanente, como evolucdo filogenética ou caréater
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temporario modificagdes no ciclo ontogenético. Os ciclideos podem se caracterizar por apresentarem
dentes na mandibula, na maxila e na faringe, sendo estes fatores importantes na taxonomia desta
familia (GOLDSTEIN, 1988).

Morfologicamente a boca da tilapia do Nilo possui dentes bem rudimentares, sendo classificada
como onivora-planctéfaga, mostrando que sua dieta se baseia em organismos fitoplanctonicos e
zooplanctdnicos que é caracteristico ao tipo de dente (CAMARA e CHELLAPPA. 1996). As tilapias
possuem de um a cinco fileiras de dentes mandibulares juntamente com os dentes faringianos que
promovem a trituracdo dos alimentos em fragmentos menores nessa regido, facilitando assim sua
digestdo (BOWEN, 1982).

O tubo digestorio € relativamente simples, tendo inicio na regido da valvula pilérica e
terminando no reto. Esse 6rgdo possui glandulas digestivas e € irrigado por inimeros vasos sanguineos
e linfaticos, onde se completa a digestdo iniciada no estdmago (ROTTA, 2003). Uma caracteristica
bésica do intestino de peixes teledsteos € a presenca de dois segmentos intestinais: o intestino superior,
onde se observa como caracteristica principal a presenca de uma moderada quantidade de células de
Goblet (do inglés célice ou taca) em relagdo ao intestino inferior, este por sua vez possui uma tunica
muscular mais delgada em comparag¢do com o superior. Outra caracteristica basica ¢ a diferenca de um
epitélio cilindrico de células secretoras e de células absortivas na mucosa do intestino superior para um
epitélio de células cilindricas ou prisméaticas que sintetizam quase que exclusivamente muco no
intestino inferior. De um modo geral, as porc¢des intestinais que apresentam células mais complexas

estdo envolvidas com processos absortivos (SMITH, 1989).

Figuras 9 e 10- Estrutura da boca e cavidade do corpo e da tilapia.

R ol SRl B _
Fonte: Atlas de dissecacdo de vertebrados, INTERNET. 2006.

A mucosa do intestino da tilapia apresenta um epitélio do tipo simples cilindrico com borda
estriada e numerosas células caliciformes, seguido por uma lamina prépria de tecido conjuntivo e uma
camada muscular da mucosa bem definida. Em todo o intestino observou-se a presenca de uma

muscular da mucosa separando a lamina propria da submucosa. A camada muscular é composta por
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uma camada circular interna e outra longitudinal externa de musculo liso, a serosa esta presente em
todo o intestino, consistindo de uma camada Unica de células planas (mesotélio).

As tildpias ndo apresentam cecos piléricos, mas em compensagdo possuem um intestino que
pode variar de 7 a 14 vezes o comprimento do corpo, o qual pode compensar a auséncia dos mesmos

(POPMA e LOVSHIN, 1995).

Figura 11 - Intestino de tilapia corado com HE. Mostrando todas
as camadas da parede intestinal, desde a serosa (S) até a mucosa,
destacando as camadas musculares lisas (CM) e com a lamina

prépria e o epitélio (E).
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2.11 FIGADO (HEPATOPANCREAS)

O figado é um 6rgao importante que pode ser fisiologicamente sobrecarregado na utilizacdo de
determinados farmacos, ele se localiza na regido central da cavidade do corpo, desempenhando
inimeras func@es vitais para o metabolismo bésico dos vertebrados (ARIAS et al., 1998; GINGERICH
e DALICH, 1982), dentre as quais se inclui a capacidade de acumulacédo, biotransformacao e excrecéo
de compostos xenobidticos (MEYERS e HENDRICKS, 1985). Os hepat6citos podem ser considerados
alvos primarios da toxicidade de uma substdncia, o que caracteriza o figado como um o0rgao
biomarcador da poluicdo ambiental (ZELIKOFF, 1998).

Existem algumas funcbes exercidas pelo figado que sdo de vital importéncia, destacam-se
como exemplo: producdo de proteinas para atuar em diversas partes do corpo, ureia para a retirada da
amOnia como efeito detoxificante, sintese de diversos aminoacidos e formacdo de proteinas
plasméaticas (HONORATO et al. 2013). Assim, uma disfuncdo hepética grave, causada por Vérias

etiologias, se estendendo por um longo periodo, podera promover danos irreversiveis (RASKOVIC et
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al. 2011), como uma evidente diminuicdo da taxa de crescimento e até mesmo morte do animal.
Contudo, o conhecimento da histologia do figado de peixes € de interesse comercial e de grande
importancia para a compreensdo das alteracfes neste 6rgao, seja patoldgica, ou relacionada a doencas
infecciosas, seja proporcionada por sobrecarga ou deficiéncia de nutrientes nas dietas administrada.
(HONORATO, 2013). Uma das mais importantes funcdes do figado é de filtrar e eximir o sangue que
vem do intestino, de qualquer substancia estranha ou poluente sendo assim, um dos possiveis métodos
para se avaliar os efeitos de poluentes e outros agentes em peixes de dgua doce é o exame dos 6rgdos
para verificacdo de mudancas morfologicas (SALEH, 1982).

O figado (hepatopancreas) da tilapia do Nilo apresenta fungdes idénticas aos mamiferos, dentre
as mais importantes podemos destacar: a producéo de bile, desintoxicacdo de substancias prejudicial
ao organismo, assimilacdo de nutrientes, manutencdo da homeostase metabdlica do animal, sintese e
processamento de carboidratos, proteinas, lipidios e vitaminas. O figado possui um grande papel na
sintese de proteinas plasmaticas, como; producdo da albumina e do fibrinogénio. Histologicamente o
figado possui diferencas entre as varias espécies, mas também existem caracteristicas comuns que
estdo presentes na maioria delas, contudo estruturalmente o figado pode variar muito de acordo com o
sexo, idade e o tipo alimentacdo disponivel (especialmente no que diz respeito ao conteldo de
carboidrato e gordura), ou mesmo temperatura, com intervencdo do sistema enddcrino fortemente

ligado ao meio ambiente influenciados pelas condi¢des de criacdo (GENTEN et al., 2009).

2.11.1 Aspectos morfofisioldgicos do figado do peixe.

Figura 12 - Figado normal de Oreochromis niloticus

mostrando dois lobos hepaticos: esquerdo (E) direito (D).
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O parénquima do hepatopancreas é formado por tecido pancreatico exdcrino intra-hepatico,
com arranjo de &cinos, sendo que a maior parte dele é constituida pelos hepatécitos e apresenta
também um sistema de condutos que drenam a bile. Hepatdcitos sdo células poliédricas, idéntica aos
mamiferos e bastante volumosa, apresenta um ndcleo central e nucléolo evidente caracteristico,
histologicamente se arranjam como corddo macico dispostos em duas camadas celulares, lateralmente
encontra-se vasos capilares (sinusdides). Os ductos biliares sdo geralmente vistos proximos a veia
porta e sdo revestidos por epitélio cubico simples (VICENTINI et. al., 2009; TORRES et al., 2010).

Figura 13 - Figado hipertrofiado, com fragilidade tecidual,
presenca de gordura de Oreochromis niloticus mostrando dois
lobos hepaticos: esquerdo (E) e direito (D)

¥ U Y R

No interior do parénquima hepéatico o pancreas é separado por cordes de hepatdcitos e por
meio de uma camada delgada de septos de tecido conjuntivo, formando uma massa de células acinosas
serosas em forma de piramide, o ndcleo das células é esférico e o citoplasma contendo granulos de
zimogénio (GENTEN et al., 2009)

No Figado (hepatopéncreas) observou-se a presencga de ductos biliares com epitélio cilindrico
simples, (Figura 12) com células altas, citoplasma de coloragdo acidofila e nucleo ovalado basofilo
situados na base das células, sendo acompanhados por arteriolas e envolvidos por tecido conjuntivo
frouxo. A por¢do pancreéatica apresentou-se distribuida por toda a extensdo do figado. No entanto,
apenas a porc¢do exdcrina foi identificada com células acinosas, citoplasma com tendéncia a coloracao
basofila e ndcleo oval também basdfilo. Estas células organizavam-se em pequenos grupamentos
circulares, com ductos pancreaticos ao redor. Foi possivel a visualizagdo de granulos de zimogénio 0s
quais se apresentaram eosindéfilos, por fim, havia uma camada serosa circundando o 6rgao, composta

por tecido conjuntivo frouxo e epitélio pavimentoso simples. (GROSELL et al., 2011).



50

As alteracdes histopatoldgicas podem ser o resultado de mudancas bioquimicas e fisiologicas
adversas em um organismo. Assim sendo, a histopatologia pode indicar rapidamente 6rgaos-alvo,
tecidos, células e organelas que estejam afetadas, em muitos casos sdo possiveis distinguir lesGes
induzidas por substancias toxicas originada de lesdes provenientes de doencas infecciosas. Hinton e
Laurén (1990) e Bernet et al. (1999) descreveram que dentre as estruturas indicadas para o estudo
histopatoldgico em peixes, destacam-se principalmente 6rgaos expostos permanentemente a potenciais
agentes toxicos no ambiente aquéatico é o caso dos rins e o figado por serem Orgdos essenciais ao
metabolismo, a excrecdo de metabolitos e a osmorregulacéo.

O figado é um o6rgéo responsavel pelo metabolismo da grande maioria das substancias toxicas
podendo sofrer alteracbes estruturais e metabdlicas mediante a exposicdo de poluentes, alimentos,
toxinas, parasitos e diversos micro-organismos (ARELLANO et al., 1999; GERNHOFER et al., 2001;
FANTA et al., 2003; AU, 2004; BOMBONATO et al., 2007). Essas alteracbes podem refletir em uma
variedade de processos patoldgicos com possibilidade de levar até a morte do animal (HIBIYA, 1982).

Os hepatdcitos podem ser considerados alvos primarios de substancia toxicas, o que caracteriza
o figado como um 6rgdo biomarcador da poluicdo ambiental (ZELIKOFF, 1998). Alteraces como
vacuolizacdo dos hepatocitos, reducéo do estoque de glicogénio, inflamacao, alteracdo no formato dos
capilares sinusoides e neoplasmas, podem ser interpretados como respostas ao estresse ambiental,
sendo considerados indicadores histopatoldgicos dependendo da qualidade do ambiente (TEH et
al.,1997).

De acordo com Rotta (2003) o pancreas da maioria dos teledsteos € difuso e ndo pode ser
facilmente observado durante uma dissecacdo total. Smith (1989) e Rotta (2003) afirmam que o
pancreas pode se apresentar em uma estrutura individualizada, ou de forma difusa, com nddulos
pancreaticos espalhados no tecido adiposo, no mesentério, figado, ducto biliar, vesicula biliar, cecos
piléricos, intestino, etc. (GROSELL et al., 2011).
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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar os aspectos histologicos, histoquimicos e morfométricos do
intestino de tilapia do Nilo tratada com a utilizacdo do probiotico acrescido de antibiético inserido na
dieta. Oreochromis niloticus € amplamente disseminado nas regibes tropicais e subtropicais, sendo
considerado atualmente um dos peixes mais produzidos no Brasil. A utilizacdo de antibidticos sem
critérios rigorosos na aquicultura, tem provocado o desenvolvimento de resisténcia bacteriana em
animais e humanos. Por outro lado, as infecgdes bacterianas vém se tornando um dos principais fatores
limitantes no sistema de criacdo/producdo de tilapias provocando altas taxas de morbidade e/ou
mortalidade de peixes, acarretando elevados prejuizos econémicos ao setor pesqueiro. Para
observacdo, foi utilizado um total de 28 peixes adultos criados em viveiros escavados. Em alguns
desses viveiros detectou-se um surto de estreptococose que foi tratado com o antibiético Florfenicol
(adicionados a racdo/probidtico). Para analise das estruturas tecidual do intestino foram utilizadas
técnicas histoldgicas rotineiras (Hematoxilina-Eosina e Tricrdmico de Gomori). Para estudos dos
parametros morfométricos utilizou-se o programa IMAGE J e, para detec¢do de carboidratos, a técnica
histoquimica empregada foi o Periodic Acid Schiff (PAS). No grupo tratado com antibiotico,
ocorreram alteracBes histolégicas importantes como: descaracterizacdo das células epiteliais da
mucosa e intensa erosao destas células principalmente na porcéo apical das pregas. Quanto as camadas
musculares da parede intestinal (longitudinal externa e circular interna), observou-se uma discreta
reducdo na sua espessura. Estes resultados demonstraram que o emprego de antibioticoterapia pode
acarretar alteracGes histoldgicas e morfométricas extremamente importantes até mesmo com
protocolos ja estabelecidos com critérios rigorosos embora se reconheca os efeitos positivos para a

piscicultura.

Palavras-chave: Tilapia, intestinos, histologia, histoquimica, histomorfométricas, Probioticos,

Estreptococo.
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SUMMARY

This work aims to evaluate the histological, histochemical and morphometric aspects of the
intestine of Nile tilapia treated with the use of probiotic plus antibiotic inserted in the diet.
Oreochromis niloticus is widely disseminated in tropical and subtropical regions, being considered
currently one of the most produced fish in Brazil. The use of antibiotics without strict criteria in
aquaculture has led to the development of bacterial resistance in animals and humans. On the other
hand, bacterial infections have become one of the main limiting factors in the tilapia breeding /
production system causing high rates of fish morbidity and / or mortality, causing high economic
losses to the fishing industry, also providing structural alterations in the gut of fish submitted to the
mentioned treatments, and with that interfering significantly in the metabolism of these animals.
Twenty-eight adult fish were used for observation in raised nurseries. In some of these nurseries an
outbreak of streptococcosis was treated with the antibiotic Florfenicol (added to the feed / probiotic).
For the analysis of the intestinal tissue structures, routine histological techniques (Hematoxylin-Eosin
and Gomori Trichrome) were used to study morphometric parameters. The IMAGE J program was
used to detect carbohydrates and the histochemical technique used Periodic Acid Schiff (PAS). The
methodology used revealed that in the group treated with antibiotic important histological alterations
such as: decharacterization of epithelial cells of the mucosa, intense erosion of these cells mainly in the
apical portion of the folds. As for the muscular layers (longitudinal external and internal circular) a
slight reduction in its thickness was observed. These results demonstrated that the use of antibiotic
therapy can cause extremely important histological and morphometric alterations even with protocols
already established with strict criteria although the positive effects for fish culture are recognized.

Key words: Tilapia, Intestines, Histology, histochemistry, morphometry, Probiotics, Glycogen,
histochemistry, morphometry, Probiotics, Glycogen, Streptococcus.
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INTRODUCAO

A quantidade exagerada de peixes em viveiros escavados degrada o ambiente, aumentando
visivelmente a possibilidade do surgimento de infeccdes de diversas naturezas (SAKAI, 1999). Esta
situacdo levou ao uso de probidticos que previnem doencas que podem acometer 0S peixes
(VERSCHUERE et al. 2000). Utiliza-se probioticos na racdo para impedir a proliferacdo de patdégenos
que causam danos no epitélio de revestimento da mucosa intestinal e que dificultam a absorcéo de
nutrientes pelos peixes (NAYAK, 2010 a, b).

A racdo representa aproximadamente de 50 % a 70 % do custo total efetivo na producéo de
tilapias do Nilo. Em se tratando de sistemas semi-intensivos em viveiros escavados verifica-se modesta
reducdo da participacdo da racdo no custo total de producdo. De qualquer forma a racéo € considerada
0 agente direcionador do custo varidvel de producédo, representando, em média, 52,1 % do custo de
producdo da tilapia cultivada em viveiros escavados em uma piscicultura de grande porte. Bolivar et al
(2006) constataram que no manejo nutricional normal continuo, a racdo representou em torno de 73 %
do custo total de producao de tilapias cultivadas sob sistema semi-intensivo em viveiros escavados.

Existe uma estreita relacdo de interdependéncia entre a nutri¢cdo, o habitat e a organizagdo do
aparelho digestivo, se manifestando especialmente por adaptacdes e modificacdes. Essas sdo variacoes
morfoldgicas provocadas pela acdo de fatores do ambiente sobre o organismo, podendo ser de carater
permanente, produzidas na evolucdo filogenética, como no caso das adaptagdes, ou de carater
temporario, produzidas no ciclo ontogenético do individuo, chamadas de modificacBes. Portanto, a
dieta € um dos principais fatores, se ndo o mais importante que confere aos 6rgdos do sistema
digestdrio caracteristicas funcionais, anatémicas e morfométricas proprias para cada regime alimentar
(ROTTA, 2003).

A intensificacdo da criacdo acarreta alguns problemas, que prejudicam o desempenho, pois
ocasiona a diminuicdo da qualidade da agua, que aliada a outros fatores, como o estresse causado pelo
manejo zootécnico, torna os animais susceptiveis a infeccdes bacterianas e a ocorréncia de surtos
epizodticos com grande mortandade de peixes, acarretando grandes prejuizos ao produtor, nesses
casos, 0 uso da antibioticoterapia € comum, entretanto esta pratica pode atuar selecionando bactérias
resistentes e provocar o desequilibrio da microbiota do intestino do animal (GARCIA, 2008;
YOUSEFIAN & AMIRI, 2009).

Este fato aumentou a preocupacdo com 0 uso de antibidticos, provocando a proibicdo da

administracdo em doses sub-terapéuticas na Europa, e a restricdo no processo de regularizacdo da
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aplicacdo destes produtos nos EUA e outros paises. Devido impacto dessas exigéncias politicas na
aquicultura, surge o interesse em desenvolver estratégias alternativas para controlar as doencas
(GATLIN 111 et al., 2006), dentre elas a suplementagdo alimentar estratégica.

Durante o processo evolutivo dos peixes, conforme a natureza do alimento ingerido e 0s
habitos alimentares da espécie desenvolveu-se um mecanismo muito aprimorado para a obtencéo do
alimento, demonstrado no comportamento alimentar (FANTA, 1998; MEYER e FANTA, 1998;
FANTA et al., 1994), associado as modificagdes morfoldgicas e fisiologicas do aparelho digestério
(DZHUMALIYEV, 1982).

As doencas bacterianas sao responsaveis por perdas econémicas severas na aquicultura (WANG et
al., 2008) o que tem levado ao emprego da antibioticoterapia para controlar os microrganismos
patogénicos. Entretanto, o uso indiscriminado destes farmacos acarreta importantes mudancas na
microbiota dos sistemas de aquicultura bem como do ambiente circundante, causando uma das mais
sérias consequéncias a denominada resisténcia bacteriana (RESENDE et al., 2012) e até mesmo
afetando bactérias benéficas naturais (HE et al., 2010, 2011, 2012). Portanto, é importante buscar e
combater esses patdgenos com o desenvolvimento de métodos alternativos.

Um método alternativo para isso € o uso de microrganismos probioéticos que podem restringir o
crescimento de patdgenos (GATESOUPE, 1999). A maioria dos probidticos comerciais utilizados na
aquicultura é obtida de animais terrestres (NAYAK, 2010). Assim, a atividade aquicola pode
introduzir espécies bacterianas incomuns em ambientes aquéaticos, sem se conhecer com profundidade
as consequéncias dessa acdo. Neste sentido, hd necessidade de se obter bactérias probidticas
autoctones, originarias do ambiente nativo (ALY et al., 2008a; EL-RHMAN et al., 2009; JATOBA et
al., 2008). Contudo, o processo de isolamento, identificacdo e teste do potencial bacteriano probidtico
é trabalhoso e demorado (BALCAZAR et al., 2006; FARZANFAR, 2006; KESARCODI-WATSON et
al., 2008; VERSCHUERE et al., 2000b).

Os probidticos mais utilizados e submetidos a estudos em peixes Sd0 0S que na sua composicao
apresentam Bacillus subtilis, os quais sdo extremamente benéficos quando adicionados as ragdes, pois
promovem a imuno-estimula¢do e aumentando a resisténcia a diversas enfermidades (CEREZUELA et
al. 2012). Para um aumento sustentavel da producgéo de peixes, probidticos derivados do intestino de
diferentes tipos de animais vem sendo intensivamente estudados. E uma das diversas maneiras
alternativas de controlar doengas infecciosas bacterianas (KESARCODI-WATSON et al., 2008) e para
responder as limitacdes e efeitos adversos dos antibioticos (NAYAK, 2010). Entre os probidticos, 0s
Lactobacilli sdo os mais conhecidos e ainda sdo ingredientes mais comuns das preparagdes destinadas
ao consumo por seres humanos e animais de criagdo (FULLER, 1989; GATESOUPE, 1999).
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A microbiota bacteriana intestinal de organismos aquaticos é constituida, predominantemente
por bactérias Gram negativas (GOMEZ-GIL et al., 2000) e pode variar de acordo com o ambiente,
com a escassez de nutrientes ou pelo uso de bactérias probiodticas (GATESOUPE, 2008). Em tilapias,
a bactéria Vibrio sp., normalmente dominam a microbiota intestinal (JATOBA et al., 2008),

As doencas mais comuns de origem bacteriana que acometem o0s peixes em qualquer ambiente

aquético sdo as provocadas por bactérias das espécies Streptococcus iniae, e Aeromonas hydrophila
(BUCHANAN et al., 2005; ALY et al., 2008a; HARIKRISHNAN et al., 2010, WU et al., 2010; AL-
HARBI, 2011). O emprego de antibidticos na aquicultura de forma criteriosa é fundamental para o
controle e tratamento de infeccbes bacterianas que levam a uma diminuicdo na producdo, em
consequéncia da elevada mortalidade dos peixes (MONTEIRO et. al. 2004).
O intestino é um 6&rgdo relacionado com importantes fungdes fisiologicas, sendo a regido mais
envolvida no processo de digestdo e absorcao dos nutrientes (CABALLERO et al. 2003). O aumento
do comprimento das vilosidades significa uma ampliacdo da area de superficie epitelial para melhor
absorcdo dos nutrientes disponiveis (CASPARY 1992). Pesquisas com probidticos para animais
aquaticos tém avaliado os efeitos positivos sobre a morfologia intestinal dos animais, como beneficios
na estrutura das microvilosidades e do restante da superficie absortiva (MELLO et al. 2013).

A etapa final do processo da digestdo ocorre no intestino e depende de um conjunto de diversos
mecanismos tais como: acao proteolitica do suco pancreatico, do complexo multienzimatico existente
nas microvilosidades dos enterocitos e do auxilio de mucinas (KAPOOR, B. G.; SMITH, H,;
VERIGHINA, [; (1975) A presenca de células caliciformes no intestino de peixes geralmente esta
relacionada com as seguintes condicdes: protecdo contra a atividade bacteriana (TIBBETTS, I.
R.1997), protecdo do epitélio intestinal neutralizando a acidez do bolo alimentar proveniente do
estbmago. A secrecdo das células caliciformes € influenciada pelo componente proteico da dieta
(RUNGRUANGASK, K.; UTNE, F. 1981), que provavelmente pode alterar a estrutura de digestdo e

absorcao.



57

PROCEDIMENTO METODOLOGICO

GRUPO AMOSTRAL

A coleta dos 6rgdos destinados aos estudos histologico, histoquimico e morfométrico ocorreu
nas dependéncias de uma piscicultura do Estado da Paraiba, no Nordeste do Brasil, nas quais 0s
animais capturados com rede em viveiros escavados eram trazidos para o abate e procedimentos de
comercializacdo. Neste estudo foi utilizado um total de e dezoito (18) tilapias (Oreochromis niloticus)
adultas pesando em média 1.300kg e medindo cerca de 32 cm.

Os viveiros escavados (1000 m?) eram abastecidos continuamente com agua proveniente do
Rio Paraiba, com renovacédo de 20 vezes ao dia e aeracao constante. A qualidade da &gua apresentou as
médias de oxigénio dissolvido (OD) de 10 a 2 mg/L. mensurado com um oximetro F-1050 YSI. A
temperatura aferida periodicamente manteve-se em torno de 26 °C, aferida com um termémetro da
marca INCOTERM - 136127 sendo o pH de 6,5 obtido com um pHmetro portatil Master F-1002,
salinidade de 1,7 g/kg. Estes parametros de qualidade da &gua encontravam-se dentro dos padrfes para
o cultivo de peixes neotropicais como preconizados por Sipauba-Tavares (1995). A alimentacdo dos
animais era feita com racgdo e probidtico. Apds 60 dias de permanéncia aproximadamente observou-se
que em alguns viveiros as tilapias apresentavam ulceragcdes cutdneas na regido cefalica. Ao exame
clinico-veterinario e laboratorial constatou-se infeccéo por streptococcus sp. Iniciou-se imediatamente
a antibioticoterapia para 0s animais destes viveiros empregando-se o antibio6tico Florfenicol adicionado
a racdo, para cada tanque de um hectare: 1 litro de 6leo, 50 gramas antibidticos e 50 quilos da racdo. O
tratamento com esse antibiético compreendeu duas fases de 10 (dez dias) cada, sendo administrado 2-3
vezes por dia, com um intervalo de uma semana entre estas fases, de acordo com a preconizagao
veterinaria para piscicultura. Ao final do tratamento observou-se o desaparecimento completo das

ulceracgdes.

COLETA DO MATERIAL PARA ESTUDO

Os peixes foram disponibilizados imediatamente apds os procedimentos rotineiros para
comercializacdo e as visceras de cada um foram coletadas. Apds a excisdo do intestino medio,
realizou-se um exame macroscopico, ndo sendo observadas quaisquer lesdes aparentes nestes 6rgaos.

De um total de 18 peixes coletados, desses, dezoito (18). Foi separado o grupo | constituido por seis
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espécimes que foram alimentadas apenas com racdo, sendo este usado como grupo controle. O grupo
I, também formado por seis tilapias, as quais foram alimentadas com racdo acrescida de probiotico
(Phibro-Bioplus) e o grupo Il com seis (6) tilapias tratadas com racao/probidtico adicionados com o
antibidtico, para cada tanque de um hectare: 1 litro de 6leo, 50 gramas antibidticos e 50 quilos da
racdo, 2 ou 3 vezes ao dia durante 10 dias. Todas foram submetidas aos mesmos procedimentos de

captura e abate e cada grupo tratadas em dependéncia isolada.

HISTOLOGIA, HISTOQUIMICA E MORFOMETRIA.

As analises histoldgicas, histoquimica e morfométrica do intestino foram realizadas no
Laboratorio de Citologia Clinica e Histologia Quantitativa do Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco.

HISTOLOGIA E HISTOQUIMICA

Apbs a abertura da cavidade abdominal do peixe, o tubo digestério com auxilio de tesoura,
pincas e bisturi, foi retirado na sua totalidade, em seguida fotografado, e com uma seringa e agulha (13
X 0,45mm) injetou-se no lumen do 6rgédo a solucdo fixadora de Bouin até o preenchimento completo
do mesmo, para tanto as extremidades foram obliteradas com fio cirdrgico. O intestino foi imerso em
um recipiente de vidro contendo 300 ml do mesmo fixador e neste permaneceu por 24h. Decorrido este
periodo e uma vez identificada a sua por¢do média (situada aproximadamente cerca de 20 cm ap6s a
juncdo (gastrointestinal), fragmentos de 2cm de comprimento foram obtidos através de seccOes
transversais com bisturi, em seguida lavados em solucdo salina e imersas em solucéo de etanol a 70%,
permanecendo até o inicio do experimento. O processamento histologico para inclusdo em parafina foi
realizado de acordo com os métodos convencionais (PROPHET et al., 1992). Foram obtidas através da
microtomia cortes de 5,0 um de espessura os quais foram posteriormente corados empregando-se as
técnicas: Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Gomori de acordo com BUCHERL (1962) e pela
técnica histoquimica: Acido Periodico-reativo de Schiff (PAS) de acordo com McManus (1948)
método classico para detecgdo geral de glicoconjugados. Os dados foram incorporados em um quadro

que relaciona a intensidade da coloragéo (qualitativamente/escore) comparando-se 0S grupos.
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HISTOMORFOMETRIA

Foram analisadas em cortes transversais de intestino médio de tilapia, seis preparagdes
histologicas (laminas), cada uma com seis cortes de 5 pum de espessura. Foram mensuradas seis (6)
pregas da mucosa (por corte) em quatro (4) areas distintas, perfazendo um total de 24 leituras por
lamina de cada grupo. A altura das projec6es foi aferida a partir de sua base até o apice, utilizando-se
objetiva de 20X. A espessura do epitélio foi medida nas regides: basal, média e apical das pregas da
mucosa, com objetiva de 40X. Desta maneira um total de 36 amostras por espécimen foram analisadas.
Em resumo, os seguintes parametros foram mensurados: altura da prega, espessura do epitélio e
também a espessura total das 2 camadas musculares: longitudinal externa e circular interna. A analise
histomorfométrica do intestino médio foi realizada utilizando-se um Microscopio Optico (Axio
Imager- M2m, ZEISS) com uma camera acoplada da marca AxioCam HRc (LIKA/UFPE). Para
calibracdo de cada objetiva empregou-se uma ocular micrométrica (Zeiss). As mensuracdes foram
realizadas com auxilio de software de analise de imagem IMAGE J (Version 4.5, Media Cybernetics,
USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

HISTOLOGIA

A analise ao microscopio oOptico do intestino médio de tilapia do Nilo mostrou que ele é
constituido de 3 camadas concéntricas dispostas na seguinte ordem (de dentro para fora): a- mucosa, b-
muscular, c-serosa. A camada mucosa é composta por tecido epitelial (epitélio simples prismatico)
localizado na superficie e por tecido conjuntivo frouxo situado imediatamente abaixo, sendo
denominado nesta situacdo de lamina prdpria (fig. 1D)

O epitélio do intestino médio da tilapia do Nilo é composto por uma Unica camada de células
absortivas ou enterdcitos, que sdo predominantes (figs. 1 F e H). Séo células que quando seccionadas
longitudinalmente, caracterizam-se por serem altas, além de apresentarem nucleo eliptico alongado,
eucromatico, situado geralmente mais proximo da regido basal. A superficie apical destas células exibe
uma estrutura chamada de borda em escova ou borda estriada. (fig. 1 C), que apresenta - se
intensamente corada.

Além dos enterdcitos e das células caliciformes foram observados entre estes linfocitos que se
apresentam como pequenas células arredondadas, intensamente coradas e localizadas em niveis
variaveis da camada epitelial.

A camada muscular por sua vez é constituida por duas subcamadas: uma interna, mais espessa,
com células musculares lisas orientadas circularmente e outra externa, mais delgada, cujas células se
dispdem longitudinalmente (fig. 1 B). Entre essas camadas estdo presentes pequenos grupos de
neurdnios (ganglios) que compde o plexo mioentérico (fig. 3 B) A serosa é uma membrana constituida
por epitélio pavimentoso, denominado mesotélio, e por uma pequena quantidade de tecido conjuntivo
que se liga a camada muscular. Observe uma descaracterizacdo das células epiteliais da mucosa, com
intensa erosdo destas células na porcdo apical do epitélio, com ligeira reducdo na espessura das

camadas musculares. (figs. 11, J,)
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Figura. 1 - Intestino médio de tilapia do Nilo tratada apenas com ragdo. E possivel observar as principais camadas de
tecido que constituem esse 6rgdo: A Mucosa (MC) constituida pelo epitélio (E) e pela lamina propria (LP) se apresenta sob
a forma de projecBes denominadas pregas da mucosa (PM); camada muscular (CM) constituida de duas subcamadas:
interna (SI) e externa (SE), entre essas duas se observa um pequeno grupo de neurdnios componente do plexo mioentérico
(Pm) e a serosa (S). Observam-se as pregas da mucosa (PM); Epitélio (E); Lamina Propria (LP) com grupos de linfocitos
(L). Nas figs. I, J, K, L. Mucosa (MC) apresentando um epitélio com intensa erosdo (E), redu¢do na camada muscular
(CM). HEE e TG. OBJ. 10X e 20X.
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MORFOMETRIA DO INTESTINO MEDIO DE TILAPIA DO NILO (OREOCHROMIS
NILOTICUS)

A analise histomorfométrica foi realizada em estruturas da mucosa intestinal e na tunica
muscular. Foram aferidos os seguintes parametros: altura das pregas, espessura do epitélio e espessura
da tunica muscular dos animais pertencentes aos grupos alimentados com racdo probidtico e
antibiotico (RPA), alimentado com racdo (R) e com ragédo e probidtico RP. Os referidos parametros se
apresentaram reduzidos no grupo RPA quando comparados aos dos animais do grupo R e os do grupo
RP, sendo que as diferencas foram ligeiramente significativas apds a analises com um Microscopio
Optico (Axio Imager- M2m, ZEISS) com uma camera acoplada da marca AxioCam HRc
(LIKA/UFPE). Para calibracdo de cada objetiva empregou-se uma ocular micrométrica (Zeiss). As
mensuracOes foram realizadas com auxilio de software de analise de imagem - IMAGE J (Version 4.5,
Media Cybernetics, USA).

Figura 2- Pregas da mucosa do intestino de tilapia do

Nilo. Coloragéo: Tricrdbmico de Gomori. Parametros

aferidos: Altura (h); Espessura do epitélio (e) e da

camada muscular (m). Objetivas. 40 e 20x.
o

20X
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Tabela 1- Valores médios (VM) e desvio padrdao (DP): altura das pregas, espessura do epitélio e
espessura da camada muscular.

PARAMETROS
TRATAMENTO ALTURA ESPESSURA DAS ESPESSURA DO
(COMPRIMENTO) CAMADAS EPITELIO
DAS PROJECOESDA MUSCULARES
MUCOSA
C 451,73 + 81,45 121,47 + 33,25 41,58 + 1,151
RP 450,73 + 104,03 92,26 + 25,54 41,85+ 5,103
RPA 244,23 + 61,57 69,44 + 38,86 31,26 £6,416

Controle- C, Ragao/Probidtico- RP, Ragdo/Probidtico/Antibidtico- RPA

HISTOQUIMICA

Empregando-se a técnica de MacManus observaram-se trés estruturas que apresentaram reacao
positiva ao PAS. A primeira encontra-se ao nivel da borda estriada (formada pelo conjunto de
especializacbes da membrana celular denominada microvilosidades); a reacdo positiva neste local
evidencia o glicocalice (carboidratos que fazem parte de proteinas e lipideos da membrana plasmaética).
A seguir observa-se a reacdo positiva no citoplasma das células caliciformes, as quais sdo secretoras de
mucinas (figs. 3 A e B). Finalmente temos racao positiva na membrana basal apresentou-se fracamente
detectada pela reacdo, a especializacdo de membrana apical evidenciada pelo limbus striatu (borda
estriada), positivamente marcado pela reacdo ao PAS (figs. 3 e 4). Ja os peixes alimentados com a
dieta contendo florfenicol, a mucosa exibiu um epitélio prismatico simples composto por enterécitos
entremeados por células caliciformes PAS (positivo), exibindo uma discreta tonalidade das
glicoproteinas e a camada muscular bem mais delgada em relacdo aos dos grupos tratados apenas com

racdo e racao/probiotico (figs. 5 E e F).



Figura 3- A e B. Corte transversal do Intestino médio de tilapia do Nilo alimentada apenas com ragao. Prega
da mucosa (PM), Lamina prépria (LP), Epitélio (E) e numerosas células caliciformes (CC) Camada muscular
(CM). Reacdo histoquimica PAS. Objs. 10X e 20X.

Figura 4- observa-se em C e D Tilapia do Nilo alimentada com racéo/probi6tico. Pregas da mucosa (PM)
intestinal. Epitélio (E), Iamina prdpria (LP), células caliciformes (CC) intensamente coradas apresentando o
citoplasma com reacdo positiva em cor magenta. Borda estriada (BE) - PAS. Camada muscular (CM).
Reagao histoquimica PAS. Objs. 10X e 20X.
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Figura 5- Em E e F Tilapia do Nilo alimentada com racdo/ probidtico acrescida de antibi6tico. Pregas
da mucosa (PM), epitélio (E), células caliciformes (CC), lamina prépria (LP) e camada muscular mais
delgada (CM). Reacdo histoquimica PAS. Objs. 10X e 20X.

Tabela apresentando a intensidade da rea¢do nas principais estruturas presente na regido da mucosa da
tilapia do Nilo (avaliacdo qualitativa) *ap06s o emprego da técnica de MacManus (PAS) de
mucossubstancia sintetizada pelas células caliciformes ao longo do intestino médio. Para coloracao

histoquimica utilizada. Grau de Intensidade: reacdo fraca (+) reacdo intermediaria (++) e reacdo forte

(+++).

Tabela 2- Peixe: Controle (C); Ragdo e probidtico (RP); Racdo/probittico/antibiético (RPA), Borda estriada
(BE) Células caliciforme (CC) Membrana Basal (MB) * Avaliacdo quantitativa da intensidade de reagdo nas
estruturas da prega intestinal apds o emprego da técnica de Periodi Acid Schiff. (PAS) para mucossubstancia.

HISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE GLICOCONJUGADOS (PAS)

GRUPOS C RP RPA
BE | CC |MB| BE | CC |MB| BE | CC | MB
GRAU DE INTENSIDADE DA | ++ | + | + | ++ | ++ | +++| + U

REACAO
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DISCUSSAO

Intestino de tildpia tratada com antibioticoterapia constatou-se que 0 mais importante
morfologicamente foi a presenca de uma mucosa descaracterizada, desorganizacdo do tecido
conjuntivo, uma discreta atrofia nas camadas musculares, uma camada serosa sem alteracfes
significativas. A tilapia do Nilo alimentada com racdo contendo probiotico/antibiotico demonstram
alteracOes nas estruturas morfoldgicas e na sintese de secrecao.

O equilibrio entre a renovacdo e perda de células que ocorre normalmente no intestino implica
numa constante renovacao epitelial, conservando a altura das projecdes da mucosa e por consequéncia
mantendo uma boa capacidade de digestdo e absorcdo. Contudo, quando alguns farmacos ou mesmo
microrganismos ao entrarem em contato com a mucosa intestinal podem desencadear um desequilibrio
na microbiota e interferir nesta renovacdo celular, modificando a altura das pregas da mucosa com a
reducdo da espessura do epitélio. Estas alteracfes morfoldgicas provocam consequentemente uma
modificacdo na funcdo. Neste estudo observou-se apds a analise morfométrica do intestino que a altura
e espessura da mucosa intestinal ndo diferiram significativamente.

A integridade da mucosa intestinal pode ser avaliada por histomorfometria dos componentes da
mucosa em peixes (NUNES, 2013). A anélise histomorfométrica da camada muscular deve ser
considerada neste tipo de estudo, pois também contribui para uma melhor compreensdo da sua
capacidade contratil.

A digestdo promovida pelo intestino depende da secrecdo de substancias glicoproteicas das
células caliciformes, protegendo da acdo proteolitica do suco pancreatico e também da digestdo
intracelular associada a presenca de glandulas gastricas. As células caliciformes encontradas no
intestino de peixes estdo relacionadas a diferentes condicGes de alimentacdo e a protecdo contra a
atividade bacteriana, principalmente as patdgenas, protegendo o epitélio (fluxo laminar) contra
alimentos rico em enzimas digestivas e com pH acentuadamente acido (KOPOOR, B. G et al. 1975).

Essas células sdo facilmente reconhecidas ao microscopio éptico por apresentarem na superficie
apical a forma de um célice voltado para o limen intestinal e possui uma quantidade consideravel de
muco, seu nucleo localiza-se na regido basal. No presente estudo é possivel observar as diferencas
morfoldgicas determinadas pela intensidade da secregdo, em cada um dos tratamentos presentes nessas
celulas. Ao longo do intestino médio as células caliciformes tiveram reacGes de média a forte, frente a
coloragao histoquimica “Reativo de Schiff” (PAS), evidenciando a secrecdo regular de
mucossubstancia neutra. A camada mucosa onde se localiza a borda em escova presente no apice dos
enterdcitos, a lamina propria, a submucosa e a serosa, todas essas estruturas apresentaram afinidade ao

Periodic acid Schiff (PAS), adquirindo uma cor magenta.
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Pesquisa com probioticos em animais aquaticos vem resultando em efeitos positivos sobre a
morfologia intestinal dos peixes, trazendo beneficios na estrutura das pregas intestinais e superficie
absortiva (CARVALHO et al. 2011, MELLO et al. 2013) E de conhecimento cientifico que os
probidticos interferem nas caracteristicas anatdmicas do trato gastrointestinal, pois promovem uma
elevacdo na area de absorcdo da mucosa, proporcionando um aumento no comprimento das pregas
intestinais e melhorando o desempenho (SILVA e NORNBERG 2003). Segundo Bujard (1908, 1909)
a forma das vilosidades sofre influéncia da dieta e depende da digestibilidade dos alimentos. Nos
carnivoros elas sdo altas e estreitas, contudo nos herbivoros sdo curtas e folidceas, 0 nimero e as
dimensdes dos vilos variam de acordo com a espécie animal, do habito alimentar e da posi¢do do
intestino. As vilosidades sdo estruturas caracteristicas do intestino delgado dos mamiferos.

Monteiro et. al. 2004, analisou a ocorréncia de 12 diferentes antibidticos na agua, sedimentos e
peixes, além da resisténcia bacteriana nos peixes de um determinado ambiente aquatico. Os
antimicrobianos (antibioticos) estudados foram oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina,
ciprofloxacina, enrofloxacina, sarafloxacina, norfloxacina, florfenicol, cloranfenicol, sulfatizol,
sulfadimetoxina e sulfametazina. Chegou a seguinte concluséo, que apesar da utilizagdo do antibiotico
ser algo necessario para a producdo de pescado, é possivel utilizad-lo de maneira sustentavel, seguindo
boas praticas de manejo e de producdo, minimizando os impactos que estes antibidticos podem causar

na natureza.
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CONCLUSAO

O resultado obtido neste estudo permite concluir que o tratamento com o antibi6tico Florfenicol
adicionado a racdo utilizada causou alteragfes histoldgicas, histomorfométricas e histoquimicas
importantes e evidentes no intestino médio. Tais alteragdes provocaram mudancgas na morfologia, as
quais tém consequéncias sobre a morfofisiologia do processo digestivo-absortivo. Embora o uso de
antibioticos seja eficiente no tratamento das infecgdes por Streptococcus sp, como jé se encontra bem
estabelecido, é licito sugerir, considerando os resultados apresentados neste estudo, uma reavaliacao
quanto ao uso de antibidticos e a sua via de administracdo em peixes criados em viveiros escavados.
Os dados aqui apresentados poderdo contribuir com os ja existentes para um melhor entendimento
sobre o uso adequado e seguro de antibidticos na cultura da tilapia e a0 mesmo tempo mostra a
necessidade de novas pesquisas que aprofundem o conhecimento das inter-relagdes morfofuncionais

que ocorrem no sistema digestdrio desta espécie.
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RESUMO

A aquicultura teve um impulso bastante significativo em varias partes do planeta nos ultimos
anos. No entanto, a contaminacdo do meio ambiente, a alimentacdo inadequada e a ocorréncia de
bactérias resistentes devido ao uso intensivo de antimicrobianos sdo motivo de preocupacgéo crescente
para quem avalia os riscos relacionados com a questdo da sanidade animal e humana. Muitas classes
de antibioticos estdo sendo usadas para tratar infec¢fes causadas por Streptococcus sp. Com o objetivo
de medir o impacto destas préaticas, desenvolveu-se o presente estudo o qual foram analisados trés
grupos de tilapias do Nilo: um grupo alimentado apenas com racdo; um segundo grupo com racao/
probidtico e um terceiro com racgdo/probidtico acrescida de antibidtico na proporcdo para cada tanque
de um hectare: 1 litro de 6leo, 50 gramas antibioticos e 50 quilos da ragdo, 2 ou 3 vezes ao dia durante
10 dias procurando identificar possiveis alteracbes no figado sobre aspectos histoldgicos,
histoquimicos e morfométricos. Foram utilizados peixes adultos provenientes de piscicultura comercial
no Estado da Paraiba. Em alguns desses viveiros, foi detectado um surto de microrganismo
(Streptococcus sp) que foi tratado com Florfenicol. Para estudar as estruturas teciduais hepaticas foram
utilizadas as técnicas de coloracdo tricromico de Gomori e Hematoxilina-Eosina para analises
histologicas e a técnica histoquimica PAS (Periodic Acid-Schiff), utilizada para detectar o glicogénio.
A analise do microscépio 6ptico revelou que no grupo tratado com antibi6tico houve desorganizacao
no arranjo dos hepatocitos, vacuolizacdo citoplasmatica, deslocamento do ndcleo e deplecdo de
glicogénio. Esses resultados demonstraram que o uso de antibioticoterapia causou alteracdes
importantes na estrutura histolégica do figado de Oreochromis niloticus submetidas ao Florfenicol.

Palavras-chave: aquicultura, histologia, histoquimica, morfométrica, histoquimica, hepatdcitos.
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SUMMARY

Aquaculture has had a very significant boost in several parts of the planet in recent years.
However, contamination of the environment, food and the occurrence of resistant bacteria due to the
intensive use of antimicrobials are a reason for growing concern among fish farmers. Many classes of
antibiotics are being used to treat infections caused by Streptococcus sp. The present study analyzed
three groups of Nile tilapia: a group fed only with feed; one with ration / probiotic and one third with
ration / probiotic / antibiotic. The objective of this study was to analyze the possible alterations in the
liver on histological, histochemical and morphometric aspects. Adult fish obtained from commercial
fish farming in the State of Paraiba were used. In some of these nurseries, an outbreak of the
microorganism that was treated with Florfenicol was detected. Hematoxylin-Eosin and Gomori
trichromic staining techniques were stained for hepatic tissue structures, and histochemical technique
PAS (Periodic Acid-Schiff) was used to detect glycogen. Optical microscope analysis revealed that in
the antibiotic treated group there was disorganization in the arrangement of hepatocytes, cytoplasmic
vacuolization, nucleus displacement and glycogen depletion. These results demonstrated that the use of
antibiotic therapy caused important alterations in the histological structure of the liver of Oreochromis
niloticus submitted to Florfenicol.

Key words: aquaculture, histological, histochemical, morphometric, histochemistry, hepatocytes,

vacuolization
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INTRODUCAO

Dentre os paises com maior potencial para a aquicultura, o Brasil tem papel de destaque, em
especial por sua disponibilidade hidrica, clima favoravel e ocorréncia natural de espécies aquaticas que
compatibilizam interesse zootécnico e mercadologico (BRASIL, 2013a). Contudo, a producéo
aquicola nacional ainda apresenta numeros incipientes se comparada a dos maiores produtores
mundiais, como a China, a india, o Vietn4 e a Indonésia (FAO, 2014).

A piscicultura brasileira mostra relevancia especialmente pela criacdo da tilapia em tanques-rede
em acudes do Ceara e nos reservatérios do rio Sdo Francisco em areas da Bahia, Pernambuco e
Alagoas, bem como em viveiros escavados no Maranhdo, Piaui, Sergipe e Bahia. Os principais polos
da regido foram o Lago de Itaparica nos estados da Bahia e de Pernambuco e os acudes do Castanhao,
de Oros e de Sitios Novos no Ceard. Os canais de comercializacdo mais expressivos os atacadistas ou
intermediarios (KUBITZA, CAMPOS, ONO & ISTCHUK, 2012A; KUBITZA, CAMPOS, ONO &
ISTCHUK, 2012b; BRASIL, 2013a; BRASIL, 2013b).

Dentre as espécies de peixes mais procuradas e cultivadas, a tilapia vem demostrando uma
excelente alternativa por sua facilidade de adaptacdo em viveiros, tolerando os desafios que lhe sdo
impostos decorrentes de manejos frequentes. Outra caracteristica importante refere-se ao produto final,
muito apreciado pela carne firme sem odores fortes ou presenca de espinhos entre as fibras musculares,
que por muito tempo foram motivos de rejeicdo a carne de peixe.

A intensificacdo dos sistemas de producdo de peixes é acompanhada pelo elevado adensamento
populacional, diminuicdo da qualidade da dgua que aliada a outros fatores, como 0 manejo zootécnico
que ndo corresponde aos sistemas intensivos de producdo, proporcionam estresse aos animais,
tornando-os susceptiveis a infec¢bes bacterianas, prejudicando o ganho de peso e o crescimento dos
peixes (TORRECILAS et al., 2007). Como estratégias para minimizar as perdas por doencas
bacterianas durante o ciclo de producéo, recorre-se ao uso de drogas antimicrobianas como probidticos
com o auxilio dos antibidticos, etc. tanto para combater esses agentes infecciosos como para promover
0 crescimento, sendo adicionada a ragdo ou diretamente na agua. Entretanto esta pratica pode atuar
selecionando bactérias resistentes e provocar o desequilibrio bacteriano no intestino do animal.
(YOUSEFIAN & AMIRI, 2009; BELEM-COSTA,; CYRINO, 2006). O uso sem controle rigoroso de
antimicrobianos para o tratamento de infecgbes pode acarretar consequéncias graves para diversos
orgédos, sendo o figado um dos mais atingidos uma vez que € um Orgdo central para executar
numerosas fungdes vitais relacionadas com o metabolismo basico dos vertebrados (ARIAS et. al.,
1998; GINGERICH e DALICH, 1982). Suas células sdo consideradas as que primeiro sofrem
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alteracdes fisiologicas com a toxicidade de uma substancia, e tal fato o caracteriza como um 6rgéo
biomarcador da poluigdo ambiental (ZELIKOFF, 1998).

AlteracBes na morfologia dos hepatdcitos tais como vacuolizagdo, deplecdo de glicogénio,
inflamacdo, alteracdo na morfologia dos vasos sinusoides e o desenvolvimento de neoplasias, podem
ser interpretadas como respostas ao estresse ambiental, sendo, desta forma, considerados como
indicadores histopatolégicos (THOMAS e KOHLER, et. al., 1992; TEH et. al., 1997).

A presenca de vacuolizagdes citoplasmaticas, que aumentam o volume dos hepatdcitos, indica a
existéncia de regibes com provavel concentracédo de lipideos e glicogénio, ou a combinacédo de agentes
toxicos com lipideos intracitoplasmaticos (SANTOS et al., 2004). O acumulo de lipideos e a
diminuicdo de glicogénio no citoplasma dos hepatécitos prejudicam as atividades metabdlicas. As
alteracOes dos hepat6citos encontradas sdo semelhantes as observadas por Santos et al., 2004

Alteracdes na estrutura histologica do figado de peixes criados em sistemas de elevada densidade
populacional semelhantes aos viveiros escavados e também alimentados com probidtico, tém sido
relatadas por Pelicano et al. (2003).

O principal objetivo desse estudo foi avaliar no figado, o efeito do antibidtico no tratamento de
um surto de estreptococose ocorrido em uma tilapicultura utilizando racdo com probidticos e
antibioticos, cultivadas comercialmente em viveiros escavados. Para tal, foram utilizadas ferramentas

na area de morfologia, histologia e histoquimica do tecido hepatopancreatico.
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PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

GRUPO AMOSTRAL

A coleta dos oOrgdos destinados aos estudos histoldgico, histoquimico e histomorfométrico
ocorreu nas dependéncias de uma Piscicultura no Estado da Paraiba, nas quais 0s animais capturados
com rede em viveiros escavados eram trazidos para o abate e procedimentos de comercializacdo e o
figado cedido para o experimento. Foi utilizado para observacdo um total de dezoito (18) tilapias
(Oreochromis niloticus) adultas pesando em média 1.300kg e medindo cerca de 32 cm. de
comprimento. Os viveiros escavados (1000 m?) eram abastecidos continuamente com agua proveniente
do Rio Paraiba, com renovacdo de 20 vezes ao dia e aeracdo constante. A qualidade da &gua
apresentou as médias de oxigénio dissolvido (OD) de 10 a 2 mg / L. mensurado com um oximetro F-
1050 YSI. A temperatura aferida periodicamente manteve-se em torno de 26 °C, aferida com um
termOmetro da marca INCOTERM — 136127 sendo o pH de 6,5 obtido com um pHmetro portatil
Master F-1002, salinidade de 1,7 g/kg (Akso). Estes parametros de qualidade da dgua encontravam-se
dentro dos padrdes para o cultivo de peixes neotropicais como preconizados por Sipauba-Tavares
(1995).

COLETA DO MATERIAL PARA ESTUDO

Os peixes foram disponibilizados imediatamente ap0s 0s procedimentos rotineiros para
comercializacdo e as visceras de cada um foram coletadas. Apds a excisdo do figado, realizou-se um
exame macroscopico, ndo sendo observadas quaisquer lesdes aparentes neste 6rgdo, contudo
apresentou uma relativa hipertrofia hepatica. O grupo | foi constituido por seis (6) espécimes que
foram alimentadas apenas com racdo, sendo este usado como grupo controle. O grupo Il, também
formado por seis (6) tilapias, as quais foram alimentadas com racdo acrescida de probidtico e o grupo
Il com seis (6) tilapias tratadas com racao/probiotico adicionados com o antibidtico, para cada tanque
de um hectare: 1 litro de 6leo, 50 gramas antibidticos e 50 quilos da racéo, 2 ou 3 vezes ao dia durante
10 dias. Todas foram submetidas aos mesmos procedimentos de captura e abate e cada grupo tratadas
em dependéncia isolada. Os animais destes grupos pesavam em média 1,300 Kg e mediam 32 cm de

comprimento.
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HISTOLOGIA, HISTOQUIMICA E MORFOMETRIA.

As analises histologicas, histoquimica e histomorfométrica do figado foram realizadas nas
dependéncias do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas no Laboratério de Citologia Clinica e

Histologia Quantitativa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco.

HISTOLOGIA E HISTOQUIMICA

Logo apds a remocdo, o figado (porcdo mediana do lobo direito) de cada um dos animais
utilizados, foi seccionado com auxilio de bisturi, retirando-se amostras (fragmentos medindo 2cm X
2cm X 2cm aproximadamente) as quais foram imersos imediatamente em liquido de Bouin
(BEHMER, 1976), sendo mantidos neste fixador por 24 horas. Apés este periodo as pecas foram
desidratadas em uma série crescente de etanol (NEON, Ref. 03467 P.A.) e clarificadas em xilol
(NEON, Ref. 02345 P.A.) para posterior inclusdo em parafina histologica (Dinamica, cod. 1025 -
Quimicas Contemporaneas Ltda.) de acordo com os métodos convencionais (PROPHET et al., 1992) e
obtencéo de blocos os quais foram submetidos a microtomia (Micrétomo rotativo Spencer - AO).

Os cortes resultantes com 5um de espessura foram desparafinizados e hidratados para serem
submetidos ao processo de coloracdo pelas técnicas histologicas: Hematoxilina-Eosina e Tricrémico de
Gomori de acordo com BUCHERL (1962), e histoquimica para identificacdo seletiva de carboidratos,
fez-se uso da técnica histoquimica Acido Periddico-reativo de Schiff (PAS) de acordo com McManus
(1948).

HISTOMORFOMETRIA

A andlise histomorfométrica dos hepatdcitos foi realizada utilizando-se um Microscopio Optico
(Axio Imager- M2m, ZEISS) com uma camera acoplada da marca AxioCam HRc (LIKA/UFPE). Para
calibracdo de cada objetiva empregou-se uma ocular micrométrica (Zeiss). As mensuracfes foram
realizadas com auxilio de software de andlise de imagem Image Pro Plus® (version 4.5, Media
Cybernetics, USA).

Os parametros aferidos foram: Area total do citoplasma do hepatdcito; area do citoplasma
ocupada por vacuolos (Vacuolizagdo) e posicdo do nucleo no interior da célula. Foram utilizadas 2
laminas por animal, cada uma dessas laminas com 6 cortes das quais foram obtidas 12 imagens/ peixe

perfazendo um total de 72 imagens por grupo, e assim considerando-se 0s 3 grupos atingiu-se o
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numero de 216 imagens. Cada uma dessas imagens foi obtida dentro de uma area previamente

determinada e padronizada pelo aparelho microscépio, medindo 2.121.60mp2 do parénquima hepatico.
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RESULTADOS

ANALISE ANATOMICA DO FIGADO

O exame macroscopico do figado dos espécimes utilizados mostrou que 0 mesmo é constituido
por dois lobos, sendo o lobo esquerdo maior e ocupando grande parte da cavidade corporal e o lobo
direito menor e alongado (Fig. 1). Nos animais dos Grupos 1 e 2 anatomicamente o 6rgdo apresentava
coloracdo vermelha brilhante, consisténcia firme e superficie lisa, contudo nos animais do grupo 3
(racdo/probidtico/antibidtico) verificou-se uma coloracdo de tonalidade opaca além de uma acentuada

hipertrofia e friabilidade ao tato (Figura. 2).

Figura. 1 - Figado normal de tilapia do Nilo Figura. 2 - Figados hipertrofiados de tilapia do
controle — Apenas com racdo e racdo com Nilo — ragdo com probidtico e antibittico,
probidtico, mostrando 2 lobos: esquerdo (E) e mostrando 2 lobos, esquerdo (E) e direito (D),
direito (D) Fonte — autor com fragilidade tecidual, presenca de gordura.

O INDICE HEPATOSSOMATICO

O figado é o principal sitio de armazenamento de glicogénio e de gordura que pode ser
acumulada nesse orgdo. Variagbes na quantidade de gordura e/ou glicogénio presente influencia
significativamente no seu peso, alterando assim a relacdo hepatossomatico (HEIDINGER &
CRAWFORD 1977). A diminuicdo do peso do figado pode estar relacionada com a mobilizacdo das
reservas energéticas para diversos processos fisiologicos. (QUEROL; QUEROL; GOMES, 2002).
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Tabela. 1 - indice hepatossomatico da tilapia do Nilo

FIGADO IHS
GRUPOS MEDIA (DESVIO PADRAO)
Controle (C) 2,0 +0,1
Probioético (RP) 2,6 +0,6
Antibiético (RPA) 2,4 +0,6

ANALISE HISTOLOGICA:

As técnicas histoldgicas de coloracdo rotineiras hematoxilina/eosina (HE) e Tricrémico de
Gomori (TG) ao corte histolégico, o figado se apresenta basicamente sem alteracdes nos grupos
controle e racdo /probidtico, sendo formado por hepatocitos dispostos como uma dupla camada celular
ao redor de sinusodides (fig. 3 C). Os hepatdcitos eram poliédricos, com bordos distintos, amplo
citoplasma com diferentes graus de vacuolizacdo. O nlcleo dos hepatdcitos é Unico, arredondado,
basofilo e geralmente central ou levemente periférico. Nos casos em que a vacuolizacdo era mais
acentuada, o nucleo apresentava-se deslocado para a periferia da célula. O exame microscépico
mostrou a presenca de tecido pancreatico exdcrino intra-hepatico, disposto difusamente e sob a forma
de &cinos (figs. 3 B e D).
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Figura 3- Fotomicrografias mostrando o parénquima hepatico de O. niloticus, onde se observa: nas Figs. A, B, C,
D, tilépias alimentadas apenas com racéo e ragao/probidtico praticamente sem alteracdes morfoldgicas. Hepatdcitos
dispostos em corddes (CH), veia central (VC) e unidade acinosa (UA) do pancreas exocrino intra-hepatico com
vacuolizagdo discreta, (VA) mais bem visivel nos hepatdcitos, presenga dos ductos hepéticos (DH) alguns nlcleos
aparentemente normais. Figs. E e F. Tilapias tratadas com ragdo/probidtico/antibidtico. Observa-se severa
desorganizacdo dos corddes de hepatocitos (CH), uma acentuada vacuolizagcdo nos hepatécitos (VA), ndcleos
picnéticos e deslocado para a periferia da célula indicando possivel presenca de gordura (NP). Coloracao: HE e TG
- Objs. 10X e 20X.

A\ . g
' S

O nivel alto de vacuolizacdo dos hepatécitos explica o deslocamento do nucleo para a periferia,
préximo ao plasmalema (figs. 3 E e F), sugerindo a presenca de gorduras no figado dos peixes.

Foi avaliada a intensidade da vacuolizacdo ao final dos tratamentos, sendo classificada por
sistema de cruzes em uma escala de um (+) a trés (+++), onde uma cruz (+) representa menor

intensidade de vacuolizacéo e trés (+++) maior (LI et al. 2003).
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Tabela. 2 - Variag@es da intensidade de vacuolizagao durante o cultivo e tratamento das tilapias.

FIGADO GRUPOS

Nivel de vacuolizagédo C RP RPA
Valores (+) ++ + +++
Média 37,50 21,38 60,60

Legenda: (+) discreto; (++) moderado; (+++) acentuada.

Os vacuolos encontrados no interior do citoplasma dos hepatécitos foi 0 mais presente no figado
dos peixes que receberam a racdo, probiético e o antibidtico florfenicol em comparacéo aos peixes
tratados apenas com racao e ragao/probidtico.

A reacdo do PAS no figado das tilapias tratadas com antibioticoterapia do grupo Il (RPA)
apresentou- se negativa em quase toda extensdo do parénquima hepético. Poucas e diminutas areas
positivas foram vistas, contrariamente aos achados do grupo controle I (C) e grupo com racdo e
probidtico Il (RP) que ndo receberam antibidtico. A reacdo negativa ao PAS indica assim uma
deplecdo quase total do glicogénio no tecido hepatico dos animais. Nesse grupo Il (RPA) ocorreu um

percentual mais elevado de vacuolizacdo nos hepatocitos, (figs. 3 E e F).



86

Figura 4- Fotomicrografias de figado de tilapias do Nilo, Analise Histoquimica. Nas
figuras. A, B, C e D tilapias alimentadas apenas com ragdo e ragao/probiético,
apresentando areas do citoplasma dos hepatocitos PAS positivas, evidenciando a
presenca de glicogénio (GL). Discretos vacuolos citoplasméticos (VA) resultantes do
processamento histotécnico. Nas Figuras. 4 E e F - Figados de tilapia-do-Nilo
alimentada com rac&do/probidtico, adicionada com antibiéticos, ducto hepéatico (DH)
difuso no parénquima observa-se severa desorganizacdo dos cordbes de hepatécitos
(CH). Numerosos vacuolos no interior dos hepatdcitos (VA) indicando possivel
presenca de gordura, e comprometimento no teor de glicogénio, nlcleo periférico,
presenca do ducto hepatico (DH). Reacdo histoquimica - Periodic Acid Schiff (PAS)
Objs. 10X e 20X.

Na implantacdo do experimento, utilizando o método semiquantitativo, observou-se que grande parte
dos peixes tratados com antibiéticos apresentava uma vacuolizacdo extensa nos hepatdcitos e o0s
nucleos localizados mais perifericamente. Ao final do experimento, verificou-se que houve diferencas
significativas entre os tratamentos nos niveis de vacuolizacdo dos hepatécitos, fato esse sugere uma

grande influéncia no metabolismo hepatico.



Tabela 3 - Valores médios (VM) em % desvio padrdo (DP) da vacuolizagédo citoplasmatica, deslocamento nuclear.

Parémetros (area total por imagem 2.121.60 mp2 com obj. 20 X) em ( %)

Nucleo Central

Nucleo Periférico

Tilapia (NC) (NP)

C 33,70a = 14,80 16,70a + 5,40
RP 36,60b + 16,10 16,60a + 5,50
RPA 17,80c + 7,200 25,5b + 6,00

C —Controle RP- ragéo/probidtico RPA — ragéo/probidtico/antibidtico.
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DISCUSSAO

Foi observada revestindo o 6rgdo, uma fina capsula de tecido conjuntivo denso, entretanto ndo
foram vistos septos nem trabéculas. O paréngquima mostrou-se formado por hepatécitos dispostos em
corddes celulares macicgos, entremeados por capilares sinusoides, tendo este conjunto um arranjo radial
a partir da veia central. Os hepatdcitos apresentavam uma forma poligonal, sendo o citoplasma
levemente acidéfilo com pequenas areas de aspecto vacuolado, os nudcleos eram arredondados,
basofilos e na sua grande maioria localizada centralmente Em casos de um procedimento nutricional
ou medicamentoso inadequado, observam-se alteracGes histologicas no figado, sendo comumente
reconhecidos vacuolizagdo dos hepatdcitos, degeneracdo gordurosa do figado, alteragcbes no
parénquima hepético, até mesmo na atividade metabélica (RASKOVIE et al., 2011).

Embora a antibioticoterapia seja eficiente no tratamento das infeccGes por Streptococcus sp, a
utilizacdo desse medicamento sem controle facilita o surgimento de bactérias resistentes. Entretanto,
esta caracterizacdo microscopica proporcionou informagdes que permitirdo corroborar com trabalhos
relacionados a distarbios morfoldgicos organicos com o uso do antibi6tico, procurando informar e
auxiliar no desenvolvimento da piscicultura da Regido Nordeste. Com base no presente estudo, vé-se a
necessidade de novas pesquisas que elucidem de forma mais concreta que a utilizacdo do probioticos
acrescida de antibioticos na dieta interfere no metabolismo e na saude do peixe.

Nos hepatdcitos de um namero elevados de peixes, ocorre uma caracteristica classica que é o
alto teor de glicogénio, ocupando a maior parte do seu citoplasma. Contudo, comparado com as células
dos mamiferos, hepatdcitos de peixes ndo apresentam a mesma capacidade metabolica de producéo de
glicogénio (HAMPTON et al., 1985; GONZALEZ et al.1993). O peixe Robalo submetido a jejum
prolongado mostrou o lumen dos ductos excretores mais estreitos e reduzido atividade celular
demonstrada pela escassez de granulos de zimogénio. Por outro lado, peixes intensivamente
alimentados foram vistos possuindo uma atividade celular aumentada e uma maior quantidade de
granulos de zimogénio, esses granulos eletrondensos foram abundantes em tildpia do Nilo. Eles eram
geralmente localizados na porcao apical da célula, apresentando um reticulo endoplasméatico bem
desenvolvido se mostrando morfologicamente organizado. (BECCARIA et al.1992)

A variacdo no teor do glicogénio pode prejudicar as atividades metabdlicas desempenhadas pelos
hepatocitos. A estrutura do citoplasma dos hepatdcitos pode apresentar diversos aspectos, variando de
acordo com o estado nutricional do animal (SA, 1998). Nos peixes, entre as inimeras funcdes do
figado, citamos a capacidade desse Orgdo para armazenar glicogénio e lipidios. O glicogénio é

armazenado de forma mais dispersa no citoplasma, enquanto que os lipidios sdo armazenados sob a



89

forma de goticulas claras e de contorno bem definido (TAKASHIMA E HIBIYA, 1995; GRACIANO
etal., 2010).

Estudos anteriores indicaram que nos teledsteos, o tecido pancreatico exocrino se desenvolve ao
redor da veia porta durante ontogénese, podendo permanecer com a localizacdo extra-hepética ou
penetrar no parénquima hepatico e ai se estabelecer definitivamente, dependendo das espécies, vimos
como em Ictalurus punctatus kendall e Hawkin; Hinton e Pool, 1975, Pimelodus maculatus Marconi
Stipp et al., 1980, Micropogon undulatus e Gonzalez et al., 1993. O tecido pancreético pode se
distingui do tecido hepético, pelo seu arranjo acinar, além disso, um fino envoltério de tecido
conjuntivo frouxo separa as células pancreaticas exdcrinas dos hepatécitos (BRUSLE e ANADON,
1996).

Monteiro et. al. 2004, analisou a ocorréncia de 12 diferentes antibidticos na dgua, sedimentos e
peixes, além da resisténcia bacteriana nos peixes de um determinado ambiente aquatico. Os
antimicrobianos (antibioticos) estudados foram oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina,
ciprofloxacina, enrofloxacina, sarafloxacina, norfloxacina, florfenicol, cloranfenicol, sulfatizol,
sulfadimetoxina e sulfametazina. Chegou a seguinte conclusao, que apesar da utilizacdo do antibidtico
ser algo necessario para a producdo de pescado, € possivel utilizad-lo de maneira sustentavel, seguindo

boas praticas de manejo e de producao, minimizando os impactos que estes antibidticos podem causar.
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CONCLUSAO

A andlise morfoldgica do figado de tilapia do-Nilo, Oreochromis niloticus, com as técnicas
empregadas neste estudo permite identificar alteracBes histoldgicas, histomeétricas e histoquimicas
evidentes no parénquima hepatico de tilapias alimentadas com racdo/probidtico acrescida do
antibiotico florfenicol.

Embora a eficiéncia da antibioticoterapia no tratamento das infec¢es por Streptococcus sp, bem
como dos seus efeitos colaterais, ja se encontrem bem estabelecidos, € licito sugerir, considerando 0s
resultados apresentados neste estudo, uma reavaliacdo quanto ao uso de antibidticos da classe do
florfenicol e da sua via de administracdo em peixes criados em viveiros escavados. Os dados aqui
obtidos poderdo contribuir com os ja existentes possibilitando um melhor entendimento sobre o uso
seguro de antibidticos na cultura da tilapia e a0 mesmo tempo mostra a necessidade de novas pesquisas
que aprofundem o conhecimento da acdo destes farmacos sobre a morfofisiologia hepatica de peixes

criados em sistemas de cultivo semelhantes.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar ao Microscopio Eletronico de Varredura (M.E.V) as
possiveis alteracGes estruturais do intestino de tilapias do Nilo que foram submetidas a
antibioticoterapia com Florfenicol a fim de tratar processo infeccioso causado por Stretoccocus ssp.

Os peixes foram agrupados de acordo com a seguinte distribuicdo: grupo (G1) - alimentados apenas
com ragdo, grupo (G2) tratado com ragdo/probidtico e grupo (G3) com ragdo/probidtico acrescida com
antibidtico (Florfenicol) perfazendo um total de nove peixes adultos, 3 por grupo sendo os do G 3,
provenientes de um viveiro no qual ocorreu o surto de estreptococose. Pequenos fragmentos (2cm X
2cm X 2cm) foram fixados em solucdo de Karnovsky e ap6s 0s procedimentos de rotina para MEV as
amostras foram analisadas em um Microscépio Eletronico de Varredura EVO LS15 — Zeiss. A mucosa
intestinal é constituida principalmente de enterdcitos e células caliciformes. A estrutura superficial do
intestino médio da Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi investigada, com relativa profundidade
tendo o auxilio e o poder de resolucdo do Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV). A mucosa do
intestino possui numerosas pregas longitudinais maiores e menores que exibem um padrdo de
disposicdo em ziguezague, equipado com muitas projecdes mucosas primarias ou secundarias.
Observa-se gue concavidades estdo presentes entre as projecdes mucosas maiores e menores, no caso
do intestino, a concavidade estd presente entre duas pregas mucosas principais. Dobras mucosas
longitudinais principais ou primarias que exibem um padrdo de disposicdo em ziguezague, equipado
com muitas dobras mucosas secundéarias. Observou-se que a mucosa do peixe que foi alimentado com
a racdo probidtico adicionada de antibidtico em relacdo aos peixes tratado apenas com ragdo e
racdo/probidtico apresentou uma desorganizagdo no interior da mucosa, com intensa erosdo destas
células na porcdo apical, numerosos poros, presenca de substancia mucosa. A utilizacdo da racdo com
probidtico adicionada com antibiético florfenicol alterou consideravelmente a morfologia da mucosa

intestinal das tilapias estudadas e com isso uma possivel alteracdo no metabolismo do animal.

Palavra chave: Antibioticoterapia, Florfenicol, probiotico, mucosa, enterécitos, caliciforme.
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SUMMARY

The objective of this work was to analyze the Scanning Electron Microscope (M.E.V) the
possible structural alterations of the intestine of Nile tilapia that were submitted to antibiotic therapy
with Florfenicol in order to treat infectious process caused by Streptoccocus ssp. The fish were
grouped according to the following distribution: group (G1) - fed with ration only, group (G2) treated
with ration / probiotic and group (G3) with ration / probiotic plus antibiotic (Florfenicol) making a
total of nine adult fish, 3 per group being those of G3 from a nursery in which the outbreak of
streptococcus occurred. Small fragments (2cm X 2cm X 2cm) were fixed in Karnovsky's solution and
after routine procedures for SEM the samples were analyzed in an EVO Scanning Electron Microscope
LS15 - Zeiss. The intestinal mucosa consists mainly of enterocytes and goblet cells. The surface
structure of the midgut of the Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) was investigated, with relative
depth having the aid and resolving power of the Scanning Electron Microscope (SEM). The intestinal
mucosa has numerous larger and smaller longitudinal folds which exhibit a zigzag pattern, equipped
with many primary or secondary mucosal projections. It is observed that concavities are present
between the major and minor mucosal projections, in the case of the intestine; the concavity is present
between two main mucosal folds. Primary or primary longitudinal mucosal folds that exhibit a zigzag
pattern, equipped with many secondary mucosal folds.

Key words: Antibiotic, therapy, Florfenicol, probiotic, mucosa, enterocytes, goblet.
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INTRODUCAO

As relacdes entre morfologia e os habitos alimentares em peixes tém despertado um grande
interesse nas trés Ultimas décadas objetivando a elucidacdo dos mecanismos adaptativos importantes
nos padrdes evolutivos e ecoldgicos dentre as numerosas espécies tanto de dgua doce como de &gua
salgada. Incremento consideravel tem sido observado no nimero de pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento de alimentos funcionais e de substancias quimicas que promovam a elevacdo da
eficiéncia alimentar e da taxa de desenvolvimento anatdmicos dos peixes (OLIVEIRA et al., 2002), e a
reducdo do uso de antibidticos como promotor de crescimento (KESARCODI-WATSON et al., 2008).

As maneiras mais comuns de administracdo de agentes antimicrobianos na aquicultura sdo o uso
de racdo contendo antimicrobianos e adicionando 0s compostos diretamente a agua (terapia de
imersdo). Estas praticas podem resultar na utilizacdo intensa de agentes antimicrobianos e
transferéncia de grande quantidade, ndo apenas para 0s animais, mas, também, para 0 ambiente.
Consequentemente, o uso de agentes antimicrobianos na aquicultura resulta em um amplo impacto
sobre as bactérias ambientalmente relevantes (HEUER et al., 2009).

Os antibioticos tém sido utilizados em producdo animal, incluindo aquicultura, para prevencao e
tratamento de doencas infeciosas. A sua administragcdo tem impacto sobre o ambiente e pode conduzir
ao aparecimento de resisténcia antimicrobiana, tanto em bactérias comensais do intestino humano e
animal, como em bactérias do meio ambiente, com a possivel disseminacdo de genes de resisténcia
entre diversas populactes bacterianas. (GASTALHO S, et. al. 2014).

A estreptococose é uma das infeccBes bacterianas mais importantes que afetam as tilapias e
evoluiu de uma infeccdo emergente para uma doenga marcante e muito bem identificada e
estabelecida. Essa enfermidade tem sido relatada em diversos locais de todo globo terrestre,
acometendo basicamente indmeras espécies em todos os tipos de ambientes (CONROY. 2009). A
estreptococose em tilapias cultivadas ja foi notificada em pelo menos 12 paises do continente
americano (CONRQY. 2009). Esse tipo de microrganismo foi isolado pela primeira vez em 1976, em
botos de dgua doce da Amazénia (Iniae geoffrensis) que viviam em aquarios nos Estados Unidos da
América (PIER & MADIN, 1976). Esses animais apresentaram lesfes cutaneas as quais foram
diagnosticadas como causadas por uma nova espécie de streptococcus, agentes etioldgicos da
meningoencefalite aguda que comprometia o cultivo de tilapias em paises da Asia e América (ELDAR
et al.,, 1994 e 1995a), provocando um alto indice de mortalidade nos peixes dessas regifes.
Inicialmente essa bactéria foi chamada de Streptococcus shiloi, em seguida passou a ser identificada
precisamente como Streptococcus iniae devido ao emprego de técnicas avancadas de analises
fenotipica e genotipica (ELDAR et al., 1995b).
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Os probidticos sdo produtos preparados com Lactobaccillus acidophillus, Streptococcus faecium,
Bacillus subtilis, e em alguns casos, leveduras (VERSCHUERE et al., 2000; Wang et al., 2008). A
definicdo de probidticos para organismos aquaticos necessitou da inclusdo dos beneficios causados
pelos organismos que interagem com o ambiente.

Verschuere et al. (2000) propuseram a definicdo de que probioGticos sao: “microrganismos
vivos”, que tem efeito benéfico pela modificagdo do hospedeiro associado ou comunidade microbial
do ambiente, assegurando o aumento do uso alimentar ou valor nutricional, aumentando a resposta do
hospedeiro sobre a doenga, ou pelo aumento da qualidade do ambiente”, prevendo também a interagao
do animal com o seu ambiente e ampliando a aplicabilidade do conceito na aquicultura. O mecanismo
de acdo dos probioticos pode ocorrer pela exclusdo competitiva (OZAWA et al., 1978; VINE et al.,
2004), pela competicdo por locais de adesdo no aparelho digestério (WATKINS & MILLER, 1983;
YAN et al., 2002), por estimulo da imunidade (INOOKA et al., 1986; SON et al., 2009), por maior
producdo de acido latico (FULLER, 1977), pela diminuicdo da producdo de aminas toxicas, pelo
aumento da disponibilidade de aminoécidos nos locais de absor¢do (KOZASA, 1989), por economia
de energia e por aumento da disponibilidade de vitaminas e enzimas (FULLER, 1989). A quantidade
de proteina da dieta depende de inumeros fatores inerentes ao peixe, as condi¢cBes ambientais de
criacdo e a propria dieta. Varios estudos tém buscado o melhor regime de alimentacdo quanto a
qualidade e aos niveis proteicos, com o objetivo de reducdo dos custos com alimentacdo, sem causar
danos metabdlicos aos peixes (RIGHETTI et al., 2011; LOUM et al., 2013).

A caracterizacdo da morfologia do trato digestorio dos peixes principalmente no que se refere
ao segmento intestinal, é de fundamental importancia, pois esta relacionada com a sua dieta, as
caracteristicas do local de alimentacéo e o estadio de desenvolvimento do individuo (SEIXAS FILHO
et al., 2003; BECKER et al., Qualquer mudanca que venha beneficiar a morfologia da mucosa, como o
aumento do comprimento das vilosidades aumentando a area de superficie epitelial para melhor

absorcdo dos nutrientes disponiveis € de grande importancia pra satde do peixe. (CASPARY. 1992).
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PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

GRUPO AMOSTRAL

Os peixes utilizados no presente estudo foram criados em viveiros escavados (1000 m?) os quais
seu volume era abastecido continuamente com agua proveniente do Rio Paraiba, sendo renovada 20
vezes ao dia. A qualidade da agua apresentou as médias de oxigénio dissolvido (OD) de 10a2mg/L,
mensurado com um oximetro F-1050 YSI. A temperatura manteve-se em torno de 26 °C, e foi aferida
periodicamente com um termometro da marca INCOTERM — 136127. O pH manteve-se em torno de
6,5 medido com um pHmetro portatil Master F-1002 e a salinidade manteve-se em 1,7 g/kg (Akso).

Os animais foram alimentados com racdo e probidtico. Apds 60 dias de permanéncia
aproximadamente observou-se que em alguns viveiros as tilapias apresentavam ulcera¢Ges cutaneas na
regido cefélica. Ao exame clinico-veterinario e laboratorial, constatou-se infec¢do por Streptococcus
sp. Iniciou-se imediatamente a antibioticoterapia para os animais destes viveiros adicionando-se a
racdo Florfenicol (50g de antibidtico/50 kg de racdo/viveiro — Lab. - Referéncia: 0003136). O
tratamento compreendeu duas fases de 10 (dez dias) cada, sendo administrado 2-3 vezes por dia, com
um intervalo de uma semana entre estas fases, de acordo com a preconizacdo veterinaria para

piscicultura. Ao final do tratamento observou-se o desaparecimento completo das ulceraces.

COLETA E ANALISE

A coleta do 6rgdo destinado ao estudo para microscopia eletrdnica de varredura ocorreu nas
dependéncias de uma Piscicultura no Estado da Paraiba, onde os animais capturados com rede
oriundos do viveiro escavado eram trazidos para o abate e procedimentos de comercializacdo. As
visceras foram removidas e o intestino foi devidamente separado para o experimento. Foi utilizado
para o estudo um total de nove (9) tilapias (Oreochromis niloticus) adultas pesando em média 1.300g e
medindo cerca de 32 cm. Dentre estas, nove foram selecionadas aleatoriamente e separadas em 3
grupos para o estudo da MEV. Apds a concessdo das visceras, o intestino médio foi separado e em
seguida seccionado com bisturi em fragmentos medindo cerca de 2 cm X 2 cm x 2cm e imediatamente
lavados em solugdo tampédo (Cacodilato de Sédio pH 7,2/0,1M) e imersos em solucdo fixadora de
Karnovsky preparada com o mesmo tampdo , sendo posteriormente processados de acordo com
protocolo de rotina para Microscopia Eletrénica de Varredura. As pecas foram desidratadas em serie
crescente de etanol. A secagem foi alcancada com gas carbdnico no aparelho de ponto critico
(HITACHI), em seguida as pecas foram montadas em bases metélicas e entdo passaram pela etapa
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(sputtering) de metalizacao (mistura coloidal de ouro e paladio), a qual foi realizada no aparelho FINE
COAT-ION SPUTTER 11000-JEOL (camada de 25nm de ouro-espessura). Para a andlise e
documentacdo do material empregou-se o Microscopio Eletronico de Varredura — EVO LS15 — Zeiss
do LME (Laboratério de Microscopia Eletrénica do LIKA— UFPE).
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RESULTADOS

ULTRAMICROSCOPIA DE VARREDURA (Imagem com disposi¢éo transversal)

A anélise morfoldgica ao microscopio eletrénico de varredura do intestino médio de tilapia do
Nilo com disposicao transversal mostrou ser constituido por trés camadas concéntricas dispostas na
seguinte ordem, partindo da luz para a regido externa do Orgdo: apresenta projecdo ou prega da
mucosa, formada por um epitélio: uma I&mina propria, duas camadas musculares e a serosa.

O epitélio é revestido por uma Unica camada de células absortivas ou enterécitos, que sdo
predominantes, sdo celulas que quando seccionadas longitudinalmente, caracterizam-se por ser
prismatica ou cilindrica alta, a superficie apical destas células exibe um muco esbranquicado. (fig. 1
C), Entre os enterdcitos sdo encontradas as células caliciformes, responsaveis pela produgdo de parte
do muco presente nessa regido, essas células secretam mucossubstancias neutras. A Iamina propria
formada por tecido conjuntivo frouxo, apresentando-se logo abaixo do epitélio (fig. 1 B). A camada
muscular por sua vez é constituida por duas subcamadas de células musculares lisas: uma interna,
sendo mais espessas orientadas circularmente, outra externa, mais delgada, cujas células se dispdem
longitudinalmente (fig. 1 D). A serosa é uma membrana formada por um epitélio simples pavimentoso
e por uma pequena quantidade de tecido conjuntivo que se liga a camada muscular. (fig. 1 C)

ULTRAMICROSCOPIA DE VARREDURA (Imagem da superficie da mucosa)

A mucosa do intestino médio apresenta numerosas dobras ou pregas longitudinais primarias
(PP) e secundarias (PS) mostrando um padrdo de disposi¢cdo em ziguezague e entre elas depressdes
(fig. 2 A e B). As celulas caliciformes secretoras de muco e as células epiteliais colunares ou
prisméticas com microvilosidades (borda em escova) estdo presentes em grande nimero constituindo a
camada epitelial disposta na superficie. Uma delgada camada de muco (Mu) encontra-se espalhada
sobre as principais pregas mucosas e 0s poros (P) minudsculos (fig. 2 H) bem definidos sdo visiveis e
através destes as células mucosas descarregam seu produto de secrecdo. O peixe alimentado com
racao/probiotico com adicdo de antibiotico na dieta apresentou uma descaracterizagdo da mucosa, com
intensa erosdo destas células na por¢éo apical, numerosos poros e presenca de substancia mucosa (Fig.
4).

Figura 1- Intestino médio de tilapia do Nilo, microfotografia de varredura nas (Figs. 1A, B,) peixe controle (C) e
alimentada sé com ragdo. E possivel observar da luz do érgdo para a camada mais externa: A mucosa com suas pregas
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(PM) bem definidas, Lamina prépria (LP). Células epiteliais cilindricas ou prismaticas (CE), a chave indicando o limite
entre a camada muscular (CM) e a lamina prépria (LP) e a serosa (S) morfologicamente sem alteraces.
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Figura. 2- Intestino médio de tilapia do Nilo, microfotografia eletronica de varredura- MEV peixe controle (C). Nas
Figs. 2A, B, e alimentada s6 com racgdo é possivel observar no fragmento total do intestino sobre o suporte, a mucosa
(M) apresentando pregas longitudinais primérias (PP) mostrando um padréo de disposi¢do em ziguezague figs.2A e D.
Entre as pregas observamos depressdes (DP). A superficie da mucosa morfologicamente se mostra sem alteragdes.
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Figura 3- Intestino médio de tilapia do Nilo tratada com racgdo/probidtico (RP). - Microfotografia Eletronica de
Varredura. Nas Figuras. 3 A, B, C, D é possivel observar proje¢des ou pregas da mucosa (PM) bem definidas,
morfologicamente sem alteracfes, com aspecto tecidual bem preserva, presenca de leveduras (L), Mucossubstancia
(Mu), depressdes (DP) entre as pregas da mucosa.
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Figura 4- Micrografia eletronica de varredura - Intestino médio de tilapia do Nilo tratado com
racéo/probidtico/antibidticos (RPA): Fragmento total do intestino sobre o suporte: Mucosa (M),
descaracterizada desorganizada e observe as células epiteliais (CE), presenca de leveduras (LE) com
suas projecfes sem definicdo, morfologicamente bastante alterada, a mucosa coberto de mucina ou
mucossubstancia (Mu) com a presenga de numerosos poros (P).
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DISCUSSAO

Os estudos empregando M.E.V tém mostrado uma acentuada variacdo na morfologia da mucosa
e esta diretamente relacionada com a diversidade nos habitos alimentares observada dentre os milhares
de espécies de peixes, portanto a caracterizagdo da morfologia (anatomia, histologia) e da fisiologia do
trato digestorio dos peixes € de importancia basilar, pois permite estabelecer as inter-relacfes dieta -
habitat - e o estadio de desenvolvimento do individuo (SEIXAS FILHO et al., 2003)

Essas projecdes (pregas da mucosa) com orientagdo Unica pode ser longitudinal, transversal ou
destes dois tipos, encontram-se também projecBes dispostas em forma de ziguezague. No entanto,
observa-se que essas pregas intestinais sdo bastante complexas. Essas observacdes estdo de acordo
com aquelas anteriormente relatadas em teledsteos (CACECI, 1984). Entretanto em estudo anatémico
classico, antes mesmo do desenvolvimento do Microscopio Eletrénico de Varredura, Al-Hussaini
(1949) descrevera em teledsteos da familia Cyprinidae, que as pregas da mucosa intestinal sdo
orientadas em diferentes direcOes, e em outras regides do trato digestivo podem se apresentar de forma
predominantemente transversais, contudo algumas com padrdo em ziguezague estdo presentes. As
dobras intestinais da mucosa estdo relacionadas com o aumento da area de superficie, podendo auxiliar
na mistura dos alimentos que passaram pelo estdbmago e la sofreram acdo do acido cloridrico (HCI),
com o suco digestivo hepatopancredtico, com as mucinas neutras, sendo assim, essencial na
manutencdo do pH étimo para a funcionamento adequado de véarias enzimas. A presenca de grandes
pregas mucosas ajuda a aumentar a superficie absortiva do intestino, ao passo que as cavidades
distintas entre as pregas mucosas servem para reter os alimentos ingeridos por periodos mais longos,
tonando-se essenciais para o efetivo funcionamento deste 6rgdo. A presenca de células mucosas € uma
caracteristica comum no trato intestinal de teledsteos. O muco secretado por estas células difere de
espécie para espécie ao longo do trato intestinal. Ao passo que a presenca dessas células no trato
digestorio é sugestiva pelo fato de que a mucina segregada por elas mantém a umidade elevada e
proporciona uma boa lubrificagdo ao alimento permitindo maior facilidade no transporte do material
ingerido além de servir de protecdo ao epitélio evitando possiveis lesdes as células. Normalmente as
dobras da mucosa sdo cobertas com uma fina camada de mucina e repleta de poros como ja foi
descrito, atraves dos quais as células expelem seus contetdos, esse fato tem sido relatado por varios
pesquisadores em diferentes tipos de peixes (Kapoor, 1958; Khanna, 1964, 1968; Moitra e Sinha,
1971, 1972; Sinha e Moitra, 1975, 1976; Moitra e Ray, 1977, 1979).

Segundo Mansfield et al. (2010), nos animais terrestres a complexa comunidade microbiana do
ambiente intestinal exerce importantes funcdes na digestdo, na exclusdo de patdgenos e no

desenvolvimento e maturacdo do sistema imune. As funcbes da microbiota intestinal dos peixes nao se
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encontram tdo bem estudadas como para humanos e outros animais homeotérmicos (HOVDA et al.,
2007)

Navarrete et al. (2010) afirmaram que, em peixes, mesmo a microbiota intestinal ndo sendo tdo
populosamente densa, tal como nos animais terrestres e homeotérmicos, presume-se que ela
desempenhe funcbes semelhantes na saude e no crescimento do hospedeiro, pois em contraste com 0s
animais terrestres 0s peixes possuem um estreito contato com a microbiota ambiental, devido ao
habitat aquético (SILVA et al., 2005)

Araujo et al. (2007) relatam que os resultados de pesquisas com probidticos até 0 momento, sao
bastante contraditorios quanto a sua eficiéncia, essa contradicdo observada entre os trabalhos
justificasse mediante os dados obtidos em relagdo a idade do animal, tipo de probidtico utilizado,
viabilidade de microrganismos a serem agregados as racdes e suas condi¢es de armazenamento. Faria
et al. (2009), afirmam que varios aspectos como dosagem inadequada dos microrganismos que
compdem os probidticos, falta de desafio sanitario em condi¢bes experimentais e uma possivel
competicdo com o hospedeiro por nutrientes, podem contribuir para a ndo expressao de respostas
favoraveis ao desempenho quando da utilizagdo de probi6ticos.

Segundo Radecki & Yokoyama (1991) os probidticos adicionados a dieta estimulam o
crescimento e a estabilidade de populacbes bacterianas que ao fermenta-las, produzem 4&cidos
organicos reduzindo o pH do lumem do aparelho digestério e inibindo a proliferacdo de bactérias
nocivas ao epitélio pois sdo produtoras de sulfito, amonia e toxinas fedlicas, que contribuem para a
reducdo do processo de descamacao.

De acordo com Seixas Filho et al. (2001) a disposi¢do dos érgdos digestivos esta diretamente
relacionada com a forma da cavidade peritoneal e consequentemente com a forma do corpo. Na
literatura disponivel foi possivel verificar que as pregas da mucosa intestinal podem ser mais ou menos
elaboradas. Menin & Mimura. 1992 observaram que algumas espécies possuiam a tinica muscular e a
serosa mais espessa para uma maior economia de espaco na cavidade peritoneal. Como se observa, 0s
peixes alimentados com racdo contendo o probidtico mostraram diferengas significativas quanto a
constituicdo estrutural do epitélio das pregas da mucosa, quando comparado ao observado nos peixes
do tratamento controle. Sabe-se, com base em dados ja bem estabelecidos, que a renovacéo celular do
epitélio se da a partir de células tronco localizadas no proprio epitélio de revestimento e este processo
pode ser ativado por diversas vias de estimulagéo incluindo-se dentre elas aquelas promovidas pelos
probidticos que favorecem a renovacdo do epitélio intestinal (MEDRI et al.,1999). O intestino é um
Orgdo de extrema importancia quando relacionado com processos fisioldgicos, sendo o local mais

envolvido no processo de digestdo e absorcdo das moléculas nutricionais (CABALLERO et al. 2003).
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A presenca de células mucosas é uma caracteristica comum no trato intestinal de teledsteos. O
muco secretado por estas células difere de espécie para espécie ao longo do 6rgdo. Ao passo que a
presenca dessas células no trato digestdrio é sugestiva pelo fato de que a mucina segregada por elas
mantém a umidade elevada e proporciona uma boa lubrificacdo ao alimento permitindo maior
facilidade no transporte do material ingerido além de servir de protecdo ao epitélio evitando possiveis
lesbes as células. A integridade das pregas da mucosa podera ser analisada de acordo com os graus de
perda de epitélio estabelecidos por Gomide Jr. et al. (2004). Tamanho, nimero, integridade e protecéo

dos vilos, conjuntamente, determinam as areas de digestao e absorcao intestinais (Cera et al.,1988)
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CONCLUSAO

Pode-se concluir a partir da presente investigacdo que a arquitetura da mucosa intestinal,
revelada pela MEV, elucida as severas modificacbes no epitélio da mucosa e as caracteristicas
morfoldgicas das diversas células que revestem o intestino com o uso do probiotico acrescida de
antibidtico na racdo. Variagdes na estrutura de células epiteliais colunares podem estar relacionadas ao
tratamento empregado. A utilizacdo da racdo com probidtico adicionada com antibiotico florfenicol

alterou consideravelmente a morfologia intestinal das til&pias estudadas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A tilapia é a segunda espécie de peixe mais cultivada em agua doce e de maior importancia na
aquicultura mundial, ainda destacando sua boa aceitacdo no mercado consumidor, sua facilidade na
criacdo em cativeiro, apresentando um crescimento rapido, adaptabilidade bem aceitavel, carne de
Otima qualidade. Uma piscicultura, localizada no Municipio de Sdo Miguel de Taipu, Estado da
Paraiba, obter no periodo 5 a 6 meses aproximadamente de 12 a 13 toneladas do pescado por viveiro
escavaado, totalizando, uma producéo aproximada de 120 a 130 toneladas para serem comercializadas
em diversos municipios da Regido Nordeste, motivo este da grande importancia desse trabalho. Trata-
se, portanto, de um alimento consumido por milhGes de pessoas, todos os dias, no mundo inteiro.
Quanto maior a demanda, maior o interesse de quem produz em dispor de cada vez maiores
quantitativos para oferecer, recorrendo para isso a suplementos alimentares que aceleram o
crescimento e 0 ganho de peso. E recorrendo também, é claro, a fArmacos para reduzir perdas. Esse
trabalho visou estudar o impacto dessas praticas sobre a sanidade dos criatérios. E a estratégia
escolhida consistiu em observar em detalhes parametros morfolégicos do aparelho digestorio de
espécimes retirados de criatorio comercial em viveiro escavado tratados com ragdo / probidtico com
adicdo de antibidtico.

Com o objetivo de promover salde, sustentabilidade e seguranca alimentar na aquicultura, o uso
de probioticos e outros imunoestimulantes na alimentacdo dos animais de producéo, visa a diminuicao
da utilizacdo de antibidticos e quimioterapicos. O objetivo principal desse pleito é a melhoria da
producdo e o controle das enfermidades. Os efeitos benéficos promovidos pela adicdo dos probidticos
estdo cada vez mais acessiveis aos produtores e sdo encontrados disponiveis para a grande maioria das
espécies de peixes. Além disso, uma ampla diversidade de microrganismos considerados como
probidticos ja sdo utilizados na aquicultura e ganham espago e importancia na producdo de um
alimento rico e saudavel.

Algumas propriedades benéficas atribuidas as culturas probidticas necessitam de estudos mais
detalhados para serem definitivamente esclarecida, constara se 0 uso ou nao desse suplemento trard
realmente beneficios ao animal em estudo. Baseado na gama de informacdes obtidas deduziu que o
programa de profilaxia promovendo a utilizacdo de imundgenos e/ou probidticos permite a obtengéo
de peixes com melhor qualidade sanitéaria.

No caso da til&pia, razdo da pesquisa, a aplicacdo do farmaco é controlar doengas que poderiam
influir na producdo e até mesmo causar mortalidade dos peixes. Se utilizados com consciéncia e
parcimonia, poderdo garantir sua eficacia terapéutica por um longo periodo de tempo e continuar

colaborando para expanséo da piscicultura. E importante que técnicos e produtores tenham ciéncia das
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implicagOes produtivas, ambientais e comerciais do uso desses medicamentos. Caso contrario poderdo
enfrentar problemas hoje ou no futuro. Uma das maiores preocupac¢es com o uso de antibi6ticos na
alimentacdo do peixe seria 0 surgimento de bactérias resistentes culminando com a grande
possibilidade de serem transferidas para o homem.

Em virtude das poucas informac@es disponiveis na literatura pertinente ao aspecto estrutural do
figado e principalmente do intestino e seus componentes celulares, apés a utilizacdo do probiotico e do
antibiotico, considerando que sdo poucos os critérios utilizados para distinguir com maior precisdo a
analise morfoldgica do sistema digestorio de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), faz-se necessario
o aprofundamento de novas pesquisas buscando alternativas mais seguras tanto para aumentar a
producdo e a produtividade quanto para garantir a sanidade dos animais criados em tanques escavados,
como os que foram focados neste trabalho.
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