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ABSTRACT.- Honorato C.A., Cruz C., Carneiro D.J.,, Machado M.R.F,, Nasimento C.A. & Sa-
turnino K.S. 2014. [Histology liver in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fed diets
with fish silage.] Histologia do figado de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimen-
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ra 34(Supl.1):64-68. Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Hospital Veterinario,
Centro Universitario da Grande Dourados, Dourados, MS 79824-900, Brazil. E-mail:
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This study aimed to evaluate possible histopathological liver of tilapia fed diets contai-
ning fish silage and level protein. Sample of 180 fed with tilapia fingerlings fed with diets
containing three protein levels (20, 24 and 28% CP), and Proportions residue fermented
silage of tilapia (% and %) of were analyzed during 75 days. The tissue fragments were
fixed in Bouin and included in Histosec®. After that, between 2 to 5um slices were done in
a rotation microtome. The methods used for tissue analysis were hematoxilin/eosin and
PAS. The histological slices were examined under light microscope (Olympus BX-50). The
disarray in the morphology of the liver of fish fed biological silage was influenced by high
protein levels, and increased proportions of %2 of animal protein diets. It was observed that
the variation of hepatocytes is directly related to the type of diet for fish. In fish fed diets
containing 28% CP, the liver showed disruption of the structure cordon of hepatocytes,
necrosis and shifting points of the core to the periphery. Elevated levels of biological fish
silage cause deleterious changes in the liver. The level of protein required to maintain the
health of the associated development fish is 24% crude protein.
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RESUMO.- Este estudo teve como objetivo avaliar as pos-
siveis alteragdes histopatolégicas hepatica de tildpias do
Nilo alimentadas com dietas contendo silagem biolégica
de pescado com diferentes concentragdes protéicas. Foram
utilizados 180 juvenis alimentados com dietas contendo
trés niveis de proteina (20, 24 and 28% PB), e duas pro-
porgdes de silagem bioldgica (¥ e %2) durante 75 dias. Os
fragementos de figado foram fixados em Bouin e inclusos
em Histosec®. Posteriorente foram cortados em microtomo
com espessura de 2 a 5um. O método utilizado para colo-
racao foi hematoxilina/eosina e PAS. Os cortes histologicos
foram analisados em microscopio de luz. O desarranjo na
morfologia do figado dos peixes alimentados com silagem
biolégica foi influenciado pelos altos niveis protéicos, e pelo
aumento %2 de proporg¢des de proteinas de origem animal
das dietas. Foi observado que a variacdo dos hepatdcitos
esta diretamente ligada com o tipo da dieta fornecida para
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os peixes. Nos peixes alimentados com as dietas contendo
28% PB, o figado apresentou desarranjo da estrutura cor-
donal dos hepatdcitos, pontos de necrose e deslocamento
do nucleo para periferia. Niveis elevados de silagem biol6-
gica de pescado provoca alteracdes deletérias no figado. O
nivel de proteina adequado para manter o desenvolvimen-
to associado a saude do peixe é de 24%PB.

TERMO DE INDEXACAO: Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus,
histologia do figado, silagem biolégica de peixe, hepatdcitos.

INTRODUCAO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) vem se destacan-
do no cenario de produgdo de peixes de agua doce, prin-
cipalmente pelo 6timo desempenho e rusticidade, a faci-
lidade de obtencdo de alevinos, a aceitacdo no mercado e
pela qualidade do seu filé. No entanto, um dos entraves no
sistema de produgio de organismos aquaticos sdo os altos
custos da alimentacdo, por isso sdo constantes as buscas
por fontes alternativas de proteina de menores custos e de
simples processamentos, que possam substituir a farinha
de peixe, a principal fonte de proteina de origem animal
utilizada na dieta para peixes (Assano et al. 2011).

Dentre diversos substitutos destaca-se a silagem de
peixe como fonte de proteina de origem animal produzi-
do a partir de residuos de pescado (Honorato et al. 2013).
Considerando que o processamento de peixe produz dia-
riamente uma grande quantidade de residuos que geram
um problema de poluicdo ambiental, faz-se indispensavel
uma alternativa de processamento destes subprodutos. O
potencial da silagem de peixe como produto alternativo
foi demonstrado para organismos aquaticos sem propor-
cionar efeitos deletérios ao crescimento (Abimorad et al.
2009). No entanto, a nivel de inclusio e o teor de proteina
da dieta contendo este ingrediente requer atencao devido
a bio-disponibilidade do produto. Excesso ou escassez de
proteina sdo prejudiciais ao organismo podendo resultar
em aparecimento de patologias. (Honorato et al. 2013). O
figado é um 6rgdo considerado crucial para o metabolismo
de nutrientes, sendo considerado 6timo indicador para pa-
tologias nutricionais (Fujimoto et al. 2008, Raskovi¢ et al.
2011).

Entre as fun¢des hepaticas mais importantes, destacam-
-se a formacdo de proteinas plasmaticas, a desaminacgdo de
proteinas, a formagdo de uréia para remoc¢do de amonia
como efeito detoxificante e a sintese de certos aminodacidos
(Honorato et al. 2013). Assim, Uma disfunc¢io hepatica gra-
ve, que pode ser causada por vdrias etiologias, e ocorren-
do por periodos considerados longos, pode propiciar um
quadro irreversivel (Raskovi¢ et al. 2011), com evidente
diminuicdo da taxa de crescimento, e a morte do animal.
Portanto, o conhecimento da morfo-histologia do figado de
peixes de interesse comercial é de grande importancia para
a compreensdo de alteracdes neste 6rgao, seja patologicas,
relacionadas a doencas infecciosas, seja proporcionadas
por sobrecarga ou deficiéncia de nutrientes nas dietas ad-
ministradas (Honorato et al. 2013).

Este estudo teve como objetivo descrever as alteragdes
histopatolégicas hepatica de tildpias do Nilo alimentadas

com dietas contendo silagem bioldgica de pescado com di-
ferentes niveis de protéicas.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas as alteragdes histopatolégicas no figado de tila-
pia do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentadas com dietas con-
tendo trés niveis de proteina bruta (20, 24 e 28% PB) (Quadro
1), sendo que cada nivel apresentou duas proporg¢oes de silagem
biolégica de pescado (Y4 ou %2 PB). As dietas foram denominadas:
D01 =20%PB % SP, D02 = 20%PB % SP, D03 = 24%PB % SP, D04 =
24%PB Y% SP, D05 = 28%PB %4 SP, D06 = 28%PB %4 SP. O ensaio foi
conduzido utilizados 180 alevinos de tilapia com o peso médio ini-
cialde 1,17+0,05g, distribuidos em 18 aquarios de 150L, abasteci-
dos continuamente com dgua proveniente de pogo artesiano, com
renovacdo de 20 vezes ao dia e aeragdo constante, por um periodo
de 75 dias. A qualidade da 4gua apresentou as médias de oxigénio
dissolvido de 5,70+0,2mg de0, L, temperatura de 29,27+1,20°C,
pH de 7,95+0,03 e condutividade de 127,17+0,04us/cm. A qua-
lidade da agua manteve-se dentro dos padrdes para o cultivo de
peixes neotropicais, relatados por Sipauba-Tavares (1995).

Para a producio de silagem bioldgica de pescado foram utili-
zados residuos de filetagem de tilapia (cabega, viceras, restos de
musculatura, espinhas, pele, escamas e nadadeiras), previamen-
te moidos, e adicionados a matéria prima, 15% (p/p) de melago
de cana-de-agtcar, 5% (p/p) de Lactobacillus plantarum e 0,25%
(v/p) de acido sérbico (Assano et al. 2011), sendo armazenada
por 30 dias. As ragdes foram peletizadas em maquina de moer
carnes (California Pellet Mill) do Centro de Aqticultura da Unesp
e posteriormente, os pelletes foram secos, e conservados em fre-
ezer para o fornecimento durante o periodo experimental. O ar-
racoamento foi fornecido a vontade, duas vezes ao dia (manhi e
tarde) em pequenas quantidades até a saciedade aparente.

No final do periodo experimental, trés peixes foram pesados
e anestesiados em bezocaina (100mg/L) até completa perda dos
sentidos, e sacrificados por transec¢do medular sendo estes reti-
rado o figado para as avaliagdes hitologicas (Comité de técnicas
de bioseguranca e ética: Processo 104/11).As amostras de figa-
do foram fixadas em solucdo de Bouin, por 24horas, procedeu-
-se a lavagem em 4lcool 70% para desidratacdo em série alcodlica
crescente, diafanizacdo em série de xil6is, inclusdo em Histosec e

Quadro 1. Formulagao e composicdo das dietas experimentais

Ingredientes (%) Dy, D, D,, D,, D D,
Silagem de peixe 11,1 22,1 13,3 26,5 15,5 31

Milho moido 46,9 52,2 52,5 51,7 41,4 40,8
Farelo de soja 14,7 5,0 27,7 14,1 36,4 20,6
Farelo de trigo 21,3 15,0 - 2,0 - 2,0

Quirera de arroz 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

Oleo de soja 0,4 - 0,9 - 1,1 -

Suplemento vitaminico® 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Suplemento mineral® 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Composicdo analisada®

Matéria seca (%) 93,3 94,4 93,1 94,7 93 95
Proteina bruta (%) 20 20 24 24 28 28
Extrato etéreo (%) 4,5 4,9 4,5 4,7 4,5 4,6

Energia bruta (kcalkg?!) 4209 4184 4249 4202 4289 4230

iComposi¢cdo do suplemento mineral para 1kg de ragio: Ferro = 1500mg,
Cobre = 5000mg, Iodo = 500mg, Manganés = 17000mg, Zinco =
12000mg, Selénio = 70mg, veiculo 1000g. "Composi¢do do suplemen-
to vitaminico para 1kg de ragdo: Vitamina A = 12000 Ul, Vitamina D,=
1500 Ul, Vitamina E = 50rpg, Vitamina K = 4mg, Vitamina B,, = 7mg, Aci-
do Pantaténico = 60mg, Acido Nicotinico = 120mg, Cloreto de Colina =
600mg, Metionina = 700mg, veiculo = 1000g. “Com base na composi¢do
analisada dos ingredientes.
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cortados em espessura variando de 5 a 7um de espessura. Para a
coloracgdo utilizada foi Hematoxilina-Eosina (HE). Os cortes his-
toldgicos foram analisados e fotomicrografados com fotomicros-
copio Axioskop- Zeiss. Ao microscépio de luz (Olympus BX-50)
foram observadas suas estruturas e alteragdes microscopicas.

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casu-
alizado, com seis tratamentos em esquema fatorial 3x2, corres-
pondendo a trés niveis de proteina bruta (20, 24 e 28%), duas
proporgdes de silagem bioldgica de pescado (4 ou %), com trés
repeticdes. Quando a analise de variancia indicou diferencas sig-
nificativas entre tratamentos (P<0,05), as médias foram compara-
das pelo teste Tukey.

RESULTADOS

Os valores de ganho em peso de tildpia do Nilo alimenta-
das com dietas de diferentes niveis de proteina e inclusdo
de silagem de pescado estdo apresentados na Figura 1. O
aumento de inclusdo de silagem bioldgica proporcionou
maior crescimento dos peixes alimentadas com os niveis
de 24 e 28% de PB.

O figado de tiladpia do Nilo, alimentadas com dietas con-
tendo silagem biolégica de pescado, caracterizou-se por
apresentar distribuicao cordonal dos hepatdcitos e os sinu-
s6ides apresentaram-se revestidos com células endoteliais.
Os hepatdcitos apresentavam citoplasma claro com nucleo
central e formato arredondado e em algumas regides des-
locado para a periferia da célula (Fig.2).

No tratamento com 20% PB as alterag¢des histoldgicas
hepaticas apareceram apenas no maior nivel de inclusio de
silagem biolégica (%2). Neste tratamento o figado manteve
arranjo cordonal dos hepatdcitos normal, similar ao obser-
vado nos tratamentos com % silagem biolégica, porém com
congestdo multifocal de sinuséides (Fig.2b).

Nos tratamentos com 24%PB somente apresentaram
alteragdes os peixes suplementados com % de silagem bio-
logica. Os peixes alimentados com essa dieta apresentaram
hepatdcitos de formato levemente arredondado com cito-
plasma claro (baixa acidofilia) e, somente em algumas regi-

[
[=]

—
A

L

Ganho em peso (g)
=

%2 POA

YaPOA

28% PB

0% POA 2 POA

Fig.1. Ganho de peso de tilapia do Nilo, alimentadas com dietas
contendo silagem de pescado com diferentes concentragdes
protéicas. D01 = 20%PB % SP, D02 = 20%PB %2 SP, D03 =
24%PB Y SP, D04 = 24%PB %2 SP, D05 = 28%PB % SP, D06
= 28%PB % SP, sendo PB = proteina bruta, SP = silagem de
peixe.
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0es o nucleo deslocado para a periferia da célula. O arranjo
cordonal dos hepatdcitos normal, mas em algumas células
apresentaram baixa concentragdo de glicogénio intracito-
plasmatico (Fig.2C,D).

Nos peixes alimentados com as dietas contendo 28%
PB, o figado apresentou desarranjo da estrutura cordonal
dos hepatdcitos, pontos de necrose e deslocamento do nud-
cleo para periferia (Fig.2E). Os peixes alimentados com a
dieta com % de silagem biol6gica apresentaram pontos de
congestao (Fig.1F).

DISCUSSAO

0 aumento da inclusdo de silagem na dieta proporcionou as
melhores médias de ganho em peso quando a dieta possuia
24 e 28% de PB. A inclusdo de silagem de peixe na alimen-
tacdo de organismos aquaticos foi reportada por Assano et
al. (2011), observaram que este produto pode ser utilizado
com éxito como fonte de proteina de origem animal para
tilapia do Nilo o que ressalta a qualidade do produto além
de representar um método alternativo de baixo custo.

0 ganho em peso foi superior para as dietas contendo
maior propor¢ao de silagem biolégica o que pode ser atri-
buida a melhora no perfil de aminoacidos da dieta. Neste
contexto de suplementagdo com produtos de origem ani-
mal, Boscolo et al. (2010) ressalta que estes possuem sus-
tancias palatabilizantes o que estimula o consumo do ali-
mento. Os residuos de filetagem de tilapia ja foram testados
na forma de silagem acida para tilapia do Nilo que nao en-
contraram diferengas para os pardmetros de desempenho
produtivo (Abimorad et al.2009). Entretanto, poucos sio os
estudos referentes a inclusdo de silagem biolégica e seus
efeitos na saude do peixe.

A utilizacdo de novos ingredientes que substitua a fa-
rinha de peixe na alimentagdo de organismos aquaticos
faz-se indispensavel, pela escassez do produto (Assano et
al. 2011). Os alimentos com potencial para alimentacéo de-
vem ser testados quanto ao nivel de inclusdo e seus efeitos
na saude dos peixes. O figado é um 6rgdo considerado cru-
cial para o metabolismo de nutrientes, sendo considerado
6timo indicador para patologias nutricionais (Raskovi¢ et
al. 2011).

As células hepaticas da tilapia do Nilo alimentadas com
dietas contendo 20% de PB apresentaram hepatdcitos po-
liedral com nucleo centralizado o que corrobora com os
dados de Piaractus brachypomus (Palacios et al., 2006) e
estdo de acordo com as descri¢des realizadas para o pacu
(Fujimoto et al. 2008). As dietas com 24 e 28% de proteina
bruta a inclusdo de % de silagem biolégica afetaram em di-
ferentes graus a estrutura hepatica da tilapia do Nilo.

A utilizacdo de %2 de inclusdo de silagem bioldgica nas
dietas para tilapia do Nilo, promoveu alteragdes sutis na
estrutura hepatica semelhantes as observadas por Toledo
(2004), utilizando diferentes relacdées carboidratos e lipi-
dios para a mesma espécie. O autor descreve que as células
com citoplasma fracamente eosinofilicos, mas com ntcleos
centrais, sdo indicativos de atividade metabdlica normal.

As alteragdes observadas no figado de tilapia alimen-
tadas com dieta contendo 28%PB, sdo indicativos de so-
brecarga do 6rgdo. As modificagdes observadas no figado
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Fig.2. Figado de tilapia. (A) Tratamento D01 = 20%PB e % silagem bioldgica. Det:

Wit ) G

alhe do figado

sem alterac¢des histopatoldgicas com pancreas difuso no tecido hepatico(p), Arranjo cordonal
dos hepatdcitos (trago fino), nucleo centralizado (seta). HE, obj.20x. (B) Tratamento (D04)
com 24% PB % silagem bioldgica. Aumento do volume celular com deslocamento do nu-
cleo para periferia (seta ), fusdo celular dos hepatocitos (*).HE, obj.20x. (C) Tratamento com
28%PB % silagem bioldgica. Desarranjo da estrutura cordonal (traco fino), hiperplasia (seta
grossa). PAS, obj.20x, (D) Tratamento com 28%PB ¥z silagem bioldgica. Presenca congestdo
sanguinea (cg), hiperplasia (seta grossa), deslocamento do ntcleo para periferia (seta) no

figado. HE, obj.20x.

como estreatose hepatica, figado palido e deposicdo de gli-
cogénio em execesso podem ser atribuidas ao metabolismo
de degradacido das proteinas (transaminag¢ao) (Honorato et
al. 2013). 0 excesso de proteina ofertada na dieta pode pro-
porcionar diminui¢do do consumo e do crescimento devido
sua utilizacdo para fins energéticos, aumentando a excre-
¢do de amonia (Almeida et al. 2011).

Entre as principais estratégias para otimizar a nutri-
¢do de organismos aquaticos esta a inclusdo cuidadosa de
fontes energéticas como os carboidratos e os lipideos nas
dietas, que podem promover o efeito poupador de proteina
(Honorato, Almeida e Moraes, 2013). Niveis inadequados
de proteina na dieta demandam aumento no nivel de ener-
gia para metaboliza-las, sendo o excesso armazenado como
gordura apds desaminacgdo, promovendo sobrecarrega as
fungdes do figado (Almeida et al. 2011).

Diferencas no formato e tamanho dos hepatdcitos assim
como no nucleo estdo associados a patologias hepaticas e a
atividade metabdlica das células do figado (Raskovic¢ et al.
2011). A migracao do nucleo do hepatécito foi reportada
para peixes alimentados com niveis crescentes de lipideos
na deita (Wassef et al. 2007) sendo esta atribuida ao pro-
cesso de lesdo das células hepaticas pelo acumulo de gor-
dura. Por outro lado Caballero et al. (2004) também obser-

vou migracdo do nucleo do hepatoéicitos em Spaurus aurata
alimentados com 22% de lipideos, porém ressaltou que
estas ndo apresentavam implicagcdes patoldgicas por serem
reversiveis. A variacdo no tamanho do hepatécito e do seu
nucleo em resposta a variagdo ocorrida na dieta também
foi evidenciada por Ostaszewska et al. (2005) em Piaractus
mesopotamicus submetido a dietas com diferentes fontes
de proteina.

Alteragdes morfolégicas no figado podem ser provoca-
das por substancias quimicas, drogas e até mesmo pela ali-
mentacdo desbalanceada, as quais sdo importantes causas
de adaptacgdes, lesdo e até morte celular. O figado é um o6r-
gdo altamente suscetivel as mudancas no estado nutricio-
nal de peixes, e a qualidade da dieta interfere diretamente
na sua estrutura histo-morfo funcional (Bruslé & Anadon
1996). Em suma o exame histoldgico do tecido hepatico de
tilapia do Nilo alimentadas com diferentes niveis de protei-
na e inclusdes de silagem biolégica demonstraram algumas
mudangas importantes que podem ser atribuidas a dieta
ofertada. Ressalta-se a importancia desta avaliacdo no es-
tudo de alimentos e niveis de nutrientes para espécies de
peixes devido as mudangas histolégicas que sdo detecta-
da precocemente aos efeitos deletérios de sobrevivéncia e
crescimento. Sendo assim as patologias hepaticas passiveis
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de ser utilizadas como critério preliminar de avaliagido de
alimentagdo (Raskovic¢ et al. 2011).

CONCLUSOES

Niveis elevados de silagem biolégica de pescado (V%)
provocam alteracdes deletérias no figado de tilapia do Nilo,
sendo seu uso recomendado de % da proteina da dieta.

O nivel de proteina adequado para manter o desenvolvi-
mento e a satide do peixe é de 24%PB.
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