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Histologia do rim, figado e intestino de girinos de ra-touro (Rana catesbeiana) alimentados
com dietas contendo propolis

Histology of kidney, liver and intestine of bullfrog tadpoles (Rana catesbeiana) fed with diets
containing propolis

Luis Ricardo Romero Arauco' Marta Verardino De Stéfani'" Laura Satiko Okada Nakaghi'!
Verdnica Regina Lobato de Oliveira-Bahia'

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo verificar a
ocorréncia de possiveis alteragdes no figado, rim e intestino de
girinos de ra-touro no estagio 42, alimentados com dietas
contendo diferentes concentragdes (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; e 1,5%)
de extrato hidroalcodlico de propolis. O experimento foi
conduzido no laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos
do Centro de Aquicultura da UNESP, onde foram utilizados
1.400 girinos no estagio 26, distribuidos em vinte tanques
experimentais. No final do experimento (60 dias), foram
sacrificados trés girinos de cada repeticdo e retiradas amostras
de rim, figado e intestino para processamento de laminas
histolégicas no Laboratério de Histologia do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV - UNESP. As
amostras foram fixadas, desidratadas, coradas com HE,
analisadas, fotomicrografadas e medida a espessura do epitélio
intestinal. Ndo foram observadas alteracdes histol6gicas no
intestino, rins e figado dos girinos. A espessura do epitélio do
intestino dos mesmos nao foi influenciada (P>0,05) pelas
concentracdes de propolis.

Palavras-chaves: ranicultura, histologia, prépolis, 6rgaos.
ABSTRACT

This research was aimed at verifying the occurrence
of possible alterations in liver, kidney and intestine of bullfrog
tadpoles in stage 42 fed with diets containing different
concentrations (0.0; 0.2; 0.5; 1.0 and 1.5%) of propolis
hydroalcoholic extract. The experiment was carried out in
laboratory of Aquatic Organisms Nutrition from Aquaculture
Center of UNESP, where 1,400 tadpoles in stage 26 were used

and distributed in twenty experimental aquariums. In the end
of experiment (60 days) three tadpoles from each repetition
were sacrificed and kidney, liver and intestine samples were
collected to processing of histological slices in Histology’s
Laboratory pertaining to Department of Morphology and
Physiology from FCAV — UNESP. Samples were fixed,
dehydrated, stained in HE, analysed, photomicrographed and
thickness of intestinal epithelium was measured. Histological
disturbances in tadpoles’s intestine, kidneys and liver were not
observed. Thickness of intestinal epithelium from the same ones
was not influenced (P>0.05) by propolis concentrations.
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INTRODUCAO

A proépolis de Apis melifera contém vérios
componentes ativos naturais que apresentam uma
variedade de efeitos como: o antimicrobiano (KOO et
al., 2000), o efeito protetor contra danos induzidos por
radiagdo (EL-GHAZALY & KHAYYAL, 1995), o
antimutagénico (VARANDA et al., 1999), O
antiinflamatério (OZTURK et al., 2000), o
hepatoprotetor (EL-KHATIB, et al., 2002), antitumoral
(ORSOLIC & BASIC, 2003) o imunoestimulante e o
antiviral (ORSI et al., 2005). A maioria desses efeitos
estdo relacionados com as propriedades antioxidantes
presente na propolis (BASNET etal., 1997).
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O tipo de rim desenvolvido pelos girinos
corresponde ao pronefro e esta composto de nefrons,
constituindo a unidade funcional do rim. Possui
capsula, tibulo renal e tecido hematopoiético (GEORGE
etal., 1998).

A organizagdo histologica basica do figado
do girino e do adulto consiste em arranjo dos
hepatécitos em corddes contendo sinuséides e células
de Kupffer. O espago perisinusoidal é delimitado por
células endoteliais e hepatdcitos. O tecido hepatico
ndo sofre mudanga durante e depois da metamorfose
(VIERTEL & RICHTER, 1999).

O intestino dos girinos de ra-touro ¢
composto pela camada mucosa, formada por epitélio
simples com células cilindricas com borda em escova,
células caliciformes e linfocitos intraepiteliais; pela
submucosa, constituida por células, fibras colagenas
e diversos vasos sangiiineos; pela muscular, formada
por musculo liso em disposi¢do circular, e pela camada
serosa, constituida por tecido conjuntivo e células
pavimentosas (OLIVEIRA-BAHIA et al., 2005).

Alteragdes morfoldgicas celulares no
figado, rim e intestino podem ser provocadas por
substancias quimicas e drogas, as quais sdo
importantes causas de adaptacdes, lesdo e morte
celular. Existem trés tipos de adaptagdo celular que so:
atrofia, hipertrofia e hiperplasia. Os tipos de lesdes
celulares sdo: tumefacdo celular, esteatose, necrose
(coagulativa, de liquefacdo e caseosa) e apoptose
(KUMAR etal., 1994).

A alimenta¢do de camundongos com ragao
contendo alcool e extrato alcodlico de propolis ndo
alterou o ganho de peso, ¢ ndo foram observados
sintomas clinicos de intoxicag¢do nem anormalidades
histologicas no figado (HOLLANDS etal., 1991).

Como ndo foi encontrada até o momento
nenhuma citag@o sobre a agdo da propolis em girinos,
o presente trabalho teve como objetivo verificar a
ocorréncia de possiveis altera¢des histologicas no rim,
figado e intestino, bem como na espessura do epitélio
intestinal de girinos de rd-touro submetidos a dietas
com diferentes concentragdes de extrato hidroalcolico
de propolis.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio
de Nutricdo de Organismos Aquaticos do Centro de
Agqiiicultura da UNESP e as analises histologicas no
laboratério de histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal.

Foram utilizados 1.400 girinos de ra-touro,
Rana catesbeiana, com peso médio de 0,08g no estagio
26 de GOSNER (1960), procedentes de uma mesma
desova. Os animais foram distribuidos em 20 tanques
experimentais com 70 litros de dgua, na densidade de
um girino por litro de agua.

Os girinos foram alimentados durante 60
dias com ragdo comercial contendo 45% de proteina
bruta (Poli peixe 450 F), em p6 e peneirada em malha de
2mm, na qual foram adicionadas e misturadas
manualmente diferentes concentragdes do extrato
hidroalcodlico de propolis (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5%)
adquirido na empresa Apis Flora Industrial e Comercial
LTDA, localizada em Ribeirdo Preto-SP, apresentando
as seguintes caracteristicas: aspecto = liquido limpido,
sem particulas em suspensdo; cor = ambar; pH = 5,35;
teor alcodlico = 56%; propriedade antioxidante = §
segundos; sélidos solaveis = 11 P/V%; flavonoides
totais = 5,45mg L. Ap0s esse procedimento, as ragdes
foram secadas em estufa com circulagdo de ar a 40°C
por 24 horas e, logo apds, trituradas em liquidificador
por dois minutos e estocadas em freezer.

O arragoamento foi a lango, de modo
uniforme, quatro vezes ao dia. Antes da alimentagdo
diaria, os tanques foram limpos para a retirada dos
dejetos e restos da alimentagdo anterior. No decorrer
do experimento, a temperatura da agua dos tanques foi
aferida diariamente com termometro digital e,
semanalmente, realizou-se analise de agua medindo-se
o pH, a condutividade elétrica (mediante Horiba) ¢ o
oxigénio dissolvido (oximetro Hach DO meter 16046).

No final do periodo experimental (60 dias),
foram sacrificados nove girinos de cada tratamento no
estagio 42 (GOSNER, 1960), e retiradas amostras do
rim, figado e intestino. O exame foi realizado
primeiramente por inspe¢do visual, procurando-se
alteragdes macroscopicas tais como: coloragdo e
consisténcia dos 6rgdos.

Posteriormente, as amostras desses 6rgaos
foram fixadas em solugdo de formol tamponado a 10%.
Apos fixagao, procedeu-se a lavagem em alcool 70° GL
para desidratacdo em série alcoodlica crescente,
diafanizagdo em série de xildis, inclusdo em parafina,
microtomia de S5um e coloragdo pela técnica da
Hematoxilina-eosina (HE).

Os cortes histologicos foram analisados e
fotomicrografados com fotomicroscopio Axioskop-
Zeiss. Ao microscopio de luz foram observadas suas
estruturas e alteragcdes microscopicas, baseadas em
KUMAR etal. (1994) e VIERTEL & RICHTER (1999).
Foram realizadas quatro medidas por lamina da
espessura do epitélio intestinal dos girinos em
microscopio de luz acoplado a uma ocular micrométrica
e objetiva de 40x.
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Para analise dos dados da espessura do
epitélio do intestino dos girinos de ra-touro, foi utilizado
o delineamento inteiramente ao acaso, com cinco
tratamentos (dietas com concentragdes de 0,0; 0,2; 0,5;
1,0 e 1,5% de propolis) e trés repetigdes. A analise
estatistica dos dados foi realizada por meio da analise
de variancia e as médias comparadas pelo Teste de
Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas hidrologicas

A temperatura média da 4gua dos tanques
durante o periodo experimental variou de 28,27+ 0,45 a
28,77 +0,34°C. Esses valores estdo proximos daqueles
observados por CASTRO & PINTO (2000), podendo
ser considerados satisfatorios ao desenvolvimento dos
girinos.

De maneira geral, os parametros fisico—
quimicos da agua apresentaram-se relativamente
constantes nos diferentes tratamentos. Os teores
médios de oxigénio dissolvido variaram de 5,75+ 0,33 a
6,06, +0,67mg L', estando dentro do limite aceitavel
para o cultivo de organismos aquaticos (6,5 a 6,9),
segundo CULLEY Jr. (1981). Os valores médios de pH
variando de 7,3 +0,17 a 7,6 + 0,06 também estio proximos
ao valor recomendado para o cultivo de girinos de 7,4,
segundo HAYASHI et al. (2004). A condutividade
elétrica da agua dos tanques experimentais variou de
190,2+5,52a195,1+£4,94uS cm™.

Caracteristicas morfologicas

O exame macroscopico do rim de todos os
girinos deste experimento apresentou aparéncia normal,
com coloragdo rosa-vermelha e consisténcia firme.

Nas figuras 1A e 1B, observa-se que o rim
de girinos no estagio 42 de GOSNER (1960) ¢ formado
por diferentes estruturas: capsula de Bowman,
constituida por espago capsular, folhetos parietal e
visceral, podocitos, glomérulo, vasos sanguineos e
células sanguineas. Além dessas estruturas ha tecido
hematopoético, tabulos e néfron.

No grupo de girinos controle (Figura 1A) e
no grupo tratado com 1,5% de extrato hidroalcoolico
de propolis (Figura 1B) sob microscopia de luz, ndo
foram observadas alteragcdes histologicas nas
diferentes estruturas do rim.

A aplicagdo clinica de propolis em coelhos,
chinchila e camundongos foi estudada por SCHELLER
etal. (1977) e HOLLANDS et al. (1991), os quais ndo
observaram anormalidades histologicas nos diversos
orgaos analisados nem sintomas clinicos de intoxicagdo
ou alteragdes no ganho de peso.

Os girinos deste experimento apresentavam
macroscopicamente figado aparentemente normal, com
coloragdo marrom avermelhada e consisténcia firme.

Na analise histologica do figado dos girinos
do grupo controle (Figura 1C) e tratados com extrato
hidroalcodlico de prépolis (Figura 1D), observou-se
todos os componentes estruturais como: hepatocitos.
e seus nucleos, citoplasma contendo granulos de
glicogénio, pequenos vacuolos; veia, células
sangiiineas e ductos.Nao se verificou lesdo celular nos
hepatocitos dos girinos causada pelo consumo de
extrato hidroalcoolico de propolis na ra¢do (Figura 1D).

Devido a auséncia de informagdes sobre o
efeito da propolis no figado e demais 6rgéos de girinos,
utilizou-se, para a discussdo dos dados, trabalhos em
outras espécies. O efeitohepato protetor do extrato
aquoso de propolis foi demonstrado em ratos por EL-
GHAZALY & KHAYYAL (1995), afirmando a
importancia deste para a conservagdo da biomembrana
dos hepatdcitos.

Foram observados por CAPUCHO et al.
(2005) tumefagao celular, pequenos vactiolos e necrose
do parénquima hepatico em ratos tratados com 10mg
kg! dia! de extrato de propolis.

Os hepatocitos apresentaram vactiolos e
granulos de glicogénio no grupo controle e nos
tratados com propolis (Figura 1C e 1D). VIERTEL &
RICHTER (1999) indicaram que os hepatdcitos
apresentam alto contetido de substancia nutritiva e
gotas de lipidio em girinos no estagio 24 de GOSNER
(1960).

Nas figuras 1E e 1F observa-se que a
histologia do intestino dos girinos no estagio 42
(GOSNER, 1960) esta composta pela camada mucosa,
constituida por epitélio cilindrico simples com borda
em escova e células caliciformes, com lamina propria
contendo linfocitos intraepiteliais; pela submucosa
formada por células, fibras colagenas e vasos
sanguineos; pela camada muscular de musculo liso em
disposigdo circular e externamente a camada serosa,
caracterizada por tecido conjuntivo e células
pavimentosas.

Na figura 1F dos girinos tratados com 1,5%
de propolis, ndo se observou adaptagdo, alteragdo ou
lesdo celular no intestino dos mesmos.

A espessura do epitélio intestinal dos
girinos nos diferentes tratamentos encontra-se na
tabela 1. A analise mostrou que a espessura do epitélio
intestinal ndo foi influenciada (P>0,05) pelas diferentes
concentragdes de propolis testadas neste experimento.

Na literatura consultada, ndo foram
encontrados dados referentes a espessura do epitélio
intestinal em anfibios para a comparagdo com os
resultados obtidos.
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Figura 1 - A e B: Rim (pronefro) de girino de Rana catesheina no estagio 42 de Gosner (A=animais-controle; B=animais
tratados com 1,5% de propolis); C e D: Figado (C=animais-controle; D=animais tratados com 1,5% de propolis);
E e F: Intestino (E=animais-controle; F=animais tratados com 1,5% de propolis). H.E. 400 x.

G = Glomérulo, C = Cépsula de Bowman, Ec = Espaco capsular, P = Poddcito, Fp = Folheto parietal, Fv = Folheto visceral,

N = Nefron; H = Hepatocito, N = Nucleo do hepatocito, Ve = Veia, Eo=Eosinoéfilo, Er = Eritrocito, D = Ducto, Epc =

Epitélio colunar simples, Li = Linfocito intraepitelial, Lp = Lamina propria, M = Mucosa, Sm = Submucosa, Ms = Muscular,

S = Serosa, V = Vaso.
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Tabela 1 - Valores de (F), coeficiente de variagdo (CV) e médias
da espessura do epitélio intestinal (um) dos girinos de
ra-touro nos diferentes tratamentos.

Espessura do epitélio intestinal

(nm)
F para Tratamentos 2,298
CV (%) 433
Médias T1 (0,0) 40,66
T2 (0,2) 43,33
T3 (0,5) 42,66
T4 (1,0) 40,00
T5 (1,5) 40,00

NS_ nio-significativo.
T1 = 0,0 % de propolis; T2 = 0,2 % de propolis; T3 = 0,5 % de
propolis ; T4= 1,0% de propolis; T5 = 1,5 % de propolis.

Em ra-touro adulta, HIPOLITO (2004)
observou alteragdes histologicas do intestino por
intoxicagdo nutricional com deficiéncia protéica, tais
como descamagdes e atrofia das vilosidades do epitélio
intestinal, o que ndo se observou no presente
experimento em girinos alimentados com propolis.

Nao foram observadas alteragdes
macroscopicas e histologicas nos diferentes 6rgéos
estudados de girinos de ra-touro, provavelmente
devido as baixas concentragdes de propolis utilizadas
no presente estudo.

CONCLUSAO

Mediante microscopia de luz nao se
observaram alteragdes celulares do epitélio dos rins,
figado e intestino, nem mudangas na espessura do
epitélio do intestino de girinos de ra-touro submetidos
a diferentes concentragdoes de extrato hidroalcodlico
de propolis.
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