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RESUMO - Avaliou-se o desenvolvimento do intestino médio, do figado e do péancreas de girinos de ra-touro (Rana
catesbeiana) alimentados com racdo comercial com 22, 24 ou 28% de proteina bruta (PB). Utilizaram-se 360 girinos com
15 dias de vida, provenientes de mesma desova, distribuidos em caixas com 30 L de agua, em densidade de 1 girino/L, mantidas
a 25°C (x1°C), constituindo um delineamento experimental completamente casualizado, com quatro repeticdes. A partir do
90 dia e até o 482 dia de alimentagéo, os 6rgéos (intestino médio, figado e pancreas) de trés girinos de cada grupo foram fixados
em solucdo histolégica de Bouin para coloragdo por hematoxilina e eosina. A presen¢a de tecido conjuntivo extremamente
frouxo nas algas intestinais dos girinos sugeriu situacdo proviséria para a mudanca da arquitetura intestinal apds a metamorfose.
Nesse periodo, observou-se aumento no nimero de células caliciformes e de microvilosidades e, no 25° dia, verificou-se a
presenca de células hepaticas, com arranjo glandular mais compacto, o que sugere funcionalidade e confirma os melhores
resultados de desempenho obtidos a partir desse periodo nos girinos alimentados com as ra¢cdes com maior nivel protéico. No
359 dia, observou-se a estrutura do figado bilobado, com sinais de desorganizacdo, o que indica rarefacdo celular protéica,
decorrente de mau aproveitamento da proteina da racdo. Novos estudos sdo necessarios para continuidade aos esclarecimentos
sobre as caracteristicas fisiologicas de réds-touro na fase de girino.
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Histological evaluation of midgut, liver and pancreas of bullfrog tadpoles
fed commercial diets with three levels of crude protein

ABSTRACT - The development of midgut, liver and pancreas bullfrog tadpoles (Rana catesbeiana) fed commercial
diets with 22, 24 or 28% of crude protein (CP) was evaluated. A total of 360 tadpoles, 15 days old, from the same spawning,
was allotted to 30 L-boxes, using a density of 1 tadpole/L, kept at 25 °C (x1°C). A completely randomized experimental
design with four replications was used. Three tadpoles of each group were collected from 9t to 48t day of feeding, and
organs (midgut, liver and pancreas) were fixed in Bouin’s solution and staining by Hematoxilyn and Eosine. The presence
of extremely loose connective tissue in the intestinal loops of tadpoles suggested temporary situation for the change of
the architecture after metamorphosis. During this period, there was an increase in goblet cells and microvilli numbers, and
in the 25th day, it was observed presence of liver cells, with more compact glandular arrangement, suggesting functionality
and confirms the best performance results obtained from that period in tadpoles fed diets with the highest protein level.
On the 35th day, it was observed structure of bilobade liver, with signs of disorganization, which indicates rarefaction cell
protein, due to poor use of dietary protein. Further studies are needed to continue the clarification of the physiological
characteristics of bullfrogs during the tadpole phase.
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Introducéo diversas espécies animais, por serem muito variaveis,

relacionando-as com adiversidade dos regimes alimentares

Na literatura sdo comuns relatos sobre a importancia eomodo devida. Hidalgo & Alliot (1987) enfatizaram, por

do conhecimento da morfologia do trato digestorio das exemplo, que o comprimento do tubo digestdrio influencia
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nos aspectos quantitativos da digestdo e absorcéo de
alimento.

Asrelagdesentreoregimealimentar eascaracteristicas
do aparelho digestério tém sido estudadas em varios
grupos zoolégicos e, em muitos, como o dos peixes, a
tecnologiajapossibilitao controle naformulagéo e manipu-
lacdo de ragdes balanceadas, indispensavel para obtencdo
de resultados produtivos satisfatérios (Menin, 1988;
Logato, 1995; Gomide, 1996; Seixas Filho et al., 2000,
2001). Estesestudos séo realizados com base eminforma-
¢Oesdaliteratura, como os de Gallego & Rus (1987), que
consideraram imprescindivel, antes do aprofundamento
no estudo dos distintos mecanismos de absorgéo intestinal,
0 conhecimento das caracteristicas anatomohistol 6gicas
do intestino dos peixes.

Contudo, na nutri¢do de anuros, principalmente de r&
touro (Rana catesbeiana), aindanéo é possivel estabel ecer
padrdes de exigéncias que possam ser utilizados pelos
nutricionistas, principal mente nafase essencia mente aqué-
tica, de girinos. Na ranicultura, a criacdo de girinos é
fundamental, no entanto, aalimentagdo éum problemapara
o criador, poisséo utilizadasragdes comerciaisformuladas
geralmente considerando as exigéncias nutricionais de
peixes, 0 que pode ocasionar desenvol vimento anormal ou
mortalidade, provaveis sinais de desordens nutricionais
(Albinati, 2000).

Ofigadoéoprincipal 6rgaoenvolvidoecorrelacionado
ao metabolismo protéico e umadisfuncéo grave podelevar
aumquadroirreversivel (Guyton & Hall, 2002), com evidente
diminuicdo da taxa de crescimento, e a morte do animal.
Todo alimento, depois de metabolizado e digerido no trato
intestinal, tem seus nutrientes processados no figado,
como a formagao de uréia para remogao de amdnia como
efeito detoxificante e a sintese de certos aminoacidos
(Hipolito et al., 2004).

Histologicamente, o intestino dos girinos é formado
por um epitélio simples, com bordas em escova e células
caliciformes. Observa-se também a presenca dos tecidos
muscul ar econjuntivoeserosa. Nofigado, ascélulashepaticas
se apresentam em corddes. Por outro lado, o péancreas é
composto por células acinares e ilhotas de L angerhans.

Hipolitoetal. (2001, 2004) relataram quetodo o desem-
penho de ras-touro depende da alimentagdo e qual quer
alteracdo nafuncdo hepéticapode causar sériaslesdesno
figado. Desta forma, realizou-se este estudo com o obje-
tivo de avaliar o desenvolvimento histol 6gico do intesti-
no médio, figado e pancreas de girinos de ra-touro (Rana
catesbeiana) noinicio da alimentagéo exdgena alimenta-
dos com ragdes comerciais contendo 22, 24 ou 28% de
proteinabruta (PB).

M aterial e M étodos

Oexperimentofoi conduzido no L aboratdrio dePesquisas
em Biologiado CursodeLicenciaturaem CiénciasBiol 6gicas
da UNISUAM, Rio de Janeiro, RJ. Durante o periodo
experimental, de 60 dias, foram utilizados 360 girinos de
réd-touro (Rana catesbeiana Shaw, 1802) com 15 dias de
idade, no estadio 25 de Gosner (1960), provenientes de
mesma desova.

Osgirinosforamdistribuidosem 12 caixasde polietileno
(62,5 x 40 x 16 cm), com capacidade para50 L, de coloragéo
branca, com 30 L de agua, cada uma com 30 animais,
com 0,027 = 0,009 g e 4,91 * 0,45 mm de comprimento,
resultando em densidade de 1 girino/L de &4gua, como
descrito por Arruda Soares et al. (1983).

A renovacdo daaguanascaixas, mantidasatemperatura
constante de 25°C (+1°C), foi de aproximadamente 200%
do volumeacada24 horas, segundo SeixasFilhoetal. (1997).
Em cadamaddul o experimental, houveaeragdo constante, por
meio de soprador e mangueiras plasticas 3/16', provido de
pedrasporosasem suasextremidadeseregul ado por registro
de mesmo calibre. A limpeza das caixas e o controle dos
parametros fisico-quimicos da agua foram realizados
segundo metodol ogiadescritapor SeixasFilhoetal. (1998a).

Na alimentacé@o dos girinos, foram utilizadas racdes
comerciaiscomtrésniveisde proteinabruta (PB), 22, 24 e
28% (Tabelal), com granulometriade 0,5 mm, administra-
das na proporc¢do de 5 a 10 g por unidade experimental, de
acordo com o crescimento dos animais, diariamente, distri-
buidas uma vez ao dia, as 12 h, conforme descrito por
Seixas Filho et al. (1998a).

Asbiometriasforam realizadas quinzenalmente ava-
liando-se o peso, o comprimento total eataxade sobrevi-
véncia, segundo Seixas Filho et al. (1998 a,b). O delinea-
mentoexperimental utilizado foi ointeiramente ao acaso,
em esquemade parcel asubdividida, comquatrorepeticoes.
Nas parcelas foram testados osteores de proteinabruta
(22, 24 e 28%) das ragOes e, nas subparcelas, as cinco
biometrias, realizadas nainstalacéo do experimento (dia0)
e aos 15, 30, 45 e 60 dias.

Paraarealizacg&o do estudo histol 6gico, foram col etados
trés girinos de cada repeticdo (22, 24 e 28% de PB), diaria-
mente, a partir do R diaaté 0 482 diado inicio daalimenta-
¢80, quando os animais estavam com 19 e 58 dias deidade,
respectivamente. Optou-se pela contagem em dias por ser
apréticahabitual nacriacéo comercial. Osgirinos escol hi-
dos aleatoriamente foram acondicionados em recipientes
com agua a 4°C com o objetivo de promover aredugdo do
metabolismo e, em seguida, foram anestesiados em solucéo
de mentol, sacrificados e fixados por inteiro em solucéo
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Tabela 1 - Composicdo das ragdes comerciais utilizadas na
alimentacao de girinos de ra-touro

Nivel de proteina bruta (%)

22 24 28
Umidade méxima 13,0 13,0 13,0
Proteina bruta (PB) 22,0 24,0 28,0
Estrato etéreo (minimo) 4,0 4,0 4,0
Matéria fibrosa (méaximo) 10,0 10,0 10,0
Cinzas (maximo) 14,0 14,0 14,0
Célcio — Ca (méaximo) 3,0 2,5 3,0
Fosforo — P (minimo) 1,0 1,0 0,6

Composicgédo basica: farelo de soja; farinha de peixe; farelo de trigo; farelo
de glaten de milho 60%); farinha de carne e 0sso; milho; farinha de sangue;
6leo de peixe; carbonato de célcio; fosfato bicalcico; sal suplemento
vitaminico! e mineral; antioxidante?.

1 Composigdo por kg: vit. A - 12.000 UI; vit. D3 -4.000 Ul; vit. E - 150 UI;
vit. K - 10 Ul; acido félico - 10 mg; biotina - 0,8 mg; colina - 500 mg;
niacina - 150 mg; pantotenato de céalcio - 50 mg; tiamina - 30 mg;
riboflavina - 30 mg; piridoxina B6 - 30 mg; vit. B12 - 35ug; vit. C - 300 mg.

2 Composigéo por kg: Mg - 700 mg; Mn - 30 mg; Zn - 200 mg; Cu - 15 mg;
Fe - 100 mg; | - 1 mg; Se - 0,3 mg.

3 Etoxiquina - 250 mg.

fixadora de Bouin, durante 12 a 24 horas, em temperatura
ambiente. Osgirinos, depoisdefixados, foram desidratados
em séries crescentes de alcool etilico, clarificadoscom xilol
eincluidosem parafina, segundo técnicasderotinadescritas
por Humason (1972). Durante ainclusao em parafina, reali-
Zou-se orientagdo paracortes transversais. Os cortes seria-
dos, de 5umdeespessura, obtidoscomoauxiliodemicrétomo
Spencer, foram montadosem |aminasdevidro eprocessados
para a colorag&o por hematoxilina e eosina.

Resultados e Discussao

A média das maximas e minimas da temperatura do ar
foram 30e25°C, respectivamente. A médiadatemperaturada
agua observada variou de 24 a 26°C e o pH manteve-se na
faixade 7,0 a8,9. Osvalores de temperatura e do pH manti-
veram-se nos limites aceitaveis para girinos e foram seme-
Ihantes aos reportados por Fontanello et al. (1982, 1988) e
SeixasFilho et al. (1998 a,b), umavez que, segundo Tavares
(1994), a boa qualidade da dgua em tanques e viveiros é a
chave do sucesso da producéo racional da aquicultura.

Os cortes histoldgicos do intestino médio, sob
microscopia de luz comum, apresentaram tecido con-
juntivo extremamente frouxo (Figura 1) durante todo o
periodo de observacgdo, com consideravel diferenca em
comparacdo a outras espécies animais, 0 que sugere
situacao provisoria. Este tecido conjuntivo auxiliariana
mudanca da arquitetura intestinal apés a metamorfose.

Além destes achados, observou-se grande nimero de
circunvolugdes formando vérias al ¢as no intestino médio
(Figura 2), assim como aumento no nimero de células

Figura 1 - Fotomicrografia do intestino médio de girinos de
ra-touro.

Presenca de tecido conjuntivo frouxo (*) e epitélio com

microvilosidades (¢.) (Borda em escova) no 252 dia do periodo

experimental. Coloracdo por HE 100X.

caliciformes e demicrovilosidades, também observado por
Oliveira-Bahia (2007).

Essas variagdes resultaram em acentuada curvatura
nasal casintestinais(Figura2) logo apdscadacircunvol ucéo,
estrutura relacionada a absorgao dos nutrientes. Resulta-
dos semel hantes foram observados por Seixas Filho et al.
(2000), que estudaram atopografiado trato gastrintestinal
do peixe neotropical Brycon orbignyanus, de habito
alimentar onivoro. Considerando atopografiadointestino
meédio desses animais, pode-se inferir que a opgédo pela
utilizag&o das ra¢des comerciais com granulometria de
0,5 mm contribuiu para que ndo houvesse interferénciano
desempenho dosanimais, conformerecomendagao de Seixas
Filho et al. (1998b), facilitando o englobamento daragéo e
autilizacao de nutrientes.

No 112 dia apds o inicio da alimentagédo exdgena, ou
seja, no 212 diaapds afecundacéo do ovo, observaram-se
osurgimentodeesbocos, apartir doepitéliointestinal, que
originam o figado e adiferenciacéo das células hepéticas,
aindaem formag&o do arranjo glandular. O pancreas apare-
ceu neste mesmo periodo, com o inicio da formagéo dos
acinos serosos pancredticos, e se desenvol veu namesma
velocidade do figado (Figura 3), como observado por
Oliveira-Bahia (2007).

No 25° diade experimento, ou seja, no 352 diade vida
dos girinos, observou-se, pelaprimeiravez, apresencade
células hepaticas, com arranjo glandular mais compacto e
formacao dos &cinos pancreéticos (Figura4), o que sugere
funcionalidade.

© 2008 Sociedade Brasileira de Zootecnia
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Figura 2 - Fotomicrografia da sinuosidade das alcas do intestino
médio de girinos de ra-touro no 252 dia do periodo
experimental. Coloragéo por HE, 100X.

No 352 dia do inicio da alimentacéo exdgena e 452 de
vidadosanimais, observou-seaestruturado figado bilobado
e do pancreas (Figura5), entretanto, o figado apresentava
sinais de desorganizacgdo, degeneragcdo e vacuolizagdo
celular, indicando possivel rarefacéo de células protéicas,
podendo ser um indicativo de mau aproveitamento da
racéo, que pode estar relacionado a suaestruturafisicae,
ou, ao seu balanceamento nutricional. Situacéo diferente
do observado em animai s consi derados sadi os e semel hante
a de animais de engorda e adultos com graves lesfes
hepéticas (Hipolito et al, 2001 e 2004).

Nesta fase também foram observados nos hepatécitos
indiciosdereservaslipidicasem vaclol os, situagdo conside-
radanormal (Sheridan & Kao, 1998; Oliveira-Bahia, 2007).

O figado e o pancreas estavam completamente forma-
dos entre 0 332 e 0 352 dia do periodo experimental em
comparacdo aos estagios anteriores (Figura 6). Contudo,
observou-serarefacéo de deposicéo protéicano citoplasma
dos hepatdcitos.

Os dados histol 6gicos foram comparados ao desem-
penhodosgirinosalimentadoscom asra¢desdecadanivel
protéico (Tabelas 2 e 3).

Entreasracfestestadas, aquelacom 22% de PB promoveu
0 maior porcentual de sobrevivéncia, diferindoem apenas
8,33% no final do experimento da ragdo com 28% de PB
(Tabela2). Esteachadodivergedosresultadosobservados
por Barbosa et al. (2005), que relataram, em estudo seme-
Ihante, sem controle dos fatores fisico-quimicos da agua,
gue a racdo comercial contendo 22,5% de PB provocou
cercade 50% de mortalidade dos girinos alimentados com
essa dieta apos 45 dias de experimentagao.

Figura 3 - Fotomicrografia do figado (*) e do pancreas (¢, ) dos
girinos de ra-touro, em formagé&o, com inicio do arranjo
glandular no 112diado periodo experimental. Coloragéo
por HE, 200X.

Figura 4 - Fotomicrografia do figado (*) e do pancreas (¢, ) dos
girinos de ra-touro, em formagédo, com arranjo glan-
dular no 252 dia do periodo experimental. Coloragdo
por HE, 200X.

Apesar deasobrevivénciadosanimaisalimentadoscom
22% de PB ter sido alta, provavelmente por estarem sob
condic¢Bes de conforto, seu peso médio ao final do experi-
mento foi o menor (2,845 g) entre as ragdes comerciais
testadas. O melhor desempenho em peso médio foi obtido
com aragao contendo 28% dePB (5,279 g), seguido daragéo
com 24% (3,558 g). Comportamento semel hantefoi observado
por Barbalho (1991), Stéfanie & Crivelenti (1992), Carmona-
Osalde et al. (1996), Braga & Lima (2001) e Hayashi et al.
(2004), que relataram maior desempenho em animais que
recebiam ragdo com maior teor protéico.

Contudo, os resultados das biometrias demonstraram
que os girinos, nas primeiras medicdes (Tabelas 2 e 3),
independentemente daragdo comercial utilizada, apresen-
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Figura 5 - Corte histologico do figado (A) e pancreas (B), em
formacéo, de girinos de ra-touro aos 35 dias do
periodo experimental, com formagé&o de dois I6bulos
no figado. Coloragdo HE (20X).

taram peso e crescimento sem diferenca significativa
(P>0,05). A partir da32biometria, com30diasdevida, epela
histologia ja com o figado com aspecto funcional, os ani-
mai salimentados com ragdes com maior nivel de PB cresce-
ram mais, com diferengas significativasentresi (P<0,05). O
grupo alimentado com a ragdo de 28% de PB apresentou
crescimento maior e com resultados significativos (P<0,05)
em relagdo aos demais. Resultados semelhantes foram
relatados por Barbosa et al. (2005).

Sem aagcao efetiva, quantitativaequalitativamente, das
glandulas anexas, na liberagdo de enzimas para o trato
gastrintestinal, ocorrem prejuizos naabsorgado de nutrientes
do alimento e, conseqlientemente, no desenvolvimento do
animal, o que pode esclarecer os resultados semelhantes

Figura 6 - Fotomicrografia do figado formado de girinos de
ré-touro aos 35 dias do periodo experimental, com
sinais gerais de desorganizacdo, degeneragédo e
vacuolizagdo celular. Coloragao HE, 400X.

obtidos no desempenho dos girinos alimentados com
racdes comerciais com niveis diferentes de proteinabruta,
antesdaformacéo dasglandulasanexas, ou seja, apartir do
259 dia de alimentagdo.

Estefatoindicaque, até ao 252dia, osgirinospodem ser
alimentados com qualquer uma das trés racées, sem que
hajainterferénciaem seu peso médio, o que permiteinferir
gueexistem limitacdesfisiol 6gicasnesteperiodo queinflu-
enciam na utilizag&o dos nutrientes das ragdes testadas.

A hipétese dafuncionalidade corroboraosresultados
de desempenho obtidos a partir do 252 dia, quando os
animais alimentados com as racdes de maior nivel de PB
se destacaram dos demais, com diferencas significativas
(P<0,05) no desempenho.

Tabela 2 - Sobrevivéncia e peso médio de girinos de ré-touro alimentados com ragdes comerciais contendo diferentes teores de

proteina bruta (PB) durante 60 dias

Proteina bruta (%) Biometria (dias) Média
0 15 30 45 60
Sobrevivéncia (%)
22 100,00 95,00 95,00 93,33 90,83 94,83
24 100,00 86,67 85,83 85,00 78,33 87,17
28 100,00 85,83 85,00 84,17 77,50 86,50
Peso (g)
22 0,026a 0,327a 1,111b 1,668¢ 2,845¢c 1,195
24 0,026a 0,354a 1,311b 2,301b 3,558b 1,510
28 0,028a 0,316a 1,834a 3,257a 5,279%a 2,143

Em cada biometria (coluna), médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem (P>0,05) entre si pelo teste Newman-Keuls.

© 2008 Sociedade Brasileira de Zootecnia
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Tabela 3 - Comprimento médio de girinos de ré-touro alimentados com ragdes comerciais com trés teores de proteina bruta (PB) durante

60 dias
Proteina bruta (%) Biometria (dias) Média
0 15 30 45 60
Comprimento (mm)
22 5,00a 11,05a 16,29b 19,42¢c 24,28b 15,21
24 4,93a 10,88a 17,17b 22,47b 24,77b 16,04
28 4,80a 10,83a 18,70a 25,12a 29,10a 17,71

Em cada biometria (coluna), médias seguidas de pelo menos uma mesma letra nédo diferem (P>0,05) entre si pelo teste de Newman-Keuls.

Conclusbes

Nas condic¢des experimentais a que foram submetidos,
independentemente das ragdes comerciais utilizadas, os
girinos de r&-touro apresentaramdesenvol vimento homo-
géneo do 12 ao 252 diado periodo experimental, quando o
figado eo pancreasapresentam-sehistol ogi camente pouco
estruturados. A partir do inicio da estruturagdo do figado
e pancreas, no 352 dia de experimento, os girinos alimenta-
dos com aragéo comercial com maior nivel de proteina se
destacaram, com maior peso e comprimento, o que indica
uso deragdo de menor nivel de proteinanosprimeirosdias
de criagcdo dos girinos, que diminui a possibilidade de
alteracdo da qualidade da dgua pel a adi ¢cdo de menor quan-
tidade de compostos nitrogenados, assim como areducado
de processos toxicos no metabolismo dos animais. Esse
trabalho deve ser complementado com futuros estudos
para esclarecimento dos fendmenos morfofisiol 6gicos da
fasedegirino eassociacéo dosresultadosao gerenciamento
de custos.
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