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RESUMO

O presente trabalho avaliou o efeito da suplementacédo do extrato hidroalcodlico de
casca de Anacardium occidentale na morfologia intestinal de alevinos de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). Ap6s um periodo de aclimatacdo de 15 dias, onde os
animais foram mantidos em tanques de 250 litros, houve a transferéncia destes para
unidades experimentais de 40 litros, com densidade de 250 peixes/m® cada. O
extrato hidroalcodlico da casca de Anacardium occidentale foi adicionado as dietas
administradas aos animais nas concentragcbfes determinadas nos ensaios de
concentracao inibitéria minima (MIC). Foram avaliados quatro tratamentos: (i) oferta
de racdo comercial com 3% de extrato de A. occidentale; (ii) oferta de racéo
comercial com 4% de extrato de A. occidentale; (iii) oferta de ragcdo comercial com
5% de extrato de A. occidentale e; (iv) grupo controle (ragcdo comercial sem adicao
de extrato), todos com quatro repeticdes cada. O experimento durou 30 dias e as
dietas foram ofertadas trés vezes ao dia (08, 12 e 16 horas) até a aparente
saciedade. Para a analise histologica, foram coletados cinco peixes no inicio e um
animal ao final do periodo experimental (um por repeticdo, para cada tratamento).
Os intestinos foram expostos em placas de Petri e divididos em trés porc¢oes:
anterior, médio e posterior. Foram utilizados 3 cm do intestino médio, que receberam
corte longitudinal de maneira a manter expostas as vilosidades. Foram mensuradas
a altura total, altura, largura e espessura das vilosidades. Como resultados, maiores
valores médios de todas as variaveis de morfologia intestinal avaliadas (altura, altura
total, espessura e largura das vilosidades) foram determinados nos grupos
suplementados com 3%, 4% e 5% do extrato hidroalcodlico da casca de A.
occidentale em relagcdo ao grupo controle, ndo existindo diferenca entre os
tratamentos submetidos a adicdo do extrato. Conclui-se que o0 uso suplementar do
extrato hidroalcodlico da casca de Anacardium occidentale na dieta de alevinos de
tilapia do Nilo, resultou em um efeito benéfico na morfologia intestinal dos animais
suplementados, indicando melhor desenvolvimento no que diz respeito a saude

intestinal.

Palavras-chave: fitoterapico, cajueiro, vilosidades, intestino.



ABSTRACT

This study evaluated the effect of supplementation with the hydroalcoholic extract of
Anacardium occidentale bark on the intestinal morphology of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) fingerlings. After a 15-day acclimation period, during which
the fish were maintained in 250-liter tanks, they were transferred to 40-liter
experimental units at a density of 250 fish/m® each. The hydroalcoholic extract of
Anacardium occidentale bark was added to the diets administered to the animals at
concentrations determined in the minimum inhibitory concentration (MIC) assays.
Four treatments were evaluated: (i) commercial feed with 3% A. occidentale extract,
(i) commercial feed with 4% A. occidentale extract, (iii) commercial feed with 5% A.
occidentale extract, and (iv) control group (commercial feed without extract addition),
all with four replicates each. The experiment lasted 30 days, and the diets were
offered three times a day (08:00, 12:00, and 16:00 hours) to apparent satiety. For
histological analysis, five fish were collected at the beginning and one fish at the end
of the experimental period (one per replicate for each treatment). The intestines were
exposed in Petri dishes and divided into three segments: anterior, middle, and
posterior. A 3 cm portion of the middle intestine was used, which was longitudinally
cut to expose the villi. The total height, height, width, and thickness of the villi were
measured. As a result, higher mean values for all intestinal morphology variables
evaluated (height, total height, thickness, and width of the villi) were observed in the
groups supplemented with 3%, 4%, and 5% of the hydroalcoholic extract of A.
occidentale bark compared to the control group, with no differences among the
treatments that received the extract. In conclusion, the supplemental use of the
hydroalcoholic extract of Anacardium occidentale bark in the diet of Nile tilapia
fingerlings resulted in a beneficial effect on the intestinal morphology of the

supplemented animals, indicating improved development regarding intestinal health.

Keywords: phytotherapeutic, cashew tree, villi, intestine.
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1 INTRODUCAO

As tilapias do género Oreochromis s&o peixes nativos da Africa que foram
introduzidos nos diferentes continentes e que atualmente se encontram em criacdes
comerciais de quase 100 paises (ZANOLO e YAMAMURA, 2006). A espécie tilapia
do Nilo, Oreochromis niloticus, ocupa o 3° lugar na producéo de peixes globalmente,
com 4.407,2 mil toneladas em peso vivo, isto é, 9% do volume da piscicultura
continental em 2020 (FAO, 2022).

No Brasil, O. niloticus é a espécie mais produzida com 64,6% do total (361,2
mil toneladas) avaliados em R$ 2,7 bilhfes e, entre todos os estados federativos
brasileiros, o Parana vem mantendo a lideranca da cadeia produtiva da tilapia, com
144,8 mil toneladas em 2021, com o estado de Pernambuco como o 1° estado
produtor no Nordeste brasileiro (IBGE, 2022). Este volume produtivo da tilapia do
Nilo se da devido ao crescimento de producéo, decorrente da resisténcia desta
espécie a variacdo de temperatura e pH, a baixos teores de oxigénio, além de
facilidade de reproducdo e adaptacdo ao manejo, quando comparada as demais
espécies de peixes (HIGUCHI et al., 2013; KUBITZA, 2015).

Entretanto, conforme o grau de intensificacdo na producédo é aumentado, ha a
busca pela maxima eficiéncia alimentar, com uso de aditivos na racéo utilizados para
controlar agentes prejudiciais ao processo digestivo e, assim, proporcionar a
melhora dos indices zootécnicos (NUNES et al., 2012). Além disso, estes aditivos
também asseguram que 0s nutrientes da dieta passem por todo o processo de
digestdo e absorcdo, melhorando, assim, o balanceamento dos nutrientes ao menor
custo possivel (BUTOLO, 1998).

O desempenho animal, a eficiéncia alimentar e sua saude geral dependem
intensamente da saulde intestinal, sendo os trés principais componentes da saude
intestinal: a dieta, a estrutura e a funcdo da mucosa intestinal e microbiota normal e
equilibrada (JHA et al.,, 2019). Neste sentido, muitos aditivos alimentares,
desencadeadores de diferentes respostas, além daquelas promovidas pelo seu valor
nutricional, estdo sendo desenvolvidos e utilizados para influenciar especificamente
a saude intestinal (GOOSSENS, 2015).

O intestino dos teledsteos possui uma série de vilosidades no seu interior,
contendo capilares arteriais que conduzem 0 sangue para 0 seu interior e, capilares

Venosos que retiram o sangue e 0s nutrientes absorvidos. Essas vilosidades



intestinais possuem células epiteliais, chamadas de enterdcitos, que se compdem de
vilosidades ainda menores, as microvilosidades, localizadas na sua membrana
apical, tendo por objetivo aumentar a area de absorcao intestinal, sendo que, o
comprimento dessas vilosidades e microvilosidades podem ser alterados de acordo
com o estado nutricional e sanitario dos peixes (BALDISSEROTTO, 2013).

O estudo morfolégico revela o desempenho no processo digestivo, absortivo e
metabdlico dos diferentes animais (LUNDSTEDT et al., 2003), além de revelar as
diferentes adaptacbes do trato digestorio em funcdo a dieta ofertada e aditivos
(EVANS et al., 2005). Portanto, o estudo histolégico € essencial para a tomada de
decisdo quanto ao tipo de fonte de alimento que podem ser recomendadas para
alimentacao de peixes (ROMARHEIM et al., 2008).

O uso de uma suplementacéo natural, como fitoterapicos, na racao ofertada
aos animais, além de reduzir os custos, causa menor agressao ao meio ambiente e
pode influenciar especificamente a saude intestinal. A planta Anacardium
occidentale, pertencente a familia Anacardiaceae, conhecida popularmente como
cajueiro, é nativa do Brasil e caracteristica dos campos e das regides costeiras do
Norte e Nordeste (CHAVES, 2010). O extrato da casca do caule de A. occidentale &
largamente distribuido no Nordeste brasileiro por possuir atividade antimicrobiana
em diferentes organismos como Proteus morganii, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella typhi (LAURENS et al, 1992),
nao existindo estudos sobre o uso desta planta como aditivo alimentar em animais

aquaticos, nem sobre seu efeito na morfologia intestinal dos peixes suplementados.



2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

2.1 OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Anacardium occidentale

A casca do caule de Anacardium occidentale foi coletada manualmente no
Campo Experimental de Itaporanga da Embrapa Tabuleiros Costeiros, situado em
Aracaju — Sergipe, segundo protocolo de Trabulsi Filho et al. (2013). Apés as
coletas, foi feita a confirmacdo da espécie no Herbario Professor Vasconcelos
Sobrinho (PEUFR) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

A casca foi submetida a secagem em estufa com circulacdo de ar, a
temperatura de 33°C, seguida de trituragdo em moinho de facas, para obtencao de
po, de acordo com protocolo adaptado de Trabulsi Filho et al. (2013) e Souza et al.
(2017).

O po (65 g) foi submetido ao processo de extracdo atraves de lixiviagdo em
fluxo continuo a temperatura ambiente, com renovacao constante de etanol a 70%
(solucdo extratora, v/v) por sete dias (TRABULSI FILHO et al., 2013). Apés este
processo, o extrato foi filtrado em filtro qualitativo de 80 g, esterilizado em membrana
filtrante de 0,22 um, liofilizado, e armazenado a -80°C em embalagem escura até

posterior uso.

2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DA CASCA DE A. occidentale

Cepa de Streptococcus agalactiae (ATCC 13813) foi ativada em caldo BHI a
37°C e a cultura bacteriana foi efetuada segundo Soto et al. (2016). Em seguida, o
ensaio in vitro de concentracao inibitéria minima (MIC) foi efetuado através de cinco
concentragfes crescentes do extrato de A. occidentale (1%, 2%, 3%, 4% e 5%) e
controle (sem extrato), todos em triplicata, por meio da adicdo de -culturas
bacterianas de S. agalactiae, nas concentragdes de 103, 10°, 107 UFC/m.

O material foi incubado a 37°C por 24 horas, e o MIC foi determinado como a
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento das bactérias. Para cada MIC,
houve um controle positivo de crescimento (meio de cultura inoculado), um negativo
(meio de cultura ndo inoculado) e alcool de cereais (meio de cultura inoculado com

bactérias na presenca de alcool de cereais).
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2.3 ADICAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA CASCA DE A. occidentale A
RACAO COMERCIAL

ApGs a obtencédo do resultado do MIC, o extrato hidroalcodlico da casca de A.
occidentale foi acrescentado a racdo comercial (35% proteina bruta, 8% extrato
etéreo, 13% umidade, 4% fibra bruta, 12% material mineral, 3% caélcio e 1,3% de

fosforo), segundo Dairiki et al. (2013).

Para cada quilograma de racdo, foram adicionados 100 ml do extrato nas
concentragdes determinadas no MIC por meio de aspersdo. Em seguida, a racao foi
imersa em alginato de sédio a 2% e seca em estufa a 25°C por 24 horas. Toda racéo
com o extrato foi armazenada a -20°C até o momento da alimentag&o.

Similarmente, a racao do grupo controle foi preparada, mas recebeu apenas etanol.

2.4 EXPERIMENTO

Os alevinos de O. niloticus foram adquiridos de um laboratério comercial (peso
médio inicial de 3,7+0,1 g), e transferidos para a Base de Piscicultura, localizada no
Departamento de Pesca e Aquicultura (DEPAQ), da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Todos os animais foram mantidos em tanques de 250 litros a
temperatura de 28°C, por 15 dias para se aclimatarem as condi¢cdes da base.

Em seguida, houve a transferéncia dos animais para as unidades
experimentais de 40 litros (densidade de 250 peixes/m3) nas quais foi conduzida a
oferta da racdo comercial com o extrato hidroalcodlico da casca de A. occidentale
nas concentracfes determinadas nos ensaios de concentracdo inibitéria minima
(MIC).

Os tratamentos avaliados foram: (i) oferta de racdo comercial com MIC para a
concentracdo bacteriana de 102 UFC/ml de S. agalactiae — 3% de adi¢céo do extrato;
(i) oferta de racdo comercial com MIC para a concentracdo bacteriana de 10°
UFC/ml de S. agalactiae — 4% de adicdo do extrato; (iii) oferta de racdo comercial
com MIC para a concentracédo bacteriana de 10" UFC/ml de S. agalactiae — 5% de
adicdo do extrato e; (iv) grupo controle (racdo comercial sem adicdo de extrato),

todos com quatro repeticbes cada.
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As unidades experimentais foram mantidas em &agua clara, em sistema de
recirculagdo com aeracéo constante, em que a cada quatro unidades experimentais
por tratamento foi adicionado um filtro biolégico de 1500 L/h (Filtro Canister JEBO
829, JEBO, China). Toda a &gua usada no experimento foi filtrada a 200 um e
previamente tratada com cloro ativo a 30 ppm.

O experimento durou 30 dias e, durante este periodo, as dietas foram ofertadas trés
vezes ao dia (08, 12 e 16 horas) até a saciedade aparente. A qualidade da agua foi
monitorada através da mensuracdo das variaveis fisico-quimicas, oxigénio
dissolvido, temperatura e pH, aferidos diariamente, via oximetro YSI modelo F-55 e,
amoOnia e nitrito, aferidos semanalmente, utilizando-se kits colorimétricos comerciais

— Alcon Labcon, Camborit, Brasil.

2.5 ANALISE HISTOLOGICA

Para a realizacdo da analise histologica do intestino, foram coletados cinco
peixes no inicio e, um animal no fim do periodo experimental (um por repeticdo, para
cada tratamento). Os peixes foram anestesiados em solucdo de benzocaina (100
mg/L) e eutanasiados por seccado da medula espinhal.

O intestino foi exposto em placa de Petri e dividido em trés porcdes: anterior,
médio e posterior. Foram utilizados aproximadamente 3 cm do intestino médio, o
gual recebeu um corte longitudinal, mantendo as vilosidades expostas.

Cada amostra foi fixada em solucdo de Davidson AFA por 72 horas e logo apos
desidratada em série progressiva de alcool, diafanizada em xilol, incluida em
parafina e cortes seriados de 6 pum de espessura foram realizados. As amostras
foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E), observadas em microscopio ocular
(10x) e fotografadas (Moticam 2300, 3 MP). Foram mensuradas altura total, altura,

largura e espessura das vilosidades, conforme figura 1.
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Figura 1 — Parede intestinal de tildpia do Nilo, onde: (a) altura total das vilosidades; (b)
altura das vilosidades; (c) largura das vilosidades; (d) espessura do epitélio das
vilosidades. Hematoxilina e eosina, obj.10x.

Fonte: Mello et al., 2013

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados tiveram a normalidade avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e, a
homocedasticidade da variancia, aplicando o teste de Levene. Uma vez encontrada
a diferenca entre as cinco concentracdes do extrato de A. Occidentale (ANOVA), as
médias foram comparadas pelo teste Tukey (HSD — Honest Significant Difference), a
5% de probabilidade. Em caso de dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste U de
Mann-Whitney para amostras independentes e o teste de Kruskal-Wallis com a

correcao de Bonferroni (Comparacao Pairwise) (ZAR, 2013).
2.7 ASPECTOS ETICOS
Os procedimentos experimentais adotados neste estudo foram aprovados

pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco/CEUA-UFRPE, sob o protocolo n° 6647140921.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A integridade da mucosa intestinal pode ser avaliada a partir de mensuracdes
da altura e densidade dos vilos. O equilibrio entre renovacéo celular e perda de
células que ocorre normalmente no intestino determina uma renovacgao celular
constante, mantendo o tamanho dos vilos e por consequéncia a capacidade
digestiva e de absorcao intestinal (PELICANO et al. 2003).

No presente estudo, maiores valores médios de todas as variaveis de morfologia
intestinal avaliadas (altura, altura total, espessura e largura das vilosidades) foram
determinados nos grupos suplementados com 3%, 4% e 5% do extrato
hidroalcoolico da casca de A. occidentale em relacdo ao grupo controle, nao
existindo diferenga entre os tratamentos submetidos a adigdo do extrato. Todos os

resultados estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios, desvios padrdo, minimos e maximos das medi¢fes
morfométricas de O. niloticus obtidas nas concentracdes de 3 a 5% de extrato de A.
occidentale, e no grupo de controle (sem extrato) apés 30 dias de oferta

Variavel Tratamento Média  Desvio Padrdo Minimo  Méaximo  Sig.
Controle 209,48 7,79 158,11 284,80 b
Altura (um) 3% 422,00 80,62 297,18 623,72 a
4% 365,94 104,62 193,01 513,22 a
5% 432,55 73,06 314,31 568,80 a
Controle 239,79 7,53 186,54 309,68 b
Altura total (um) 3% 470,28 75,28 361,31 640,40 a
4% 424,53 120,07 244,46 597,07 a
5% 490,28 76,58 379,60 641,79 a
Controle 51,08 2,38 31,87 77,42 b
Espessura (um) 3% 60,02 12,55 39,47 89,36 a
4% 57,55 17,10 36,33 86,80 a
5% 58,80 11,16 36,74 75,87 a
Controle 103,11 5,12 57,20 155,48 b
Largura (um) 3% 120,90 24,97 65,50 170,35 a
4% 115,54 30,69 69,85 168,36 a
5% 128,89 19,61 91,50 165,67 a

Fonte: A autora, 2024.

Segundo Macari (1999), quanto maior o numero e tamanho (altura) das
vilosidades, mais efetivo serd o processo de digestao, favorecendo a absorcédo dos
nutrientes pela maior superficie de contato dos alimentos com as vilosidades e
enzimas digestivas ali presentes. Neste sentido, no presente estudo, os animais

pertencentes aos grupos suplementados com extrato hidroalcodlico da casca de A.
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occidentale foram os que tiveram a absor¢céo dos nutrientes favorecida decorrente
dos maiores valores médios encontrados.

Santos et al. (2011), relatam que a utilizacdo de extratos vegetais e herbais
como aditivos em dietas pode induzir a melhora na satde da mucosa gastrointestinal
e no status imunolégico de peixes, visto que o aumento na superficie de absor¢céo
da mucosa melhora o desempenho intestinal do animal. No presente estudo, a
suplementacdo do extrato hidroalcodlico de casca de A. occidentale na dieta
experimental atuou beneficamente em relacdo a morfometria das vilosidades
intestinais, dada a observéancia dos valores da tabela 1.

Em estudo realizado por Abdel-Latif et al. (2021), ap6s suplementacdo
dietética com extrato de folhas de Ginkgo biloba em 4 dietas experimentais (0,0; 5,0;
7,0 e 9,0 g/kg) para a tilapia do Nilo durante oito semanas, verificaram um aumento
significativo nas medidas das porcdes do intestino proximal e médio dos animais
suplementados em comparacédo com o grupo controle. Ainda neste estudo, a largura
e espessura das vilosidades também aumentaram significativamente nos animais
alimentados com o extrato quando comparados com o controle, embora nédo tenham
sido observadas diferencas significativas na altura do vilo, profundidade da cripta e
razdo altura do vilo/profundidade da cripta dos tratamentos suplementados em
relacéo ao controle.

Similarmente, as alturas das vilosidades foram significativamente aumentadas
em todas as trés partes do intestino em todos 0s grupos experimentais quando
comparados ao grupo controle, apds a oferta dietética de extrato de Echinacea
purpurea e/ou vitamina C em O. niloticus nas doses de 500 mg kg™ e 400 mg kg™,
respectivamente, apos 28 dias de alimentacdo (RAHMAN et al., 2018).

Rahman et al. (2019), também relatam que a altura e altura total das
vilosidades intestinais aumentaram significativamente em todas as partes do
intestino em todos os tratamentos com dieta com I6tus indiana frente ao controle. No
entanto, na parte proximal, as alturas das vilosidades foram acentuadamente
acrescidas em peixes alimentados com dietas de 0,2% e 0,4% seguidas por dieta de
0,1%.

Embora, os mecanismos de acdo dos fitoquimicos ainda ndo sejam
conhecidos, pode-se inferir que a interacdo direta destes compostos com células
intestinais ou, a indireta, com células enddcrinas intestinais, possa levar ao

aumentar da diviséo celular e proliferacdo através da modulacdo do DNA ou sintese
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de RNA ou diminuigdo da apoptose celular nestes tecidos, favorecendo os animais
submetidos a dietas com estes aditivos (CHAKRABORTY, HORN e HANCZ, 2013;
KAMALI SANGANI et al., 2014). Este mecanismo explicaria o acréscimo nas
varidveis de morfologia intestinal dos grupos suplementados com extrato

hidroalcodlico da casca de A. occidentale determinados no presente estudo.
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4 CONSIDERAGCOES FINAIS

Conclui-se que o uso suplementar do extrato hidroalcodlico da casca de
Anacardium occidentale na dieta de alevinos de tilapia do Nilo, resultou em um efeito
benéfico na morfologia intestinal dos animais suplementados, com maiores valores
para a altura e altura total, nos individuos pertencentes aos grupos experimentais,

indicando melhor desenvolvimento no que diz respeito a saude intestinal.
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