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RESUMO GERAL

A farinha de peixe (FP) desempenha papel crucial na nutricdo de organismos aquaticos,
sendo fonte proteica tradicional em ragdes para organismos aquaticos. No entanto, a sua
utilizagdo tem resultado no aumento da pressdo pesqueira. Assim, a busca por
alternativas sustentaveis, como a utilizacdo de proteinas vegetais, tem sido avaliada.
Este estudo teve como objetivo avaliar a substituicdo dietética crescente da farinha de
peixe pelo concentrado proteico de soja (CPC) para juvenis de miragaia, em cinco
niveis: 0% (S0), 25% (S25), 50% (S50), 75% (S75), 100% (S100). Os peixes (11,58 +
0,83 g) foram estocados em 15 tanques (volume de 300 L; I12peixe/tanque;) e
alimentados 3 vezes por dia até a saciedade aparente, durante 60 dias. Foram analisados
o desempenho zootécnico, indices bioquimicos plasmaticos, morfologia intestinal e
hepatica. Os peixes alimentados com as dietas contendo substitui¢do parcial (até 50%)
da FP pelo CPC apresentaram resultados similares ao grupo controle (S0). Os peixes
alimentados com S100 apresentaram redu¢do do peso final, encurtamento das
vilosidades intestinais, sugerindo uma diminui¢do da capacidade de absorcdo de
nutrientes. O aumento da infiltracdo das células granulares eosinofilicas (CGE) sugere
uma resposta inflamatoria no intestino. Os peixes apresentaram reducdo das enzimas
transaminases, indicando um possivel dano hepatico reflexo da presenca de fatores
antinutricionais (ANFs) presentes no CPC. Além disso, os peixes apresentaram
esteatose hepatica, associados a presenca de ANFs no CPC, como saponinas ¢ lectinas.
Em conclusdo, a substitui¢do da FM pelo CPC pode ser feita parcialmente, em até 25%,

em dietas para juvenis de miragaia, sem comprometer seu crescimento e satde.

Palavras-Chaves: Concentrado proteico de soja; farinha de peixe; fatores
antinutricionais;  indices  bioquimicos; = miragaia;  morfologia  intestinal.



ABSTRACT

Fishmeal (FM) plays a crucial role in the nutrition of aquatic organisms, serving as a
traditional protein source. However, excessive use results in pressure on fishing,
highlighting the need for sustainable alternatives, such as the utilization of plant-based
proteins. This study aimed to evaluate the increasing dietary replacement of fishmeal by
soy protein concentrate (SPC) in juvenile miragaia, at five levels: 0% (S0), 25% (S25),
50% (S50), 75% (S75), 100% (S100). The fish (11.58 = 0.83 g) were housed in 15 tanks
(volume of 300 L; 12 fish/tank) and fed three times a day until apparent satiety for 60
days. Zootechnical performance, plasma biochemical indices, intestinal, and liver
morphology were analyzed. Fish fed diets containing partial replacement (up to 50%) of
FM by SPC showed similar results to the control group (S0). Fish fed S100 showed a
reduction in final weight and shortening of intestinal folds, suggesting a decrease in
nutrient absorption capacity. Increased infiltration of eosinophilic granule cells (EGCs)
suggests an inflammatory response in the intestine. The fish showed a reduction in
transaminase enzymes, indicating possible liver damage resulting from the presence of
antinutritional factors (ANFs) present in SPC. Furthermore, the fish presented hepatic
steatosis, associated with the presence of ANFs in SPC, such as saponins and lectins. In
conclusion, replacing FM with SPC can be done partially, up to 25%, in diets for
juvenile miragaia, without compromising their growth and health.

Key-words : Antinutritional factors ; Biochemical analysis; Fishmeal; Intestinal
morphology; Miragaia; Soy protein concentrate.
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquicultura passou por desenvolvimento e evolugdo significativa nos tltimos
20 anos, saindo de uma produ¢do de 40 milhdes de toneladas no ano de 2000 para 120
milhdes de tonelada em 2020 (FAO, 2022). O avan¢o da produgdo ocorreu devido a
processos de intensificagdo produtiva. Além disso, a aquicultura marinha ganhou espago
e ajudou a impulsionar a aquicultura mundial, desempenhando, atualmente, papel vital
no fornecimento de alimentos com uma grande variedade de espécies (Naylor et al.,

2021).

No Brasil, a aquicultura marinha produz majoritariamente crusticeos e
moluscos, enquanto a piscicultura marinha ainda ndo apresenta volume significativo
(Valenti et al., 2021). Dentre as espécies marinhas aptas para a producdo, destacam-se
as pertencentes as ordens: Perciformes (atum e robalo), Salmoniformes (salmao),
Clupeiformes (sardinha), Pleuronectiformes (linguado) e Mugiliformes (tainha),
apontadas como potenciais para a produgdo, pois apresentam crescimento rapido,

resisténcia a doengas e facilidade de manejo (Nascimento et al., 2022).

A ordem Acanthuriformes possui uma grande familia denominada Sciaenidae,
composta por cerca de 300 espécies reconhecidas e amplamente difundidas, que vivem
em ambientes temperados e tropicais, incluindo 4gua doce, marinhos e salobros (Nelson
et al., 2016). Essa familia possui peixes de importancia para a pesca esportiva, bem
como para a pesca industrial como: corvina (Sciaenops ocellatus), burriquete (Pogonias
cromis), pescada amarela (Cynoscion acoupa), corvinata-branca (Atractoscion nobilis)
corvina-legitima (Argyrosomus regius) e a miragaia (Pogonias courbina) (Azpelicueta

etal., 2019).

A miragaia (Pogonias courbina) foi recentemente descrita por Azpelicueta et al.
(2019). Anteriormente, era conhecida como Pogonias cromis sua congénere que se
diferem na ocorréncia de hiperostoses dos espinhos centrais da nadadeira dorsal. A P.
courbina apresenta caracteristicas que divergem da P. cromis, como os pterigiéforos da
nadadeira dorsal que sdo laminares e finas e a nadadeira anal possui raios moles. Por
outro lado, P. cromis ndo apresenta hiperostoses, nadadeira dorsal larga e o pterioforos

da nadadeira anal robustos (Machado et al., 2020).
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P. courbina é uma espécie demersal que habita d4guas costeiras rasas e estudrios
do sudeste do Brasil (Rio de Janeiro) até a Argentina (Golfo San Matias). Possui hébito
alimentar carnivoro e boca subterminal adaptada a captura de alimentos presentes no
fundo do mar (Figura 1). Alimenta-se principalmente de grandes invertebrados
bentonicos, como caranguejos e bivalves. Podem atingir até 40 Kg e 140 cm de
comprimento e atinge mais de 50 anos de idade. No entanto, ¢ altamente vulneravel a
captura durante as migracdes que realiza para reproducio, motivo pelo qual se tornou

alvo da pesca (Haimovici et al., 2020).

Figura 1. Juvenil de Miragaia (Pogonias courbina).
Fonte: acervo pessoal.

A populagdo de P. courbina passou por um declinio no sul do Brasil causado,
principalmente, pela intensa pressdo pesqueira durante as décadas de 1940 a 1980,
quando eram alvos na Laguna dos Patos durante as migragdes ou agregagdes para
desovas/alimentagdo. Desta forma, a espécie sofreu reducdao da populacdo de 30-40%
nos ultimos 40 anos e esta listada como vulneravel na IUCN (The International Union
for Conservation of Nature's), necessitando de monitoramento e gestdo (Haimovici et

al., 2020).

Desta forma, a espécie necessita de monitoramento e pesquisa detalhada para
entender as principais caracteristicas, incluindo sua populagdo, ecologia e principais
ameagas. Além disso, programas de criacdo em cativeiro sdo fundamentais para o
desenvolvimento de pesquisas para conservacdo da espécie, bem como trazem
informagdes para o desenvolvimento da atividade aquicola, o que poderia auxiliar na

reducdo sobre a pressdo de pesca. Assim, investigacdes sobre a reprodugdo, fisiologia,
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desenvolvimento e nutricdo sdo essenciais para auxiliar a retirar a miragaia da zona de

vulnerabilidade (Machado et al., 2020).

Compreender as necessidades alimentares das diferentes espécies ¢ fundamental
para o desenvolvimento da aquicultura. A maioria dos peixes marinhos produzidos
comercialmente na aquicultura sdo carnivoros e se alimentam principalmente de peixes
menores, moluscos, invertebrados e crustaceos (Fracalossi; Cyrino, 2016). Desta forma,
quando sdo levados a produ¢do em cativeiro, necessitam de alimentos ricos em proteina,

para que possam atender as suas exigéncias nutricionais.

A farinha de peixe ¢ um alimento que apresenta proteinas com alto valor
biologico, desta forma muito valorizada pelo mercado aquicola. Apresenta excelente
composi¢do de aminodcidos essenciais, palatabilidade e boa digestibilidade (Wang et
al., 2020). Estas caracteristicas estdo relacionadas ao bom crescimento e fortalecimento
do sistema imunoldgico em organismos aquaticos (Oliva-Teles et al., 2022). Dessa
maneira, ¢ utilizada nas formulagdes de dietas de peixes e camardes em todo o mundo

por apresentar bom equilibrio nutricional (Cashion et al., 2017; Mahamud et al., 2022).

A composi¢do nutricional da farinha de peixe muda de acordo com a matéria
prima utilizada para sua producdo, o que reflete na composicdo bromatologica de
diversas farinhas de peixes originadas de peixes pelagicos inteiros e residuos da pesca
(Tabela 1; Fracalossi; Cyrino, 2016). O teor de proteina bruta pode variar de 48 — 70 %
e os lipidios entre 7 e 10%. Quando produzida com matéria prima de origem marinha,
apresenta boas quantidades de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa dmega-3,
como DHA (docosahexaenoico) e EPA (eicosapentaenoico) que sdo importantes acidos

graxos essenciais para peixes marinhos (NRC, 2011).

11



89  Tabela 1. Composicao bromatologica da farinha de peixe encontrada na literatura

Composi¢ao centesimal (%)

Farinha de peixe

Proteina bruta Extrato etéreo Cinzas Autores
Peixe inteiro 67 10 14 Marchi et al. (2023)
Peixe subproduto 64 7 17 Bansemer et al. (2023)
Prixe inteiro 70 9 18 Gokulakrishnan et al. (2023)
Peixe subproduto 48 10 20 Fracalossi e Cyrino (2016)
Peixe subproduto 59 7 21 NRC (2011)
90
91 O aumento da populagdo mundial e do consumo de pescado nos ultimos vinte

92 anos, fizeram com que o setor de aquicultura ganhasse destaque na contribuicdo
93 alimentar como fonte de proteina animal de alta qualidade. Estudos mostram que o
94  consumo de pescado mais do que dobrou nos ultimos 50 anos, havendo um salto de 9,0
95 Kg para 20,3 Kg por habitante/ano (FAO, 2020). O crescimento do setor aquicola nos
96 ultimos anos aumentou a procura pela farinha e 6leo de peixe para o preparo de racdes.
97 Entretanto, o setor enfrenta desafios relacionados a sustentabilidade, especialmente a
98  substitui¢do de ingredientes que podem impactar negativamente o meio ambiente. A
99  sobrepesca, a captura de espécies pelagicas e a alteragdo de cadeias alimentares sdo
100  preocupagdes associadas ao uso desses ingredientes, além de gerar competicdo com a
101  alimentacdo humana por essa fonte de proteina (Tacon; Metian, 2009). Assim, a busca
102  por uma producdo mais sustentavel passa na aquicultura direciona-se para a adogao de
103  alimentos alternativos, seguindo uma abordagem de economia circular. Esse conceito
104  preconiza a manutencao de produtos, materiais e recursos visando reduzir o desperdicio
105 e minimizar o impacto ambiental, promovendo a sustentabilidade (Marchi et al., 2023).
106  Nos ultimos anos estudos buscam fontes de proteina alternativa para a substitui¢do da
107  farinha de peixe. Entre diversas opgdes, as fontes de proteina vegetal ganham destaque,
108  pois oferecem alta qualidade nutricional, disponibilidade global, variedades de produtos
109 e baixo custo, como ¢é o caso da soja e seus coprodutos que se destacou como

110  alternativas viaveis (Tantikitti ez al., 2005).

111 O farelo de soja (SBM) ¢ uma “commodity”, considerada um dos alimentos
112  vegetais com potencial para a substituicdo da farinha de peixe nas dietas de organismos
113 aquaticos (Howlader et al., 2023). O SMB apresenta boa disponibilidade, baixo custo e
114  capaz de substituir parcialmente a FM sem afetar negativamente o crescimento e saude

115  de juvenil de baiacus (Takifugu obscurus) e robalo japonés (Lateolabrax japonicus) (Ye

12
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et al., 2019; Zhang et al., 2018). No entanto, o SBM apresenta algumas desvantagens
nutricionais em relagdo a FM, como: a deficiéncia em alguns aminoacidos essenciais
como a metionina e lisina, baixa palatabilidade por apresentar fatores antinutricionais
(ANFs) que reduzem o desempenho zootécnico dos animais e afeta negativamente a

saude (Zhang et al., 2019). Os fatores antinutricionais presentes no SBM sao:

A) lectinas: sdo glicoproteinas capazes de aglutinar e/ou causar lise as células
vermelhas, podendo também reduzir a absorcdo de nutrientes pois tem a
capacidade de se aderir as vilosidades intestinais e causar hipertrofia e/ou
hiperplasia o que leva a baixa atividade enzimética (Chikwati, 2013);

B) Saponinas: sdo glicosideos que se ligam na membrana plasmatica dos
enterdcitos, aumentando a permeabilidade da membrana e facilitando a captagado
de moléculas alérgenos que geralmente ndo sdo absorvidas. Dessa maneira,
induzem a inflamagdo no trato gastrointestinal (TGI) causando modificagdes
morfologicas (Brown et al., 2008);

C) Fitato: conhecido também como 4cido fitico ¢ um composto inositol que
interfere na absor¢do de minerais essenciais (Cu, Fe, Ca, Mg e Zn), pois formam
complexos insoluveis com esses minerais que dificultam a absor¢do. Além
disso, pode dificultar a absorcdao de proteinas e inibir as atividades das enzimas
tripsina, amilase e pepsina (Regitano-D Arce, 2006);

D) Inibidores de protease: sdo proteinas que se ligam com a tripsina e/ou com a
quimotripsina reduzindo suas atividades, promovendo a secre¢do de
colecistoquinina (CCK). Entretanto, essa situagdo faz com que os peixes
aumentem a excrecdo de nitrogénio e consequentemente perda de aminoacidos

(Krogdahl et al., 2010; Olli et al., 1994).

Uma maneira de reduzir a presenga dos fatores antinutricionais presentes na soja
seria a producdo de concentrados proteicos (Wang et al., 2017). O concentrado proteico
de soja (CPC) ¢ um produto obtido do ultra processamento do farelo de soja
desengordurado, através da extragdo de carboidratos soliveis utilizando o etanol aquoso
ou metanol, reduzindo a fracdo ndo proteica e os fatores antinutricionais,
consequentemente, aumentando a concentracdo de proteina bruta na matéria seca (Lusas

e Riaz 1995; Storebakken et al., 2000).

13
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Por outro lado, o processamento aplicado ao farelo pode reduzir a
disponibilidade de aminodacidos, principalmente da lisina e metionina no CPC. Isso
ocorre, pois a lisina € sensivel as altas temperaturas, em que acontece a reacdao de
Maillard (Corréa, 2016). No entanto, o CPC possui perfil de aminoacidos essenciais
semelhante ao da farinha de peixe (Tabela 2) (Zhang et al., 2019).

Tabela 2. Composi¢do de aminoécidos essenciais da Farinha de peixe (FM) e do
concentrado proteico de soja (CPC) (adaptado NRC 2011).

Aminoacidos Essenciais FM CPC
Arginina 4,02 4,64
Histidina 1,34 1,58

Isoleucina 2,72 2,94
Leucina 4,36 4,92
Lisina 4,53 3,93
Metionina 1,68 0,81
Fenilalanina 2,28 3,28
Treonina 2,57 2,47
Triptofano 0,67 0,84
Valina 3,02 3,06

Valores expressos em grama de aminoacido por 100g de proteina;
FM- Farinha de peixe, CPC- Concentrado proteico de soja.

As caracteristicas do CPC fazem que esse ingrediente seja vidvel para a
substituicdo da farinha de peixe, pois, apresenta alto teor de proteina bruta entre 60-70%
proximo ao da FM, alta palatabilidade e digestibilidade, além do baixo custo de
producdo (Lusas e Riaz 1995). Os niveis de substituicdo da farinha de peixes por CPC
variam de acordo com habito alimentar da espécie, seja, carnivoro ou onivoro. Nos
ultimos anos estudos voltados para a sua utilizagdo na dieta de organismos aquaticos
ganharam destaque (Deng et al., 2006; Salze et al., 2010; Wang et al., 2020). Estudos
com linguado-estrelado (Platichthys stellatus) (Li et al., 2015), enguia do campo de
arroz (Monopterus albus) (Zhang et al., 2019) e corvina amarela (Larimichthys crocea)

(Wang et al., 2017) apresentam tolerancias diferentes ao nivel de CPC na dieta.

Resultados demonstram que para o linguado-estrelado (Platichthys stellatus),
substitui¢des até 60% da FM por CPC podem ser realizadas quando avaliados como
parametros o ganho de peso e taxa de eficiéncia proteica, porém substituicdes acima de
40% apresentam efeito negativo na saide e imunidade dessa espécie (Li et al., 2015).

Para a enguia do campo do arroz (Monopterus albus) quando ofertadas ragdes contendo

14
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substituigdes da FM acima de 26%, reduzem o consumo de alimento ¢ afeta
negativamente o desempenho zootécnico (Zhang et al., 2019). A garoupa hibrida
(Epinephelus fuscoguttatus Q % Epinephelus lanceolatus 3) podem ser alimentadas
com racdes contendo até 37,23% de substituicdo, pois acima deste valor lesdes no
intestino e figado foram relatadas, além de resultar em reducdo do desempenho

zootécnico (Wang et al., 2020).

Por outro lado, apesar do processamento eliminar boa parte dos fatores
antinutricionais como mencionado anteriormente, muitas vezes ainda representam
problemas para os animais em producdo. O aumento significativo dos niveis de
substitui¢do de proteina de origem animal por concentrado proteico de soja (CPC) pode
prejudicar o desempenho zootécnico e saide dos animais afetando o funcionamento do
figado. Este fato se deve a presenga de fatores antinutricionais, os quais tem o potencial
de prejudicar a ingestdo de alimentos, a digestibilidade e a utilizacdo eficaz dos
nutrientes, alteragcdes morfoldgicas no intestino e figado (Wang et al., 2023; Escaffre et
al., 2007). As mudangas no intestino sdo notadas principalmente no intestino
posterior/distal e incluem as seguintes lesdes: alargamento da lamina propria,
encurtamento das vilosidades, perda de vacuolizagdo nas células do epitélio, aumento
das células caliciformes e infiltragdo de células inflamatérias, como linfocitos,
neutrofilos, granuldcitos eosinofilicos, células caliciformes e células bastonetes, que

aumentam no tecido conjuntivo e na lamina propria (Fuentes-Quesada et al., 2018)

O aumento do teor de proteina de soja na dieta afetou negativamente a altura e
largura das vilosidades em juvenis de garoupa hibrida (Epinephelus fuscoguttatus *
Epinephelus lanceolatus) e carpa cruciana dourada (Cyprinus carpio % Carassius
auratus) (Zhu et al., 2020). Para a truta arco-iris, o CPC modificou a estrutura dos
enterocitos e o volume dos hepatdcitos. No figado, foram observadas células atrofiadas
e um aumento nos vacuolos de gordura. Além disso, a proteina vegetal pode induzir a
vacuolizacdo citoplasmatica de hepatocitos e o deslocamento de nucleos em juvenis de

totoaba (Totoaba macdonaldi) (Lopez et al., 2015).

O figado ¢ o principal 6rgdo da regulacio do metabolismo, contendo as
principais enzimas das vias metabdlicas que sdo controladas pela disponibilidade de
nutrientes (Wright, 2001). Os estudos metabdlicos sd3o necessarios para a nutri¢do

principalmente para compreender como os organismos respondem a diferentes situagdes
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e identificar fatores indesejaveis, quando se testa dietas com alimentos alternativos ou a

base de vegetais (NRC, 2011).

O metabolismo proteico ¢ um conjunto de processos bioquimicos que ocorrem
nos organismos para sintetizar, degradar e regular as proteinas (Figura 2). Apds a
ingestdo, as proteinas sdo digeridas ou hidrolisadas com ajuda de diferentes enzimas
(Halver; Hardy, 2002). A digestao ¢ iniciada no estdbmago, onde a proteina ¢ reduzida a
polipeptidios pela a¢do do acido cloridrico liberado pelas células gastricas seguido pela
acao das enzimas pepsinas. No intestino as células da mucosa liberam hormdnios como
a colecistoquina (CCK) e secretina que estimulam a produgdo de enzimas digestivas
(tripsina e quimiotripsina) que reduzem os peptideos em dipeptideos, tripeptideos e
aminoacidos livres. Os aminodcidos e peptideos sdo absorvidos nas microvilosidades
dos enterocitos e transportados ativamente para o interior dos enterocitos e distribuidos
para a corrente sanguinea, onde serdo utilizados em processos metabolicos

(Baldisserotto, 2018).

/" poolde
Prot(?ma —_— aJmu‘loa,mdos‘: Sintese
da dieta  livres

Proteina
intracelular

Compostos de N
Catabolismo

NH,

N

e =
4 a—cetoé,cidos

Gli ..
1cose Ciclo do Lipideos

acido citrico

Figura 2. Esquema adaptado do metabolismo proteico. Adaptado NRC (2011)

16



222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232

233
234
235
236
237
238
239
240

241
242

243
244
245
246
247
248
249
250
251
252

253

Os aminodcidos necessarios para a sintese proteica nos organismos tém duas
origens: o alimento e a proteina corporal que diariamente ¢ quebrada e resintetizada
(Kaushik et al., 2010). A quantidade de proteina ingerida ¢ importante para sintese de
novas proteinas corporais, hormonios e neurotransmissores que regulam o crescimento e
a reproducdo (Halver; Hardy, 2002). O crescimento ocorre por meio da deposi¢do de
proteina, em que cada 1g de proteina depositada hd um ganho de 4g em massa corporal.
Essa relacdo se estabelece devido a ligacdo entre deposi¢do de proteina e o
armazenamento de agua (Shearer, 1994). Quando a ingestdo de proteina € superior as
necessidades do animal, parte sera utilizada para a producdo de novas proteinas, € 0
excesso sera convertido em energia, eliminando nitrogénio em forma de amonia, e os

esqueletos carbonicos convertidos em glicose e lipidios (Ballantyne, 2001).

O catabolismo da proteina em peptideos e aminoacidos livres ocorre em diversos
tecidos, principalmente na mucosa intestinal, rim, cérebro, musculatura e figado. O
catabolismo ¢ um processo de remocao do grupamento amino de um aminoécido para
um a-cetoacido, isso pode ocorrer pela acdo de transaminases ou desaminagdo oxidativa
(Halver;Hardy, 2002). As principais transaminases sdo a alanina aminotransferases
(ALT) ou glutamato-piruvato transaminase (TGP) e a aspartato aminotransferase (AST)
conhecido também como glutamato-oxaloacetato transaminase (TGO) (Wright, 2001).

(Nelson, 2014).

O destino dos a-cetoacidos resultantes variam dependendo do contexto metabodlico e

das necessidades do organismo. As possiveis rotas apds a transaminagao sao:

1. Producgdo de energia: os a-cetoacidos podem entrar nas vias metabdlicas como
intermediarios do ciclo do 4cido citrico, que levam a producao de ATP (Nelson,
2014);

2. Sintese de outros compostos: pode ser utilizado na sintese de outros compostos,
por exemplo na sintese de glicose pela via da gliconeogénese (Nelson, 2014);

3. Conversdo em aminodcidos: os a-cetoacidos podem ser convertidos de volta em
aminoacidos com a adi¢do de um grupo amino, isso ocorre para a sintese de um
aminoacido especifico ou reciclagem de aminoacidos (Halver; Hardy, 2002);

4. Excrecdo: quando em excesso de a-cetoacidos ou quando ndo necessarios
imediatamente sdo excretados na forma de amodnia e ureia em menor quantidade

(Halver; Hardy, 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos geral
Avaliar a substituicdo dietética da farinha de peixe (FM) pelo concentrado

proteico de soja (CPC) em juvenis de miragaia.

2.2. Objetivos especificos

* Auvaliar o desempenho zootécnico de juvenis de miragaia alimentas com
diferentes niveis de concentrado proteico de soja em substituicdo a
farinha de peixe;

* Avaliar a influéncia das dietas experimentais na composicdo proximal
dos juvenis de miragaia;

* Avaliar a influéncia das dietas experimentais na atividade das enzimas
alanina aminotransferase (ALT), aspartato amino transferase (AST) e
fosfatase alcalina (ALP) em juvenis de miragaia;

* Avaliar a influéncia das dietas experimentais na morfometria intestinal e
hepatica de juvenis de miragaia;

* Determinar o melhor nivel de substituicdo de farinha de peixe por

concentrado proteico de soja para a dieta de juvenis de miragaia.
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CAPITULO I

AVALIACAO DO CONCENTRADO PROTEICO DE SOJA COMO
SUBSTITUTO DA FARINHA DE PEIXE EM DIETAS DE JUVENIS
DE MIRAGALIA (Pogonias courbina)

Manuscrito a ser submetido a revista “Aquaculture”
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1. INTRODUCAO
A farinha de peixe (FM) ¢ a principal fonte proteica na fabricacdo de ragdes,

principalmente para peixes marinhos, por apresentar elevado teor de proteina (48-70%),
ser fonte de 4cidos graxos, aminodacidos essenciais, boa palatabilidade e digestibilidade
(Macusi et al., 2023). Entretanto, a alta demanda pela FM ocasiona forte pressdo nas
espécies forrageiras, ocasionando a sobrepesca nos oceanos. Além disso, a utilizagao de
peixes inteiros para a producdo de farinha de peixe (FM) representa uma preocupagao
para a sustentabilidade da aquicultura, ja4 que os peixes inteiros poderiam ser fonte
direta de proteina na alimentacdo humana. Estudos de ingredientes alternativos e
proteinas vegetais visando a sustentabilidade ganham espago nas formulagdes de ragdes

em busca de atender a demanda global (Jannathulla et al., 2019).

O concentrado proteico de soja (CPC) possui 65-70% de proteina bruta (Wang et
al., 2017). Sua producdo ocorre através da extracdo em etanol ou metanol do farelo de
soja desengordurado, o que reduz a concentragdo de antigenos e antinutrientes,
principalmente compostos fenolicos, 4cido fitico, lectinas e saponinas (REF). Apesar
dos fatores antinutricionais (ANFs) contidos no farelo de soja comprometerem o
crescimento e a saide dos peixes marinhos (Escaffre et al., 2007), o CPC possui teor
reduzido de ANF Desta forma, estudos tém demonstrado que o CPC ¢ capaz de
susbstituir a FM em grandes quantidades (80%), como os relatos para a corvina
amarela (Larimichthys crocea) (Wang et al., 2017) e Hippoglossus hippoglossus (Berge
etal., 1999).

Embora o processo de produ¢do de CPC reduza os fatores antinutricionais
(ANFs), ha perda de aminoacidos essencias (EAA) como a metionina ¢ a lisina
(Storebakken, 2000). Além disso, a redu¢do dos ANFs ndo ¢ completa e esta associada a
presenga de inibidores de proteases, lectinas, compostos fenolicos, fitatos e proteinas
antigénicas. Em alguns animais a presenca de proteinas antigénicas pode desencadear
inflamacdo do trato gastrointestinal (TGI), evidenciada pelo aumento de neutréfilos ,
linfocitos, granulocitos eosinofilicos, e células caliciformes (Fuentes-Quesada et al.,
2018). A intensidade desse processo inflamatério pode variar de acordo com a regido do
intestino, e pode também resultar em altera¢des no figado como aumento de vactolos de
gordura e alteragdes morfologicas (Uréan et al., 2009). Dessa maneira, as ANFs podem

impactar o crescimento e saude de algumas espécies como relatado para o linguado
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estrelado (Platichthys stellatus ) (Li et al., 2015), e enguia dos campos de arroz
(Monopterus albus) (Zhang et al., 2019) que s3o capazes de tolerar a substituicdo em até

40% de CPC em sua dieta.

A miragaia (Pogonias courbina), ¢ uma espécie de habito alimentar carnivoro,
anteriormente conhecida como Pogonias cromis. Encontra-se atualmente em potencial
de extingdo compondo a lista vermelha da I[UCN (International Union for Conservation
of Nature). A reducdo da populacdo ¢ atribuida a pesca excessiva que engloba praticas
artesanal, industrial e recreativa. Esta espécie ¢ endémica do Atlantico Sul ocorrendo
desde o Rio de Janeiro (Brasil) até sul do Golfo de San Matias (Argentina) (Haimovici,
2020). A miragaia ¢ reconhecida pela sua carne saborosa e desempenha papel
importante nos ecossistemas costeiros, exercendo influéncia na dindmica das
comunidades marinhas (Machado et al., 2020). No entanto, s3o poucas as informagdes
dessa espécie em ambiente de cultivo, e até o momento ndo existem dados disponiveis
sobre os efeitos do concentrado proteico de soja em dietas de juvenis de miragaia.
Portanto, o estudo teve o objetivo de avaliar a substituicdo dietética da farinha de peixe
pelo concentrado proteico de soja em juvenis de miragaia, avaliando o desempenho

zootécnico, indices bioquimicos, morfologia intestinal e hepatica.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado com os principios éticos de experimentacdo animal,
adotados pela Comissao de ética em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal do
Rio Grande-FURG e aprovado sob certificado N° 23116.003553/2023-17. O
experimento foi conduzido no Laboratério de Piscicultura Estuarina e Marinha

(LAPEM) do Instituto de Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande.

2.1. FORMULACAO DA DIETA EXPERIMENTAL

Foram formuladas 5 dietas experimentais isoproteicas e isolipidicas com niveis
crescentes de substitui¢do da farinha de peixe por concentrado proteico de soja (Tabela

1). O preparo das racdes ocorreu no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos
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da FURG (LANOA), onde os ingredientes foram moidos e misturados seguindo a
menor propor¢do para o maior, adicionando 6leo de peixe e agua ao final do prepraro
para a peletizacdo. Apds obtencdo dos péletes as ragdes foram secas em estufa com
circulagdo de ar a 65°C por 12 horas, e armazenadas em freezer até o inicio do
experimento.

Tabela 1- Formulagdes e composi¢do proximal das dietas experimentais para juvenis de

miragaia (Pogonias courbina), com diferentes niveis de CPC em substitui¢do a farinha
de peixe.

Dietas Experimentais

Ingredientes g 100g ! SO S25 S50 S75 S100
Farinha de peixe 42,60 31,95 21,30 10,65 0,00
Concentrado proteico de soja 0,00 10,65 21,30 31,95 42,60
Amido de milho 23,38 20,88 18,38 15,88 13,38
Oleo de peixe 0,00 1,80 3,60 5,40 7,20
Celulose 1,00 1,56 2,10 2,65 3,20
Mis. Mineral e Vit ** 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Farinha de carne e 0ssos 13,02 13,02 13,02 13,02 13,02
Caseina 12,50 12,50 12,50 12,50 12,50
Gelatina 6,50 6,50 6,50 6,50 6,50
Lisina 0,00 0,07 0,15 0,22 0,30
Metionina 0,00 0,07 0,15 0,23 0,30
Total 100 100 100 100 100
Composi¢ao bromatolégica %

Matéria seca 95,89 94,68 95,99 95,3 95,82
Proteina bruta 49,83 48,03 48,34 48,47 48,47
Extrato etéreo 8,67 8,93 8,96 8,71 9,29

Fibra bruta 0,33 0,63 0,92 0,93 1,38

Matéria mineral 16,15 13,63 11,6 9,83 8,32

ENERGIA 25,02 28,77 30,18 31,61 32,54
Aminoacidos*

Metionina * 0,69 0,68 0,68 0,68 0,67

Lisina * 2,17 2,16 2,15 2,13 2,12

Triptofano * 0,43 0,41 0,38 0,36 0,33

Arginina * 2,43 2,51 2,59 2,67 2,75

Treonina * 1,95 1,95 1,95 1,95 1,96

Valina * 2,49 2,46 2,43 2,41 2,38

Leucina * 2,74 2,75 2,76 2,77 2,78

Isoleucina * 1,50 1,50 1,50 1,51 1,51

Histidina * 1,13 1,16 1,19 1,22 1,26

Fenilalanina * 1,61 1,66 1,71 1,76 1,82

Legenda: ENN — Extrativo ndo nitrogenado (ENN = 100 — (PB+FB+EE+MM). ** Composi¢do Mis. Mineral e vit,
vitamina A (500.000 Ul/kg), Vit. D3 (250.000 Ul/kg), Vit. E (5.000 mg/kg), Vit. K3 (500 mg/kg), Vit. B1 (1.000
mg/kg), Vit. B2 (1.000 mg/kg), Vit. B6 (1.000 mg/kg), Vit. B12 (2.000 mcg/kg), Niacina(2.500 mg/kg), Pantotenato
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de Cilcio (4.000 mg/kg), Acido Félico (500 mg/kg), Biotina (10mg/kg), Vit. C (10.000 mg/kg), Colina (100.000
mg/kg), Inositol (1.000 mg/kg), Selénio (30 mg/kg), Ferro (5.000mg/kg), Cobre (1.000 mg/kg), Manganés (5.000
mg/kg), Zinco (9.000 mg/kg), Cobalto (50 mg/kg), lodo(200 mg/kg); * Valores calculados.

2.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente 10 juvenis de miragaia (Pogonias courbina) foram eutanasiados
com cloridrato de benzocaina na concentragao de 500 ppm. Foram coletados o figado e
o intestino para andlise histologica de 5 peixes e o restante para andlise centesimal do
corpo inteiro. Um total de 180 juvenis de miragaia com peso médio de 11,58 + 0,83 g
provenientes da desova obtida no Laboratorio de Piscicultura Estuarina e Marinha da
FURG (LAPEM), foram anestesiados com cloridrato de benzocaina na concentracio de
50 ppm e aleatoriamente distribuidas em 15 tanques com capacidade de 300 L, com
densidade de 12 animais/tanque. Os tanques eram conectados a um sistema de
recirculagdo de agua composto por skimmer, ldmpada UV, filtro bioldégico, mecanico e

com aeracado constante.

As condicdes fisico-quimico da 4dgua se mantiveram constantes para todo o
periddo experimental, com o pH 8,01 + 0,08 (pHmetro Seven2Go), salinidade 30,09 +
0,98 %o (Refratometro ATC), temperatura 25,64 =+ 0,65 °C e oxigénio dissolvido 5,72 +
0,56 mg/L" (YSI 550A), e fotoperiodo (12h claro / 12h escuro). A anilise de
alcalinidade (144,08 = 15,83 mg/L CaCOs) foi realizada de acordo com APHA (2012),
enquantos os niveis de amonia total (0,15 + 0,19 mg/L") segundo a metodologia
descrita por UNESCO (1983). Nitrito (0,27 + 0,30 mg/L™), nitrato (19 + 8,39 mg/L-1) e
o fosforo (1,95 + 1,04 mg/L-1) foram mensurados segundo a metodologia de AMINOT
and CHAUSSEPIED (1983). A cada dois dias foram feitas sinfonagem das unidades
experimentais para remog¢ao de sobra de ragdo e fezes e o volume de dgua perdido foi

reposto.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e trés repetigdes, conforme os niveis de substitui¢do do concentrado
proteico de soja: controle 0% (S0), 25% de substituicdo (S25), 50% de substitui¢ao
(850), 75% de substituigdo (S75) ¢ 100% de substitui¢ao (S100). Os animais foram
alimentados até a saciedade aparente trés vezes ao dia (08hOOmin, 12h0Omin e

16h00min) por um periodo de 60 dias.
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Ao final dos 60 dias, 3 animais de cada tanque foram anestesiados com
cloridrato de benzocaina na concentragdo de 50 ppm para a coleta de sangue com
seringa heparinizada por meio de punc¢do na nadadeira caudal. Os animais foram
pesados individualmente e em seguida foram eutanasiados com cloridrato de benzocaina
na concentracdo de 500 ppm, sendo que 3 animais de cada tanque foram congelados
para a composi¢do proximal carcaga, 3 animais foram coletados o intestino e figado e
fixados em uma solu¢do de formol 10% por 24 horas e depois incluidos no alcool para
as andlises histologicas. Além disso, foi coletado figado de 9 animais de cada
tratamento e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e posteriormente

armazenadas em ultrafreezer (-80 °C) para analises bioquimicas.

2.3. ANALISES DOS INDICES ZOOTECNICOS E BIOMETRICOS

Os dados obtidos nas biometrias foram utilizados para as avalia¢des relacionadas
aos indices zootécnicos, como:

* Peso (PF (g)) = peso médio corporal final;

* Peso inicial (Pi (g)) = peso médio corporal inicial

* Conversao Alimentar Aparente (CAA) = Oferta de ragdo/ganho de peso;

* Ganho de Peso Diario (GDP (g/dia)) = ganho de peso médio/periodo em dias;

¢ Consumo de Ragdo (g) = peso total da racao ofertada/quantidade de animais;

* Taxa de Crescimento Especifico em Peso (TCE (% ao dia)) = [(n peso final — In
peso inicial) /periodo] x 100;

* Taxa de Sobrevivéncia (TS (%)) = (nimero final de peixes/nimero inicial de
peixes) x 100;

* Taxa de retengdo proteica (TRP) = 100 x (proteina corporal final x peso final —
proteina corporal inicial x peso inicial) / consumo em proteina na matéria seca);

* Indice hepato-somatico (IHS) (%) = 100 x (peso do figado fresco/peso corporal);

e Indice viscero-somatico (IVS) (%) = 100 x (peso do tecido visceral/ peso
corporal).

2.4. ANALISES BROMATOLOGICAS

A determinacdo da composi¢do proximal das dietas e da composi¢do corporal dos
peixes foram realizadas no LANOA. O teor de matéria seca foi obtido pela
determinagdo de umidade em estufa a 60 °C até peso constante, a proteina por meio do

método de Kjeldahl utilizando destilador de nitrogénio, o teor de cinzas pelo método
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gravimétrico em forno mufla a 600 °C (AOAC, 2020). O teor de lipidio foi analisado
pelo método de Bligh e Dyer (1959)

2.5. ANALISES HISTOLOGICAS DO INTESTINO E FiGADO

O processamento e as andlises dos intestinos e figados foram realizadas no
Laboratorio de Imunologia e Patologia de Organismos Aquaticos (LIPOA). Os tecidos
foram processados no processador automatico de tecidos (LEICA, modelo TP1020),
com inclusdo em Paraplast. Apoés o emblocamento, os blocos foram cortados com
espessura de 5 pum no microtomo (LEICA, modelo RM2245). Para as andlises
morfométricas, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) (Luna, 1968),
e posteriormente, observadas no microscopio Optico (Zeiss, modeloPrimo Star)
equipado com uma camera (Axiocam ERCS5s). Foi utilizado o programa AxionVision
4.8 (LE), para fazer as microfotografias dos campos e mensurar os vacuolos de gordura
do figado, altura e espessura das vilosidades intestinais. As células granuldcitos
eosinofilicos foram quantificadas através de uma estimativa direta a partir das contagens

simples em cinco campos da ldmina histologica (Weibel and Gomez, 1962).

A esteatose foi estimada pela técnica de estereologia por “contagem de pontos”,
cinco campos foram microfotografados e um painel contento 36 cruzes foi sobreposto
em cada microfotografia (PhotoScape X). Desta forma, foram quantificados todos os
vacuolos que tocavam nas cruzes para determinar a densidade de esteatose hepatica

(Mandarim-De-Lacerda, 2003) utilizando a seguinte equagao:
Vv(esteatose%) = (Pp(esteatose)/PT)*100)

* Pp (esteatose): pontos que tocaram as vesiculas de gordura;

* PT: nimero total de pontos (36 pontos).

2.6. ANALISES BIOQUIMICAS PLASMATICAS E HEPATICAS

As amostras de sangue foram centrifugadas e o sobrenadante retirado. A partir do

plasma foram realizadas as analises de triglicerideos, proteina, glicose e colesterol
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utilizando kits comerciais (Bioclin) calculados em fungdo da absorbancia e expressos
emmg g de amostra.

As amostras de figado foram homogenizadas em (1:5 P/V) em tampao Tris- HCI
(100mM, pH 7,75) com EDTA (2mM). As atividades da alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP) foram dosadas com
kits comerciais (Bioclin, RS, Brasil). As concentracdes das transaminases foram
calculadas em fungdo da cinética obtida e expressos em . g. Para quantificar a glicose
e os triglicerideos, foram utilizados os kits comerciais da Bioclin (RS, Brasil) e foram
calculadas em fungdo da absorbancia e os dados expressos em mg g™ de amostra.

Para a andlise de gligogénio, foi utilizado o método de fenol &cido-sulftrico
(Schaubroeck et al., 2022) e as leituras foram feitas em microplacas (Biotek, Synergy
HT) a 490 nm de absorbancia. Os niveis de peroxidacdo lipidica foram medidos de
acordo com Oakes e Van Der Kraak (2003), por meio da determinagdo das substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) pela quantificacdo de MDA (malondialdeido),
foi utilizado para determinar a fluorescéncia (emissdo: 553 nm; exitacdo: 515 nm) e os

resultados foram expressos como nmol TMP mg tecido umido™.

2.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e
homogeneidade (teste de Levene), e, posteriomente, submetidos a analise de variancia
de uma via (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de
significancia de 5%. Além disso, uma analise de regressao foi realizada, porém os dados

ndo apresentaram um ajuste adequado ao modelo proposto.

3. RESULTADOS

3.1. INDICES ZOOTECNICOS E COMPOSICAO CORPORAL

A sobrevivéncia se manteve em 100% (Tabela 2). Houve diferenca significativa (p <
0,05) os peixes alimentados comS75 e S100 apresentaram peso menor quando
comparado com o tratamento SO. A TRP ndo apresentou diferenca estatistica (p > 0,05),
assim como para os GDP, TCE, CAA. Nao foi observado diferenga significativa (p >

0,05) para IHS e IVS. A composicdo corporal da miragaia alimentada com diferentes
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niveis de CPC na dieta ¢ apresentada na Tabela 3. Nao houve diferenga significativa (p

> 0,05) para os parametros analisados.

Tabela 2. Desempenho zootécnico e indices biométricos de juvenis de miragaia (Pogonias courbina) alimentadas 60
dias com diferentes niveis de CPC.

Dietas experimentais

PARAMETROS S0 S25 S50 S75 S100
PF () 5557+829% 5494+ 11,13% 5123+635% 4567+845° 48,15+ 6,40
CAA (g)° 1,22 + 0,09 1,32 £ 0,07 1,25+0,03  1,32+0,02 1,41+ 0,09
GDP (g)* 43814797 4335+841  3973+298  340+6,63 36,57 +3,83
CONSUMO (g)° 53,32+6,17  5698+897 4993+252 4529+974 51,51 +2,66
TCE (%)° 12740,10  1,12+0,10 1,07£0,04  098+0,1 1,02 £ 1,02
TS (%)’ 100 100 100 100 100
TRP (%)* 19214329  1926+324  1994+025 17,68+1,56 18,63+ 1,96
THS (%)’ 2,19+0,14  225+0,14  2,08+023  2,05+034  2,55+0,07
IVS(%) ' 297+034 2754020  271+017  2,67+021  2,73+0,01

Legenda: os valores s@o expressos em média + DP de trés repetigdes. Valores com letras diferentes na mesma linha
sdo significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. Valores na mesma linha com nenhum
sobrescrito ndo tém diferenca significativa (P > 0,05). 1 Pi, peso inicial. 2 PF, peso final. 3 CAA, conversdo alimentar
aparente (Consumo de ragdo/ganho de peso). 4 GDP, ganho de peso diario (ganho de peso médio/periodo em dia). 5
consumo total de ragdo. 6 TCE, taxa de crescimento especifico ([(n peso final — In peso inicial) /periodo] x 100).7 TS,
taxa de sobrevivéncia (numero final de peixes/numero inicial de peixes) x 100. 8 TRP, taxa de retencdo proteica
([peso final x (% proteina corporal final/100)] — [peso inicial (% proteina corporal inicial/100)]; [peso final x (%
proteina corporal final/100)] — [peso inicial (% proteina corporal inicial/100)]. 9 IHS, indice hepato-somatico (IHS)
(%) = 100 x (peso do figado fresco/peso corporal). 10 IVS, indice viscero-somatico (IVS) (%) = 100 x (peso do
tecido visceral/ peso corporal).

Tabela 3. Composicdo corporal total da miragaia (Pogonias courbina) alimentadas 60 dias com diferentes niveis de
CPC.

Tratamentos
PARA?‘;)F;TROS SO S25 S50 S75 S100
Matéria Seca 31,32+ 0,23 3249+1,20 32,53+0,90 31,60+0,69 33,64+1,21
Umidade 68,67+0,23 6750+1,20 67,46+0,90 68,39+0,69 66,35+1,21
Proteina 15,59+0,65 16,17+1,49 16,37+0,78 16,42+ 0,61 17,32+ 0,19
Lipidios 8,60 £ 0,45 8,99 + 1,04 9,36 £ 0,97 8,36+ 1,1 9,59 + 0,62
Matéria Mineral 4,79+ 0,19 4,89 £ 0,39 5,06 = 0,20 5,28+ 0,29 5,30+ 0,70

Legenda: os valores sdo expressos em média + DP de trés repetigdes. Valores com letras diferentes na mesma linha
sdo significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. Valores na mesma linha com nenhum
sobrescrito ndo tém diferenca significativa (P > 0,05).
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736 3.2. ANALISES MORFOLOGICAS

737 Os valores da altura das vilosidades (VA), ndo apresentaram diferenca significativa

738  (p > 0,05) Tabela 4 para IA foram encontradas diferengas significativas para o IM e IP,

739  sendo que o aumento dos niveis de CPC na dieta resultou em reducdo na altura das

740  vilosidades, onde controle apresentou maior altura de VA em comparagdo ao tratamento

741 S100. Ja para a largura das vilosidades (VL) em IA, IM e IP ndo foram influenciados

742 pelos niveis de CPC, ndo havendo diferenca significativa (p > 0,05)

743

744 Tabela 4. Morfologia intestinal da miragaia (Pogonias courbina) alimentada 60 dias com diferentes niveis de CPC.

TRATAMENTO
PARAMETROS S0 S25 S50 S75 S100
IA! VA* (pm) 1639,09 + 341,83 1523,56 + 523 1411,46 + 220,56 1318,08 + 233,50 1233 £259,97
VL’ (um) 328,09+ 116,51 344,79 + 198,64 334,52 + 60,96 305,59 + 93,39 326,06 + 140,29
e VA®Rm) 147079£21673% 1236,19+ 188,77 1157,16 317,55 122328 +28597 % 905,62 + 148,21°
VL (pm) 291,02 £ 95,43 359,82 + 87,13 335,49+ 137,91 350,20 + 123,49 280,55 + 89,69
pp VA (mm) 1725,61+24897" 1429,72+269,24 132020+ 143,06° 1316,72 +290,06° 112328 + 162,21

VL (um) 392,61 + 201,69 347,61 + 53,65 347,33 £ 77,54 308,65 + 97,48 317,23 + 68,77

745 Legenda: os valores sdo expressos em média + DP de trés repeti¢des. Valores com letras diferentes na mesma linha

746 sdo significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. Valores na mesma linha com nenhum

747 sobrescrito ndo tém diferenca significativa (P > 0,05). ! 1A, intestino anterior. 2 IM, intestino médio. 3 IP, intestino

748 posterior. * VA. altura vilosidade ° VL. Largura vilosidade.

749

750

751

752 Houve diferenca significativa (p < 0,05) na infiltragdo de CGE nos intestinos

753 anterior, médio e posterior (Figura 1). Conforme os niveis de CPC aumentaram na

754 dieta, houve aumento na infiltragdo das CGE nos peixes alimentados com S75 e

755 S100 em comparacdo com os tratamentos SO, S25 e S50. A Figura 2 ilustra a

756 diferenga na quantidade de infiltrados de CGE entre a condicdo de controle SO (A) e

757 o tratamento com CPC em 100% S100 que apresentou uma maior infiltracdo de

758 CGE (B).

759

760

761

762

763

764

765

766

767
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Figura 1. Contagem das células granulares eosinofilicas (Média + DP) em intestino anterior (A), intestino médio (B) ¢ intestino posterior
804 (C) de miragaia (Pogonias courbina) alimentas 60 dias com diferentes niveis de CPC. Valores com letras diferentes em cada coluna sdo
805 Ssignificativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 2. Cortes histologicos do intestino da miragaia (Pogonias courbina) alimentada com dietas contento niveis
crescentes de concentrado proteico de sojam substitui¢@o a farinha de peixe, durante 60 dias. Infiltragdo das células
granulares eosinofilicas (seta) no tratamento controle SO (A) e S100 (B). Coloragao: hematoxilina-ecosina, aumento
40x.

Verificou-se aumento da esteatose hepatica conforme os niveis de CPC
aumentaram (Figura 3). Os tratamentos SO e S25 diferiram significativamente (p < 0,05)
dos tratamentos S50, S75 e S100 que apresentaram uma maior densidade. Esta varia¢ao
¢ visualmente observada nas imagens histologicas (Figura 4), onde se observa aumento

da degeneragdo gordurosa nos hepatocitos.
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821

822
823 Figura 3. Densidade do volume da esteatose hepatica (Média + DP) em figado de miragaia (Pogonias courbina)

824 alimentada 60 dias com diferentes niveis de CPC. Valores com letras diferentes em cada coluna sdo
825 significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

826
827

828

829 Figura 4. Cortes histologicos do figado de miragaia (Pogonias courbina) alimentada 60 dias com diferentes niveis de
830 CPC. Aumento da degeneracéo gordurosa nos hepatdcitos nos tratamentos, controle (A), S25 (B), S50 (C), S75 (D)
831 S100 (E). Coloragdo: hematoxilina-eosina, aumento 40x.
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835  3.3. INDICES BIOQUIMICOS PLASMATICOS
836

837 Em relacdo aos indices bioquimicos séricos € enzimas do metabolismo proteico da
838 miragaia sdo apresentados na Tabela 5. Para as enzimas do metabolismo proteico
839  hepatica foram encontradas diferengas significativas (p < 0,05) para ALT e ALP, onde
840  houve uma redugdo de ALT em relagdo a S50 comparado a SO, a medida que aumentou
841 o CPC teve uma reducdo significativa da ALP do tratamento S100 em relagdo a S0, ndo

842  havendo diferenca significativa para AST.

843 Os parametros de triglicerideos e proteina ndo apresentaram diferenca significativa
844  (p>0,05). Os niveis de glicogénio e glicose reduziram significativamente (p < 0,05) com
845 o aumento do concentrado proteico de soja. Nao houve diferenca significativa para o

846 TBARS.
847

848 Tabela 5. Enzimas do metabolismo de proteinas e indices bioquimicos séricos do figado de miragaia
849 (Pogonias courbina) alimentadas 60 dias com diferentes niveis de CPC.

TRATAMENTOS
PARAMETROS S0 S25 S50 S75 S100

ALT (mg/g") 155,53 £7,95°  106,16+847%  9887+13,90°  123,02+18,74%®  144.8932,13 %
AST (mg/g") 20435+43,65 176,37 +26,81 160,92 + 22,72 166,09 + 7,61 172,02 = 23,54
ALP (mg/g") 121,13+ 12,10 133,04+ 13,76%  88,17+22,07%  5424+2444°% 37,93 +23,09°
TG (mg/g-1) 132,14+ 16,05 131,19 + 18,57 143,90 + 8,49 144,29 + 3,25 149,00 + 6,38
TP (mg/g-1) 13537+37,86 137,96 £4425 126,10 39,25 105,29 + 26,83 88,33 £ 22,56

Glicogénio (mg/g™) 6,91 +0,08 ° 4,65+1,75% 5,90 0,94 % 2,58 +0,88° 2,69+ 1,17°

GLICOSE (mg/g") 13,40 +2,98* 16,84 + 0,87 * 1529 +2,72 % 12,07 +2,73 * 10,26 +1,37°

TBARS (nmol/g™) 0,57 + 0,08 0,54 £ 0,10 0,56 + 0,18 0,61 + 0,08 0,66 + 0,22

850 Legenda: os valores sdo expressos em média + DP de trés repeticdes. Valores com letras diferentes na
851 mesma linha sdo significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. Valores na
852 mesma linha com nenhum sobrescrito ndo tém diferenca significativa (P > 0,05). 'ALT, alanina
853 aminotransferase. 2AST, aspartato aminotransferase. 3ALP, fosfatase alcalina. 4TG, triglicerideos. TP,
854 proteinais totais. “TBARS, espécies reativas ao acido tiobarbitirico.

855

856

857

858

859
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860 As concentracdes plasmaticas de glicose, colesterol e proteina ndo apresentaram
861  diferenca significativa (Tabela 5). Entretanto, para os niveis de triglicerideos houve
862  diferenca significativa (p < 0,05), sendo observada reducdo de TG nos tratamentos em

863  relacdo ao controle SO.

864 Tabela 6. Indices sanguineos de miragaia (Pogonias courbina) alimentadas 60 dias com diferentes niveis de CPC.
TRATAMENTOS

PARAMETROS S0 S25 S50 S75 S100

Glicose (mg/L'l) 113,95 £ 24,41 146,44 + 13,07 111,58+ 13,22 134,89 £29.46 126,42 +£22,27
Triglicerideos (mg/L™") 397,80 +5,04° 33891+2433° 28923+572° 313,16+7,17° 174,89 +872°¢

Colesterol (mg/L™) 116,10 £ 9,85 117,92 £26,35 128,45 +£32,09 130,77 £ 7,49 146,92 £ 20,58

Proteina (mg/L") 37,46 £3,11 39,73 £3,98 37,59 £3,72 36,93 £ 0,46 39,21 £2,27

865 Legenda: os valores sdo expressos em média + DP de trés repeti¢cdes. Valores com letras diferentes na mesma linha

866 sdo significativamente diferentes (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

867

868 4. DISCUSSAO

869

870 Muitos estudos com o objetivo de avaliar a substitui¢do da farinha de peixe pelo

871  CPC foram realizados e valores abrangentes quanto a inclusdo de CPC encontrados
872  (Berge et al., 1999; Sitja-Bobadilla et al., 2005; Wang et al., 2023). Em algumas
873  espécies pode substituir cerca de 70% de FM por CPC, caso da dourada (Pagrus major)
874 e 80% de FM por CPC na corvina grande (Wang et al., 2017), sem comprometer o
875  crescimento. Entretanto, o peixe-rei (Odontesthes bonariensis) (Bowyer et al., 2013) e
876  pregado (Scophthalmus maximus) (Day et al., 2000) s6 conseguiram tolerar menos de
877  20% de CPC mesmo suplementado com metionina. Neste estudo, o incremento do CPC
878 nas dietas resultou em menor peso médio final das miragais, no entanto, sem
879  comprometer a sobrevivéncia e demais parametros do desempenho zootécnico. As
880  diferencas encontradas nos diversos estudos podem estar relacionadas a dois fatores
881  principais, a presenga ou auséncia de suplementagdo com aminoéciados sintéticos, e a
882  presenca de ANFs Neste estudo houve a suplementacdo de aminodcidos sinteticos, desta
883  forma, parece que a presenca de ANFs foram determinantes para os resultados

884  encontrados.

885 A composicdo centesimal da carcaga dos peixes em relacdo ao nivel de
886  substituicdo e efeitos do CPC ¢ uma caracteristica especifica de cada espécie. Neste

887  estudo, ndo houve diferenca significativa da composi¢do da carcaca de juvenis de
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miragaia, nos conteudos de proteina bruta, cinzas, lipidios, umidade e matéria seca,
resultados parecidos sdo encontrados para espécies corvinas amarelas grandes
(Larimichthys crocea) e linguado-do-Atlantico (Hippoglossus hippoglossus) que nao
apresentaram diferenca centesimal do corpo (Wang et al., 2017; Berge et al., 1999). Em
contraste, outros autores observaram a reducdo do conteudo de proteina bruta e lipideos
brutos no musculo e corpo inteiro de garoupa hibrida e juvenis de dourada
(Acanthopagrus schlegelii) (Faudzi et al., 2017; Ngandzali et al., 2011) quando
alimentados com CPC na dieta. Essa caracteristica pode estar correlacionada com os
ANFs que afetam a utilizagdo dos nutrientes pois danificam a integridade intestinal, e

consequentemente reduz a absorcao dos nutrientes (Zhu et al., 2020).

Apesar de ndo apresentar diferengas significativas na composi¢ao proximal da carcaga,
os juvenis de miragaia alimentados com maiores niveis de substituicdo da farinha de
peixe por CPC apresentaram alteragdes morfoldgicas intestinais. A substituicdo de FM
por CPC resultou no encurtamento da altura das vilosidades no intestino médio e
posterior da miragaia. O intestino desempenha papel crucial na digestdo e absor¢ao de
nutrientes, e indices morfologicos, como a altura das vilosidades, sdo indicadores da
capacidade de absor¢do, pois quando a VA ¢ reduzida impacta negativamente a
absor¢ao dos nutrientes (Wang et al., 2023). Os organismos aquaticos t€ém diferentes
niveis de aceitagdo para os alimentos a base de soja, e isso pode resultar em efeitos
distintos na estrutura intestinal, associados com as ANFs como saponinas, aglutinina de
soja e fitatos. Esses ANFs podem reduzir a altura e largura das vilosidades e
microvilosidades, além de aumentar a infiltracdo de células inflamatoérias, indicando
sinais relacionados a enterite (Zhu et al., 2020). Como resultado, essas alteragoes afetam
a funcao fisioldgica do animal, e esse impacto tem correlagdo direta com o crescimento,
que nesse estudo foi menor nos tratamentos S75 e S100. Resultados semelhantes foram
encontrados em corvina amarela (Larimichthys crocea) e garoupas hibridas (E.
fuscoguttatus @ % E. lanceolatus 3) que apresentaram reducdo da altura e largura das
vilosidades com substitui¢do de FM po CPC acima de 30% e 55 %, respectivamente

(Wang et al., 2023, Wang et al., 2020).

Outra alteracdo morfofogica observada no intestino foi a contagem das células
granulares eosinofilicas (CGE). Estas células estdo associadas a processos
inflamatorios, patologias de hipersensibilidade e anafilaxia (Romano ef al., 2021). Neste

estudo, observou-se um aumento das CGE no IA, IM e IP a medida que os niveis de
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CPC aumentavam na dieta. Sabe-se que os ANFs sdo fatores que induzem danos
patologicos no intestino. Por exemplo, as lectinas ligam-se a membrana da borda em
escova intestinal, resultando na ruptura da integridade das vilosidades com descamacgao
da mucosa, permitindo a infiltragdo de células na lamina propria do intestino (Buttle et
al., 2001). O aparecimento de infiltragdo de CGE foi observado também em Totoaba
macdonaldi alimentadas com com diferentes niveis de farelo de soja na dieta (Fuentes-
Quesada et al., 2018). Outros ANFs como a saponina, exercem efeitos nas membranas
celulares, podendo aumentar a permeabilidade celular ao inibir o transporte ativo da
mucosa e permitir a passagem de moléculas ndo absortivas, além disso os efeitos das
saponinas no sistema imunologico ja foram relatas evidenciando o aumentando o
processo inflamatério (Francis et al., 2002). Na dourada (Sparus aurata) foi observado
um aumento nas concentracdes de CGE quando suplementadas com saponinas da soja

(Couto et al., 2014).

Assim, como no intestino, o figado das miragaias também apresentaram
alteracdes morfologicas que podem estar relacionadas com o incremento da CPC nas
racdes. A densidade do volume de esteatose hepatica aumentou nos tratamentos S50,
S75 e S100 conforme os niveis de CPC na dieta foram incrementados. O figado
desempenha um papel crucial no metabolismo e desintoxicacdo dos organismos. Este
6rgao pode ser afetado quando exposto a uma dieta inadequada para a espécie, bem
como fatores bidticos ou abioticos, que interfere na funcdo hepdtica. Esses fatores,
quando prolongados, podem levar ao estresse e disfuncdo metabolica, resultando em
esteatose hepatica, caracterizada pelo acumulo de lipideos no figado, uma condi¢do
patoldgica conhecida (Bolla et al., 2011). Foi observado em larvas de linguado (Solea
solea) alimentadas com CPC apresentaram um intenso acumulo de vactolos lipidicos e
esteatose nos tratamentos nos quais a propor¢do de CPC na dieta ultrapassava os 50%

de substituicao (Saleh et al., 2021).

A reducdo da atividade das enzimas relacionadas ao metabolismo proteico ALT
e ALP no figado dos peixes com maiores concentragdes de CPC na dieta pode refletir
uma resposta do figado a condicdo desfavoraveis. Essas enzimas podem servir como
indicadores de dano hepatico. O monitoramento hepatico baseia-se na observagdo de
que essas enzimas reduzem sua atividade no figado em caso de comprometimento,
migrando através da membrana plasmatica para a corrente sanguinea aumento sua

atividade neste local. Assim, a redu¢do das enzimas ALT e ALP no figado e o aumento

40



954
955
956
957
958

959
960
961
962
963
964
965
966
967
968

969

970
971
972
973
974
975
976

977
978

979
980
981
982
983
984

985

na corrente sanguinea indica problemas hepaticos (Li et al., 2015; Rabergh et al., 1991).
Neste estudo ndo foram realizadas analises destas enzimas no plasma, no entanto, a sua
menor atividade hepatica observada nos animais alimentados com maiores
concentragdes de CPC aliada a maior densidade do volume de esteatose hepatica parece

confirmar esta situagao.

Assim como as transaminases, os indices bioquimicos hepaticos estdo
correlacionados com a satde do figado. A redugdo da proteina, glicogénio e glicose,
juntamente com o aumento de triglicerideos, estdo associadas a elevada utilizagdo do
concentrado proteico de soja, que apresenta maior teor de proteina vegetal e presenga de
ANFs. Essa condi¢dao pode comprometer a capacidade de sintese hepatica, que engloba
a poducdo de substancias importantes para o funcionamento do organismo, como a
sintese de proteinas, armazenamento de glicose, produ¢do de bile e a desintoxicagdo
(wright, 2001). Portanto, o aumento de CPC na dieta pode provocar redugdo na
utilizagdo da proteina dietética, favorecendo o actimulo de gordura no figado e
potencialmente causando danos ao hepaticos, como evidenciado pelo aumento de

esteatose observado neste estudo. (Lin et al., 2007; Vagadia et al., 2017 )

A presenca de ANFs no CPC contribuiu para a redugdo das vilosidades
intestinais, diminuindo a absor¢do de nutrientes e favorecendo o aumento das CGE no
intestino, desencadeando um processo inflamatdrio. O aumento da degeneragdo hepatica
resultou na redu¢do das enzimas transaminases, além do acimulo de gordura no figado.
Esses resultados estdo correlacionados com a presenca dos fatores antinutricionais
presentes no concentrado proteico de soja, impactando significativamente na redugao do

peso final.

5. CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados desse estudo indica que o CPC na dieta pode ser
incluido até 25% de substituicdo da FM para juvenis de miragaia sem efeitos adversos
no desempenho de crescimento. No entanto, a substituicdo completa de FM por CPC
resultou em redugdo do ganho de peso, encurtamento das altura das vilosidades
intestinais, aumentou da infiltragdo de células inflamatdorias e desenvolvimento de
esteatose hepatica. Além disso, afetou os indices bioquimicos dos animais, esses

resultados possivelmente atribuidos principalmente a presenca de ANFs no CPC.
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