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RESUMO

Substituicédo da farinha de peixe pelo concentrado proteico de soja em dietas para pacus
(Piaractus mesopotamicus) e dourados (Salminus brasiliensis)

Em fungéo de sua disponibilidade no mercado e qualidade nutricional, derivados da
soja sdo importantes fontes de proteina na alimentacdo animal. Apresentam perfil de
aminoécidos semelhante ao de fontes animais, o que estimula seu uso como potencial
substituto da farinha de peixe nas racfes para aquicultura. No entanto, sdo deficientes em
amino&cidos sulfurados e apresentam fatores antinutricionais que prejudicam o crescimento
de peixes. O processamento da soja permite obter produtos mais refinados e altamente
digestiveis, como concentrados proteicos (CPS), que tém elevado teor proteico e baixa
quantidade de fatores antinutricionais, extraidos no processo de fabricacdo. Neste contexto,
foi determinado o Coeficiente de Digestibilidade Aparente (CDA) do CPS em dietas para
juvenis de duas espécies de Characidae autdctones: pacu (Piaractus mesopotamicus) e
dourado (Salminus brasiliensis). Também foram avaliados os efeitos do uso deste ingrediente
em niveis crescentes de substituicdo da farinha de peixe na dieta (ensaios com seis
tratamentos e quatro repeticdes), com o objetivo de determinar o nivel seguro de substituicdo
sem prejudicar o ganho de peso. O pacu apresentou CDA para proteina (95,33 %) e energia
(84,29 %) mais altos que o dourado (CDAproteina = 82,6 %; CDAcnergia = 66,6 %), indicando
maior plasticidade da espécie para o aproveitamento de fontes vegetais. Baseado em ensaios
de desempenho, nas dietas para pacu foi possivel substituir até 78,05 % da farinha de peixe
das dietas experimentais, enquanto que para dourados, até 37,2%. Acima destes niveis, houve
reducdo no crescimento. A substituicdo crescente da farinha de peixe pelo CPS exerceu efeito
regulatério sobre a atividade de enzimas pancreaticas nos primeiros segmentos do intestino
das duas espécies, mensurada através da atividade da protease inespecifica, lipase inespecifica
e o-amilase. Também promoveu reducdo na altura das dobras intestinais quando a
substituicdo foi total, detectada através da morfometria da parede intestinal do intestino
anterior. Estes efeitos podem ser consequéncia da acdo conjunta de fatores antinutricionais da
soja, principalmente inibidores de enzimas, potencializados quando a farinha de peixe foi
totalmente substituida pelo CPS; e da habilidade com a qual cada espécie digere / absorve 0s
nutrientes. Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que o CPS pode ser
utilizado em substituicbes parciais da farinha de peixe em dietas para peixes onivoros e
carnivoros.

Palavras-chave: Eficiéncia digestiva; Fontes proteicas; Soja; Enterite; Trato gastrointestinal,
Enzimas
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ABSTRACT

Replacement of fish meal by soybean protein concentrate in diets for pacus (Piaractus
mesopotamicus) and dourados (Salminus brasiliensis)

Because of market availability and nutritional quality, soybean and its by-products are
important sources of protein for the animal feed industry. The amino acid profile of soy
products is similar to that of animal sources, encouraging their use as surrogate protein source
to fishmeal (FM) in aquafeeds. However, soy products and by-products are deficient in sulfur
amino acids and contain anti-nutritional factors that hamper fish growth. Secondary
processing of soybean meals yield more refined and highly digestible protein ingredients such
as the soy protein concentrate (SPC), which have higher protein contents and lower
concentration of anti-nutritional factors, partially extracted or inactivated during the
manufacturing process. In such a context, this work determined SPC’s Apparent Digestibility
Coefficient (ADC) in diets for two juveniles neotropical, native Characins species: pacu
(Piaractus mesopotamicus), and dourado (Salminus brasiliensis), and also studied the effects
of replacing graded levels of FM by SPC (six treatment levels and four repetions) in the aim
to determine the optimum substitution level for better growth. Pacu presented higher ADC for
protein (95,33 %) and energy (84,29 %) than dourado (ADCprotein = 82,6 %; ADCenergy = 66,6
%), indicating the plasticity of the specie to utilize plant sources. Based on growth
performance, for pacu it was possible to substitute until 78,05% of FM, whereas for dourado,
until 37,20%. Above these levels, there were reduction on growth performance. The
increasing replacement of FM by SPC had regulatory effect on the activity of pancreatic
enzymes in the first segment of the intestine of both species, measured through enzymatic
assays for unspecific protease, unspecific lipase and a-amylase. It also caused a reduction on
intestinal fold height of proximal intestine. All of these effects can be attributed to soybean
anti-nutritional factors, especially enzyme inhibitors, whose action was enhanced when FM
was completely replaced by the SPC; and the specific ability of each specie to digest / absorb
plant nutrients. It is safe to infer that SPC can only be used as partial replacement of FM in
diets for omnivore and carnivore fish.

Keywords: Digestive efficiency; Protein source; Soya; Enteritis; Gastrointestinal tract;
Enzyme
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1 INTRODUCAO

A farinha de peixe € a fonte proteica de referéncia nas formulacdes para organismos
aquicolas. Apresenta perfil de aminoécidos essenciais adequado as exigéncias nutricionais de
peixes, tem dtima palatabilidade e fatores que estimulam o crescimento (NRC, 2011). No
entanto, € um recurso finito e de alta demanda na industria de alimentacdo animal. A
aquicultura é uma atividade que cresceu muito nas Ultimas décadas, o que contribuiu para
gerar um desequilibrio entre demanda e oferta deste ingrediente para a fabricacdo de racGes
para peixes, tornando-o economicamente inviavel (HARDY 2010; GATLIN 11 et al., 2007).

Este contexto estimulou a busca por fontes proteicas alternativas que agregassem
disponibilidade de mercado (preco e oferta) as qualidades da farinha de peixe. A soja é a
oleaginosa mais cultivada em todo o mundo, com mais de 200 milhGes de toneladas
produzidas entre 2011/12 (FAO, 2015), 25% das quais destinada a industria de alimentagédo
animal (PASTORE et al., 2013).

Das fontes de proteina vegetal atualmente disponiveis no mercado, a soja € a que
apresenta perfil de aminoécidos que mais se aproxima ao das fontes animais, sendo deficiente
apenas em metionina e cisteina. No entanto, a presenca de fatores antinutricionais diminui a
disponibilidade de seus nutrientes, destacando-se efeitos deletérios causados por inibidores de
tripsina, lectinas, saponinas, acido fitico e fitoestrogenos, aos quais se atribui reducdo de
crescimento e inducdo de processos inflamat6rios na mucosa intestinal (COUTO et al., 2014;
NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC, 2011; KNUDSEN et al., 2008; VAN DEN
INGH, 1996).

Existem vérios derivados da soja que podem ser utilizados nas formulagGes para
peixes, cada um com caracteristicas distintas, resumidas na Tabela 1 (adaptado de BUTOLO,
2010; REGITANO-D’ARCE, 2006). O processamento da soja aumenta seu valor nutricional.
Quanto mais refinado, maior o teor de proteina no produto, dado que parte dos fatores
antinutricionais sdo inativados ou extraidos durante o processo. Com ressalva aqueles de
natureza proteica, como os inibidores de protease e lectinas, cujos teores aumentam ainda

mais nos concentrados proteicos.
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Tabela 1 - Derivados da soja utilizados na alimentacdo animal

Produto Caracteristicas PB min (%)

Gréo integral de soja moido Grédo moido sem processamento 34

Grdo integral de soja, tostado e

moido Grao integral apds tratamento térmico e posterior moagem 35

Produto do grédo de soja submetido a extracdo mecanica (expeler) e a

Farelo semi-integral de soja tratamento térmico 40
Produto tostado, resultante do processo de extracdo por solvente dos (a) 42 - 44

Farelo de soja (solvente) gréos. Deste processo sdo obtidos dois produtos: (a) farelo de soja (b) 46 - 48
(com casca) e (b) farelo descascado ou Hipro (sem casca)

Proteina texturizada de soja Produto da extrusdo da farinha de soja desengordurada 52
Produto obtido por maceragéo do farelo em: (a) 4gua acidificada

. g 0
Concentrado proteico de soja (pH 4 e 5), (b) uma mistura de agua e etanol (60 e 80% etanol), ou > 60

(c) com &gua quente (30 a 45 min), para a solubilizacdo dos
carboidratos sollveis e minerais

Dos derivados da soja utilizados na alimentacdo animal, o farelo de soja (solvente) é o
mais comum nas dietas para peixes, no entanto os fatores limitantes da soja (deficiéncia de
aminoacidos e antinutrientes) restringem altos niveis de inclusdo nas formulagdes. O uso de
concentrados proteicos de soja poderia viabilizar inclusbes mais altas. No entanto, o grau de
sensibilidade aos niveis de inclusdo é espécie-especifico e também pode se expressar de forma
diferente ao longo do ciclo de criacdo. Larvas e alevinos, por exemplo, sa0 mais sensiveis aos
efeitos deste ingrediente que juvenis. Por isso faz-se necessario avaliar o efeito de diferentes
niveis de inclusdo nas dietas por fase do ciclo, de modo a gerar informacdes que permitam

criar alternativas eficientes visando o maximo desempenho.

RacGes comerciais tendem a utilizar baixas inclusdes de farinha de peixe (< 30%),
havendo necessidade de restringir seu uso as fases iniciais do ciclo ou para espécies de alto
valor comercial (PASTORE et al., 2013). Neste contexto, este estudo foi desenvolvido para
avaliar o efeito da substituicdo de 20% de farinha de peixe (FP) em racdes a base de farelo de
soja para pacu (modelo onivoro) e dourado (modelo carnivoro). A substituicdo foi feita por
concentrado proteico de soja (CPS), em fungéo da sua elevada qualidade nutricional e baixo
teor de antinutrientes. Para compor a base proteica das dietas experimentais foi utilizado o
farelo de soja, compondo aproximadamente 17% da proteina dietética nas dietas formuladas
para 0 pacu e 32% nas dietas para dourado. Os objetivos deste estudo foram, ent&o,
determinar os coeficientes de digestibilidade aparente da proteina e da energia do CPS para
juvenis de pacu e dourado; determinar o nivel ideal de substituicdo da FP pelo CPS nas dietas

experimentais através de ensaios de desempenho realizados com cada espécie; e avaliar
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possiveis efeitos da substituicdo da FP pelo CPD no perfil de enzimas digestivas (protease

inespecifica, lipase inespecifica e amilase) e na microestrutura da mucosa intestinal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Asoja

O grédo de soja (Glycine max) € uma das fontes de proteina e energia mais ricas e
disponiveis no mundo, sendo utilizada tanto na forma original (crua) para ruminantes, como
processada em alimentos para monogastricos (BUTOLO, 2010). O grdo apresenta proteinas
de reserva (o-, 3-, Y-conglicinas, glicinina e outras globulinas), que lhe conferem o peso
molecular de cerca de 140.000 a 300.000 Da e que diferem em suas propriedades fisico-
qguimicas. Sua proteina tem estrutura globular, o que dificulta a acdo proteolitica de enzimas
digestivas, havendo necessidade de romper sua estrutura interna para viabilizar a digesté&o,
sobretudo quando o ingrediente é pouco processado. Com base em estudos feitos com
espécies de peixes nativos, a digestibilidade da proteina do farelo de soja (~ 45 — 47 % PB)
situa-se entre 80 - 90 % para peixes onivoros e 67 - 90 % para carnivoros. Esta variacdo esta
relacionada ao derivado utilizado nas formulagdes, seu nivel de inclusdo e a sensibilidade
especifica do animal aos fatores antinutricionais (ABIMORAD et al., 2008; BORGHESI et
al., 2009; BRAGA et al., 2008; FURUYA et al., 2001; GONCALVES; CARNEIRO, 2003;
PEZZATO etal., 2002; STECH et al., 2010).

Entre os componentes bioativos da soja, estdo incluidos f3-amilase, citocromo C,
lectina, lipoxygenase, urease, inibidor de Kunitz (inibidor de tripsina ou quimotripsina) e
inibidor de Bowman-Birk (inibidor de quimotripsina e tripsina), além de metabdlitos
secundarios incluindo isoflavonas, saponinas, acido fitico, oligossacarideos (agentes de
flatuléncia) e goitrogenos, cuja concentracdo no alimento, pode proporcionar efeitos positivos
ou negativos. Além disso, a soja é rica fonte de fosforo, no entanto de baixa disponibilidade,
uma vez que cerca de 70% dele esta ligado ao acido fitico (PASTORE et al., 2013).

Considerando que grande parte destes constituintes pode limitar o valor nutricional
dos ingredientes derivados da soja, € possivel diminuir ou inativar sua atividade através do
processamento adequado, de modo a tornar disponiveis os nutrientes da soja. Para isso,
podem ser utilizados varios métodos de processamento, como tratamento térmico, extracéo
em agua e/ou etanol, tratamento com enzimas, fermentacdo, entre outros, que permitem a
obtencdo de diferentes produtos (farelos, concentrados, isolados proteicos) de melhor
qualidade (SINGH et al., 2008).
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Em geral, ingredientes pouco processados, como a soja crua, tém baixa
digestibilidade, sobretudo para peixes carnivoros (GONCALVES; CARNEIRO, 2003). No
entanto, o excesso de processamento também tem efeito nocivo, diminuindo a disponibilidade
de aminoacidos. A lisina é sensivel a altas temperaturas, podendo sofrer a reacdo de Maillard,
complexando com carboidratos e formando a fructosil-lisina, ou em condicdes de alto pH,
estabelecer ligacBes cruzadas com outros aminodcidos (lisinoalanina), ou ainda, sendo
convertidas de L- para D-lisina. Nenhuma destas formas pode ser utilizada como fonte de
lisina pelo organismo (BUTOLO, 2010; FRIEDMAN; BRANDON, 2001; NRC, 2011).
Considerando susceptibilidade da lisina® aos efeitos do processamento, é importante sempre
fazer sua suplementacdo nas dietas a base de soja.

Entre as fontes de proteina vegetais existentes, produtos derivados da soja sdo 0s que
apresentam melhor perfil de aminoécidos. Os dez amino4cidos essenciais estdo presentes
nestes produtos em quantidades proximas aquelas das fontes animais, sendo deficiente apenas
em aminodcidos sulfurados (metionina e cisteina) (Tabela 2). No entanto, o perfil de
aminoacidos do ingrediente ndo é critério suficiente para prever a utilizacdo da proteina no
alimento, porque a presenca de fatores antinutricionais pode prejudicar sua digestibilidade e

diminuir o valor nutricional da dieta.

Tabela 2 - Aminoacidos essenciais em diferentes derivados da soja e na farinha de peixe.
Valores expressos em gramas de aminoacido por 100g de proteina (Adaptada de
PERKINS, 1995; HERTRAMPF; PIEDAD-PASCUAL, 2000*; PASTORE et al.,

2013**)
Farinha de residuos . .
S . CPS . Farinha de peixe
Aminoécidos Farelo de soja x . de peixe 0
(extracéo alcodlica) (68% PB)* (65,5% PB)x*x

Arginina 7,0 7.7 5,0 3,85
Histidina 2,7 2,7 2,0 1,61
Isoleucina 49 5,0 3,3 3,17
Leucina 8,0 8,2 6,0 5,05
Lisina 6,4 6,5 6,3 5,04
Metionina 1,4 1,4 2,0 1,99
Fenilalanina 5,3 5,2 2,6 2,78
Treonina 4,2 43 2,6 2,82
Triptofano 1,2 1,4 1,5 0,75
Valina 5,3 5,3 2,9 3,50

* Valores médios da farinha de peixe de residuos da pesca (espécies ndo definidas)

! Cerca de 85% da lisina pode tornar-se indisponivel durante o processamento (FRIEDMAN; BRANDON, 2001)
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2.2 Fatores antinutricionais da soja

Entende-se por fator antinutricional (FAN), qualquer substancia endégena presente no
ingrediente que produz efeitos negativos na satde e no balanco de nutrientes quando ingerido
por animais ou humanos (NRC, 2011). Entre os efeitos normalmente relacionados a estes
fatores estdo disturbios digestivos, reducdo no crescimento e na eficiéncia alimentar,
hiperplasia pancreética, hipoglicemia, disfuncdo hepatica, alteracdes na morfologia e funcédo
da tiredide e supressao da imunidade.

Na soja sdo encontrados inibidores de protease, lectinas, &cido fitico, saponinas,
fitoestrdgenos, antivitaminas, fitosterois e alergénicos (NRC, 2011), dos quais 0s mais

relacionados a efeitos deletérios relatados em peixes sdo:

Inibidores de protease. Proteinas presentes na soja que, em condi¢cdes naturais
(tecido vivo), protegem a planta contra predacdo de insetos. Quando presentes nos alimentos
fornecidos aos peixes, estes inibidores complexam com proteases pancreaticas no intestino,
diminuindo a eficiéncia digestiva. A soja apresenta dois tipos de inibidores de protease:
inibidor de Bowman-Birk, que pode complexar com uma molécula de tripsina e uma
molécula de quimotripsina simultaneamente; e inibidor de Kunitz, que apresenta um sitio de
ligacdo para tripsina, mas que também pode complexar com quimotripsina em uma ligacao
menos estavel. O inibidor de Kunitz, no entanto, complexa com apenas um tipo de molécula

por vez.

No intestino, estes inibidores estabelecem ligacdo estavel com a tripsina e/ou com a
quimotripsina, reduzindo sua atividade. Em compensacdo, promove a secrecdo de
colecistoquinina (CCK) na parede intestinal e este hormonio, por sua vez, estimula o0 pancreas
a aumentar a producdo de enzimas digestivas, tornando-se hiperplasico e hipertrofico. Esta
condicdo leva a maior excrecdo de nitrogénio nas fezes e consequente perda endogena de
aminoacidos sulfurados, nos quais as enzimas sdo ricas, ocasionando maior impacto
nutricional uma vez que a soja é deficiente nestes aminoécidos (GARCIA-CARRENO, 1996;
REGITANO-D’ARCE, 2006; KROGDAHL et al., 2010). Em peixes, a exposic¢ao prolongada
aos fatores antinutricionais da soja pode ocasionar exaustdo do pancreas, reduzindo sua
capacidade de sintese das enzimas digestivas (OLLI et al., 1994). Embora estes inibidores
sejam sensiveis ao calor, eles ndo sdo completamente inativados ou extraidos no
processamento da soja. A por¢do que permanece no alimento pode causar efeitos indesejaveis,

cuja proporcao depende da concentragédo e do tempo de exposicao.
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Lectinas. Glicoproteinas, parcialmente termoestaveis, tém baixa solubilidade em
alcool e sdo resistentes aos processos de digestdo no trato gastrointestinal. Apresentam ao
menos um dominio catalitico que complexa, de forma reversivel, carboidratos especificos
(mono- e oligossacarideos) no intestino proximal e, principalmente, no intestino distal.
Quando se ligam aos enterocitos, alteram o transporte de nutrientes; inibem hidrolases da
borda em escova; fragilizam as juncdes celulares, aumentando a permeabilidade da mucosa;
causam hipertrofia no intestino e atrofia nos dérgédos internos como o figado; e provocam
aumento na sintese de muco. Seus efeitos deletérios sdo potencializados mediante a presenca
de saponinas (CHIKIWATI, 2013; NRC, 2011).

Fitato. Composto de inositol com seis grupamentos fosfato, e o acido fitico, sal ou
complexo de proteinas, interferem na absor¢do de microelementos essenciais (Ca, Mg, Cu, Fe
e Zn) formando complexos pouco sollveis, prejudicando em particular a absor¢do do zinco.
Também complexam proteinas, reduzindo sua digestibilidade e inibem a atividade das
enzimas pepsina, amilase e tripsina (NRC, 2011; REGITANO-D’ARCE, 2006).

Saponinas. Grupos diversos de glicosideos termoestaveis e sollveis em alcool.
Complexam com moléculas de colesterol da membrana plasméatica dos enterdcitos
ocasionando aumento na permeabilidade da membrana e facilitando a captacdo de moléculas
gue normalmente ndo sdo absorvidas, como alérgenos. Em consequéncia, induzem inflamacéo
no trato gastrointestinal, prejudicam a digestibilidade de nutrientes, reduzem o colesterol do
sangue e a producdo de sais biliares, interferindo na digestéo de lipideos. Como estdo ligadas
a membrana dos enterdcitos e a taxa de renovacao celular no intestino é alta, seus efeitos
podem ter menor impacto, intensificando-se apenas quando associados a outros antinutrientes
(FRANCIS et al., 2001; NRC, 2011).

A presenca destes fatores nos derivados da soja desencadeia eventos e efeitos comuns

a diferentes espécies de peixes:

o efeito regulatorio sobre a producdo de enzimas pancreaticas;

e reducdo na area de superficie do intestino, uma resposta do organismo ao baixo
contetido de nutrientes da digesta ou a presenga de substancias que possam ter
potencial toxicidade. Resulta da intensa proliferacdo e apoptose de enterdcitos nas
dobras intestinais (CHIKIWATI et al. 2013), que sofrem encurtamento e
consequente aumento na espessura da lamina propria; digestdo terminal, que

acontece na borda em escova dos enterdcitos também fica comprometida, assim
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como a absorcdo, 0 que se evidencia com a diminuicdo de vacuolos
supranucleares;

e vulnerabilidade da barreira intestinal, na forma de aumento na permeabilidade da
mucosa e fragilidade nas junc@es celulares dos enterdcitos, permitindo a absor¢éo
de moléculas / antigenos que, em situacdo de normalidade, ndo entrariam no
sistema, e também favorece a translocacdo de bactérias do lumen intestinal
(autoctones ou aldctones), que podem desencadear a ocorréncia de bacterioses;

e instalacdo de processo inflamatério, que somado aos dois Ultimos eventos
descritos acima, ocorrem migracbes de células inflamatorias (leucécitos
agranuldcitos e granuldcitos) para a mucosa e sua infiltragdo na submucosa e
lamina propria. O grau de inflamacao é responsivo ao nivel de incluséo da soja na
alimentacdo e, em casos mais graves, pode ocasionar fragmentacédo do tecido. No
entanto, € um processo reversivel, considerando que a mucosa intestinal é
constantemente renovada. Neste caso, a intensa proliferagéo celular ocorre em
resposta ao dano causado no tecido, principalmente no epitélio. Quando a
renovacdo celular € muito alta, o tecido concentra alto nimero de células

imaturas, ocasionando baixa expressdo de suas caracteristicas funcionais.

2.3 Substituicdo da farinha de peixe em dietas para peixes onivoros

Varios estudos avaliam a substituicdo da farinha de peixe por produtos derivados da
soja, tanto em peixes onivoros quanto carnivoros. De modo geral, espécies onivoras
apresentam maior plasticidade para digerir / absorver nutrientes oriundos de fontes proteicas
vegetais. O problema estd em conseguir disponibilizar no alimento todos os nutrientes
essenciais a espécie considerando a fase do ciclo em que se encontra. Larvas e alevinos, por
exemplo, tém maior exigéncia proteica que juvenis e, talvez, sejam mais sensiveis aos fatores
limitantes dos ingredientes vegetais, 0 que restringe a utilizacdo de niveis elevados de

inclusao.

O tambaqui (Colossoma macropomum) & um peixe onivoro que se alimenta tanto de
fontes vegetais quanto animais (LIMA; GOULDING, 1998). Juvenis alimentados com dietas
a base de farelo de soja (100 % da proteina dietética), embora apresentem redugdo de

consumo, tém desempenho tdo bom quanto aqueles alimentados com dietas que tém a farinha
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de peixe como unica fonte de proteina (VAN DER MEER et al., 1997). Carpas (Cyprinus
carpio L.) também apresentam bom desempenho quando alimentadas com dietas a base de
soja, mas a suplementacdo com aminoacidos (metionina e lisina) é condicdo indispensavel
(VIOLA, 1992; VIOLA et al., 1982). Uran et al. (2008) mostraram que, na verdade, carpas
desenvolvem uma inflamacgdo na mucosa intestinal (enterite) quando alimentadas com dietas a

base de soja, mas os sintomas diminuem com o tempo.

De modo geral, altos niveis de inclusdo de soja na dieta exigem suplementa¢do com
aminoacidos, mas a mistura de fontes proteicas animais e vegetais, ou de ‘blends’ vegetais,
pode melhorar a disponibilidade de aminoacidos na dieta e, em alguns casos, até dispensar a
suplementacdo. As combinacbes de fontes vegetais e animais suplementadas com
aminoacidos permitem a substituicdo parcial ou total da farinha de peixe nas dietas sem
prejudicar o crescimento dos peixes (WANG et al., 1997; CATACUTAN, 2004).

Nas formulacGes para bagre do canal (Ictalurus punctatus) é possivel reduzir em 50 %
0 uso da farinha de peixe, combinando o farelo de soja (50 % da proteina dietética) com graos
fermentados (residuos de destilaria) (ROBINSON et al., 2004), embora a substituicdo total
por soja também seja possivel (GODA et al., 2007). Tildpias-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
sdo muito resistentes ao uso de fontes vegetais, sendo possivel substituir totalmente a farinha
de peixe (20 % da proteina dietética) pela mistura de concentrado proteico de soja (36% da
proteina dietética) com farinha de visceras de aves (22% da proteina dietética),
suplementando com aminoacidos cristalinos, sem que haja comprometimento do crescimento
(THOMPSON et al., 2012). Furuya et al. (2004) relataram reducdo no ganho de peso e na
retencdo de proteina quando tilapias foram alimentadas com dietas contendo farelo de soja

(63% da dieta) sem suplementa¢do com aminoéacidos e fosfato bicalcico.

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € uma espécie onivora que responde bem a altos
niveis de soja nas dietas. Mesmo assim, Fernandes et al. (2001) recomendaram a combinacao
do farelo de soja com a farinha de peixe por proporcionar melhor perfil de aminoacidos,
melhorar os niveis de calcio e fosforo e, consequentemente, o crescimento de juvenis. Stech e
Carneiro (2015) avaliaram o uso de diferentes produtos da soja (soja extrudada, soja tostada e
soja crua) na substituicdo total (100%) e parcial (50%) da farinha de peixe, e registraram
melhor desempenho e maior retencdo proteica em substituicbes parciais da farinha de peixe
por soja tostada; o tratamento térmico inativou antinutrientes termolabeis e ocasionou maior

digestibilidade da proteina.
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Em geral, peixes onivoros respondem bem a altos niveis de inclusdo de soja (> 50%)
nas dietas. A reducdo de crescimento atribuida ao desbalango de aminoacidos pode ter menor
impacto com a suplementacdo ou a utilizacdo de combinagdes de ingredientes. Existem
poucos estudos sobre efeitos de antinutrientes da soja em peixes onivoros, talvez pela
plasticidade morfoldgica e funcional do trato gastrointestinal destas espécies que lhes permite

ter 6timo crescimento mesmo utilizando fontes de menor valor bioldgico.

2.4 Substituicdo da farinha de peixe em dietas para peixes carnivoros

Peixes carnivoros apresentam diferentes graus de sensibilidade aos fatores limitantes
da soja. Salmonideos em geral sdo extremamente sensiveis, apresentam reducdo de
crescimento e desenvolvem enterite, principalmente no intestino distal, quando alimentados

com dietas a base de soja por tempo prolongado.

Salmdes do Atlantico (Salmo salar) desenvolveram enterite mesmo quando suas dietas
(40 % PB) continham 25 % FP (VAN DEN INGH et al., 1996), mas para trutas
(Onchorhynchus mykiss) foi possivel substituir até 75 % da FP por CPS sem efeito deletério
ao crescimento (MEDALE et al., 1998). Entretanto, o0 mesmo resultado ndo foi registrado
guando a substituicdo foi feita por FS, o que ocasionou grave enterite (KNUDSEN et al.,
2008). Juvenis de “Asian seabass” (Lates calcarifer) mostraram-se sensiveis, sendo possivel
substituir apenas 15 % da FP nas dietas (40% PB) por produtos e subprodutos da soja
(BOONYARATPALIN et al., 1998). O beijupird (Rachycentron canadum) ndo sofreu
reducdo dos parametros de crescimento quando a substituicdo foi parcial: 75 % da FP foi
substituida por uma combinacdo de ingredientes vegetais, suplementada com metionina, lisina
e taurina, mas houve declinio do crescimento quando a substituicdo foi total (SALZE et al.,
2010).

Produtos mais refinados da soja (concentrados, isolados proteicos e produtos da
fermentagdo) podem substituir uma quantidade maior de FP nas dietas dos peixes. Murashita
et al. (2013) relataram que a eficiéncia de produtos da fermentacdo pode estar no pequeno
tamanho da molécula proteica, o que propicia fécil absorcdo. No entanto, fatores
antinutricionais que persistem no processamento podem apresentar-se ainda mais

concentrados nestes ingredientes, caso dos inibidores de protease.
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A maioria dos estudos realizados com peixes carnivoros relata a ocorréncia de
enterites como consequéncia do uso da soja na alimentagdo. Ostaszewska et al. (2005)
relataram o desenvolvimento de patologias no trato digestivo de trutas alimentadas com dietas
a base de CPS como unica fonte proteica, além de reducdo na atividade de enzimas da borda

em escova e do limen intestinal, o que motivou diminui¢do na absorcao de nutrientes.

Assim como acontece com onivoros, os efeitos deletérios da soja registrados em
carnivoros ndo estdo relacionados a um Unico fator antinutricional, mas a interagdo entre eles.
Knudsen et al. (2008) observaram que dietas com altos niveis de incluséo de FS (61 % da
proteina dietética) induziram enterite no intestino distal de salmdes e que a saponina era a
provavel fonte da alteracdo. De fato, a saponina age na mucosa intestinal aumentando sua
permeabilidade e, como consequéncia, deixa 0 organismo susceptivel a antigenos (a soja
apresenta fatores antigénicos) presentes no limen intestinal, que podem invadir o sistema e
desencadear um processo inflamatdrio. A saponina sozinha ndo causaria a enterite que, na
realidade, ¢ um efeito secundario. Além disso, ndo se pode excluir a possibilidade de
participacdo da microbiota neste processo, pois 0 aumento na permeabilidade da mucosa pode
viabilizar a translocacéo de bactérias potencialmente patogénicas para o interior do organismo
(ROMERO et al., 2014).

2.5 Modelos utilizados no estudo: biologia, habito alimentar e caracteristicas do trato

gastrointestinal

Foram utilizados dois modelos com hébitos alimentares distintos: o pacu (Piaractus
mesopotamicus Holmberg, 1887) — modelo onivoro, e o dourado, Salminus brasiliensis
(Cuvier 1816) — modelo carnivoro. O pacu é um Characiforme da familia Characidae,
subfamilia Myleinae, nativo das Bacias dos rios Parana, Paraguai, Uruguai e seus tributarios.
E um peixe onivoro, de habitos diurnos, e no ambiente natural seu comportamento alimentar
ndo € continuo, caracterizando-se por periodos de alta ingestdo de carboidratos;
consequentemente seu sistema fisioldégico-metabodlico é adaptado ao armazenamento de
reservas energéticas (BICUDO et al., 2013; URBINATI; GONGCALVES, 2005).

A espécie atinge maturidade sexual aos trés anos e pode ser reproduzida em
confinamento por inducdo hormonal, no periodo de outubro a margo. Ovos eclodem entre 18

— 22h apos o inicio da incubacdo (22 — 28° C) e quarenta e oito horas depois ja aceitam
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alimento natural. Aos 4-5 dias ap6s a eclosao, as larvas estdo aptas a receber dieta artificial
(URBINATI; GONCALVES, 2005).

O pacu apresenta trato gastrointestinal longo, adaptado ao consumo de alimentos de
baixa digestibilidade, estbmago fundico e intestino de tamanho médio, além da presenca de
cecos pildricos (Figura 1). No interior do intestino as dobras se distribuem no sentido
longitudinal, sendo maiores e mais complexas na por¢do mediana, 0 que sugere alta
capacidade de absorcdo. No reto, as dobras encontram-se distribuidas em rede, desuniformes
(NORDI, 2014; GONCALVES et al., 2013).

Peixes do género Salminus sao caraciformes reofilicos de médio porte (15 — 75 cm de
comprimento padrdo) (Figura 2). Na atualidade, existem quatro espécies identificadas: S.
affinis (Steindachner 1880), distribuida nas Bacias dos rios Magdalena (Colémbia) e Santiago
(Equador); S. hilarii (Valenciennes 1850), distribuida nas Bacias do Alto Rio Parana, S&o
Francisco, Tocantins, Alto Amazonas e Orinoco; S. franciscanus (Lima e Britski 2007),
endémica da Bacia do Rio S&o Francisco, e S. brasiliensis (Cuvier 1816), de ocorréncia nas
Bacias do Paran, Paraguai, Uruguai e do Jacui (MIRANDE, 2009; RODRIGUEZ-OLARTE,
2006).

Peixes do género Salminus sp. sdo piscivoros de habitos diurnos, tém desenvolvimento
inicial rapido, sdo apreciados na pesca esportiva e pela qualidade de sua carne. A reproducdo
acontece uma vez ao ano, no periodo chuvoso. Expressam dimorfismo sexual temporario,
somente no periodo reprodutivo: enrugamento da nadadeira anal, perceptivel ao tato
(DAYRIKI, 2009). A desova ¢ total e pode ser induzida por protocolos convencionais de
indugdo hormonal (WEINGARTNER; ZANIBONI FILHO, 2005). A eclosdo acontece
aproximadamente 15 horas apds a fertilizacdo. As larvas absorvem completamente o saco
vitelinico no terceiro dia apos a ecloséo (a 23 — 25 °C), mas a alimentagdo exdgena € iniciada
entre 25 — 28 horas apds a eclosdo. Com aproximadamente 20,5 dias (~ 50 mm), sdo
considerados juvenis e esta fase se estende ate a primeira maturidade sexual que acontece para
machos no primeiro ano de vida e para fémeas, no segundo ano (NAKATANI et al., 2001,
VEGA-ORELLANA, 2003).
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Figura 1 — Pacu, Piaractus mesopotamicus (Homberg, 1889) —
modelo onivoro, mostrando o trato gastrointestinal:
(1) estdmago, (2) cecos pildricos, (3) intestino
anterior, (4) intestino medio e (5) intestino posterior

Figura 2 - Dourado (Salminus brasiliensis Cuvier, 1816) — modelo carnivoro
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A espécie tem boca terminal, caracteristica de peixes predadores, com fenda oral
ampla e maxila ligeiramente prognata, permitindo maior abertura da boca. Os dentes sdo
conicos e servem apenas para capturar presas, normalmente engolidas inteiras (RODRIGUES;
MENIN, 2008). A cavidade peritoneal é pequena e ocupada principalmente pelo tubo
digestivo. Dourados tém esdfago comprimido e curto, distensivel em fungdo da presenca de
uma camada muscular bem desenvolvida e de pregas longitudinais que se estendem
continuamente até a regido pilorica do estbmago. O estdmago é um compartimento em ‘Y’
(cecal), divido em regibes cardica, cecal e pilorica, separado do intestino proximal pelo
esfincter pildrico. O intestino do dourado é tubular e delgado, com revestimento interno
formando dobras complexas, distribuidas principalmente no sentido longitudinal (Figura 3). A
disposicao das dobras contribui para a retencdo da digesta ao longo do trajeto cranio-caudal,
uma vez que esta espécie nao tem valva ileorretal, que normalmente separa intestino posterior
e reto, regulando o fluxo do conteldo entre estes dois compartimentos. No dourado, o
intestino posterior desemboca diretamente no a&nus (RODRIGUES; MENIN, 2008).

Figura 3 — Trato gastrointestinal de dourado: (1) estdmago, (2) cecos pildricos, (3)
intestino anterior, (4) intestino médio e (5) intestino posterior

2.6 Estrutura histolégica do segmento intestinal de peixes

Na estrutura do trato gastrointestinal, o intestino € um compartimento multifuncional,
uma vez que realiza fungdes relacionadas a digestdo e absor¢do de nutrientes e imunidade.
Esta separado do estbmago pelo esfincter pildrico e desemboca no anus. Ao longo de sua
extensdo podem ser identificados trés segmentos: intestino proximal, mediano e distal. As
regides proximais tém contribuicdo efetiva na digestdo e absor¢do de nutrientes e a regido
distal, na absor¢cdo de proteinas e peptideos intactos (GONGCALVES et al., 2013). Neste
trabalho, foram relatados efeitos dos niveis de substituicdo da farinha de peixe pelo CPS na
mucosa do intestino proximal de pacus e dourados, cuja microestrutura € muito semelhante,
com paredes constituidas por quatro tanicas:
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Tunica serosa (mais externa), é formada por vérias camadas de tecido conjuntivo
continuas com tecidos conjuntivos adjacentes. Quando o intestino é suspenso pelo mesentério,
a camada serosa € coberta pelo mesotélio e sustentada por uma camada delgada de tecido
conjuntivo, formando a membrana serosa (KIERSZENBAUM, 2004).

Tunica muscular, formada por duas subcamadas de feixes de fibras musculares lisas,
distribuidas mais internamente, ao redor do lumen do tubo (camada circular interna); e mais

externamente, ao longo do tubo (camada longitudinal externa).

Tunica submucosa, formada por tecido conjuntivo denso intensamente vascularizado,
eventualmente permeado por eosinofilos dispersos (observagdes originais). Eosinéfilos sdo
leucdcitos granuldcitos recrutados por tecidos que sofrem algum dano (processo inflamatorio)
causado por fatores alergénicos ou infeccdo parasitaria (YAN; SHAFFER, 2009), no entanto
sua presenga, em pequena quantidade, no intestino de peixes € comum considerando a funcao
imunoldgica deste compartimento. Também foram observados linfocitos dispersos e

infiltrados na mucosa (provavel migracao).

Tunica mucosa, que se projeta para o lumen do intestino, em dobras revestidas por
um epitélio colunar simples cujas células predominantes sdo enterdcitos. Este epitélio
encontra-se apoiado em uma camada de tecido conjuntivo chamada lamina prépria. Nas duas
espécies utilizadas neste estudo foram identificadas dobras primarias e secundarias. As dobras
primarias dos pacus sao muito ramificadas (Figura 4), enquanto que em dourados séo simples,
desprovidas de ramificacdes (Figura 5). Os enterocitos apresentam microvilosidades no apice
e, juntamente com as dobras intestinais, sdo importantes para aumentar a area de superficie do
intestino. Entre os enterécitos existem células produtoras de muco (caliciformes),
fundamentais para a lubrificacdo do trato, digestdo, absorcéo, controle de doencas infecciosas
e colonizagéo da microbiota (CAO; WANG, 2009; VAN DER MAREL et al., 2014).
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Figura 4 - Parede do intestino de pacus identificando, na
tinica mucosa: (DP) dobra primaria; (DS) dobra
secundaria; ¢ - ramificacbes;, Y - lamina
prépria; (SM) submucosa; (M) muscular; H.E.;
barra = 100um

Figura 5 - Mucosa do intestino de dourado com dobras
priméarias simples, sem ramificacdes; H.E.;
barra = 100 um

A estrutura da mucosa intestinal € moldada pelo tipo de alimento que o peixe
consome. O aumento ou a reducdo da superficie do intestino pode ser uma estratégia tanto
para ter um aproveitamento melhor do alimento consumido, quanto para protecdo contra
possiveis efeitos deletérios ocasionados pelo alimento (GERMAN et al., 2010).
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As alteracbes causadas pela soja acometem principalmente a mucosa intestinal dos
peixes sdo limitadas ao intestino posterior em salmdes e trutas, mas podem se manifestar ao
longo de todo o trato gastrointestinal (REFSTIE et al., 2006). Em onivoros estas alteragdes
ndo sdo tdo comuns. Pacus, “Atlantic halibut”, Hippoglossus hipoglossos, e “red snapper”,
Lutjanus argentimaculatus, alimentados com dietas a base de soja ndo manifestaram enterite
em nenhum segmento do intestino (CATACUTAN; PAGADOR, 2004; BERGE et al., 1999;
OSTASZEWSKA et al., 2005).

Como o intestino é uma regido de alta renovacdo celular, as alteracdes sao reversiveis,
sendo por isso denominadas “enterite ndo-infecciosa” (REFSTIE et al., 2006). As principais
caracteristicas da parede intestinal de peixes acometidos pela enterite sdo: diminuicdo da
altura e hiperplasia das dobras intestinais que ocasiona aumento na espessura da lamina
propria; reducdo de vacuolos supranucleares, indicativo de restricdo de processos absortivos e
de endocitose; espessamento da camada submucosa; elevada infiltracdo celular (leucocitos
monociticos e granulociticos) nas camadas submucosa e mucosa; proliferacdo celular e

disfungdes intensas.

2.7 Digestao em peixes

Entende-se por digestdo a hidrolise e solubilizagdo dos nutrientes da digesta. Acontece
em trés dimensdes: digestao cavitaria, por acdo de enzimas pancreaticas liberadas no limen
do intestino; digestdo de membrana (ou terminal), por enzimas presentes na borda em
escova dos enterdcitos, e digestdo intracelular, por acdo de enzimas presentes no citosol de
enterdcitos ou nos lisossomos (KUZ’MINA, 1997). Para que aconteca a digestdo na borda em
escova é fundamental que a digestdo cavitaria reduza o tamanho das moléculas de nutrientes
(substratos) a fragmentos menores (efetivamente pela acdo de enzimas pancreaticas), de modo
que consigam passar atraves do glicocélice e alcancar a borda em escova. No glicocélice,
enzimas pancreaticas encontram-se adsorvidas e agem intensamente sobre os fragmentos
reduzindo-os ainda mais para subsidiar a acdo das enzimas da borda®. E evidente, entdo, que

0s tipos de digestdo mencionados sdao complementares (Figura 6).

2 Segundo Ugolev e Laey (1973), moléculas de carboidratos devem ter tamanho equivalente a 10-20 residuos de
glucose para serem absorvidas, enquanto que peptideos ndo podem exceder 10-80 residuos de aminoacidos.
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Figura 6 - Representacdo esquematica das digestdes cavitaria e terminal:
(A) distribuicdo de enzimas no limen intestinal e / ou
adsorvidas no glicocélice dos enterdcitos; (B) interagdo enzima
X substrato e o transporte de produtos para o citosol, feito
através de proteinas transportadoras no caso de produtos da
digestdo de proteinas e carboidratos. (1) Enzimas da borda em
escova; (2) enzimas pancreaticas; (3) proteinas transportadoras;
(4) substratos. Adaptado de Ugolev e Laey (1973)

No estdbmago, proteases — principalmente pepsinas — reduzem proteinas a
polipeptideos. No intestino, estes peptideos sofrem acdo de proteases pancreaticas (tripsina,
quimotripsina, elastina, carboxipeptidases A e B), sendo reduzidos a fragmentos menores. Na
borda em escova, aminopeptidases e dipeptidases hidrolisam estes fragmentos tornando-os
aptos a absor¢édo. A absorcéo de aminoacidos, dipeptideos e tripeptideos ocorre por transporte
ativo através de canais simporte, junto com o Na’. Simultaneamente, carboidratos sofrem o
mesmo processo principalmente nos cecos e intestino proximal, sendo reduzidos a
monossacarideos por acdo de enzimas pancreaticas (amilase) e enzimas da borda em escova
(glucoamilase e sacarase) para serem finalmente absorvidos. O transporte para o interior do
enterocito é feito por um sistema carreador dependente de Na+ - transporte ativo (BAKKE et
al., 2010).
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A digestdo dos lipidios é iniciada no estdmago onde a lipase gastrica tem atuacéo
fraca®, mas mesmo assim hidrolisa gorduras de baixo ponto de fusdo e emulsificadas. Nos
cecos pildricos e intestino proximal, a atividade é mais efetiva; componentes da bile liberada
nestes compartimentos emulsificam a gordura e ativam as lipases pancreaticas. As lipases
agem efetivamente sobre a gordura reduzindo-a a &cidos graxos e monoglicerideos. Os
produtos da hidrolise da gordura se combinam com sais biliares para formar micelas e séo
absorvidos nos enterdcitos por difusdo (TOCHER, 2003).

A atividade das enzimas digestivas € modulada pela dieta, denotando a digestibilidade
dos nutrientes que a compdem. O perfil enzimatico em peixes carnivoros favorece a digestdo
de proteinas e lipideos (maior relacdo lipase/protease), mas em peixes onivoros, o perfil
enzimatico favorece a digestdo de carboidratos (maior relacdo amilase/protease e
amilase/lipase) (BAKKE et al., 2011), apesar de excecles registradas na literatura, atribuidas
a plasticidade fenotipica de espécies (CARUSO et al., 2009; CASTRO et al., 2013).

Considerando que a dieta € uma fonte heterogénea de nutrientes, o valor biologico de
seus ingredientes e a interacdo (qualitativa e quantitativa) de seus constituintes, pode causar
desbalango no processo digestivo e consequente reducdo ou inibicdo da atividade enzimatica.
Dietas a base de fontes proteicas vegetais sdo frequentemente relacionadas a estes efeitos
devido a presenca de fatores antinutricionais, estando os inibidores de tripsina da soja entre 0s
mais citados. Estes inibidores diminuem a digestibilidade da proteina quando presentes em
altas concentracdes (> 5 mg g™*). No entanto, algumas espécies conseguem compensar Seus
efeitos deletérios aumentando a secrecdo de tripsina e quimotripsina até a exaustdo do
pancreas difuso (OLLI et al., 1994). QOutro efeito consiste na alteracdo da superficie da
mucosa intestinal, o que prejudica a digestdo terminal e a absor¢do de nutrientes
(SANTIGOSA et al., 2008; SILVA et al., 2010).

A atividade das enzimas lipoliticas pode ser afetada por saponinas, que tém alta
afinidade com colesterol e sais biliares, interferindo na digestao de lipideos e no metabolismo
de esterois. Fitoesterois sdo compostos presentes na porcdo lipidica das plantas e sdo
introduzidos nos alimentos para 0s organismos aquaticos em geral, peixes em particular,
através dos Oleos vegetais. Estes compostos competem com o colesterol pelas vias de

absorcdo nos enterocitos, resultando no aumento da excrecdo de colesterol e sais biliares nas

® Na verdade, relatos sobre a presenca de lipases no estdmago sio contraditorios (KUZ'MINA, 2007; MORAES;
ALMEIDA, 2014), uma vez que a presenca da enzima pode resultar da contaminacdo da amostra por fragmentos
do péancreas difuso.
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fezes. Além disso, ocasiona aumento na conversdo de colesterol em &cidos biliares no figado,
com subsequente reducdo nos niveis de colesterol do plasma sanguineo em peixes (BAKKE et
al., 2014; COUTO et al., 2014). De modo geral, o conteido da digesta pode regular tanto a
sintese quanto a atividade das enzimas digestivas (KARASOV et al., 1988).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coeficientes de digestibilidade aparente e dietas experimentais

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) foram determinados através do
método indireto, com uso de 0,1% de 6xido de crdmio (Cr,03) como marcador inerte. As
fezes foram coletadas de forma passiva em um sistema modificado do tipo Guelph (Figura 7).
A dieta referéncia (Tabela 3) foi formulada com ingredientes praticos, extrudada em matriz de
3 mm, seca em estufa de circulacdo forcada de ar (50°C) por 24h e armazenada em camara
fria (- 18°C) até sua utilizacdo. A dieta teste foi preparada substituindo-se 30% da dieta
referéncia pelo concentrado proteico de soja [CPS] (Tabela 4). Os coeficientes de
digestibilidade das dietas e dos nutrientes foram calculados através das eg. (1) e (2) (NRC,
2011):

CDA D= 100 — (100 X (% CT203D = % Cr203F) X (PBF +~ PB D)) (1)

CDA y = CDApr + (CDApy — CDApR) X ((0,7 X PBpgr) +~ (0,3 X PB;) 2

onde:
%Cr,03 p = percentagem de 6xido de crémio na dieta
%Cr,03 ¢ = percentagem de 6xido de cromio nas fezes
PBE = percentagem de proteina bruta nas fezes
PBp = percentagem de proteina bruta na dieta
CDA\ = coeficiente de digestibilidade aparente do nutriente
CDADT = coeficiente de digestibilidade aparente da dieta teste
CDAGbr = coeficiente de digestibilidade aparente da dieta referéncia
PBpr = percentagem de proteina bruta na dieta referéncia

PB, = percentagem de proteina bruta no ingrediente
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Tabela 3 - Composic¢es das dietas referéncia para pacu e dourado

Dieta referéncia

Ingredientes pacu dourado
---------------- g kg™ ---mmmmmem -
Farelo de soja 420,00 100,00
Farinha de peixe 70,00 579,00
Farelo de milho 207,00 36,94
Farelo de trigo 120,00 10,00
Amido 145,80 167,40
Oleo de soja 10,00 -
Oleo de peixe - 93,70
Metionina 7,00 1,66
Lisina - 1,00
Fosfato bicalcico 9,00 -
Mistura mineral e vitaminica * 10,00 10,00
BHT ? 0,20 0,20
Oxido de crémio 1,00 1,00
Nutrientes (valores analisados) %
Proteina bruta 29,87 52,80
Extrato etéreo 3,24 10,29
Fibra bruta 5,99 2,35
Matéria mineral 6,41 8,75
Energia bruta (kcal g™ 4129 4842

I

Mistura mineral e vitaminica (Premix Nutrifish Guabi®, Campinas,

SP, Brazil) — enriquecimento por kg do produto: Fe 15000 mg; Cu
15000 mg; Zn 12500 mg; | 375 mg; Mn 12500 mg; Se 87.5 mg; Co
125 mg; vitamin A 2 500 0000 1U; vitamin D3 600 000 IU; vitamin E
37 500 1U; vitamin K 3 750 mg; vitamin C 50 000; vitamin B1 4 000
mg; vitamin B2 4 000 mg; vitamin B6 4 000 mg; vitamin B12 4 000
mg; pantothenic acid 12 000 mg; biotin 15 mg; folic acid 1 250 mg;
niacin 22 500 mg; BHT 15 000 mg

Butil-hidroxi-tolueno

Tabela 4 - Composi¢do quimica do concentrado proteico de soja 1

Nutrientes Contelido
%
Matéria seca 93,9
Proteina bruta 64,14
Extrato etéreo 2,00
Fibra bruta 4,21
Matéria mineral 5,94
Calcio 0,34
Faésforo 0,73
Inibidor de tripsina ?(mg g™ 3,00
Energia bruta (kcal kg™) 4515

1 Selecta, Goiania, GO
? Especificacdo do fabricante
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3.1.1 Peixes e condigdes experimentais

Juvenis de dourado (16,02 = 0,17 g) e pacu (63,34 = 2,12 g) foram distribuidos em
grupos de 40 individuos, alojados em caixas de polipropileno (1000 L), sendo trés repeticdes.
Os peixes foram adaptados a racdo experimental por um periodo de sete dias, e em sequécia
alimentados trés vezes ao dia até a saciedade aparente; as coletas de fezes foram feitas ao
longo do tempo em dias intercalados. Ao final do dia os peixes eram anestesiados (benzocaina
0,5 g 10 L) e transferidos para as unidades de coleta de fezes, onde permaneciam por um
periodo de 12 horas (Figura 7). As fezes foram coletadas por sedimentagdo em recipientes
refrigerados, centrifugadas (3100 g, 4°C, 10 min) e guardadas em freezer (- 20°C) até que as
analises de composicdo fossem realizadas. Parametros fisicos e quimicos da agua foram
monitorados durante todo o experimento através da sonda multiparametro Horiba U-50.
Foram feitas medicOes de oxigénio dissolvido (% OD), pH e temperatura (°C) duas vezes por
semana; testes para a quantificacdo da amonia toxica foram realizados semanalmente através

de kit (Labcon Test para 4gua doce).

Figura 7 - Sistema tipo Guelph modificado, onde foram feitos os ensaios de digestibilidade

3.2 Efeitos de niveis crescentes de substituicdo da farinha de peixe por concentrado

proteico de soja na dieta

Foram realizados ensaios de desempenho em condicdes experimentais semelhantes
para os modelos em questdo, embora em periodos de tempo distintos. Dietas isoproteicas e

isoenergéticas foram formuladas com ingredientes préaticos, considerando as exigéncias
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nutricionais de cada espécie. Nas dietas controle foram utilizadas como principais fontes
proteicas, o farelo de soja e a farinha de peixe. A inclusdo da farinha de peixe foi fixada em
20%, correspondente a 14,4 e 13,3% da proteina dietética nas dietas controle para pacu e
dourado, respectivamente. Os demais tratamentos consistiram da substituicdo da farinha de
peixe pelo CPS nas proporcdes de 20, 40, 60, 80 e 100% (Tabelas 5 e 6). As dietas foram
extrudadas em matriz de 3 mm, secas em estufa com circulacgdo forgada de ar (50 °C) por 24h

e armazenadas em camara fria (- 18°C) até sua utilizacéo.



Tabela 5 - Dietas formuladas para o ensaio de desempenho do pacu

Niveis de substituicdo da farinha de peixe pelo CPS

Ingredientes 0% 20% 40% 60% 80% 100%
gkg”

Farinha de peixe 200,00 160,00 120,00 80,00 40,00 0,00
cpst 0,00 40,00 80,00 120,00 160,00 200,00
Farelo de soja 400,00 395,00 393,00 389,00 381,00 377,50
Farelo de trigo 34,80 34,80 24,80 24,80 32,80 34,80
Amido 95,00 95,00 111,00 111,00 110,00 120,00
Farelo de milho 156,00 156,00 156,00 156,00 156,00 156,00
6leo de soja 59,00 57,00 50,00 46,00 42,00 38,50
a-celulose 20,50 22,00 20,00 22,00 21,00 11,00
Lisina 9,50 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
DL-Metionina 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Fosfato bicalcico 5,00 10,00 15,00 21,00 21,00 32,00
Premix’ 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
BHT? 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Nutrientes (valores analisados) %

MS 96,73 93,91 95,43 96,78 94,63 96,46
PB 37,61 35,67 35,48 36,85 36,11 36,07
EE 12,15 10,84 7,59 7,27 5,84 4,53
FB 4,01 4,25 4,18 4,47 4,58 4,01
MM 7,04 6,70 6,91 7,16 6,89 7,45
ENN* 3592 36,45 41,27 41,03 41,21 44,4
EB (kcal kg™") 4542 4554 4621 4544 4498 4397

! Selecta (Goiania, GO)

2 Premix (Premix Nutrifish Guabi®, Campinas, SP, Brazil) por kg do produto: Fe 15000
mg; Cu 15000 mg; Zn 12500 mg; | 375 mg; Mn 12500 mg; Se 87.5 mg; Co 125 mg;
vitamina A 2 5000000 IU; vitamina D3 600000 IU; vitamina E 37 500 IU; vitamina K 3
750 mg; vitamina C 50000; vitamina B1 4 000 mg; vitamina B2 4 000 mg; vitamina B6 4
000 mg; vitamina B12 4 000 mg; &cido pantoténico 12000 mg; biotina 15 mg; &cido félico
1250 mg; niacina 22 500 mg; BHT 15000 mg

Butil-hidroxi-tolueno

* ENN = MS - (PB + EE + FB + MM)
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Tabela 6 - Dietas formuladas para o ensaio de desempenho do dourado

Niveis de substitui¢do da farinha de peixe pelo CPS

Ingredientes 0% 20% 40% 60% 80% 100%
gkg™
Farinha de peixe 200,00 160,00 120,00 80,00 40,00 0,00
cpst 0,00 40,00 80,00 120,00 160,00 200,00
Farelo de soja 610,90 616,70 622,60 628,40 631,30 618,00
Oleo de soja 123,90 132,30 135,20 137,80 142,00 150,50
Lisina 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 13,00
DL-Metionina 5,10 5,30 5,60 5,90 6,30 6,70
Fosfato bicalcico 39,90 25,10 16,20 7,30 0,00 1,60
Premix’ 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
BHT? 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Nutrientes (valores analisados) %
MS 96,82 97,07 95,56 97,07 96,14 95,89
PB 45,82 46,88 46,63 46,38 45,86 45,54
EE 5,16 5,45 6,96 6,18 5,58 6,53
FB 2,26 2,99 2,88 2,46 3,56 4,17
MM 10,41 8,55 7,67 6,61 7,67 5,67
ENN* 33,17 33,20 31,42 35,44 33,47 33,98
EB (kcal kg™) 4312 4354 4207 4199 4297 4198
'Selecta

2 Premix (Premix Nutrifish Guabi®, Campinas, SP, Brazil) por kg do produto: Fe 15000 mg; Cu
15000 mg; Zn 12500 mg; | 375 mg; Mn 12500 mg; Se 87.5 mg; Co 125 mg; vitamin A 2 500
0000 1U; vitamin D3 600 000 1U; vitamin E 37 500 IU; vitamin K 3 750 mg; vitamin C 50 000;
vitamin B1 4 000 mg; vitamin B2 4 000 mg; vitamin B6 4 000 mg; vitamin B12 4 000 mg;
pantothenic acid 12 000 mg; biotin 15 mg; folic acid 1 250 mg; niacin 22 500 mg; BHT 15 000
mg

® Butil-hidroxi-tolueno

“ENN = MS - (PB + EE + FB + MM)



47

3.2.1 Peixes e condigdes experimentais

Juvenis de pacu (38,90 £ 1,19 g, 12 peixes / caixa) e dourado (101,10 + 2,96 g, 15
peixes por caixa) foram distribuidos em caixas de 300L (n = 4), alojadas em sistema fechado
de recirculagdo de agua, fotoperiodo de 10 : 14 horas (claro : escuro), em um delineamento
experimental inteiramente aleatorizado, e aclimatizados ao sistema e as dietas experimentais
por sete dias, apos o que os peixes foram alimentados por 90 dias, em duas refeicdes diarias
(8:00 e 17:00h) até a saciedade aparente (Figura 8) com as dietas experimentais. Parametros
fisicos e quimicos da agua — oxigénio dissolvido (4,38 + 0,35 mg L™), pH (7,93 + 0,05) e
temperatura (26,5 + 0,26 °C) e amoénia (< 0,4 mg L™) foram mantidos em niveis aceitaveis
para o bem estar das espécies. O monitoramento foi feito com a sonda multiparametro Horiba

U-50 e kit para amonia toxica (Labcon Test para agua doce).

Figura 8 - Sistema onde foram realizados os ensaios de desempenho

Ao final do periodo experimental foi feita a pesagem dos lotes de peixes de cada
unidade experimental. Nove peixes de cada unidade foram eutanasiados por dose letal de
anestésico (benzocaina; 10 mg L™) em &gua resfriada. Trés individuos foram pesados
individualmente e dissecados; cecos piléricos e intestino foram coletados para analises de
atividade enzimatica; o figado foi retirado e pesado para calculos de indice hepatosomatico.
As estruturas destinadas as andlises de atividade enzimatica foram congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas em ultra congelador (- 80°C) até 0 momento da realizacdo das analises.
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Também foram retiradas amostras de tecido do intestino anterior (n=3) para anélises
histoldgicas e trés peixes inteiros de cada caixa foram destinados a composicao de carcaca. O

desempenho zootécnico dos peixes foi avaliado através das seguintes variaveis:

Taxa de alimentagéo (% biomassa)
TA =100 x (consumo / biomassa média do tanque™)

- Ganho de peso (g)
GP = peso final - peso inicial

- Conversdo alimentar aparente

CAA = (consumo de racéo)/(ganho de peso)

- Taxa de crescimento especifico (% dia™)
TCE= 100 x [(Ln peso final - Ln peso inicial) /dias)]

- Taxa de eficiéncia proteica (%)
TEP = (ganho de peso / proteina dietética ingerida) x 100

- Eficiéncia de retencdo proteica (%)

ERP = (proteina corporal final / proteina dietética ingerida) x 100

- Relacdo hepato-somatica (%)
RHS=100 X [(peso do figado)(peso corporal total)]

3.2.2 Atividade enzimatica

Foram quantificadas as atividades enzimaticas de protease inespecifica (adaptado de
WALTER, 1984), lipase inespecifica (adaptado de ALBRO et al., 1985) e amilase (kit CNPG
Liquiform, ref. 142) em cecos pildricos e intestino anterior, total de nove peixes por
tratamento. Amostras de tecidos foram homogeneizadas com um Ultra-Turrax (IKA T10
Basic) em solugédo tampdo 0,02 M Tris / 0,01 M Fosfato, pH 7,0, em 50% de glicerol (v/v),
centrifugadas a 12000 rpm por cinco minutos, a 3°C e o sobrenadante (homogeneizado)

utilizado para a determinacdo da atividade especifica das enzimas. Aliquota, pH e tempo de



49

incubacdo utilizados nas marchas analiticas foram previamente estabelecidos para cada tecido
e espécie em questdo (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores de aliquota, pH e tempo de incubacao utilizados nas marchas analiticas
para mensurar as atividades enziméticas em segmentos do trato gastrointestinal de

pacus e dourados

Pacu Dourado
. Tempo de . Tempo de
pH AI(' qtc))ta incubagéo pH AI('qE())ta incubacéo
H (min) H (min)
Cecos 8,0 50 90 7,8 80 90
Protease inespecifica
Intestino 8,0 110 90 7,8 120 60
Cecos 8,0 70 60 7,8 100 60
Lipase inespecifica
Intestino 8,0 70 60 7,8 50 60
Cecos 7,0 10 0,5 7,0 10 0,5
a - Amilase
Intestino 7,0 10 0,5 7,0 10 0,5

Para avaliar a atividade da protease ndo especifica foi utilizada caseina 1% como
substrato. A incubacdo foi feita a 26,5 °C (média ambiental) pelo tempo estabelecido para
cada segmento do trato. A reacdo foi interrompida com TCA 20 % e as amostras,
centrifugadas a 12000 rpm por trés minutos, sendo a densidade Optica do sobrenadante lida a
280 nm, utilizando tirosina como padrdo. Foram utilizados dois controles: um branco da
enzima e um branco do substrato. A atividade especifica foi expressa em micromoles de
tirosina hidrolisada por min™ mg™ de proteina (U mg™ proteina).

A atividade da lipase ndo especifica foi determinada pela hidrolise de phenyl-
myristato. As amostras foram incubadas com 0,4 mM de p-nitrophenyl myristato em 24 mM
de amonio bicarbonato, pH 7,8 e 0,5% de triton X-100 a 26,5 °C, por 60 minutos. Foram
utilizados dois controles (branco da enzima e branco do substrato). A reacgdo foi interrompida
com NaOH 25 mM e a densidade Optica lida a 405 nm. A atividade foi definida como a
quantidade de substrato hidrolisado em pmol min™ mg™ de proteina (U mg™ de proteina).

A atividade da a-amilase nas amostras foi determinada atraves de kit (Amilase CNPG
Liquiform, Labtest, referéncia 142), usando 2-cloro-p-nitrofenil-a-D-maltotriosideo como
substrato a 37°C (temperatura recomendada pelo fabricante). A atividade especifica foi

expressa em U mg™ de proteina. O conteido de proteina nos homogeneizados dos tecidos
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utilizados foi determinado pelo método descrito em Bradford et al. (1976), utilizando

albumina bovina (1 mg mL™) como padrao.

3.2.3 Analises histoldgicas

Amostras do intestino anterior foram fixadas em solucéo de paraformaldeido 4% em
tampdo fosfato de sodio (PBS 0,1M, pH 7,0) por duas horas. Em seguida, foram armazenadas
em solucdo de paraformaldeido 4% em PBS por um periodo de 12 h a 3°C. As amostras
foram entdo lavadas em PBS (0,1 M, pH 7,0) e desidratadas em concentragdes crescentes de
etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) (Cruz, 2013). Infiltracdo e polimerizacdo foram feitas em
resina (Kit Technovit 7000, Kulzer). Os blocos foram aparados, colados em blocos de
madeira e seccionados em micrétomo rotativo manual (EasyPath), obtendo-se cortes de 5 um
de espessura. Cada lamina continha oito cortes ndo sequenciais. Os cortes foram corados em
H&E e analisados em microscopio dptico acoplado a um sistema computadorizado de captura
de imagens (BEL Photonics, BIO3T). Foram feitas trés laminas por caixa e em cada uma
delas, selecionados seis campos para as seguintes medicdes: altura da dobra (AD), espessura
da submucosa (SM), espessura da camada muscular (M) e contagem de células caliciformes.
As medidas foram feitas utilizando o software BEL EURISKO (Bel Engineering, Italy), no
aumento constante de 40 x para as medidas e de 100 x para a contagem de células
caliciformes. Também foi utilizado um score semi-qualitativo adaptado de Uran (2008) e
Baeverfjord e Krogdahl (1996), através do qual foi feita a caracterizacdo da mucosa do
intestino anterior de pacu e dourado. Aspecto das dobras intestinais, alteragdes nos vacuolos
supranucleares, hiperplasia do tecido conjuntivo, infiltracdo de leucdcitos granulécitos e
distribuicdo de células caliciformes foram descritos através de um score de 0 a 4, sendo zero a
representacdo de uma condigdo normal e 4 o grau mais acentuado de alteragéo (Quadro 1). O

grau de alteragdo da mucosa foi determinado, para cada caracteristica, pela media do score.



Quadro 1 - Score semi-qualitativo utilizado para medir o grau de altera¢des no intestino
anterior de pacus e dourados

SCORE

I. Aparéncia das dobras intestinais

(1) Tamanho normal

(2) Alguma dilata¢do ou encurtamento

(3) Encurtamento da maioria das dobras

(4) Reducao nas ramificacfes e rompimento de tecido

I1. Vacuolos supranucleares

(1) Vacuolos largos ocupando quase toda a porcéo apical dos enterocitos

(2) Vacuolos de tamanho médio ocupando menos da metade dos enterécitos

(3) Pequenos vacuolos proximos da membrana apical da maioria dos enterdcitos
(4) Auséncia de vactolos

I11. Células caliciformes

(1) Células dispersas — padrao normal

(2) Aumento no nimero, mas distribui¢do continua dispersa
(3) Células agrupadas

(4) Células densamente agrupadas

IV. Infiltracdo de granuldcitos eosinofilicos

(1) N&o foi visualizado

(2) Pequena guantidade na submucosa

(3) Presenca na submucosa (maior quantidade) e migracdo para a lamina prépria (menor
guantidade)

(4) Grande quantidade tanto na submucosa quanto na lamina propria

V. Grau de alargamento da lamina propria

(1) Camada fina e delicada de tecido conjuntivo em toda a dobra

(2) Lamina prépria mais distinta em algumas dobras

(3) Evidente aumento da Idmina prépria na maioria das dobras

(4) Lamina prépria espessa geralmente associada a reducdo na altura da dobra

V1. Submucosa

(1) Fina camada de tecido conjuntivo entre a base das dobras e a camada muscular (submucosa)
(2) Discreto aumento na espessura da submucosa

(3) Aumento visivel na espessura da submucosa

(4) Espessamento da submucosa
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3.3 Andlises centesimais

Ingredientes, dietas e fezes foram caracterizados quanto aos conteudos de umidade,
proteina bruta e energia bruta de acordo com metodologia estabelecida pela Association of
Official Analytical Chemists - AOAC (2000). A umidade foi feita através do método
gravimétrico, a 105 °C até peso constante. Proteina bruta pelo método de Kjeldahl e energia
bruta através de calorimetria adiabatica usando &cido benzoico como padrdo. O extrato etéreo
foi determinado por hidrolise acida. O teor de fibra pelo método gravimétrico, em mufla a
555°C e incineracdo da matéria organica em bico de Bunsen. A quantificacdo do oxido de
cromio foi feita por espectrometria de absor¢cdo atdmica apds digestdo acida (CBO Analises

Laboratoriais, Campinas, SP).

3.4 Analises estatisticas

Dados utilizados para estimar os coeficientes de digestibilidade aparente da fracéo
proteica (n=3) e da energia (n=3) foram submetidos a analise de variancia (one-way ANOVA)
e teste Tukey para comparacdo de médias. Para verificar o atendimento as premissas de
normalidade e homogeneidade de variancia de residuos foram realizados os testes
Kolmogorov-Smirnov e Brown-Forsythe respectivamente. Quando necessario dados foram

transformados para obtencdo de distribuicdo normal (indicados nas tabelas com ).

Dados de ganho de peso de pacus e dourados, foram submetidos aos modelos
quadratico e de polindmios ortogonais de regressao segmentada (PORTZ et al., 2004), para
estimar niveis de substituicdo que proporcionassem melhor desempenho. Os dois modelos
foram sobrepostos conforme procedimento descrito em Baker et al. (2002), que considera
como nivel 6timo, o correspondente a 12 intersec¢do da curva quadratica com o platd da curva
de regressdo segmentada. Com base nos niveis estimados pelos modelos, optou-se por
considerar o intervalo entre a 1? intersec¢do e o ponto de quebra da regressdo segmentada
como sendo o recomendado para garantir o melhor crescimento.

Resultados que ndo atenderam as premissas de normalidade de residuos e
homogeneidade de variancia, assim como do score semi-qualitativo foram tratados como nao

paramétricos e submetidos aos testes de Kruskal-Wallis H e Man Whitney U. Comparag6es

*Valores obtidos no ensaio de desempenho com pacu, referentes as variaveis ganho de peso, taxa de crescimento
especifico e relagdo hepatossomatica foram transformados elevando-se respectivamente a poténcia de 2,6; 6,6 e -
1.
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de médias da atividade enzimética entre pacus e dourados foram feitas através de Teste t. Para
todas as andlises estatisticas foi considerado o nivel de significancia de 5% e utilizados 0s
programas STATISTICA 7.0 (STATSOFT) e R (The R Foundation for Statistical
Computing).



54



55

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Digestibilidade do concentrado proteico de soja para pacu e dourado

O coeficiente de digetibilidade reflete a eficiéncia com a qual o organismo hidrolisa
nutrientes e pode ser influenciado pelas propriedades fisicas e quimicas dos componentes da
dieta (NRC, 2011). Este ensaio foi conduzido em ambiente com temperatura constante
(27 °C) e os demais parametros de qualidade da dgua foram mantidos em niveis aceitaveis
para as espécies. Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da proteina e da energia
do concentrado proteico de soja para dourado foram mais baixos do que aqueles registrados
para o pacu. Diferencas na morfologia e funcionamento do trato gastrointestinal podem
explicar este resultado. O dourado tem intestino curto e adaptado a alimentos altamente
digestiveis, ricos em proteinas de alto valor biolégico e pobres em carboidratos, enquanto
pacu tem intestino relativamente mais longo, proprio para receber alimentos pouco digestiveis
e que exigem extensiva exposi¢do a mucosa intestinal para sua digestao.

O CPS utilizado neste experimento foi obtido por extracao alcoodlica (Selecta, Goiania,
GO). Neste processo, grande parte dos carboidratos é reduzida e a proteina fica mais
concentrada que no farelo de soja (SINGH et al., 2008). Como consequéncia, fatores
antinutricionais de carater proteico, como inibidores de protease, sdo preservados
encontrando-se ainda mais concentrados no CPS que em ingredientes menos processados
(REGITANO D’ARCE, 2006). A soja apresenta inibidores de Kunitz, que agem sobre a
tripsina, e de Bowman-Birk, que agem sobre a tripsina e a quimotripsina. Estes fatores se
ligam a sitios especificos nestas enzimas inativando-as ou reduzindo a eficiéncia de sua
reacdo sobre o substrato (FRIEDMAN, 2001). Apesar do CPS apresentar menor teor de
carboidratos (17,6% na base seca) do que o farelo de soja (FS) (32 — 34% na base seca)
(LUSAS; RHEE, 1995), polissacarideos séo conservados e podem interferir de modo negativo
na digestibilidade do alimento, aumentando a viscosidade da digesta e tornando dificil a acdo
das enzimas digestivas, inclusive sobre a proteina.

Proteinas (aminoacidos), lipideos e carboidratos dietéticos sao fontes de energia para
os peixes (NRC, 2011). Os CDAs da energia foram mais baixos que os da proteina para as
duas espécies. Pacus apresentaram maior CDA da energia que dourados, sendo provavel que a
contribuicdo da microbiota intestinal, cuja diversidade é maior em onivoros, tenha contribuido
para aumentar a disponibilidade dos nutrientes da fonte vegetal, principalmente carboidratos,

destinados a atender a demanda energética do organismo.
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O dourado, no entanto, mostrou-se menos tolerante aos niveis de inibidores contidos
no CPS, justificando o menor CDA da energia em comparagdo com os relatos de Braga et al.
(2008) e Borghesi et al. (2009) para CDAs do farelo de soja (Tabela 8). Inibidores de lipase
presentes na soja e seus co-produtos contribuem para a baixa digestibilidade de lipideos,
causando hipocolesterolemia e diminuindo o0s niveis de sais biliares; os fatores
antinutricionais atuam ndo apenas na inibicdo de enzimas pancreéticas, mas também na
digestdo da borda em escova, inibindo receptores ou alterando sua permeabilidade (NRC,
2011; GU et al., 2014).

Em geral, peixes adaptam suas funcGes metabdlicas aos substratos dietéticos,
regulando a secrecdo de enzimas de modo a melhorar a utilizagao dos alimentos (JHAVERI et
al., 2015). E provavel que o dourado, uma espécie carnivora, apresente baixa atividade de a-
amilase, celulase e invertase, o que lhe confere baixa habilidade para utilizar carboidratos,
presentes em grande quantidade nas fontes vegetais (CHAUDHURI et al., 2012). Alem disso,
devem apresentar menor atividade de transportadores deste nutriente em sua borda em escova
(se comparados a pacus), caracteristicas que também podem justificar a baixa digestibilidade
da energia.

O contrério foi registrado para o pacu, que tendo habito alimentar onivoro, apresenta
alta atividade de a-amilase, o que lhe permite aproveitar melhor ingredientes de origem
vegetal. Além disso, o fato de aproveitar eficientemente os carboidratos como fontes de
energia (BICUDO et al.,, 2013; ABIMORAD; CARNEIRO, 2004), garante um efeito

poupador da proteina.



Tabela 8 - Composicéo de ingredientes e coeficientes de digestibilidade aparente do concentrado proteico de soja, obtidos neste estudo, e do

farelo de soja, segundo relatos da literatura

Espécie Ing PB EE FB EB Peso médio CDARg CDAgg PD ED
% % % kcal kg™ g % % % kcal kg™
Dourado CPS 64,14 2,00 4,21 4515 16,0+ 0,2 82,6 £ 3,7 66,6 + 2,3 52,81 3010
Dourado® FS 47,50 3,82 4,82 4306,39 19,5+5,0 93,60 87,8 44,46 3781,01
Dourado® FS 47,37 1,38 5,92 - 335+14 94,51 85 44,76 -
Pacu CPS 64,14 2,00 4,21 4515 63,34 +2,12 9533+0,01 8429+0,01 61,15 3805,55
Pacu® FS 44,6 0,29 1,19 4203 250 81,1 63,7 36,17 2677,31
Pacu* FS 44.8 2,00 7,6 4087 34,2+138 90,6 78,1 40,59 3191,95
Pacu® FS 447 ND 93,9 ND 41,97 ND

Ing - Ingrediente
FS — farelo de soja

CPS — concentrado proteico de soja

! Borghesi et al., 2009
% Braga et al., 2008

% Abimorad e Carneiro, 2004

* Abimorad et al., 2008
® Stech et al., 2010
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A concentracédo de inibidores da protease varia em funcdo da cultivar de soja utilizada
e do processamento ao qual é submetida, que pode inativar estes inibidores pelo calor ou
removeé-los parcialmente pelo fracionamento (CARVALHO; STECH, 1997; HART et al.,
2010). A eficiéncia com a qual o processamento inativa fatores antinutricionais deve ser bem
avaliada na selecdo de uma fonte proteica vegetal, uma vez que processamentos Severos
desnaturam a proteina prejudicando seu valor biol6gico, enquanto que os brandos podem ser
ineficientes. Stech et al. (2010), por exemplo, relataram maior estabilidade de inibidores de
tripsina na soja submetida a tratamento térmico com baixo teor de umidade (soja extrudada), o
que para pacu parece ndo ter tido efeito sobre a digestibilidade da proteina.

O processamento de graos de soja a produtos proteicos derivados, como concentrados,
aumenta a concentracdo dos inibidores de proteases devido ao seu carater proteico
(REGITANO-D’ARCE, 2006). Consequentemente, 5 a 20% da atividade dos inibidores
permanecem nos produtos comerciais (FRIEDMAN; BRANDON, 2001). Isso pode ter
contribuido para que o CDA da proteina do CPS para dourado fosse menor que aqueles
registrados na literatura para o FS (~ 94 %). Resultados de digestibilidade mais proximos aos
encontrados para o dourado foram obtidos para salmédo do Atlantico por Refstie et al. (1999),
que relataram que a reducdo na digestibilidade das dietas foi relacionada a presenca de
inibidores de tripsina e ao fitato, que pode complexar com a proteina, afetar a ativacdo do
tripsinogénio e a estabilidade da tripsina. Os CDAs obtidos referenciam o CPS com um
ingrediente de alta qualidade que pode ser uma alternativa nas formulacbes para pacu e

dourado.

4.2 Ensaio I: Desempenho zootécnico de pacus alimentados com dietas contendo niveis

crescentes de concentrado proteico em substituicdo a farinha de peixe

No decorrer deste ensaio ndo houve registro de mortalidade. O uso de fontes proteicas
vegetais em dietas para peixes pode afetar a palatabilidade das racgdes, prejudicando o
consumo. A taxa de alimentacdo (% biomassa) dos pacus, no entanto, ndo sofreu efeito dos
niveis de substituicdo (p = 0,059), embora tenha mostrado tendéncia a diminuir nos niveis
mais altos (80 e 100%) (Figura 9). Este resultado pode ser efeito da presenca de fatores
antinutricionais, potencializado pela reducdo crescente nos niveis de farinha de peixe. Além
disso, deve-se considerar o efeito (provavelmente mais intenso) proporcionado pelo farelo de
soja que também compunha a base proteica das dietas. A concomitante redugéo da farinha de
peixe, cuja qualidade palatabilizante é indiscutivel, pode té-lo potencializado.
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A redugdo no consumo registrada nos Gltimos niveis também pode ser interpretada
como sendo uma estratégia do organismo para prevenir e / ou retardar a ocorréncia de

disfuncdes metabolicas em decorréncia dos fatores antinutricionais (GERMAN et al., 2010).
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Figura 9 — Taxa de alimentacdo de pacus (% da biomassa) por niveis de substituicdo

A conversdo alimentar aparente também ndo apresentou diferenca entre 0s
tratamentos, embora pacus tenham apresentado melhores resultados entre os niveis 60 e 80%
(Tabela 9). Os valores de conversao alimentar registrados refletem a plasticidade fenotipica da
espéecie, que consegue modular sua fisiologia digestiva e absortiva para se adaptar a
substituicdo da fonte proteica animal pela vegetal (GERMAN et al., 2010). A piora no indice
de conversdo alimentar registrada no nivel 100 %, pode estar relacionada a dois fatores: (1)
diferenga na estabilidade dos granulos desta dieta, cuja flutuabilidade era maior em
comparacdo com os dos demais niveis, caracteristica que pode ter induzido a um
comportamento de apreensdo diferente nos pacus submetidos ao nivel 100%, que pode ter
levado a uma superestimativa do consumo; e (2) desbalanco de nutrientes da dieta, que
estimulou o maior consumo para atender a demanda energética do organismo (HEPHER,
1988), apesar da taxa de alimentacdo ndo contribuir claramente para a validacdo desta

hipdtese.
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Tabela 9 - Desempenho zootécnico de pacus por nivel de substituicdo. Valores
médios de trés peixes por caixa (n = 4) e respectivo erro padréo.
Letras indicam diferencas entre niveis (ANOVA, o = 0,05)

Niveis de substituicdo (%)

0 20 40 60 80 100 p
266,062  238,83%  239,15°  231,77° 21542%®  167,59°
GP 1 0,039
(9,10) (22,67) (12,09) (17,56) (14,19) (30,95)
2,29 2,14 2,19 2,14 2,08 1,84
TCE + 0,059
(0,03) (0,09) (0,04) (0,08) (0,05) (0,17)
0,84 0,83 0,84 0,78 0,75 0,83
CAA 0,116
(0.02) (0,02) (0,02) (0,03) (0,01) (0,04)
3,16 3,37 3,36 3,47 3,69 3,34
TEP 0,066
(0,08) (0,09) (0,07) (0,14) (0,07) (0,17)
50,10 53,26 50,14 53,55 52,87 51,78
ERP 0,712
(2,17) (1,23) (1,21) (3,47) (1,37) (1,64)
1,792 1,652 1,56 ® 1,622 1,932 1,35°
RHS + 0,001

(0,05) (0,04) (0,07) (0,04) (0,15) (0,07)

(T) estatistica feita com dados transformados
GP (ganho de peso, g); TCE (taxa de crescimento especifico, % dia™); CAA (conversdo
alimentar aparente); TEP (taxa de eficiéncia proteica, %); ERP (eficiéncia de retencdo

proteica, %); RHS (relacdo hepatossomatica, %)

A taxa de eficiéncia proteica (TEP) gera um ranking entre as dietas experimentais, que
expressa a qualidade da proteina dietética e seu consequente aproveitamento para mantenca e
crescimento (FRIEDMAN, 1996; HEPHER, 1988). Pacus apresentaram alta TEP (> 3,0) e
esta variavel ndo sofreu efeito dos niveis de substituicdo da FP pelo CPS (p = 0,066),
mostrando que a espécie conseguiu utilizar com eficiéncia a proteina vegetal para
crescimento. A eficiéncia de retencdo proteica do pacu (> 50%) reforca o registrado para os
valores de TEP, denotando o 6timo aproveitamento da fonte proteica vegetal e sua conversdo
em massa corporal. Também ndo houve efeito do tratamento sobre os niveis de substituicdo (p
=0,712).

Muitos estudos de desempenho relacionam o uso de fontes proteicas vegetais nas
dietas com reducdo do crescimento de peixes (ESPE et al., 2006; HART et al., 2010;
ROLAND et al., 2015). A inclusédo de 40 % destas fontes nas dietas ja € suficiente para causar

este efeito, principalmente mediante o uso de baixos niveis de farinha de peixe. Os fatores
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antinutricionais constituem a principal causa da baixa eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes
(HUA; BUREAU, 2012).

O efeito dos niveis de substituicdo da farinha de peixe pelo CPS sobre o ganho de peso
(GP) do pacu foi estudado atraves de analises de regressdo conforme modelo descrito em
Baker et al. (2002). Através deste modelo, a primeira intersec¢do entre a curva quadratica e o
platd da curva de regressdao segmentada determina que para garantir o ganho de peso, seria
recomendada a substituicdo até o nivel de 49% para pacus, mostrando-se extremamente
conservador para a espécie onivora (Figura 10). No entanto, o ponto de quebra da curva de
regressao segmentada estimou que a substituicdo pode ser feita até o nivel de 78,05 % (Tabela
10), mais préximo do nivel de 80 %, a partir do qual foi observada reducdo no ganho de peso
do pacu (Tabela 9).

Estes resultados permitem inferir que pacus digerem habilidosamente a proteina
vegetal, sendo possivel substituir até 78,05 % da farinha de peixe por CPS nas dietas
experimentais. No entanto, a substituicao total ndo é recomendada porque causa detrimento ao
crescimento quer seja pelo desbalanco de aminoacidos ou por fatores antinutricionais. Neste
estudo, apesar da suplementacdo com lisina e metionina em todos 0s niveis de substituicdo,
houve reducdo no crescimento em fungdo dos fatores antinutricionais. Esta mesma tendéncia
foi relatada em substituicdes totais da FP por CPS em dietas para trutas e salmbes (HUA;
BUREAU, 2012; SALZE et al., 2010; THOMPSON et al., 2012). Cada espécie expressa um
grau de resisténcia diferente a inclusdo da soja na dieta, o que tem uma forte relacdo com a

estratégia digestiva utilizada por cada uma.

Para aumentar a inclusdo de fontes vegetais nas dietas sem prejudicar o crescimento,
podem ser utilizadas combinagdes (“blends”) de fontes vegetais e/ou animais de modo a ter
um melhor balanco de aminoacidos (NRC, 2011). Espécies onivoras como a tilapia tém bom
desempenho quando submetidas a dietas a base de soja e farinha de visceras de aves, sem a
necessidade de suplementagdo com aminoacidos cristalinos (THOMPSON et al., 2012).
“Blends” vegetais, suplementados com fosfato bicalcico e amino&cidos cristalinos, também
favorecem reducdo de efeitos deletérios normalmente associados a proteina vegetal
(FURUYA et al., 2001).
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Tabela 10 - Equacdes referentes aos dados de ganho de peso (GP) ajustados aos modelos

quadrético e regressao segmentada

Variavel Modelo  Equacéo R p
GP § Quadrético GP26 = 1929111 - 6629 X — 45 X2 093  0.0049
3 . 26 — -
Regresséo X < 78.05; GP2 = 1929190 - 8828 096 0.0040

segmentada X > 78.05; GP26 1240252 -22930 (X — 78.5)
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Figura 10 — Ganho de peso de pacus por nivel de substituicdo, ajustado através dos modelos
quadratico e de regressdo segmentada. Setas indicam a primeira interseccdo
(49%) da equacgdo quadratica com o platd da regressdo segmentada e ponto de
quebra deste Gltimo modelo (78,05%). Circulo (o) representa 0 equivalente ao

ponto de quebra da regressdo segmentada na curva quadratica (70 %).

Peixes podem estocar grande quantidade de glicogénio e gordura no figado, sendo que
variagOes na quantidade estocada expressam seu estado fisiologico. Estas varia¢cdes podem ser
estimadas através da relagdo hepatossomatica (RHS). A alimentacdo é uma fonte de variacéo
importante para a RHS, considerando que devem suprir as exigéncias energéticas dos peixes
(TAVARES-DIAS et al., 2000). Com o aumento nos niveis de substituicdo a RHS de pacus
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diminuiu, responsiva a composi¢do das formulacdes e mostrando-se mais baixa quando a
substituicdo foi total (Figura 11). Fontes vegetais apresentam menor digestibilidade de
lipideos em funcéo do seu grau de saturacdo, e dos fatores antinutricionais, que impedem a
acao de lipases pancreaticas sobre micelas de gordura, o que pode ter contribuido para o
menor valor de RHS no nivel 100%, cuja dieta era composta somente por fontes vegetais.
Escaffre et al. (2007) relataram que trutas submetidas a dietas a base de SPC apresentaram
RHS menor que quando alimentadas com dietas a base de farinha de peixe, sendo que este

resultado coincidiu com a baixa deposicdo de gordura no figado destes peixes.
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Figura 11 - Relacdo hepatossomatica de pacus (média + EP) por niveis de substitui¢do

A substituicdo da FP pelo CPS néo teve efeito na retengéo de proteina (p = 0,712), que
foi alta no pacu (em média 51,95 %). A composi¢do quimica da carcaga dos pacus
alimentados com dietas com niveis mais altos de substitui¢do diferiu quanto & matéria seca e a
deposicdo de gordura (Tabela 11). A matéria seca da carcaca diminuiu com a substituicdo da
FP pelo CPS, apresentando valores mais baixos nos niveis 80 e 100% (p = 0,0001). Peixes
alimentados com as dietas com o0s maiores niveis substituicdo depositaram pouca gordura na
carcaca (p = 0,0018), consequéncia da decrescente disponibilidade de gordura dietética e
possivel aumento na concentracdo de fatores antinutricionais de natureza proteica como 0s
inibidores de enzimas, que podem prejudicar a digestdo / absorcdo deste nutriente. A

deposicdo de proteina ndo sofreu efeito do tratamento (p = 0,4087), mantendo a média de
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17,07 + 0,17 % (média + erro padrdo); indicativo de que pacus utilizaram eficientemente a
proteina do CPS para crescimento (DUMAS et al., 2007). A deposicdo de cinzas também no
apresentou diferenca entre niveis de substituicdo (p = 0,8378) e manteve valores de 3,49 *

0,23 % (media + erro padrdo).

Tabela 11 - Composicdo de carcaca de pacus. Média de trés peixes por unidade experimental
(12 peixes por nivel de substituicdo). Letras indicam diferencas entre niveis de
substituicdo (ANOVA, o = 0,05)

Niveis de substituicdo (%)

Nutriente  |nicial 0 20 40 60 80 100 EP

MS 309 3567% 3427® 3422%® 3281° 3069°¢ 31,17° 043 0,0001

PB 16,04 15,53 16,23 15,51 15,44 14,75 15,77 0,19 0,4087

EE 10,03 13,89% 1232% 1268% 1152%° 1043" 982°¢ 0,36 0,0018

MM 4,06 3,59 3,68 3,42 3,48 3,38 399 0,13 10,8378

4.2.1 Respostas fisioldgicas do pacu

Para avaliar os efeitos dos niveis de inclusdo na estrutura e funcionamento do trato
gastrointestinal foram estudadas as atividades das enzimas protease e lipase inespecificas e
amilase nos cecos piléricos e intestino anterior de pacus, além da microestrutura do intestino
anterior com o objetivo de identificar possiveis altera¢fes, principalmente na tdnica mucosa,

relacionadas a substituicdo da farinha de peixe pelo CPS.

4.2.1.1 Atividade de enzimas digestivas

O perfil enzimatico esta diretamente relacionado com o habito alimentar de uma
espécie (HIDALGO; SANZ, 1999; KUZ’MINA, 2007). O pacu, de habito alimentar onivoro,
apresenta perfil de enzimas que lhe permite digerir tanto alimentos de origem animal quanto
vegetal. Em geral, organismos onivoros conseguem se adaptar a diferentes substratos
(composicéo da digesta), toleram altos niveis de carboidrato na dieta e conseguem utilizar este
nutriente quer seja pela producédo de enzimas endogenas (carboidrases), quer seja pela acéo da

microbiota intestinal (mais diversa em onivoros que em carnivoros), cujas enzimas produzidas
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podem ter uma contribuigéo relevante para a digestdo (GERMAN, 2011; KARASOV et al.,
2011). Além disso, peixes onivoros apresentam maior numero de transportadores de glucose
comparativamente aos peixes carnivoros, que garantem alta assimilacdo de carboidratos
(KARASOV; DIAMOND, 1988). A proteina € um nutriente tdo importante na nutricao de um
peixe carnivoro quanto na de um onivoro. No entanto, peixes onivoros conseguem poupar 0
uso da proteina como fonte de energia, dada sua habilidade em digerir carboidratos
(GERMAN, 2011; ALMEIDA et al., 2006).

A atividade da protease inespecifica foi maior nos cecos pildricos que no intestino
anterior dos pacus (p = 0,0381), indicando que os processos digestivos e absortivos sdo mais
intensos neste segmento; ndo houve diferenca nas atividades da lipase inespecifica (p =
0,0606) e amilase (p = 0,4552) entre os dois compartimentos estudados (Figura 12). Esta
caracteristica € comum a varias espécies de peixes, independente de habito alimentar; regiGes
proximais do intestino apresentam atividades enzimaticas mais altas por que concentram um
volume maior de enzimas pancreéticas (BAKKE et al., 2011; KROGDAHL et al., 2015). E
ainda possivel que grande parte do pancreas difuso esteja localizado no tecido mesentérico
que envolve os cecos. Além disso, ao longo do trénsito intestinal, outros fatores também
contribuem para diminuir a atividade enzimatica, como a digestdo proteolitica, recirculacédo
enteropancreética e degradacdo das enzimas por bactérias (CHIKWATI et al., 2013), efeitos

mais facilmente identificados no intestino posterior.
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Figura 12 - Atividade relativa da protease inespecifica (A), lipase inespecifica (B) e amilase
(C) por segmento do trato gastrointestinal de pacu. Letras indicam diferenca

estatistica da atividade entre segmentos (Teste t, p < 0,05)
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Analisando a atividade enzimética por nivel de substituicdo para cada segmento do
trato, foi possivel perceber que a atividade digestiva foi intensa nos cecos. No entanto, a
resposta aos niveis de substituicdo foi evidente quando analisada a atividade total dos
segmentos (cecos + intestino) para cada enzima (Figura 13). Desta forma, foi registrado que a
atividade da protease inespecifica nos pacus apresentou tendéncia a aumento, apesar de nao
significativo, relativo aos niveis crescentes de substituicdo da FP pelo CPS (20 a 100%)
(Tabela 12). Os inibidores de protease da soja estimulam o pancreas a aumentar a sintese de
enzimas, no entanto, promovem a reducdo da atividade enzimatica no limen intestinal
(FRIEDMAN, 2001; LILEENG et al., 2007; KROGDAHL et al, 1994, 2010; OLLI et al.,
1994; CASTRO et al., 2013; GU et al., 2014). Este efeito pode ter ocasionado a menor
atividade proteolitica nos tratamentos iniciais, cuja inclusdo de farelo de soja era maior que

nos trés Gltimos tratamentos.

Tabela 12 - Atividades enzimaticas nos cecos pildricos (CP), intestino anterior (1A) e total das
duas estruturas (T) de pacus por niveis de substituicdo. Valores representam a
média de trés peixes por unidade experimental (n = 4) e respectivo erro padréo.

Letras indicam diferencas entre niveis de substituicdo (ANOVA, a = 0,05)

Niveis de substituicao (%)

regido 0 20 40 60 80 100 Total p
Protease (U mg™” de proteina)
cp 0,282 0,08 0,09°¢ 0,28 % 0,13 ¢ 0,312 0,19 0.0093
(0,05) (0,02) (0,01) (0,09) (0,02) (0,07) (0,02) :
A 0,022 0,06 0,09° 0,022 0,16 ¢ 0,03 0,07 <001
(0,01) (0,02) (0,02) (0,01) (0,04) (0,01) (0,01) '
. 0,31 0,16 0,19 0,20 0,26 0,32 0,24 0,2826
(0,54) (0,01) (0,04) (0,05) (0,05) (0,09) (0,02) :
Lipase (U mg™ de proteina)
cp 156,15 ® 31,96 ™ 30,21° 122,982 52,63 ¢ 115,192 82,86 0.0003
(22,86) (9,67) (4,95) (28,29) (9,46) (25,21) (10,03) '
IA 49,45 @ 29,322 61,21° 4587° 147,55° 45,50° 68,35 0.0209
(10,28) (11,84) (17,10) (7,30) (39,93) (4,62) (10,69) '
T 199,55 ® 72,24 ® 87,95° 149,34 ® 207,232 153,79 ® 147,03 0.0112
(30,21) (8,34) (19,54) (31,63) (39,78) (31,60) (14,37) '
Amilase (U mg™ de proteina)
cp 2239,32 782,21 907,14 2100,39 1101,50 1890,75 1481,07 0.0977
(490,01) (204,11) (87,17) (671,12) (134,04) (320,49) (157,62) :
A 338,77 % 1428464 1780,80 ™ 435,51 2591,84 ¢ 252,05 ¢ 1230,32 <001
(52,10) (404,66) (386,08) (73,46) (555,02) (50,37) (195,98) :
T 2754,81 2624,07 2650,70 1912,55 3249,63 2131,71 2609,68 06345

(582,19) (227,41) (502,51) (515,63) (569,83) (456,51) (214,83)
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A atividade da protease foi mais alta quando a substitui¢cdo foi 100%, coincidindo com
a reducdo de crescimento dos pacus submetidos a este tratamento. Apesar de o pancreas
aumentar a sintese de enzimas, a excrecao simultanea do complexo ‘inibidor de protease -
enzima proteolitica’, causa a perda de aminoacidos sulfurados, o que pode prejudicar o

crescimento do peixe, como evidenciado no nivel 100%.

A atividade total da lipase inespecifica aumentou com o0s niveis crescentes de
substituicdo da FP pelo CPS (p = 0,0112), no entanto, no nivel 100% houve reducdo da
atividade da lipase. A alta atividade proteolitica registrada neste nivel pode ter ocasionado a
hidrolise das proteases ndo-proteoliticas (lipases e amilases), reduzindo sua atividade,
semelhante ao que acontece em mamiferos (CHIKIWATI et al., 2013). A soja também
apresenta inibidores de lipase, que interferem na digestdo da gordura. E possivel que 0 mesmo
mecanismo compensatorio que o pancreas sofre para aumentar a eficiéncia digestiva da

proteina, também aconteca para a lipase.

Tendéncia semelhante foi registrada na atividade da amilase, apesar de nao terem sido
detectadas diferencas entre tratamentos (p = 0,6345). A maior atividade numérica da amilase
foi registrada no nivel 80% CPS. A baixa atividade no nivel 100% CPS pode ser considerada

efeito da alta atividade proteolitica caracteristica deste nivel, conforme descrito anteriormente.

Como o alimento é uma composicdo heterogénea que se modifica durante o transito
intestinal, seus nutrientes interagem entre si e modulam ou modificam a atividade das enzimas
(KUZ’MINA, 2007; UGOLEV; LAEY 1973). O perfil de atividade das enzimas digestivas de
pacus alimentados com niveis crescentes de CPS nas dietas denotou o aproveitamento dos
nutrientes (proteina, gordura e carboidrato) principalmente nos niveis mais altos de
substituicdo parcial, indicando o alto potencial de uso deste ingrediente nas racfes para esta

espécie.



68

Protease

Lipase

Umg deproteina'l

U mg de proteina

06

05

04 |

03 t

02 t

01 ¢

00

-0,1

300

250

200

150

100

50

Cecos pildricos e Intestino anterior

0 20 40 60 80 100
Niveis de substitucéo (%)

0 20 40 60 80 100

Niveis de substituico (%)

—G— Intestino anterior
- Cecos piléricos

=5— Intestino anterior
=T Cecos piléricos

U mg deproteina'1

U mg de proteina *

06

05

04

03 t

02 t

01 ¢

00

400

350

300

250

200

150

100

50

Total
0 20 40 60 80 100
Niveis de substituicdo (%)
0 20 40 60 80 100

Niveis de substituicdo (%)




69

5000 6500
4500 6000
4000 5500 -
5000
3500 t
4500
g 00 = 4000
2 2500} 8 3500
a 5 e
o 3 2000 | & 3000 -
E g £ 2500
< 5 1500 E 1
2000
1000
1500 |
o 1000 1
or 500
500 s s s s s s _ _ 0 s s s s : :
0 20 40 60 80 100 =z Intestino anterior 0 20 0 60 20 100
. . =% Cecos piléricos N N
Niveis de substituicdo (%) Niveis de substituicdo (%)

Figura 13 - Atividade da protease inespecifica, lipase e amilase por nivel de substituicdo nos cecos piléricos, intestino anterior do pacu e o total

da atividade nas duas estruturas. Barras representam intervalo de confianca de 0,95



70

4.2.1.2 Histologia do intestino anterior de pacus

Foi registrado aumento na espessura da lamina prépria em todos os niveis de
substituicdo, fendmeno considerado uma caracteristica de enterite, inflamacdo da mucosa
intestinal que pode ser desencadeada por fatores antinutricionais da soja (URAN et al., 2009;
KROGDAHL et al., 2010; VAN DEN INGH et al., 1996). A formulacdo de todas as dietas
experimentais continha uma base de cerca de 40% de farelo de soja, suficiente para ocasionar
este efeito. Ostaszewska et al. (2005) relataram alteracdes na mucosa do intestino posterior de
pacus alimentados com ragOes cuja fragdo proteica era composta principalmente por farelo de
soja (44% da dieta) e caseina (20 % da dieta). Além desta caracteristica, comum a todos os
tratamentos, foi perceptivel alteracdo na estrutura da mucosa dos pacus submetidos ao nivel
100%, cuja area superficial foi menor, refletida na menor altura das dobras intestinais (Figura
14).

Figura 14 - Dobras do intestino anterior de pacus submetidos aos niveis 0% CPS (a) e 100%
CPS (b); H.E.; barra = 100 um

A reducdo na area do intestino proximal provavelmente contribuiu para a significativa
reducdo no crescimento dos pacus alimentados com dietas contendo 100% CPS. Chikiwati et
al. (2013) relataram que os enterdcitos proliferam na base das dobras intestinais e migram
para o apice ao longo do seu ciclo, e nesta regido sofrem apoptose. Fatores antinutricionais da
soja estimulam a proliferacéo e apoptose de enterdcitos ao longo de toda a dobra, diminuindo
o tempo de “turnover” celular e, consequentemente, reduzindo a area das dobras intestinais.
Como consequéncia, a mucosa afetada concentra grande nimero de células imaturas, ndo téo

eficientes em suas funcgdes.
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No pacu, também foi registrada a fragmentacdo do epitélio no apice das dobras. A
maioria das alteracfes causadas pelo uso da soja na alimentacdo de peixes é relatada em
espécies carnivoras, aparentemente mais sensiveis (BANSEMER et al., 2015; BOWYER et
al., 2013; REFSTIE et al., 2006; VAN DEN INGH, 1996). Lilleeng et al. (2007) explicaram
que no intestino de salmdes, a intensa atividade proteolitica que acontece em resposta a
presenca de inibidores de tripsina na digesta, causou indesejavel protedlise dos tecidos
intestinais. Na parede do intestino de peixes também existem tripsinas. Quando o intestino €
danificado por fatores antinutricionais da soja, 0 aumento na atividade da tripsina no lumen
intestinal (mecanismo compensatdrio) pode ativar a atividade destas proteases nos tecidos,
causando sua degeneracdo e agravando o processo inflamatério (LILEENG et al., 2007
CHIKWATI et al., 2013). Este efeito pode justificar a alteracdo ocorrida na mucosa intestinal
dos pacus do nivel 100%, uma vez que, neste estudo, a atividade proteolitica analisada nos

segmentos proximais do intestino mostrou-se alta.

Em onivoros existem poucos estudos que relacionam a reducdo no crescimento a
ocorréncia de danos na microestrutura intestinal causados pelos antinutrientes da soja. E
possivel que a taxa de renovacdo do epitélio intestinal tenha relacdo com a intensidade da
resposta que cada espécie expressa. Carpas, por exemplo, sofrem alteracdes na mucosa
intestinal quando alimentadas com dietas a base de soja, no entanto, a espécie se adapta ao
alimento e os sintomas regridem rapidamente (CHIKWAT]I, 2013; URAN et al., 2009).

Muitos estudos atribuem a saponinas o desencadear do processo de alteracdo da
mucosa intestinal, porque aumentam a permeabilidade da parede intestinal (BAKKE et al.,
2014; KROGDAL et al., 2015; KNUDSEN et al., 2008), no entanto, dificilmente o processo
inflamatdrio é instalado pela presenca de um unico fator. A acdo de saponinas pode ser
potencializada por outros fatores como lectinas, que fragilizam as jungbes celulares;
danificam a borda em escova, interferindo na digestdo e absorcdo de nutrientes; alteram o
turnover dos enterocitos, induzindo proliferacéo celular intensa; perturbam o metabolismo de
proteinas, lipideos e carboidratos; estimulam aumento ou atrofia dos 6rgdos internos como o
figado, entre outros (CHIKIWATI, 2013).

A presenca da soja no alimento também promove modificagdo na microbiota intestinal
porque altera a composi¢ao do muco liberado pelas células caliciformes (BANSEMER et al.,
2015; GREEN et al, 2013; NAYAK, 2010; VAN DER MAREL et al., 2014),
consequentemente pode favorecer a instalacdo de bactérias indesejaveis. Em fungdo da
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fragilidade instalada na mucosa intestinal, estas bactérias podem sofrer translocagéo
invadindo o sistema e contribuindo para a evolugdo a um quadro patologico (RINGO et al.,
2010).

O efeito deletério do fator antinutricional depende da sua concentracdo no alimento e
da interacdo com outros fatores, mas é dificil estabelecer valores que caracterizem niveis altos
ou baixos, porque as espécies expressam diferentes graus de sensibilidade aos niveis de
antinutrientes (KROGDAMHL et al., 2015). Além disso, existem poucos estudos feitos com
dietas purificadas e que permitem estabelecer valores mais exatos. Saponinas, por exemplo,
quando em baixas concentracdes, parecem ter efeito positivo sobre o desempenho animal (GU
et al., 2014; FRANCIS et al., 2001). E possivel que oligossacarideos (estaquiose e rafinose)
também ndo causem reducdo no crescimento de carpas (Carassius auratus gibelio @ x
Cyprinus carpio &) e passem intactos através do trato gastrointestinal dos peixes (CAl et al.,
2012; DIMITROGLOU et al., 2010; NRC, 2011).

Na mucosa intestinal dos pacus, nenhuma das caracteristicas avaliadas pelo score
semi-qualitativo sofreu efeito do tratamento (p > 0.05). Vacuolos supranucleares nos
enterdcitos mostraram-se pouco desenvolvidos, indicando possivel reducdo nos processos
absortivos, sobretudo de lipideos (ESCAFFRE et al., 2007). Este resultado coincide com o
registrado na composi¢do de carcaca, cuja deposicdo de gordura diminuiu com o aumento nos
niveis de substituicdo de FP por CPS. A soja ndo tem colesterol (SINGH et al., 2008) e a
presenca de saponinas pode ter contribuido para diminuir a digestibilidade de lipideos, uma
vez que tém alta afinidade por moléculas de colesterol nas membranas celulares e por sais
biliares, impedindo a acdo das lipases sobre micelas de gordura (COUTO et al.,, 2014;
SORENSEN et al., 2011).

Muitos estudos relacionam o aumento no numero de ceélulas caliciformes com a
enterite (BANSEMER et al., 2015; OLSEN et al., 2007; SORENSEN et al., 2011). No
entanto, o numero de células caliciformes na mucosa intestinal de pacus néo sofreu o efeito da
substituicdo da FP pelo CPS (p=0,51), apesar do aumento registrado no nivel 100% CPS
(Tabela 13). Chikwati et al. (2013) relatou que em salmdes ndo acontece proliferacdo de
celulas caliciformes o que acontece, na verdade, € a perda de enterécitos em funcdo do

agravamento da inflamagé&o.
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Tabela 13 - Analises histologicas quantitativas e qualitativas da mucosa de pacus. Média
de doze peixes por tratamento e letras indicam diferencas entre niveis de
substitui¢do para cada varidvel (ANOVA, a = 0,05)

Niveis de substituicdo (%)

Medigdes (um) 0 20 40 60 80 100 EP P
Altura da dobra 13842 949 ™ 928"  1202* 889 868" 3591 <001
Espessura da dobra 79 75 117 59 81 103 9,24 0,5262
Sub mucosa 98 *® 78 85 ®° 71 e 95"  64° 286 0,0018
Muscular 2412 161° 158 ° 253%  205% 160" 8,01 10,0002
Score semi qualitativo

Dobras intestinais 2,50 3,50 3,25 2,50 275 325 0,16 0,3410
Vacuolos supranucleares 2,00 2,50 2,50 2,25 2,25 2,25 0,09 0,6093
Células caliciformes 2,75 3,00 3,25 2,25 2,00 3,00 0,19 0,3555
Infiltrac@o de leuctcitos 2,25 2,50 1,75 2,00 2,25 225 0,21 10,9331
Lamina propria 3,25 3,50 3,00 3,25 300 300 008 03313
Submucosa 3,50 3,25 2,75 2,75 225 275 014 011321
Média do score 2,71 3,04 2,75 2,54 242 275 0,08 03370
Quantidade de células 57,25 62,50 6025 4250 3250 52,00 498 05154
caliciformes

Na lamina propria e submucosa do intestino, foi registrada infiltracdo de leucdcitos
mononucleares e eosinéfilos granulociticos (Figura 15), normalmente relacionados a resposta
imunoldgica do organismo a algum dano no tecido ou processo inflamatério instalado
(KIRON, 2012; YAN; SHAFFER, 2009). No entanto, sua ocorréncia ndo foi relacionada aos
niveis de inclusdo de CPS na dieta (p > 0,05). Apesar da analise qualitativa da camada
muscular mostrar tendéncia a diminuicdo na espessura com 0s crescentes niveis de
substituicdo, as medicdes mostraram que, na verdade, a camada torna-se espessa no intervalo
entre os niveis 60 e 80 %, indicativo de maior motilidade e consequente aumento na
capacidade absortiva (UGOLEV; LAEY, 1973).
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Figura 15 - Leucdcito eosinofilo (seta) infil-
trado no epitélio da mucosa no
intestino anterior de pacu; H.E.;
barra = 10 um

4.3 Ensaio Il: Desempenho zootécnico de dourados alimentados com dietas contendo

niveis crescentes de concentrado proteico de soja em substitui¢do a farinha de peixe

Com excecdo do tratamento controle (0 % CPS), foram registradas casualidades em
todos os tratamentos partir do 42° dia. Nos niveis de substituicdo 20 e 40 %, a sobrevivéncia
foi de 99,33 %, mas nos niveis 60, 80 e 100 % o percentual foi de 90,0, 91,67 e 53,33 %
respectivamente. Tal fato reflete a baixa tolerancia de dourados a altos niveis de inclusdo das
fontes vegetais utilizadas nas dietas. Apesar de ndo ter sido detectada diferenca entre niveis de
substituicdo na taxa de alimentacdo dos dourados (p = 0,4204), houve visivel tendéncia a
aumento no consumo nos niveis de inclusdo de 60 a 100 % CPS, indicando que a pior
qualidade nutricional destas dietas (em comparacdo com o controle), estimulou aumento de
consumo para atender as exigéncias nutricionais da espécie (Figura 16).
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Figura 16 - Taxa de alimentacdo de dourados (% da biomassa) por niveis de substituicdo

A conversdo alimentar aparente do dourado piorou com aumento dos niveis de
inclusdo de CPS, principalmente no nivel 100 % de substituicdo (Tabela 16). A piora nos
valores de conversdo pode indicar que a proteina dietética estava sendo utilizada como fonte
de energia, considerando que a deposicdo de proteina na carcaca diminuiu no nivel 100 %
CPS. Peixes carnivoros em geral sdo pouco eficientes no aproveitamento de carboidratos das
fontes vegetais e ndo apresentam a plasticidade fenotipica comum a peixes onivoros como o
pacu, gque habilidosamente digerem/absorvem carboidratos e os utilizam como fontes de
energia, poupando as proteinas. A taxa de eficiéncia proteica (TEP) foi afetada pelos niveis de
substituicdo (p = 0,0003), sendo que a partir do nivel 60 % CPS, a proteina dietética ndo foi
bem aproveitada pela espécie, provavelmente em funcdo da maior concentracdo de fatores
antinutricionais contidos principalmente no farelo de soja, cujos niveis de inclusdo nas dietas

foram crescentes, e da baixa toleréncia dos dourados aos seus efeitos.

A eficiéncia de retencéo proteica do dourado reforgou o registrado em relacdo a TEP,
evidenciando que, acima do nivel de inclusdo de 60 % CPS, menos de 26 % da proteina
dietética foi convertida em crescimento (Tabela 14). De modo geral, a retencdo proteica do
dourado foi baixa, mesmo no tratamento controle onde a retencdo foi de apenas 33 %. Este
efeito esta relacionado a formulagéo das dietas experimentais que tinham por base proteica o

FS, cujos fatores antinutricionais tornaram a proteina dietética pouco disponivel para um
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carnivoro. A substituicdo da FP pelo CPS potencializou o efeito destes fatores prejudicando o

crescimento dos dourados.

Tabela 14 - Varidveis de desempenho zootécnico do dourado por nivel de
substituicdo. Média de quatro peixes por unidade experimental (n = 4) e
respectivo erro padrdo. Letras superscritas indicam diferencas entre 0s
niveis de substituicdo (ANOVA, a = 0,05)

Niveis de substituigdo (%)

Variavel 0 20 40 60 80 100 p
ap 55,15% 52,952 49,17 %® 35,89 26,27 “ 11,92¢ <001
(2,45) (4,83) (2,42) (4,85) (2,17) (2,11) ’
2,452 2,42° 2,35% 2,02 1,77°¢ 1,33¢
TCE 003  (0.08) (0,05) (0,15) (0,07) o7 <00
1,182 1,212 1,242 1,572 1,68%® 2,70°
CAA (0,08)  (0,02) (0,02) (0.27) 012 (56 20020
1,87 1,78 1,75 1,57 1,39 1,19
TEP 013) (003  (0.02) 022 (009 (034 207
33,39°  30,52® 30,10% 25,51 ¢ 23,115 17,32°¢
ERP 228)  (1.24) (0.57) (3,34) (1.82) (169) 00007
1,82 1,81 1,79 1,79 1,77 2.10
RHS (0.04)  (0,03) (0.02) (0.07) (0.07) ©O21) 0141

Sobrevivéncia

(%) 100° 99,33% 99,33% 90% 91,67% 53,33°  0,0237

GP (ganho de peso, g); TCE (taxa de crescimento especifico, % dia™); CAA (conversdo alimentar
aparente); TEP (taxa de eficiéncia proteica, %); ERP (eficiéncia de retencdo proteica, %); RHS
(relacdo hepatossomatica, %)

Tendo como referéncia o ganho de peso (GP) de dourados do tratamento 0% CPS,
houve reducdo de 21,63 % nesta variavel quando a substituicdo da farinha de peixe pelo
concentrado de soja foi total. Alguns peixes carnivoros sdo muito sensiveis a soja, € a
inclusdo de 10% de farelo nas racdes ja é suficiente para promover reducdo no crescimento

(URAN et al., 2009).

Efeitos dos niveis de substituicdo sobre a varidvel GP foram avaliados através do
ajuste dos dados aos modelos de regressdo quadratica e regressdo segmentada conforme
adaptacdes descritas em Baker et al. (2002). Os coeficientes de determinacdo estimados
indicaram que mais de 90 % da variacdo de GP dos dourados foi explicada pelos modelos
(Tabela 15). A primeira intersec¢do do platd da curva de regressdo segmentada com a curva

quadratica foi considerada como nivel maximo recomendado para garantir o ganho de peso
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(20 %), sendo que o ponto de quebra do broken-line estimou o nivel maximo de 37,20 %.
Considerando que ndo houve diferenca na eficiéncia de retencdo de proteina entre os dois
primeiros niveis de substituicdo (20 e 40 %) e que a maior retencdo foi registrada no
tratamento controle (0 %), optou-se por considerar até o nivel de 37 % como o ideal para

garantir o ganho de peso para dourados (Figura 17).

Tabela 15 - Equacdes referentes aos dados de ganho de peso (GP) de dourados ajustados aos

modelos de regressao quadratico e regressdo segmentada

Variavel Modelo Equacio RZ p
GP Quadrdtico GP = 55.74316 - 0.06432 X - 0.00340 X'? 0.99 <0.01
Regressédo X < 30.90; GP = 55.1517 -0.08882X 094 <001
segmentada X > 30.90; GP = 52.4071 - 0.4554 (X — 30.90) ' '
- 35
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Figura 17— Ganho de peso (GP) de dourados estimados pelos modelos quadratico (yq) e
regressdo segmentada (ybl). Setas indicam primeira intersec¢do (20% CPS) e
ponto de quebra (37,2% CPS). Circulo (o) representa o equivalente ao ponto de
guebra do broken na curva quadratica (23 %). No eixo secundario é visualizada
a eficiéncia de retencéo proteica de dourados por nivel de substituicdo estimada
pela equacéo [ERP = 32,9870 — 0,0542X — 0,00098X°] (R? = 0,98)
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A reducdo no crescimento dos dourados registrada neste ensaio é resposta comum em
carnivoros quando submetidos a dietas com incluses de fontes vegetais (BOWYER et al.,
2013; MEDALE et al., 1998; REFSTIE et al., 2006; VAN DEN INGH et al., 1996), embora
os efeitos adversos variem conforme a resisténcia especifica de cada espécie aos niveis de
inclusdo e ao tempo de exposicdo (KROGDAHL et al., 2010). Para Seriola lalandi, por
exemplo, ndo é recomendado o uso de ingredientes derivados da soja principalmente no
inverno (BANSEMER et al., 2015). Dietas contendo soja induzem reducdo na espessura da
camada de muco que protege o intestino, alteram a microbiota do limen intestinal, interferem
na homeostase do sistema imune e, consequentemente, proporcionam a instalacao de bactérias
indesejaveis. Todos estes eventos se agravam quando o animal é submetido a uma situacdo de
estresse, COMO a exposicao a baixas temperaturas caracteristicas do inverno, que aumentam a
susceptibilidade do organismo ao desenvolvimento de enterites ou evolucdo para outros
quadros patolégicos como bacterioses, tdo frequentes em sistemas de criacdo (BANSEMER et
al., 2015; ESCAFFRE et al., 2007; URAN et al., 2009).

Em ragBes para onivoros, de modo geral, € possivel substituir mais de 60% da farinha
de peixe por farelo de soja (GATLIN Il et al., 2007); para carnivoros, esta propor¢ado cai para
valores inferiores a 50 %. Em substituicGes totais para carnivoros, mesmo sendo por
derivados refinados como CPS registra-se, na maioria das vezes, declinio do crescimento,
mesmo havendo suplementacdo com aminoacidos (MEDALE et al., 1996; MURASHITA et
al., 2013; SALZE et al., 2010; VAN DEN INGH et al., 1996). E provavel que, nestes casos, 0
crescimento do carnivoro esteja refletindo a deplecdo de algum nutriente proprio da farinha de

peixe, e que esta ausente em seu substituto.

N&do foram registrados efeitos dos tratamentos sobre a relacdo hepatossomatica de
dourados (p = 0,87), embora peixes submetidos ao nivel 100 % apresentassem maior RHS.
Este efeito tambem pode ter sido consequéncia da alta mortalidade que acometeu 0s peixes
deste tratamento. A diminuicdo da densidade de peixes nas caixas proporcionou crescimento
desigual em comparacdo com caixas de maior densidade, o que refletiu de forma significativa
no nivel 100%. A deposicdo de proteina na carcaca, por outro lado, sofreu efeito do
tratamento (p = 0,0216), diminuindo com o aumento nos niveis de substituicdo da FP por
CPS. Em peixes, a deposicdo de gordura corporal esta relacionada a disponibilidade da
proteina consumida (DUMAS et al., 2007). A deposicao de proteina na carcaca de dourados
reforcou o fato de que o tratamento afetou o crescimento e que o pior efeito foi registrado

quando a substituicdo foi total. No entanto, considerando a deposicao crescente de farelo de
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soja nas dietas, é possivel que este resultado esteja mais relacionado a este ingrediente que ao
CPS.

A deposicdo de gordura sofreu redugdo numérica absoluta no nivel 100%, indicativo
da menor disponibilidade dos lipideos dietéticos a medida que as substituicGes aumentaram.
Como foi utilizado 6leo de soja na composicdo das dietas e considerando que a farinha de
peixe também ¢é fonte de gordura, a medida que este ingrediente foi sendo substituido pelo
CPS, o aproveitamento da gordura diminuiu (Tabela 16).

Tabela 16 - Composicdo de carcaca dourado. Média de trés peixes por unidade
experimental (doze peixes por nivel de substituicdo); letras indicam

diferencas entre niveis de substituicdo (ANOVA, o = 0,05)

Niveis de substitui¢do (%)

Nutriente Inicial 0 20 40 60 80 100 EP p
MS 23,24 33,13 33,86 34,40 32,26 32,74 30,78 0,38 0,1219
PB 16,43%  17,72* 17,20® 17,25® 17,03* 17,16% 1571° 0,17 0,0216
EE 2,39 11,79 10,79 13,89 11,51 11,87 10,42 0,46 0,3609
MM 3,95 3,23 4,04 3,51 3,82 3,71 2,30 0,23 0,4413

4.3.1 Respostas fisioldgicas do dourado

Foram mensuradas as atividades de enzimas digestivas (protease inespecifica, lipase
inespecifica e a-amilase) em dois segmentos do trato de dourados (cecos pildricos e intestino
anterior), uma vez que os fatores antinutricionais da soja (principalmente inibidores de
proteases) tém acdo regulatéria sobre a producdo e atividade de enzimas pancreéticas.
Também foi feita a anélise da microestrutura da mucosa do intestino anterior, considerando a
possibilidade da soja desencadear altera¢cdes na mucosa intestinal que pudessem prejudicar 0s

processos digestivos e consequentemente, 0 crescimento.

4.3.1.1 Atividade de enzimas digestivas

O perfil enziméatico dos dourados caracterizou-se por intensa atividade proteolica e
amilolitica nos cecos piléricos, o que pode estar relacionado a maior area de superficie da
mucosa caracteristica deste segmento, somada a maior disponibilidade destes nutrientes. A

hidrolise da gordura, no entanto, foi maior no intestino anterior (Figura 18).
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Ndo houve efeito dos niveis de substituicdo sobre as atividades de protease
(p =0,7261), lipase (p = 0,8315) e amilase nos cecos pildricos de dourado (p = 0,6604)
(Tabela 17). A elevada atividade da protease nos cecos, em todos os niveis de substituicéo,
pode ser consequéncia de maior deposicao de tecido pancreatico no mesentério que envolve
este segmento. Além disso, é importante considerar que os fatores antinutricionais da soja
(principalmente inibidores de tripsina) tém um efeito regulador sobre o pancreas,
estimulando-o a produzir maior quantidade de enzimas (GATLIN Il et al.,, 2007;
KROGDAHL et al., 2010; LILLEENG et al., 2007) de modo a compensar a reducao / inibicéo
na atividade enzimatica por fatores antinutricionais relatada em estudos de avaliacdo da soja
na alimentagéo de peixes (CHIKIWATI et al., 2013a; GU et al., 2014).

Apesar da diferenca na atividade observada entre segmentos, ndo houve efeito das
dietas na atividade da protease e da amilase nos cecos piléricos. O efeito sé foi observado na
atividade da amilase do intestino anterior, que aparentemente respondeu ao teor de
carboidratos (ENN, %) estimado para as dietas experimentais (Tabela 6).

No entanto, houve maior atividade lipolitica no intestino anterior de dourados
submetidos aos trés primeiros niveis de substituicdo. A maior atividade foi observada em
niveis onde (comparativamente) houve menor inclusdo de farelo de soja e maior inclusdo de
farinha de peixe, caracteristicas importantes e que influenciaram na disponibilidade das fontes
de lipideos que compunham as dietas.

100
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Figura 18 —Atividade relativa da protease inespecifica (A), lipase inespecifica (B) e amilase
(C) por segmento do trato gastrointestinal de dourado. Letras indicam diferenca
estatistica da atividade entre segmentos (Teste t, oo = 0,05)
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Tabela 17 — Atividade enzimética nos cecos piléricos (CP), intestino anterior (I1A) e
total dos dois segmentos (T) de dourados por nivel de substituicdo. Média
de trés peixes por unidade experimental (doze peixes por nivel de
substituicdo) e erro padrdo. Letras indicam diferencas entre niveis
(ANOVA, o =0,05)

Niveis de substituicao (%)

0 20 40 60 80 100 Total p
Protease (U mg™ de proteina)
0,19 0,19 0,19 0,17 0,18 0,19 0,19
CP 0o1) (o1 (002 (001 (002) (002) (001 %7261
IA 0,09 0,08 0,08 0,10 0,06 0,08 0,08 11114
(0,01) (0,01) (0,01)  (0,01) (0,01)  (0,02) (0,01)
- 0,33 0,27 0,28 0,28 0,23 0,25 027 45133
(0,03) (0,02) (0,02)  (0,01) (0,04)  (0,04) (0,01)
Lipase (U mg™ de proteina)
cp 4245 33,27 37,18 36,41 37,28 41,45 3803 garc
(3,98) (6,79) (6,000 (562) (357)  (6,09) (2,13)
A 5936 a 79,44%  8791%* 3950° 37,25° 3575° 5823 0.0000
(8,07) (9,23) (6,43)  (552) (557)  (7,56) (389
T+ 12041 12261% 13337° 7261%* 69,96° 7946% 103,17 0.0003
(4,43) (1539)  (12,58) (8,83) (8,31) (14,68) (6,25)
Amilase (U mg™ de proteina)
cp 24539 228,97 26304 24590 21536 22631 23844 ..o,
(19,79) (13,50)  (26,31) (23,72) (21,67) (1568) (8,57)
A 7826 ac  8p25%°  §349%° 117,75° 58,61° 104,04 82,02 0.0281
(10,30) (13,37) (8,81)  (20,22) (11,18) (17,83) (5.84)
- 304,01 338,17 31745 37494 27517 30805 31504 ...

(4394)  (23,04)  (20,90) (66,03) (43,57) (29,23) (15,38)

Analisando a atividade total (cecos + intestino anterior) da protease inespecifica, foi
perceptivel que quando o dourado foi submetido a dietas em cuja composi¢do havia maior
guantidade de FP e menor de FS, a atividade proteolitica foi maior, com excec¢do no nivel 100
%, denotando que a substituicdo total da FP tem efeito deletério e tornam a proteina menos

disponivel para esta espécie (Figura 19).

A elevacdo na atividade proteolitica dos peixes alimentados com a dieta contendo
100 % CPS pode ser consequéncia da menor inclusdo de FS na dieta formulada para o
tratamento 100%, uma vez que ela quebra a sequéncia de inclusbes crescentes deste
ingrediente observada ao longo dos tratamentos. No entanto, também pode ser consequéncia
da atividade simultanea de tripsinas ndo pancreaticas que naturalmente ocorrem em tecidos
inflamados (LILEENG et al., 2007). Considerando-se que a mucosa intestinal de dourados
alimentados com dietas contendo 100% CPS apresentou sinais caracteristicos de enterite, este

efeito também poderia estar relacionado.
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A atividade da lipase mostra que a digestdo da gordura foi em grande parte deslocada
para o intestino anterior, indicando a menor disponibilidade deste nutriente. A possivel acéo
de inibidores de lipase pode ter prejudicado a digestdo da gordura. Murashita et al. (2013)
relacionam a diminuicdo na producdo de bile ao uso de dietas a base de soja, 0 que poderia
interferir na digestdo da gordura e reduzir o nivel de colesterol no plasma. O colesterol, por
sua vez, tem funcdo importante na digestibilidade de lipideos. Sdo metabolizados no figado
em sais biliares, que ativam lipases e emulsificam a gordura formando micelas (TOCHER,
2003). Em geral, a digestibilidade da gordura é menor quanto maior for o uso de fontes
vegetais e isso se deve a presenca de saponinas, fibras, fitosterdis e fitoestrégenos
(KROGDAHL et al., 2010).

A hidroélise de carboidratos foi mais intensa nos cecos piléricos, provavelmente pela
maior deposicdo de tecido pancreatico nos tecidos que envolvem este segmento. A atividade
total mostrou tendéncia a reducdo da atividade nos niveis mais altos de substituicdo,

denotando a menor disponibilidade deste nutriente para a espécie.
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Figura 19 - Atividade da protease inespecifica, lipase inespecifica e amilase por nivel de substituicdo nos cecos piléricos, intestino anterior do
dourado e o total da atividade nas duas estruturas. Barras indicam intervalo de confianca de 0,95
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4.3.1.2 Histologia do intestino anterior de dourado

As medidas tomadas na parede do intestino anterior — altura e espessura da dobra,
espessura da submucosa e espessura da muscular — possibilitaram mensurar o efeito da
substituicdo da farinha de peixe pelo CPS na estrutura deste segmento. As dobras do intestino
anterior do dourado sdo simples, desprovidas de ramificacOes, e apresentaram discreto
espessamento da lamina propria quando a dieta continha 100 % CPS, mas as diferencas

foram, no entanto, ndo significativas (p = 0,3366).

A altura das dobras intestinais diminuiu com o0s crescentes niveis de substitui¢do
(p = 0,0133), ficando mais curtas nos peixes alimentados com dietas contendo 100% CPS. Em
geral, fatores antinutricionais da soja aumentam o “turnover” de enterdcitos nas dobras
intestinais. Como consequéncia, a mucosa passa a ser formada predominantemente por células

imaturas, menos eficientes nos processos digestivos e absortivos (CHIKIWATI et al., 2013).

A incluséo de CPS nas dietas ndo causou alteracdes na submucosa (p = 0,8961) ou na
camada muscular (p = 0,1230), apesar da tendéncia a leve espessamento registrada. Em geral,
altos niveis de inclusdo de soja nas dietas para peixes carnivoros causam graves alteraces na
morfologia da mucosa (VAN DEN INGH et al., 1991; URAN et al., 2009; OSTASZEWSKA
et al., 2005; VAN DER MAREL et al., 2014). A caracterizacdo qualitativa através do score
permitiu observar as alteracfes teciduais, visiveis principalmente no nivel 100%, no entanto
ndo houve efeito do tratamento sobre as caracteristicas analisadas (p =0,9252). A
caracteristica mais evidente foi o rompimento do epitélio no apice das dobras intestinais,
indicando que a lamina prépria foi fragilizada, o que provavelmente expés o sistema a

antigenos presentes no lumen intestinal e que em condi¢fes normais, nao sao absorvidos.

Nas laterais das dobras foi registrada intensa proliferacdo celular e espessamento da
submucosa, 0 que contribuiu para seu encurtamento (Figura 20). A redugdo de &rea do
intestino pode ser interpretada como um mecanismo para conservacdo de energia quando o
alimento néo supre suas necessidades nutricionais, ou como estratégia para evitar a absorcao
de substancias que teriam propriedades deletérias (GERMAN et al., 2010; REFSTIE et al.,
2010).
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Figura 20 — Dobras intestinais de dourados submetidos aos niveis 0% (a) e 100% (b); H.E.;
barra = 100 pum

No epitélio, os enterdcitos apresentaram pequenos a medios vacuolos supranucleares,
distribuidos no &pice das células, indicativos de baixa atividade absortiva. No entanto, néo
houve diferenca na quantidade ou tamanho destes vacuolos entre os diferentes tratamentos
que permitisse relaciona-los a efeitos no crescimento (Tabela 18). A frequéncia de ocorréncia
das células caliciformes ndo diferiu entre os tratamentos, mas tendeu a diminuir ao longo dos
niveis 0 a 80 %. Nos peixes alimentados com a dieta 100 % CPS as células caliciformes se
mostraram mais agrupadas, o0 que pode ser interpretado como efeito da intensa proliferacéo
celular e apoptose de enterdcitos que ocorreu nas dobras intestinais. Como células
caliciformes tém ciclo mais longo que enterocitos, sua renovagéo e relativamente mais lenta,
dando a falsa impressdo de que também estdo sofrendo intensa proliferacdo (CHIKIWATI et
al., 2013).

Eventualmente foram observados eosindéfilos distribuidos na submucosa e infiltrados
na lamina prépria (Figura 21). A alta incidéncia destes leucdcitos sinaliza a ocorréncia de
processos alérgicos ou parasitoses, no entanto, sua presenca no intestino foi considerada
normal, uma vez que o intestino exerce importante funcdo imunoldgica (GOMEZ et al., 2013;
ROTHENBERG et al., 2001) e também a ndo existéncia de um padrdo histopatoldgico para o
diagnostico de processos inflamatdrios no trato gastrointestinal de peixes, como ja existente
para mamiferos (DAY et al., 2008).

Todas as alteracBGes registradas prejudicam processos de digestdo e absorcdo de
nutrientes. E provavel que a combinacio de efeitos de fatores antinutricionais tenha
ocasionado a fragmentacdo da mucosa de dourados. Consequentemente, os animais ficaram
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fragilizados e susceptiveis a doencas, uma vez que o rompimento da barreira intestinal

viabiliza o acesso de bactérias potencialmente patogénicas (REFSTIE et al., 2006, URAN et
al., 2009). A sobrevivéncia foi bastante reduzida no tratamento 100% CPS (Tabela 19),

provavel consequéncia das alteracGes registradas no intestino.

Figura 21 - Epitélio da mucosa intestinal de dourado com
infiltracbes de leucdcitos eosinofilos (setas);

H.E

.; barra =100 pm

Tabela 18 - Avaliacdo quantitativa e qualitativa da mucosa intestinal de dourados por niveis

de substituicdo. Média de 12 peixes por tratamento e letras indicam diferencas

entre niveis de substituicdo para cada varidvel (ANOVA, o = 0,05)

Niveis de substituicdo (%)

Medicdes (um) 0 20 40 60 80 100 EP p
Altura da dobra 678° 645 569%  589*  563*  530° 13,17  0,0133
Espessura da dobra 73 55 82 50 48 69 4,95 0,3366
Sub mucosa 20 24 25 25 27 23 0,64 0,8961
Muscular 126 155 144 148 142 123 3,72 0,1230
Score semi qualitativo

Dobras intestinais 1,50 2,50 2,00 1,50 1,75 2,50 0,15 0,1784
Vacuolos supranucleares 2,75 2,75 3,00 3,00 2,75 3,00 0,06 0,7006
Células caliciformes 2,50 2,25 1,50 1,75 1,50 2,25 0,15 0,2568
Infiltrac@o de leuctcitos 1,25 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,4457
Lamina prépria 1,75 2,50 2,00 1,75 2,00 2,25 0,11 0,3611
Submucosa 1,00 1,00 1,25 1,25 1,00 1,25 0,07 0,7006
Média do score 1,79 2,00 1,79 1,71 1,67 2,04 0,11 0,9252
Quantidade de células 3300 2850 2225 2225 2350 3850 2,94 0,513

caliciformes
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4.4 Consideragdes sobre o uso do concentrado proteico de soja em racles para pacus e
dourados

O concentrado proteico de soja € uma fonte de proteina vegetal que agrega
caracteristicas nutricionais desejaveis a formulacdo de racdes de alta qualidade: tem alto teor
proteico, perfil de aminoacidos semelhante ao de fontes animais e baixa concentragdo de
fatores antinutricionais. Estas caracteristicas contribuiram para os altos coeficientes de
digestibilidade aparente da proteina e da energia estimados para os dois modelos utilizados

neste estudo, que embora tenham habitos alimentares diferentes, pertencem a mesma familia.

Em formulacdes de dietas comerciais, de modo geral, a farinha de peixe (residuo) é
incluida nos niveis de 0 — 20 % para peixes onivoros e de 3 — 25 % para carnivoros
(PASTORE et al., 2013). Neste estudo, optou-se por avaliar a substituicdo de 20 % de farinha
de residuo de salmdo por CPS em dietas para as duas espécies. Nas dietas experimentais
formuladas, foi utilizado apenas o farelo de soja e a farinha de peixe como base proteica para
diminuir a interferéncia de fatores antinutricionais que normalmente estdo presentes nas

fontes vegetais.

Com base nas curvas de ganho de peso dos peixes submetidos aos diferentes
tratamentos, infere-se que o CPS pode substituir até 78 % da farinha de peixe nas dietas para
0 pacu e até 37 % nas dietas para dourado. Acima destes niveis houve reducdo no
crescimento, causado pela presenca de fatores antinutricionais que prejudicaram a
disponibilidade da proteina dietética e promoveram alteragBes na mucosa intestinal
interferindo em sua homeostase. Como a proteina da soja € deficiente em metionina e grande
parte da lisina torna-se indisponivel quando exposta a altas temperaturas (reacdo de Maillard),
a suplementacdo com aminodcidos ou mesmo a mistura com fontes animais (néo
necessariamente a farinha de peixe) ou com outras fontes vegetais sdo estratégias que podem
corrigir esta deficiéncia de forma eficiente, e até mesmo contribuir para melhorar a
palatabilidade da dieta (NRC, 2011).

Mesmo concentrados proteicos que tém baixo teor destes fatores, podem causar este
efeito, principalmente em peixes carnivoros (VAN DEN INGH et al., 1991). Em salmonideos,
a reducdo no crescimento ocorre principalmente devido ao impacto que as fontes vegetais
causam na integridade da mucosa intestinal (ESPE et al., 2006). A inativacdo completa destes

fatores exigiria um intenso processamento que poderia prejudicar a qualidade da proteina
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(FRIEDMAN; BRANDON 2001). Desta forma, é importante avaliar niveis de incluséo
adequados as espécies de interesse, uma vez que 0 grau de resisténcia aos fatores
antinutricionais da soja é espécie-especifico. Peixes carnivoros sdo mais sensiveis que
onivoros e normalmente desenvolvem enterite no intestino distal, onde a taxa de renovacéo
celular é mais baixa que nos demais segmentos, permitindo que o tecido danificado por
fatores antinutricionais da soja permaneca exposto por maior tempo. Mesmo assim, alteragdes
na mucosa também podem ocorrer em outros segmentos do intestino. Salmdes e trutas, por
exemplo, sdo modelos muito utilizados em estudos de substituicdo da farinha de peixe por
fontes vegetais, capazes de expressar estes efeitos mesmo com niveis de inclusdo

considerados baixos (10% da dieta).

Pacus e dourados sofreram reducdo na altura das dobras intestinais a medida que os
niveis de substituicdo foram aumentando, sobretudo quando alimentados com a dieta 100 %
CPS: além da consequente reducdo na area de superficie da mucosa, também foi registrada
fragmentacdo do epitélio que reveste o apice das dobras intestinais. Esta fragmentacdo pode
estar relacionada a um aumento na apoptose de enterdcitos e a acao de proteases (tripsina ndo
pancredtica) da parede intestinal, que sdo ativadas pelas proteases pancreaticas quando a
mucosa intestinal esta danificada (CHIKWATI et al., 2013; LILLEENG et al., 2007). Apesar
de visivel, ndo foi possivel mensurar esta alteracdo através do score qualitativo utilizado, em
fungéo da grande variacdo registrada nos diferentes tratamentos. De todos os segmentos do
intestino, o anterior é aquele que apresenta mais alta taxa de renovacdo celular, o que pode ter
contribuido para a grande variacao registrada, sendo importante, em estudos posteriores,
também analisar o segmento distal, onde provavelmente as alteracGes serdo mais constantes.
E possivel que as alteragdes na estrutura da mucosa intestinal das duas espécies tenham sido
causadas pela acdo combinada de mais de um fator antinutricional, presentes nos derivados de
soja utilizados nas formulagOes, principalmente inibidores de proteases (tripsina, lipase e

amilase) que estdo mais concentrados no CPS.

Pacus apresentaram maior atividade da lipase inespecifica e amilase; enquanto
dourados apresentaram maior atividade da protease inespecifica (Figura 22). Ao longo de sua
historia evolutiva, carnivoros desenvolveram a habilidade de produzir enzimas enddgenas que
Ihes permitiram digerir com eficiéncia fontes proteicas animais (base de sua alimentagédo
natural) e perderam a capacidade de regulacdo fenotipica que lhes permitiria ativar maior
namero de transportadores de glucose; consequentemente, tém pouca habilidade em digerir /
absorver carboidratos (KARASQV et al., 2011; KARASOV; DIAMOND, 1988).
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Figura 22 - Atividade enzimatica relativa de protease inespecifica, lipase

inespecifica e amilase nos dois segmentos do trato gastrointestinal

(cecos piléricos + intestino anterior) de pacus e dourados. Letras

representam diferenca estatistica entre espécies (Teste t, o = 0,05)

Peixes onivoros, por sua vez, aproveitam carboidratos e gorduras como fonte de
energia, poupando a proteina, cuja utilizacdo é priorizada ao crescimento. Isso ficou evidente

no perfil enzimatico do pacu que, contrariamente ao dourado, consegue modular a atividade
de suas enzimas enddgenas a dieta.

Apesar da diferenca numérica registrada entre a atividade da protease inespecifica de
pacus e dourados, ndo foram detectadas diferencas significativas e isto denota o fato de que,
independente de habito alimentar, a proteina constitui um nutriente fundamental para qualquer

organismo (KARASOV et al., 2011). No entanto, pacus conseguiram utilizar a proteina de

forma mais eficiente, mesmo quando as inclusdes de CPS foram mais altas.
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5 CONCLUSOES

Pacus mostraram ter maior plasticidade para digerir e absorver 0s nutrientes
disponiveis no concentrado proteico de soja, que pdde substituir até 78 % da farinha de peixe
nas dietas experimentais sem prejudicar o ganho de peso da espécie. Dourados néo
conseguiram hidrolisar os nutrientes da digesta com tanta eficiéncia quanto o pacu, sendo
possivel substituir até 37 % da farinha de peixe nas dietas. Inclusdes superiores a estes niveis
ocasionaram reducdo de crescimento para as duas espécies. Pacus e dourados apresentaram
alteracfes na mucosa intestinal quando a substituicdo foi total (nivel 100%), sofrendo reducéo
na altura das dobras intestinais, o que pode ter prejudicado a digestdo / absor¢do dos
nutrientes e refletido em menor crescimento. Estas alteracdes podem ter sido efeito da acdo
conjunta de mais de um fator antinutricional (principalmente os de natureza proteica),
potencializados pela auséncia da farinha de peixe nas dietas. Com base nos resultados obtidos,
é recomendada a substituicdo apenas parcial da farinha de peixe pelo CPS tanto em dietas

para pacus quanto para dourados.
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