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RESUMO

Em virtude do exponencial crescimento dos cultivos comerciais do beijupira, Rachycentron
canadum, em paises da Asia, tais como China e Taiwan, com perspectivas promissoras
também para o Brasil, fazem-se necessarias pesquisas que visem fornecer bases tecnoldgicas
para a sustentabilidade da atividade no Nordeste brasileiro, como o desenvolvimento de
formulacBes de racdes eficientes. O presente estudo objetivou analisar a sanidade desses
organismos submetidos a condicdo experimental, com a finalidade de observar niveis
aceitaveis de farelo de soja em dietas balanceadas para essa espécie. Foram testadas cinco
dietas experimentais formuladas para conter 48% de Proteina Bruta (PB) e 12% de Extrato
Etéreo (EE). As cinco dietas variaram no percentual de substitui¢cdo de farinha de peixe por
farelo de soja, a partir da dieta base, em quatro niveis: 12% (CB12); 25% (CB25); 37%
(CB37) e 50% (CB50). Avaliou-se também uma dieta comercial para peixes marinhos
contendo 40% PB e 8% EE. As dietas foram ofertadas durante 56 dias. Na despesca foram
amostrados cinco individuos de cada tratamento, os quais foram analisados quanto a
integridade das estruturas externas; analise a fresco do muco e branquias; coleta de sangue e
de tecidos para analises em laboratorio. Na analise a fresco foram observados protozoéarios do
género Epystilis e nematoides. Os resultados hematoldgicos indicaram que elevadas inclusées
de farelo de soja afetam o padrdo dos leucécitos do beijupird, elevando a contagem de
neutréfilos e diminuindo a de linfdcitos nas dietas CB37 e CB50. A histologia revelou maior
infiltracdo de leucdcitos na lamina prépria do intestino distal na dieta CB37, bem como uma
diminuicdo das vacuolizag¢des supranucleares do tratamento CB50. Os resultados sugerem que
nas condicdes avaliadas, até 25% de substituicdo da farinha de peixe pelo farelo de soja ndo
impactam significativamente na sanidade do beijupira, embora se tenha observado inicio de
lesbes neste tratamento, que se agravaram nas demais substituicbes. A racdo comercial

impactou de forma semelhante as piores dietas para 0s organismos.

Palavras-chave: 1. Peixe — Alimentacéo e ragdes. 2. Peixe — Doencas. 3. Peixe — Histologia.



ABSTRACT

Since the exponential growth on commercial culture of cobia, Rachycentron canadum, in
Asian countries like China and Taiwan with good perspectives to Brazil, new insights of
research such as the development of efficient feed formulations, have been needed to provide
technological bases and sustainability of this sector on Brazilian Northeast. The present study
aimed to analyze cobia’s health under experimental condition and acceptable levels of
soybean meal in balanced diets by this species. It was tested five experimental diets
formulated to contain 48% of Crude Protein (CP) and 12% of Crude Fat (CF). It was changed
the percentage content of fishmeal replacement by soybean meal, from basal diet, at four
levels: 12% (CB12); 25% (CB25); 37% (CB37) e 50% (CB50). It was also evaluated a
commercial feed to marine fishes with 40% PB e 8% EE. The diets were offered for a 56-days
period. On the harvest, five fish were sampled from which treatment and observed for
external structures integrity; mucus was analyzed in a wet mount; the blood and tissues
collection to laboratorial assessment. It was observed Epystilis protozoan and nematodes in
wet mount. Hematological results have showed that the higher inclusion levels of soybean
meal level did affect the normal total counting numbers of leucocytes of cobia, increasing
neutrophils and decreasing total counting numbers of lymphocytes CB37 and CB50 diets. The
histology showed that most of leucocytes were migrating in distal intestine of lamina propria,
diet CB37, as well as decreasing of supranuclear vacuolization in diet CB50. The results
suggest that up to 25% crude protein in form of soybean meal has not had a significant impact

in cobia’s health. The commercial marine fish feed impacted similarly to worst diets.

Keywords: 1. Fish — Food and feeds. 2. Fish — Diseases. 3. Fish — Histology.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura, segundo dados da FAO (2012), tem se desenvolvido a elevadas
taxas anuais nas ultimas trés décadas, atingindo em 2010 uma producdo de 59,9 milhdes de
toneladas, valor doze vezes superior a produgdo do inicio da década de 1980. Atualmente, a
aquicultura contribui com 47% do pescado destinado ao consumo humano no mundo,
apresentando uma producéo estimada em 119,4 bilhdes de ddlares.

Ainda de acordo com os mais recentes dados da FAO, a América Latina, que na
década de 1980 contribuia com 0,50% da producdo aquicola mundial (24.590 toneladas), hoje
produz aproximadamente 1,88 milhdo de toneladas que representam, no entanto, modestos
3,10% da produc¢do mundial.

No Brasil, a producéo aquicola somou para o ano de 2010, 479.398,6 toneladas;
deste total 82,3% sdo advindas da aquicultura continental, representada majoritariamente pela
piscicultura (Ministério da Pesca e Aquicultura, 2012). Das 85.058,6 toneladas produzidas
pela maricultura brasileira, quase 70 mil (80% da maricultura brasileira) sdo atribuidas a
carcinicultura, que tem na Regido Nordeste seus maiores produtores, mais especificamente os
Estados do Rio Grande do Norte e Ceara. Estes dados mostram que a maricultura brasileira
ainda contribui pouco com a produgdo mundial.

Embora tenha experimentado um consideravel crescimento desde a década de
1980 até 2003, a carcinicultura sofreu gradativas quedas de resultados zootécnicos e, na
sequéncia, surtos de enfermidades virais, que ocasionaram prejuizos significantes a atividade,
a qual ainda ndo conseguiu recuperar 0 pico de producdo atingido em 2003 (NUNES;
MADRID; ANDRADE, 2011).

De acordo com dados da Associacao Brasileira de Criadores de Camardo (2011),
as exportacdes brasileiras de pescado sofreram uma queda da magnitude de 55.159 toneladas
de 2003 a 2011, correspondendo a um valor aproximado de 142 bilhdes de ddlares. Em 2012,
o0 déficit brasileiro de exportacdo de pescado foi de 320.273 toneladas, aproximadamente um
bilh&o de dolares (Associacao Brasileira de Criadores de Camardo, 2012).

Em 2007 formou-se, no Brasil, a Rede de Pesquisa e Desenvolvimento em
Piscicultura Marinha (Repimar) da qual parte dos primeiros esforgos vislumbraram fornecer
bases cientificas para a producdo comercial do Rachycentron canadum, contando com
esforcos do Ministério da Pesca e Agquicultura (MPA, entdo Secretaria Especial de
Aquicultura e Pesca) e do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) (SILVA; COELHO, 2010).
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Entre os projetos executados na conjuntura do desenvolvimento da piscicultura
marinha, embora ndo fazendo parte da Repimar, o projeto: “Sanidade e biosseguranca
aplicada a viabilizacdo do cultivo comercial do beijupird, Rachycentron canadum
(LINNAEUS, 1766) no Nordeste do Brasil” avaliou, dentre as diversas hipOteses, a
possibilidade de se utilizar esta espécie como uma alternativa a carcinicultura em &reas
afetadas pelas enfermidades virais.

Na ultima década, o beijupira tornou-se alvo de muitos trabalhos de pesquisa por
todo 0 mundo e seu cultivo tem despontado como uma industria promissora, sobretudo nos
paises orientais como China e Taiwan, entre outros (FAO, 2012; LIAO et al., 2004; RESLEY;
WEBB JR.; HOLT, 2006; SARDENBERG et al., 2010).

Isso ocorreu porque, de acordo com Sardenberg et al. (2010), R. canadum é uma
das espécies com grande potencial para piscicultura marinha, por apresentar caracteristicas
bioldgicas e de mercado favoraveis a aquicultura. Considerando-se esses aspectos positivos,
acredita-se que o beijupira seja a espécie favoravel ao desenvolvimento da maricultura
brasileira.

No entanto, Wiefels (2011) pondera a necessidade do desenvolvimento de
mercado consumidor para esse pescado, cuja producdo torna-se iminente no Brasil. O autor
aponta ainda para a preocupagdo em se produzir um pescado de alta qualidade, capaz de ser
direcionado a mercados cujo preco seja viavel ao desenvolvimento da atividade.

Os cultivos comerciais de beijupird apresentaram grande desenvolvimento nos
ultimos anos até 2011. Segundo dados da FAO (2012), a producdo desta espécie evoluiu de
nove toneladas em 1997 para 961 toneladas em 1998 e mantiveram um crescimento anual
significante, atingindo 40.768 toneladas no ano de 2010, gerando uma receita aproximada de
US$ 70.644 milhdes.

Contudo, Madrid e Nunes (2013) reportaram recentemente que a producdo desta
espécie tem diminuido consideravelmente em paises asiaticos, principalmente em funcédo do
mercado. Ainda segundo esses autores, investidores que apostaram no cultivo do beijupird em
paises asiaticos, estdo direcionando suas instalages a produgéo de outras espécies, como é o
caso da Marine Farms ASA, uma empresa norueguesa que desde o ano 2000 resolveu investir
no cultivo do beijupird no Vietnam e que de acordo com Madrid e Nunes (2013) esta
reduzindo sobremaneira o cultivo de R. canadum em favor do pampo, Trachinotus blochii.

No tocante a larvicultura da espécie, novas tecnologias tém sido desenvolvidas e
atualmente se conseguem obter desovas ininterruptas ao longo do ano, cuidando-se

basicamente da manutencdo de temperaturas adequadas a desova; fornecimento de alimento
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Vvivo e separacdo dos alevinos por classes de tamanho, evitando-se o canibalismo durante o
processo de producdo dos mesmos (SARDENBERG et al., 2010).

Resley, Webb Jr. e Holt (2006) apontam para a possibilidade de serem realizados
cultivos de beijupird em salinidades tdo baixas quanto 5 g/l e tdo altas quanto 44,5 g/l em
sistemas de recirculacao.

Dentre os desafios do cultivo do beijupira estd o surgimento de doencas, para as
quais a espécie se apresenta susceptivel. Sandenberg et al. (2010) reportaram que nas
larviculturas, Amyloodinium spp.; Cryptocarion; Photobacterium spp.; Vibrio spp. e viroses
causadas por linfocitose sdo comuns.

No Brasil, Andrade et al. (2010) encontraram, pela primeira vez, a ocorréncia do
copépodo Caligus sp. associada a mortalidades em cultivo piloto realizado por uma fazenda
localizada no municipio de Beberibe-CE, enquanto que Figueiredo (2012) foi quem primeiro
reportou a ocorréncia de Photobacterium damsela subespécie piscicida, numa larvicultuda
comercial de Séo Paulo.

Embora Liao et al. (2004) afirmem que individuos de 30g atingem até 7 kg entre
10 e 13 meses de cultivo em Taiwan, no Brasil, Sampaio et al. (2011) obtiveram individuos
com 4,2 kg de peso médio ao final de 12 meses de um cultivo; este experimento foi realizado
em condic¢des 6timas de oxigénio e baixa densidade de estocagem num sistema de producéao
trifasico. No entanto, estes autores chamam atencdo para a possibilidade de selecionar
linhagens com maior potencial de crescimento, através de geracdes.

O fato de R. canadum ocorrer naturalmente na costa brasileira, somado as suas
caracteristicas de desempenho, colocam o Brasil como um dos grandes potenciais produtores
desta espécie que, segundo Madrid e Nunes (2013), tem apresentado ganhos de peso de até 4
kg a 5 kg no primeiro ano de cultivo nos paises asiaticos como Vietnam.

Neste contexto, considerando o significante crescimento da atividade no mundo e
a potencialidade brasileira de se destacar neste setor, faz-se necessério o avango nas
tecnologias de producdo.

Gatlin (2008) afirma que a racdo influencia ndo s6 o crescimento, mas também
nos custos de producdo e na salde dos peixes, desempenhando assim um papel fundamental
no setor produtivo. Portanto, o desenvolvimento de racdes balanceadas que atendam as
necessidades nutricionais da espécie, faz-se importante para o desenvolvimento deste negocio.

No entanto, os estudos que visam substituir a farinha de peixe das dietas por
fontes proteicas alternativas sempre impactam sobre o desempenho zootécnico das espécies,

como e mostrado por Salze et al. (2010), além de alterarem a morfologia de Orgaos
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envolvidos no processo digestivo dos peixes em cultivo (ESCAFFRE; KAUSHIK;
MAMBRINI, 2007; HEIKKINEN et al., 2006; HU et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar possiveis alteracdes anatomo-patoldgicas no trato digestorio, e sobre a
hematologia de juvenis de beijupird, Rachycentron canadum, alimentados com ragdes
contendo diferentes niveis de proteina vegetal, observando também a condicdo geral de saude

dos animais sob cultivo.

2.2 Objetivos especificos

1. Observar macroscopicamente e por microscopia a presenca de eventuais patdgenos no

beijupira ao final do periodo experimental de cultivo.

2. Diagnosticar, por meio da hematologia, aspectos ligados a condi¢do normal e de estresse
em juvenis de beijupird, Rachycentron canadum, associando tais caracteristicas a utilizacédo de
diferentes niveis de farelo de soja nas dietas, e a possiveis alteracdes de desempenho

zootécnico.

3. Diagnosticar e associar, por meio da histopatologia, os efeitos do farelo de soja sobre a
morfologia do trato digestorio de juvenis de beijupird, Rachycentron canadum, a possiveis

quedas de desempenho zootécnico.

4. Estudar a viabilidade da utilizacdo de ingredientes vegetais na dieta do beijupira,
Rachycentron canadum, indicando niveis 6timos de inclusdo sem danos a sanidade dos

estoques cultivados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A espécie

O beijupird, Rachycentron canadum (LINNAEUS, 1766), é uma espécie pelagica
que se distribui largamente em &guas quentes e temperadas das regides tropicais e subtropicais
desde Massachusetts (EUA) ao Rio da Prata (Argentina) na regido do Atlantico oeste, e do
Marrocos a Africa do Sul na costa leste do Atlantico. O beijupira distribui-se ainda por todo o
Oceano Indico e na costa oeste do Pacifico (SHAFFER; NAKAMURA, 1989).

Embora seja considerada uma espécie pelagica, R. canadum possui habito
alimentar bentbnico junto a ecossistemas recifais podendo ainda ser encontrado proximo a
fundos lamosos, arenosos ou de cascalho (COLLETTE, 1999; SHAFFER; NAKAMURA,
1989). Podem ainda exibir comensalismo nadando préximo a tubares e raias, alimentando-se
dos organismos descobertos pelo revolvimento que as referidas espécies fazem no solo
(SHAFFER; NAKAMURA, 1989).

O item alimentar mais encontrado em estdmagos de beijupira engloba o grupo dos
crustaceos, sendo encontrados representantes deste grupo em 100% dos individuos analisados,
principalmente caranguejos e camarfes peneideos (BOSCHUNG, 1957; CHRISTMAS et al.,
1974; DARRACOQOT, 1977).

Franks et al. (1996) colocam o0s peixes e crustaceos decapodes dentre os itens
alimentares de juvenis de beijupird com apenas 80 g, mostrando que este habito é adquirido
desde muito cedo. Estes autores reportam ainda que 0s crustaceos sao dominantes em ndmero
e volume percentual do contedo alimentar nos estbmagos estudados.

Arendt et al. (2001) encontraram que o siri azul, Callinectes sapidus, e 0
vermelho, Ovalipes ocellatus, foram os itens alimentares com maior indice relativo de
importancia em estdmagos de beijupird coletados na Baia de Chesapeake, EUA. Por esta
caracteristica sdo chamados popularmente de ‘“comedores de caranguejo” (do inglés,
crabeater).

Estudos de idade e crescimento mostram que as fémeas apresentam maiores taxas
de ganho de peso que os machos. Richards (1967) reportou que as fémeas capturadas com um
ano de idade, apresentaram em media 1,81 kg frente a 1,5 kg para os machos de idade
equivalente. Para grupos com dois anos de idade, o peso médio das fémeas foi de 4,63 kg
enquanto o dos machos, 3,76 kg. Por fim, quando machos de nove anos pesaram em média

18,96 kg, as fémeas pesaram 28,44 kg.
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Mach et al. (2010), mostraram que juvenis alimentados com racGes a base de
peixe e caranguejo tiveram desempenho superior aqueles alimentados com dietas a base de
peixe ou caranguejo usados individualmente como fonte proteica.

No entanto, Benetti et al. (2010) encontraram que juvenis de 45 g, sob condicdes
de cultivo, recebendo racdo com 53% de proteina e 10% de gordura, atingiram de seis a oito
quilos no primeiro ano. Um crescimento sigficantemente superior ao observado em condig¢des
naturais.

Por ser o beijupird uma espécie carnivora, a expansdo do seu cultivo retoma a
preocupacdo quanto ao uso de proteinas e &cidos graxos animais de alta qualidade, sobretudo
da farinha e 6leo de peixe, na formulagdo de dietas comerciais.

3.2 A farinha de peixe

A farinha de peixe é um produto intensivamente aplicado como fonte proteica de
racGes para 0s mais diversos grupos animais (DERSJANT-LI, 2002; NRC, 2011). Porém,
dados da FAO (2012) mostram que a producdo pesqueira em todo mundo encontra-se
estabilizada. Em funcéo disso, verifica-se a utilizagcdo de pequenos peixes — antes sem muito
valor comercial e que compunham a matéria prima de farinha de peixe — diretamente na
alimentacdo humana que tem aumentado nos Gltimos anos.

Assim, espera-se que daqui a alguns anos a alimentacdo humana possa estar
competindo com a aquicultura pela utilizacdo dos recursos marinhos. Além disso, dados da
FAO (2010) mostram que o preco da farinha de peixe quase triplicou desde 1994, o que
sugere uma futura inviabilidade do seu emprego na racdo animal, pelo menos como Unica
fonte proteica.

Tacon e Metian (2008) fizeram um prognostico de utilizacdo da farinha e 6leo de
peixe até 2020. Nesta previsao 0s autores reportam um aumento de aproximadamente 97% na
producdo de peixes marinhos com reducdo de 32% na utilizacdo de farinha de peixe nas
racGes comerciais para 0 ano de 2020 em relagdo a 2010. Dentre os fatores responsaveis por
essa diminuigdo estd o preco deste ingrediente que, segundo estes autores, dobrou entre os
anos de 2005 e 2006.
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3.3 Ingredientes alternativos a farinha de peixe

Segundo Gatlin et al. (2007), a aquicultura tem procurado fontes economicamente
viaveis e ambientalmente corretas para substituir a farinha e 6leo de peixe como componentes
das racdes para organismos aquaticos.

Neste contexto, muitos trabalhos tém sido realizados testando a substituicdo desse
ingrediente tdo importante por derivados de vegetais, visando um maior equilibrio ambiental
na prospeccdo de peixes para a fabricacdo de racdes, como também uma diminuicdo dos
custos de producdo na aquicultura (CRAIG et al.,, 2006; KOWALSKA et al.,, 2010;
MARTINEZ-LLORENS et al., 2012; NAGEL et al., 2012).

Em raz&o de tal necessidade, muitos estudos relacionados a demanda nutricional
de espécies de peixes surgiram nas Ultimas décadas, buscando suprir a falta de informacao a
respeito de nutrientes requeridos pelas Vvarias espécies cultivadas ou cultivaveis
(BLAABJERG et al., 2010; KHAJEPOUR; HOSSEINI, 2012; VANDENBERG et al., 2011,
YUE; ZHOU, 2008).

Os resultados de alguns desses trabalhos mostram que enfermidades de carater
nutricional, como enterite, sdo evidenciadas quando da utilizacdo de ingredientes vegetais na
formulacdo de dietas, sobretudo para peixes carnivoros (ESCAFFRE et al., 2007;
HEIKKINEN et al., 2006).

Zhou et al. (2004) detectaram uma razoavel digestibilidade aparente para
ingredientes proteicos correntemente utilizados em substituicdo a farinha de peixe, nas dietas
comerciais para juvenis de beijupird. A digestibilidade encontrada teve pouca variacdo
estatisticamente significante entre os ingredientes, principalmente aqueles oriundos de
vegetais, mas também na farinha de carne e 0sso0s.

Craig et al. (2006) verificaram que juvenis de beijupird podem utilizar uma larga
variacdo proteica e lipidica na dieta, sem afetar significantemente seu desempenho em termos
de ganho de peso. Os mesmos autores recomendam baixos teores de lipideos na fabricacdo de
racles, a fim de evitar acumulacdo de gordura visceral e hepética, resultando em melhor
aproveitamento dos nutrientes, bem como em melhor condigdo sanitaria para os individuos
sob cultivo, ja que o conteudo lipidico do figado, assim como o indice hepatossomatico desses
organismos, elevaram-se na medida em que foram aumentados os niveis de lipidios nas dietas.
Em funcédo destas observagdes, os autores sugerem que elevados niveis de lipidios devem ser

evitados.
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Chou et al. (2001) recomendam que o nivel ideal de lipidio na dieta para o
beijupird seria em torno de 5,76%, embora em niveis tdo elevados quanto 18% de extrato
etéreo ndo se tenha observado diferenca significante no crescimento dos individuos. Ja
Robaiana et al. (1998) encontraram que melhores resultados de desempenho e sanidade de
Sparus aurata, sdo atingidos quando se atenta para o balango entre os acidos graxos da série
n-3 e n-6.

Salze et al. (2010) deduziram que, embora ndo se comparando aquelas dietas cuja
fonte proteica era somente a farinha de peixe, os melhores indices de desempenho para
juvenis de beijupira foram encontrados em ragdes que utilizaram uma mistura de derivados de

soja, 0 concentrado proteico de soja e o farelo de soja.

3.4 O farelo de soja

No cenério da producéo de soja, o Brasil se destaca como segundo maior produtor
mundial, seguido pela Argentina e liderado pelos Estados Unidos. A soja é a terceira
commodity mais produzida pelo Brasil tanto em volume como em valor (FAOSTAT, 2013).

Dados de Romarheim et al. (2008) relatam ndo terem evidenciado sinais de
enterite em alevinos de beijupiré tratados com dietas onde o farelo de soja substituiu em 50%
a farinha de peixe, numa inclusdo de 285 g/kg deste ingrediente vegetal. Isso indica uma
promissora utilizacdo deste ingrediente em ra¢Ges comerciais para esta espécie, ao passo que
diminui significativamente a parcela de farinha de peixe na composicao dessas racoes.

Dados da Companhia Nacional de Abastecimento (2013) apontam uma estimativa
na producdo de soja para 2013 de 82,063 milhdes de toneladas, em area plantada de 27
milhGes de hectares. Destas, pouco mais da metade (42,40 milhGes de toneladas) sédo
consumidas no Brasil. O volume de farelo de soja produzido este ano, resultante do
beneficiamento para extracdo do 6leo, foi estimado em 29,74 milhGes de toneladas, das quais

14,32 milhdes serdo consumidas em territério nacional.
3.5 As enfermidades nutricionais
Vaérios trabalhos com diversas espécies mostram a susceptibilidade de peixes,

sobretudo os marinhos, a inclusdes de ingredientes vegetais substituindo a farinha de peixe
(HEIKKINEN et al., 2006; REFSTIE et al., 2006a,b; SAHLMANN et al., 2013).
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Dentre as lesfes mais comuns nos intestinos de peixes alimentados por ragdes
contendo ingredientes vegetais, estdo aquelas relacionadas a inflamagGes no intestino
(enterite), onde se visualizam infiltracdo de leucdcitos, dilatacdo da lamina prépria e da
camada submucosa intestinal, formacdo de vacuolos supranucleares nos enterocitos
(BAEVERFJORD e KROGDAHL, 1996; KOWALSKA et al, 2010; URAN et al, 2008) e
também alteragdes morfométricas como encurtamento das vilosidades intestinais
(ESCAFFRE; KAUSHIK; MAMBRINI, 2007).

Essas alteracfes podem ocorrer por varios fatores, como a falta de alguns
aminoacidos e acidos graxos essenciais e presenca de alguns carboidratos indigestiveis
(GATLIN, 2008). O mesmo autor ressalta que o grau de severidade de sinais clinicos esta
relacionado diretamente ao grau de deficiéncia nutricional dos organismos.

Sabe-se ainda que o aparecimento das alteraces, bem como a tolerancia de maior
ou menor inclusdo de um ingrediente vegetal, estdo relacionados a espécie e a idade do
organismo alvo (FRANCIS; MAKKAR; BECKER, 2001).

Recentemente, uma publicacdo de Venold et al. (2012) mostrou que a severidade
da enterite na truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, foi significantemente reduzida, quando se
deu a substituicdo total da farinha de peixe por ingredientes vegetais, em linhagens
selecionadas de quatro geracdes alimentadas com dietas a base de proteinas vegetais.

Além da investigacdo histoldgica, alguns estudos buscam produzir critérios para a
avaliacdo dos parametros hematoldgicos de peixe, para investigar o status fisioldgico de
animais cultivados e com potencial para o cultivo, como também de peixes com importancia
ecolégica, muitas vezes presentes na fauna acompanhante das pescarias comerciais
(MARSHALL et al.,, 2012; RIJN; REINA, 2010; TAVARES-DIAS et al., 1999a,b;
VAZQUEZ; GUERRERO, 2007).

Em peixes, alguns destes parametros hematoldgicos mostram-se alterados em
funcdo de variaveis diversas, tais como nutricionais, salinidade, infeccbes, poluentes e drogas
utilizadas na aquicultura (OBEMEATA; ADUABOBO; WOKOMA, 2012; RAWLING et al,
2012; SADO & BICUDO, 2010; TAVARES-DIAS et al, 2011; YUE & ZHOU, 2008). No
entanto, ndo se observa uma constancia entre os padrées hematoldgicos, tampouco entre as
alteracdes encontradas nesses parametros com as diversas espécies estudadas.

Assim, justifica-se a investigacdo do uso de ingredientes vegetais — neste caso o
farelo de soja — sobre os efeitos deletérios a sanidade desses animais, cujo cultivo apresenta-se

como atividade promissora e de elevada rentabilidade.
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4 METODOLOGIA

A fabricacdo das dietas, os tratamentos experimentais com todas as suas etapas —
povoamento, arracoamento e despesca — e as analises de desempenho zootécnico dos
organismos avaliados na presente pesquisa foram conduzidos pela equipe do Laboratério de
Nutricdo de Organismos Aquéaticos — LANOA, pertencente ao Centro de Estudos Ambientais
Costeiros — CEAC, localizado no municipio de Eusébio — CE. O referido centro pertence ao

Instituto de Ciéncias do Mar — Labomar, da Universidade Federal do Ceara — UFC.

4.1 Dietas experimentais

Para avaliar o nivel 6timo de inclusdo do farelo de soja na dieta do beijupira,
formulou-se uma dieta de referéncia considerada ideal para peixes marinhos, para conter 12%
de extrato etéreo e 48% de proteina bruta. Esses nutrientes eram advindos majoritariamente
do éleo de peixe e da farinha de salméo, respectivamente.

A dieta de referéncia continha 51,4 g/kg de farinha de salmao e 161 g/kg de farelo
de soja. A partir desta dieta, realizaram-se substituices graduais da farinha de salméo pelo
farelo de soja. Os niveis de substituicdo avaliados foram de 12%, 25%, 37% e 50%. Para
efeito de apresentacdo e discussdo dos resultados, as dietas foram nomeadas respectivamente
como dieta base, CB12, CB25, CB37 e CB50, seguindo a notagdo estabelecida por Pinto et al.
(2013).

Vale ressaltar que esses percentuais de substituicdo ndo refletem a inclusdo do
farelo de soja nas dietas avaliadas, haja vista que a dieta base ja continha 16,1% de inclusdo
de farelo de soja em sua formulacdo. A tabela 1 auxilia na distingdo entre substitui¢do e

inclusédo do farelo de soja e farinha de peixe entre as dietas.

Tabela 1. Percentuais de inclusdo de farinha de peixe e farelo de soja na dieta base e nas diferentes dietas

avaliadas, excetuando-se a racdo comercial.

Percentual de inclusdo

Dieta Farinha de peixe  Farelo de soja
Dieta base 51,4 16,1
CB12 45 24,6
CB25 38,5 33
CB37 32,1 41,5
CB50 25,7 50

Fonte: Informac&o pessoal do professor Alberto Nunes.



23

Além das dietas fabricadas pelo LANOA, testou-se ainda uma dieta comercial para
peixes marinhos, cujo rdtulo dizia conter 40% de proteina bruta e 8% de extrato etéreo.

4.2 Caracterizacao do sistema experimental

O sistema experimental consistiu de 30 tanques de Polietileno com capacidade
nominal de 500 litros dispostos em seis filas com cinco tanques cada, em &rea coberta
(indoor).

Para realizagdo do experimento utilizaram-se cinco repeti¢des de cada uma das
dietas formuladas com quatro peixes por tanque. A distribuicdo dos tratamentos e repeti¢oes
no sistema experimental foi aleatoria.

O abastecimento destes tanques era realizado com agua captada do Estuario do
Rio Pacoti, filtrada a 50 um em filtro de areia e armazenada em caixas de 10 m3,

Cada tanque possuia tubulacdo independente de drenagem e abastecimento de
agua, onde o abastecimento era realizado por gravidade através de tubulacGes vindas de
caixas de 10 m3, localizadas externamente ao galpdo que abrigava os tanques do sistema
experimental.

A drenagem ocorria também por gravidade, onde a dgua escoava para tanques
externamente alocados, a semelhanca das caixas de abastecimento. A agua armazenada no
tanque de drenagem era entdo filtrada e bombeada, retornando as caixas de abastecimento de
10 m3, caracterizando assim um sistema fechado de recirculacao.

No sistema, a recirculacdo era mantida continua onde cerca de 80% da agua dos

tanques era renovada diariamente.

4.3 Manejo profilatico

Uma vez por semana, a circulacdo era interrompida; entdo, se aplicavam aliquotas
de &cido citrico e sulfato de cobre, a proporcao de 1:1, em cada tanque individualmente para
se alcancar a concentracao de 1 ppm na agua, seguindo a metodologia de Peregrino Jr. (2009).

Apods uma hora de acdo desses compostos, 0s sistemas de abastecimento e
drenagem dos tanques eram reabertos, mas com desvio da agua drenada para que ndo
houvesse a contaminacdo do sistema pelos compostos utilizados no manejo profilatico.
Depois de eliminados os referidos compostos, mediante descarte da agua, a recirculacdo era

entdo retomada.
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4.4 Manejo alimentar

Inicialmente os peixes foram alimentados com as dietas testadas a proporcao de
10% de sua biomassa, distribuidos em duas refeicdes diarias. Através do monitoramento das
sobras ou falta de ragcdo nos tanques, eram realizados os devidos ajustes na oferta do alimento.
Caso sobrasse racdo e esta sobra fosse inferior a 10% do total ofertado, mantinha-se a oferta
para 0 dia seguinte. Nao havendo sobras, aumentava-se 5% no total da oferta anterior. Se
houvesse uma sobra acima de 10% da racdo ofertada (1% da biomassa), reduziam-se 10% na
proxima oferta. O intuito deste procedimento era ajustar o consumo das dietas para melhor
controle na contabilizacdo do consumo, melhor qualidade de &gua e mensuracdo de
parametros zootécnicos dos espécimes avaliados, evitando os desperdicios e a privacdo de

alimento, caracterizando assim um sistema de oferta ad libitum.

4.5 Coleta, processamento das amostras e anélise dos tecidos

Findo o periodo experimental, a equipe do Centro de Diagnostico de Enfermidades
de Organismos Aquéticos — CEDECAM deslocou-se ao LANOA para coleta dos tecidos dos
animais. Os peixes eram entdo anestesiados em eugenol a 50 mg/l, observados quanto a
integridade das estruturas externas, a presenca de sinais externos de lesdes e/ou enfermidades.
Em seguida eram pesados, medidos e realizava-se uma raspagem sobre a linha lateral, para
investigacdo de parasitas e/ou epicomensais a luz do microscépio Optico; amostras das
branquias também eram coletadas para este mesmo fim. Na sequéncia, era realizada punc¢éo
sanguinea na veia caudal usando seringa de 3 ml tipo tuberculina e/ou corte do peddnculo

caudal para a coleta de sangue e esfregaco.

4.5.1 Coleta, processamento e anélise do sangue

O sangue era coletado em tubos BD Microtainer® contendo acido etilenodiamino
tetra-acético dipotassico (Dipotassium EDTA), para serem levados ao laboratério do
CEDECAM, onde se procedeu a realizacdo do hematdcrito segundo metodologia descrita por
Goldenfarb et al., (1971) (figuras 1A e 1D). Uma aliquota do sangue era também coletada em
lamina de vidro para realizacdo do esfregaco sanguineo (figura 1B) e 10 microlitros eram
diluidos em dois mililitros de solucdo de formol citrato, para fixacdo dos eritrocitos (figura

2C). Os eritrocitos fixados eram entdo contados em camara de Neubauer e, ap0s substituicdo
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na formula n° 1 segundo proposto por Tavares-Dias e Moraes (2003), o resultado expresso em

celulas por pl.

ERITR =N°x5x 10 x 200/ 1.000.000 (1)

Em laboratdrio, enchiam-se os capilares para realizacdo do hematdcrito em
centrifuga MICRO SPIN, a 10.000 rpm por 5 minutos. A proporcéo de eritrécitos era entao
lida em régua adequada para esse fim (figura 1D). As laminas de esfregaco sanguineo eram
coradas pela técnica rapida Panotica e analisadas sob microscopia Optica, onde se procedia a
contagem total dos leucdcitos pelo método indireto e a contagem diferencial conforme
Tavares-Dias e Faustino (1998). Para obter-se o total de leucécitos, contavam-se essas células

em meio a 1.000 eritrocitos, posteriormente o valor era aplicado na formula n° 2.

LEUC = N°x ERITR : 1000 (2

Figura 1 — Procedimentos de coleta e processamento de sangue do beijupira, Rachycentron canadum.

Fonte: Autor. Em A, a coleta do sangue através da pun¢do do pedinculo caudal. Em B, os esfregacos para
contagem diferencial de leucécitos. Em C a fixacdo dos eritrocitos para contagem dos mesmos. Em D, a
realizacdo do hematdcrito.
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Na contagem diferencial, um total de 100 leucdcitos por lamina era contado,
diferenciando-os conforme as diferentes linhagens destas células (neutréfilos, eosindfilos,

basofilos e linfécitos) usando-se contador eletrénico para células sanguineas Kacil CCS-02.
4.5.2 Coleta, processamento das amostras e anélise dos demais tecidos

Apds a coleta do sangue, a cavidade celomatica era aberta com auxilio de pingas e
bisturis para exposicdo dos 6rgdos internos. Estes eram observados quanto a integridade de
suas estruturas e entdo era realizada a coleta de porcbes do figado, estdbmago, intestinos
anterior, médio e posterior (figura 2A e 2B).

Estas porcdes coletadas eram imediatamente imersas em solucdo de Davidson
AFA para fixacdo. Os tecidos eram mantidos por 24 horas na solugédo de fixacdo que era entdo
substituida por solucao alcodlica a 70%, quando podiam entdo ser manipulados.

Na sequéncia, os tecidos eram processados em rotina histolégica onde eram
organizados em histocassetes e desidratados em série alcoolica crescente de 70%, 80%, 95% e
100%; diafanizados em xilol e infiltrados com parafina liquefeita num processador automatico
de tecidos LUPETEC PTO05. Apos infiltragdo, os tecidos eram emblocados em parafina com
auxilio de um emblocador HESTION TEC 2800 (figura 2C).

Figura 2 — Técnicas e ferramentas utilizadas na coleta de tecidos do beijupira, Rachycentron canadum.

Fonte: Autor. Em A, a exposi¢do e coleta do trato digestdrio (alvo deste estudo) e em B maiores detalhes do
estdbmago, intestinos e cecos piléricos. Em C os equipamentos utilizados na desidratacdo, diafanizagdo e
emblocamento dos tecidos. Em D as laminas preparadas para andlise histolégica.
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Para montagem das ldminas histologicas foram realizados cortes a cinco
micrometros de espessura, em microtomo LEICA MR2125RT. Os cortes eram postos em
banho-maria para eliminacéo das dobras nos tecidos e entdo coletados em laminas de vidro.

Ap0s aderéncia dos tecidos as laminas, estes foram corados em hematoxilina e
eosina (H&E, figura 3D) e analisados ao microscopio optico (Leica), utilizando-se indices
propostos por Baeverfjord e Krogdahl (1996) adaptados para presente estudo (tabela 2).

Tabela 2 — Parametros comumente associados a enterite em peixes e as devidas pontuagbes para 0s graus de

severidade.

Pontuagédo Pardmetro Pontuag&o Pardmetro
Vilosidades (V) Vacuolizagdo supranuclear (SNV)

1 Tamanho normal. 1 Sem vacuolizagéo.

2 Alguma dilatacdo ou encurtamento. 2 Inicio de vacuolizagdo.

3 Dilatacéo difusa e inicio de 3 Aumento difuso da vacuolizagéo.
rompimento do tecido.

4 Rompimento difuso do tecido. 4 Aumento no tamanho dos vacuolos.

5 Total rompimento dos tecidos. 5 Grande nimero e tamanho dos vacuolos.

Células mucosas (CM) Infiltracéo de leucofilos (IL)

1 Células dispersas (normal). 1 Pequena quantidade na submucosa.

2 Aumento do nimero e espagamento 2 Maior quantidade e na submucosa e alguma
das células. migracdo para a lamina prépria.

3 Ndmero  difuso e amplamente 3 Aumento da migracdo para a lamina
disperso. prépria.

4 Células densamente agrupadas. 4 Numero difuso na LP e na SM.

5 Células altamente abundantes. 5 Grande quantidade na LP e SM.

Lamina prépria (LP) Submucosa (SM)

1 Tamanho normal. 1 Normal.

2 Leve aumento do tamanho. 2 Leve aumento no tamanho.

3 Tamanho médio. 3 Tamanho médio.

4 Grande tamanho. 4 Grande.

5 Muito grande. 5 Muito grande.

Fonte: Baeverfjord e Krogdahl (1996). A tabela foi adaptada para avaliacdo do surgimento de enterite no
beijupird, Rachycentron canadum, devido a utilizagdo de farelo de soja em sua dieta.

Os figados foram analisados de forma qualitativa. As imagens foram obtidas
através de uma camera digital CANON Power shot S50 acoplada atraves do software Zoom

browser EX.
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Os dados obtidos das leituras e atribuigdes dos indices foram tratados estatisticamente no
software SPSS 7.5 for Windows (lllinois, USA) através de teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados correspondentes a avaliacdo zootécnica do beijupira irdo integrar
parte dos requisitos para a obtencdo do titulo: Doutor em Ciéncias Marinhas Tropicais, em
forma de tese, apresentados futuramente a banca do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Marinhas Tropicais do Instituto de Ciéncias do Mar — Labomar/UFC, pelo aluno Ricardo
Camurca Pinto. No entanto, os dados de peso médio dos peixes, nos tratamentos conduzidos
pela equipe do LANOA, foram gentilmente cedidos para efeitos de comparacdo com 0s
resultados aqui apresentados, tornando possivel o atendimento as metas objetivadas nesta

dissertagéo.

5.1 Exame macroscopico

Dos trinta individuos amostrados, trés apresentaram protozodrios epibiontes do
género Epystilis sp., e quatro individuos possuiam nematodos aderidos a sua superficie
corporal, mas sem associacao possivel com as dietas testadas (figura 3).

Figura 3 — Micro-organismos removidos através de raspagem do muco do beijupird, Rachycentron canadum, por
ocasido da coleta dos espécimes ap6s experimento conduzido pelo LANOA.

Fonte: Autor. Em A, visualizacdo da estrutura peduncular do protozoario do género Epystilis. Em B, larvas de
nematodos.

Embora sendo o beijupird um peixe marinho, quando em contato com a agua
estuarina do Rio Pacoti, teve sua superficie corporal colonizada por protozoarios de agua
doce. Provavelmente Epystilis sp. foram carreados pela dgua do rio e bombeados para o
sistema experimental. Isto chama atencédo para a eficacia do manejo profilatico utilizado, onde
a preocupacdo com a ndo contaminacdo do sistema experimental pelos compostos quimicos

utilizados exigia nova captacdo de agua do estuério.
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Além disso, o experimento de engorda visava manter o ambiente de cultivo o mais
semelhante possivel ao ambiente das fazendas comerciais, que em sua quase totalidade nédo
empregam medidas rigidas de biosseguranca.

Internamente, os individuos cujas dietas apresentavam maior proporcao de farelo
de soja mostraram tamanho hepatico reduzido, bem como manchas amarronzadas no figado e,

em alguns casos, aspecto liquefativo deste 6rgéo (figura 4).

Figura 4 — Figado do beijupira, Rachycentron canadum, mostrando lesdes associadas a utilizacdo de farelo de
soja nas dietas ap06s experimento conduzido pelo LANOA.

N o 7 - .
-y — T, e _,*.«-# - ‘!. % W5 -
Fonte: Autor. A: manchas amarronzadas. B: Aspecto liquefativo do parénquima hepatico.

5.2 Exames hematologicos

Os resultados das analises hematoldgicas dos organismos mostraram diferencas
estatisticas para a contagem dos neutréfilos segmentados (grafico 1) e linfocitos (grafico 2) ao
nivel de significancia de 5%.

O comportamento das contagens de linfocitos e de neutrdfilos para a dieta
comercial e para as dietas CB37 e CB50, assemelha-se a situacdes em que os individuos
enfrentam algum problema de ordem inflamatdria, como enterite, onde ha uma diminuigdo na
contagem de linfécitos (ALVAREZ et al., 1988), e um aumento dos neutréfilos.

Sabe-se que os granuldcitos, e em particular os neutrofilos, migram para as
regides afetadas durante infec¢des iniciando a resposta imune inata (MORAES; MORAES,
2009; PINHEIRO DA SILVA; SORIANO, 2009).

Rijn e Reina (2010) observaram um aumento na relacdo entre
granulécitos/linfocitos para o tubardo, Cephaloscyllium laticeps, submetido a estresse em
condicBes laboratoriais. Este achado poderia sugerir que as alteragfes encontradas neste
trabalho seriam decorrentes do estresse sofrido pelos peixes durante a manipulacdo. No
entanto, o fato dessa alteracdo s6 haver se manifestado nos tratamentos com maiores niveis de
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farelo de soja, somado as mesmas condicdes de manipulacdo entre os tratamentos,

enfraquecem esta hipotese.

Grafico 1 — Contagem dos neutréfilos segmentados (x10¥mm?®) para as dietas testadas para o beijupira,
Rachycentron canadum, ap6s experimento conduzido pelo LANOA e peso médio (em gramas) dos individuos.
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Fonte: Autor. Letras iguais indicam auséncia de significancia estatistica entre as dietas. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Outra hipdtese que poderia ser levantada quanto a variagdo dos leucdcitos neste
experimento, seria o fato de que a mesma deveu-se a aplicacdo do sulfato de cobre como
medida profilatica. Contudo, além da aplicacdo ter ocorrido por um curto periodo e a uma
concentragdo pequena, Tavares-Dias et al. (2011) mostraram que todos os leucécitos de
tambaqui, Colossoma macropomum, tiveram contagens inferiores quando tratados com
sulfato de cobre em diferentes concentracGes, ndo somente os linfocitos. Diferentemente,
neste trabalho os neutréfilos apresentaram contagens superiores nos tratamentos que

receberam dietas com maiores inclusdes de farelo de soja.
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Gréafico 2 — Contagem dos linfcitos (x10°/mm®) para as dietas testadas para o beijupira, Rachycentron canadum,
apos experimento conduzido pelo LANOA e peso médio (em gramas) dos individuos.
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Fonte: Autor. Letras iguais indicam auséncia de significancia estatistica entre as dietas. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Um resultado interessante encontrado neste trabalho é que a dieta comercial e
aquelas com maior contetdo vegetal (CB37 e CB50) impactaram de forma semelhante, e sem
diferenca estatistica entre elas, nas respostas imunologicas do beijupira. Este resultado leva a
crer que a dieta comercial testada possui niveis elevados de componentes vegetais.

Outros parametros hematoldgicos sugeriram variacdo entre 0s tratamentos, no
entanto, esta variacdo ndo foi significante para o nivel de 5%. Pode-se atribuir esta auséncia
de significancia ao elevado desvio padrdo das médias encontradas e ao baixo numero amostral
analisado. Por outro lado, comparando-se visualmente a variacdo das médias desses
parametros entre as dietas testadas a diferenga entre as médias dos pesos dos individuos no
gréfico 3, nota-se certa correspondéncia entre os dados, embora sem confirmacdo pela

ferramenta estatistica.
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Grafico 3 — Variagdo dos demais parametros hematoldgicos entre as dietas testadas para o beijupira,
Rachycentron canadum, ap6s experimento conduzido pelo LANOA e peso médio (em gramas) dos individuos.
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Em A, o comportamento da contagem de eritrocitos (cel/mm3), em B do hematocrito (%), em C dos leucdécitos
jovens e em D dos monécitos, (ambos em cel/mm3).

5.3 Exames histologicos do intestino e figado

As analises histologicas mostraram dados relevantes sobre o efeito das dietas no

aparecimento de lesdes nos érgdos do beijupira.
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5.3.1 Intestino

Na regido distal dos intestinos analisados, observaram-se a presenca de vacuolos
supranucleares nos enterocitos, infiltracdo de leucdcitos na lamina propria dos vilos,
deformacéo estrutural das vilosidades, assim como varia¢do na quantidade de células mucosas
e espessura da submucosa intestinal em quase todos os tratamentos. A exce¢do da infiltracio
de eosinofilos, todas as caracteristicas reportadas por Baeverfjord e Krogdahl (1996) como
sinal de enterite no salm&o do Atlantico, Salmo salar, foram observadas no beijupira. Porém,
0s pardmetros que tiveram significancia estatistica entre as dietas testadas foram infiltracdo de
leucdcitos (grafico 4) e vacuolizagdo supranuclear (gréfico 5).

Gréfico 4 — Infiltracdo de leucécitos no intestino para as dietas testadas para o beijupira, Rachycentron canadum,
apos experimento conduzido pelo LANOA e peso médio (em gramas) dos individuos entre os tratamentos.
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Fonte: Autor. Letras iguais indicam auséncia de significancia estatistica entre as dietas. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Embora a metodologia proposta por Baeverfjord e Krogdahl (1996) e os achados
de Uran et al. (2008) apontem a infiltracdo por granuldcitos eosinofilos como sinal de enterite

no salmdo do Atlantico, neste trabalho ndo foi observada relagdo desta linhagem de células
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com enterite ocorrida no beijupird. Contudo, & semelhanca do que foi reportado por aqueles
autores — Baeverfjord e Krogdahl (1996) e Urén et al. (2008) — uma mistura de células

inflamatorias foi visualizada.

Grafico 5 — VacuolizagGes supranucleares entre as dietas testadas para o beijupira, Rachycentron canadum, apds
experimento conduzido pelo LANOA e peso médio (em gramas) dos individuos entre os tratamentos.
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Fonte: Autor. Letras iguais indicam auséncia de significancia estatistica entre as dietas. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Moraes e Moraes (2009) colocam a presenca de eosinéfilos como resultado da
exposicdo prolongada do peixe ao agente agressor. No entanto, Baeverfjord e Krogdahl
(1996) observaram infiltragdes por eosinofilos no Salméo do Atlantico, Salmo salar, quando
alimentados com dietas contendo farelo de soja durante um periodo experimental de apenas
trés semanas.

Uran et al. (2008) estudando o efeito da temperatura na severidade das enterites
causadas pelo farelo de soja no salmédo do Atlantico, constataram que esta é agravada em
temperaturas mais elevadas, com a presenca de eosinofilos na [amina propria.

Contudo, as maiores temperaturas estudadas por esses autores (12°C) nao podem

ser comparadas a temperatura média da dgua durante o presente experimento (em torno dos
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29°C). Tampouco o periodo experimental de ambos os trabalhos — Baeverfjord e Krogdahl
(1996) e Uréan et al. (2008) — podem ser comparados as oito semanas utilizadas com o
beijupira durante este experimento. Isto é ainda mais intrigante, pois seriam esperados sinais
mais cronicos relacionados a enterite no beijupira, incluindo-se a presenca de eosinofilos na
lamina propria.

Obviamente que, por se tratarem de duas espécies de climas totalmente diferentes,
o0 salmdo, de aguas frias de clima temperado, nao pode ser tomado como um modelo em todos
0s aspectos biologicos para o beijupird, de aguas quentes e clima tropical. Principalmente para
os leucacitos, ao se levar em conta a afirmacdo de DaMatta et al. (2009) que ndo existe ainda
um padrao definido para classificacdo e morfologia de leucécitos de peixes, e ainda o fato da
grande variacdo na composicao celular do sangue entre as espécies.

De acordo com as andlises hematoldgicas realizadas, a linhagem de células
sanguineas que aumentou com a inclusdo do farelo de soja nas dietas foi a dos neutrdfilos
segmentados (grafico 1). Isto poderia levar a crer que esses neutrofilos estariam relacionados
a enterite no beijupira, e ndo os eosinofilos.

Curiosamente, nos tratamentos em que se obteve a menor média para a infiltragdo
de leucdcitos na lamina propria, o parametro que seguiu a tendéncia de decréscimo foi a
contagem dos linfdcitos (gréfico 2), sugerindo que a diminuicdo desses linfécitos foi
responsavel pela queda na contagem dos leucocitos.

Assim, apesar da dificuldade de melhor observacdo da lamina prépria no
tratamento CB50 (figura 5F), adotou-se a nomenclatura “infiltragdo de leucodcitos” para
designar o aporte de células inflamatorias na ldmina propria evidenciado neste trabalho, o que
vai ao encontro do reportado por Venold et al. (2012).

Esses autores chamaram de infiltracdo de leuctcitos o acumulo de células
sanguineas e atribuiram as mesmas o alargamento da lamina prépria em um experimento que
utilizou farelo de soja na dieta do salméo do Atléantico, S. salar.

Embora se tenha observado diferenca estatistica para a infiltragdo de leucocitos
apenas entre a dieta basal e a dieta CB37 (grafico 4), pode-se observar a tendéncia de aumento
apresentada pelas médias deste parametro de acordo com o incremento do farelo de soja em
detrimento a reducdo da farinha de peixe. Ainda na perspectiva do grafico 4, o que ¢
comprovado pela anélise estatistica dos dados, a dieta que mais se aproximou da dieta basal
foi a CB12, com menor substituicdo da farinha de peixe pelo farelo da soja. Também se
observou que a racdo comercial apresentou uma tendéncia a assemelhar-se mais aquelas

dietas com maiores substituicdes da farinha de peixe, a exce¢édo da dieta CB50.
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H& que se considerar, no entanto, que o decréscimo apresentado na meédia dos
escores atribuidos a infiltracdo de leucdcitos para a dieta CB50 pode ser resultante de um
possivel mascaramento ocasionado por lesbes mais severas na lamina prépria, onde se
procuravam visualizar os leucocitos que migraram da submucosa (figura 5F).

Figura 5 — Padréo histolégico geral do intestino distal do beijupira, Rachycentron canadum, apds experimento
conduzido pelo LANOA.

Fonte: Autor. Em A individuos tratados com a dieta basal. Em B individuos tratados com ra¢do comercial, em C,
com a dieta CB12, em D, com a dieta CB25, em E, com a dieta CB37 e em F, com a dieta CB50. Barras: 10 um.

O elevado desvio padréo entre os valores dos tratamentos CB12, CB37 e da racéo
comercial ndo permitem uma maior clareza na interpretacdo dos resultados. Isto leva a uma

reflexdo acerca da resisténcia individual de cada organismo aos ingredientes que compdem as
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dietas (FRANCIS; MAKKAR; BECKER, 2001). H& também que se levar em conta o fato de
que exposic¢des a determinados ingredientes, por sucessivas geracdes de peixes, torna possivel
a selecdo de linhagens tolerantes a esses ingredientes (VENOLD et al., 2012). Embora se
acredite que esse elevado desvio padrdo esteja relacionado ao baixo nimero amostral e
consequente auséncia de homogeneidade estatistica entre eles.

Semelhante ao encontrado para a infiltracdo de leucocitos, a vacuolizagdo
supranuclear do tratamento CB50 pode ter sido mascarada pela presenca de enterdcitos
atrofiados nos intestinos analisados. Qualitativamente, pode-se afirmar, no entanto, que
maiores niveis de farelo de soja (CB37 e CB50) impactaram negativamente sobre a
integridade celular intestinal dos animais.

A figura 5 representa o padrdo estrutural dos intestinos nos seis tratamentos
experimentais avaliados. A observacdo dos intestinos permite inferir sobre uma gradacao
quanto a severidade das lesbes provocadas pelo farelo de soja nas dietas. Nota-se que 0s
enterdcitos parecem aumentar o volume de seus vacuolos supranucleares, na medida em que
se aumenta a proporc¢do de farelo de soja para substituir até 25% da farinha de salmdo (figuras
5A, 5C e 5D).

A partir da substituicdo de 37% da farinha de peixe pela proteina do farelo de soja
(CB37), comegou-se a observar que os vactolos regrediram em tamanho e em frequéncia nos
enterdcitos e que a lamina prépria ja ndo era visivel em grande parte das vilosidades do
intestino distal (figura 5E).

Na dieta em que a substituicdo por farelo de soja atingiu 50% da farinha de peixe,
ja ndo se observavam mais vacuolos nos enterdcitos e a lamina propria estava em grande parte
desprendida do epitélio intestinal. Quando visivel, a ldamina propria apresentava-se alargada e
preenchida de leucocitos (figura 5F). Este fato reforca a hipdtese de que os resultados
encontrados para a infiltracdo de leucocitos estejam mascarados nos individuos provenientes
do tratamento CB50.

Uma hipdtese encontrada para explicar essa diminui¢do do nimero e tamanho dos
vaclolos nos enterdcitos é a possivel regeneracdo dos tecidos afetados pelas dietas. Esta
hipbtese é suportada pelos achados de Bakke-McKellep et al. (2007b) que relacionam a perda
de funcionalidade do tecido intestinal a sua elevada proliferacio e apoptose, e
consequentemente a imaturidade dos tecidos. Este resultado é semelhante aquele encontrado
por Sanden et al. (2005) que, utilizando um anticorpo monoclonal, detectaram um aumento na
proliferacdo celular no intestino distal do salmédo do Atlantico, Samo salar — alimentado com

dieta a base de 12,5% de farelo de soja — indicando uma maior regeneragdo dos enterdcitos.
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No presente trabalho foi encontrado um ndmero relativamente alto de células
mitéticas em meio as vilosidades intestinais dos peixes em todos os tratamentos, o que ndo
permite verificar, com base neste parametro, relacdo entre a presenca do farelo de soja e a
intensidade na regeneracdo dos tecidos (figura 6). No entanto, observa-se que as

vacuolizagdes sdo reduzidas ou inexistentes proximo aos ndcleos mitoticos.

Figura 6 — Grande nimero de células mitoticas nas vilosidades do intestino distal do beijupira, Rachycentron
canadum, apds experimento conduzido pelo LANOA.

Fonte: Autor. Em A, barra=5 um, em B, barra =2 pm.

Lin e Luo (2011) reportaram que a atividade enzimatica das proteases no hibrido
de tildpia, Oreochromis niloticus x O. aureus, foi afetada pela elevada inclusdo de farelo de
soja substituindo a farinha de peixe das dietas e sugerem que tal diminuicdo esta relacionada a
presenca de fatores antinutricionais no farelo de soja. Partindo-se desse principio, € provavel
gue aspectos enzimaticos estejam envolvidos no surgimento de patologias morfologicas nos
tecidos do beijupira, como ja reportado por Bakke-McKellep et al. (2000) para o salméo do
Atlantico.

A presenca de fatores antinutricionais como &cido fitico, saponinas, entre outros,
estd relacionada a soja e seus derivados (NRC, 1993; 2011). O &cido fitico € sabidamente
responsavel por reduzir a estabilidade da tripsina, se combinar com proteinas em pH baixo e
formar complexos insoltveis ou parcialmente sollveis com elas, e ainda se complexar com
fons Ca** e Mg?*, dentre outros, tornando essas moléculas indisponiveis para assimilacéo.

Hossain e Jauncey (1993) encontraram que a inclusdo de 10 g de acido fitico foi
responsavel pelo surgimento de vacuolizagbes no epitélio intestinal da carpa comum,

Cyprinus carpio. Lesdes estas semelhantes as encontradas no presente trabalho, em todos os
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tratamentos derivados da dieta base até 37% de substituicdo (figura 5). Entretanto, as
vacuolizagBes diminuiram em niveis mais elevados de inclusdo de farelo de soja, a
semelhanca do reportado por Bakke-McKellep et al. (2000).

Knudsen et al. (2008) comprovaram que a saponina estd relacionada ao
surgimento de enterite no salmdo do Atlantico, S. salar, quando associada ao farelo da
améndoa do tremoco, Lupinus angustifolius, mas ndo causa enterite por si s6. A saponina é
responsavel pelo aumento na permeabilidade do epitélio intestinal, permitindo a passagem de
compostos normalmente ndo absorvidos, o que poderia estar envolvido com o surgimento de
inflamacGes no intestino (NRC, 2011).

De acordo com os apanhados da NRC (2011), alguns compostos alergénicos
injetados no intestino distal dos peixes levam a fortes respostas do sistema imune e, segundo
0S mesmos autores, a soja possui compostos sabidamente alergénicos a muitos animais,
incluindo os seres humanos. Assim, a presenca de saponinas em consércio com estes
compostos poderia potencializar os efeitos inflamatdrios diagnosticados neste trabalho.

Isto sugere que as lesdes observadas histologicamente podem ser decorrentes da
combinacdo de diversos fatores antinutricionais e alergénicos intrinsecos aos derivados de
soja, ou ainda a possiveis contaminantes danosos a saude dos peixes, que tenham entrado em
contato com a soja, ou seus derivados. Sabe-se ainda que o intestino distal de teleGsteos
apresenta elevada capacidade de endocitose, 0 que 0s torna mais susceptiveis a doencas
transmitidas por alimentos (BAKKE-MCKELLEP et al., 2000).

Sealey et al. (2009) encontraram resultados muito semelhantes aos aqui
reportados para alteragdes na morfologia do intestino distal, quando utilizaram niveis de
inclusdo de 43% de farelo de soja na ragdo de crescimento direcionada a truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss. Mas esses autores ndo discutiram o surgimento desses vacuolos de
grande tamanho na regido supranuclear dos enterdécitos.

Algumas substancias toxicas, como micotoxinas, podem contaminar ingredientes
comumente utilizados na producdo de ragdes em alguma etapa de sua producéo,
processamento, estocagem ou transporte (NRC, 2011). Estimativas do CAST (2003) dizem
gue 25% de todos os graos sdo contaminados com micotoxinas. Assim, ha a possibilidade que
a presenca de alguma dessas micotoxinas esteja causando reacdes adversas ao desempenho

dos animais.
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5.3.2 Figado

No figado, a medida que os niveis de farelo de soja foram aumentados, foi
observada uma perda no tamanho dos vacuolos dos hepatocitos. Além disso, nas dietas CB25,
CB37 e CB50, houve um aumento gradativo de infiltragcBes leucociticas no parénquima
hepético (hepatite), como também congestdo dos sinusoides (figuras 7D, 7E e 7F). Lesdes
desta natureza sdo reportadas por Blazer e Smith (2007) sinalizando deficiéncia dietaria em
fosforo.

Os figados dos peixes que receberam a dieta comercial apresentaram hepatdcitos
sem vacuolos, ou quando presentes, bastante reduzidos em tamanho e nimero (figura 7B).

Em todos os tratamentos houve o aparecimento de lesdes necréticas no
parénquima hepatico. Contudo, ndo foi possivel atribuir uma relacdo entre o aparecimento de
necrose e a utilizacdo do farelo de soja. Nestas lesdes era possivel visualizar, além da éarea de
hepatocitos com a membrana celular destruida, nucleos hipertrofiados e densamente
basofilicos e areas de regeneracao, caracteristicos de tal lesdo (figura 8).

Kowalska et al. (2010) observaram alteracdes histologicas semelhantes aquelas
encontradas nesta pesquisa, quando testaram a utilizacdo de 6leos vegetais na substituicdo do
6leo de peixe em racdes para a perca (pikeperch), Sander lucioperca. Estas mudancas nos
padrGes dos tecidos foram associadas ao perfil dos &cidos graxos encontrados nos 6leos
avaliados, onde o conteldo de acidos graxos saturados e altamente insaturados causou
diminuicdo do tamanho dos vacuolos lipidicos nos hepatocitos e aumento de vactolos no
citoplasma dos enterdcitos.

Nas dietas formuladas para o presente trabalho, em virtude do baixo teor de
gordura do farelo de soja (0,9 a 1,5%) frente a farinha de salméo (10%), procurou-se manter o
conteudo lipidico constante ao nivel de 12% da dieta.

Utilizou-se 6leo de peixe para se manter este nivel de lipidios nas dietas
experimentais, j& que o déficit de lipidios devido a substituicdo da farinha de peixe é do
préprio 6leo de peixe. Assim, de acordo com a literatura (BOWYER et al., 2012;
KOWALSKA et al., 2010; ROBAIANA, et al. 1998), é pouco provavel que as lesdes
encontradas neste trabalho estejam associadas ao balanco de &cidos graxos, sobretudo quando
se observa que, nos intestinos, houve uma diminuicdo das vacuolizacdes decorrente do

emprego da dieta CB50 que recebeu maior suplementacdo de 6leo de peixe.
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Figura 7 — Padrao histoldgico do figado do beijupird, Rachycentron canadum, ap6s experimento conduzido pelo
LANOA.

Fonte: Autor. Em A, individuos tratados com a dieta basal. Em B, individuos tratados com ragdo comercial, em
C, com a dieta CB12, em D, com a dieta CB25, em E, com a dieta CB37 e em F, com a dieta CB50. Barra: 5 um.

H& que se considerar ainda, que a rancificagdo de lipidios esta relacionada ao
aparecimento de lesdes nos tecidos, sobretudo no figado (NRC, 1993, 2011). No mesmo
instante, 0 aumento da suplementacdo lipidica deveria agravar o quadro das lesdes nos figados
analisados o que, pelo observado microscopicamente, se expressou como congestdo e nao

como lesBes degenerativas, embora a observacdo macroscépica tenha revelado figados com
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aspecto bastante degenerado (figura 4B). Diante disto, maior atencdo deve ser dada a
qualidade do 6leo de peixe utilizado na fabricagdo das dietas.

Figura 8 — Area necrotica do figado do beijupir, Rachycentron canadum, apds experimento conduzido pelo

.

LANOA.

Fonte: Autor. Barra =5 um.

No que diz respeito & dieta comercial, & luz de um raciocinio imediato, poderia
associar-se a pequena vacuolizagdo dos hepatocitos ao nivel lipidico da dieta (8%). O
beijupird é uma espécie sem bexiga natatoria e, pelo observado nas dissecagdes realizadas
neste trabalho, quase ndo acumula gordura visceral, mesmo alimentado com dietas ao nivel de
12% de gordura.

A observacao histoldgica dos figados que receberam a dieta base, com hepatdcitos
grandes, indica que a semelhanca de elasmobranquios — como reportado por Bone e Moore
(2007) — o beijupira armazena gordura no figado para, dentre outras fungdes, manter-se na
coluna d’agua. Soma-se a isto o fato de a natacdo ativa da espécie demandar mais energia.
Com base nesta hipotese, é possivel supor que os 8% de gordura na dieta comercial ndo sejam
suficientes para atender os requerimentos energéticos da espécie.

Esta observacédo vai contra o reportado por Chou et al. (2001) em que é sugerido
um nivel 6timo em torno de 5,76% de gordura nas dietas para esta espécie.

No que se refere as alteragdes no intestino, a dieta comercial revelou-se mais
semelhante a dieta CB25 do ponto de vista qualitativo. Considerando-se o total
desconhecimento dos ingredientes que compdem a dieta comercial, compara-la as demais

racOes avaliadas somente é possivel sob a ética das lesdes encontradas, haja vista se conhecer
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apenas os contetidos lipidico e proteico desta racdo, nos quais ja difere sobremaneira das
dietas experimentais.

Acredita-se que a maior contribuicdo desta dieta comercial no experimento
realizado seja para efeito comparativo dos dados de desempenho zootécnico, embora do ponto

de vista sanitario esta racao tenha se apresentado como de baixa qualidade.
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6 CONCLUSOES

Ao fim do experimento foram observados microrganismos comuns ao ambiente
de captacdo da &gua utilizada, mas sem a presenca de sinais clinicos associados a patologias
ocasionadas por estes.

O uso combinado da histologia com os pardmetros hematoldgicos, mostrou-se
eficiente na avaliacdo dos efeitos de ingredientes vegetais sobre a sanidade dos organismos
em experimentacéo.

Pelo aqui apresentado, conclui-se que o farelo de soja pode ser utilizado
substituindo 12% da farinha de peixe dietaria, 0 que corresponde a 24,6% composicdo
dietaria, sem danos significativos a satde dos juvenis de beijupira, Rachycentron canadum.

O nivel de 25% de substituicdo da farinha de peixe por farelo de soja (33% de
inclusdo), embora ndo tenha impactado de forma significativa no intestino distal do beijupira
e no peso médio, apresentou-se iniciando alteracfes no figado desta espécie que poderiam se
agravar com o maior tempo cultivo com este percentual de inclusdo. Essas alteracbes se
agravaram com maiores substitui¢cGes do ingrediente.

Técnicas complementares a histologia poderiam fornecer maiores detalhes sobre
os efeitos de ingredientes alternativos a proteina marinha na morfologia e fisiologia dos
organismos aquaticos.

A dieta comercial utilizada neste trabalho, além de um desempenho menor dos
individuos, mostrou impactar de forma negativa na sanidade do beijupird, seja pela presenca
de fatores antinutricionais ou pelo ndo atendimento das necessidades nutricionais da espécie.
Isto pode comprometer o sucesso dos cultivos que se iniciam no Pais, por ndo proporcionar o
desempenho satisfatorio aos investimentos neste negécio, além de criar uma imagem negativa
acerca do verdadeiro potencial da espécie.

Mais estudos devem ser fomentados e conduzidos em busca de conhecimento
sobre as reais necessidades nutricionais da espécie, melhores custos de producdo comercial,
susceptibilidade aos fatores antinutricionais, uma vez que em outros paises o cultivo do

beijupira vem se desenvolvendo de forma tdo promissora e exponencial.
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