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Abstract

In the present study the effect of dietary protein quality on Meagre growth
performance and physiological response, was assessed through growth indexes and the
analysis of haematological and histological parameters (liver and intestine)

The feeds were isoenergetic and isoproteic (approximately 45% protein). Diet
formulation was identical for both diets (45P and 45PALT), except that 45PALT diet used
feather meal and blood pork meal as ingredients and had higher levels of soy 48 meal
when compared to 45P diet.

Diets were tested in triplicate. A total of 576 meagre juveniles with an initial
weight of 55.5 + 6.4 g, were distributed by 6 tanks of 1 m®in water flow through system
and reared for a period of 12 weeks. Fish were fed 2 / 3 times a day until satiation (or ad
libitum). Water quality parameters (oxygen and temperature) were monitored on a daily
basis, whereas nitrogen compounds were controlled every 2 weeks. Growth parameters
were assessed collected very 4 weeks, when blood samples of 12 fish per treatment were
also collected for haematocrit, haemoglobin and cell count determinations. At the final
sampling after blood collection fish were sacrificed to collect liver and intestine for
histological analysis.

The results obtained suggest an influence of the quality of the protein to the feed
conversion ratio and accumulation of lipids in liver (P < 0,05), this was an unexpected
result since the treatments subjected to the ration with ingredients of better quality (45P)
were those that had a greater accumulation of lipids in liver. The haematological
parameters and the intestine histology didn’t show significant differences between
treatments.

Future studies using biomarkers in order to verify the condition to the cellular

selector of the intestine will be performed.
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Palavras-chave: corvina, ingredientes alternativos, subprodutos da industria, qualidade
de proteina

Resumo

Atualmente a aquacultura enfrenta um grande desenvolvimento na &rea da
alimentacéo e nutricdo, sendo o principal impulsionador deste desenvolvimento o preco
do principal componente das racGes, a proteina, sendo a farinha de peixe a fonte de
aminoacidos essenciais e ndo essenciais mais completa que se conhece, mas tendo a
desvantagem de ter elevados custos devido a sobre-exploracdo. A investigacdo de novas
fontes de proteina torna-se assim, fulcral para um aumento da eficiéncia e rentabilidade
da inddstria. A corvina, Argyrosomus regius, € uma espécie que apresenta um elevado
crescimento, em temperaturas adequadas ao seu perfil térmico, desta forma é uma espécie
promissora para producdo em larga escala no Mediterraneo.

O presente estudo avalia a resposta fisiologica do crescimento, dos parametros
hematoldgicos e histologicos (figado e intestino) da corvina quando alimentada com duas
dietas diferentes com proteinas com diferentes qualidades.

As racdes utilizadas eram isoenergéticas e isoproteicas (aproximadamente 45%
de proteina). As ra¢fes continham os mesmo ingredientes e quantidades exceto a farinha
de penas e farinha de sangue de porco que estava apenas presente na racdo 45PALT. A
racao 45P tinha também menos soja 48 que a racdo 45PALT.

As dietas foram testadas em triplicados. Um total de 576 corvinas juvenis com um
peso médio inicial de 55,5 + 6,4 g, foram distribuidos por 6 tanques com 1 m3 num sistema
continuo de fluxo de agua mantidos durante 12 semanas. Parametros de crescimento
foram avaliados a cada 4 semanas, tendo sido calculados a taxa de crescimento especifico,
indice de conversdo alimentar, indice de condicdo, indice hepatossomatico e o indice
intestinal. Foi também feita a colheita de sangue de 12 peixes por racdo para realizar o
hematocrito, medicdo da concentracdo de hemoglobina e contagem de células. Os peixes
apos a colheita de sangue foram sacrificados de forma a coletar amostras de figado e
intestino para andlise histoldgica, utilizando coloracdes de hematoxilina-eosina,
coloracéo de PAS e coloracéo de Azul de Alci&o.

Os resultados obtidos sugerem a influéncia da qualidade da proteina no indice de
conversdo alimentar (ICA) (P<0,05) e acumulag&o dos lipidos no figado (P<0,05), sendo
o resultado do ICA ja esperado, demonstrando a melhor qualidade de proteina utilizada
na racdo 45P, mas sendo o resultado da acumulagéo de lipidos contrario ao esperado,
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tendo em conta que o tratamento com melhor qualidade de proteina (45P) foi aquele em
que foi observado maior acumulacgdo de lipidos no figado. A substitui¢do da proteina de
melhor qualidade com as farinhas de penas e de sangue de porco foi um sucesso, uma vez
que ndo afetou o crescimento, os parametros hematologicos e a morfologia do intestino.

Estudos futuros, utilizando biomarcadores, poderéo permitir verificar a condigéo

ao nivel celular do intestino e verificar alteracGes no sangue.
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1. Introducéo

1.1 Estado atual da aquacultura

A aquacultura mundial em 2014 produziu cerca de 73 milhGes de toneladas de
pescado (peixe, crustaceos, e outros animais aquaticos como anfibios), representando
44,1% da producdo mundial de pescado (pescas e aquacultura), com um valor estimado
de mercado de 160,2 mil milhdes de ddlares americanos. Cerca de 35 paises, dos quais
fazem parte China, India, Vietnam, Bangladesh e Egito (cinco dos maiores produtores em
aquacultura), produzem mais peixes em aquacultura do que capturam peixes selvagens
através da pesca. Estima-se que em 2014 foram produzidas cerca de 580 espécies em
aquacultura, sendo cerca de 362 espécies de peixes teledsteos, 104 espécies de moluscos,
62 de crustéceos, 6 ras e repteis, 9 invertebrados aquéticos e 37 plantas marinhas (FAO,
2016).

A producdo mundial em aquacultura tem vindo a aumentar desde 1985 até 2014
(Fig. 1.1), verificando-se um aumento exponencial de producdo no continente asiatico,
tendo este apresentado em 2014 uma producdo per capita igual a soma das produgdes do
continente. Entre 1961 e 2013 verificou-se um aumento na producdo em aquacultura ao
nivel mundial representando um acréscimo de 3,2% anual de peixe disponivel para
consumo humano, contrariando a estagnacdo das pescas. Dados de 1960 até 2013
apontam para um crescimento no consumo mundial de pescado de 9,9 kg per capita em
1960 para 14,4 kg em 1990 e 19,7 kg em 2013, com previsdes para 2015 de 20 kg per
capita de consumo de pescado. Este aumento pode ser explicado ndo s6 pelo aumento de
producdo, mas também pelo desenvolvimento das cadeias de distribuicdo (ligacOes
internacionais), aumento da populacdo mundial e pelo desenvolvimento de paises nao
industrializados, que permitiu um aumento do nivel de vida da populagdo e criou
condicdes que alteraram os habitos de consumo, colocando o pescado num lugar de mais
destaque na alimentacdo (FAO, 2016).

Ao nivel da Unido Europeia em 2012 houve um aumento de 3,4% da producdo em
aquacultura face ao ano anterior, estando 71% concentrada em quatro paises: Espanha,
Reino Unido, Franca e Grécia. As principais espécies produzidas sdo o salmao atlantico,
ostras, dourada, robalo, truta e os mexilhdes mediterranicos (STECF, 2014).

Ao nivel da Unido Europeia, Portugal € um dos paises com maior consumo per capita,
estando ao nivel da Noruega (Fig. 1.2). Tendo em conta estes dados, € importante

satisfazer as necessidades de consumo, e dada a estagnacéo do volume de pescado obtido
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através das pescas, a alternativa é o aumento da producdo de peixe em aquacultura ou

procura de espécies com crescimento mais rapido.
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Figura 1.1 Produgdo Mundial per capita em aquacultura (adaptado de FAO, 2016)

De forma a satisfazer as necessidades de consumo é importante aumentar a
producdo de pescado em aquacultura, tanto na vertente de aumento de produgdo como na
procura de espécies de crescimento mais rapido, dada a estagnacéo do volume nas pescas.
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Figura 1.2 Consumo de pescado per capita na Unido Europeia e Noruega ( adaptado de Bostock et al.,
2008)
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1.2 Corvina (Argyrosomus regius, Asso, 1801)

A corvina (Argyrosomus regius) pertence a familia Sciaenidae, € um anadromo
semi-pelagico que pode atingir os dois metros de comprimento e pesar 50kg. Esta espécie
ocorre em &guas pouco profundas junto as regides continentais, podendo como outras
espécies desta familia, entrarem nos estuarios. Algumas destas espécies sdo capazes de
produzir sons usando a bexiga gasosa como camara de ressonancia. Esta espécie esta
distribuida largamente por todo o mar Mediterranico sendo os maiores exemplares
encontrados ao largo da costa da sub-regido Africa Ocidental. O seu crescimento acontece
principalmente no verdo (pico de crescimento em temperaturas entre 0s 17 e 21°C) e a
sua atividade alimentar reduz drasticamente em temperaturas abaixo dos 15°C (FAO,
2005).

Sendo uma espécie anadroma, os adultos durante a época de reproducdo (finais de
maio) entram nos estuarios para desovar, e entre junho e julho saem dos estuarios,
mantendo-se na zona costeira para se alimentar (até ao inicio do outono), regressando
para aguas mais profundas quando se inicia o inverno. O encontro de juvenis a sair do
estuario e os adultos a entrar no mesmo da-se entre maio e outubro quando a agua esta
entre os 13 e 14°C (FAO, 2005).

1.3 Producdo de corvina

A produc&o de corvina comegou em Franga e Italia nos anos 90, sendo atualmente
uma das espécies mais promissoras para producdo em larga escala na Europa. O ciclo de
producdo em aquacultura da corvina ja é totalmente descrito (Fig. 1.3). Esta espécie em
termos de mercado € bastante atrativa devido a forma do peixe, aos bons niveis
nutricionais, sendo considerado um peixe magro (baixo contetdo lipidico), com bom
sabor e textura firme que permite varios tipos de confecdo (Giogios et al 2013 e Couto et
al 2016). As técnicas de producdo de corvina sdo idénticas a outras espécies como a
dourada e o robalo, sendo utilizados tanques de terra com um metro de profundidade e
revestidos com uma capa de PVC de forma a evitar a abraséo da pele (FAO, 2005-2016).
Os tanques podem ser circulares ou retangulares e contém densidades de 50 peixes por
m3 com cerca de 100g, que nestas condicdes atingem as 800-1200 g em 24 meses. Podem
ainda ser produzidas em jaulas “offshore” em densidades menores (cerca de 10-15 peixes

por m®) (FAO, 2005 e 2016).
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Figura 1.3 Ciclo de producéo de corvina (Argyrosomus regius) em aquacultura (FAO, 2005 e 2016)

1.4 Alimentacao e Nutricdo em aquacultura
A alimentacdo fornece a matéria-prima para a manutencéo da vida. Os nutrientes

fornecidos na alimentacdo sdo usados para a formacéo de tecidos e para producdo de
energia (atividade metabdlica) por anabolismo e catabolismo, respetivamente. Os
hidratos de carbono, lipidos e proteinas sdo classificados como energéticos e de
crescimento e, 0s minerais, vitaminas, dgua e oxigénio como nutrientes nao energéticos
(Pillay, 2005). A digestdo envolve a conversdo dos nutrientes energéticos, que ocorrem
na natureza como macromoléculas, para moléculas com menor tamanho capazes de serem
absorvidas pelas membranas do trato gastrointestinal, transportadas para o sangue e
posteriormente distribuidas por todas as células do organismo (Pillay, 2005). Esta
conversdo é feita através da atividade enzimatica, convertendo proteinas em aminoécidos
ou péptidos com poucos aminoacidos, os hidratos de carbono em agUcares simples e 0s

lipidos em glicerol e acidos gordos (Pillay, 2005).

A investigacdo na formulacdo das racbes € uma das areas mais importantes na
aquacultura, sendo fundamental para o aumento da digestibilidade e consequente
aumento do indice de conversdo alimentar. O valor nutricional dos alimentos é medido
através da presenca de nutrientes energéticos e nao energéticos, sendo determinado
também pela capacidade de digestao e absor¢do do animal, que estd dependente do estado

fisico das ragdes e, do tipo e da quantidade de enzimas no trato digestivo (Pillay, 2005).
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As proteinas sdo a principal fonte de azoto e aminoacidos essenciais, correspondendo a
50% da alimentac&o de peixes carnivoros. A proteina tem um valor nutricional nos peixes
de 4,5 kcal/g sendo as necessidades nutricionais larvares e dos juvenis superiores,
diminuindo ao longo do desenvolvimento. Os requerimentos proteicos sdo influenciados
por diversos fatores nomeadamente a temperatura da agua, tamanho corporal, densidade
populacional e niveis de oxigénio dissolvido. Os amino&cidos indispenséveis para 0s
peixes sdo a arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
trionina, triptofano e valina. A qualidade de proteina pode entdo ser avaliada de acordo

com o perfil de aminoécidos da fonte proteica (Glencross, 2016).

Os ingredientes usados como fontes de proteina ou de éleos podem ter origem
animal ou origem vegetal, havendo varios com potencial para uso nas races em
aquacultura, sendo que para conseguir uma boa otimizagdo destes recursos é necessario
perceber a composicdo quimica dos ingredientes de modo a compreender 0s possiveis

impactos em cada espécie (Glencross, 2016).

O desenvolvimento de técnicas que aperfeicoem a capacidade de absorcdo de
6leos e o aparecimento de técnicas de gelatinizacdo contribuem para um aumento da
eficiéncia das racGes e consequente diminuicdo dos custos operacionais de uma

aquacultura (Meyers, 1994).

1.4.1 Matérias primas alternativas na formulacdo de dietas para corvinas

Um dos principais ingredientes das races para peixe em aquacultura sao farinhas
de peixe, sendo a fonte mais completa de aminoacidos essenciais e ndo essenciais que se
conhece. Durante o crescimento da aquacultura durante os anos 90 e até inicios do século
XXI o uso de farinha de peixe aumentou significativamente, tendo desviado este
ingrediente de racdes para producao de suinos e aves (FAO, 2016). Dados atuais indicam
que a producdo de 6leo e farinha de peixe ird permanecer constante, ndo se prevendo
qualquer alteracdo significativa (FAO, 2016). Isto levou a especulacao que o crescimento
constante da aquacultura ao longo dos anos fosse invertido, devido a falta da mesma e
consequente aumento do prego. Apesar disto, atualmente ndo se prevé que serdo fatores
limitantes para o crescimento da aquacultura, tendo em conta que a tendéncia é reduzir a
inclusdo de ingredientes marinhos (6leo e farinha de peixe) nas dietas dos peixes
produzidos em aquacultura (FAO, 2016). Sendo estes cada vez mais reservados apenas

para estados criticos do ciclo de vida do peixe, nomeadamente para reprodutores e em
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fases larvares, de forma a garantir uma performance 6tima e diminuindo o custo de
producdo (Jackson, 2012).

A investigacdo da nutricdo em aquacultura é focada principalmente na utilizacao
de ingredientes alternativos como produtos vegetais (farinha de soja) e subprodutos da
indUstria pecuéria e suinicultura (farinha de penas e farinha de sangue de porco,
respetivamente) de forma a formular ragGes vidveis sendo apontado como essencial para
o futuro da aquacultura, apresentando uma melhor relagédo custo/beneficio (em novembro
de 2016 o racio de preco entre a farinha de peixe e a farinha de soja era de 4,7 para 1)
(Pillay, 2005; Gatlin et al., 2007; FAO, 2016; FAO/GLOBEFISH, 2016).

A utilizacéo de ragdes com ingredientes alternativos de forma a substituir a farinha
de peixe e Oleo de peixe é considerada viavel em varias espécies, conseguindo obter
resultados idénticos de crescimento, tal como descreve Bonaldo et al. (2006) em linguado
egipcio (Solea aegyptiaca). A fraca digestibilidade e o fraco perfil de aminoacidos da
farinha de penas e da farinha de sangue de porco podem induzir alteracdes fiosioldgicas
nos peixes. Como observado em estudos anteriores a utilizacdo de proteinas com menor
qualidade que a farinha de peixe pode provocar alteracbes na estrutura do epitélio
intestinal (ex: aumento da deposicao de lipidos na lamina propria do intestino anterior,
alteracdo acentuada no metabolismo de lipidos e sintese de lipoproteinas), sendo deste
exemplo a utilizacdo de ingredientes vegetais em robalo (Dicentrarchus labrax)
(Torrecilhas et al., 2016).

A corvina criada em condicOes de temperatura adequadas para a mesma, apresenta
um elevado crescimento e uma boa taxa de conversdo de racdo sendo considerada uma
espécie promissora para a producdo em larga escala no Mediterraneo (Ribeiro et al.,
2013). E descrita como uma espécie com habitos carnivoros, sendo que estudos recentes
demonstram que os juvenis de corvina necessitam de uma dieta rica em proteina (50%),
ndo requerendo niveis elevados de lipidos (17%) (Chatzifotis et al., 2010; Chatzifotis et
al., 2012). Estudos de substituicdo de 50% da fonte proteica e lipidica por proteinas de
plantas e 6leos vegetais na racdo, demonstram que o crescimento da corvina ndo é afetado
existindo inclusive um aumento significativo de eficiéncia alimentar da retencdo de
proteinas e lipidos (Ribeiro et al., 2015). Adicionalmente, a morfologia intestinal,
atividade enzimatica gastrointestinal e os indicadores de stress hematoldgicos também
ndo sdo afetados por esta substituicdo (Ribeiro et al., 2015). Estévez et al. (2011) verificou
que é possivel substituir o contetdo proteico animal por vegetal das ragdes até 76,2%,

sem afetar o crescimento ou o indice de conversdo alimentar, sendo que acima destes
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valores serd necessario suplementar com pelo menos 5% de hidrolisado de proteina de
peixe. Para além dos efeitos nos parametros biométricos, histoldgicos e hematoldgicos

também na qualidade organolética ndo se verificam alteracGes (Francesco et al., 2007).

1.5 Condicédo animal

Varios trabalhos que tém descrito alteracbes na condicdo dos peixes marinhos
alimentados com dietas com inclusao de ingredientes ndo marinhos, apesar de nao terem
sido observados decréscimos significativos no crescimento, podem provocar inflamagéao
no intestino (enterite), aumento da producdo de muco e alteragbes no microbiota do
intestino posterior, deposic¢éo de lipidos no figado e consequente aumento dos hepatdcitos
(Robaina et al, 1997; Abdel-Warith et al., 2001; Hedrera et al., 2013; Torrecilhas et al.,
2016). E assim, importante avaliar a performance de crescimento, mas também a
performance global, ou seja, a condigdo animal e fisiologica. Para avaliar a condicéo
animal é necessario avaliar parametros fisiologicos (alteracbes na morfologia do intestino

e/ou figado) e hematoldgicos para além da performance de crescimento.

1.5.1 Sistema Gastrointestinal

O sistema gastrointestinal € uma estrutura complexa formada por diversos 6rgaos,
pelo epitélio gastrointestinal, microbiota residente e células do sistema imunoldgico,
sendo a presenca destes componentes imprescindivel para o normal funcionamento deste
sistema. O epitélio gastrointestinal funciona como uma barreira fisica e quimica
protegendo de organismos patogénicos e da proliferacdo descontrolada do microbiota
residente (Kagnoff e Eckman, 1997; Bevins et al., 1999). A conservacdo da integridade
destes componentes contribui para a manutencdo das condi¢des internas favoraveis a
atividade de ambos, ajudando a manter a homeostasia do sistema gastrointestinal
(Kagnoff e Eckman, 1997).

O sistema gastrointestinal de peixes carnivoros € composto por boca, faringe,
esofago, estbmago, cecos pildricos, intestino e glandulas anexas como figado e pancreas
(Merrifield e Ringg, 2014). Tendo em conta estudos anteriores 0s 6rgdos mais afetados
aquando de alteracBes alimentares sdo o intestino e o figado (Ribeiro et al., 2015;
Merrifield e Ringg, 2014).

1.5.1.1 Figado
O figado é um 6rgdo muito importante na digestdo (produgdo de bilis), na

reproducdo (vitelogénese), armazenamento de lipidos, hidratos de carbono, vitamina A e
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ferro, na defesa imunitéria, na desintoxicagdo e no catabolismo de azoto (Munshi e Dultta,
1996). E também, um 6rgao suscetivel a variacdes de parametros ambientais e bioldgicos,
como as biotoxinas, poluentes, agentes patogenicos, qualidade e quantidade de comida e
parametros fisico-quimicos (Munshi e Dutta, 1996). Fatores ambientais naturais, como as
biotoxinas e xenobidticos de origem humana atuam no figado induzindo alteragdes ao
nivel metabdlico e estrutural do 6rgdo, estas alteracGes poderdo provocar a intoxicagdo
do organismo, podendo causar doenca ou levar a morte (Munshi e Dutta, 1996). Estas
alteracdes permitem que este 6rgdo seja considerado um bom indicador para avaliar a

condig&o do individuo.

O figado nos peixes pode estar dividido em 3 I6bulos na maioria dos peixes ou
ndo estar dividido como foi observado em Oncorhynchus mykiss, Liza spp., e Lutjanus
bohar (Robertson and Wexler, 1960; Biagianti-Risbourg, 1991). Este 0Orgdo, esta
localizado na cavidade abdominal sendo o tamanho e forma adaptados ao espaco nao
ocupados por outros o6rgdos. Apresenta uma cor avermelhada devido a uma
vascularizagdo vasta, podendo apresentar uma cor amarelada em niveis elevados de

deposicédo de gordura (Munshi e Dutta, 1996).

O figado é composto por hepatdcitos que apresentam grande variacdo
interespecifica, ttém um didmetro médio de 20 um, com ndcleo redondo ou oval localizado
na periferia da célula e um hialoplasma que inclui uma quantidade variavel de produtos e

reserva, como o glicogénio ou lipidos (Munshi e Dutta, 1996).

1.5.1.2 Intestino

O intestino tem como principal fungdo a decomposicdo dos nutrientes em
moléculas simples através de enzimas hidroliticas, de forma a serem absorvidas e
utilizadas no metabolismo (Ribeiro et al., 2015). Pode ser separado em duas regides
(anterior e posterior), mas a delimita¢do entre ambas ndo é tdo distinta como em outros
vertebrados. Em algumas espécies a regido anterior pode ser diferenciada tendo em conta
que o seu didmetro pode ser maior (comparando com a regido posterior), pela presenca
de valvula espiral, em peixes cartilaginosos, pela presenca de cecos piloricos e/ou grandes
densidades de células glandulares no epitélio (Buddington, 1997). Quanto maior a area
de superficie, maior a area exposta ao conteudo do limen do intestino e,
consequentemente maior area de absorcdo. A organizacdo celular da mucosa intestinal

também €& um mecanismo de incremento da superficie de absor¢do tendo
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microvilosidades alinhados na membrana apical dos enterocitos que ampliam a mesma,
sendo a dimensdo dos mesmos dependente da dieta e das condi¢cbes ambientais
(Buddington, 1997). A estrutura intestinal pode variar muito, mesmo em espécies com 0s
mesmos habitos alimentares. Por exemplo nos peixes carnivoros, a necessidade proteica
varia entre espécies, mas ttm em comum uma dieta baixa em hidratos de carbono, sendo
0s mecanismos de digestdo parecidos, tendo uma grande atividade de protéases e uma
taxa elevada de transporte de aminoacidos, mas a fraca capacidade de absorcdo de
hidratos de carbono (Nonnote et al., 1995). Os peixes carnivoros aparentemente perderam
ou nunca desenvolveram capacidades de adaptacdo a alteracfes na composicdo da dieta
ao longo da sua evolucéo, consequentemente a possibilidade de utilizar ragdes com maior
quantidade de hidratos de carbono e fontes proteicas de menor qualidade é limitada.
(Nonnote et al., 1995; Buddington, 1997; Torrecilhas et al., 2016).

1.5.2 Parametros sanguineos

O sistema circulatério nos vertebrados permite o transporte de nutrientes
(metabolismo) e trocas gasosas, sendo 0s seus constituintes um indicador fundamental e
sensivel para monitorizar alteracfes ao nivel fisioldgico e patologico (Ribeiro et al.,
2015). Em peixes, estas alteracdes poderdo ocorrer tanto por fatores internos como
externos, como técnicas laboratoriais de extracdo e analise dos parametros sanguineos,
variagOes sazonais, doengas e stress (Fazio et al., 2012). Foram observadas situacgdes de
deficiéncia de nutrientes, malnutricdo ou anemia que afetam diretamente os parametros
hematoldgicos nomeadamente os eritrécitos. Por exemplo, a deficiéncia de acido folico
afeta a formacéo de eritrécitos reduzindo a contagem dos mesmos, tendo sido observado
que esta alteracdo ndo afeta os valores do hematocrito pois os eritrocitos nestas condicoes
aumentam de volume (Sonia et al., 2007). A presenca de um agente patogénico pode
diminuir significativamente os valores do hematdcrito e aumentar significativamente a
presenca de linfocitos sugerindo possiveis infe¢bes (Ribeiro et al., 2015; Sonia et al.,
2007).

Todos os peixes possuem dois tipos principais de células sanguineas: eritrocitos e
leucdcitos. Na maioria dos peixes teledsteos, 0 hematocrito varia entre 20 e 40%,
apresentando os eritrocitos um comprimento entre 8 e 15um, com forma oval e ndcleo
compactado (Fange, 1992). Relativamente aos leucAcitos a maioria dos peixes possui
grandes quantidades destes, em tecidos linfoides especificos, em oOrgaos, infiltrados na
pele, membranas mucosas e tecido conjuntivo (Fénge, 1984 e 1987). O sangue dos peixes
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¢ extraordinariamente rico em leucdcitos, sendo que em peixes teledsteos a sua
concentracéo varia entre 15 e 135x10% cél/uL (Kisch, 1951). Os leucdcitos podem ser
divididos em quatro grandes tipos celulares: granuldcitos, linfécitos, mondcitos e
trombaocitos. Em peixes teledsteos os granulocitos constituem entre 4,5% e 18% dos
leucdcitos no sangue podendo ser divididos em trés categorias, neutrofilos, eosinéfilos e
basofilos (Hines e Spira, 1973). Os neutrofilos apresentam numerosos granulos no
citoplasma que coram de rosa, vermelho, ou violeta em esfregacos (Roubal, 1986). Os
eosinofilos contém granulos citoplasmaticos que coram através de corantes acidos, sendo
escassos ou mesmo inexistentes em circulagdo, estando normalmente presentes em
tecidos ou na cavidade peritoneal, tendo uma funcao imunoldgica contra bactérias (Jordan
e Speidel, 1924). Os basofilos apresentam granulos que coram através de corantes basico
sendo 0 seu numero escasso ha corrente sanguinea (Fange, 1992). Os linfécitos
apresentam um citoplasma sem granulos que cora de azul em esfregacos sanguineos,
apresentando um comprimento entre 4,5 e 8,2 pum constituindo entre 50 a 80% dos
leucdcitos (Ellis, 1977). Os mondcitos sdo células fagocitarias mdveis, sendo
normalmente maiores que 0s outros leucdcitos, constituindo uma pequena fragdo dos
leucdcitos sanguineos dos peixes podendo mesmo estar ausentes em algumas espécies
Fénge, 1992). Os trombdcitos sdo semelhantes a eritrocitos sem hemoglobina
(despigmentados), apresentando um citoplasma sem granulos que cora de azul
acinzentado, sendo dificeis de distinguir linfocitos através de microscopia 6ticas, podendo

constituir entre 0 e 7% dos leucdcitos (Boyar, 1962).

2. Objetivos do estudo

Avaliar o efeito de ingredientes alternativos a farinha de peixe na condicao
fisioldgica da corvina, monitorizando o crescimento e indices de condicéo.

Estudar o efeito dos ingredientes alternativos na condicdo de juvenis de corvina,
através da analise de parametros hematologicos e alteracdes da estrutura do figado e do
intestino de forma a tentar estabelecer uma relagdo entre os pardmetros hematoldgicos e
lesBes nos tecidos. Comparar os resultados da analise de sangue, figado e trato digestivo
e verificar a existéncia de alguma relagdo entre ambos, de forma a verificar a fiabilidade

da utilizac&o destes ingredientes alternativos na alimentagéo da corvina.
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3. Material e Métodos

3.1 Condicdes de cultivo

O ensaio realizou-se na Estacdo Piloto de Piscicultura de Olhdo (EPPO) entre
outubro de 2016 e janeiro de 2017. A experiéncia foi conduzida de acordo com as
diretrizes europeias para a protecdo dos animais usados em ensaios cientificos (Diretiva

2010/63/EU do Parlamento Europeu e Conselho da Unido Europeia).

3.1.1 Material biologico e sistema de cultivo

Foram utilizados 6 grupos de 96 juvenis de corvina com um peso inicial de 55,5
+ 6,4 g, pertencentes a um lote produzido na EPPO, sendo distribuidos por 6 tanques
circulares de fibra de vidro de 1 m®. O caudal utilizado em todos os tanques foi de 12 L/1
min, resultando numa taxa de renovacdo de aproximadamente 50% por hora. A
temperatura da agua e o oxigénio foram registados automaticamente; a temperatura da
agua manteve-se nos 24 + 1,2 °C, enquanto o oxigénio manteve-se nos 7,0 + 3,5 mg/L.
Os tanques estavam equipados com um sensor de oxigénio, o qual ativava a injecdo de
oxigénio caso os valores de oxigénio dissolvido atingissem os 4,2 mg/L. Ao longo do
ensaio foram recolhidas amostras de agua de duas em duas semanas, para analisar a
guantidade maxima de amonia presente nos tanques. Por ultimo, a limpeza dos tanques
foi efetuada uma vez por dia, realizando-se duas purgas, uma de manha e uma ao final do
dia.

As corvinas foram alimentadas “ad libitum” trés vezes por dia: as 9h, as 12h e as
16h. De forma a aferir a racdo consumida, foi registada a quantidade de racdo em excesso
no fundo do tanque apo6s o periodo da refeicdo (1h) diariamente durante uma semana,

todos os meses do periodo experimental.

3.1.2 Desenho experimental

Foram utilizadas duas racOes experimentais para a alimentagdo das corvinas,
produzidas pela SPAROS, a racdo 45P e a 45PALT. As racdes eram isoenergéticas e
isoproteicas (aproximadamente 45% de proteina), tendo na sua composicao diferentes
ingredientes (ambas as ra¢cGes com ingredientes alternativos a farinha de peixe). Quanto
as diferencas entre racdes, destaca-se no caso da racao 45P, ingredientes vegetais tratados
como o concentrado de proteina de soja, menor concentracdo de farinha de soja 48 e a
presenca de gluten de trigo, na racdo 45PALT, destaca-se a presenca de subprodutos da
industria pecuéria e de suinicultura como a farinha de penas e farinha de sangue de suinos,
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e maior concentracdo de farinha de soja 48 (Tabela 3.1). As racdes foram atribuidas

aleatoriamente a cada tanque.

Tabela 3.1 - Composicao (%) das racfes 45P (ingredientes de origem vegetal) e 45PALT (ingredientes de
origem vegetal e animal).

Ingredientes 45P (%) 45PALT (%)
Farinha de peixe LT Diamante 15.00 15.00
Farinha de peixe 60 10.00 10.00
Farinha de penas - 5.00
Farinha de sangue de suinos - 5.00
Farinha de aves 65 7.20 7.20
Concentrado de proteina de soja 14.00 -
Gluten trigo 3.00 -
Gluten de milho 7.00 7.00
Farinha de soja 48 11.50 19.00
Trigo 12.00 12.00
Feijao-fava 6.00 6.00
Oleo de peixe 5.00 5.00
Oleo de colza 6.70 6.00
Vitaminas & Minerais Premix 1.00 1.00
Lecitina de soja 0.50 0.50
MCP 0.20 0.40
L-lisina 0.40 0.40
DL-Metionina 0.50 0.50
Composi¢do Alimentar 45P (%) 45PALT (%)
Proteina 44.48 44.49
Matéria Gorda 16.03 16.02
Fibra 1.22 1.10
Cinza 9.12 9.24
Energia 19.44 19.10
Total de fosforo 1.27 1.24

3.2 Amostragem

O ensaio foi realizado num periodo de trés meses, sendo realizadas seis
amostragens: inicial, 12 semana, 22 semana, 42 semana, 8% semana, 122 semana (= final).

Em cada amostragem recolheram-se 4 peixes de cada tanque, com o auxilio de
um chalavar, sendo de imediato anestesiados por imersdo em agua com fenoxietanol a
uma concentracdo de 800ppm. Depois de anestesiados, procedeu-se a colheita de sangue
pela veia caudal utilizando seringas heparinizadas. De seguida, obtiveram-se dados
biométricos (comprimento total e peso de cada peixe), tendo sido sacrificados usando um
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bisturi para seccionar a zona cerebral, procedendo-se a dissecacdo dos peixes de forma a
recolher o intestino e figado para analise histolégica.
O célculo da biomassa para cada tanque foi realizado a cada 4 semanas de ensaio,

para se calcular o ganho em biomassa.
3.3 Métodos analiticos

3.3.1 Pardmetros biométricos
De forma a verificar a condicao fisioldgica dos peixes foram calculados diversos

indices biométricos.

A taxa de crescimento especifico (TCE) é um indicador do crescimento num

determinado periodo. Podendo ser calculado segundo Stéle et al (1998):

100(In peso corporal médio final (g)—Inpeso corporal médio inicial (g))
Nede dias

TCE (%/dia) =
O indice de conversdo alimentar (ICA) é utilizado para avaliar a eficiéncia da
racao na sua conversdo em peso corporal. Sendo calculado segundo Ribeiro et al (2015):

total da ragdo consumida (g)
total de peso ganho (g)

ICA =

O indice de condicdo (IC) € um indicador do desenvolvimento fisiolgico do
individuo, sendo utilizado para verificar o normal desenvolvimento do organismo. Sendo

calculado segundo Ribeiro et al (2015):

peso corporal (g)

IC =

comprimento total (cm)

O indice hepatossomatico (IHS) é utilizado para avaliar a acumulacéo de lipidos
nas células hepaticas, permitindo avaliar o estado fisiol6gico do organismo. Sendo obtido
segundo Ribeiro et al (2015):

IHS = peso do figado (g)

peso corporal (g)

O indice intestinal ou indice somatico intestinal (Il) € utilizado para avaliar
possiveis variaces no peso do estbmago e intestino e consequente capacidade de digestdo

do organismo. Sendo calculado segundo Ribeiro et al (2015):

peso do estomigo (g)+peso do intestino (g)

I =

peso corporal (g)
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3.3.2 Pardmetros hematoldgicos
A recolha de sangue foi realizada individualmente para microtubos de 1,5 mL
previamente heparinizados, os quais foram mantidos em gelo até a centrifugacao.

Para a realizacdo dos esfregacos foram utilizados 5 pL da amostra de sangue
numa lamina de vidro. Apds 12h de secagem ao ar, foi realizado a técnica de coloragdo
de Wright-Giemsa, esta técnica consiste na imersdo dos esfregacgos (usando um “rack” de
coloracgéo) em corante Wright puro durante um minuto, seguida de imersdo numa solugédo
de tampdo fosfato (pH 6,8-7,2) durante quatro minutos. Finalmente, apds secagem ao ar,
as amostras foram fixadas com DPX. A observacdo dos esfregacos foi realizada num
microscaépio 6tico (Nikon Eclipse Ci com ampliagdo x1000) sendo contados o nimero de
eritrocitos, linfocitos, mondcitos e granulécitos (neutrofilos, eosinéfilos e basofilos) em

cinco areas aleatorias da amostra (figura 3.1 e 3.2).

Figura 3.1 Preparagdo dos esfregacos de sangue de juvenis de corvina
(Argyrosomus regius)
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Figura 3.2 Observagéor de microscobia 6tica de uma amostra de
esfregaco de sangue de juvenis de corvina (Argyrosomus regius). A —

Eritrocito; B — Eosindfilo; C — Linfécito; D — Neutréfilo. Ampliacéo

1000x

Para a contagem de células vermelhas retirou-se 5 pL de sangue da amostra para
0s microtubos j& preparados com 995 pL de PBS (fator de diluicdo de 1:100) para se
proceder a contagem de células. Foi utilizado um microscopio 6tico (Nikon Eclipse Ci
com ampliacdo x400) e uma camara de Birker, tendo sido contados 5 campos de cada
amostra.

Foi ainda determinado o hematocrito (Fig.3.3 — A) para cada amostra. Para isso,
recolheu-se o sangue de cada amostra com capilares (75 mm Super Rior, Germany). Os
quais foram posteriormente centrifugados numa centrifuga de hematocrito (EBA 21
Hettich, Germany) durante 5 min a 10000 rpm (Ribeiro et al, 2015). Apds a centrifugacao
o hematdcrito, foi calculado como a razdo entre a medida o volume total do sangue no
capilar e o volume de células sanguineas depositadas apds a centrifugacdo multiplicando
por 100. Tendo em conta que a percentagem de globulos vermelhos é sensivelmente
100% da concentracdo de células sanguineas depositadas foi considerado os resultados
do hematdcrito como a %(v/v) de glébulos de vermelhos presentes no sangue.

A hemoglobina (Fig. 3.3 — B)foi determinada pelo método de Drabkin
(SPINREACT). O principio deste método consiste na oxidacdo da hemoglobina pelo
ferrocianido de potassio em metahemoglobina, a qual é convertida em
cianometahemoglobina, pelo ciano de potéssio. A intensidade da cor formada é
proporcional a concentracdo de hemoglobina no sangue. Da amostra inicial de sangue de
cada peixe, recolheram-se 20 pL para tubos de 5 mL. A estes tubos adicionou-se 5 mL da

solucgéo de trabalho do reagente de Drabkin, previamente preparada. Utilizaram-se dois
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controlos: branco - 5 mL da solugéo de trabalho do reagente Drabkin; standard - 20 pL
de calibrador + 5 mL da solug&o de trabalho do reagente Drabkin. Apds homogeneizar as
suspensdes, foram incubadas 3 min a temperatura ambiente e, de seguida, foram retirados
300 pL de cada tubo para um poco. Finalmente foi lida absorvancia das amostras e do

calibrador contra o branco (Thermo Scientific Multiskan GO).

s [ 2
/= s'\\wr/%/a_—:‘&
- Yoo
;;%;ZW“\§§E§SEQ \

- \\/,M/ﬂli\§wvﬁj
S5 Ny

Figura 3.3 Tratamentos das amostras de sangue de juvenis de corvina (Argyrosomus regius). A —
Hematdcrito; B — Hemoglohina

3.3.3 Histologia

Foram recolhidas amostras de intestino anterior, intestino posterior e figado. Estas
amostra foram fixadas numa solucéo de formaldeido a 10% (pH 7,2) durante 24h, lavadas
com solucdo PBS (1:100) trés vezes durante 15 min (para retirar os residuos de
formaldeido) e armazenadas em alcool a 70%. Posteriormente as amostras foram
embebidas em parafina para se obter blocos para cada tecido. Quanto a organizacao dos
blocos, foram formados seis blocos por cada tanque, sendo dois blocos com as amostras
de intestino anterior, dois blocos com intestino posterior e dois blocos com as amostras
de figado. Foram realizados cortes histologicos de sec¢cdes com 7 pm num micrétomo
MicroTec CUT 4000, os quais foram posteriormente corados com as técnicas da
Hematoxilina-Eosina para uma observacdo histologica geral, de PAS (ou reagente de
Schiff) e de Azul Alcido pH 2.5 para visualizar estruturas ricas em glicogénio e
mucopolissacarideos (neutro e &cidos), respetivamente (Martoja e Martoja-Pierson,
1970).

De cada bloco foram realizados 4 cortes, perfazendo um total de 72 cortes por
tratamento. Os cortes foram analisados num microscopio 6tico (Motic BA410) de forma
a caracterizar a morfologia celular dos diferentes tecidos, tendo ainda sido quantificados
os valores médios do tamanho dos hepatdcitos, nas seccdes do figado, e do comprimento
das pregas intestinais, nas sec¢des do intestino, através da analise de imagem recorrendo

ao software Motic Images Plus 2.0 ML (Fig. 3.4).
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Figura 3.4 — Observacédo cortes histologicos de porgdes de figado e intestino de juvenis de corvina
(Argyrosomus regius). Medicdo da area dos hepatécitos (A) e do comprimento das pregas intestinais (B)
obtidas através do software Motic Images Plus 2.0 ML. Ampliagéo 400x.

3.4 Anélise Estatistica

Os dados de crescimento, indices de condicdo e parametros hematoldgicos e
histolégicos foram apresentados como a media dos replicados + desvio padrdo. Estes
dados foram analisados através da Two-away ANOVA, considerando como fatores a
qualidade da proteina e o tempo de alimentacdo. Apesar de terem sido feitas 6
amostragens, para a Two-Way ANOVA apenas se consideraram as amostragens mensais.
Os parametros expressos em percentagens foram sujeitos a uma transformacéo arc seno
da raiz quadrada. Quando os efeitos dos tratamentos foram significativos (P < 0,05)
procedeu-se a comparacdo de médias utilizando o teste de Tuckey. Todos os testes
estatisticos foram realizados utilizando o software SPSS (v25, IBM, USA).

4. Resultados

4.1 Crescimento e indices de condigéo

Ao longo do ensaio morreram 32 peixes no tratamento 45P e 30 peixes no
tratamento 45PALT, sendo que todas as mortes foram devido a fuga dos tanques e ndo ao
devido ao tratamento. No ensaio foi observado um aumento de peso em ambos 0s
tratamentos, sendo que o peso médio inicial era de 55,5 + 6,4 g. No tratamento 45P foi
observado um incremento percentual em relacdo ao peso médio inicial de
aproximadamente 136,6% na décima segunda semana, atingindo um valor médio de
131,3 + 25,7 g. No tratamento 45PALT foi também observado um aumento do peso médio
inicial, sendo que no final das 12 semanas o peso médio atingiu as 107,1 + 14,0 g
correspondendo a um aumento de 93,0% em relacdo ao peso inicial. Tendo em conta estes
resultados, a diferenca final entre os tratamentos é de 18,4%, no entanto ndo se
observaram diferencas significativas entre tratamentos (P > 0,05) (Fig. 4.1).
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Figura 4.1 - Peso médio observado (g) de juvenis de corvina (Argyrosomus regius) no inicio
do ensaio (t=0) e no decorrer do ensaio (uma, duas, quatro, oito e doze semanas) nos
tratamentos 45P ( ingredientes de origem vegetal) e 45PALT (ingredientes de origem vegetal
e animal).

Observou-se uma diminui¢do do comprimento total na amostragem da primeira
semana e aumento nas Seguintes amostragens em ambos os tratamentos, sendo o
comprimento médio inicial de 17,6 £ 0,6 cm. No tratamento 45P, o comprimento total
médio sofreu um crescimento percentual, tendo atingido 31,4% na décima segunda
semana em relagdo aos valores iniciais, correspondendo a 23,2 + 1,5 cm. No tratamento
45PALT foi também observado um aumento ao longo do ensaio, tendo aumentado 25,8%
até a décima segunda semana correspondendo a um comprimento médio de 22,2 + 0,8
cm. A diferenca obtida entre os tratamentos no final do ensaio foi de 4,2%, ndo sendo

significativamente diferente (P > 0,05) (Fig. 4.2).
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Figura 4.2 - Comprimento total médio observado (cm) de juvenis de corvina (Argyrosomus
regius) no inicio do ensaio (t=0) e no decorrer do ensaio (uma, duas, quatro, oito e doze
semanas), alimentados com dietas com 0 mesmo nivel de proteina mas diferentes formulagdes:
45P (ingredientes de origem vegetal) e 45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).

Para a taxa de crescimento especifico (TCE) ndo se obtiveram resultados
significativamente diferentes (P > 0,05) entre tratamentos (Fig. 4.3). No tratamento 45P
foi obtido uma taxa de crescimento especifico (TCE) média de 0,90 £ 0,059 %/dia nas
primeiras quatro semanas, de 0,95 + 0,10 %/dia na oitava semana e ao fim de duas
semanas 0,89 + 0,063 %/dia. No tratamento 45PALT nas primeiras quatro semanas
observou-se uma TCE de 0,083 + 0,050 %/dia, na oitava semana 0,84 + 0,056 %/dia e na

décima segunda semana 0,76 £ 0,031 %/dia.
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Figura 4.3 Crescimento especifico (%/dia) de juvenis de corvina (Argyrosomus regius) ao fim
de quatro, oito e doze semanas alimentadas com as ragdes 45P (ingredientes de origem
vegetal) e 45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).
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No indice de conversdo alimentar (ICA) observaram-se diferengas significativas
entre tratamentos (P < 0,05) (Fig. 4.4). No tratamento 45P obteve-se ao fim das primeiras
quatro semanas um valor de 1,71 * 0,25, na oitava semana 1,69 £+ 0,09 e na décima
segunda semana um valor e 1,71 = 0,09. Quanto ao tratamento 45PALT foi obtido na
quarta semana um ICA de 2,19 £ 0,23, na oitava semana de 2,10 = 0,28 e na décima

segunda semana 2,35 + 0,35.

45P
Bm 45PALT

Semanas

Figura 4.4 indice de conversio alimentar (ICA) de juvenis de corvina (Argyrosomus regius)
ao fim de quatro, oito e doze semanas alimentadas com as ragdes 45P (ingredientes de origem
vegetal) e 45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).

No indice de condicdo (IC) observou-se uma variacao ligeira em ambos 0s
tratamentos, ao longo do ensaio, sendo o valor médio inicial para o IC de 1,01 £+ 0,08.
Tendo em conta o valor inicial do IC, o tratamento 45P sofreu um aumento de 3,48% ao
fim de 12 semanas, correspondendo a 1,04 £ 0,07. Verificou-se no tratamento 45PALT
uma diminuicdo de 3,40% ao fim de doze semanas, tendo sido obtido 0,97 + 0,07. A
diferenca entre tratamentos foi de 6,65%, ndo sendo significativamente diferente (P >
0,05) (Fig. 4.5).
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Figura 4.5 - indice de condico de juvenis de corvina (Argyrosomus regius) no inicio do ensaio
(t=0) e no decorrer do ensaio (uma, duas, quatro, oito e doze semanas) nos tratamentos 45P
(ingredientes de origem vegetal) e 45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).

Quanto ao indice hepatossomatico (IHS), verificou-se um decréscimo ao longo do
ensaio em ambos os tratamentos, sendo o valor inicial de 3,34 + 1.12. No tratamento 45P
observou-se uma reducdo percentual ao fim de 12 semanas de 26.65% face ao valor
inicial, atingindo 2,45 + 0,771. No tratamento 45PALT houve também uma diminuicao
do IHS, de 20,01% ao fim das 12 semanas, tendo como valor médio de IHS final de 2,67
+ 0,0654. Observou-se assim, uma diferenca de 22,00% entre tratamentos, ndo sendo
significativamente diferentes (P > 0,05), tendo a interagdo entre tratamentos e

amostragem obtido diferencas significativas (P < 0,05) (Fig. 4.6).
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Figura 4.6 - Indice hepatossomatico de juvenis de corvina (Argyrosomus regius) no inicio do
ensaio (t=0) e no decorrer do ensaio (uma, duas, quatro, oito e doze semanas) nos tratamentos
45P (ingredientes de origem vegetal) e 45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).

Nos valores obtidos para o indice intestinal (11) foi observado uma diminuigdo em
ambos os tratamentos, tendo como valor inicial de 11 2,09 + 0,161. No tratamento 45P foi
observado uma diminuicdo de 33,00% ao fim de 12 semanas, correspondendo a 1,76 +
0,225. Sendo igualmente observado, no tratamento 45PALT, uma diminui¢do de 31% no
fim do ensaio, obtendo um valor médio de Il de 1,78 + 0,001. Obtendo-se assim uma

diferenca de 2% entre tratamentos, ndo sendo significativamente diferentes (P > 0,05)

(Fig. 4.7).
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Figura 4.7 - Indice intestinal de juvenis de corvina (Argyrosomus regius) no inicio do ensaio
(t=0) e no decorrer do ensaio (uma, duas, quatro, oito e doze semanas) nos tratamentos 45P
(ingredientes de origem vegetal) e 45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).
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4.2 Parametros hematologicos

Nos resultados obtidos para o hematdcrito foi observado uma conservacdo dos
valores ao longo do ensaio, tendo como valor médio inicial 24,8 £ 4,0% de eritrécitos
(Fig. 4.8). Verificou-se um aumento percentual de eritrocitos no tratamento 45P de 4,6%
na ultima amostragem, correspondendo a um valor de 26,0% de eritrécitos. No tratamento
45PALT foi observado uma variagdo dos valores ao longo do ensaio, tendo tido um
incremento de 7,6% na amostragem final, obtendo um valor médio de 26,7% eritrocitos,
tendo-se obtido uma diferenca de 3% no final do ensaio entre tratamentos, ndo sendo
diferentes significativamente (P > 0,05).

Tempo (Semanas)
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Figura 4.8 - Hematdcrito (%) de juvenis de corvina (Argyrosomus regius) no inicio do
ensaio (t=0) e no decorrer do ensaio (uma, duas, quatro, oito e doze semanas) nos
tratamentos 45P (ingredientes de origem vegetal) e 45PALT (ingredientes de origem
vegetal e animal).

Na contagem de células vermelhas na camara de Blrker obteve-se um valor médio
inicial de 1,34 + 0,44 x 10° cel/uL por peixe (Fig. 4.9). Observou-se 1,32 + 0,35 x 10°
cel/uL na décima segunda semana do tratamento 45P, verificando-se uma diminuicéo de
2,2% em relacdo ao valor inicial. Contrariamente, no tratamento 45PALT houve um
aumento de 1,7% no numero de células vermelhas, subindo para 1,36 + 0,58 x 10° cel/uL
na Gltima amostragem. Foi verificado também na quarta semana o valor médio maximo
de células vermelhas para ambos os tratamentos, tendo sido obtido para o 45P um valor
médio de 1,68 + 0,33 x 10° cel/uL e 1,74 + 0.73 x 10° cel/uL no tratamento 45PALT.
Estes resultados representam uma diferenca aproximada de 4% entre tratamentos, ndo

sendo observadas diferengas significativas (P > 0,05).
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Figura 4.9 Contagem de células vermelhas na camara de Biirker (cel/pL) de juvenis de
corvina (Argyrosomus regius) no inicio do ensaio (t=0) e no decorrer do ensaio (uma, duas,
quatro, oito e doze semanas) nos tratamentos 45P (ingredientes de origem vegetal) e
45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).

Os resultados obtidos nos esfregagos demonstram uma variagdo quase inexistente
ao longo do ensaio da percentagem de eritrocitos em relagdo aos outros elementos do
sangue (gldbulos brancos, plaquetas), sendo o valor inicial de 98,33 + 0,878 % (Fig. 4.10).
No tratamento 45P houve uma diminuicdo de 2,45% ao longo do ensaio atingindo na
décima segunda semana um valor médio de aproximadamente 95,92 + 1,542 % de
eritrécitos. No tratamento 45PALT observou-se também uma diminuicdo ligeira de
1,87% dos valores médios de eritrocitos para aproximadamente 96,49 + 1,220 % na
ultima amostragem. Obteve-se uma diferenca de 0,59% entre tratamentos, ndo sendo
observadas diferencas significativas (P>0,05). Quanto a percentagem de leucécitos ndo
foi observada variacdo ao longo periodo de amostragem, nem se verificou uma diferenca

significativa entre tratamentos (P>0,05).
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Figura 4.10 Percentagem de gl6bulos vermelhos em esfregacos de sangue de juvenis de
corvina (Argyrosomus regius) no inicio do ensaio (t=0) e no decorrer do ensaio (uma, duas,
quatro, oito e doze semanas) nos tratamentos 45P (ingredientes de origem vegetal) e
45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).

Quanto a hemoglobina, foi observado uma diminuicdo da concentracdo em ambos
os tratamentos, sendo o valor médio inicial de 6,0 + 1,9 g/dl (Fig. 4.11). No final do ensaio
0 tratamento 45P obteve um valor médio de 3,3 + 0,77 g/dl de hemoglobina,
correspondendo a uma diminuicdo de 44,5% em relacdo ao valor inicial. No tratamento
45PALT foi também observado uma diminuicdo, de 42,4%, ao longo do ensaio, tendo
obtido um valor médio de 3,4 + 0,60 g/dl na ultima amostragem. Em ambos os
tratamentos observou-se um pico de aumento da concentracdo de hemoglobina na oitava
semana, voltando a diminuir na amostragem final. Obteve-se uma diferenca de 3,6% entre
tratamentos, ndo tendo sido verificado diferencas significativas entre tratamentos (P >
0,05).
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Figura 4.11 Concentracdo de hemoglobina (g/dL) no sangue de juvenis de corvina
(Argyrosomus regius) no inicio do ensaio (t=0) e no decorrer do ensaio (uma, duas,
quatro, oito e doze semanas) nos tratamentos 45P (ingredientes de origem vegetal) e
45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).

4.3 Parametros Histoldgicos

Com base nas observagdes através de microscépio o6tico dos cortes de figado
colorados com hematoxilina-eosina, foram observados claros sinais de esteatose celular
(Fig. 4.12). O tratamento 45P apresenta células com estrutura tipo poligonal em que os
vacuolos ocupam a maior parte da célula e o tratamento 45PALT apresenta vactolos com
estrutura tipo oval em que o vactolo também ocupa a maior parte da célula. Tendo em
conta a observacdo dos cortes com coloracdo de PAS, a constituicdo do vacuolo é
essencialmente lipidos (cerca de 95%). Foram ainda observados vestigios de tecido
pancreatico rodeado por células hepaticas sendo isto, indicio que esta espécie tem um
hepatopancreas.

(Argyrosomus regius) no final do ensaio (na décima segunda semana) com coloragdo de hematoxilina-
eosina. A - Tratamento 45P (ingredientes de origem vegetal); B - 45PALT (ingredientes de origem
vegetal e animal). Ampliacdo 400x.
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Nas medicOes dos hepatdcitos foi observado um aumento da area média para
ambos os tratamentos, sendo o valor inicial de 7266 + 465 um? (Fig. 4.13). No tratamento
45P foi observado ao fim das 12 semanas um valor médio da area dos hepatocitos de
11034 + 513 pm?, que corresponde a um aumento de 60%. No tratamento 45PALT foi
observado um ligeiro aumento de 8,4% para 7876 + 336 um?. Analisando os dados foi

observado uma diferenca significativa entre tratamentos (P<0,05).
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Figura 4.13 Area dos hepatécitos (um?) de juvenis de corvina (Argyrosomus regius)
no inicio (t=0) e no final do ensaio (doze semanas) nos tratamentos 45P (ingredientes
de origem vegetal) e 45PALT (ingredientes de origem vegetal e animal).

Nos resultados histoldgicos obtidos na observacdo do intestino, verificou-se em
termos morfologicos que ndo existiam diferencas entre tecidos dos individuos que foram
alimentados com diferentes racGes e também ndo foi observado diferencas na presenca
de mucopolissacarideos. Um aumento ligeiro do comprimento médio total das criptas,
sendo o valor médio inicial de 99,1 + 27,9 um (Fig. 4.14). No tratamento 45P verificou-
se um aumento resultando num comprimento médio total de 103,2 + 22,5 um. No
tratamento 45PALT obteve-se no final do ensaio um valor médio do comprimento total
de 103,7 £ 40,1 um. N&o foram observadas diferencas significativas entre tratamentos (P

> 0,05).
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Figura 4.14 Fotografias de cortes histoldgicos de porcdes de intestino de juvenis de corvina
(Argyrosomus regius) no final do ensaio (na décima segunda semana) com coloragédo de

hematoxilina-eosina. A - Tratamento 45P (ingredientes de origem vegetal); B- 45PALT
(ingredientes de origem vegetal e animal). Ampliagdo 400x.

No intestino anterior observou-se um aumento em ambos os tratamentos, sendo o

valor inicial médio do comprimento total das criptas de 100,4 £ 25,3 um (Fig. 4.15). No

tratamento 45P o valor médio final foi de 101,2 + 22,3 um e no tratamento 45PALT foi

de 114,5 + 54,8 um. Quanto ao intestino posterior foi também observado um aumento

para o tratamento 45P e uma ligeira diminuicéo do valor médio do comprimento total das

criptas, sendo o valor inicial de 98,3 £ 29,5 um. Obteve-se no tratamento 45P um valor

médio final de 104,6 + 22,6 um e no tratamento 45PALT de 97,5 + 26,8 pum.
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Figura 4.15 Comprimento total das criptas intestinais (um) de juvenis de corvina
(Argyrosomus regius) no inicio (t=0) e no final do ensaio (doze semanas) nos
tratamentos 45P (ingredientes de origem vegetal) e 45PALT (ingredientes de
origem vegetal e animal).

5. Discussao

A nutricdo em aquacultura é uma das areas mais importantes e mais estudadas,

uma vez que o alimento representa 0s maiores custos para a producdo. Tendo em conta

0s custos das racfes em aquacultura, devido a competicdo pela principal fonte de proteina

(farinha de peixe) por varias indUstrias, desde da pecudria, avicultura e para consumo
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humano, € importante investir na investigacao de novos ingredientes que possam ser tao
ou mais viaveis que a farinha de peixe para formular as ragdes para aquacultura (FAO,
2016). Ensaio anteriores com corvina (Ribeiro et al., 2015) foi observado que é possivel
substituir a farinha de peixe e 6leo de peixe em cerca de 50% por ingredientes vegetais,
ndo afetando a performance de crescimento significativamente e ndo afetando a

morfologia do intestino e/ou os parametros hematoldgicos.

5.1 Crescimento e indices de condicao

O peso e comprimento total dos individuos sdo parametros biométricos basicos,
para avaliar o normal desenvolvimento dos peixes teledsteos, de acordo com os resultados
obtidos ndo houve diferencas significativas entre tratamentos, tendo os individuos que
consumiram a ragdo 45P um peso médio de 131,5 g e um comprimento total médio de
23,2 cm e os individuos que consumiram a racdo 45PALT um peso médio de 107,1 g e
um comprimento total médio de 22,2 cm. Estes valores estdo de acordo com o esperado

para a espécie (Ribeiro et al., 2015).

Quanto a taxa de crescimento especifico, € um indicador do crescimento num
determinado periodo. Os resultados obtidos ndo foram significativamente diferentes para
os tratamentos, tendo sido obtido para a racdo 45P valores medios de 0,89 %/dia e de 0,76
%I/dia para a racdo 45PALT. Os valores de taxa de crescimento para a racao 45P estdo
dentro do esperado, tendo em conta estudos anteriores de Chatzifotis et al (2012) e Wolley
et al (2010).

Os resultados da performance de crescimento demonstraram diferencas
significativas entre tratamentos, nomeadamente no indice de conversdo alimentar (ICA).
Este indice indica-nos o consumo de ra¢do num determinado periodo por ganho de peso,
logo, os peixes submetidos ao tratamento 45P que obtiveram um ICA mais baixo do que
os do tratamento 45PALT, necessitaram de menos racao para crescimento. Neste estudo
foram obtidos no final do ensaio valores de ICA de 1,71 e 2,35 para aragdo 45P e 45PALT
respetivamente. Os valores de 45P foram acima do esperado, tendo em conta os estudos
realizados por Chatzifotis et al (2012), Ribeiro et al (2013) e Wolley et al (2010), que
obtiveram resultados entre 1 e 1,2 para contetdos aproximados de igual proteina vegetal.
Para a racdo 45PALT estdo de acordo com o esperado, uma vez que a qualidade da
proteina seria inferior, quando comparado com a proteina utilizada na racdo 45P. Uma

vez que o perfil de aminoacidos essenciais presentes na farinha de penas e farinha de
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sangue de suinos é deficiente, levando a diminuicdo da taxa de crescimento e do ICA
(Kikuchi et al., 1994).

O IC como indice que avalia o normal desenvolvimento do organismo, apresentou
valores médio de 1,4 para a racdo 45P e 0,97 para a racdo 45PALT, ndo havendo
diferencas significativas. Estes resultados estdo de acordo com o esperado para a espécie
(Ribeiro et al., 2015).

O indice hepatossomatico (IHS) funciona como um indicador da condicdo do
peixe tendo em conta a deposicao de lipidos e glicogénio no figado (Péres et al., 1999;
McCelland et al., 2005). De acordo com os resultados obtidos o IHS varia ao longo da
amostragem, parecendo induzir que o cultivo a longo prazo seria afetado
significativamente pelos tratamentos. Os valores obtidos para o tratamento 45P (2,45)
estédo de acordo com descrito por Wolley et al (2010), sendo que no tratamento 45PALT
(2,67) os resultados obtidos foram inferiores, j& esperados tendo em conta os estudos de
Kikuchi et al. (1994), que demonstrou que o aumento da concentracdo de farinha de penas
podera provocar uma diminui¢do do conteddo lipidico, logo, uma diminuicao do tamanho
do figado. Estes valores associados aos valores do IC suportam a hip6tese que 0s
individuos alimentados pela ragdo 45P tiveram um aumento um aumento de peso,
associado a um aumento de gordura. Isto podera dever-se a fraca digestibilidade e ao fraco
perfil de aminodcidos desta fonte proteica como descrito por Brannon et al. (1976) e
Roley et al. (1977).

O indice intestinal é utilizado como indicador da capacidade de absor¢éo, taxa de
retencdo e crescimento do peixe, como descrito por Buddington (1997) e Foster et al.
(1993). Neste estudo néo se verificou uma diferenca significativa entre tratamentos (45P
— 1,76 e 45PALT - 1,78), tendo-se verificado uma diferenca significativa ao longo da
amostragem que € representativa de um crescimento alométrico descrito em varias
espécies de peixes por Karachle et al. (2010). Sendo que os valores observados neste
estudo estdo de acordo com os ja descritos por Ribeiro et al. (2015) para esta espécie.

5.2 Parametros Hematoldgicos

Os parametros hematoldgicos séo utilizados para verificar a condi¢do do peixe,
sendo um indicador sensivel de possiveis alteracdes fisiologicas e de possiveis
contaminacgdes patologicas (Clauss et al. 2008; Buscaino et al. 2010; Pohlenz e Gatlin,

2014; Emre et al. 2016;). Uma alteracdo dos niveis de hematdcrito podera ter como causa
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situagcdes de méa nutricdo, anemia e deficiéncias de vitaminas e minerais (Sonia et al.,
2007). Neste estudo a diferenca de qualidade da proteina ndo afetou significativamente
0s niveis do hematocrito, sendo estes resultados idénticos aos obtidos em falso-alabote-
japonés por Kikuchi et al. (1994) e corvina por Ribeiro et al. (2015). A contagem de
células vermelhas e os esfregacos corroboram os resultados obtidos no hematdcrito. Os
niveis altos de leucdcitos estdo associados a possiveis infecGes e/ou presenga de
organismos patogénicos (Sonia et al., 2007; Ribeiro et al., 2015). Uma vez que a
percentagem de leucdcito foi baixa, podemos concluir que os individuos estudados nao
se encontravam infetados, e como n&o se verificaram diferengas significativas entre
tratamentos podemos igualmente concluir que a capacidade imunoldgica dos peixes nao
foi afetada pelas diferentes racdes. Neste estudo, os resultados obtidos para a
hemoglobina ndo demonstraram diferencas significativas entre tratamentos, sendo 0s
valores obtidos abaixo do esperado, tendo em conta os resultados descritos por Guroy et
al. (2017). Isto podera dever-se a grande variacdo dos parametros causada por fatores
externos e internos, desde as técnicas laboratoriais e de amostragem usadas, ao sexo do

individuo, as suas propriedades genéticas, entre outros. (Vazquez e Guerrero, 2007).

5.3 Parametros Histoldgicos

O figado é um o6rgdo com diversas funcbes preponderantes para o normal
funcionamento do organismo, tais como a digestdo, reproducdo, o armazenamento de
lipidos, hidratos de carbono, vitamina A, ferro, na defesa imunitaria, na desintoxicagéo e
no catabolismo de azoto (Munshi e Dutta, 1996). Em varias espécies produzidas em
aquacultura verificaram-se alteracGes a nivel celular no figado, quando estas sofreram de
uma nutricdo deficiente ou quando foram expostas a agentes patogénicos, como
biotoxinas e xenobioticos de origem humana (Munshi e Dutta, 1996; Giroy et al. 2017).
Foram observadas diferencas estruturais nos hepatdcitos, apresentando o tecido hepatico
dos individuos alimentados com a racdo 45P uma estrutura mais compacta e hepatécitos
com forma poliédrica, contrariamente aos individuos alimentados com a racdo 45PALT
que apresentam um tecido hepatico menos denso e hepatocitos com forma oval. Néo
foram também observadas diferencas entre ragcdes tendo em conta a composicao do
vacuolo dos hepatocitos, sendo constituido essencialmente por lipidos. Neste estudo
foram realizadas medi¢Oes da &rea dos hepatdcitos, tendo em conta a sua suscetibilidade
a alteragdes nutricionais, sendo que neste estudo foram detetadas diferencas significativas

entre tratamentos com diferentes qualidades de proteina. Os resultados obtidos neste
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estudo foram contrarios aos descritos por Benedito-Palos et al. (2008), Cabellero et al.
(2004) e Kowalska et al. (2010) em que proteinas com menor qualidade, como as
utilizadas na racdo 45PALT, poderéo levar a uma maior acumulacéo de lipidos no figado

e consequente aumento de tamanho dos hepatocitos.

O intestino tem como principal funcdo a decomposicdo dos nutrientes em
moléculas simples através de enzimas hidroliticas, de forma a serem absorvidas e
utilizadas no metabolismo (Ribeiro et al., 2015). Esta absorc¢éo € diretamente influenciada
pela dimenséo das vilosidades, sendo que neste estudo ndo foram observadas diferencas
significativas entre individuos alimentados com diferentes ra¢cbes no comprimento total
médio das vilosidades do intestino. Era espectavel observar alteracdes morfoldgicas nas
vilosidades do intestino na utilizacdo de proteinas de menor qualidade na racao 45PALT
tal como observado por Baeverfjord e Krogdahl (1996) em salmdo atlantico e por
Torrecilhas et al. (2016) em robalo.

5.4 Conclusdes

A corvina demonstrou uma boa adaptacéo a utilizacdo de racOes alternativas a
farinha de peixe, como a farinha de penas e farinha de sangue de porco. Os peixes
alimentados com a racdo 45PALT em comparacdo com os peixes alimentados com a
ragdo 45P obtiveram uma performance de crescimento similar, tendo sido a racéo 45P a
obter melhores resultados ao nivel do indice de conversdo alimentar, evidenciando a
melhor qualidade de proteina presente nesta, comparando com a racdo 45PALT. A
substituicdo da proteina de melhor qualidade com as farinhas de penas e de sangue de
porco foi um sucesso, uma vez que ndo afetou o crescimento, 0s parametros
hematoldgicos e a morfologia do intestino. Estudos futuros, utilizando biomarcadores,
poderdo permitir verificar a condicdo ao nivel celular do intestino e verificar alteraces

No Sangue.
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