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RESUMO

ZIEMNICZAK, Henriqgue Momo, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados MS,
Novembro de 2020. Efeitos da aflatoxina B1 na alimentacdo de pacu com o0 uso de
adsorvente. Orientadora: Claucia Aparecida Honorato; Coorientador: Jeferson Rodrigues

Gandra.

A aflatoxina B1 (AFB1) é um potente carcindgeno que afeta o desenvolvimento e parametros
bioguimicos, principalmente do figado. Contaminagdes por fungos sdo frequentes em
alimentos armazenados em locais inadequados favorecendo a exposicdo AFB1 em peixes. O
uso de adsorventes a base de probidticos (ADS) tém demonstrado uma boa alternativa,
impedindo a acdo das micotoxinas e contribuindo para um melhor desempenho zootécnico.
Este projeto foi delineado em dois estudos: (1) avaliar o impacto de AFB1 em pacu
(Piaractus mesopotamicus) por 10 dias, alimentados com dietas contendo 00, 25, 50, 100,
200, e 400 pg Kg*de AFBL1; e (2) avaliar a suplementacdo de ADS incluso na dieta (0,2%)
como estratégia para prevenir a aflatoxicose em peixes alimentados com 0,0, 25 e 400 ug Kg-
tde AFB1 definidos anteriormente no experimento 1. No estudo 1, a inclusdo acima de 25 pg
Kg' diminuiu a atividade da AST  (aspartato aminotransferase), ALT (alanina
aminotransferase), ALB (albumina), CAT (catalase) e SOD (superdxido desmutase) além de
proporcionar lesbes histopatologicas hepaticas. No estudo 2, a inclusdo de ADS em dietas
contaminadas com AFB1 melhorou a atividade da AST e ALT até 25 ug Kg*de AFB1, além
de ndo apresentar lesbes histopatolégicas. A acdo hepatoprotetora do ADS em dietas
contaminadas com AFB1 foi observada por meio da manutencdo da atividade das enzimas e
histolopatogia hepatica, demonstrando uma diminuicdo nos danos provocados em altas
concentracfes de AFB1 (400 pg Kg* de AFB1). A AFBL1 altera pardmetros bioguimicos e
histopatoldgicos a partir de 25 pug Kg™. E importante ressaltar que a suplementacio de ADS
melhorou a atividade enzimatica na concentracdo 25ug Kg* de AFB1 e atenuou os efeitos
com 400 pg Kg'de AFB1.

Palavras-chave: Micotoxina, bacteéria, lesdo hepatica, biomarcadores, histolopatogia
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ABSTRACT

ZIEMNICZAK, Henrique Momo, Federal University of Grande Dourados, Dourados MS,
November 2020. Effects of Aflatoxin B1 on pacu feed using adsorbent. Advisor: Claucia
Aparecida Honorato; Co-Advisor: Jeferson Rodrigues Gandra.

Aflatoxin B1 (AFBL1) is a potent carcinogen that affects mainly the liver development and
biochemical parameters. Fish production is increasing, requiring good food quality. Fungal
contamination is frequent in food stored in inappropriate places favoring exposure to AFB1
in fish. The use of probiotic-based adsorbents (ADS) has demonstrated a good alternative,
acting with adsorbent and contributing to a better zootechnical performance. This study was
designed in two studies: (1) to evaluate the impact of AFB1 on pacu (Piaractus
mesopotamicus) for 10 days, fed diets containing 00, 25, 50, 100, 200, and 400 ug Kg* of
AFBL. (2) to evaluate the supplementation of ADS included in the diet (0.2%) as a strategy to
prevent aflatoxicosis in fish fed with 0.00, 25 and 400 pg Kg* of AFB1. Aflatoxin Bl
decreased the activity of AST (aspartate aminotransferase), ALT (alanine aminotransferase),
ALB (albumin), CAT (catalase) and SOD (superoxide desmutase) in addition to providing
liver histopathological lesions above 25 pug Kg* of AFB1. The inclusion of ADS in diets
contaminated with AFB1 improved the activity of AST and ALT up to 25 pg Kg* of AFB1,
in addition to not presenting histopathological lesions. The hepatoprotective action of ADS in
diets contaminated with AFB1 was observed by maintaining the activity of liver enzymes and
histolopathology, demonstrating a decrease in the damage caused in high concentrations of
AFB1 (400 pg Kg* of AFB1). It is important to highlight that the supplementation of ADS
improved the enzymatic activity in the concentration 25ug Kg? of AFB1 and attenuated the
effects with 400 ug Kg* of AFBL1.

Key words: Mycotoxin, bacteria, liver damage, biomarkers, histolopathology.
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS

A aquicultura é a atividade que envolve a criacdo de organismos aquaticos.
Dentro desta atividade, encontra-se uma modalidade que esta em expans&o, o cultivo de
peixes em ambientes confinados. Esse sistema de criagdo vem ganhando destaque na
aquicultura nacional, principalmente por apresentar-se economicamente rentavel
(SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2017)

A aquicultura brasileira apresenta padrdo semelhante a aquicultura mundial, de
crescimento constante. De acordo com os dados estatisticos da piscicultura, o Brasil foi
responsavel pela producédo de 758.006 toneladas no ano de 2019 aumentando em 4,9% a
sua producado. Neste cenario o Mato Grosso do Sul estd ganhando espaco na aquicultura,
apresentou um crescimento de 5% em relacdo ao ano de 2015, e a estimativa é que o
estado se torne um dos principais produtores de peixe nos proximos anos (PEIXE-BR,
2020).

No Brasil, o pacu (Piaractus mesopotamicus) e seus hibridos, sdo espécies com
bom potencial para criagdo intensiva, devido a rusticidade ao manejo, boa taxa de
crescimento e, principalmente, aceitacdo no mercado consumidor (VALLADAO;
GALLANI, PILARSKI, 2018). De acordo com o IBGE (2019), a producédo brasileira
destas espécies foi de 11.570,00 toneladas no ano de 2018.

O cultivo de peixes redondos assim como da maior parte dos organismos
aquaticos, depende principalmente de alimentos artificiais, e sua alimentacdo
geralmente constitui a fracdo mais significativa nos custos operacionais das
propriedades dedicadas ao cultivo semi-intensivo ou intensivo de peixes. Muitas
pesquisas sobre as exigéncias nutricionais das espécies neotropicais e como melhorar
seu desenvolvimento para o setor produtivo estdo cada vez mais em evidéncia
(FERNANDES; CARNEIRO; SAMOMURA, 2000; BELO et al., 2005; SADO;
BICUDO; CYRINO, 2014). No entanto, o alimento oferecido a esses animais é passivel
de contaminantes, como as micotoxinas.

As dietas podem eventualmente conter contaminantes oriundos do

armazenamento inadequado ou de contaminagdo previa dos seus produtos de
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manufaturas, como insumos utilizados na elaboracéo de ragdes (ANATER et al., 2016).
As micotoxinas sdo consideradas substancias toxicas quando presentes em alimentos,
sendo frequentemente encontrados em produtos como milho, arroz e varios outros
cereais, que podem ser contaminados no campo ou durante Sseu processamento,
armazenamento (SFORZA; DALL'ASTA; MARCHELLI, 2006), evienciando um
agravante para a salde de seres humanos, animais, e consequentemente um sério
problema econdmico para a producdo animal (COUNCIL FOR AGRICULTURAL
SCIENCE AND TECHNOLOGY - CAST, 2003; ROCHA et al., 2014)

Na aquicultura, as principais micotoxinas pertencem aos géneros flngicos:
Aspergillus (aflatoxinas, ocratoxina), Penicillium (ocratoxina) e Fusarium (tricotecenos,
fumonisina, zearalenona) (BENNETT; KLICH, 2003; MATEJOVA et al., 2017). Entre
essas micotoxinas a AFB1 provoca diminui¢do no ganho em peso, e imunossupressao
em animais, enquanto aumenta a incidéncia de carcinoma hepatocelular (MISHRA,;
DAS, 2003), além de uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio (DE
FREITAS SOUZA et al., 2020)

A AFB1 é uma toxina de grande importancia na producdo agricola e pecuéria, e
quando presente, resulta em um grande impacto negativo para a cadeia de producédo que
utiliza cereais como fonte alimentar. O milho é utilizado na alimentacdo de aves,
bovinos, suinos e peixes e, quando expostos a essa toxina, apresentam niveis variaveis
de mortalidade e morbidade (ZYCHOWSKI et al., 2013).

Este trabalho tem como objetivo avaliar os danos promovidos por aflatoxina B1
acrescidas a dieta e a utilizacdo de adsorvente como produto para minimizar os efeitos
deletérios.

Este estudo serd composto por dois capitulos. O primeiro capitulo refere-se a
revisdo bibliogréfica descrita conforme as normas vigentes do Programa de P6s-Graduagdo
em Zootecnia da Universidade Federal da Grande Dourados e o segundo capitulo constara
com um experimento de intoxicacdo (DLso de Aflatoxina B1l) e outro com uso de
adsorvente. O segundo capitulo foi redigido conforme as normas de publicacdo da Revista

Toxins.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  Cenario da piscicultura
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A aquicultura é a atividade que envolve a criacdo de organismos aquaticos.
Dentro desta atividade, encontra-se uma modalidade que estd em grande expansdo, a
producdo de peixes, principalmente por apresentar-se economicamente rentavel
(SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2017), uma vez que a pesca extrativista vem sendo
substituida por esse modelo de producdo, a aquicultura.

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations -
FAO (2020), a producédo global de pescados atingiu cerca de 179 milhdes de toneladas
gerando um valor estimado em US$ 401 bilhdes, sendo 82 milhdes de toneladas,
avaliadas em US$ 250 bilhdes, oriunda da aquicultura. Do montante total, 157 milhdes
de toneladas, foram destinadas ao consumo humano equivalente a 20,5 kg per capita, o
restante da producdo (22 milhdes de toneladas) foi utilizado principalmente para
producdo de farinha de peixe. Com relacdo aos paises produtores, a China continua
como a maior produtora de pescado com 35% da producéo global, seguida pelos demais
paises asiaticos (34%), americanos (14%), europeus (10%), africanos (7%) e da Oceania
(1%).

A aquicultura brasileira apresenta padrdo semelhante a aquicultura mundial, de
crescimento constante. De acordo com os dados estatisticos da piscicultura, tabulados
pela Associacdo Brasileira de Piscicultura (PEIXE-BR, 2020), o Brasil foi responsavel
pela producdo de 722.560 toneladas no ano de 2018 e 758.006 toneladas em 2019 com
um aumento de aproximadamente 5% em relacdo ao ano de 2018 e com um aumento de
31% em relacdo ao ano de 2014. Nesse contexto a tildpia Oreochromis niloticus
representa cerca de 57% da producdo nacional (432.143 toneladas) e € responsavel por
81,35% da exportacao, gerando movimentacdo de aproximadamente US$. 9.750.193,00.
Os peixes nativos representam 38% na producdo total, obtendo um recuo de 2% em
relacdo ao ano de 2018.

Segundos dados do IBGE (2019) o Brasil produziu um total de 11.570,00
toneladas de pacu, nesse cenario o estado do Mato Grosso do Sul contribuiu com 630
toneladas. A regido norte do Pais é responsavel pela grande parte da producdo da cadeia
de peixes nativos, representada principalmente pelo tambaqui (Colossoma
macroporum), pacu (Piaractus mopotamicus), pirapitinga (Piaractus brachypomus) e
seus hibridos (PEDROZA FILHO et al., 2016). Porém, ainda € um grande desafio para
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esta cadeia se fortalecer devido problemas de legislacdo, logistica e sanitério que a

regido norte apresenta.

1.2 Piaractus mesopotamicus

O pacu (Piaractus mesopotamicus), um peixe teledsteo de dgua doce da familia
Characidae, € utilizado como um dos principais peixes de comércio, além de apresentar
rusticidade, adaptabilidade a criacdo artificial e pesca esportiva (LOPES et al., 2006;
VALLADAO; GALLANI, PILARSKI, 2018). E um peixe onivoro, e de facil adaptacéo
a dietas artificiais (NUNES et al., 2013), possui adaptacdo as condi¢des climaticas, e
apresenta habito alimentar onivoro, com tendéncia a herbivora, sendo capaz de se
alimentar de frutas, crustaceos, detritos organicos, pequenos peixes e moluscos
(VALLADAO; GALLANI, PILARSKI, 2018). E um peixe endémico da Bacia dos rios
Parana-Paraguai, sendo uma das espécies de peixes mais criadas na América do Sul. E
uma espécie nativa que possui uma forma arredondada e tem grande aceitacdo no
mercado devido sua qualidade de carne (BORGES et al., 2013).

Na fase inicial de alevinos, a espécie pode ser criada em sistema intensivo, que
proporciona melhores condi¢cdes de sobrevivéncia, pois as larvas permanecem mais
tempo em laboratério e quando transferidas para os tanques atingem uma maior taxa de
sobrevivéncia (JOMORI et al., 2005). Em relacdo ao seu desempenho, essa espécie
apresenta boa taxa de conversdo alimentar (1,4%) mesmo quando é substituido a
farinha de peixe por farelo de soja, o que torna a dieta menos onerosa (FERNANDES et
al., 2000).

1.3  Alimentacéo do pacu

O hébito alimentar pode ter caracteristicas diferentes entre uma espécie e outra e
dentro da mesma espécie, onde dependente do alimento disponivel, do local de nutri¢éo
e do estagio ontogenético. O pacu (P. mesopotamicus) se adapta muito bem a dietas
extrusadas (NUNES et al., 2013), pois conta com a adaptacdo do aparelho digestivo e

por possuir uma arcarda dentaria que facilita a apreenséo dos pellets da ragéo.
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Com relacdo ao sistema digestdrio, as adaptacGes sdo observadas na disposicao,
configuracdo, estrutura, relevo da mucosa, comprimento intestinal e pelas conformagoes
das glandulas anexas (HONORATO et al., 2014). Estes autores ainda relatam que o tipo
de dieta fornecida “extrusada ou peletizada™ influéncia no tempo de permanéncia do
alimento no sistema digestorio. Assim, um maior tempo de permanéncia do alimento
pode acarretar uma maior pré-disposicdo em absorver as micotoxinas. Porém, na
literatura os relatos do efeito da patogenicidade da AFB1 estdo ligados diretamente com
0 sistema imune e 0 hepatico e ao desenvolvimento corporal (ZYCHOWSKI et al.,
2013; DA ROCHA et al., 2014; BEDOYA-SERNA et al., 2018), ndo havendo relatos
de lesdo a nivel intestinal.

Assim, a qualidade e a frequéncia do alimento fornecido podem estar
relacionadas diretamente com a ocorréncia de intoxicacdo por micotox inas em peixes,
sendo responsaveis por causar danos as espécies, diminuindo o crescimento e gerando

perdas econémicas.

1.4 Asdietas, niveis de nutrientes e problemas de armazenamento.

Entre as principais estratégias para otimizar a nutricdo de organismos aquéaticos
estd na inclusdo balanceada de fontes energéticas (carboidratos e lipideos) e proteicas
nas dietas, com o intuito de um melhor desenvolvimento (HONORATO et al., 2014). A
necessidade proteica para o pacu (P. mesopotamicus) conforme reportado por BICUDO
et al., (2010) e KHAN et al., (2020) tendem a ser menores que outras espécies, tornando
a dieta economicamente viavel.

Nesse contexto nutricional, ganha destaque os carboidratos, cuja principal fonte
é 0 amido, em especial o de milho (ABIMORAD et al., 2008). O milho é um dos cereais
mais acometidos por micotoxinas (BRYDEN, 2012; RUSHING; SELIM, 2019) devido
a fatores bioldgicos (insetos), ambientais (temperatura, umidade) e pelo tempo de
colheita (maturidade da cultura, manuseio) além de um armazenamento inadequado
(NEME; MOHAMMED, 2017) refletindo diretamente na qualidade do produto. Fatores
como a umidade podem propiciar a contaminacdo durante o armazenamento do grao,
onde teores acima de 13% de umidade sdo passiveis de contaminacdo (BRYDEN,
2012).
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Assim, as micotoxinas sdo comumente encontradas em todas as etapas da cadeia
produtiva, aparecendo no campo antes da colheita, pos-colheita ou durante o
processamento, armazenamento, afetando diretamente a qualidade dos alimentos
(SFORZA et al., 2006; NEME; MOHAMMED, 2017).

A contaminagdo da racdo pode ocasionar deterioracdo por fungos, tornando-a
um problema para a seguranca do alimento, pois apresentam uma alta umidade além de
uma temperatura elevada, favorecendo a producdo de micotoxinas (ANATER et al.,
2020; KEBEDE et al., 2020) devido o armazenamento inadequado.

1.5  Legislagéo sobre as micotoxina

Os limites de contaminacdo permitido pela legislacdo sanitaria depende da
toxicidade da micotoxina em afetar a salde. Cada pais adota uma legislacdo
independente em relacdo aos limites permitidos. Existem vérios fatores a serem
considerados na tomada de decisdo para a definicdo de limites para as micotoxinas, o
que inclui; fatores cientificos, disponibilidade de dados toxicolégicos, distribuicdo de
micotoxinas, quais commodities e metodologia analitica (ZAIN, 2011)

Alguns estudiosos relatam a tendéncia na diminuicdo da concentragdo permitida
das micotoxinas, em alguns paises (Australia; Nova Zelandia) a tolerancia para AFB1
passou de 35 pg Kg?* no ano de 1995 para 20 pug Kg* em 2002 (VAN EGMOND;
JONKER, 2004), demonstrando uma maior preocupac¢do com os efeitos deletérios dessa
micotoxina.

As leis que regulamentam a seguranca do alimento tanto humano quanto animal
tem o objetivo de proteger os consumidores contra os efeitos nocivos das micotoxinas
em alimentos in natura e processados, e até mesmo em racOes para animais de abate e
de estimacdo. De acordo com a Resolucdo n 7 de 18 de fevereiro de 2011 do Ministério
da Salde que estabelece os limites tolerados de micotoxinas em alimentos,
especialmente em cereais, € descrito que o limite de aflatoxinas (AFB1) € de 20 ug Kg
1. de ocratoxina A (OTA) 10 ug Kg*; fumonisina (FB1 + FB2) 1500 pg Kg-1; e
zearalenona (ZON) 150 pg Kg* (BRASIL, 2011). A Resolucio 274 de 15 de outubro de
2002 do Ministério da Saude, estabeleceu limites maximos de aflatoxinas (B1, B2, Gl e

G2) admissiveis no leite, amendoim e no milho, tendo como limite maximo permitido
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de 20 pg Kg? em alimentos destinados ao consumo humano (BRASIL, 2002), assim
como nos Estados Unidos, onde o limite maximo aceitavel é de 20 ug Kg? para
alimentos utilizados na nutricdo animal, exceto para farelo de algoddo (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION - FDA, 2019)

A AFBL1 € a micotoxina de maior importancia, visto que em 2003 muitos paises
europeus j& adotavam regulamentacfes com intuito de prevenir a contaminagdo (FAO,
2004). Isso demonstra o potencial contaminante AFB1 e a preocupacdo em cumprir as
exigéncias pelos 6rgdos governamentais responsaveis pela fiscalizacdo em manter os o
controle sobre 0s niveis aceitaveis de contaminacéo.

Em um estudo recente sobre o continente Africano, Kebede et al, (2020), relatam
a necessidade de uma implementacdo e lei para a fiscalizacdo dos cereais em relacdo a
contaminacdo por micotoxinas, visto que os niveis encontrados de micotoxinas estdo
além dos limites da Unido Europeia, principalmente para amendoim, onde o teor
encontrado foi de 2.526 ug Kg™ de AFB1, 1.263 vezes do limite maximo estabelecido
pela Unido Europeia o qual ¢ estipulado de 2 pg Kg*de AFB1.

1.6 Adsorvente probiotico

O uso de alimentacdo funcional é crescente na aquicultura, sendo as dietas
formuladas ndo apenas para satisfazer a necessidade nutricional (HONORATO et al.,
2012; FUJIMOTO et al., 2007) mas também, prevenir ou reduzir 0s riscos que possam
prejudicar a saude do animal (VERAS et al., 2016). Os probiéticos atuam como
suplemento alimentar microbiano vivo, beneficiando a microbiota intestinal,
melhorando assim a salde do animal. (DORCE et al., 2020; CHAUHAN; SINGH,
2019; CRUZ et al., 2012; HONORATO et al., 2012; TAVARES-DIAS; MARTINS;
MORAES, 2000; VERSCHUERE et al., 2000). Dentre esses beneficios, alguns autores
relatam o potencial de microrganismos na detoxificacdo biolégica de micotoxinas
(VERAS et al., 2016; FUCHS et al., 2008).

Os probidticos utilizados na aquicultura incluem bactérias Gram positivas
(Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophillus, Enterococcus faciurn), negativas
(Pseudomonas fluorescens, Vibrio alginoliticus) e leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) (IBRAHEM, 2015).
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Os probidticos podem influenciar na taxa de crescimento, esporulacdo e
germinacdo de esporos de fungos, resultando na diminui¢éo de micotoxinas (VERAS et
al., 2016). A contaminacao dos alimentos com micotoxinas é frequente, porém, com a
incorporacdo de aditivos alimentares € possivel influenciar positivamente o sistema
imune do animal/peixe (DAWOOD et al., 2020) atuando como um coadjuvante cujo
efeitos benéficos promovem o balanco gastrointestinal, influenciando a atividade de
enzimas, melhor utilizacdo do alimento, crescimento corporal, estimulo ao sistema
imune entre outros (VERSCHUERE, 2000; IBRAHEM, 2015). No que tange o efeito
dos probioticos em relacdo as micotoxinas ja presentes no alimento, esta ligada a parede
celular dos microrganismos, em especial por polissacarideo da parede celular e o
peptidioglicano conforme descrito por Haskard et al. (2001).

Em outro estudo sobre o efeito de um probidtico no transporte, metabolismo e a
toxicidade da AFB1 o uso de ADS diminuiu a absor¢do e o transporte através dos
enterdcitos, promovendo uma protecdo a membrana e ao DNA celular (GRATZ et al.,
2007).

A alimentacdo dos peixes é feita em grande parte por dietas extrusadas, visando
uma melhor disponibilidade de nutrientes (Honorato et al., 2012). Essa dieta é
processada em alta temperatura, sendo um fator positivo na inclusdo de probidticos
(bactérias de acido lactico). O calor é um desnaturante proteico, visto a camada de
peptidioglicano ser abundante nesses microrganismos, ocorre uma reducdo na
espessura, reduzindo as ligagOes cruzadas e consequentemente aumentando o tamanho
dos poros. Assim, essa alteracdo na conformidade da parede celular bacteriana favorece
a um maior contato da AFB1 para se ligar a parede celular e aos constituintes da
membrana plasmatica (HASKARD et al., 2001; SLIZEWSKA et al., 2019)

1.7 Aflatoxina

A primeira ocorréncia por intoxicacdo de aflatoxinas aconteceu na Inglaterra,
com um surto em perus, e ficou conhecida como a doenca “X” (BLOUNT, 1961)
devido a inclusdo de derivados de amendoim oriundos do Brasil. Apds dois anos do

surto, foram caracterizados o0s agentes etioldgicos causadores desse incidente, sendo
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metabdlitos secundario de Aspergillus flavus, denominados aflatoxinas (ASAO et al.,
1963).

Existem quatro compostos produzidos por A. flavus que pertencem a classe das
aflatoxinas: aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1 (AFG1) e
aflatoxina G2 (AFGZ2), caracterizadas com base na sua fluorescéncia, B (blue) e G
(green) responsivas a luz ultravioleta e sua mobilidade durante a cromatografia de
camada fina (ROCHA et al., 2014).

A aflatoxina B1 (AFB1) é a mais potente desses compostos e foi bem
caracterizada por levar ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (CHC) em
humanos (KEBEDE, 2020) e animais (MISHRA; DAS, 2003; BEDOYA-SERNA et al.,
2018), além de provocar um grande impacto econémico negativo.

A AFB1 é uma toxina de importancia na producdo agricola e pecuaria,
resultando em um impacto negativo para a cadeia de producdo que utiliza cereais como
fonte alimentar. O milho é utilizado na alimentacdo de diferentes animais de producéo,
como: aves, bovinos, suinos e peixes e, quando esses animais ingerem alimentos
contendo essa toxina, apresentam niveis varidveis de mortalidade e morbidade
(ZYCHOWSKI et al., 2013) dependendo da concentracdo das aflatoxinas (MATEJOVA
etal., 2017).

Sua metabolizacdo ocorre a nivel hepatico com fase | e Il. A fase | utiliza o
complexo CYPsso e suas isoenzimas, as quais sdo hemoproteinas localizadas
principalmente no reticulo endoplasmatico rugoso e nas mitocondrias onde
catalisam/bioativam a AFB1 em um composto o exo-AFB1-8,9-epoxide (AFBO)
(BAERTSCHI et al., 1988) o qual seguird para a fase Il ou se ligardo ao DNA
ocasionando dano celular. A Fase Il acontece com a ligacdo da AFBO a enzima
catalisando a conjugacdo com glutationa GSH tornado os compostos hidrofobicos
carcinogénicos em metabdlitos mais soltveis, sendo facilmente desintoxicados e
excretados das células (OAKLEY, 2011).

1.8  Patogenia das aflatoxinas
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Um grande problema relacionado as micotoxinas sdo os agravantes para a saide
de seres humanos e animais, de modo silencioso, tornando-se um sério problema
econémico para a producdo animal e satde publica (CAST, 2003; ROCHA et al., 2014).

Em um estudo sobre doencas hepaticas relatados no Quénia, pesquisando
criangas de 6 a 17 anos de idade, relataram uma associagdo entre a exposicdo a
aflatoxina e a hepatomegalia cronica (GONG et al., 2012). Em um estudo sobre as
micotoxinas no continente Africano, Kebede et al., (2020) falam da necessidade de
acompanhamento sobre micotoxinas, pois as mas condi¢Ges socioeconémicas, obrigam
a populacdo a consumir produtos alimenticios contaminados, levando a complicac6es de
salde. Esses autores relatam que maior prevaléncia de neoplasias hepatocelular na
Africa esta associada as aflatoxinas devido & sua potente propriedade carcinogénica
natural.

A principal patogenia ocasionada por aflatoxinas é a formacdo de uma aduto
com AFBO e uma das bases nitrogenadas, a guanina. Essa ligacdo altera a
conformidade do DNA alterando a acessibilidade relativa de grupos funcionais
(GROOPMAN et al., 1981; MISHRA; DAS, 2003), além de ocasionar uma maior
producéo e espécies reativas de oxigénio, aumentado as lesbes celulares (DE FREITAS
SOUZA et al., 2020) o que pode aumentar a atividade enzimatica do estresse oxidativo
como a Catalase (CAT) e a Superdxido desmutase (SOD).

Em intoxicacdo crbnica de juvenis de matrinxd (Brycon cephalus) utilizando
concentracdo de 50 pg Kg?! AFB1 durante 180 dias, ndo foram encontradas leses
significativas nos animais, os efeitos encontrados foram apenas no peso e no
comprimento, refletindo no baixo desempenho (BEDOYA-SERNA et al.,, 2018).
Resultado semelhante obtido para alevinos de jundid (Rhamdia quelen) que na
concentragéo de 204 pg Kg* durante 45 dias de alimentagdo causou apenas reducéo no
crescimento (LOPES et al., 2005). O que reforca variagBes de toxicidade entre e intra
espécies descritas anteriormente.

Mahfouz e Sherif (2015) trabalhando com tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) em intoxicagdo por aflatoxinas na concentracio de 100 pug Kg* por 12
semanas observaram aumento significativo das enzimas AST (Aspartato
aminotransferase) e ALT (Alanina aminotransferase), além de verificarem um menor

indice hepatossomatico (IHS). Na histologia hepética, esses autores encontraram
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arranjos irregulares dos hepatdcitos, vacuolizagdo hepatocelular leve e picnose com
alteracbes gordurosas moderadas dos hepatdcitos por 6 semanas de intoxicagdo. J& com
12 semanas foram observadas alteracdes gordurosas pronunciadas, com vacuolizacao
severa e perda da estrutura celular hepatica, além de picnose.

Em outro estudo com jundida (Rhamdia quelen), Anater et al., (2020) testaram
AFB1 durante 56 dias, na concentracdo de até 180 pg Kg 1, os autores ndo verificaram
alteracdes nas enzimas ALT, AST e Albumina, porém foram observadas lesdes no
figado como; degeneracdo hepatica, edema, esteatose, hepatocitos eosinofilicos,
infiltrado inflamatorio e necrose tecidual.

A exposicdo de pessoas e animais a niveis acima de 15 pg Kg* de aflatoxinas
representam risco para a saude humana e animal (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2018), afetando a seguranca alimentar e nutricional
reduzindo o acesso das pessoas a alimentos seguros e nutricionalmente ideais,
principalmente em paises em desenvolvimento, ou em lugares onde o clima e a alta

producdo de grdos sdo fatores predisponentes para a contaminagao.

2. OBJETIVO

e Este trabalho teve como objetivo avaliar os danos promovidos por
aflatoxina B1 acrescidas a dieta e a utilizacdo de adsorvente como

produto para minimizar os efeitos deletérios.

2.1 Objetivos Especificos

e Avaliar a inclusdo de aflatoxina B1 em diferentes concentragcbes na
alimentacéo de pacu;

e Avaliar a estrutura morfolégica do figado de pacu alimentados com
diferentes concentracdes de aflatoxina B1,;

e Auvaliar a bioquimica sérica das enzimas hepaticas dos pacus submetidos
a alimentacdo com dietas contendo aflatoxina B1,;

e Avaliar a eficacia da inclusdo de adsorvente na remo¢do de compostos

téxicos com teste in vivo;
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e Comparar a bioquimica sérica das enzimas hepéaticas dos pacus
submetidos a alimentacdo com dietas contendo adsorventes e aflatoxina
B1;

e Avaliar as alteracbes histopatoldgicas dos pacus submetidos a

alimentacdo com dietas contendo adsorventes e aflatoxina B1;
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Resumo

Os alimentos utilizados em racfes para organismos aquaticos, estdo susceptiveis a
contaminacgdes por fungos, dentre esses contaminantes, a aflatoxina B1 (AFB1) é um
potente carcindgeno que afeta o desenvolvimento, e 0s parametros bioquimicos,
principalmente do figado dos organismos expostos a micotoxina. Para tentar reduzir
esses efeitos, adsorventes a base de probidticos (ADS), sdo promissores na redugdo dos
efeitos deletérios proporcionados pela aflatoxina. Este trabalho foi delineado em dois
estudos: (1) avaliar o impacto de AFB1 em pacu (Piaractus mesopotamicus) por 10
dias, alimentados com dietas contendo 0,0; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e 400,0 pug Kg* de
AFB1. (2) avaliar a suplementacdo de ADS incluso na dieta (0,2%) dos peixes
alimentados com 0,0; 25,0 e 400,0 pug Kg* de AFB1. A atividade enzimatica da AST,
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ALT, ALB, CAT e SOD demonstraram lesdes hepaticas acima de 25 pug Kg* de AFB1.
A presenca de 0,2% ADS melhorou a atividade da AST e ALT com 25 pg Kg* de
AFB1. A acdo hepatoprotetora do ADS em dietas contaminadas com AFB1 foi
observada através da manutencdo da atividade das enzimas e histolopatogia hepaticas,
demonstrando uma diminuig&o nos danos provocados em altas concentragfes de AFB1
(400 pg Kg-1 de AFB1). A AFBL é toxica para pacus acima de 25 pg Kg2, porém com

0 uso de ADS foi possivel reduzir a acdo toxica da micotoxina.
Palavras-chave: Micotoxina, bactéria, lesdo hepatica, biomarcadores, histolopatogia.
Contribuicdo Chave: O P. mesopotamicus € uma espécie sensivel a intoxicacdo por

aflatoxina B1. O uso de adsorvente a base de probidtico é uma alternativa eficaz na

protecdo contra danos hepaticos provocados pelas intoxicacoes.

1. Introducéo

Entre os peixes redondos, o pacu (Piaractus mesopotamicus) € umas das
espécies mais produzidas no Brasil, por apresentar boa rusticidade, adaptabilidade a
criacdo, além de ser utilizada em pesca esportiva [3]. A espécie € normalmente
encontrada nos rios da Bacia do Prata e do Pantanal, sendo muito utilizada no mercado
devido sua qualidade de carne [4].

A criacdo de peixes em sistema intensivo ou semi-intensivo requer alimentacdo
de qualidade, a fim de evitar distarbios durante a fase de producéo. [5,6],. De acordo
com a qualidade do alimento ofertado, problemas de contaminacéo por micotoxinas nas
racOes ou em seus componentes [7,8], podem ocorrer, especialmente em racées com
umidade acima de 13% [9].

Na aquicultura, as principais micotoxinas pertencem aos géneros flngicos:
Aspergillus, (aflatoxinas, ocratoxina) Penicillium (ocratoxina) e Fusarium (tricotecenos,
fumonisina, zearalenona) [10,11]. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios

produzidos por fungos filamentosos. A principal micotoxina é a aflatoxina B1 (AFB1) a
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qual tem um impacto negativo para a cadeia de producgéo que utiliza cereais como fonte
alimentar, sendo considerada um dos mais potentes agentes carcinogénicos [12,13] .

O orgdo mais acometido pela AFB1 é o figado, onde é metabolizada. Sua
hepatotoxicidade é importante tanto para animais, quanto humanos [12, 14], pois
proporciona aumento de transaminases hepéticas (aspartato aminotransferase - AST e
alanina aminotransferase - ALT) com reducdo do indice hepatossomatico (IHS), e uma
maior atividade de enzimas do estresse oxidativo (catalase - CAT e superoxido
dismutase - SOD) [16,17].

Na producdo animal, a AFB1 esta presente principalmente no milho, e como este
é um alimento base na formulagéo de racdes para aves, bovinos, suinos e peixes, quando
estes animais consomem a toxina, podem ter seu desenvolvimento prejudicado [18]. As
micotoxinas sdo um desafio frente a producdo de alimentos, principalmente aqueles
utilizados na nutricdo animal. Devido a necessidade de métodos preventivos contra a
intoxicagdo por estes compostos, sdo utilizados os adsorventes com o intuito de
minimizar seus efeitos patogénicos [1,19,20].

Os adsorventes podem ser classificados em compostos inorganicos baseados em
silica (minerais aluminossilicatos) ou polimeros orgéanicos baseados em carbono
(leveduras/bactérias) [21]. Elas adsorvem as toxinas em sua superficie, reduzindo a sua
absorcdo no intestino e, consequentemente, diminuindo efeitos toxicos para o animal
[22]. A eficacia destes compostos depende da area de superficie, tamanho de micro
poros [23], osmolaridade, solubilidade, carga i0nica e constantes de dissociagéo [24].
Alguns estudos demostram a baixa eficiéncia na utilizacdo dos adsorventes [25],
portanto ha busca por produtos alternativos com menos efeitos adversos, especialmente
em peixes [18,19,26].

Considerando a falta de informagdes para organismos aquaticos neotropicais
sobre o efeito de utilizacdo de adsorvente probidticos em dietas com aflatoxina, o
presente estudo objetivou avaliar a acdo deletéria de niveis de aflatoxinas e o0s
beneficios da utilizacdo de adsorvente a base de probiodtico, bem como sua influéncia na

atividade antioxidante, nos indices bioquimicos e histopatologicos hepaticos.

2. Resultados
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2.1 Ensaio experimental | — Intoxicagdo de Piaractus mesopotamicus com

aflatoxina

Né&o foi observada diferenca estatistica no ganho em peso, conversdo alimentar,

indice hepatossomatico e taxa de crescimento especifico. J& o fator de condi¢do obteve

diferentes respostas de acordo com o tratamento (Tabela 1). O consumo de dieta foi

menor para 0s peixes alimentados com dietas acrescidas de 400 ug. Kg' de AFB1
(Figura 1). A temperatura (27+2 °C), oxigénio dissolvido (5,6+1,2 mg/L), e pH (6,8 -

7,2) estavam dentro dos niveis adequados.

Tabela 1. indice desenvolvimento de Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas

acrescidas de AFB1.

Controle 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 g P*
GP (9) 6,91+3,86 5,01+2,00 4,20+2,31  3,74+2,08 5471276 4,76£1,73 0,368
CA(9) 1,15+0,64 1,35+0,54  1,10+0,60 1,41+0,45 1,28+0,65 1,68+0,61 0,589
TCE (%) 62,81+35,11 45,59+18,24 38,24+0,28 34,00£18,92 49,81+25,16 43,30+14,74 0,368
RHS 2,04+0,51 2,30+£0,61  2,14+0,27  1,96+0,39 2,36%0,20 2,54+0,32 0,177
K 0,02+0,002  0,01+0,00® 0,24+0,03° 0,33+0,03 0,16+0,04*  0,04+0,00* <0,05

GP, ganho de peso; CA, conversdo alimentar; TCE, taxa de crescimento especifico; RHS, relagdo
hepatossomatica; K, fator de condigfo alométrico. Médias seguidas de desvio padrio 2° marcadas com

letras diferentes diferem significativamente em p <0,05 pelo teste Tukey.

O consumo de dieta por tratamento foi menor para os peixes alimentados com

dietas acrescidas de 400 pg. Kg* de AFB1 e uma maior ingestdo de aflatoxina (Figura

1).
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Figura 1. (A) Consumo de dieta. (B) Consumo de AFB1 por Piaractus mesopotamicus. (*) dieta controle

ausente de AFB1
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Os niveis hepaticos de AST, ALT, relacdo AST/ALT foram aumentados pela
toxicidade de AFB1 em relacdo aos peixes alimentados com as dietas controle (P
<0,05). A capacidade antioxidante (CAT e SOD) no tecido hepético apresentou uma
diminuicdo da atividade com a presenca da AFB1, destacando-se a CAT que diminui a

sua atividade conforme aumentou as concentracdes de AFB1 (Tabela 2).

Tabela 2. Enzimas metabolicas e oxidativas de figado de Piaractus mesopotamicus
submetidos a alimentacdo com AFBL.

controle 25 g 50 pg 100 ug 200 ug 400 pg P*
Metabolismo hepético Ul/mg proteina
AST 1,54+0,35" 2,14+0,59° 4,74+1,09%° 3,69+0,86% 4,45+1,15° 2,93+1,06° <0,05
ALT 1,77+0,65° 2,05+1,06° 2,35+1,01° 1,93+0,71° 2,42+0,92° 3,75+0,88% <0,05
AST/ALT 0,97+036" 1,31+0,70° 2,21+0,67% 2,00+0,37% 1,93+0,58° 0,78+0,27° <0,05
ALB 2,21+0,60* 0,94+0,34> 0,87+0,36" 1,54+0,17° 0,98+0,22° 1,24+0,80° <0,05
Enzimas oxidativas mmol/min/mg proteina
CAT 3,62+0,20% 1,73+0,69° 0,88+0,49¢ 0,39+0,27° 0,29+0,02¢ 0,27+0,15° <0,05
SOD 2,48+0,19% 1,3+0,23" 1,89+0,39a" 1,55+0,72° 1,92+0,37* 1,69+0,33° <0,05

AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; ALB, albumina; CAT, catalase; SOD,
superoxido desmutase. *Médias seguidas de desvio padrdo ¢ marcadas com letras diferentes diferem
significativamente em p <0,05 pelo teste Tukey.

A inclusdo de AFB1 nas dietas para alimentacdo de Piaractus mesopotamicus
promoveram lesdes hepaticas. Caracteristica de necrose foram observadas a partir do
tratamento com 25 pg Kg* de AFB1 (Figura 2B). A concentracdo de 200 pg Kg*
acarretou maior dano hepatico, apresentando uma necrose difusa com vesiculagdo
citoplasmatica (Figura 2F). A concentracéo de 400 pg Kg? apresentam um citoplasma

proeminente e ndcleo periférico, caracterizando esteatose.
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Figura 2. Histologia de figado de P. mesopotamicus. A, Controle; Arquitetura hepética preservada com
hepatdcitos organizados de forma cordonal (seta). Notar nlcleo preservado e centralizado (ponta da seta).
B, 25 ug Kg* de AFB1; Pontos de necrose focal (traco), congestdo dos sinusdides e parte da arquitetura
preservada em aspecto cordonal (seta). C, 50 pg Kg™* de AFB1; Area de necrose multifocalmente.
(asterisco). D, 100 ug Kg* de AFB1; Necrose em area mais extensa (linha tracejada) com aumento do
espaco sinusoidal (asterisco) e nicleos picnéticos (ponta da seta). E, 200 pug Kg* de AFB1; Necrose
macica com pontos de vesiculagao citoplasmatica (ponta da seta) e perda da arquitetura hepatica. F, 400
ug Kg! de AFB1; Citoplasma proeminente com niicleos periféricos (ponta da seta), caracterizando um
esteatose hepética. (Coloracéo H&E, Amplia¢do 200 x)

2.2  Ensaio experimental Il — uso de adsorvente associado a probidticos em dietas

contaminadas com aflatoxina

N&o foram observadas diferenca estatistica no ganho em peso, conversao
alimentar, taxa de crescimento especifico e indice hepatossomatica (Tabela 3). Porém, o

fator de condicéo teve diferenca com a concentragéo de 25 pg Kg* (P<0,05).

Tabela 3. indice de crescimento de Piaractus mesopotamicus alimentados com adsorvente
a base de probidtico

0 pg + ADS 20 pg + ADS 400 pg + ADS P*
Desempenho
GP (g) 10,90 + 9,56 9,92 + 3,13 9,38 + 5,45 0,923
CA(g) 1,01 + 0,88 0,91 + 0,28 1,04 £ 0,60 0,930
TCE (%) 0,90 + 0,79 157 + 0,21 0,78 + 0,45 0,049
RHS 3,34 £ 1,02 3,01 £ 1,54 1,87 + 0,45 0,079
K 0,05 + 0,00 0,62 + 0,41° 0,17 + 0,01° <0,05

GP, ganho de peso (g); CA, conversdo alimentar; TCE, taxa de crescimento especifico; RHS, relagdo
hepatossomatica; K, fator de condigdo alométrico. * Médias seguidas de desvio padrdo ®*° marcadas com
letras diferentes diferem significativamente em p <0,05 pelo teste Tukey.
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O consumo da dieta por tratamento acrescida de 400 pg Kg* foi menor em

relacdo aos outros tratamentos, porém uma maior ingestdo de aflatoxina. (Figura 3).
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Figura 3. (A) Consumo de dieta. (B) Consumo de AFBL1 por Piaractus mesopotamicus. (*) dieta

controle ausente de AFB1.

O uso de ADS é eficaz na protecdao hepatica na concentracdo de 25 pg Kg* de

AFBL1 inclusa na racdo, por reduzir significativamente a atividade sérica de AST e ALT,

além de ndo influenciar enzimas oxidativas (P>0,05). Os niveis hepaticos de ALT, AST

foram maiores para a o tratamento com 400 pg Kg*! de AFB1 (P<0,05), a relacdo

AST/ALT ndo foi significativa, apresentando valores préximo a 1. Os niveis de

albumina ndo apresentaram diferenca. A capacidade antioxidante (CAT e SOD) no

tecido hepatico apresentou uma redugdo com 25 pg Kg* de AFB1, porém destaca-se 0

aumento da SOD em sua atividade com a concentracdes de AFB1 (P<0,05) (Tabela 4).

Tabela 3. Efeito do ABS em resposta hepatica desafiada com AFB1

0 ng + ADS 25 pg + ADS 400 pg + ADS p*

Metabolismo hepético Ul/mg protein

AST 1,33 + 0,68° 1,09 + 0,32° 3,17+ 0,70° <0,05
ALT 1,38 + 0,81° 1,22 + 0,27° 3,52+ 0,80° <0,05
ALB 438 + 1,52 4,57 + 2,43 4,70 £ 1,06 0,961
AST/ALT 1,05 £ 0,21 0,88 £ 0,34 0,90 + 0,33 0,143
Enzimas oxidativas mmol/min/mg proteina

SOD 0,81 + 0,23 0,79 + 0,15° 2,22 + 0,36° <0,05
CAT 0,05 + 0,04 0,03 £ 0,02 0,04 = 0,05 0,635

AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; ALB, albumina; PT, proteina; SOD,
superoxido desmutase; CAT, catalase. * Médias seguidas de desvio padrdo °*° marcadas com letras
diferentes diferem significativamente em P <0,05 pelo teste Tukey.
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A inclusédo de 0,2% de ADS na dieta para alimentacdo de P. mesopotamicus foi
eficaz na concentracdo de 25 pg Kg?! de AFB1 evitando a necrose hepatica,
principalmente a perivascular (Figura 4E) somados com o valor de ALT e AST (Tabela
4). Porém, em maior concentracao (400 ug Kg?) o ADS néo foi eficiente, pois ocorrem
focos de necrose e perda da arquitetura hepética (Figura 4F) somandos com os dados
AST e ALT (Tabela 4).

o

S

Figura 3. Histologia de figado de P. mesopotamicus. A, Controle; Arquitetura hepatica preservada,
ndcleos centralizados com citoplasma bem delimitado (ponta da seta). B, 25 pug Kg* de AFB1; Parte da
arquitetura preservada (ponta da seta) mas com necrose perivascular (seta). C, 400 pug Kg* de AFB1;
Necrose multifocal e perda da arquitetura cordonal (asterisco). D, Controle + ADS; Arquitetura normal
com arranjo cordonal dos hepatécitos (linha tracejada). E, 25 ug Kg™ de AFB1 + ADS; Auséncia de lesio
perivascular (seta). F, 400 pg. Kg' de AFB1 + ADS; necrose focal (asterisco) e arranjo cordonal
parcialmente comprometido. (Coloragdo H&E, Ampliacdo 200 x)

3. Discussao

A contaminacdo por aflatoxina € um problema comum na aquicultura
atualmente, resultante do armazenamento inadequado das dietas [15]. P. mesopotamicus
alimentados com dietas acrescidas de AFB1 apresentaram desequilibrio no metabolismo
antioxidante, hepatico e alteragdes histopatoldgicas.

A diminuicdo do consumo de dietas devido a contaminacdo por AFBL1 é refletida
pelos baixos indices de crescimento em peixes. Varios estudos reportam a diminuigéo
dos indices zootécnicos de peixes alimentados com dietas contaminadas com AFB1
[7,18,27-30]. Isto pode ser resultado tanto da reducdo do consumo, como reflexo do

processo de intoxicacao alimentar [10,29]. Neste estudo, P mesopotamicus submetidos a
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400 ug Kg! de AFBL1 a dieta apresentaram diminuicio de atividade fisica, além de
apresentarem maior saciedade durante a alimentacdo. Assim, a voracidade dos peixes
em relaco aos outros tratamentos foi normal até a inclusdo de 200 pg. Kg* AFB1 na
racdo, provavelmente ndo alterando a palatabilidade das dietas. Gongalves et al. [29]
também relatam a diminuicdo do consumo com concentracdo superior a 500 ug Kg*
AFB1 para Pangasius hypophthalmus. Esta diminuicdo do consumo é reportada
principalmente pelos danos hepaticos [29,31].

Peixes alimentados com 400 pg Kg! de AFB1 apresentaram perdas de
desenvolvimento e menor consumo de dieta o0 que ndo impactou no consumo efetivo da
toxina. O custo energético para metabolizar a AFB1 é um ponto critico no processo de
desintoxicacdo [32] e a energia demandada provem preferencialmente do metabolismo
aerobico [33]. As estratégias celulares de metabolizacdo hepatica podem ser percebidas
pelas alteracfes bioguimicas e histopatoldgicas observadas nos peixes alimentados com
altas concentracGes de AFB1. As lesdes hepéaticas foram pronunciadas demostradas pelo
aumento da ALT, AST e da relacdo ALT/AST. A atividade da ALT é citoplasmatica,
enquanto a AST possui atividade no mitocondrial e citoplasmatica [34]. A AST teve
uma alta atividade com 200 pg Kg* AFB1, caracterizando maior dano hepatico, sendo
comprovado na histopatologia (Figura 3E).

Zamin Jr. et al. [35] relatam que doencas inflamatorias hepéticas crbnicas
apresentam aumento da relacdo AST/ALT. IntoxicacGes alimentares com compostos
toxicos como éster de forbol apresentam aumentos da AST/ALT para ratos [31] e
intoxicagOes por gossipol [34,36]. A atividade da AST e ALT sdo reportadas como
indicadores de aflatoxicose em peixes [37]. Outros estudos com Oreochromis niloticus
(100 pg. Kg?) [17], Pangasius hypophthalmus (50 pg. Kg?) [29], Scophthalmus
maximus (500 pg. Kg?) [38] demonstram alteracdo na atividade das enzimas hepaticas.

Outras espécies de peixes apresentaram alteracfes hepaticas em baixa
concentracdo de AFB1, como o Rhamdia quelen (62 pg kg ™ por 56 dias) [7], o hibrido
de Acipenser ruthenus x A. baeri (20 pg kg ™ por 35 dias) [39] e Sciaenops ocellatus
(5 ng kg ! por 49 dias) [18].

O metabolismo da AFB1 no figado é desenvolvido por meio do complexo
citocromo P450, onde é metabolizado em AFB1-8,9-epdxido reativo [40] esse

metabolito tem afinidades por macromoléculas nas células (DNA, RNA) formando
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adutos celulares, interrompendo os processos de transcrigdo e traducdo [9,10] o que
reflete nos danos oxidativos [37,41,42]. A consequéncia do estresse oxidativo € o
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) [43] interrompendo a homeostasia
celular [25]. A presenca de altos niveis hepaticos de radicais hidroxila O, séo
reportados como inibidores da CAT [44]. Desta forma, os resultados aqui apresentados
revelaram a ocorréncia de alteragcdo da CAT evidenciando a hepatotoxicidade indicada
pela diminuicdo da albumina e aumento das enzimas ALT e AST em P. mesopotamicus
alimentados com dietas contaminadas por AFB1.

A inibicdo da CAT dos peixes alimentados com AFB1 pode ter contribuido para
0s aparecimentos das lesdes histopatolégicas evidenciadas. As observacdes
histopatoldgicas em P. mesopotamicus evidenciam o efeito tdxico do AFB1 e foram
relatados para outras espécies de peixes [7,17]. Uma das alteracdes hepaticas mais
descritas ap06s intoxicacdo com AFB1 é o aumento da vascularizagdo. Estas respostas
levam ao aumento no fluxo sanguineo e maior excrecdo de catabdlitos [43]. A
ocorréncia de necrose focal pode ser decorréncia da maior producdo de ROS, devido a
acao da AFB1 na mitocdndria celular. A acdo deletéria hepatica pode ser observada pela
maior atividade da AST dos pacus alimentados com AFB1. Estes resultados estdo de
acordo aos observados na literatura que tambem relatam aumento da AST hepética [45].
A presenca de vacuolizacao do hepatocito € um sinal de degeneracdo hepética reportado
para peixes contaminados com AFB1 [17] e a deposicdo de lipidios hepatocelulares
[18].

De acordo com os resultados encontrados, ha evidencias da toxicidade do AFB1
e a perda da capacidade antioxidante. Nossos resultados corroboram os efeitos toxicos
da AFB1 para aves [46], ratos [47] e suinos [48]. envolvendo a diminuicdo da
capacidade antioxidante [17].

A utilizacdo de substancias que atenuem o efeito da AFB1 vem sendo
prospectado para peixes. O uso de adsorventes a base de probidtico (ADS) em dietas
contaminadas com AFB1 apresentou efeito positivo nos parametros de desempenho e
enzimas hepéticas. Os adsorventes tem efeito na degradacdo/ligacdo da AFB1 [19]. A
presenca de probiotico na formulacdo do adsorvente certamente otimizou os efeitos
benéficos. O uso de probidtico na alimentacdo de peixes estimula a resposta

imunoldgica e reduz o efeito de AFB1 no figado [38,49]. O uso do adsorvente a base de
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probidtico possui estrutura fisica com uma maior distribuicdo de carga, tamanho dos
poros e a area de superficie [23], facilitando as ligacdes de hidrogénio e as interacdes
ibnicas ou hidrofébicas com a composicdo da parede celular probidtica, pois as
micotoxinas apresentam diferentes polaridades, solubilidades, formas e distribuicdo de
carga [33].

Outros estudos relatam a eficiéncia dos adsorventes inorganicos [18,50], estes
compostos podem interagir negativamente na absorcdo de nutrientes e minerais [25], 0s
adsorventes organicos podem, além de diminuir os efeitos da AFB1, proporcionarem
melhora & flora microbioldgica intestinal favorecendo a absorgdo de nutrientes e
eficacia de utilizacdo [26,37,38,51,52].

A acdo hepatoprotetora do ADS em dietas contaminadas com AFB1 foi
observada através na manutencdo da atividade das enzimas hepaticas. Ressalta-se que
em doses muito elevadas (400 pg Kg* de AFB1), a manutencdo hepatica é mais sdtil,
sugerindo adaptacdo hepatica. Ao incluir o ADS nas dietas contendo 400 pg Kg* de
AFB1, o metabolismo oxidativo responde de forma positiva, pois, a atividade da SOD
foi superior a dieta controle. Este aumento da atividade da SOD pode atuar fornecendo
substrato (H202) para atividade da CAT. A atividade da CAT foi mantida, o que nos
sugere que esta foi utilizada no metabolismo lipidico hepéatico, uma vez que foram
observados diminui¢do dos danos histopatologicos hepéticos. Algumas substancias sdo
capazes de promover efeito hepatoprotetor diminuindo as enzimas hepaticas (ALT e
AST) e melhorando a arquitetura hepéatica, como a presenca de nucleo centralizado [53].
Analises histopatoldgicas do figado confirmam sua acdo moduladora frente ao alimento
fornecido. As adaptacdes morfoldgicas no figado demostrando o bom funcionamento do
orgao, podendo refletir no desempenho da funcionalidade do hepatopancreas [54]

A utilizacdo de ADS em dietas influéncia benéficamente o sistema
gastrointestinal, influenciando a atividade de enzimas, melhorando utilizagdo do
alimento, crescimento corporal, estimulo do sistema imune além da capacidade de
adsorcéo de aflatoxina B1 [55-57].

Neste estudo foram observados efeitos benéficos do ADS com a presenca de
AFB1, diminuindo a atividade da ALT, AST além de estimular a SOD, estes resultados
benéficos do ADS podem ser comprovados na histologia hepéatica, onde observamos

reducdo de lesdo da arquitetura hepatica com 400 ug Kg de AFB1.
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4. Conclusao

As dietas com AFB1 apresentam efeitos deletérios graves nas funcdes hepaticas
e perda da capacidade antioxidante. A adicdo de ADS em dietas contaminadas com
AFB1 promoveu o efeito hepatoprotetor evidenciado pela melhora das fungfes
hepéticas e aumentando a capacidade de metabolizar nutrientes.

5. Materiais e Métodos

51 Preparagdo da AFB1

A AFB1 foi adquirida na Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz —
ESALQ, Brasil. A concentragdo da micotoxina foi de 200 mg Kg?, a qual ji estava
estabelecida. Para facilitar a adicdo da micotoxina na dieta, foi feito um premix da
micotoxina com farelo de arroz desengordurado na propor¢do de 1 x 1 e utilizado uma
balanca analitica pesagem até a concentracdo desejada. O ADS utilizado foi o
ANTIMICOX MA, fornecido pela empresa Biomart Nutricdo Animal, (Martindpolis-
SP, Brasil) e recomendada a inclusdo de 0,2% da dieta. A composic¢édo estimada foi de:
Metionina 10,000 g/kg; Ferro 640,00 mg/kg; Silimarina 250,00 mg/kg; Selénio 50
mg/kg; Vitamina E 5.000,00 Ul; Bacillus subtilis 1,0 x 10*2 UFC/kg; Bifidobacterium
bifidum 1,0 x 10'? UFC/kg; Enterococcus faecium 1,0 x 10'? UFC/kg; Lactobacillus
acidophilus 1,0 x 10'? UFC/kg; Lactobacillus casei 1,0 x 102 UFC/kg; Lactobacillus
lactis 1,0 x 10*? UFC/kg; Lactobacillus plantarum 1,0 x 102 UFC/kg; Pediococcus
acidilactici 1,0 x 10'? UFC/kg

5.2  Preparo das dietas experimentais

A racdo foi triturada em moinho de facas tipo Wiley, com peneira de 1 mm e as
concentracdes ajustadas para obtencdo das dietas experimentais adicionando-se farelo
de arroz desengordurado (concentracdo do produto). Estes foram peletizados em
moedor de carne com disco moedor de 1,4 mm de didmetro de orificio. Os granulos

foram secos a 45°C em estufa e armazenados a 4°C até a utilizagdo. Para as dietas
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acrescidas com adsorvente a base de probi6tico (0,2%), estes foram adicionados a dieta

antes do processo de peletizacéo.
5.3  Animais experimentais e manejo

Juvenis (n=144) de P. mesopotamicus foram adquiridos em piscicultura
comercial, localizada no municipio de Dourados-MS, Brasil. O ensaio de alimentagédo
foi realizado no Laboratorio de Producdo Aquicola da Universidade Federal da Grande
Dourados - UFGD. Os peixes foram previamente aclimatados por 96 horas com dieta
comercial (32% PB) em sistema de recirculacdo de agua. Apds aclimatacdo, foram

montadas unidades experimentais apresentadas na figura 1.

Dieta controle

Dieta controle + 25ug Kg'! de AFB1
Dieta controle + 50 pg Kg'! de AFB1
Experimental I Dieta controle + 100 ug Kg'! de AFBI
Dieta controle + 200 ug Kg! de AFB1

Dieta controle + 400 ng Kg'! de AFBI

e

Dieta controle + ADS

Experimental II Dieta controle + 25 ug Kg! de AFB1 ~ ADS

Dieta controle + 400 pg Kg'! de AFB1 + ADS

-

vy

1 2 3 4 5 66 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias

Figura 4. Representacéo esquematica experimental, com duas fases experimentais

5.4  Ensaio experimental | — Intoxicagé@o de P. mesopotamicus com aflatoxina B1

Setenta e dois peixes foram pesados e medidos (8+1,04g e 2,7+0,24 cm), e
mantidos em jejum por 24horas. Eles foram distribuidos em 12 unidades experimentais

de 50L, contendo seis espécimes em cada, em sistema de recirculacdo. Para cada duas
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unidades experimentais, foram administrados os seguintes tratamentos: controle (0,0 ug
AFB kg1), 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e 400,0 ug de aflatoxina B1 por quilo de racéo
comercial. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, sempre as 08:00 e 16:00h,
até aparente saciedade, por um periodo de 10 dias. Durante o periodo experimental,
foram obtidos os pardmetros fisicos e quimicos da &gua diariamente com uma sonda
multiparametro, para temperatura (°C), oxigénio dissolvido (OD, mg/L) e pH.

Ao final do experimento, os peixes foram mantidos em jejum por 24horas e
aferida a taxa de sobrevivéncia. Seis espécimes de cada tratamento foram separados

para analise enzimatica e 0s outros seis peixes separados para analises histopatoldgicas.

5.5  Ensaio experimental Il — uso de adsorvente associado a probidticos em dietas

contaminadas com aflatoxina

Com base nos estudos do ensaio experimental | estabeleceram os efeitos
negativos de AFB1 em P. mesopotamicus, 0 e 25 pg de aflatoxina B1 por quilo de ragdo
(baixa contaminacéo) e 400 ug de aflatoxina B1 por quilo de ragdo (alta contaminacao).
Estes foram incluidos na dieta resultando em trés dietas acrescido com adsorvente a
base de probiético (0,2%).

Para tal, os peixes foram mantidos em jejum por 24 horas, pesados, medidos
(12+1,3g e 3,8+0,25 cm). 72 peixes foram distribuidos em 12 unidades experimentais de
50L em sistema de recirculagcdo. Em cada tanque foi cultivado seis peixes. As trés dietas
experimentais (Controle, 25 e 400 pg de AFB kg " em dieta comercial acrescidas de
0,2% de adsorvente a base de probiotico. Os peixes foram sempre alimentados as 08:00
e 16:00h, com fornecimento das respectivas dietas até saciedade aparente, por um
periodo de 15 dias. Além disso, realizou-se 0 acompanhamento dos parametros fisico-
quimicos da agua quanto a temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/L) e pH, com
auxilio de sonda multiparametro HANNA.

Ao final do periodo experimental, 0s animais passaram por jejum de 24 horas e,
em seguida, calculou-se a taxa de sobrevivéncia. Depois, de cada grupo experimental,
foram selecionados aleatoriamente, seis peixes para colheita de material e realizacdo de

analise enzimatica, e outros seis para analises histopatoldgicas.
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5.6  Desempenho zootécnico

O desempenho foi obtido a partir das seguintes formulas: ganho em peso (GP) =
(peso final - peso inicial) / tempo, Consumo (C) = consumo de alimento no periodo
experimental, Conversdo alimentar (CA) = consumo/ ganho em peso, Taxa de
crescimento especifico (TCE) = ((In peso final - In peso inicial)/tempo) x 100), Relacéo
hepatossomatica (RHS) = (peso figado / peso corporal) x 100 [58], Fator de condicao
(K) pelo método alométrico, a partir da expressdo K = W/L®, onde W representa o peso,
L o comprimento padrdo dos individuos, e b, o coeficiente obtido a partir da analise de
regressdo da relacdo peso-comprimento ajustada em logaritmo dos dados dos individuos
amostrados [59,60].

5.7  Anélises bioquimicas

O tecido hepatico (100 mg) foi utilizado para analise de enzimas metabdlicas
alanina aminotransferase (ALT) e aminotransferase aspartato (AST), albumina e
atividade das enzimas do metabolismo oxidativo (CAT — catalase e SOD- superoxido
desmutase). Os tecidos hepéticos de cada grupo experimental foram homogeneizados
em tampao fosfato de sdédio (glicerol v/iv em tampéo fosfato de sédio 20 mM e Tris 10
mM - pH 7.0) com um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem. Em seguida, foram
centrifugados a 600 g a 4°C por trés minutos e o sobrenadante submetido a nova
centrifugacgéo a 6000 g a 4°C por oito minutos.

A partir deste produto, o sobrenadante foi coletado para analise enzimatica por
espectrofotometria  (espectrofotdbmetro  semiautomatico BIOPLUS S200), em
comprimentos de onda adequados para cada teste [61]. A albumina foi estimada com o
uso de kits comerciais (Gold Analisa Diagnostica®) conforme as instrugdes do
fabricante, e a determinacdo do metodo se deu pela leitura em espectrofotdmetro,
realizado em equipamento semiautomatico BIOPLUS S200.

A SOD foi testada por auto oxidacdo do pirogalol, que é inibida na presenca de
SOD [62]. As leituras de absorbancia foram realizadas em 420 nm, considerando que

1,0 Ul inibe 50% a auto oxidacédo do pirogalol.
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A atividade da CAT foi avaliada pela diminuigcdo da absorbancia de H.O> a 230
nm [62]. Uma unidade de CAT foi definida como a quantidade de enzima necessaria em
1,0 umol de H20, min* de oxidacio, e a absortividade molar usada foi (H202) €A230 =
0,071 mM cm™. A proteina foi determinada com reagente de Bradford contra uma
solucéo padréo de BSA [63].

ConcentracBes proteicas em extratos brutos enziméticos foram determinadas

conforme Bradford [64] em 450nm, e 1,0mg mL™ de albumina foi usado como padrao.

5.8  Andlise histopatoldgica do figado e intestino

Fragmentos de figado foram imersos na solucdo de formol tamponado a 4% por
24 horas e posteriormente lavados em 70% de alcool. Apds a fixagdo, os fragmentos
foram desidratados em solugbes de etanol crescente (70%, 80%, 90% e 96%),
diafanizados e incorporando em parafina com polimero plastico Histosec (Merck). A
microtomia foi realizada para obter 5 laminas com 5 um de espessura, que foram
coradas por hematoxilina-eosina (HE). A analise microscédpica e a documentacdo do
material foram realizadas utilizando-se um microscépio (Olympus, BX41). Em primeiro
lugar, foram realizadas analises histologicas qualitativas para observar os principais
efeitos do tratamento. Com base nessas observacbes, foram definidas andlises
quantitativas. Para a morfometria do material foram selecionadas sete laminas por

tratamento e sete sec¢Oes foram fotografadas com camera Motic 3.0.

5.9 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software RStudio
(versdo 1.1.423 — © 2009-2018 RStudio, Inc.). A homogeneidade de normalidade e
variancia dos dados dos parametros hepaticos foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk.
Foi realizada andlise de variancia (ANOVA) e quando as diferencas foram significativas
(P<0,05), as médias foram comparados pelo teste de Tukey. Os resultados foram

expressos como média + desvio padrao.
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