EDUARDO DE JESUS FRAGOZO VELASQUEZ

CRESCIMENTO E HISTOPATOLOGIA HEPATICA DE TILAPIAS DO NILO
ALIMENTADAS CONTINUAMENTE COM Microcystis aeruginosa LIOFILIZADA E
L-CARNITINA DIETETICA EM CONDICOES LABORATORIAIS

RECIFE,
2016



UFRPE

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS PESQUEIROS E AQUICULTURA

CRESCIMENTO E HISTOPATOLOGIA HEPATICA DE TILAPIAS DO NILO
ALIMENTADAS CONTINUAMENTE COM Microcystis aeruginosa LIOFILIZADA E L-
CARNITINA DIETETICA EM CONDICOES LABORATORIAIS

Eduardo de Jesis Fragozo Velasquez

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em Recursos Pesqueiros e
Aquicultura da Universidade Federal Rural
de Pernambuco como exigéncia para
obtencado do titulo de Mestre.

Prof. Dr. Alvaro José de Almeida Bicudo

Orientador

Prof. Dr. Renato José Reis Molica

Co-orientador

Recife,

Julho/2016



Ficha catalografica

V434c  Velasquez, Eduardo de Jesus Fragozo
Crescimento e histopatologia hepatica de tilapias do nilo
alimentadas continuamente com Microcystis aeruginosa
liofilizada
e L-carnitina dietética em condi¢Ges laboratoriais / Eduardo de
Jesus Fragozo Velasquez. — Recife, 2016.
66 f.

Orientador: Alvaro José de Almeida Bicudo.

Dissertacao (Mestrado em Recursos Pesqueiros e
Aquicultura) — Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Departamento de Pesca e Aquicultura, Recife, 2016.

Inclui referéncias, anexo(s) e apéndice(s).

1. Aditivo alimentar 2. Cianobactérias 3. Cianotoxinas
4. Esteatose 1. Bicudo, Alvaro José de Almeida, orientador

II. Titulo

CDD 639




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS PESQUEIROS E AQUICULTURA

CRESCIMENTO E HISTOPATOLOGIA HEPATICA DE TILAPIAS DO NILO
ALIMENTADAS CONTINUAMENTE COM Microcystis aeruginosa LIOFILIZADA E L-
CARNITINA DIETETICA EM CONDICOES LABORATORIAIS

Eduardo de Jesus Fragozo Velasquez

Dissertagdo julgada adequada para obtengdo do
titulo de mestre em Recursos Pesqueiros e
Aquicultura. Defendida e aprovada em
20/07/2016 pela seguinte Banca Examinadora.

Prof. Dr. Alvaro José de Almeida Bicudo
(Orientador)
Departamento de Zootecnia
Universidade Federal do Parana

Prof. Dr. Alfredo Olivera Galvez
Departamento de Pesca e Aquicultura
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof. Dr. Fabio de Souza Mendonca
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
Universidade Federal Rural de Pernambuco



Dedicatoria

Ao meu amigo Jesus Nigenda Jacinto (in memoriam),

pelo carinho e amizade que ficara por muitos anos.

A minha familia Fragozo Velasquez, pelo apoio

incondicional oferecido desde o México.

Ao meu filho Johan, inspiragdo total no Brasil para

concluir meus objetivos.



Agradecimentos

A embaixada do México no Brasil pela parceria com o grupo COIMBRA-
Universidades Brasileiras através do programa PROPAT BRASIL-MEXICO, ao Tecnoldgico
Nacional do México pela bolsa de mestrado concedido.

A UFRPE pela oportunidade de cursar a pos-graduacao.

Ao meu orientador, ALVARO JOSE DE ALMEIDA BICUDO, grande amigo, quem
agradeco muito por ter me orientado sem prévio convite. E um orgulho rotundo para mim
poder dizer “minha base profissional foi através de um dos melhores caras reconhecidos a
nivel mundial”.

Ao meu co-orientador, RENATO JOSE REIS MOLICA, grande amigo, gragas por ter
dado a paciéncia necessaria durante minha residéncia em Garanhuns e me orientar. Apesar
das complicagdes sempre mostrou interesse em mim, muito obrigado RENATO.

Aos meus amigos do laboratorio de Patologia Animal da UAG/UFRPE, em especial a
professora MARCIA BERSANE, pela orientagdo importante neste projeto. Agradego também
a dona MARA, pelo carinho e amizade oferecida.

Aos professores PAULO TRAVASSOS ¢ ALFREDO GALVEZ que me acolheram e
deram as boas-vindas no Brasil e ao Departamento de Pesca e Aquicultura da UFRPE.

Ao meu amigo ALFREDO BORIE, pelo recebimento total € moradia na sua casa nos
primeiros dias no Brasil. Muito obrigado meu caro.

Ao meu grande amigo JORGE ARMANDO HERNANDEZ VALENCIA, incentivissimo de
comecar uma nova etapa na minha vida como profissional.

Ao meu amigo DIJACI ARAUJO FERREIRA, pelo grande apoio e orientagdo
importante na lingua portuguesa.

Aos meus camaradas e grandes amigos dos diferentes laboratorios onde estive
convivendo e compartilhando conhecimentos.

Aos meus amigos do laboratorio dos diferentes laboratorios do Departamento de Pesca
e Aquicultura, principalmente ao laboratorio do LEMAR. Aos meus amigos do CENLAG e
do LAPPIS da Unidade Académica de Garanhuns (UAG), que compartilhei momentos
inesqueciveis, a cada um deles, gratiddo, MEUS CAROS, muito obrigado!



Resumo

No presente estudo foi avaliado o efeito da adigdo da L-carnitina (LC) sobre o desempenho ¢
histologia do figado de juvenis de tilapia do Nilo submetidos a repetidas doses de microcistina
(MCs). Para isso, células liofilizadas de cianobactérias (CIAN) Microcystis aeruginosa
NPJL4 foram incluidas (0,3%) em dietas sem L-carnitina (CIAN), com 1 g de L-carnitina kg'1
(CIAN+LC-1), 2 g de L-carnitina kg (CIAN+LC-2) e sem CIAN e LC (CONT). Juvenis de
tilapia do Nilo (#4,8 g de peso inicial) foram distribuidos em aquarios de 60L (20
peixes/aquario). As dietas foram fornecidas durante 28 dias em trés refeicdes diarias a taxa de
5% da biomassa de modo a fornecer 1,2 pg de microcistinas g de peixe/dia. Nos dias 0, 3, 7,
14, 21 e 28 os figados foram coletados para analises histologicas. A sobrevivéncia e o
desempenho zootécnico ndo foram influenciados (p>0,05) pelos tratamentos. As principais
lesdes hepaticas induzidas pela ingestdo de MCs foi a perda da coesdo celular e necrose de
hepatocitos, megalocitose e a perda da coesdo celular pancreatica. Nao foi possivel verificar
nenhum efeito protetor significativo da L-carnitina em tildpias do Nilo ingerindo MCs
repetidamente. A espécie demonstrou alta resisténcia a ingestdo continua de microcistinas por

28 dias.

Palavras  chaves: aditivo  alimentar, cianobactérias, cianotoxinas, esteatose.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of the addition of L-carnitine (LC) on the
performance and histology of juvenile liver of Nile tilapia subjected to repeated doses of
microcystins (MCs). To this end, lyophilized cells of cyanobacteria (CIAN) Microcystis
aeruginosa strain NPJL-4 were included (3.3%) in diets without L-carnitine (CIAN), 1 g L-
carnitine kg™ (CIAN+LC-1), 2 g of L-carnitine kg”' (CIAN+LC-2) and without CIAN and LC
(CONT). Juvenile Nile tilapia (+ 4.8 g initial weight) were distributed in 60L tanks (20 fish /
aquarium). The diets were fed for 28 days in three meals a rate of 5% of the biomass so as to
provide 1.2 ug MC-LR, g"'/fish/day. On days 0, 3, 7, 14, 21 and 28 samples of liver were
collected for histological analysis. The survival and growth performance were not affected
(p>0.05) by treatments. The foremost liver injury induced by MC intake was disorganization
and necrosis of hepatocytes and pancreatic megalocytosis clutter. We could not find any
significant protective effect of L-carnitine in Nile tilapia eating MCs repeatedly. The species

showed high resistance to continuous intake of microcystins for 28 days.

Key words: food additive, cyanobacteria, cyanotoxins, steatosis.
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1- Introducao

A produgdo animal vem experimentando avangos tecnologicos substanciais nas
areas de melhoramento genético, manejo, sanidade e nutricdo. A piscicultura ¢ uma
atividade que vem se tornando cada vez mais importante como fonte de proteina para o
consumo humano, sendo um dos setores produtivos que mais tem crescido em todo o
mundo. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ uma espécie exotica presente em
diversos corpos d’agua naturais, além de ocupar a quarta colocacdo entre as espécies
mais cultivadas no mundo. A sua produgdo mundial tem crescido em média 3% ao ano,
equivalente a 1,5 milhdes de toneladas (FAO, 2014). Este interesse deve-se a sua
rusticidade, altas taxas de crescimento, aceitacdo de ragdes industrializadas, qualidade

da carne, entre outros (BRASIL, 2013; FAO, 2014; JIWYAM, 2013).

Em sistemas intensivos de producdo, o fornecimento de nutrientes ocorre
exclusivamente pelo fornecimento de alimento exégeno (ragdes). Isto eleva, do ponto de
vista ambiental, o aporte de fosforo e nitrogénio, principais nutrientes relacionados a
eutrofizagdo dos ambientes aquaticos (CYRINO et al., 2010; FURUYA et al., 2005).
Neste processo ocorre o rapido desenvolvimento de macrofitas, fitoplancton e
cianobactérias. Este ltimo grupo sdo seres fotossintéticos e procariontes encontrados
em uma ampla gama de habitats (TURKET et al., 2003; WOOD, 2016). Algumas
espécies de cianobactérias tém a capacidade de produzir metabdlitos secundarios
(cianotoxinas) toxicos que podem, por exemplo, reduzir o desempenho ou levar a morte
organismos aquaticos e animais domésticos que ingerirem a agua em que estdo
presentes (FRANCIS, 1878; BERY et al., 1995; FALCONER et al., 1994; ZHANG et
al., 2009; ZIMBA et al., 2001). Entre as cianotoxinas de importancia para a aquicultura,
as microcistinas estdo entre as mais estudadas. Sdo substancias hepatotoxicas que
inibem as proteinas fosfatases serina/treonina, aumentam o estresse oxidativo e causam
lesdes no coracdo, baco, branquias e principalmente, no figado de peixes (PINHO et al.,
2003; PRIETO te al., 2009; ATENCIO et al., 2009; MOLINA et al., 2005; ERIKSSON
et al., 1990; CARMICHAEL e BOYER 2016).

Devido aos prejuizos economicos que floragdes de cianobactérias produtoras de
microcistinas podem ocasionar em cultivos intensivos, pesquisadores tém avaliado o

uso de aditivos nas ragdes para minimizar seus efeitos adversos nas espécies aquicolas
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cultivadas (ATENCIO et al., 2009; PRIETO et al., 2009). Entre os aditivos alimentares
avaliados, a L-carnitina (LC) tem se mostrado um promissor mitigador dos efeitos
biolégicos adversos causados pela exposi¢do a cianobactérias. Por exemplo, Guzman-
Guillén et al. (2015) registraram reducdo nas lesdes de figado e rins de tildpias expostas
a 400 pg kg' de células liofilizadas da cianobactéria Aphanizomenon ovalisporum
quando os peixes ingeriram antecipadamente durante 21 dias 400 e 800 mg kg™ de LC
na rag¢do. De fato, estudos prévios relataram a agdo protetora deste aditivo em peixes
submetidos a diferentes situagdes de estresse e a presenca de xenobidticos no ambiente
aquatico (HARPAZ et al, 1999; SCHEREIBER et al., 1997, TREMBLAY e
BRADLEY, 1992).

2- Revisao de literatura

2.1 Impactos de floracées de cianobactérias no cultivo de peixes

A abundancia de microrganismos unicelulares nos corpos d’agua ¢ devido ao
enriquecimento com fosforo e nitrogénio, levando ao processo de eutrofizacdo
(VASCONCELOS, 2006). Entre os microorganismos planctdnicos conhecidos, as
cianobactérias constituem um dos grupos mais antigos, sendo que alguns autores
sugerem que foram responsaveis pela formagdo do oxigénio atmosférico (STANIER e
BAZINE, 1977, O’NEIL et al.,, 2012). Nos ambientes marinhos e continentais sao
encontradas de diferentes formas: unicelular, coloniais e filamentosas (CARMICHAEL
e BOYER 2016; O’NEIL et al., 2012). S@o seres fotoautrotoficos, procariontes,
estruturalmente e morfologicamente semelhantes as bactérias gram negativas, podendo
ou ndo ter a bainha mucilaginosa. S30 extremamente resistentes, prevalecendo por
tempos indeterminados, inclusive quando a temperatura, intensidade luminosa e a
disponibilidade de nutrientes ndo sdo favoraveis (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al.,
2014; GUPTA et al., 2013; O’NEIL et al., 2012; STANIER e BAZINE, 1977; WOOD,
2016).

As floragdes de cianobactérias caracterizam-se pelo crescimento abundante de
uma ou mais espécies, por um breve periodo ou mesmo durante todo o ano e
caracteriza-se pela cor esverdeada da agua (MOURA et al., 2011; PAPADIMITRIOU et
al., 2012). Essas floragdes ocorrem em varias partes do mundo, inclusive ultrapassando

o limite maximo aceitavel de 1 pgL™ previamente estabelecido pela OMS, afetando
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negativamente os animais aquaticos (CHORUS e BARTRAM, 1999; PARK et al.,
2001).

Algumas cepas ou/e espécies de cianobactérias tem a capacidade produzir
metabolitos secundarios altamente toxicos, denominados cianotoxinas relacionados com
a mortalidade de peixes (AZEVEDO et al., 2002; HAWKINS et al., 1985; ZIMBA et
al., 2001). Dos 150 géneros conhecidos de cianobactérias, aproximadamente 40 sdo
capazes de produzir compostos que acarretam estes problemas (VAN APELDOORN et
al., 2007). A funcdo desses metabolitos secundarios ainda ndo estd bem definida
(MOLICA e AZEVEDO, 2009), e de forma geral, podem ser classificadas de acordo
com o grau de toxicidade, em hepatotoxinas, neurotoxinas e dermatotoxinas.As
neurotoxinas apresentam um elevado grau de toxicidade, e sdo produzidos
principalmente pelos generos Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenon e Lyngbia
(CHORUS e BARTRAM, 1999). As neurotoxinas sdo classificadas em trés grupos:
anatoxina-a e anatoxina-a (s) que inibem a agdo de acetilcolinesterase bloqueando a
degradacdo de acetilcolina e as saxitoxinas, que inibem o sistema nervoso por bloqueio
dos canais de sodio e calcio. Este ultimo grupo foi primeiramente isolado em
dinoflagelados marinhos relacionados com a intoxicagdo dos organismos aquaticos.

(SIVONEN e JONES, 1999).

As hepatotoxinas sdo peptideos ciclicos compostos por cinco (nodularinas) e
sete (microcistinas) aminoacidos. As microcistinas sdo amplamente distribuidas nos
ambientes naturais, produzidas pelos géneros de cianobactérias Microcystis sp.,
Anabaena sp., Nodularia sp., Oscillatoria sp., Nostoc sp., Cylindrospermopsis sp.,
Planktotrix sp., Radiocystis sp., Arthrospira sp., e as nodularinas produzido por um
unico género Nodularia sp. (CARMICHAEL, 1992; MOLICA e AZEVEDO, 2009). As
dermatotoxinas sdo toxinas irritantes de contato produzindo dermatites e sdo produzidos
pelos géneros: Lyngbya sp., Nodularia sp., Anabaena sp., Aphanizomenon sp.,

Oscillatoria sp., Schizothrix sp, (CARMICHAEL, 1992).

Também existem compostos produzidos pelas cianobactérias, como a geosmina
(GEO) e 2- metilisoborneol (MIB), que embora ndo causem mortalidade, sdo
responsaveis pela ocorréncia de off-flavor em espécie economicamente importantes

(SCHRADER et al., 2005; JOHNSEN et al., 1987; RASHASH et al., 1995).
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Entre as cianotoxinas conhecidas, as microcistinas (MCs) s3o as mais estudadas
e vém sendo observadas em maiores quantidades em ambientes naturais
(PAPADIMITRIOU et al., 2012; MITSOURA et al., 2013), sistemas de producdo
aquicola (TURKET et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2013) como também em
reservatorios de abastecimento publico de agua (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al.,
2014). No Brasil, a contaminagdo por microcistinas obteve grande repercussdo a
meados da década de 1990, ap6s a morte de 70 pessoas no centro de hemodialise na

cidade de Caruaru (PE) (AZEVEDO et al., 2002).

A nomenclatura das microcistinas foi proposta por CARMACHEL et al. (1988),
composto por sete aminoacidos dentro sua estrutura. Na posi¢do 1 por D-alanina, dois
L-aminoécidos variaveis na posicdo 2 e 4,um acido D-eritro-B-metil-aspartico (D-
MeAsp) na posi¢ao 3, um acido diendico (2S, 3S, 8S, 9S)-3amino-9-metoxi-2, 6, 8-
trimetil-10-fenideca-4,6 (ADDA) na posi¢ao 5, acido glutamico (D-Glu) na posicdo 6 e
trés aminoacidos incomuns ¢ uma N-metil-deidroalanina (Mdha) na posi¢ao 7. Portanto,
nas posicdes 2 e 4 sdo encontrados os L-aminodcidos responsdveis pela nomenclatura
das diferentes variantes de microcistinas, destacando-se a microcistina-LR, constituidos
por aminoacidos leucina (L) e arginina (R) a microcistina-RR (arginina: arginina) e
microcistina YR (tirosina: arginina) (CARMICHAEL et al., 1988) sendo a microcistina-
LR a mais toxica (PRIETO et al., 2006). Aproximadamente 130 variantes de
microcistinas ja foram descritas (CARMICHAEL e BOYER, 2016; PUDDICK et al.,
2015).

Ao longo das ultimas décadas tem aumentado os estudos referentes aos efeitos
das microcistinas em condi¢des experimentais (TENCALLA et al., 1994; SAHIN et al.,
1996; FISCHER et al., 2000). Assim, diferentes vias ou métodos de exposicdo das
microcistinas como intraperitoneal, imersdo e via oral (alimentacdo) t€ém sido avaliados
em mamiferos, crusticeos e peixes (RABERGH et al., 1991; PINHO et al., 2005;
ELLEMAN et al., 1978). Juvenis de carpa prussiana Carassius auratus gibelio,
submetido a doses repetidas de microcistinas (1,02-10,76 pg MC-LR kg™ peso corporal)
por via oral apresentaram reducdo de 20% no ganho de peso e elevada mortalidade
(ZHAO et al., 2006a). Li et al. (2004) registraram redu¢do de 80% no ganho de peso de
carpas comuns ao ingerirem 50 ug MC-LR kg'l. Efeito similar foi observado por Bury
et al. (1995) em trutas marrons Salmo truta apds ingestdo de microcistinas. Em

contraste, tildpias ao ingerirem doses repetidas de microcistinas (1,2-5,6 pg MC-LR g™)
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apresentaram taxa de crescimento especifico em média 15,8% superior aos peixes do
tratamento controle (sem microcistina), demonstrando a elevada resisténcia desta

espécie a este tipo de cianotoxina (ZHAO et al., 2006b).

Além de reducdo no desempenho zootécnico, varios estudos tém registrado
lesdes teciduais no bacgo, intestino, branquias, e principalmente, no figado como
resultado da ingestdo de microcistinas (BOTHA et al., 2004; FERREIRA et al., 2010;
MOLINA et al., 2005; SHI et al., 2015; TENCALLA et al., 1994; XIE et al., 2004). As
lesdes hepaticas observadas, apds a exposi¢do as microcistinas, sdo relativas a
alteragdes no citoesqueleto do hepatdcito, acompanhada de congestdo de sinusdides e
hemorragia intra-hepatica, sendo alguns casos observados necroses e apoptoses de
hepatocitos (FERREIRA et al. 2010; FISCHER et al., 2000; MOLINA et al., 2005).
Infiltrado inflamatoério no figado geralmente ¢ observado quando a exposi¢cdo as
microcistinas é continua e por tempo prolongado (ELLEMAN et al., 1978; ACUNA et
al., 2012).

Estas lesdes podem estar relacionadas aos mecanismos de agdo das
microcistinas, que causam tumores hepaticos e inibem as proteinas serina/treonina
fosfatases (ERIKSSON et al.,, 1990; MAYNES et al, 2006). Estas enzimas
desempenham um importante papel intracelular na regulacdo do crescimento, uma vez
que estdo relacionadas ao balanco entre a fosforilagdo ¢ a desfosforilagdo de varios
eventos biologicos (FUJIKI e SUGANUMA, 2009). No entanto, internamente uma vez
que sdo ingeridas e absorvidas no trato gastrintestinal, as microcistinas sdo
transportadas para o figado (FISCHER et al., 2005). Quando entdo sdo absorvidas nos
hepatocitos, promovem a perda da coesdo celular, originada pela hiperfosforilagio. Esta
perda da arquitetura hepatica, acompanhada de hemorragia, pode resultar em morte dos
animais (RUNNEGAR e FALCONER, 1986; ZIMBA et al., 2001; FERREIRA et al.,
2010).

A cepa NPLJ-4 de Microcystis aeruginosa, isolada na década de 90, ¢ uma
espécie produtora de microcistinas. Embora existam poucos estudos desenvolvidos com
esta cepa, alguns autores t€m registrado elevado actimulo de microcistinas no figado e
musculos de tilapias, inclusive, excedendo a concentragdo maxima permitida de toxina
para consumo humano (SOARES et al., 2004). Embora ainda ndo exista nenhum estudo

de toxicidade confirmando o aumento do estresse oxidativo provocado pela NPLJ-4,
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Ferreira et al. (2010) demostraram lesdes histopatologicas cronicas nos figados e trato
intestinal de carpas comuns Cyprinus carpio expostos a esta cepa. Portanto, ¢
perceptivel que a intensidade dos efeitos da ingestio de microcistinas pode estar

relacionado também a caracteristicas intrinsecas de cada espécie.

2.2 O papel protetor da L-carnitina em peixes

A L-carnitina (LC) ¢ uma amina quaterndria, descoberta na década de 50, e
desde entdo vem sendo estudada como suplemento alimentar com multiplos propositos
em humanos e animais. E encontrada em duas formas quimicas: L-carnitina e D-
carnitina, sendo apenas a primeira forma considerada biologicamente ativa (SANTULLI
e D’AMELIO, 1986). E sintetizada endogenamente no figado, rins e cérebro, tendo a
lisina e metionina como aminoacidos precursores (VAZ ¢ WANDERS, 2002; MA et al.,
2008). Nas células eucaridticas atua no transporte de acidos graxos de cadeia longa para
a mitocondria a fim de gerar energia metabdlica, através da beta oxidagdo, propondo um
efeito economizador de energia, armazenada principalmente em tecidos esqueléticos
(REBOUCHE, 2004; NOGUEIRA et al., 2010; PEKALA et al., 2011). Por isso, em
peixes, os estudos t€ém focado principalmente nos seus possiveis efeitos como promotor
de crescimento (FOCKEN et al., 1999; SCHREIBER et al., 1997; JAYAPRAKAS et
al., 1996; DIAZ et al., 2001; HARPAZ, 2005).

Embora a maioria dos estudos foquem nos efeitos da L-carnitina no desempenho
zootécnico dos animais, esta também tem demonstrado possuir a¢do antioxidante
(ZAMMIT et al., 2009) e contra a agdo de xenobioticos (HARPAZ, 2005). Por isso,
estudos focando o papel protetor da L-carnitina tém aumentado nos ultimos anos
(GOMEZ-AMORES et al., 2007). Tremblay e Bradley (1992) demostraram o efeito
protetor de L-carnitina em juvenis de salmao-real Oncorhynchus tshawytscha apos
aplicagdo intraperitoneal de 10,75 mmol kg de acetato de aménio, pois somente 33%
dos que receberam previamente LC intraperitoneal (10-16 mmol / kg de peso do corpo)
apresentaram sinais de toxicidade por amonia, contra 98% do grupo controle.
Recentemente, a aplicagio de dois niveis de carnitina (400 ¢ 880 mg kg™) ndo permitiu
a peroxidacdo lipidica, mantendo estaveis as enzimas catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD) apos a exposigdo cilindrospermopsina (CYN), citotoxina produzida

por Aphanizomenon ovalisporum (GUZMAN-GUILLEN et al., 2013). Por outro lado, a
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ingestdo por 60 dias de 110, 120, 160, 240, 390 e 1100 mg L-carnitina kg™ nio resultou
em nenhum efeito sobre a producdo das enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD) e glutationa (GLU) na dourada negra Sparus macrocephalus (Ma et al., 2008).
Uma hipotese para a agdo deste composto sobre varios xenobioticos é a sua interagdo
com a cardiolipina, o que ird melhorar a permeabilidade da membrana e as fungdes de

protecdo das mitocondrias (ARRIGONI-MARTELLI e CASO, 2001).

Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito protetor da L-
carnitina em alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentadas

continuamente com Microcystis aeruginosa liofilizada.
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Alimentagdo continua de alevinos de tilapia do Nilo com Microcystis aeruginosa

associada a suplementacdo de L-carnitina: desempenho e histopatologia hepatica
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RESUMO

No presente estudo foi avaliado o efeito da adi¢do da L-carnitina (LC) sobre o
desempenho ¢ histologia do figado de juvenis de tilapia do Nilo submetidos a repetidas
doses de microcistina (MCs). Para isso, células liofilizadas de cianobactéria (CIAN)
Microcystis aeruginosa cepa NPJL4 foram incluidas (3,3%) em dietas sem L-carnitina
(CIAN), com 1 g de L-carnitina kg (CIAN+LC-1), 2 g de L-carnitina kg”' (CIAN-+LC-
2) e sem CIAN e LC (CONT). Juvenis de tilapia do Nilo (+4,8 g de peso inicial) foram
distribuidos em aquarios de 60L (20 peixes/aquario). As dietas foram fornecidas durante
28 dias em trés refeigdes didrias a taxa de 5% da biomassa de modo a fornecer 1,2 ug
MC g'/peixe/dia. Nos dias 0, 3, 7, 14, 21 ¢ 28 amostras de figados foram coletadas para
analises histologicas. A sobrevivéncia € o desempenho zootécnico niao foram
influenciados (p>0,05) pelos tratamentos. As principais lesdes hepaticas induzidas pela
ingestdo de MCs foi a perda da coesdo celular e necrose de hepatocitos, megalocitose e
a perda da coesdo celular pancreatica. Nao foi possivel verificar nenhum efeito protetor
significativo da L-carnitina em tilapias do Nilo ingerindo MCs repetidamente. A espécie

demonstrou alta resisténcia a ingestao continua de microcistinas por 28 dias.

Palavras chaves: aditivo alimentar, cianobactérias, cianotoxinas, esteatose
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos a aquicultura mundial cresceu a taxas de 8,8% anuais, sendo a
tilapia-do-Nilo uma das principais espécies produzidas globalmente (FAO 2014). A
intensificagdo dos sistemas de producdo responde por parte significativa deste
crescimento. Entretanto, em sistemas intensivos, ocorre a elevacdo significativa do
aporte de nutrientes exogenos (especialmente N e P) na dgua devido as altas taxas de
alimentagdo utilizadas (Cyrino et al. 2010). Neste panorama, a eutrofizacdo do ambiente
de cultivo ¢ uma possibilidade, incluindo o surgimento de superpopulacdes de

cianobactérias (Borges et al. 2010, Vasconcelos et al. 2013).

Além de serem autotroficas, algumas espécies de cianobactérias produzem
metabolitos secundarios toxicos (cianotoxinas), que podem ter diferentes estruturas e
atividades toxicas, acarretando em efeitos biologicos distintos (Van Apeldoorn et al.
2007). Entre as diferentes cianotoxinas existentes, a MCs ¢ a mais frequente em aguas
continentais, sendo a microcistina-LR a mais comum e uma das isoformas mais toxicas
(Ferrao-Filho 2009). Entre os efeitos mais comumente relatados em peixes submetidos a
presenga de MCs estdo o aumento do estresse oxidativo (Prieto et al. 2009) e lesGes
histopatologicas no tecido de diferentes 6rgaos (Botha et al. 2004, Atencio et al. 2009)
podendo ocasionar mortalidades massivas dos peixes cultivados (Sevrin-Reyssac e

Pletikosic 1990, Zimba et al. 2001).

Assim, nos ultimos anos diversos estudos tém buscado avaliar substancias
antioxidantes como possiveis protetores dos efeitos adversos da MCs em peixes
(Atencio et al. 2009, Prieto et al. 2009). Estes estudos tém focado na administragdo
prévia destas substincias aos peixes antes de submeté-los a presenca da MCs. A L-
carnitina (LC) é uma amina quaternaria, que ocorre na forma de isomeros D- e L-,
sendo apenas esta Giltima biologicamente ativa. E sintetizada a partir dos aminoéacidos
lisina e metionina, sendo importante no metabolismo lipidico (Ma et al. 2008).
Apresenta um importante papel na detoxificac@o celular, uma vez que remove o acetil-
CoA proveniente da mitocondria, cujo excesso pode ter feito toxico (Schereiber et al.
1997). Estudos prévios demonstraram que a LC pode proteger a membrana celular dos
danos provocados pelo estresse oxidativo em peixes e na presenca de xenobidticos

(Giilgin et al. 2006, Ma et al. 2008).
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De fato, a acdo protetora da administragdo prévia da LC em peixes desafiados
com uma unica dose de MCs ja foi demonstrada (Guzman-Guillén et al. 2015). Porém, a
superpopulagdo de cianobactérias em condigdes naturais ou de cultivo resultarda em
aporte de MCs aos peixes por varios dias, principalmente pela ingestdo de células,
principalmente com relagdo as espécies filtradoras, como a tilapia-do-Nilo (Ferrao-Filho
2009). Além disso, a previsibilidade de floragdes de cianobactérias em situagdo de
cultivo ou naturais ndo ¢ tarefa facil (Sevrin-Reyssac e Pletikosic 1990), dificultando o

uso estratégico da LC como prevencao a presenga de MCs.

Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito protetor da adi¢do da LC
sobre o desempenho e histologia do figado de juvenis de tilapia do Nilo submetidos a

repetidas doses de microcistinas.

MATERIAL E METODOS

Cultivo de Microcystis aeruginosa e determinacio de microcistina

No presente estudo foi utilizada a cepa NPJL-4 de M. aeruginosa proveniente do
banco de culturas do Laboratério de Biotecnologia da Unidade Académica de
Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Para obtencdo da biomassa
de M. aeruginosa incluida nas ragdes foram realizados uma série de cultivos tipo
“batch” em Erlenmeyers de 2 L (1,5 L uteis) em meio ASM-1 (Gorham et al. 1964), pH
8,0, temperatura de 24 = 2°C, intensidade luminosa de 2000-4000 lux (Biospherical
Instruments QSL-100) obtida a partir de lampadas fluorescentes, sob fotoperiodo de 12h
controlado por temporizador. No 10° dia de cultivo, era formada uma amostra composta
proveniente das diferentes unidades de cultivo (Erlenmeyers), a qual foi centrifugada
5.000 rpm por 10 minutos e o pélete armazenado em congelador a -20°C para posterior
liofilizagdo. Antes do processo de centrifugacdo, uma aliquota da amostra composta foi
retirada e fixada com solugdo de lugol para a quantificacdo celular (células/ml) em
camara de Fuchs-Rosenthal. A concentracdo final de células foi uma media de 7,4 x10°

células/mL.

A determinacdo da concentragdo de MCs foi realizada a partir do material
liofilizado. Para extragdo das microcistinas, a biomassa liofilizada foi homogeneizada
por uma hora com solugdo de metanol 75% (Fastner et al. 1998) para extragdo da MCs,

centrifugada por 5000 rpm a 15 minutos e o sobrenadante coletado. Este procedimento
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foi repetido por duas vezes, diminuindo-se o tempo de extragdo para 30 minutos. Ao
final, os sobrenadantes foram transferidos e evaporados sob fluxo de ar quente,
ressuspendido em metanol 20% (20:80, metanol grau HPLC: agua ultrapura, v/v),
centrifugado (15000 rpm a 15 min) e o sobrenadante submetido a analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid
Cromatography) utilizando um cromatégrafo modelo Proeminance (Shimadzu®)
composto por uma bomba (LC-20AT), degaseificador (DGU-20A5), forno (CTO-20A),
detector UV-Vis com arranjo de diodo (SPD-M20A), amostrador automatico (SIL-
20AHT), sistema controlador para conexdo dos médulos com computador (CBM-20A)
e software LC Solution para a aquisicdo e processamento dos dados (Shimadzu,

Proeminance).

A analise cromatografica foi realizada usando o método gradiente, tendo como
fases moveis a solugdo A (4gua ultrapura + 4cido trifluoracético 0,05%) e solugdo B
(acetonitrila + &cido trifluoracético 0,05%), durante 54 minutos (Lawton et al., 1994). O
volume de amostra injetado foi de 50 pL, fluxo de 1 mL/min, coluna C18 Lichrospher
100 RP-8¢ (125 mm x 4.0 mm, 5 um), comprimento de onda de 238 para monitorar a
corrida ¢ um espectro de absor¢do entre 200 ¢ 300 nm para confirmagdo dos picos de
microcistinas. A identificacdo ¢ quantificagdo das microcistinas foi feita mediante uma
curva padrdo (Sigma — microcistina-LR) e os dados expressos em MC-LReq
(equivalentes de microcistina-LR), uma vez que a cepa produz pelo menos cinco
analogos de microcistinas. A concentragdo de cianotoxinas nas células liofilizadas da
cepa NPLJ-4 de M. aeruginosa foi de 7.245 pg MC-LRq g’

Dietas experimentais

Foram formuladas quatro dietas praticas isoproteicas (34% PB) e isocaldricas
(3400 kcal ED/kg) de modo a atender as exigéncias nutricionais da espécie (NRC,
2011). Os tratamentos consistiram em: dieta sem carnitina + M. aeruginosa liofilizada
(CIAN); dieta com M. aeruginosa liofilizada + 1g kg'1 de L-carnitina (CIAN-+LC-1) ¢
dieta com M. aeruginosa liofilizada + 2g kg' de L-carnitina (CIAN+LC-2); dieta
controle sem carnitina e células liofilizadas de M. aeruginosa (CONT). A L-carnitina na
dieta foi suplementada na forma de Cloridrato de DL-carnitina (Sigma Aldrich®), que
possui 50% de L-carnitina ativa. Foi adicionado um aglutinante a dieta

(carboximetilcelulose) para minimizar a lixiviacdo da carnitina. As células liofilizadas
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de cianobactérias foram adicionadas a racdo em substituicdo ao farelo de soja (Dong et
al. 2009); a carnitina foi inclusa em substituicdo a celulose microfina (Tabela 1).

Para a fabricacdo das dietas experimentais os ingredientes foram previamente
homogeneizados, exceto a carnitina. Esta foi diluida em agua destilada a 40°C para
facilitar a homogeneiza¢do na mistura. A racdo foi peletizada em um moinho de rosca
sem fim (Modelo MA-361, Marconi®, Piracicaba, SP) em granulos de 0,5 mm de
diametro, seca em estufa de ventilagdo forcada (35°C; £ 24h), armazenadas sob
refrigeracdo até o momento de fornecer aos peixes.

Animais e condi¢cdes experimentais

Os alevinos de tilapia-do-Nilo utilizados foram provenientes da Estagdo de
Piscicultura de Ititba da Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Sdo Francisco e
do Parnaiba (CODEVASF) em Porto Real do Colégio - AL. Os peixes foram
aclimatados as condigdes laboratoriais por sete dias, sendo alimentados diariamente
(9:00h e 15:00h) com ragdo comercial (45% PB). Apds, realizou-se a adaptacdo dos

peixes as dietas experimentais alimentando-os por uma semana com a dieta CONT.

Para o inicio do experimento, 240 alevinos (4,8+0,1 g) foram aletoriamente
distribuidos em aquarios de 60 L tteis (20 peixes/aquario), constituindo um
delineamento inteiramente casualizado (n=3). Os peixes foram alimentados durante 28
dias com as dietas experimentais em trés refei¢des didrias (9:00, 13:00 e 17:00h), na
propor¢ao de 5% da biomassa estocada. Esta taxa de alimentagdo foi calculada para
fornecer diariamente 1,2 pg de microcistina por grama de peixe. Esta concentracdo foi a
mesma utilizada no estudo realizado por Molina et al. (2005) com a mesma espécie-
alvo. Diariamente, antes de cada refeicdo, todos os aquarios eram vistoriados, os peixes
mortos eram pesados individualmente e a quantidade de racdo a ser fornecida ajustada

para manter o fornecimento de microcistina constante ao longo de todo o experimento.

Todos os aquarios foram individualmente dotados de aquecedores para controle
da temperatura da agua, filtro biologico de espuma acoplado a um sistema de aeracdo
continua. Diariamente, uma hora apo6s a ultima refei¢do, todos os aquarios foram
sifonados para a retirada das fezes e renovacdo de 25% do volume total da agua. O
fotoperiodo utilizado foi 12h luz:12h escuro. A temperatura (30,0 = 1,9 °C) e o oxigénio
dissolvido (5,2+0,8 mg L) na agua foram monitorados diariamente com auxilio de

oximetro modelo YSI-55. O pH (7,3 £ 0,7), a alcalinidade total (22,5 + 17,5 mg
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CaCO;L™), a dureza total (95,0 + 25,0 mg CaCO; L™, nitrito (1,31 £ 0,33 mg L") e
nitrogénio amoniacal total (0,62 + 0,61 mg L™) foram monitorados semanalmente com

auxilio de reagdes colorimétricas (ALFAKIT®).

Variaveis de desempenho analisadas
As variaveis abaixo utilizadas para avaliar o desempenho zootécnico dos juvenis

de tilapia-do-Nilo foram calculadas de acordo com o NRC (2011):

Ganho de peso relativo (GPR; %) = [(PMF — PMI)+~PMI]x100
Taxa de crescimento especifico (TCE; % peso vivo dia™) = [(In PMF - In PMF) = n°
dias]*x100;

Taxa de sobrevivéncia (%) = 100 x (n° final de peixes + n° inicial de peixes).

Em funcdo das mortes de peixes e a amostragem ao longo do periodo
experimental, a taxa de eficiéncia alimentar (TEA) foi corrigida somando-se ao ganho
de peso o peso individual dos peixes mortos e amostrados em todo o periodo

experimental, seguindo a metodologia descrita por Rostagno e Sakomura (2007).

TEA = [ganho de peso do grupo + peso animais mortos + peso animais

amostrados (g)] + consumo total de alimento do grupog).

Coleta de amostras para andlise histolégica

No inicio do periodo experimental, apds jejum de 24h, seis peixes provenientes
da populagdo inicial foram amostrados, eutanasiados por overdose de anestésico
(benzocaina 500 mg L) e necropsiados para retirada do figado para analise histologica.
Apos a coleta, os figados eram imediatamente fixados em formalina tamponada a 10%,
desidratados, incluidos em parafina e corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) e pelo

método Acido Periddico de Schiff (PAS), para detecgdo de glicogénio.

Nos 3° 7° 14° e 21° dias de experimentacdo dois peixes de cada aquario
(totalizando seis por tratamento) foram amostrados, eutanasiados e processados
seguindo o protocolo anteriormente descrito. Apos o 21° dia, foi registrado 100% de
mortalidade em um aquario do tratamento CONT e outro do tratamento CIAN. Assim,

no 28° dia experimental foram coletados trés peixes nos dois aquarios restantes nestes



VELASQUEZ, E. Crescimento e histopatologia hepatica de tilapias do Nilo alimentadas... 35

tratamentos (para totalizar seis peixes por tratamento), mantendo-se o protocolo
amostral de dois peixes por aquario para os outros tratamentos.
Procedimentos estatisticos

Duas unidades experimentais apresentaram 100% de mortalidade apos o 21° dia
de experimentagdo, uma do tratamento CONT e outra do tratamento CIAN, sendo entdo
consideradas como parcelas perdidas nos calculos das varidveis de desempenho (exceto
para a taxa de sobrevivéncia) e na andlise estatistica. Os resultados foram submetidos ao
teste de Shapiro-Wilk para analise de normalidade e o teste de Bartlett para avaliar a
igualdade das variancias. Apés os dados foram submetidos a ANOVA e quando
detectada diferenca significativa entre tratamentos, submetidos ao teste de Tukey. O
nivel de significancia utilizado em todo o estudo foi 5%. As andlises estatisticas foram
realizadas com auxilio do software SIGMAPLOT 12 (Systat Software Inc., San Jose,
CA, USA).
Resultados

Caracterizacao da microcistinas

Foram identificados seis analogos de microcistina-LR (identificados pelos
numero 1-6) produzidos pela cepa NPJL-4 de M. aeruginosa (Figura 1). Dentre estes, o
analogo 4 (D-Leu') foi o principal analogo produzido, representando 86,81% do total de

microcistinas detectado (dados ndo apresentados).

Desempenho zootécnico

Nao se observou nenhum comportamento de rejei¢do as dietas fornecidas
durante todo o periodo experimental. A taxa de sobrevivéncia dos juvenis de tilapia-do-
Nilo alimentados com a dieta CONT foi similar (P>0,05) a observada para os animais
que receberam células de M. aeruginosa (CIAN), independente da associacdo ou ndo
com a L-carnitina dietética (Figura 2). Entretanto, mesmo sem diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, a taxa de sobrevivéncia dos peixes alimentados com
as dietas CIAN+LC-1 (75%) e CIAN+LC-2 (70%) foi em média 27,8% superior ao dos

alimentados apenas com M. aeruginosa (56,7%) (Figura 3).

A presenca de células liofilizadas de M. aeruginosa, associada ou ndo a L-
carnitina dietética, ndo influenciou (p>0,05) o peso médio final, ganho de peso, taxa de
crescimento especifico e a taxa de eficiéncia alimentar dos alevinos de tilapia-do-Nilo

(Tabela 2).
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Andlise histopatologica do figado

Os figados dos peixes alimentados com a dieta CONT apresentaram
hepatopancreas bem estruturado (Fig. 4A) e sem congestdo (Fig. 4B), esteatose
moderada e presenga de moderada quantidade glicogénio (Fig. 4C), ndo sendo
observado nenhum outro achado histopatologico relevante. Todos os peixes
apresentarem um quadro degenerativo do tecido hepatico, que ao longo de todo o

periodo experimental, foi observado uma diminuigao.

No 3° dia experimental, os figados dos peixes alimentados com a dieta CIAN
apresentaram esteatose moderada a acentuada, pouca quantidade de glicogénio, com
leve vacuolizacdo e perda da adesdo do hepatopancreas (Fig. 5A). Observou-se
desorganizacdo de hepatocitos (Fig. 5B) e congestdo de sinusdides com dilatacdo de
vasos e focos isolados de hemorragia (Fig. 5C). Observou-se uma menor
desorganizacdo das células pancredticas e quantidade moderada de glicogénio nos
peixes do tratamento CIAN+LC-1 se comparado ao do tratamento CIAN, sendo as
demais lesdes semelhantes entre os dois tratamentos. Os figados dos peixes alimentados
com a dieta CIAN+LC-1 apresentaram quantidade acentuada de glicogénio, com leve
desorganizacdo do hepatopancreas em relacdo aos peixes alimentados com células

liofilizadas de M. aeruginosa apenas.

No 7° dia de exposigdo, registrou-se diminuicdo da esteatose e aumento do
glicogénio hepatico nos peixes alimentados com M. aeruginosa sem associagdo com L-
carnitina. Manteve-se a vacuolizagdo e desorganizacdo do hepatopancreas, porém houve
necrose das células pancreaticas (Fig. 6A) associadas a células inflamatorias
mononucleares (linfécitos e macrofagos). Também foi observada uma acentuacdo da
congestdo de sinusdides e desorganizacdo dos hepatocitos. Nos peixes alimentados com
CIAN+LC-1 foi observada quantidade moderada dos niveis de glicogénio, associada a
uma diminui¢do da lesdo pancredtica e uma sutil diminuicdo da congestdo do
sinus6ides. Diminui¢do do glicogénio e necrose individual de hepatocitos foi registrada
nos figados dos peixes alimentados com CIAN+LC-2. Os demais achados
histopatologicos nos grupos alimentados com M. aeruginosa, associada ou ndo a LC,

foram semelhantes, independente da concentragao de LC avaliada.
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No 14° dia de exposi¢do, os figados dos peixes alimentados apenas CIAN
apresentaram um quadro acentuado de esteatose e grande quantidade de glicogénio
hepatico (Fig. 4D). Observou-se também evolugdo da lesdo do hepatopancreas, com
necrose ¢ desaparecimento de algumas células deste tecido (Fig. 6B) e aumento do
infiltrado inflamatorio, ao redor do tecido pancreatico e na cépsula com fibrina e
material basofilico (Fig. 6C). Houve necrose individual de hepatdcitos (Fig. 6D),
localizados preferencialmente proximos ao hepatopancreas e a capsula. A congestdao dos
sinusoides apresentou-se mais acentuada, com agravamento das areas de hemorragia e
leve aumento do tamanho dos hepatocitos. Os peixes alimentados com a dieta
CIAN+LC-1 apresentaram niveis de esteatose e glicogénio hepatico moderado.
Resultado parecido foi registrado para CIAN+LC-2, com esteatose leve e glicogénio
moderado. Os demais achados foram similares nos grupos CIAN e CIAN+LC,

independe da concentragdo de LC utilizada.

Aos 21 dias de experimentacdo os peixes submetidos a dieta CIAN apresentaram
diminuic@o da esteatose hepatica e no glicogénio hepatico. As lesdes no hepatopancreas
permaneceram similares as observadas no periodo anterior (14 dias), porém observou-se
o aumento da desorganizagdo dos hepatdcitos, da congestdo ¢ hemorragia, inflamacdo e
megalocitose (Fig. 7A) nos hepatocitos. Os figados dos peixes submetidos a
alimentacdo com CIAN+LC-1 apresentaram lesdes semelhantes as do grupo CIAN; em
contrapartida os tratados com CIAN+LC-2 apresentaram leve aumento de esteatose e de
niveis de glicogénio. As demais lesdes foram semelhantes as observadas para o grupo

CIAN.

Ao final do experimento (28 dias), os figados dos peixes alimentados com a
dieta CIAN apresentaram esteatose leve, com mesmo nivel de glicogénio hepatico
observado no periodo anterior. Houve uma acentuacao na lesdo do hepatopancreas, com
desaparecimento de tecido em alguns pontos (Fig. 7B). Observou-se também a presenca
de infiltrado inflamatdrio que se estende do hepatopéancreas para a capsula do figado,
com focos de material basofilico e fibrina. Registrou-se adicionalmente a necrose
aleatoria dos hepatocitos proximos a capsula e ao hepatopancreas, e megalocitose. No
tratamento CIAN+LC-1, registrou-se niveis acentuados de glicogénio hepatico. A
necrose do hepatopancreas foi menor comparada ao grupo CIAN, embora também tenha
sido registrado o desaparecimento de tecido do hepatopancreas em alguns focos. As

demais lesdes apresentaram-se similares ao grupo CIAN. Os figados expostos a
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CIAN+LC-2 apresentaram diminuicdo da esteatose e glicogénio. Observou-se que a
gravidade da lesdo do hepatopancreas e a resposta inflamatoria foram levemente menor

em relacdo ao grupo CIAN. Os demais achados foram similares ao grupo CIAN.

Discussao

No presente estudo, foi registrada uma alta resisténcia da tilapia do Nilo a
exposi¢do oral didria a 1,2 pg de microcistinas por grama de peixe durante 28 dias. De
fato, estudos prévios tém demonstrado elevada capacidade de sobrevivéncia da tilapia
exposta as microcistinas. Tilapias hibridas expostas a 1,3 e 6,8 pg g'MC-LR/dia,
durante 60 dias apresentaram 100% de sobrevivéncia (Dong et al. 2009). Além disso, a
resisténcia desta espécie € muito superior a de vertebrados superiores. Tilapias
submetidas a 1000 pg kg'1 de MC-LA por via intraperitoneal apresentaram apenas
efeitos subletais (Moreira 2012). Embora a variante MC-LA ¢ pouco usado e descrito na
literatura cientifica, o autor confirmou a inatividade das fosfatases PP2A num intervalo
de 96 horas apos exposicdo, sugerindo estes efeitos devem-se que a microcistina
permaneceu circulando no organismo através do torrente sanguineo durante nesse
intervalo, o que possivelmente gerou um sinal, aumentando a transcri¢do do nucleo e,
consequentemente, elevou o numero de copias de mRNA, inibindo as proéximas copias
de PP2A. Apesar dessas problemadticas produzidas a nivel celular, o mesmo autor
conclui que a resisténcia mostrada nesta espécie seja a presenga de outras fosfatases,

assim mantendo equilibrada a auséncia de atividade PP2A por tanto tempo.

Nao s6 a sobrevivéncia é importante, mas quando se trata da producdo em
cativeiro, as varidveis de desempenho zootécnico sdo importantes para avaliar a
viabilidade econdmica da producdo. Sdo poucos os estudos que avaliaram o impacto da
ingestdo de cianobactérias/cianotoxinas no desempenho produtivo de tilapias. Zhao et
al. (2006b) em concentragdes sob-cronicas de microcistinas (1,2-5,46 pg g'l) afirmaram
aumento de crescimento na tildpia, quando o TCE incrementou 15,8% nos tratamentos
desafiados com microcistinas. No presente estudo, apesar de que a taxa de crescimento
ndo foram significativas em tilapias, mas, houve um incremento 20% no TCA

relativamente melhor nos tratamentos com CIAN e CIAN+LC-2.

Embora a elevada resisténcia da tilapia do Nilo a ingestdo de elevadas
concentragdes de MCs pareca estar bem estabelecida, esta mesma caracteristica ndo foi

observada quando a espécie foi exposta a outras cianobactérias. De Bock (2014)
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registrou elevada mortalidade e diminui¢do no desempenho zootécnico em juvenis de
tilapia cultivados na presenga de Cylindrospermopsis raciborskii, cianobactéria
produtora de saxitoxinas (neurotoxina). A autora em seu estudo concluiu que o efeito
das saxitoxinas ¢ dose-dependente em relagdo ao peso do peixe. Assim, devido a
elevada taxa de crescimento dos peixes na fase inicial, a relagdo entre a concentragdo de
saxitoxinas e o peso diminuiu rapidamente, registrando-se uma diminui¢do da
mortalidade dos peixes a partir de 8,6 g de peso vivo. No presente estudo, a relagdo
biomassa-microcistina manteve-se constante (1,2 pg g”) ao longo de todo o periodo
experimental. Assim, ¢ possivel supor que os efeitos sobre o desempenho e
sobrevivéncia dos peixes nestas condi¢des, além da obvia diferenga de agdo entre as

toxinas, também ndo tenha se expresso devido ao periodo experimental (28 dias).

A via de administragdo das cianotoxinas também influencia os efeitos
observados. Muitos estudos que registraram efeitos negativos de MCs na sobrevivéncia
de peixes usaram a aplicacdo intraperitoneal (Fournie e Courtney 2002, Zhang et al.
2009). Entretanto, os efeitos toxicos utilizando a via intraperitoneal sdo registrados em
concentragdes de cianotoxinas aproximadamente dez vezes menores do que quando se
utiliza a administragdo oral (Carbis et al., 1996). No presente estudo, a ingestao de MC-
LR manteve-se constante em 1,2 pg g™ de peso vivo. Na carpa comum, a dose letal para
a espécie via intraperitoneal foi determinada em 0,55 ug MC-LR purificada g de peso
vivo (Rabergh et al. 1991). Deste modo, ¢ plausivel supor que a observagdo de
mortalidades expressivas de tilapias ingerindo MCs em condigdes laboratoriais somente
serdo observadas sob elevadas concentragdes da toxina em relagdo ao peso vivo do
animal. Entretanto, tais concentracdes ndo sdo observadas em ambiente natural

(Magalhaes et al. 2001, Mohamed et al. 2003).

Nao s6 a sobrevivéncia, mas quando se trata da producdo em cativeiro, as
variaveis de desempenho zootécnico também sdo importantes para avaliar a viabilidade
econdmica da produgdo. E escassa a literatura disponivel que correlaciona a influéncia
da ingestdo de cianotoxinas/cianobactérias no desempenho produtivo de tilapias e outras
espécies de peixes. Zhao et al. (2006b) registraram aumento significativo do ganho de
peso de tilapias alimentadas com dietas contendo M. aeruginosa (1,2-5,46 pg de MC-
LR g de ragdo), porém nio existiu diferenca significativa na conversdo alimentar e
sobrevivéncia dos peixes. Por outro lado, o bagre amarelo Pelteobagrus fulvidraco

apresentou redugdo de 19 e 33% do crescimento apos 30 dias de alimentagdo com dietas
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contendo, respectivamente, baixa (32,3 mg g') e alta (71,96 mg g') concentragdes de
MCs (Dong et al. 2012). Redug¢do do crescimento em funcdo da ingestdo de
microcistinas também foi registrado em juvenis de carpa prussiana (Zhao et al. 2006a),
truta marrom Salmo truta (Bury et al. 1995) e carpa comum Cyprinus carpio (Li et al.
2004). Essas variagdes de resultados podem ser explicadas a dois fatores fundamentais:
(1) a quantidade de toxina ingerida por cada peixe durante o ensaio e (ii) a sensibilidade

da espécie a esses efeitos.

Alteracdes histopatologicas em diferentes o6rgios foram observadas decorrentes
da intoxicacdo por MCs em peixes (Ferreira et al. 2010, Gutierrez-Praena et al. 2014,
Shi et al. 2015). Entretanto, a degeneragao hepatica observada neste estudo foi diferente
aos relatados em estudos anteriores com tilapias (Guzman-Guillén et al. 2015, Prieto et
al. 2009) que registraram progressdo no quadro de esteatose hepatica. No presente
estudo, observou-se um quadro de diminuicdo do quadro de esteatose ao longo do
ensaio em relagdo ao quadro observado na populagdo inicial, o que sugere ndo tenha
sido uma lesdo decorrente da exposicdo a microcistinas. Esteatose hepatica em peixes
tem sido relatada como consequéncia da exposicdo a contaminantes ambientais (Teh et
al. 1997), infecgdes parasitarias (Videira et al. 2014) e desbalanceamento nutricional das
dietas, em especial quanto a concentracdo e fontes energéticas (Ferri et al. 2011).
Assim, o quadro de esteatose observado na populacdo inicial € no grupo controle pode
ser consequéncia de um inadequado manejo alimentar-nutricional da piscicultura onde
os peixes foram adquiridos. De fato, esta hipotese é bem plausivel, uma vez que
Montanhini Neto e Ostrensky (2014) relatam que as ragdes de tilapias no Brasil sub ou

superestimam diversos nutrientes exigidos pela espécie.

A perda da adesdo celular do hepatocito observada neste estudo, foram
inicialmente descritos a partir de hepatocitos isolados em mamiferos (Falconer e Yeung
1992, Runnegar et al. 1981, Ding et al. 2000) e carpas C. carpio (Li et al. 2001), 6rgao
considerado extremamente sensivel a toxicidade das microcistinas. Apés a ingestdo e
digestdo das cianobactérias no trato gastrintestinal dos peixes, as microcistinas sao
ativamente transportadas para o figado pelo polipeptideo de transporte (OATP) sendo
captadas pelos hepatocitos (Fisher et al. 2005). Runnegar e Falconer (1986)
demonstraram a deformidade da estrutura do citoesqueleto de cerca de 50 % quando
tratados com 30 nM de microcistinas e incubados durante 30 minutos. Em funcao disso,

Falconer e Yeung (1992) sugeriram que a deformagdo e perda do citoesqueleto do
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hepatocito, devem-se a hiperfosforilacio de proteinas reguladoras, que atuam no
processo de transdu¢do do sinal que mantem a organizagdo do citoesqueleto. Além
destes, a estrutura do citoesqueleto ¢ formada por trés componentes tais como
microfilamentos, microtubulos ¢ os microfilamentos de actina, porém varios autores
tém demostrado perturbagdes ou modificagdes nesses componentes (Chen et al. 2012,

Hooser et al. 1991, Taviola et al. 1997).

A partir da desorganizacdo dos hepatdcitos, haverd perda e congestdo dos
sinus6ides, acompanhado de hemorragia, como observado em estudos prévios com
carpa comum (Ferreira et al. 2010) e bagre do canal (Zimba et al. 2001) e com tilapia do
Nilo no presente estudo. Assim, mortalidades em bagre do canal (Zimba et al. 2001) e a
reducdo do crescimento em carpa comum (Li et al. 2004) foram creditadas ao mal
funcionamento do figado promovido por esta perda da coesdo celular. No presente
estudo, estes disturbios circulatérios foram observados com maior intensidade a partir
do 14° dia experimental, embora ndo se possa fazer correlagdo direta com as
mortalidades registradas, pois ndo se registrou diferenca (p>0,05) em relacdo ao
controle, o que reforca a elevada resisténcia da tilapia do Nilo a exposi¢dao as

microcistinas.

O dano a estrutura do hepatocito pode induzir a necrose hepatica (Falconer e
Yeung, 1992), como observado em trutas arco-iris Oncorhynchus mykiss ap6s 72 horas
da aplicagdo de 5,700 pg MC-LR kg'1 (Fisher et al. 2000). As MCs inibem as enzimas
serina/treonina fosfatases que atuam em varios eventos bioldgicos a nivel celular na
organizagdo do citoesqueleto e no metabolismo do glicogénio (Barford et al. 1998). No
presente estudo, observou-se diminuicdo no teor de glicogénio hepatico nos peixes
alimentados com a dieta CIAN, mantendo-se o mesmo nivel até o final do experimento;
mesma reducdo no glicogénio hepatico foi observada nos peixes do tratamento
CIAN+LC-2 ao final do experimento. Redugdes no teor de glicogénio hepatico também
foram registrados no hepatopancreas do caranguejo estuarino Chasmagnathus
granulatus em fungdo da exposicdo a microcistinas (Pinho et al. 2005). Os autores
sugeriram que a redugdo do glicogénio hepatico € consequéncia da inibi¢do das

proteinas serina/treonina fosfatases.

Ao final do experimento, a vacuolizagdo e desorganizacdo total do

hepatopancreas das tilapias ficaram bem evidentes. Molina et al. (2005) registraram
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vacuolizacdo e aparecimento de células necréticas no hepatopéancreas de tilapias apos 21
dias de exposigdo a 1,2 ug MC-LR g'/peixe/dia. O mesmo tipo de lesdo foi observado
em C. granulatus (Pinho et al. 2003) e na carpa comum (Carbis et al. 1996) apds 7 dias
de exposicdo a MC-LR, respectivamente, a 17,6 ng MC-LR mL por imersdo e 0,25 pg
MC-LR g via oral. Carbis et al. (1996) sugeriram que a modificagio ou alteragio do
hepatopancreas deve-se a eliminacdo hepatica pré-sistémica, um sistema que atua e
controla os niveis de toxinas no figado que passam através da veia porta (Estreller
2008). Geralmente quando ¢ obstruido por disturbios circulatorios como observados
neste estudo, gera um desequilibro ao sistema pré-sistémico. Molina et al. (2005)
descreveram em fun¢do ao disturbio produzido no parénquima hepatico, como um
desequilibrio na sintese de substincias do proprio tecido, que pode estar extremamente

relacionado com a obstrucdo do sistema hepatico pré-sistémico.

Ao final dos 28 dias de experimentacdo, foi possivel observar nos peixes
alimentados com CIAN, associados ou ndo a LC, a ocorréncia de um infiltrado
inflamatorio, que se estendia do hepatopancreas para a capsula do figado. Esta
observagdo corrobora registros similares com mamiferos (Elleman et al. 1978) e com o
ciprinideo “splittail” Pogonichthys macrolepidotus (Acufia et al. 2012), que
possivelmente, ¢ resultado de uma lesdo hepatica degenerativa a partir de uma
exposicdo prolongada a microcistinas (Agius e Roberts 2003, Abdel-Moneim et al.
2012).

A megalocitose, no entanto, sugere-se seja produzido a partir de doses sub-letais
ou um efeito cumulativo de doses repetidas de substancias toxicas (Taper e Bannasch
1979, Prakash et al. 1999) além disso, sabe-se também que surge a partir da inibi¢do da
sintese de DNA, o que induz a sintese repetida das proteinas associadas a inibicdo da
mitose, relacionado ao efeito causado por agentes toxicos (Mukhopadhyay et al. 2006;
Taper e Bannasch 1979). Essa mudanca patologica, no entanto, pode ser também
interpretada como uma alteragdo reversivel, mediante a interagdo dos efeitos
degenerativos e regenerativos ocorrido no parénquima hepatico (Taper e Bannasch
1979). A ocorréncia de megalocitose foi observada também na carpa comum (Carbis et
al. 1996) apos sete dias recebendo doses continuas de microcistinas (250 pg MC-LR g
1,

A maior parte dos estudos com L-carnitina em peixes tém focado seus efeitos

sobre o desempenho zootécnico das espécies (Diaz et al. 2001, Ma et al. 2008).
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Entretanto, os estudos com este foco falharam até o presente momento em determinar
uma dose efetiva de suplementagdo, mesmo em trabalhos. Por exemplo, no caso das
tilapias hibridas, a suplementagio de 150 mg kg proporcionou aumento significativo
sobre o ganho dos peixes, entretanto o mesmo nao foi observado quando a concentracdo
de L-carnitina foi elevada para 300 mg kg (Becker et al. 1999). Juvenis de tildpia
mossambica quando suplementados com 150, 300, 500, 700 ¢ 900 mg kg de L-
carnitina, somente apresentarem incremento significativo no ganho de peso na maior
dosagem testada (Jayaprakas et al. 1996). De fato, nos estudos sobre L-carnitina em
peixes tem sido utilizado até 3000 mg kg (Dias et al. 2001), de modo que a relagio
custo beneficio foi questionada em concentracdes tao elevadas, em fungdo do alto custo
deste suplemento (Harpaz 2005). Portanto, ndo existe um nivel base que determine o
melhor desempenho de crescimento em peixes, e consequéncia também ha caréncia de
informagdes quanto as doses efetivas minimas para atuar como protecdo contra

xenobidticos € outros compostos toxicos.

Discreta protecao hepatica foi observada nos tratamentos com suplementacao de
LC, sendo em alguns aspectos semelhantes aos observados nos peixes do tratamento
CIAN. Em contraste, estudos prévios com a vitamina E (Prieto et al. 2009), Selénio
(Atencio et al. 2009) confirmaram efeitos contra a degeneracdo hepatica, quando estes
antioxidantes foram previamente fornecidos ao desafio com microcistinas.
Recentemente, Guzman-Guillén et al (2015) registraram efeito hepatoprotetor quando,
ao final de 21 dias de suplementagio de LC dietética (400 ¢ 800 mg kg™), juvenis de
tilapias ingeriram unica dose de 400 pg kg' de cilindrospermopsina (CYN),
neurotoxina produzida pela cianobactéria Aphanizomenon ovalisporum. E importante
ressaltar que o estudo prévio com resultados efetivos da LC como agente protetor contra
cianotoxina difere do presente estudo significativamente quanto ao tempo de ingestao, o
tipo de espécies de cianobactérias e as concentracdes de cianotoxinas previamente
usadas, pois entre a CYN e MCs tem diferentes mecanismos de acdo a nivel celular, a
CYN inibe a sintese proteica ¢ a MCs ocasionam distirbios no parénquima hepatico
(Terdao et al. 1999, Runnegar e Falconer 1986), isto seja a possivel causa dessas
diferengas nos presentes resultados. A exposicdo continua a cianobactérias € o que, em
geral, ocorre na natureza perante qualquer tipo de organismo (Smith e Haney 2006,
Bittencourt-Oliveira et al. 2014). Entretanto, ¢ dificil prever a ocorréncia destas

floragdes, bem como seu tempo de duracdo, principalmente em sistemas de cultivo
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(Turket et al. 2003), por isso a importancia de encontrar novas alternativas para tais

situagdes.

Além destas diferengas, a concentracdo de MCs produzido pela M. aeruginosa
NPJL4 foi extremamente elevada (7.280 ug g), superior aos valores registrados por
Molina et al. (2005), Acuifia et al. (2012) e Zhang et al. (1991) em ambientes naturais.
Molina et al. (2005) descreveram lesdes hepaticas relativamente modestas em tilapias,
embora a quantidade de MCs ingerida por grama de peixe (1,2 pg MC-LR g™) tenha
sido a base para execu¢@o do presente estudo, onde se observou lesdes mais prematuras
e mais acentuadas que os descritos por aqueles autores. Entretanto, ¢ comum observar
essas diferencias e alguns autores tém associado a um unico fator seja, entre as variantes
de MCs existem cepas ou/e espécies que mostram ser mais letais, mesmo sendo
classificadas dentro do mesmo padrdo de microcistinas (Dong et al. 2012). Prieto et al
(2006) compararam os efeitos de toxicidade em tilapias quando foram desafiados num
mesmo intervalo de sete dias e uma doses de 500 pg kg com MC-LR e MC-RR, sendo,
portanto, mais letal a MC-LR quando os niveis dos antioxidantes catalase (CAT) e
superoxido dismutase (SOB) significativamente foram mais elevadas a concentragoes.
Nao obstante, nos resultados prévios de Acufia et al. (2012) a quantidade de toxina
descrita nesse estudo foi relativamente elevada, mas em compara¢do ao usado neste
estudo, foram aproximadamente 90 % menos, quando comparados a quantidade de

microcistinas/grama gerado de matéria seca.

Possivelmente, a discrepancia nos resultados quanto a efetividade da LC como
agente protetor no presente estudo deve-se dois fatores fundamentais: (i) a elevada
concentracdo de microcistinas inserida na ragdo e (ii) as concentracoes de LC
previamente estabelecidas. E possivel que este segundo fator seja o mais significativo,
visto que, por momentos foi descrito uma leve diminui¢do nas lesdes hepaticas da
tilapia. Assim, sugere-se que niveis mais elevados de suplementacdo de LC possam ser
mais efetivos na protecdo contra os efeitos toxicos decorrentes de floracdes de
cianobactérias. Portanto, sugerimos para futuras pesquisas aprofundar um pouco mais
nesta questdo, uma vez que especulacdes indicam que cada vez vai aumentar a
eutrofizagdo dos ambientes naturais, consequentemente, haverda um aumento de

floragdes de cianobactérias.
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Tabela 1 - Formulagdo e composi¢ao quimica das dietas experimentais.

Ingredientes (g kg ) Dietas experimentais
CONT CIAN CIAN+LC-1 CIAN+LC-2

Farelo de soja 6774 674,1 674,1 674,1
Farinha de peixe 30,0 30,0 30,0 30,0
Milho 151,0 151,0 151,0 151,0
Oleo de soja 75,0 75,0 75,0 75,0
M. aeruginosa liofilizada 0,0 33 33 3,3
Premix vitaminas e minerais' 10,0 10,0 10,0 10,0
Carboximetilcelulose 30,0 30,0 30,0 30,0
Celulose microfina 10,0 10,0 8,0 6,0
Carnitina’ 0,0 0,0 2,0 4,0
Fosfato bicalcico 8.4 8.4 8.4 8,4
Sal comum 5,0 5,0 5,0 5,0
DL-Metionina 3,0 3,0 3,0 3,0
BHT 0.2 0,2 0,2 0,2
Composicdo quimica

Matéria seca (g kg'l) 90,82 93,20 92,20 92,53
Matéria mineral (g kg"l) 7,31 7,16 7,26 7,43
Fibra bruta (g kg™) 4,85 4,85 4,85 4,85
Proteina bruta (g kg'l) 34,08 36,27 35,79 34,96
Extrato etéreo (g kg'l)

Energia digestivel (MJ kg')* 3400 3400 3400 3400

"Niveis de garantia (kg-1 produto): vit. A, 1.000.000 UL vit. D3, 312.500 UI; vit. E, 18.750 UL vit. K3, 1.250 mg;
vit. B, 2.500 mg; vit. B2, 2.500 mg; vit. B6, 1.875 mg; vit. B12, 4 mg; Vitamina C, 31.250 mg; Ac. Nicotinico,
12.500 mg; Pantotenato de calcio, 6.250 mg; Biotina, 125 mg; Ac. Félico, 750 mg; Colina, 50.000 mg; Inositol,
12.500 mg; Sulfato de ferro, 6.250 mg; Sulfato de cobre, 625 mg; Sulfato de zinco, 6.250 mg; Sulfato de manganés,
1875 mg; Selenito de sodio, 13 mg; lodato de calcio, 63 mg; Sulfato de cobalto, 13 mg.

*DL-carnitina (50% D-carnitina; 50% L-carnitina) — Sigma Aldrich® (C9 500)

3Calculada a partir das exigéncias nutricionais da Tilapia NRC, (2011) e coeficiente de digestibilidade aparente da

energia e proteina (Furuya et al., 2010).
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Tab. 2 — Indices zootécnicos de juvenis de tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contendo células

liofilizadas de M. aeruginosa (CIAN); dietas com células liofilizadas de M. aeruginosa associadas a 1 g

L-carnitina kg”' (CIAN + LC-1) ou 2 g L-carnitina kg (CIAN + LC-2) ou dietas sem M. aeruginosa e L-

carnitina (CONT). As barras de erro correspondem ao desvio padrao da média.

Dietas experimentais

Variaveis Valor de P
CIAN CIAN+LC-1 CIAN+LC-2 CONT

Peso médio inicial (g peixe'l) 4,8+0,1 4,8+0,1 4,8+0,1 4,8+0,1 0,958
Peso médio final (g peixe'l) 14,5+1,8 12,6+1,0 14,2427 11,3+0,6 0,314
Ganho de peso relativo (%) 198,9+32,9 161,6+17,9 194,8+51,7 135,2+18,9 0,281
Taxa de crescimento especifico

] o 3,9+0,4 3,4+0,2 3,8+0,6 3,1+0,3 0.255
(%peso vivo dia™) )
Taxa de eficiéncia alimentar 2,1£0,3 1,5+0,1 1,8+0,7 1,5+0,2 0,463
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Tabela 3. Lesdes histopatologicas de figado de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) expostas

oralmente a 1,2 pg de microcistinas por grama de peixe durante 28 dias.

Lesdes Tratamento Dias de exposi¢ao
3 7 14 21 28
Esteatose CIAN +++ +++ +++ ++ +
CIAN+LC-1 +++ +++ ++ ++ +
CIAN+LC-2 +++ +++ +++ + +
CONT +++ +++ +++ + +
Glicogénio CIAN e -+ -+ ++ +
CIAN+LC-1 +++ +++ +++ +++ +++
CIAN+LC-2 -+ 4+ 4+ ++ +
CONT +++ +++ +++ +H+ +++
Vacuolizagdo de células pancreaticas CIAN + + ++ - -
CIAN+LC-1 + - + - -
CIAN+LC-2 + + + - -
CONT - - - - -
Congestao de sinuséides CIAN ++ ++ -+ -+ 4t
CIAN+LC-1 + ++ ++ +4++ +++
CIAN+LC-2 ++ ++ +++ ++ +++
CONT - - - - -
Volume de hepatdcitos CIAN - - - + ++
CIAN+LC-1 - - - - +
CIAN+LC-2 - - - - +
CONT - - - - -
Desorganizagdo das células pancreaticas CIAN - - + ++ +++
CIAN+LC-1 - - - + ++
CIAN+LC-2 - - + ++ +++
CONT - - - - -
Células inflamatorias CIAN - - - + +++
CIAN+LC-1 - - + ++ ++
CIAN+LC-2 - - - 4+ -+
CONT - - - - -

NOTA. (-) ndo achado; (+) Pouco; (++) Moderado; (+++) Acentuado.
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Fig. 1. Cromatograma da Microcystis aeruginosa NPLJ-4, mostrando 6 analogos de microcistinas,

identificados pelos numeros 1-6.
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Fig. 2 — Taxa de sobrevivéncia de juvenis de tildpia-do-Nilo alimentados com dietas contendo células
liofilizadas de M. aeruginosa (CIAN); dietas com células liofilizadas de M. aeruginosa associadas a 1 g
L-carnitina kg (CIAN+LC-1) ou 2 g L-carnitina kg (CIAN+LC-2) ou dietas sem M. aeruginosa e L-

carnitina (CONT). As barras de erro correspondem ao desvio padrdo da média.
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Fig. 3 — Mortalidade acumulada de juvenis de tilapia-do-Nilo ao longo dos 28 dias de experimentagdo
alimentados com dietas contendo células liofilizadas de M. aeruginosa (CIAN); dietas com células
liofilizadas de M. aeruginosa associadas a 1 g L-carnitina kg-1 (CIAN + LC-1) ou 2 g L-carnitina kg-1

(CIAN + LC-2) ou dietas sem M. aeruginosa e L-carnitina (CONT). As barras de erro correspondem ao

desvio padrao da média.
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Fig. 4. Histopatologia de figados de tilapias do Nilo alimentadas com dietas sem M. aeruginosa
liofilizada e L-carnitina (CONT) (A, B, C) e, com M. aeruginosa liofilizada (CIAN) (D) 14 dias de
expeimentagdo. HE (A,B) e por PAS (C,D). Bars-100 um. A) Acino pancreatico sem desorganizagao.
B) Corte histologico sem congestdo, hemorragia hepatica e com esteatose moderado. C) Moderada
esteatose (seta) e presenca moderada de glicogénio (circulo). D) Grande quantidade de glicogénio
(circulo) e esteatose acentuado (seta).
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Fig 5. Histopatologia de figados de tilapias do Nilo alimentados com dietas com M. aeruginosa
liofilizado (CIAN) em 03 dias de experimentagdo. HE. Bars-100 pm, respectivamente. A) Leve
vacuolizagdo e desorganizagdo de células do hepatopancreas. B) Desorganizagdo de hepatdcitos
(setas). C) Hemorragia do parénquima hepatico (setas) e congestao de sinusdides (circulo).
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Fig. 6. Histopatologia de figados de tildpias do Nilo alimentados com dietas com M. aeruginosa liofilizado
(CIAN) em 7 (A) e 14 dias de experimentagdo (B,C,D). HE. Bars-100 um. A) Necrose de células do acino
pancreatico e desorganizacdo celular. B) Maior acentuagdo da lesdo pancredtica com desaparecimento de
algumas células (setas). C) capsula hepatica espessada com fibrina e infiltrado inflamatério mononuclear e
restos de células necroticos, na fibrina e no interior de vasos. (circulo). D) Necrose individual de hepatdcitos
desorganizados (setas).
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Fig. 7. Histopatologia de figados de tildpias do Nilo alimentados com dietas com M. aeruginosa liofilizado
(CIAN) em 21 (A) e 28 dias de experimentagdo (B). HE. Bars-100 pm. A) Megalocitose de hepatdcitos

(setas). B) Lesdo evoluida do hepatopancreas com desparecimento quase total do acino devido a necrose
celular (setas).
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Anexos

Instrugcdes aos Autores

A revista ANAIS DA ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS encoraja fortemente
as submissdes online. Uma vez o artigo preparado de acordo com as instrugdes abaixo,

visite o site de submissao online ( http://aabc.abe.org.br/).

As instrugdes devem ser lidas cuidadosamente e seguidas integralmente. Desta forma, a
avaliacdo e publicagdo de seu artigo poderdo ser feitas com mais eficiéncia e rapidez.
Os editores reservam-se o direito de devolver artigos que ndo estejam de acordo com

estas instrucdes. Os artigos devem ser escritos em inglés claro e conciso.

Objetivo e Politica Editorial

Todos os artigos submetidos devem conter pesquisa original e ainda ndo publicada ou
submetida para publicacdo. O primeiro critério para aceitacao ¢ a qualidade cientifica. O
uso excessivo de abreviaturas ou jargdes deve ser evitado, e os artigos devem ser
compreensiveis para uma audiéncia tdo vasta quanto possivel. Atengdo especial deve ser
dada ao Abstract, Introdugdo e Discussdo, que devem nitidamente chamar a atencdo
para a novidade e importancia dos dados relatados. A ndo observancia desta

recomendagdo podera resultar em demora na publicacdo ou na recusa do artigo.

Os textos podem ser publicados como uma revisdo, um artigo ou como uma breve
comunicagdo. A revista ¢ trimestral, sendo publicada nos meses de margo, junho,

setembro e dezembro.

Tipos de Artigos

Revisdes: Revisdes sdo publicadas somente a convite. Entretanto, uma revisao pode ser
submetida na forma de breve carta ao Editor a qualquer tempo. A carta deve informar os
topicos ¢ autores da revisdo proposta ¢ declarar a razdo do interesse particular do
assunto para a area.

Artigos: Sempre que possivel, os artigos devem ser subdivididos nas seguintes partes:
1. Pagina de rosto; 2. Abstract (escrito em pagina separada, 200 palavras ou menos, sem
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como Ciéncias Matematicas, devem observar seu formato usual. Em certos casos pode
ser aconselhavel omitir a parte (4) e reunir as partes (5) e (6). Onde se aplicar, a parte de
Materiais ¢ Métodos deve indicar o Comité de Etica que avaliou os procedimentos para
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Os autores devem enviar seus artigos somente em versao eletronica.
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Os artigos devem ser preparados em espaco duplo. Depois de aceitos nenhuma
modificacdo serd realizada, para que nas provas haja somente corre¢do de erros

tipograficos.
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gratuitas: cinco figuras). A localizacdo provavel das figuras no artigo deve ser indicada.
Figuras digitalizadas: As figuras devem ser enviadas de acordo com as seguintes
especificagoes: 1. Desenhos e ilustragdes devem ser em formato .PS/.EPS ou .CDR
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reducdo. Somente figuras em preto e branco serdo aceitas. 5. Artigos de Matematica,
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Fisica ou Quimica podem ser digitados em Tex, AMS-Tex ou Latex; 6. Artigos sem
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ser evitadas; quando necessario, devem ser numeradas. Agradecimentos a auxilios ou
bolsas, assim como agradecimentos a colaboragdo de colegas, bem como mengdo a
origem de um artigo (e.g. teses) devem ser indicados nesta secao.

Abreviaturas: As abreviaturas devem ser definidas em sua primeira ocorréncia no
texto, exceto no caso de abreviaturas padrdo e oficial. Unidades e seus simbolos devem
estar de acordo com os aprovados pela ABNT ou pelo Bureau International des Poids et
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