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RESUMO

O aumento universal na demanda por produtos de pescado requer
implementacdo de praticas capazes de assegurar a qualidade do produto final,
sendo prioritdrio o manejo adequado aliado ao rigoroso controle de qualidade
d'dgua. A adicdo de racao eleva o teor de nutrientes da dgua e pode resultar na
eutrofizacdo, morte de peixes e proliferacdo de cianoficeas produtoras de
microcistinas (MCs). O acumulo tecidual de MCs em peixes pode potencializar o
efeito de aflatoxinas (AFs) ingeridas através do consumo de racdo. Em adi¢do, o uso
de herbicidas a base de glifosato € comum na agricultura, com efeito mutagénico e
hepatotoxico demonstrado. Considerando que AF seja potente iniciador de cancer
hepatico, aliado ao efeito promotor de MCs e uso continuo de glifosato, a co-
ocorréncia de contaminantes representaria um perigo em potencial na qualidade dos
pescados e na saude humana. O objetivo do trabalho foi investigar efeito
teratogénico e histologico (figado e rim) de aflatoxina B; (AFB;), extrato celular de
Microcystis sp. TAC 95 produtora de MC-LR em grande concentracao e herbicida
comercial Roundup® (principio ativo glifosato) de forma isolada e combinada destes
compostos em ovos de tilapia (Oreochromis niloticus) e em respectivo
desenvolvimento larval. A exposicdo aos contaminantes foi iniciada em ovos (placas
de Petri, 5ng/mL de AFB; por 1 hora), seguida de MC (5|jg de microcistina/L) e/ou
GF (5L de produto comercial/L) em placas de cultura celular. Malformacdes como
megalocardia, desvio da cauda e da coluna, foram registradas em fase larval, porém
esses efeitos reverteram antes da fase pds-larval, decorrente de baixo nivel de
exposicao, independentemente do contaminante. De acordo com o sistema de
escore estabelecido, a MC-LR afetou em maior intensidade os animais, enquanto a
AFB1 ndo demonstrou efeito detectavel sob as larvas, provavelmente devido a
concentragdo utilizada no ensaio. Embora ocorreram alterages teciduais, como
diminuicdo da freqUéncia de nucleos e presenca de nucleos vacuolizados, somente
as alteracGes hepaticas diferiram estatisticamente (P<0,05) do tratamento controle.
Em relacdo a histologia, os resultados mais significantes foram atribuidos ao GF, e
nao se observando efeito da AFB1. Os resultados mostraram que MC e GF, mesmo
em doses consideradas baixas e sem efeito toxico agudo, podem desencadear
alteracOes nos tecidos hepatico e renal durante a ontogénese de tilapia e induzindo
a leve teratogénese.

Palavras-chave: Microcystis. Micotoxina. Histologia. Roundup®. Larva. Peixe.
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ABSTRACT

The increased demand of fish products worldwide requires the implementation of
practices to ensure final product quality, and proper management coupled with the
appropriate rigorous control of water quality. The addition of feeding increases the
nutrient content in water, wich can cause eutrophication, fish death and growth of
microcystins (MCs) producing cyanobacteria. The tissue accumulation of MC in fish
can potentialize the effect of aflatoxins (AFs) ingested through the intake. In addition,
the application of the herbicide glyphosate is common in agriculture, with mutagenic
and hepatotoxic demonstrated effects. Whereas AF is potent initiator of
hepatocancer, coupled with the promoter effect of MC and glyphosate (GF), the co-
occurrence of these substances pose a potential danger in fish and human health.
The objective of this experiment was to investigate teratogenic and histological (liver
and kidney) effects of aflatoxin Bi (AFBi), cell extract of Microcystis sp. TAC 95,
MC producer and of commercial herbicide Roundup ® (active ingredient glyphosate)
and possible combined effect of these compounds in eggs of tilapia (Oreochromis
niloticus) and their larval development. Exposure to contaminants was initiated with
eggs (Petri dishes, 5 ng /ml of AFB 1 for 1 hour), followed by MC (5ug of microcistina
/ L) and / or GF (5uL / L) in cell culture inserts. Malformations as megalocardia,
deviation of the tail and spine, were recorded in the larval stage but reversed before
the post-larval stage, due to low level of exposure, regardless of the contaminant.
The MC, according to the established scoring system, affected the fishes at higher
intensity, while AFB; showed no detectable effect on the larvae, probably due to the
concentration used for testing. There were changes in the tissues analyzed, but only
the liver differed statistically (P<0.01) from the control treatment. Histologically, the
most significant treatment were assigned to the GF, and again the AFB1 showed no
effect. The results showed that MC and GF, even in doses considered to be low and
having no acute toxic effect, can trigger changes in the tissues of liver and kidney
during ontogeny of tilapia and induce relatively light teratogenesis.

Keywords: Microcystis. Mycotoxin. Histology. Roundup ®. Larvae. Fish.
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1. INTRODUGCAO

A aquicultura mundial vem apresentando indices médios anuais de
crescimento de 9,2 % desde 1970, se comparado a apenas 1,4 % na pesca extrativa
e 2,8 na produgdo de animais terrestres. Assim, a produgdo brasileira de
aproximadamente 200.000 toneladas em 2001, atingiu 250.000 em 2002 (FAO,
2003, apud SEAP, 2008).

A piscicultura nacional expressiva concentra-se nas regides Sul e Sudeste,
com destaque aos Estados de Sao Paulo, Parana, Santa Catarina, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais e Goias. Sao Paulo e Parana contribuem com 60 % da producao
nacional, sendo que o primeiro Estado representa mais de 45 % da producdo de
peixe de agua doce (COELHO, 1997). A demanda nacional dos produtos de
pescado vem aumentando, sendo assunto prioritario implementar técnicas que
assegurem a sustentabilidade e qualidade do produto final através das praticas de
manejo, rigoroso controle de qualidade e sanitario de agua e insumos, desde o

processamento a comercializagédo de ragao.

A fase critica de produgdo com maior mortalidade ocorre na larvicultura,
reduzindo a taxa de sobrevivéncia em habitat para 35 % em pacu (Piaractus
mesopotamicus) e, 36 % em tilapia (Oreochromis niloticus) no final de um més
(TESSER, 2006). Fatores intrinsecos e extrinsecos envolvidos com alta mortalidade
sdo desnutricdo, manejo inadequado, predacdo, falta de melhoramento genético,
enfatizando a importancia de uso de larvas saudaveis e resistentes, aliado ao

manejo sustentavel.

O uso de herbicidas a base de glifosato € comum, principalmente na
producdo de soja, algoddo e milho, bem como em areas industriais, comerciais e
florestais n&o relacionadas a pratica agricola. Acredita-se que o composto ativo do
glifosato seja seguro para utilizagdo ambiental devido a decomposig¢ao rapida. O
glifosato caracteriza-se como glicina substituida, capaz de afetar o ciclo do acido
shiquimico bloqueando a sintese de aminoacidos aromaticos levando a planta a

morte, mas n&o afetaria o humano por ndo apresentar esta rota metabdlica, ja que
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estes tratam-se de aminoacidos essenciais. Porém, pesquisas demonstram que a
exposicao a herbicida a base de glifosato pode causar efeito mutagénico em

camundongo e hepatotdxico em carpa.

A eutrofizagao artificial pode resultar do manejo inadequado na piscicultura,
principalmente de arragoamento demasiado, aumentando o teor de nutrientes, com
énfase ao fosforo e nitrogénio. A alteragdo das caracteristicas fisicas e quimicas
d’agua pode causar redugdo na qualidade sensorial e mortandade de peixe e
aumento de cianobactérias como Microcystis produtora potencial de microcistinas

(MCs) promotoras de céncer hepatico.

A fase de larvicultura, a mais fragil devido ao alto indice de mortalidade, esta
pode ser causada pela alta susceptibilidade a contaminantes e merece atencao
especial. No aspecto da cadeia produtiva de alimento, a co-ocorréncia de aflatoxina
(AF), um potente iniciador de hepato-cancer, oriunda da possivel ingestdo de ragéao
contaminada, combinada com contaminantes ambientais na agua, a exemplo de
microcistina e glifosato, representariam um risco potencial na reproducdo e
sobrevivéncia de peixe, principalmente na fase inicial de criagdo. Aliado a isso, o
continuo arragcoamento pode repercutir na qualidade do pescado, assim como na
seguranga alimentar devido ao acumulo de microcistinas nos tecidos de peixe, cujo
efeito pode ser potencializado pela aflatoxina (AF) de dificil eliminagdo tecidual,

afetando indiretamente a saude do consumidor humano.

Tendo como base o perigo da co-ocorréncia de compostos indutores
cancerigenos e de genotoxicidade em niveis considerados permissiveis em
ambiente aquatico destinado a producgao de peixe, a pesquisa visou avaliar o efeito
combinado dos fatores no desenvolvimento embrionario e larval de tilapia. O
trabalho trata-se de estudo em continuidade a meta inicial desenvolvida, visando
avaliar o impacto do setor produtivo agro-industrial na cadeia produtiva de peixe
como alimento saudavel para o consumo humano (KAMOGAE, 2007;HASHIMOTO,
2007; FRANCABANDIERA, 2007).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos da piscicultura brasileira

O imenso potencial brasileiro perante desenvolvimento da aquicultura se deve
a 8.400 km de costa maritima, em adigcdo a 5.500.000 hectares de reservatorios
correspondentes a 12 % da agua doce disponivel no planeta. Aliado a isso, o clima
extremamente favoravel ao crescimento de peixe cultivado favorece a
competitividade comercial, com produgao sob custo quatro vezes inferior aos paises
de clima temperado (MEDRI, 1997), disponibilidade de terra, mé&o-de-obra
abundante e crescente demanda no mercado interno (SEAP, 2008).

A produgéo de peixe fluvial de 6,6 mil toneladas em 1995 elevou-se para 17,5
mil em 2001, sendo 62 % destinada ao pesque-pague, 26 % as industrias, 10 %
diretamente consumido e 2 % comercializadas em feira (Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensao Rural — EMATER, 2001). A comercializag&o através de pesque-
pague quadruplicou no Estado do Parana, com incremento anual de 1,1 mil em 1995
para 4,3 mil toneladas em 2001 (ARAGAO, 2002). De acordo com a Estatistica da
Pesca de 2006 realizada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais, IBAMA (2009), a Regido Sul apresenta a maior produgdo aquicola
continental com 62.823,5 toneladas de peixe, sendo 16.687 toneladas no Estado do

Parana, composta com mais de 70 % de tilapia (Oreochromis niloticus).

A producao de tilapia é superada apenas pela de carpas e salmonideos,
respondendo por 5,7% da produ¢cdo mundial. A producéo brasileira de tilapias atingiu
um valor superior a 200.000 toneladas (COSTA et al, 2009 apud IBAMA, 2006). O
cultivo intensivo de tilapias demanda o uso de rag¢des nutricionalmente completas e
balanceadas, que representa entre 65 e 75% dos custos totais de producado (
COSTA et al, 2009).

Anteriormente, a aquicultura predominante consistia de cultivo extensivo sem
adicdo de alimento suplementar, cuja produtividade natural sustentava uma baixa
densidade de individuos e baixa eficiéncia de producdo. Recentemente, o advento

de técnicas modernas de aquicultura estimulou a progressiva transformagao para
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cultivos semi-intensivos ou intensivos, numa evolugdo essencial para garantir a

viabilizagdo econémica da piscicultura (TAKAHASHI, 2005).

A piscicultura brasileira é tradicionalmente praticada em tanques escavados.
Contudo nos ultimos anos, observa-se uma crescente tendéncia de amplificacéo da
criacdo de peixes em tanques rede (SIQUEIRA E RODRIGUES, 2009) aumentando
a possibilidade de exposicdo dos peixes a contaminantes, pois nao é possivel

controlar a qualidade da agua.

A crescente produgao nacional e a necessidade de maior disponibilidade de
juvenis tornam a larvicultura um desafio para pesquisadores e produtores, que vem
tentando aumentar a produgdo de animais saudaveis para a subsequente fase do
ciclo de criagéo (LUZ, 2007).

Os requisitos basicos para o cultivo aquatico dependem da perfeita interagao
entre oxigénio disponivel, temperatura, matéria organica (fecal, restos alimentares e
organismos mortos), nutrientes, espécie e densidade mantida no sistema, cujo
equilibrio colabora para o sucesso da atividade. O arragoamento eleva o teor de
nutrientes, com énfase ao fésforo e nitrogénio, resultando na eutrofizagao artificial.
As alteragdes fisico-quimicas da agua devido a eutrofizagdo reduzem o teor de
oxigénio dissolvido (OD), causando perda na qualidade cénica, elevagéo de custo,
morte de peixe e aumento de cianobactérias como Microcystis sp. potencialmente
produtores de microcistinas (PADUA, 2002).

No geral, os primeiros estagios de desenvolvimento animal sdo mais
sensiveis a agentes téxicos, nado sendo excegdo em relacdo a peixe
(WESTERNHAGEN VON, 1988). Apos a ecloséo, as larvas com saco vitelinico s&o
moveis, porém sao receptoras passivas de contaminantes na agua, tornando a
larvicultura, a fase mais critica da criagao de peixe, com maior indice de mortalidade,
indiferentemente da espécie (FINN, 2006). Assim, é de fundamental importéncia a
realizagcao de estudos que melhorem as condi¢gdes de criacdo de larvas e apontem
os causadores desses altos indices indesejaveis no desenvolvimento da cadeia

produtiva.
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A sobrevivéncia das larvas de tilapia em producdes comerciais encontra-se
em torno de 70%, pois nesta fase sao sensiveis a diversas doengas, baixa qualidade
da agua, nutricdo-alimentagdo e manejo inadequado. O manejo na piscicultura é um
dos itens mais importantes no processo produtivo, pois a adogao da metodologia
errada pode inviabilizar o empreendimento. A diferenca entre tamanho e a
desuniformidade dos animais pode ser devido ao isolamento de cada animal, pois
quando tilapias nesta fase do desenvolvimento, sdo mantidas em alta densidade,
ocorre quebra de dominancia, permitindo que os peixes cresgam de forma uniforme
(TACHIBANA et al, 2008)

Em adicdo aos prejuizos econémicos na piscicultura, outro problema se refere
a bioacumulagao na cadeia alimentar, afetando a qualidade da carne. O acumulo de
microcistina tecidual em peixe pode indiretamente potencializar o efeito de
aflatoxinas (AFs) ingeridas pelo peixe através da ragdo. Considerando que AF seja
um potente iniciador de cancer e, que experimentos demonstraram efeito promotor
de MCs, a co-ocorréncia representaria risco potencial na qualidade dos pescados e

salde humana.

2.2. Micotoxinas em ragoes para peixe e seus efeitos

O aprimoramento na elaboragao de dieta para peixe visando formulagcao
devidamente equilibradas em energia e proteina, por outro lado, pode aumentar o
perigo de exposi¢cao a contaminantes naturais. Salienta-se a importancia de
contaminantes como micotoxinas oriundas de diversas matérias-primas incorporadas
na ragao, que podem acarretar perdas consideraveis na criacao de peixe.
Determinadas micotoxinas podem apresentar manifestagdes toxicologicas e efeitos
sobre o sistema imunolégico, associados a diversas doengas cronicas e agudas em

animais domésticos, seja ave, suino ou peixe (LOPES et al., 2005).

As racdes comerciais para peixes apresentam valores de 24 a 56% de
proteina bruta para as fases que compreendem a larvicultura e a terminagdo. A
grande variagao dos niveis protéicos esta relacionada com o valor biolégico da

proteina, o custo dos alimentos e a fase de criacdo. Desta forma a utilizacdo de
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racoes comerciais em sistemas intensivos de criacdo necessita de maior atencdo em
funcdo da quantidade de alimento utilizada e do meio em que os peixes estdo, pois a
emissao de poluentes ao meio ambiente esta também associada a intensificagdo da
aquicultura (GONCALVES et al,2009).

Fungos micotoxigénicos crescem sob condi¢des favoraveis nos mais variados
substratos de origem vegetal, afetando a colheita, armazenamento e
industrializagdo. A contaminagdo por micotoxinas atinge 25 % do suprimento
alimentar mundial, constituindo-se no grupo de compostos téxicos mais frequentes
em cereais e sementes oleaginosas utilizados como ingrediente principal em ragéo
animal (EPPLEY, 1968). Os principais ingredientes na dieta de peixe derivam de
matéria-prima constituida de milho, soja, arroz, trigo e triguilho. Em termos praticos,
o fato desencadearia dois aspectos indesejaveis causado pelas micotoxinas,
metabalitos secundarios fungicos: a perda econémica e o perigo potencial a saude

humana pela contaminagéao indireta.

Aflatoxinas - AF sdo produzidas principalmente por Aspergillus flavus,
A.parasiticus e A. nomius isolados frequentemente em cereais e produtos derivados
em regides tropicais e subtropicais, sendo o principal contaminante dos produtos a
base de milho e amendoim (NAKAI et al, 2008). AF apresenta estrutura quimica
policiclica derivada de cumarina, com bisfurano ligado a uma pentanona (aflatoxinas
B), ou lactona (aflatoxinas G), nomeados conforme fluorescéncia emitida sob luz
ultravioleta em B (fluorescéncia azul do inglés Blue) e G (verde, Green). Dezoito
analogos sé&o reconhecidos, sendo as aflatoxinas B4, B2, G1 e G, as mais frequentes
na natureza (JAIMEZ et al, 2000).

AFB1 é a aflatoxina mais produzida, é altamente mutagénica, toxica,
carcinogénica e teratogénica para humanos e animais. Contaminacgao por aflatoxina
em alimentos e produtos alimenticios € responsavel por perdas econdmicas
significativas (100 milhées de dolares nos EUA em 2004). Em algumas partes da
Africa, China e sudeste da Asia, contaminagdo por aflatoxina é correlacionado com a
incidéncia de cancer hepatico (ALBERTS et al, 2009).
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Entre os analogos, a aflatoxina Bi (AFB¢) caracteriza-se por ser
hepatocarcindgeno mais potente, sendo alocado no grupo 1, i.e. carcinébgeno a
humano (International Agency For Reasearch on Cancer - IARC, 1993). Os analogos
AFB,, AFG4 e AFG;, derivam de AFB; e caracterizam-se pela menor toxicidade,

porém acarretam sinergismo téxico (SMITH e MOSS, 1985)

A hepatocarcinogenicidade de AFB4 foi demonstrada em peixe (SINNHUBER
et al., 1977; HENDRICKS, 1982), observando-se ampla variagdo perante toxicidade
e potencial carcinogénico entre as espécimes (PLAKAS et al., 1996). Em truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss), a exposi¢ao prolongada em 0,4 ug/g de AFB; causou
neoplasma hepatico, necrose de hepatdcitos e degeneracdo em tecido pancreatico e
renal (HALVER, 1969). Em contraste, o bagre de canal (Ictalurus punctatus)
requereu DLsg intraperitoneal de 11,5 mg/Kg de AFB; durante 10 dias, sendo mais
resistente do que tilapia (JANTRAROTAI & LOVELL, 1990).

2.3. Microcistinas e Piscicultura

Cianobactérias sdo microorganismos oxigénicos, fototrépicas e procariéticas,
existindo simbioticamente com outros organismos em ambiente natural. As
cianobactérias tiveram um importante papel no desenvolvimento da vida no planeta
Terra com a formagdo da atmosfera com oxigénio porém atualmente elas
apresentaram risco a saude humana, de animais e do ecossistema. Blooms de
cianobactérias podem alterar as propriedades da agua (cor, gosto, odor), mas
principalmente, elas podem produzir e liberar compostos altamente toxicos
(ANTONIOU et al, 2008).

A ecologia das comunidades de microalgas em viveiros de aquicultura
€ complexa e a maioria das tentativas para manejar as comunidades de fitoplancton
tem encontrado dificuldades (PEREIRA NETO et al, 2008). A deterioragao da agua
pela piscicultura associa-se diretamente a eutrofizacdo que favorece a floragao
(bloom), causando morte de peixe pela redugédo do teor de oxigénio dissolvido ou
liberacdo de cianotoxinas (GOWEN, 1994; TAVARES, 2000). As cianotoxinas
predominantes em florescimentos em agua doce pertencem ao grupo de peptideos
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ciclicos da familia de microcistinas e nodularinas, causadores de faléncia hepatica e
morte dentro de poucas horas sob dose aguda em camundongo (SIVONEN e
JONES, 1999).

O desenvolvimento acelerado da piscicultura brasileira atraiu criadores
inexperientes, gerando impactos negativos na biota aquatica e no ecossistema como
um todo. A implementacao dos sistemas de cultivo sem devido planejamento afetou
as condigbes ambientais, seja pela alteragéo da flora, fauna ou sedimentos, inclusive
alterando moderadamente o clima local. A ragdo excedente resulta em desequilibrio
ecologico, alterando diretamente o parametro fisico-quimico aquatico (PROENCA &
BITTENCOURT, 1994).

Dentre os géneros de cianobactérias toxigénicas, destaca-se a Microcystis, de
distribuicdo universal, cuja producdo de MCs ocorrem em “blooms” nos meses

favorecidos pela temperatura de 22° C ou acima desta (REYNOLDS et al., 1981).

As microcistinas sado heptapeptideos monociclicos, compostos de trés
residuos de D-aminoacidos na porc¢éo invariavel e constante da molécula, em adigéo
a dois L-aminoacidos e dois aminoacidos raros. Os residuos de D-aminoacidos sao
constituidos de p-Ala’-R*p-MeAsp>-R*-Adda’®-p-Glu®-Mdha’, sendo a MC-LR a
variante mais comum encontrada entre as microcistinas, onde os dois -aminoacidos
s30 a leucina no R? e a arginina no R* (MAYUMI et al.,2006). A caracteristica
marcante de MC consiste de grupamento hidrofébico Adda (3-amino-9-metoxi-10-
fenil-2,6,8-trimetildeca-4,6-acido diendico) com papel destaque na hepatotoxicidade,
ja que remogao ou saturacdo reduz drasticamente a toxicidade de MC-LR (KONDO
et al.,, 1995). Isbmeros geométricos no C; de Adda em MC-LR e RR sao
essencialmente atéxicos (HARADA et al., 1990). A analise por cromatografia liquida
associada a espectrometria de massa possui um papel crucial na caracterizagao de
cianotoxinas. Varias técnicas com baixa ou alta energia de dissociagdo por colisdo
induzida (CID — collision-induced dissociation) tem sido utilizadas ndo apenas para
identificacao de estruturas de cianotoxinas, mas também para possiveis variantes do
mesmo grupo (MC-LR vs. MC-LA) e derivados estruturais de um mesmo analogo
(MC-LR vs. [MeSer7]MC-LR) (ANTONIOU et al, 2008).
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A letalidade da MC se atribui ao choque hipovolémico devido, em parte ao
sequestro de sangue pelo figado (LeCLAIRE, PARKER, & FRANZ, 1995). A toxina é
transportada preferencialmente para hepatécitos e atua nos microfilamentos de
actina, com agregacado densa de microfilamentos proximos ao centro da célula e
consequente perda do suporte celular com destruicdo de sinusdides endoteliais,
ocorrendo hemorragia intrahepatica (apos horas) e/ou insuficiéncia hepatica (apos
dias) (RUNNEGAR & FALCONER, 1986; ERICKSSON et al.,1990; HOOSER et al.,
1991). A MC ativa a fosfolipase A, e cicloxigenase em hepatdcitos; em macréfagos
induz a produgdo de TNF-a (tumor necrosis factor a) e interleucina-1 (IL-1). As
microcistinas provavelmente estimulam a via da ciclooxigenase do metabolismo de
acido araquidénico em hepatécito (NASEEN, HINES & CREASIA, 1990).
Comparada a promotores de tumor como fenobarbital, hexaclorociclohexano,
acetato de ciproterona e acido chenodeoxicélico, a microcistina € o mais potente
promotor de tumor hepatico até entdo conhecido (NISHIWAKI-MATSUSHIMA et
al.,1992; MACIAS-SILVA & GARCIA-SAINZ, 1994).

A intoxicagdo direta por microcistina decorre da ingestdo de agua
contaminada com cianobactérias toxicas, enquanto que a modalidade indireta, pelo
consumo de animais intoxicados. A bioacumulagdo de MCs é fendmeno comum em
invertebrados e vertebrados aquaticos, incluindo peixes (CARBIS et al.,, 1997,
BEATTIE et al.,, 1998), moluscos (ERIKSSON et al., 1990) e zooplancton
(WATANABE et al.,, 1992). A ingestdo indireta capaz de afetar a saude humana
dependera da toxicidade da floragdo na area de coleta de peixe (PFLUGMACHER et
al., 1998).

As microcistinas apresentam toxicidade em peixe (MALYAVEUSKAYA, 1983;
PHILIPS et al., 1985), com LDs intraperitoneal de 550 ug/Kg de peso corporeo em
carpa (Cyprinus carpio) (RABERGH et al., 1991) e 2,6mg/Kg em kinguio (Carassius
auratus) (SUGAYA, YASUNO & TANAI, 1990). A mortalidade repentina e em massa
nas branquias, devido a fosforilagdo de proteina celular alterada pela inibicdo de
fosfatase PP1 e PP2A (GAETE et al., 1994). As lesbes em branquias de peixe por

MC-LR foram observadas em tilapia, truta (GARCIA, 1989) e carpa, com necrose e
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estrutura vacuolar, ponta lamelar dobrada e esfoliagdo do epitélio lamelar (CARBIS
et al., 1997).

Em varios estudos, MC-LR tem demonstrado efeito inibidor de proteina
fosfatase 1 e 2A e atividade promotora de tumor em figado de ratos. MC-LR causou
efeitos adversos em mamiferos, aves e peixes e € reconhecida por ser um potencial
indutor de estresse ambiental, uma ameaca a saude humana via agua e cadeia
alimentar (DJEDIAT et al, 2010).

Em carpa, preparagbes de lipopolissacarideo - LPS de cianobactéria
(Microcystis aeruginosa CYA43, floragcdo de Microcystis spp. e Glotrichia spp.)
reduziram significativamente a atividade de Glutationa-S-transferase microssomal
(GSTm) e soluvel (GSTs). A redugao da atividade GST compromete severamente a
capacidade de detoxicagdo, aumentando a susceptibilidade a outras toxinas de
cianobactérias, seja de MCs e/ou outros contaminantes de corpos d’agua (BEST et
al., 2002).

MAGALHAES et al. (2001) analisaram o nivel de MC acumulada em tilapia
(Tilapia rendalli) durante trés anos na Lagoa de Jacarepagua-RJ, cujo nivel maximo
de MCs na agua atingiu 980 pg/L. MCs foram detectadas em 75 % dos peixes
analisados, seja no figado (nd- 31,1 pg/g), visceras (nd- 67,8ug/g) e tecido muscular
(nd- 26,4 ng/g), embora ndo ocorresse mortalidade de peixes no periodo. N&o
obstante, estes resultados devem ser analisados com cautela, ja que os autores
utilizaram kit comercial de imunoensaio ELISA, onde existe alta possibilidade de

reacao falso-positiva, superestimando a concentracido de toxina nos tecidos.

Embora tilapia seja resistente a intoxicagdo aguda, neste peixe nao existe
evidéncias demonstrando sistema de biotransformagcdo capaz de metabolizar
microcistinas em compostos menos tdxicos. Outrossim, 16,2 ng/g de microcistinas
em tecido muscular representa a ingestdo de 0,081ug/Kg de microcistinas
considerando ingestdo de 300g de peixe por individuo de 60 Kg (MAGALHAES et
al., 2001), ou seja dobro da dose diaria toleravel para humano, calculada em
0,04ug/Kg de peso corpéreo para MC-LR (WHO,2002). Por outro lado, desconhece-
se o efeito destas ficotoxinas na reproducao e desenvolvimento larval de peixe. Nao
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obstante, a midia tem relatado e advertido os problemas de reducdo /
desaparecimento de determinadas espécies de peixe em areas poluidas, podendo-
se inferir sobre efeito cronico destes contaminantes na reproducédo e

desenvolvimento embrionario.

A resolucido 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA
determina que agua destinada a criagdo natural e/ou intensiva na aquicultura para
alimentacdo humana deve preencher requisitos para agua de classe 2,
estabelecendo limites de nutrientes e caracteristicas fisico-quimicas. O limite
permitido de MCs em agua potavel € de 1 ug/L, (portaria 518/2004 CONAMA, 2005).

2.4. Herbicida comercial a base de glifosato

Os defensivos agricolas quimicos sao utilizados na agricultura para o controle
de insetos, microrganismos e ervas daninhas, cujos residuos toxicos remanescentes
causam prejuizo a saude humana. Cerca de 3 bilhdes de toneladas de pesticidas
sdo usados todo ano, em plantagbes no mundo inteiro (GEORGE, 2010).Embora os
defensivos possam ter um efeito benéfico sobre a produtividade agricola, deve-se
considerar o perigo potencial desses compostos quimicos no ambiente (SANINO et
al, 1999).

O recente avango biotecnolégico resultou no desenvolvimento de plantas
resistentes a herbicidas nao seletivos. Entre as principais culturas, a soja resistente
ao glifosato se destaca e, tem sido cultivado em grande escala em varios paises. No
Brasil, a soja ocupa mais de 13,6 milhdes de hectares, representando a maior area
cultivada do pais. Esta cultura € a maior consumidora de herbicida, estimando-se
que praticamente 100 % da area plantada no Brasil seja tratada com glifosato
(SANTOS, 2005).

Atualmente, o glifosato, dentre varias versées comerciais, € registrado em
mais de 100 paises. Contrariando pesquisas anteriores, este herbicida parece ser

relativamente estavel e persistente em meio aquético (MANAS, 2009).
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O herbicida nao-seletivo pos-emergente glifosato (N-(fosfometil)glicina) é o
pesticida mais utilizado no mundo. Ele é utilizado para controle de ervas-daninhas,
por exemplo: na agricultura, em areas de reflorestamento, areas urbanas e até
mesmo na aquicultura. O glifosato € normalmente formulado como sal de
isopropilamina e no caso da formulagdo mais comum, Roundup®, combinado com o
surfactante polioxietileno. Devido ao cultivo de culturas geneticamente modificadas
para serem resistentes ao glifosato, seu uso tem-se intensificado durante os ultimos
anos, aumentando-se os riscos em relagdo ao impacto ambiental deste herbicida
(CONTARDO-JARA et al, 2009).

George (2010) observou no Roundup® propriedade promotora de tumor em
contato crénico (32 semanas) com a pele de camundongo porém, necessitou a
utilizacdo de um iniciador (DMBA), os resultados do ensaio de carcinogénese
mostrou-se que a aplicagao tépica de glifosato foi capaz de promover o crescimento
celular iniciadas com DMBA. No entanto o glifosato ndo obteve sucesso em provocar
a tumorigenese quando testado para iniciagdo e carcinogénese completa em pele de

camundongo.

Os ambientes aquaticos estdo sendo continuamente contaminados com
produtos quimicos toxicos advindos de atividades industriais, agricolas e domeéstica.
Becker (2009) relatou que cerca de 20% dos pesticidas utilizados de forma
profilatica para plantagbes, podem ser drenados para rios e outros e outros
reservatorios de agua. Esta contaminagdo aquatica pode ocorrer em/ao redor de

areas agricolas e pode afetar negativamente a fauna aquatica.

A presenca de herbicidas na agua € consequente ao controle de plantas
invasoras em ecossistemas terrestres e aquaticos (ANTON et al., 1994, HERRCHEN
et al.,, 1993) e seu efeito depende da profundidade da reserva, fluxo de agua,
densidade e composigao do peixes (GOLDSBOROUGH e BECK, 1989), além de
dureza da agua, pH e temperatura (MITCHEL et al., 1987).

O glifosato é considerado como tendo baixo potencial de contaminagcao de
corpos d’agua devido a sua alta tendéncia de adsor¢do no solo e a sua rapida

degradagao por microorganismos. No entanto, foi possivel identificar glifosato e seu
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produto de degradacdo, AMPA (amino-methyl-phosphonic acid) até um metro de
profundidade em condigdes laboratoriais, sugerindo risco potencial para ambientes
aquaticos. Devido a alta solubilidade do glifosato em agua (10g L") e sua crescente
ocorréncia em ambiente aquatico, o herbicida e sua formulagdo possuem

importancia significativa na ecotoxicologia aquatica (CONTARDO-JARA et al., 2009).

Revisbes sobre a seguranca do glifosato e do RoundUp® foram realizadas
por varias agéncias reguladoras e foi concluido que ndo ha nenhuma indicacéo de
que se deva existir alguma preocupacado sobre saude humana. Apesar dessas
informagdes e do uso extensivo deste herbicida, ndo ha nenhuma definigdo objetiva
sobre sua capacidade genotoxica, pois a literatura apresenta resultados
controversos. (KOLPIN et al., 2006).

A toxicidade aguda do glifosato tem sido considerada baixa. De acordo com o
fabricante do RoundUp®, Monsanto Ltda. o LDsy, € de 5600 mg/kg. No entanto, de
acordo com a Organizagcado Mundial da Saude (WHO, 2009 (2004)) é de 4230 mg/kg.
Quando o glifosato é administrado intraperitonealmente em ratos, observa-se a
diminuicdo de atividade de algumas enzimas, porém nado €& especifico em
animais(SANTOS, 2005).

De acordo com AMARANTE Jr. et al., 2002, a meia-vida do produto no solo
pode ultrapassar 40 dias, no entando improvavel de ser lixiviado. (RICHARDSON e
GANGOLLI, 1994).

O Glifosato inibe a sintese de enzimas responsaveis pela producao de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano). A falta da sintese destes
aminoacidos pode ser a razao da acgao toxica deste herbicida em microorganismos e

animais.

Além do glifosato, o RoundUp® apresenta na composi¢cdo os surfactantes,
uma classe especial de adjuvantes, que podem aumentar os efeitos do herbicida,
por diminuir ou remover a camada de cera foliar (KISSMANN, 1997). Através desta
remogao de cera, diminui-se a tensdo superficial, a penetragcdo é facilitada e o
herbicida atinge o sistema da planta. (MALKONES, 2000).
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Sugere-se que o surfactante polioxietiieno amina - POEA interaja com a
membrana plasmatica e aumenta o potencial de permeabilidade do glifosato. Efeitos
adversos do glifosato sdo conhecidos como: alteragcdo da atividade da
acetilcolinesterase do perfil enddcrino de peixe (GLUSEZAK et al, 2006, SOSO et al,
2007), aumenta o estresse oxidativo em girinos (COSTA et al, 2008)ou mudangas na

atividade de enzimas citosdlicas em ratas gestantes (DARVICH et al, 2001).

Estudos investigaram efeitos de formulagbes de glifosato em larvas de
amfibios e os resultados indicaram que o surfactante, mais que o ingrediente ativo,
foi o responsavel pela mortalidade. Surfactantes n&o ibnicos, como o POEA,
demonstram seu efeito negativo principalmente por danificar as superficies

respiratorias de animais aquaticos (DINEHART, 2009).

2.5. Associagao de micotoxinas, MC e Glifosato

Em ratos iniciados com AFB4, a exposicdo com nivalenol e fumonisinas
aumentaram a expressao de glutationa S-transferase placental (GST-P), sugerindo
que a co-exposicao de um iniciador potente com promotores fungicos poderiam

aumentar a incidéncia de cancer hepatico primario (UENO et al., 1993).

A inibicdo de proteinas fosfatases em ratos evidenciaram atividade promotora
de tumores de MC-LR (NISHIWAKI-MATSUSHIMA, 1992). A MC-LR aumentou
sinergicamente o desenvolvimento de focos positivos de GST-P em ratos iniciados
com AFB4, indicando capacidade de induzir hepatocarcinogenicidade modulada por
AFB4 (SEKIJIMA et al., 1999).

Essa interagdo mostrou causar danos no material genético em peixes
jovens , tilapia do Nilo mostrou ser susceptivel a essa interagdo a nivel celular. A
genotoxicidade induzida por exposigcdo subcrénica a AFB4, M. aeruginosa e
Roundup® em tilapia foi demonstrada pelos testes do microntcleo e cometa
conduzidos em sangue, ndo sendo observada diferenga estatistica nos tratamentos
que utilizaram associacdo como em Roundup+M. aeruginosa 262,
AFB1+Roundup+M. aeruginosa 262 e AFB1+Roundup+M. aeruginosa 262/47, em
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relagdo aos tratamentos com cada contaminante isolado (FRANCABANDIERA,
2007).
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3. JUSTIFICATIVA

A demanda crescente dos produtos de pescado deve-se associar a aplicagcéo
positiva de pesquisa e técnicas capazes de assegurar a qualidade e quantidade de
alimento ao consumidor humano. Considerando que a AF seja um potente iniciador
de cancer hepatico, aliado ao efeito promotor de cancer de microcistinas e, que
doses crescentes de herbicidas a base de glifosato vem sendo aplicado no campo,
causando provavel lixiviagdo na agua, a co-ocorréncia representaria um risco
potencial na sobrevivéncia e desenvolvimento de peixe, na qualidade dos pescados
e saude humana. Os estudos atuais sobre teratogénese em peixe sao desenvolvidos
até a fase larval, ndo havendo dados perante exposicdo a xenobidticos durante as
fases seguintes assim como pés-desenvolvimento completo (alevinos e peixes
jovens). O trabalho visou contribuir, investigando o efeito da co-contaminagao
ambiental na reprodugdo, taxa de mortalidade em peixe recém-fecundado,
teratogénese, as possiveis reversdes, genotoxicidade, que poderiam causar impacto
nas pisciculturas, acarretando prejuizo econémico na produgdo de alevinos, ou

danos ecoldgicos diminuindo a populagao nativa.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Investigar o efeito da co-ocorréncia de aflatoxina B (micotoxina), Microcystis
sp. produtora de microcistinas (cianotoxinas) e herbicida comercial Roundup®
(principio ativo glifosato) em ovo e respectivo desenvolvimento larval empregando

tilapia (Oreochromis niloticus).
4.2. Objetivos especificos

. Expor os ovos de tilapia aos contaminantes, iniciada com 5ng/mL de AFB4
por 1 hora em placa de Petri; seguida de exposicdo isolada e simultanea a
Roundup® (glifosato) e microcistina (extrato celular do cultivo de Microcystis sp. TAC
95);

. Investigar alteracdo macroscopica in vivo dos ovos de tilapia, assim como

a eclodibilidade de ovos fecundados mantidos em placas de cultura celular;

. Monitorar a viabilidade e efeito teratogénico em larvas até absorgédo de

saco vitelinico (placas de cultura celular);

. Prosseguir a observagdo do desenvolvimento da fase de alevino até
aproximadamente 5,0 g (aquario) para analise de efeito genotdxico por teste de

cometa;

. Controlar os parametros fisico-quimicos da agua do bioensaio
(temperatura, oxigénio dissolvido, pH e alcalinidade), bem como a contaminagao da
racdo empregada para alimentacdo de matrizes e alevinos quanto a presenca de

aflatoxinas e fumonisinas;

. Quantificar concentracdo de microcistinas aplicadas no bioensaio
empregando ic-ELISA e aflatoxinas e fumonisinas por cromatografia de camada
delgada (CCD) e/ou CLAE-Fluorescéncia.

. Avaliar possiveis efeitos sobre desencolvimento das larvas por meio de
analises histopatoldgicas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local e Instalagao Experimental

A Estacéo de Piscicultura (EPUEL) do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB),
localizada na Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina ovos
fecundados e rastreados perante alimentacdo de matrizes. O bioensaio, assim como
as analises laboratoriais foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia do Depto
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (DCTA), Laboratério de Saneamento do
Centro de Tecnologia em Urbanismo (CTU), Laboratério de Toxicologia de
Desenvolvimento, Laboratério de Genotoxicologia e Laboratério de Ecofisiologia
Animal (Lefa - CCB), Laboratério de Biotecnologia do Centro de Ciéncias Exatas
(CCE) da UEL-PR. O periodo de realizagao dos bioensaios foi de setembro/2008 a
julho/2009

5.2. Animal experimental

O alojamento das matrizes de tilapia (O. niloticus), assim como a fecundagao
foram realizadas na Estagdo de Piscicultura (EPUEL), Centro de Ciéncias
Biologicas, Universidade Estadual de Londrina — UEL.

Os ovos fecundados foram previamente homogeneizados para minimizar a
diferenga entre gendtipos e, 24 (em triplicata, resultando um total de 72) ovos foram
aleatoriamente coletados e distribuidos por tratamento. A unidade de tratamento
consistiu de um ovo alocado no pogo (microplaca para cultivo celular com 24 pogos
de 2,5 mL, Corning Incorporated 3524, NY, EUA). As microplacas foram mantidas a
25° C durante 12 dias (BOD Tecnal, modelo TE-391), com reposigao diaria de meio,
para impedir o acumulo de metabdlitos téxicos, principalmente de CO, e NHj
(BOURRACHOQOT, 2008).
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O meio basico para a manutencdo de ovos foi composto por agua

reconstituida de acordo com ABNT-NBR 15088,2004 para ensaio toxicologico em

peixes (tabela 1). Os contaminantes foram acrescidos de acordo com o protocolo de

tratamento.

Tabela 1: Agua reconstituida ISO (ABNT-NBR 15088,2004).

Constituintes Concentragdao| Volume de solugdo estoque
para 1L de meio agua
(mg) reconstituida (mL)

Solugao estoque A 20

CaSO0,. 2H,0 1500

Solugao estoque B 10

KCI 200

NaHCO; 4.800

MgS0,.7H,0 6.100

Completar para 1 L com agua ultra-pura

Apés a fase larval, os peixes mantidos em aquario foram alimentados duas

vezes ao dia em quantidade suficiente para ser consumida em até 5 min, com ragao

comercial para peixes ornamentais (Alcon Colours - Composi¢gao em anexo 1).

Sacrificio humanitario: Apdés o ensaio, os peixes foram sacrificados por

insensibilizagdo por imersdo em agua com gelo e benzocaina (5 mg / L, Conselho

Federal de Medicina Veterinaria, 2002; aprovado pelo Comité de FEtica em

Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Londrina-PR).
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5.3. Aflatoxina B4

Aflatoxina (AFB4, 1mg, Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA) foi
dissolvida em metanol e dividida em 100 ug cada frasco. A concentragdo de AFBj
em metanol foi averiguada a 360 nm (espectrofotdmetro UV-VIS Cintra 20, GMB,
Melborne, Australia). Para bioensaio, no momento de uso, 1 pg de AFB; foi
redissolvida em 0,5 mL de metanol sob sonicagédo por 15 min (HENDRIKS, 1982) e
transferida para frasco ambar para volume final de 200 mL (concentragao final de 5
ng / mL de AFBs em agua reconstituida). Para o ensaio de exposi¢cdo, os ovos de
peixe foram imersos por 1 hora em 20 mL de agua reconstituida contendo 5 ng / mL
de AFB1 em placas de Petri.

5.4. Herbicida comercial a base de glifosato

O herbicida comercial a base de glifosato utilizado foi o Roundup® Original
(Monsanto, St, Louis, EUA) sob forma de solu¢do para imersdo contendo 5 yL de
Roundup® (1,8 mg de glifosato) por litro de agua reconstituida, de acordo com
ensaios prévios realizados por Hashimoto (2007) e Francabandiera (2007). O
Roundup Original, registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
sob n.° 00898793, € um herbicida sistémico de acio total para aplicacdo em pds-
emergéncia, derivado de glicina e concentrado soluvel;, é composto de sal de
isopropilamina de N-(fosfometil) glicina (480g/L), equivalente acido de N-(fosfometil)
glicina (GLYPHOSATE) (360 g/L) e ingredientes inertes (684 g/L).

5.5.Cultivo de Microcystis sp. TAC95
5.5.1.Cultivo de Microcystis sp. TAC95

A cepa toxigénica de Microcystis sp. TAC95 utilizada no bioensaio foi

fornecida pelo Prof. Dr. Ken-ichi Harada do Laboratério de Ciéncias Ambientais,
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Faculty of Pharmacy, University of Meijo, Nagoya — Aichi, Japdo. A cepa caracteriza-
se pela produgdo predominante de microcistina-LR (MC-LR) em elevadas

concentracdes.

Tabela 2: Composi¢gao quimica do meio ASM1 e respectivo preparo
(GORHAN et al., 1964).

Constituintes Concentracdo| Volume de solugdo estoque
(9/100 mL) para 1L de meio ASM1 (mL)
Solugao estoque A 20
NaNO; 0,85
MgCl,.6H,0 0,205
MgS0,.7H,0 0,245
CaCl.2H,0 0,145
Solugao estoque B 2
K;HPO, ou 0,87
K,HPO4.3H,0 1,14
Na,HPO4.12H,0 ou 1,78
Na,HPO4.7H,0 1,33
Solugao estoque C 0,1
H;BO; 2,48
MnCl,.4H,0 1,39
FeCl;.6H,0 1,08
ZnCl, 0,335
CoCl,.6H,0 0,019
CuCl ou 0,0014
CuCl.2H,0 0,0013
Solugao estoque D 0,4
Na, EDTA 1,86

Ajustar pH para 8,0
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Para obter o inéculo, 2,0 mL do cultivo de 10 mL em ASM1 (tabela 2,
GORHAN et al., 1964) em tubo foi transferido para 20 mL do mesmo meio em
erlenmeyer de 25 mL e incubado a 25° C por 15 dias em fotoperiodo de 12 horas
sob intensidade luminosa de 470 Lux (ldAmpada branca fluorescente acoplado na
incubadora BOD Tecnal, modelo TE-391, LABSAN/CTU/UEL). A seguir, 30 mL deste
cultivo foi transferido para 270 mL de meio ASM1 e mantido sob mesmas condigdes.

Para a obtengdo do extrato celular, a cultura de 300 mL de Microcystis sp.
TAC95 foi utilizado como inéculo em 2700 mL de meio ASM1 em erlenmeyer de 3 L
(obtencdo total de 12 L), incubado a 25° C em fotoperiodo de 12 horas sob
intensidade luminosa de 470 Lux (ldampada branca fluorescente acoplado na
incubadora BOD Tecnal, modelo TE-391 e aeragdo continua). Apds tempo de
incubacgao determinado no item 5.5.2, a cultura foi centrifugada a 3000xg por 10 min
e, o pellet obtido foi congelado a -20° C e liofilizado (Liotop L101 da Liobras, S&o
Carlos, SP, Brasil). O material liofilizado foi mantido a -20° até a preparagdo do
extrato de Microcystis sp. TAC95, procedendo a analise de microcistina

anteriormente a contaminagao de ovos.

5.5.2. Curva de Crescimento de Microcystis sp. TAC95

O cultivo em erlenmeyer de 3 litros sob as mesmas condigdes acima descritas
para a producao do extrato foi monitorado por 22 dias a 25° C com agitagdo manual
diaria até o inicio da senescéncia (amarelamento do cultivo). Coletas diarias de
amostra (10 mL para analise de clorofila, 1,0 mL cada para contagem celular e
quantificacdo de microcistina total) foram realizadas durante este periodo. A
microcistina extracelular foi determinada utilizou-se uma aliquota da amostra filtrada

para determinacgéo de clorofila-a.

A quantificacdo de microcistina em microplaca foi realizada empregando kits
de imunoensaio ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), seguindo a
metodologia preconizada pelo fabricante (Beacon Analytical Systems Inc., Portland,
Maine, EUA).
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A contagem celular foi realizada por microscopia otica em camara de
Neubauer (microscopio BA 210, Motic, British Columbia, Canada). A clorofila foi
quantificada por espectrofotometria (Espectrofotdbmetro SMZ-1B, Nikon, Tokyo,
Japao), conforme metodologia preconizada por American Public Health Association
(APHA — AWWA — WEF, 2005).

5.5.3. Preparo do extrato celular de Microcystis sp. TAC95

O extrato concentrado de Microcystis sp. TAC95 toxigénica foi ressuspendido
e congelado/descongelado por 3 (trés) vezes consecutivas, a fim de promover lise

celular e liberagao de microcistinas.

A quantificacdo de microcistinas totais foi realizada utilizando-se o kit
comercial para teste ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) de Beacon
Analytical Systems Inc. (Laboratério de Microbiologia/ DCTA/ UEL) e por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector Photodiode Array (CLAE-
PDA). A exposicéo destas toxinas em ovos de peixe foi realizada através de imersao

em solugao aquosa contendo 5 ug /L.

5.6. Delineamento Experimental

O periodo para realizagao de ensaio in vivo com ovos de tilapia, iniciado em
setembro de 2008 (padronizacdo de ensaio com ovos, eclosdo e definicdo de
numero de unidade por tratamento), seguida de delineamento final, prosseguiu até
julho de 20089.

Os tratamentos delineados no bioensaio foram preconizados, simulando-se
uma provavel rota de multi-contaminacao ambiental no decorrer da cadeia produtiva
de peixe. Assim, a experiéncia foi iniciada, expondo-se os ovos de tilapia ao
contaminante inicial, provavelmente advinda de rag&o ingerida pela matriz (5 ng / mL
de AFB4 por 1 hora em placa de Petri), seguida de exposi¢éo isolada e simultanea a

Roundup® (glifosato) e microcistina (extrato celular concentrado e liofilizado de
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Microcystis sp. TAC 95, item 5.5.1) em microplaca para cultura de célula. No ensaio
de imersdo em mistura de solugdo de glifosato e MC, cada unidade de tratamento
constituiu-se de 1 ovo mantido num po¢o em placa de cultura com agua

reconstituida e solugao teste, com renovagao do meio a cada 24 horas.

Oito tratamentos foram formulados seguindo-se o protocolo descrito na figura
1, sendo um destes tratamentos o controle negativo (sem contaminagado). Cada
tratamento foi realizado com 48 unidades experimentais sem contato entre si, mas
sob as mesmas condicdes de ensaio e, sob concentragdo de contaminantes
aplicada de acordo com os estudos anteriores preconizados por Kamogae (2007),
Hashimoto (2007) e Francabandiera (2007), para toxicidade crbénica e subcrénica em

tilapia.

Apos exposicdo a 5ng/mL de AFB1 por 1 hora em placa de Petri, os ovos
foram transferido para pog¢o da placa de cultivo celular para o ensaio de exposigao
isolada e simultédnea a glifosato e MC (controle, MC, GF, MC+GF, AFB4, AFB1+MC,
AFB+GF e AFB{+MC+GF). A analise iniciou-se investigando a alteragéo
macroscopica in vivo dos ovos de tilapia, assim como a eclodibilidade. O
monitoramento diario da viabilidade e efeito teratogénico em larvas até absorgao de
saco vitelinico teve a duragdo de 12 dias, quando a maioria das larvas ja estava apta
a alimentagdo exogena, portanto aumentando também o contato com outros

contaminantes ambientais.

Em seguida as larvas foram transferidas para o aquario de 180 L contendo
100 L de agua reconstituida (nesta etapa, agua ultra-pura foi substituida pela agua
destilada e deionizada) com troca parcial de 20 % do volume a cada 5 dias, sendo
que cada tratamento foi mantido em hapas de 10x30x40 cm, largura x comprimento

x altura (sombrite 70 %).

Prosseguiu-se a manutencao diaria do desenvolvimento da fase de alevino
até atingir aproximadamente 5,0 g (correspondente a em torno de 2 meses de
criagcao). A seguir, os peixes foram expostos novamente a MC e GF para analise de

efeito genotoxico por teste de cometa.
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O controle dos parametros fisico-quimicos da agua do aquario (temperatura,
oxigénio dissolvido, pH e alcalinidade) foi realizado semanal, enquanto a qualidade

da ragdo quanto a presenca de aflatoxinas e fumonisinas foi analisada por lote.
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Figura 1: Delineamento experimental com esquema de exposicao dos ovos de
tildpia a contaminantes, biometria e coleta de amostras.

5.7. Analise de Perfil Reprodutivo e Citogenética
5.7.1.Analise de fecundagcao

Ovos foram observados através de microscopio estereoscopico para a
diferenciacédo de ovos e 6vulos néo fecundados. Ovulos ndo fecundados se diferem
dos fecundados por se apresentarem esbranquicados e opacos, enquanto 0s ovos
viaveis sdo amarelados e brilhantes. Foram incluidos no experimento somente os

ovos viaveis e fecundados.
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5.7.2.Andlise da taxa de eclosao

Ovos foram observados através de um microscépio estereoscopico para a contagem
de ovos eclodidos, sendo considerados como “eclodido” as larvas ja eclodidas e as

larvas vivas dentro dos ovos, e considerado com “nao eclodido” os ovos mortos.
5.7.3.Analises citogenéticas

Analises de genotoxicidade foram realizadas no laboratorio de Mutagénese do
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina, incluindo o
Teste de Cometa segundo Singh et al. (1998) com modificagbes de Speit &
Hartmann (1999).

Laminas de microscopio cobertas com 1,5 % de agarose a 60°C foram secas
a temperatura ambiente por 24 h e armazenadas a 4° C. Volume de 0,2 ml de
sangue por peixe foi coletado por pung¢do cardiaca (OKAMURA, 2007) e diluido
(1:100 v/v) em solugao salina (17 mM NacCl, 4.8 mM KCI, 1.5 mM CaCl,, 1.2 mM
NaHCOs3;, 4.5 mM NayHPO4, 2.9 mM NaH,PO,4). A seguir, 15 yL de suspenséo
celular foi homogeneizado com 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo — LMP a
0,5 % a 37°C. A suspensao foi espalhada homogeneam ente na superficie de lamina
previamente preparada com agarose, coberta com laminula e mantida a 4°C por 20
min para solidificagéo.

A laminula foi retirada e as laminas foram imersas em solucéo de lise a 4°C
por 1h, sempre protegido contra luz (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL
de solugéo de lise estoque — solugédo estoque: 146,1 g de NaCl 2,5 M, 37,2 g de
EDTA 100 mM, 1,2 g de Tris 10 mM, 8,0 g de NaOH sdlido, 10 g de lauril sarcosinato
de sodio para 1 litro). As laminas foram mantidas na cuba de eletroforese em
tampao de eletroforese alcalino (NaOH 300 mM, EDTA 200 mM, pH > 13.0) por 20
min para desenovelar o DNA, aplicando-se a seguir, uma corrente de 25 V (1.0
V/cm; 300 mA) por 20 min. Apds lavagem com tampéo de neutralizag&o (Tris 0,4 M —
HCI, pH 7,5), as laminas foram fixadas em etanol 100 %, secas a temperatura
ambiente e mantidas a 4° C até analise citolégica. Laminas foram coradas com
GelRed (Biotium, Hayward, Canada) e analisadas por microscopia de fluorescéncia

a 1000 x acoplado com um filtro de excitagdo de 515-560 nm e filtro de barreira de
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590 nm (Nikon EX 420-490, BA 520, Melville, NY, USA). Laminas foram codificadas
e analisadas por ensaio cego e a migragado do DNA foi determinada em 100 células
por animal. Os danos ao DNA foram classificados em quatro classes de acordo com
o comprimento da cauda do cometa, sendo 0, sem danos; 1, danos minimos; 2,

danos medianos; 3, danos maximos, de acordo com Kobayashi et al., 1995.

O escore de danos no DNA foi calculado pelo numero de nucledides
observados em cada classe multiplicados pela classe de dano (0, 1, 2 ou 3) e os
valores foram expressados como médias do escore de dano, sendo 0 a auséncia de

dano e 300 indicando o maior escore de danos.

5.7.4. Analises teratogénicas

As larvas foram analisadas perante malformagdes ou qualquer outro defeito
no decorrer do desenvolvimento embrionario. As malformagdes macroscépicas em
animais vivos foram quantificadas estabelecendo-se sistema de escore, conforme
gravidade de alteragdo, sendo dado pontos baixos para alteracbes leves e

reversiveis e, pontos altos para alteragdes graves e definitivas (tabela 3).

Tabela 3: Escore para malformagdes e respectivas definicoes.

ESCORE PARA MALFORMAGOES

Escore Alteracao*
0 Nenhuma, animal normal
1 Cauda desviada, saco vitelinico

desuniforme

2 Coluna vertebral desviada, causando
movimentos natatérios erraticos

3 Ecloséo tardia, megalocardia

* Observadas através de microscopio estereoscépico (3,5 x).
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ApOs a classificacdo da alteragdo, procedeu-se a somatoria do total atribuido
para cada tratamento.

Nos animais ja fixados, os parametros a serem analisados foram baseados
em comprimento total, proporcionalidade cabegca/mandibula, stumped body, nanismo
e formacéo 6ssea. Para a analise da formacgao o6ssea por diafanizagado, os animais
foram fixados em formol a 10 % por 3 dias, lavados em agua destilada por 3 dias,
sendo a agua substituida 8 vezes por dia e mantidos em solugéo de Alcian Blue (10
mg Alcian Blue, 80 ml alcool etilico e 20 mL acido acético glacial) por 48 h (tubo
falcon). Os animais foram transferidos para alcool etilico 95 %, procedendo-se trocas
constantes por 3 horas até a transparéncia da solugdo. Os peixes foram reidratados
imergindo em concentracao decrescente de alcool etilico (75, 40, 15 e 0 %, sendo 3
horas em cada etapa). Apds hidratagdo, os animais foram submetidos a digestao
enzimatica (70 mL agua destilada, 30 mL de borato de sédio aquoso saturadoe 1 g
de pancreatina) por 5 dias, até a perda de cor azulada no musculo e visualizagao de
0ssos. Os peixes foram transferidos para solugdo de alizarina (corante adicionado
em solugdo aquosa de KOH 0,5 % até atingir cor purpura) por 24 h, para coloragéo
de material com calcio. Para armazenamento, os animais foram transferidos
diariamente numa série de solu¢des de KOH + Glicerina (3:1, 1:1, 1:3, glicerina pura)
e armazenados a 4° C até a analise. A musculatura torna clara e transparente, a
cartilagem azul (Alcian Blue é especifico para mucopolissacarideos) e 0s 0ssos

vermelhos.
5.8. Biometria e captura de imagem

As medidas referentes ao comprimento padrao (distancia cabega — inicio de
cauda), comprimento da cabegca e da mandibula das larvas foram obtidos em
microscopio estereoscopico (Nikon, Tokyo, Japdo) com camera acoplada (Motic
2300, Richmond, Canada) e os resultados analisados empregando programa Motic

Image Plus 2.0 (Motic, Richmond, Canada).

O corte mediano longitudinal da larva fixada em l|amina foi analisada
procedendo captura de imagem (microscopio DM2500, Leica, Solms, Alemanha

acoplado a camera DFC 280, Leica, Solms, Alemanha). A area de figado foi
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mensurada utilizando os programas IMSO e Leica Qwin, ambos desenvolvidos pela
Leica (Solms, Alemanha).

5.9. Histologia

As larvas foram fixadas em Bouin por 24 h e mantidas em alcool até o
processamento. As amostras foram desidratadas sequencialmente por imersdo em
solucdo alcodlica de concentragcado crescente, diafanizadas em xilol e inclusas em

parafina histoldgica a 60 °C e emblocadas em parafina a temperatura ambiente.

Apds emblocadas, as larvas foram cortadas longitudinalmente por micrétomo
em seccgdes de 5-7 ym de espessura, aderidas a lamina de microscopia e coradas

pelo método de hematoxilina-eosina ou PAS (acido periddico-Schiff).

Cinco animais de cada tratamento foram processados, obtendo-se
aproximadamente 5 laminas de cada animal, sendo que cada lamina conteve 5 a 6
cortes alternados, para que a primeira lamina seja mais similar possivel com a
seguinte. Trés laminas foram coradas com H.E. e duas com PAS, sendo que para as
analises considerou-se as alteragdes apresentadas na tabela 4 (MELETTI, 2003).
Os dois indices utlizados para a quantificagcdo de alteragdes consistiram de VMA
(valor médio de avaliagao) proposto por SCHWAIGER et al. (1997) e indice de
alteragdes histoldgicas (IAH) preconizado por POLEKSIC & MITROVIC-TUTUNDZIC
(1994).

O VMA foi calculado a partir de uma analise semi-quantitativa baseado em escala de

severidade e ocorréncia de alteragdes abaixo descritas:
Grau 1 = sem alteragdes patoldgicas;
Grau 2 = alteragdes pontuais brandas a moderadas;

Grau 3= alteragdes patoldgicas severas e amplamente distribuidas.

O IAH preconizado por POLEKSIC & MITROVIC-TUTUNDZIC (1994) e

modificado por MELETTI (2003) avalia altera¢cdes branquiais, mas no trabalho foi
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empregado para avaliar as alteragbes hepaticas e renais, devido a insuficiéncia de
material branquial em animais ainda em desenvolvimento. O IAH classifica a

severidade de lesbes em:

Estagio I: Cinética de evolucdo 10° - alteracdes leves, passiveis de
recuperacdo caso haja melhoria de condigbes ambientais. “Sob condi¢des
ambientais inalteradas tais lesbes devem persistir e, no caso de exposi¢des a longo

prazo, as alteragdes provavelmente progredirdo para o segundo estagio”.

Estagio Il: Cinética de evolugdo 10" - alteracdes mais severas que do estagio
anterior, podendo comprometer a fungdo do tecido, sdo reparaveis caso haja
melhoria do ambiente, porém em situagcdo crénica pode conduzir ao estagio

seguinte.

Estagio Ill: A cinética de evolugao 10 - alteracdes severas sem possibilidade
de regeneragao da estrutura. “Mesmo com a melhoria da qualidade da agua, ou com
o fim da exposi¢cdo aos agentes toxicos, as alteragbes desse estagio levardo, mais
cedo ou mais tarde, ao dano das fungdes branquiais (no caso do trabalho em

especifico) vitais e até a morte”.

O IAH foi calculado empregando a seguinte equagao:

na q. + 105", b, + 10237, c,

1=

N

IAH =

Sendo: a: primeiro estagio de alteracdes.
b: segundo estagio de alteragoes.
c: terceiro estagio de alteracgoes.
na: numero total de alteragbes consideradas do estagio I.
nb: numero total de alteragbes consideradas do estagio Il.
nc: numero total de alteragdes consideradas do estagio Ill.

N: numero de peixes analisados por tratamento.
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Tabela 4: Alteragdes histoldgicas observadas em larvas de tilapia do Nilo

Alteragbes histolégicas™ Estagio

Alteragbes no figado

Perda ou atipia do contorno de hepatdcito

Perda ou atipia do contorno de nucleo de hepatdcito

Aumento de volume celular

Diminuicao da frequéncia relativa de nucleos

I
I
I
Aumento de volume nuclear I
I
I

Estagnacéo biliar

Hiperemia [l

Ruptura de vasos |

Vacuolizagao nuclear Il

Degeneragao nuclear 1

Atrofia nuclear 1

Rompimento celular Il

Necrose 11|

Alteragoes do rim

Perda do contorno ou contorno atipico das céls do tecido I
linféide

Degeneracgao hialina leve I

Hipertrofia das células tubulares I

Presenca de material pas-positivo nas céls tubulares I

Degeneracgao hialina severa Il

Necrose 11|

* - baseado essencialmente em Meletti (2003).

Tabela 5: apresenta os valores de |IAH estabelecidos por POLEKSIC & MITROVIC-
TUTUNDZIC (1994) adaptado por Meletti (2003).

Valores de IAH Efeitos
0-10 orgao funcionalmente normal
11-20 orgdo com alteracbes de leves a
moderadas
21-50 orgao com alteragbes de moderadas a
graves

>100 orgao com danos irreversiveis
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5.10. Parametros Fisico-Quimicos da Agua

A agua reconstituida foi preparada de acordo com as caracteristicas
estabelecidas pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT (ABNT,
2004). As analises em agua consistiram de temperatura, oxigénio dissolvido, pH e
alcalinidade, seguindo-se as metodologias descritas nas normas do APHA/ AWWA/
WEF (2005).

5.11.Controle de Micotoxinas na Ragao Experimental

A racdo empregada para alimentacdo das dos animais experimentais foi
analisada perante contaminagao por fumonisina e aflatoxinas (CLAE e CIA+CLAE).

5.12.Metodologia Analitica
5.12.1.Determinacao de Aflatoxinas

A racado fornecida aos alevinos foi analisada perante contaminagao por
aflatoxina B4, procedendo a limpeza através da coluna de imunoafinidade - CIA
Aflatest®, seguida de quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-
CLAE preconizado por Blandino, Reyneri e Vanara (2008). Em 10 g de amostra
macerada adicionou-se 1 g de NaCl, 20 mL de metanol:agua (80:20 v/v) e agitou-se
vigorosamente por 1 min. Apds filtragdo, 10 mL de extrato coletado em duplicata foi
diluido na proporgao 1:5 (10 mL de extrato + 40 mL de agua purificada). O extrato
foi novamente filtrado (membrana de microfibora Whatman GF/C) e submetido
lentamente em CIA comercial (1 a 2 gotas / seg). A coluna foi lavada com 10 mL de
agua ultra-pura e a toxina eluida com 1 mL de metanol grau CLAE e seco em fluxo
de nitrogénio a 40C. A pelicula seca foi derivatizada com 100 pL de acido
trifluoroacético — TFA segundo Miyamoto, Hamada e Kawamura (2008). A
suspensao foi agitada por 30 seg, sonicada por 5 min e mantida a temperatura
ambiente por 15 min sob auséncia de luz. Apos adicdo de 900 yL de metanol:agua

(55 : 45, v / v), a suspensao foi agitada por 15 seg e, 20 uL injetada em CLAE,
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sistema isocratico de fase reversa, constituido de uma bomba Shimadzu LC-10AT,
detector de fluorescéncia Shimadzu RF-10A XL e coluna Luna C-18 (250 x 4,6 mm,
Phenomenex). Os comprimentos de onda de excitagdo e emissado foram de 360 nm
e 435 nm, respectivamente. A fase mével consistiu de metanol:agua (55 : 45, v/ v),

sendo eluido sob fluxo de 1 mL / min a 25° C.
5.12.2.Determinagao de Fumonisina

Dez gramas de ragao triturada (50 mesh) foi adicionada com 30 mL de
metanol:agua (3:1, v / v) e homogeneizada a 180 rpm por 1 hora a 10° C
(incubadora refrigerada, Marconi® Brasil), seguido de filtragdo (Whatman n° V). O
filtrado foi limpo empregando mini-coluna de troca aniénica Sep-Pak accel plus QMA
(Waters Co. Milford, USA), previamente acondicionada com 5 mL de metanol,
seguido de 5 mL de metanol:agua (3:1). Apés aplicagdo de 1 mL de amostra, a
coluna foi lavada com 6 mL metanol:agua (3:1), seguida de 3 mL de metanol e a
fumonisina eluida com 10 mL da solu¢cdo de acido acético a 0,5 % em metanol. O
eluato foi seco sob fluxo de nitrogénio gasoso a 40° C e o residuo solubilizado em
acetonitrila:agua (1:1, v / v), derivatizado com 200 pL de o-ftaldialdeido (OPA) (40mg
de OPA, 1 mL de metanol, 5 mL de tetraborato de sédio a 0,1 M e 50 uL de 2-
mercaptoetanol). A seguir o material foi injetado dentro de 1 min e analisado em
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) sistema isocratico de fase reversa.
Cromatdgrafo constituido de uma bomba Shimadzu LC-10AT, detector de
fluorescéncia Shimadzu RF-10A XL e coluna Luna C-18 (250 x 4,6 mm,
Phenomenex).Os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo foram 335 nm e
450 nm, respectivamente. A fase movel constituiu-se de metanol: fosfato de sddio
0,1 M (80:20, v / v) pH 3,3 (acido orto-fosfdrico); ajustado para pata p fluxo de 1,0
mL / min. Os limites de detecc¢ao para FB1 e FB, foram 50 ng/ g e 80 ng/ g,

respectivamente.
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5.12.3.Determinacao de microcistina

5.12.3.1.c-ELISA

Teste de ELISA competitivo (c-ELISA) foi realizado empregando kit comercial
(Beacon Analytical Systems Inc., Saco, USA). microplaca de reagdo contém 96

pocos, sensibilizado com anticorpo de cabra anti-coelho.

As amostras foram previamente filtradas em filtro tipo GF/C ou similar e em

seguida, diluidas com agua deionizada em propor¢des variadas,

Um volume de 50 pL de conjugado microcistina-enzima e sequencialmente de
amostra por pogo. O conjugado compete com as microcistinas da amostra pelos
mesmos sitios de ligagao de anticorpos. O substrato é adicionado e incubado por 30

min.

A curva padrdo foi elaborada empregando os padrbes fornecidos pelo
fabricante na faixa entre 0 e 2,0 ug / L de MCs totais. e o tempo médio gasto no
processo para analise apos preparacao das amostras foi da ordem de 90 min. O

limite de detecgdo do método € de 0,16 pg / L (conforme o fabricante).

O Kit Beacon Microcistina - Placa nao difere entre microcistina -LR (usado
como calibrador do kit) e outras variantes de microcistina, porém detecta sua
presenga em varios graus. As reagdes cruzadas podem ocorrer por MC-RR em 87%,
MC-YR em 48% e 31% para nodularina.

5.12.3.2.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Espectometria de Massa

O procedimento para extracdo e purificacdo de MCs foi baseado em
Krishnamurthy et. al (1986), Environment Agency (1998), Lawton et. al (1994), Tsuji
et. al (1994) e Harada et. al (1996). Uma aliquota de 100 mg do extrato celular
liofilizado de Microcystis sp. TAC95 (item 5.5) foi adicionada de 15 mL de acido
acético a 5 % em agua ultra-pura e agitada por 30 min (barra magnética, agitacao
rapida). O material foi centrifugado (1300 xg / 10 min) e o sobrenadante desprezado.

O pellet obtido foi ressuspenso em acido acético a 5 %; o processo foi repetido trés
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vezes e o extrato sobrenadante combinado. Este extrato foi filtrado (papel filtro
Whatman GF/A @ 55 mm) e submetido a coluna de limpeza C18 (Waters Sep-Pack
Vac 6¢cc - C18-500 mg, Milford, USA) pré-condicionada com 5 mL de metanol e 5 ml
de agua ultra-pura. A seguir, a coluna foi lavada com 5 mL de agua ultra-pura e 5 mL
de metanol 20 % grau cromatografico e a MC eluida com 5 mL de metanol 90 %
seguida de 5 mL de metanol pa. em frascos de 5 mL (vials ) e o extrato seco a 35°C

(rotavapor).

O extrato seco foi ressuspendido em 10 mL de metanol e 5 pL aplicado em
CLAE - PDA (Agilente 1100, Palo Alto,USA) passando por coluna de separagao
(TSK-Gel Super-ODS, 2 ym, 2,0 x 100 mm, Tosoh, Japdo). A fase mével constituiu-
se de acido formico a 0,1%, fluxo de 0,070 mL / min, bomba A e metanol com 0.1 %
de &cido férmico (na proporcao de 40 % ), fluxo de 0,128 mL / min na bomba B,
mantendo-se a pressao em 12.3 MPa, tendo a durag&o de 25 min cada corrida, com
detector PDA em 238 nm e confirmagao por MS (Finnigan LCQ Deca XP ligados
pela interface ESI (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA). A fase mével utilizada

foi a mesma descrita a cima para a CLAE e o tempo de corrida foi de 30 min.

5.13. Analise Estatistica

Andlise de Variédncia (ANOVA) e Teste de Tukey determinaram se ha
diferengas entre os resultados do teste de Cometa e também sobre os parametros
zootécnicos (taxa de fecundagado, eclosédo, biometria e histologia) dos diferentes
tratamentos. As analises foram realizadas considerando diferengas ao nivel de 1 %

de significancia, e serao realizadas no programa Sisvar.
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6.CAPITULO 1: Teratogénese em tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) por co-
exposi¢ao a Microcystis sp., aflatoxina B¢ e herbicida a base de glifosato.

6.1.Introducao

A demanda por produtos de pescado vem aumentando universalmente se
fazendo necessaria a implementagdo de praticas que assegurem a qualidade do
produto final, sendo prioritarias as praticas adequadas de manejo aliado ao rigoroso
controle de qualidade d’agua, aspectos sanitarios de matérias-primas, composicao,

processamento e comercializag&o de ragao.

O manejo inadequado associado com a produgao intensiva na piscicultura,
pode levar a eutrofizagdo de corpos d'agua e ocorréncia de floragcdo de
cianobactérias. Floragcao de espécies tdxicas de cianobactérias tem sido associada
com a morte de peixes, principalmente em agua doce, mas também em ambiente
marinho. Microcistinas sao heptapeptideos produzidos por algas azuis, sendo a
variagdo LR a mais comum e mais toxica (FISCHER e DIETRICH, 2000). Em varios
estudos, MC-LR tem demonstrado efeito inibidor de proteina fosfatase 1 e 2 A e
atividade promotora de tumor em figado de rato. MC-LR causa efeitos adversos em
mamiferos, aves e peixes e é reconhecida por ser um potencial indutor de estresse
ambiental, uma ameaga a saude humana via agua e cadeia alimenticia (DJEDIAT,
2010).

Com o advento da de organismos geneticamente modificados e culturas
resistentes a herbicida no ano de 2009, o uso de pesticidas chegou a 3 bilhdes de
toneladas por ano (GEORGE, 2010). Glifosato (N-fosfometilglicina) € um herbicida
pos-emergente e ndo seletivo, € o herbicida mais utilizado no mundo devido a sua
baixa toxicidade a mamiferos, no entanto estudos tém descrito efeitos colaterais em
animais, como disfungdes reprodutivas (MALLAT E BARCELO, 1998). O glifosato é
considerado como tendo baixo potencial de contaminag¢ao de corpos d’agua devido
a sua alta tendéncia de adsorcdo no solo e sua rapida degradagédo por
microorganismos, no entanto, foi possivel identificar glifosato e seu produto de
degradagao AMPA (amino-methyl-phosphonic acid) até 1 metro de profundidade em
condigdes laboratoriais, sugerindo risco potencial para ambientes aquaticos
(CONTARDO-JARA et al., 2009).
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Racdes comerciais para peixes sao formuladas a base de gréos e desde a
cultura até o armazenamento da ragdo ja pronta, os gréos estao sob constante risco
de contaminagéao fungica. Aflatoxinas sdo produzidas por fungos como o Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus e sao consideradas pela Food and Drug
Administration - FDA como sendo contaminantes de alimentos e passiveis de serem
evitados. AFB1 € a mais prevalente e mais potente variante entre as aflatoxinas
(GURBAY et al, 2010). AFB; é a aflatoxina mais comum, é altamente mutagénica,
téxica, carcinogénica e teratogénica para humanos e animais. Contaminagdo de
aflatoxina de alimentos e produtos alimenticios é responsavel por perdas
econdmicas significativas — U$100 milhdes nos EUA em 2004. Em algumas partes
da Africa, China e sudeste da Asia, contaminacdes de aflatoxina s&o

correlacionadas com incidéncia de cancer hepatico (ALBERTS et al., 2009)

No geral, os primeiros estagios do desenvolvimento animal sdo mais
sensiveis a agentes toxicos que os adultos (WESTERNHAGEN VON, 1988). Este
estudo visa uma investigacdo sobre os efeitos teratogénicos causado por uma
possivel multi-contaminagdo ambiental nos primeiros estagios de vida da tilapia do

nilo (Oreochromis niloticus).

6.2.Material e métodos

6.2.1. Animal experimental: o modelo animal para os ensaios consistiu de larvas de

tilapia do nilo (Oreochromis niloticus), obtidas e mantidas conforme item 5.2.

6.2.2. Aflatoxina B, : Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA, diluida em metanol
(item 5.3).

6.2.3. Herbicida a base de glifosato: herbicida comercial a base de glifosato
utilizado foi o Roundup® Original (Monsanto, St. Louis, EUA) em solugdo aquosa

para imersao dos animais (item 5.4).
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6.2.4. Extrato celular de Microcystis sp.: a cepa TAC95 cultivada (item 5.5) foi
centrifugada e o pellet celular foi liofilizado e diluido para o uso. A microcistina foi
analisada inicialmente por c-ELISA (item 5.10.3.1) e caracterizada por LC-MS/MS
(item 5.10.3.2).

6.2.5. Delineamento experimental: definido no item 5.6.

6.2.6. Analise de eclosao: ovos foram observados através de um microscopio

estereoscopico (item 5.7.2).

6.2.7. Analise teratogénica: um sistema de escore foi desenvolvido para avaliar as
malformagdes observadas em larvas. Em paralelo, também foram avaliadas

malformagdes Osseas (item 5.7.4).

6.2.8. Biometria: o comprimento das larvas foi medido empregando microscépio

estereoscoépio acoplado a cAmera e programa Motic Image Plus 2.0 (item 5.8).

6.2.9. Sobrevivéncia: A taxa de sobrevivéncia foi calculada em porcentagem de

animais vivos, com ou sem alteracdo macroscopica, até o 12°dia do experimento.

6.3.Resultados e discussao

6.3.1.Qualidade da agua

As caracteristicas fisico-quimicas da agua foram pré-estabelecidas de acordo
com (ABNT-NBR 15088/2004), com substituicdo completa e diaria em placa de
cultura celular. Os parametros mantidos em pH 7,0 a 7,6; dureza total entre 40 e 48
mg CaCQO3 / L; nitrogénio total a nivel ndo-detectavel pela metodologia segundo
APHA/ AWWA/ WEF (2005), permitiram o desenvolvimento adequado da espécie.



53

6.3.2.Producao e caracterizagao de microcistina

A curva de crescimento de Microcystis sp. TAC95 em mesocosmo mostra o
inicio de senescéncia apos 30° dia (figura 2). Portanto, estabeleceu-se o periodo de
20 dias para a producao de microcistina destinado a ensaios, sendo o extrato celular
preparado poés-liofilizagao do pellet o material foi alicotado em vials contendo 100 mg

de extrato celular.

—o—Clorof-a —— MCs totais —@— Densidade celular
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Figura 2: Curva de crescimento da Microcystis sp. TAC95, notar a senescéncia apés
o dia 30.

A quantificagdo de microcistinas totais realizada por ic-ELISA apontou o
concentrado do extrato contendo 92 mg / L, sendo assim diluido para que a

concentragao da solugéo final resultasse em 5 pg / L de microcistinas totais.

A figura 3 apresenta a caracterizagdo e confirmagdo da presenca de
microcistina LR por CLAE-MS / MS no extrato celular empregado para os ensaios. A
amostra testada apresentou os mesmos padrdes de espectro gerado pela quebra de
ligacdes peptidicas do ion precursor padréao (m / z 995). Assim, os TIC’s (total ion

cromatogram) da analise apresentou 6 picos de ions identificados: 470 (Arg-Adda),
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553 (Mdha-Ala-Leu-MeAsp-Arg), 570 (Mdha-Ala-Leu-MeAsp-Arg-NH2), 599 (Arg-
Adda-Glu), 710 (MeAsp-Arg-Adda-Glu(-H20)) e 866 (Mdha-Ala-Leu-MeAsp-Arg-
Adda) estabelecidas para MC-LR, previamente confirmada por LC-MS / MS e LC-
MS / MS / MS (MAYUMI et al., 2006).
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Figura 3: Espectro de MC-LR por LC-MS / MS em extrato celular microcistina
produzida por Microcystis sp. TAC95 (A e B) no padrao de toxina e (C).

6.3.3. Eclodibilidade
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No modelo utilizado no trabalho, considerou-se cada pog¢o de microplaca
como sendo uma unidade experimental independente e livre de contaminagao nao
planejada, para assegurar a precisao do estudo de eclodibilidade. Os contaminantes
estudados nao influiram na eclodibilidade, ja que todos os animais eclodiram ao final
de cinco dias, ndo havendo diferenga significativa entre a taxa de eclosdo na

concentragéo testada (P<0,05).
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Figura 4: Eclodibilidade dos ovos de tilapia expostos a contaminagdo ambiental
simulada. AFB+: Aflatoxina B4, MC: microcistina em extrato celular de Microcystis sp.
TAC 95 e GF:Glifosato.

O indicio de mecanismo de defesa se manifesta pela eclosdo prematura, ja
que pela auséncia de mobilidade, o ovo de tilapia do nilo € totalmente depende de
cuidado materno. O periodo embrionario é a fase mais sensivel; aliado a isso, a
matriz portando os ovos na cavidade bucal ndao se alimenta e se debilita,
incapacitando-a de detectar baixas concentragcdes de contaminantes, capazes de
afetar a prole. Ao eclodir prematuramente, o embrido adquire mobilidade e locomove

para ambiente menos contaminado, embora a eclosdo precoce libere embrides
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imaturos, incapazes de fuga perante predadores, ou procurar alimento através da
predacdo. Em contraste, a eclosao tardia permite maior desenvolvimento larval,
aumentando a probabilidade de sobrevivéncia no habitat (WOYNAROVICH, 1989).

6.3.4.Comprimento

O comprimento padrdo das larvas de tilapia diferenciou-se estatisticamente,
mas sem nenhuma correlagdo aparente ao tratamento exposto (P<0,05). A
aleatoriedade de comprimento na fase larval € considerada comum, ja que utilizou-
se animais sem melhoramento genético, sendo as diferengas observadas devidas ao

alto desvio padrao (Tabela 6).

Tabela 6: Comprimento padrdo (de cabega ao comego de cauda) das larvas de
tilapia.

Comprimento padrao de larvas

Tratamento N Comprimento (um)
Controle 31 6858,8 "

MC 38 6978,7¢

GF 43 7176,7°
MC+GF 44 7229°
AFB1 33 6918,7°¢
AFB1+MC 36 6840,9"
AFB1+GF 40 72942
AFB1+MC+GF 40 7090,2°¢

Letras diferentes significam diferengas estatisticas (P<0,05)

Isto &€, embora a tabela 4 indique diferenga significativa, a aleatoriedade
provavelmente decorrente de variagdo genética de animais ndo-melhorados, aliado
a heterogeneidade considerada comum nesta fase interferiu na interpretacéo.

Apesar de ter sido significativo as diferengas também sob P<0,05, observa-se que
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as meédias dos comprimentos permaneceram aproximadamente entre 6 e 7 mm,
dados que na pratica podem ser irrelevantes no decorrer do desenvolvimento destes

animais.

6.3.5. Proporcionalidade da mandibula

A proporgao entre comprimento de mandibula e comprimento de cabeca &
estabelecida na caracterizagdo da espécie feita por Trewavas (1983), sendo que a

proporcao deve permanecer entre 29 e 37 % do comprimento de cabeca.

Tabela 7: Ocorréncia de anormalidades na propor¢éao mandibula/cabeca.

Anormalidades na propor¢ao mandibula/cabeca

Tratamento N N de anormais
Controle 31 0
MC 38 0
GF 43 0
MC+GF 44 0
AFB1 33 0
AFB1+MC 36 0
AFB1+GF 40 0
AFB1+MC+GF 40 0

Observa-se na tabela 5 que todos os animais analisados permaneceram
dentro da faixa na normalidade (29-37 %). Com todos os animais dentro da faixa de
normalidade, investigou-se se existiia alguma diferenga significativa entre os
tratamentos. No grafico apresentado (Figura 5) observa-se que os tratamentos n&o
se diferenciaram entre si inclusive em P<0,01, mostrando que nas concentracoes
testadas, o extrato celular de Microcystis sp. TAC95, glifosato, a aflatoxina Bq e

respectivas combinagdes, nao interferiram na propor¢cao mandibula/cabeca.
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Figura 5: Propor¢gdo da mandibula em relagcdo a cabega das larvas. Letras
diferentes sobre as barras de erro significam diferenca estatistica (P<0,05).

6.3.6. Malformacgao 6ssea

A andlise de malformagdo Ossea (pds-sacrificio) pelo processo de
diafanizacdo enzimatica e quimica evidenciou o 0sso e materiais ricos em calcio em
vermelho e as cartilagens em azul com fundo tecidual transparente, permitindo

analise detalhada de esqueleto (figura 6).

A Figura 6 mostra os tecidos de cavidade celomatica ainda ndo digeridos pela
pancreatina em purpura e estrutura esquelética cartilaginosa (azul) em larvas
diafanizadas sem evisceragcdo. Nesta idade ndo ocorre interferéncia de pele,
estando a escama ainda em formacgéo, diferindo de peixe jovem ou adulto, que
requer evisceragao para evitar a coloragéo interferente oriunda de glicoproteina e
célcio presentes em tecidos da cavidade celomatica. O estagio larval de tilapia em
anadlise apresentou esqueleto cartilaginoso, com Alcian Blue ligado a
mucopolissacarideos de cartilagem (figura 6). Embora seja peixe 0sseo, esta
caracteristica indicaria desenvolvimento normal sem ossificacdo precoce ou
calcificagdo, observada em animais expostos a agua do lago Mariut, Alexandria,
Egito (ZAKI et al., 1996). Em nosso trabalho, empregou-se concentragcbes baixas e

passiveis de ocorréncia ambiental.

O cranio, vértebras, nadadeira dorsal, anal e caudal e espinhas

apresentaram-se em conformidade com a caracterizacdo da espécie descrita por
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Trewavas (1983). O animal evidenciou 30 a 32 vértebras com uma espinha dorsal
em cada vértebra, assim como 11 a 13 raias (lepidotriquias) na nadadeira dorsal e 8
na nadadeira anal. O fato diferiu dos resultados de Zaki et al. (1996), que
observaram diminuicdo do numero de lepidotriquias e segmentacdo das mesmas
devido a exposicdo a xenobidticos, indicando calcificagdo precoce e o risco de
injuria devido a perda da flexibilidade.

Figura 6: Larva de tilapia diafanizada, material em azul: cartilagem, material em
purpura: material rico em calcio.

A analise do numero de estruturas permaneceram na faixa normal em todos
0s animais, sem aumento ou diminui¢do do numero ou aspecto estrutural, indicando
que as concentragdes testadas dos contaminantes também n&o influiram na
calcificacdo prematura, na quantidade e forma das estruturas esqueléticas no final
de 12 dias de exposig¢ao a xenobidticos.

6.3.7. Escore de teratogénese

A figura 8 mostra as malformagdes macroscopicas registradas diariamente no
decorrer de 12 dias, considerando que 90% estariam em estagio pods-larval e,
contabilizaram-se todos os animais envolvidos no experimento (N=72). Os animais
apresentaram desvios da coluna vertebral (para os lados e para baixo), desvio da
cauda e megalocardia, também descritas na literatura (ZAKI et al, 1996; DAN Li et al
2009, PERDIE et al, 2009).
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As malformagdes macroscépicas identificadas foram classificadas de acordo
com a gravidade. Um animal com a coluna vertebral desviada (figura 8B) apresenta
dificuldade de natagéo, locomovendo-se em circulos, expondo-se a predadores e
diminuindo probabilidade de atingir a maturidade. A figura 8C mostra megalocardia,
resultando em desenvolvimento fatal, com morte de todas as larvas antes do final do
experimento. Em contraste, larvas com desvio da cauda (8D) foram capazes de se
regenerar, dando continuidade ao seu ciclo de vida sem outros pormenores. A
analise diaria de 12 dias retificou a importancia da fase inicial de diferenciagdo no
desenvolvimento animal, i.e. a fase larval ainda sem boca, intestino, anus, branquias
e bexiga natatoria e, no caso de tilapia mantém-se estatico no fundo do recipiente,
com nados ocasionais e rapidos a superficie (HAFEZ e HAFEZ, 2004). A multi-
contaminagdo em concentracdo utilizada no experimento provavelmente teria
diferente impacto na fase pds-larval, cujo animal com absorgdo completa de saco
vitelinico e bexiga natatéria funcional ja nada como um animal adulto e encontra-se

apto a alimentacao exdgena.

14 13

12
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Figura 7: Escore de malformagdo macroscépica observado em larvas de tilapia (O.
niloticus) vivas durante os 12 dias de exposicdo a combinacbes de aflatoxina
B4,(AFB1) extrato celular de Microcystis sp. TAC95 (MC) e herbicida a base de
glifosato (GF).
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Figura 8: A) larva de tilapia sem anormalidades ; B) larva de tilapia apresentando
devio na coluna; C) larva de tilapia com megalocardia; D) larva de tilapia com desvio
da cauda.

Na figura 7 observa-se o efeito antagbnico do tratamento MC + GF,
contradizendo o efeito somatério esperado. Tsui et al.(2005) também observaram
antagonismo testando associagado de glifosato (puro e em formulagdo comercial) a
metais pesados (elementos altamente reativos e bioacumulaveis) na sobrevivéncia e
bioacumulagdo em Ceriodaphia dubia, dependendo do metal testado. Os metais de
transicéo, representados pela prata, cobre e niquel reduziram a bioacumulacéo e
mortalidade de 100% para menos de 20%, enquanto que os metais representativos
(chumbo) e ndo-metais (selénio) ndo afetaram a mortalidade. Os autores atribuiram
reducdo de toxicidade decorrente de associacdo GF + metais pesado, ja que o
glifosato apresenta pKs em 0,8; 2,2; 5,4 e 10,2 (AMARANTE JR. et al., 2002) i.e
tendéncia da molécula com carga negativa em solugéo neutra. Consequentemente,
a condicao ambiental permitiria a complexagdo do GF deprotonada com os metais
com carga positiva. Neste contexto, a condigdo de ensaio na faixa da neutralidade
(pH 7) também poderia simular uma situagdo semelhante. A molécula de MC-LR
protonada devido ao residuo de arg na posigao 4 (pK=12,48) complexaria com GF
deprotonado (figura X). Assim, a complexagéo entre GF com carga negativa com
residuo de Arg positivamente carregada reduziu a teratogénese devido a

indisponibilizagdo de ambos os poluentes ambiente aquatico.
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Figura 9: Simulagao representativa da interacdo microcistina LR - glifosato. Verde:
carbono, vermelho: oxigénio, azul: nitrogénio, rosa: fosforo.

Por outro lado, o efeito de ensaio pos-AFB¢ ndo deve ser atribuido somente a
microcistina e glifosato, ja que nao se utilizou MC-LR e glifosato puros, simulando
uma condi¢cdo real de contaminagao ambiental. O extrato celular preparado com
cultivo de Microcystis sp. TAC95 também deve conter lipopolissacarideo altamente
téxico, responsavel pela reacao inflamatéria em peixe (NOVOA et al, 2009); o GF
utilizado consistiu de formulacdo comercial (RoundUp® Original) contendo o

surfactante toxico Polyethoxylated tallowamine (POEA).

6.3.8. Sobrevivéncia

A figura 10 mostra a taxa de sobrevivéncia calculada em porcentagem de
animais sobreviventes no final de 12 dias de experimento, independentemente de
alteracdo macroscopica. A sobrevivéncia manteve-se acima de 60 %, considerado
normal nesta fase de vida da espécie. A variagao aleatoria de sobrevivéncia entre
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grupos ocorreu sem motivo aparente, estando dentro de normalidade em individuos

heterogéneos.
100% 93% 89%
82%  [ho0od
gow | 5% 00000
00000
60% 00000
.
o o000
00000
20% 00000
00000
o @) & <
& K
*é‘("

Figura 10: Porcentagem de sobrevivéncia das larvas de tilapia do nilo (O. niloticus)
submetidos a tratamento com AFB4: Aflatoxina B4, MC: microcistina em extrato
celular de Microcystis sp. TAC 95, GF:Glifosato apds 12 dias (N amostral de 72
animais por grupo).

6.4. Conclusao

As malformagbes morfolégicas e biométricas registradas em fase larval de
tilapia, decorrente de baixo nivel de exposicéo, reverteram antes da fase pds-larval,
independentemente de contaminante. Todavia, salienta-se a teratogénese
permanente sem reducdo na sobrevivéncia observada em concentragdes capazes

de ocorrerem em habitat natural perante Microcystis sp.TAC95, glifosato e AFB;.
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7.CAPITULO 2: Histopatologia em larvas de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) expostas a aflatoxina B4, Microcystis sp., e herbicida a base de
glifosato

7.1.Introducao

Microcistinas sao heptapeptideos monociclicos toéxicos produzidas por
espécies pertencentes aos géneros Microcystis, Anabaena e Planktothrix. As
microcistinas possuem sete aminoacidos em sua composi¢cdo e sdo nomeadas de
acordo com a variagdo dos L-aminoacidos, logo, por exemplo, microcistina-LR
contém leucina (L) e arginina (R). Mais de 70 microcistinas foram isoladas e
identificadas, sendo a MC-LR, a toxina de ocorréncia mais frequente (DJEDIAT et al,
2010).

Glifosato, N-fosfometilglicina, comumente vendido sob a formulagcéo
comercial, Roundup®, € um herbicida extremamente usado em areas de plantagao
ou urbanas. Apesar de alguns estudos mostrarem que o composto pode ser
classificado como n&o carcinogénico, também foi demonstrado que tanto o
composto isolado glifosato, como a formulagdo comercial Roundup® podem causar
um rapido aumento na divisdo celular em células de cancer de mama (GEORGE et
al, 2010). Os testes de toxicidade cronica sdo geralmente avaliados por meio de
exposi¢oes prolongadas do organismo a concentragdes subletais. Em peixes
geralmente abordam apenas uma fase do ciclo de vida, que pode variar de sete dias
a alguns meses (ALBINATI, 2009).

Aflatoxinas sao derivados de difuranocumarinas predominantemente
produzidas como metabdlito secundario por fungos filamentosos, principalmente
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Aflatoxina B¢ € a variagdo mais comum, é
altamente mutagénica, toxica, carcinogénica e teratogénica para humanos e animais
(ALBERTS et al, 2009).

Dentre as espécies de peixe mais cultivadas, a tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus) se destaca pela capacidade de suportar variagbes ambientais e
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sobrepesca. O cultivo vem sendo muito apreciado por pescadores profissionais e
amadores devido sua facilidade de comercializagdo e carne saborosa (SANTOS et
al, 2004). Assim, a tilapia do Nilo como modelo experimental para averiguar efeitos
histolégicos de uma possivel multi-contaminagdo. Uma vez que efeitos toxicos de
poluentes podem ser evidentes em células e tecidos, antes que mudancgas
significativas no comportamento ou na aparéncia externa possam ser identificadas
(ALBINATI, 2009).

Levando todos esses fatos em consideracdo, o presente estudo teve o
objetivo de utilizar como biomarcadores histolégicos o figado e o rim de tilapias para

verificar o efeito de contaminantes ambientais: aflatoxina B4, microcistina e glifosato.

7.2.Material e métodos

7.2.1. Animal experimental: o modelo experimental para o ensaio consistiu das
larvas de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus), obtidas e mantidas conforme item
5.2.

7.2.2. Aflatoxina B, : Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA, diluida em metanol

e concentracao determinada de acordo com item 5.3.

7.2.3. Herbicida a base de glifosato: herbicida comercial Roundup® Original

(Monsanto, St, Louis, EUA) diluida a 5 yL/L para os ensaios de imerséao (item 5.4).

7.2.4. Microcystis sp.: a cepa TAC95 foi cultivada, concentrada, liofilizada e diluida
para o uso (item 5.5). A determinagdo da variante da microcistina foi realizada por
HPLC-MS (item 5.10.3.2.) e a quantificagdo realizada por c-ELISA (item 5.10.3.1.).
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7.2.5. Delineamento experimental: definido no item 5.6.

Oito tratamentos, cada um contendo 48 unidades experimentais foram
formulados, incluindo o controle negativo. Os ovos de tilapia foram expostos a 5
ng/mL de AFB; por 1 hora em placa de Petri, seguida de exposi¢cédo isolada e
simultdnea a Roundup® (glifosato) e microcistina (extrato celular concentrado e
liofilizado de Microcystis sp. TAC95, item 5.5.1) em microplaca para cultura de célula
(1 ovo por pogo). As concentragdes foram baseadas em trabalhos anteriores e
ensaios prévios. Apos 12 dias, 5 larvas/tratamento foram aleatoriamente coletadas

para analise histologica.

7.2.6. Histologia: a analise histolégica/histoquimica consistiu de técnicas detalhadas

no item 5.9.

7.3. Resultados e discussao

A figura 13 e tabelas 8 e 9 apresentam a analise histolégica em larvas de
tilapia submetidas ao tratamento com AFB;, herbicida a base de glifosato e extrato
celular de Microcystis sp. TAC95 contendo microcistina. A maioria dos animais
expostos a contaminantes ambientais na concentracdo testada, mesmo
apresentando determinadas alteragdes macroscépicas, foram capazes de reversao,
obtendo-se porcentagem de sobrevivéncia normal no 12° dia. Salienta-se que o
ensaio de imersao foi realizado em agua reconstituida com qualidade controlada,

mantendo-se as caracteristicas adequadas para a espécie.

A figura 11 mostra o corte histoldgico integral de larva de tilapia, que atingiu
entre 6 a 7 mm de desenvolvimento no 12° dia, independentemente do tratamento
submetido. Conforme a figura, todos os grupos ja continham a maioria dos 6rgaos
internos de peixe normal em formacgao, apontados e identificados na legenda. Nesta
idade também pode iniciar a diferenciacdo de hepatopancrea, sendo observada em
uma larva normal, entre os cinco animais analisados (dados ndo apresentados). As

branquias mostraram-se ainda em estagio insuficiente para analise tecidual, portanto
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os dois principais orgaos selecionados para estudos subsequentes consistiram de

figado e rim.
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Figura 11: Corte longitudinal da larva de tilapia corada com H.E. (5um de
espessura). 1 — figado; 2 — saco vitelinico; 3 — porgao proximal de rim; 4 — bexiga
natatoria; 5 — musculatura; 6 — cérebro; 7 — arcos branquiais; 8 — olho.

Dois 6rgdos com maior grau de alteragdo consistiram de figado e rim, sendo
observado em todos os tratamentos, embora variasse em quantidade e intensidade
(tabelas 8 e 9). As escassas literaturas referentes a histopatologia de peixes
expostos a multicontaminantes diferem entre si em relagdo as espécies, ao
delineamento experimental e, principalmente, a metodologia da avaliagdo de
resultados (Albinati et al., 2009).

A tabela 1 mostra as alteragdes histolégicas detectadas no figado de larva,
que apresentou-se atipico, se comparado com tilapia adulto. Os hepatdcitos
apresentaram-se extremamente vacuolizado, mas o fato seria considerado normal
em animal com alta demanda energética e metabolismo acelerado, ja que os
hepatdcitos estariam acumulando glicogénio. A vacuolizagao hepatica normal ocorre
em peixe dependendo da fase da vida, sendo que o figado e pancrea nao funcionais
ao eclodir, somente se tornam funcionais apds absorg¢ao do saco vitelinico em larva
de tilapia (Govoni et al, 1986). Durante a embriogénese, o saco vitelinico sustenta
tanto a demanda energética para a organogénese quanto para 0S processos
metabdlicos (DELERME et al., 2005). A falta de funcionalidade hepatica justificaria a

reagao negativo para PAS (figura 12B), demonstrando que a vacuolizagéo do tecido
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nao seja devida ao acumulo de glicogénio, mas provavelmente ao acumulo de
lipideos, sendo observado também em larva de Melanogrammus aeglefinus
(HAMLIN et al., 2000)

A baixa concentracdo de glicogénio em relagéo a predominéancia de lipideos,
em larva de O. niloticus (figura 12), também tem sido observada na ontogénese no

primeiro més pés-eclosdo em larva de Sparatus aurata (SARASQUETE et al. (1995)
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Flgura 12 Flgado em larva de tllapla do n|Io (O niloticus) A - H.E:
vacuolizagado intensa com presencga de sinusodides, mas sem disposi¢cao lobular
evidente (200x); B — PAS: baixa quantidade de granulos de glicogénio (GC) e
vacuolizagao (VC)(400x); Rim em larva de tilapia do nilo (O. niloticus) C - porgéao
proximal do rim com tecido linféide (TL) em comparagado com a porgéao distal (400x);
D - Porgéo distal do rim sem tecido linféide. Observar glomérulos em formacgéao (GF),
tubulo contorcido distal (TD) e tubulo contorcido proximal (TP) (400x).

Hepatdcitos normais apresentaram nudcleo com cromatina dispersa,
concentrada proximo a membrana nuclear, com um ou mais nucléolos. O citoplasma

apresentou-se granular e altamente vacuolizado. Resultados semelhantes foram
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encontrados por Fanta et al.(2003) ao analizar o figado de coridoras (Corydoras

paleatus).

A maioria de alteragdes hepaticas observadas nao foram de carater necrético
e apresentavam a possibilidade de reversdo para tecidos normais e funcionais
(figura, tabela). Outrossim, sendo figado um 6rgao vital para a biotransformagéo, as
alteracdes devidas a impactos toxicolégicos frequentemente estdo associadas com

condigdes degenerativas e necroticas.

A figura 12B mostra o figado corado com acido periddico-Schiff (PAS) para
evidenciar macro-moléculas de carboidrato (glicogénio, glicoproteinas e
proteoglicanas) em purpura-magenta. A reagdo oxidativa seletiva desencadeada
com acido periédico produz aldeidos, que subsequentemente reagem com o
reagente de Schiff, sendo usualmente utilizada para identificar glicogénio
intracelular. Os hepatocitos das larvas de tilapia apresentaram baixa quantidade de
glicogénio se comparado ao peixe adulto (figura 12B), mas vacuolos evidentes
sugerem presenga de lipideo devido a falta de coloragao, tanto por HE como por
PAS. Conforme mostra a figura 11, existe uma proximidade intima entre figado e
saco vitelinico em larva de tilapia, e no estagio de desenvolvimento estudado esta

ocorrendo transicdo de fungdo de armazenamento do saco vitelinico para o figado.

A fase adulta pode apresentar vacuolos conforme estado metabdlico do
animal (estresse, periodo de reproducgédo, contaminagdo ambiental) a Figura 12A
também mostra que as larvas de tilapia nesta fase ndo apresentaram lobos no
figado. Em determinadas espécies, como em Sebastes melanops, Brevoortia
patronus e Leiostomus xanthurus os lobos do figado apenas se tornam distintos ao
redor do 30°dia apds a eclosdo (GOVONI et al., 1986).

O rim de tilapia em estagio larval € composto por uma porgdo proximal
formada por tecido intersticial e nefrons, e uma porgao distal formada somente por
nefrons, com pouco, ou até mesmo auséncia de tecido intersticial. Na figura 12D
observou-se um foco na parte distal do rim, apresentando tubulos contorcidos
proximal, distal e glomérulos em formagéo. A diferenga entre os tubulos contorcidos

distais e proximais pdde ser percebida pelo tamanho das células cubdides e sua
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superficie na luz do tubulo. Os tubulos proximais possuem as células cubdides
maiores, com borda em escova e maior numero de mitocondria (ndo é possivel
observar com o aumento de 1000x utilizado), os tubulos distais possuem as células

menores, seus microvilos ndo formam escova e o nidmero de mitocondrias € menor.

Alteragoes histolégicas mais freqiientes observadas nos peixes expostos a
estrato de Microcystis sp. TAC95 contendo microcistina, herbicida a base de
glifosato e aflatoxina B4

Os animais expostos apenas a um contaminantes ou combinagao entre eles
apresentaram alteragbes histoldgicas nos rins e no figado. A quantificagdo dos

danos foi calculado através do indice de Alteragbes Histoldgicas, IAH e do Valor
Médio de Alteracoes, VMA.
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Figura 13: indice de alteragdes histoldgicas - IAH e valor médio de alteracdes - VMA
das alteragbes observadas no figado (A e B) e rim (C e D) de tilapia. As barras de
erro correspondem ao erro padrao e letras diferentes indicam diferenga significativa
entre os tratamentos. (P<0,05,N=5).
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Na figura 13, apresentam-se graficos dos indices de alteragdes histoldgicas e
suas analises de diferengca de média por Tukey a P<0,05. Diferengas significativas
foram encontradas somente no figado, em ambos indices de avaliagdo. Nos rins, a
auséncia de efeitos significativos pode ser atribuida a baixa toxicidade ao érgao em

formacéo.

Como foi observado na figura 13A somente o tratamento AFB; + MC + GF
diferiu estatisticamente pela avaliacdo do I|AH, no entanto os tratamentos
apresentaram alteragbes histologicas em maior numero e severidade que o

tratamento controle.

Na figura 13B, os tratamentos diferiram do controle, porém nao houve
diferenga entre eles. Histologicamente, os efeitos dos contaminantes ndo causaram

alteragdes especificas.

Para rim, em ambos os indices, IAH e VMA, os tratamentos nao
apresentaram diferencgas significativas entre os tratamentos e o controle, no entanto
foi possivel observar que em geral houve mais alteracbes nos animais tratados que

nos animais controle.

Os tratamentos que receberam AFB; apresentaram as mesmas alteracdes
dos tratamentos sem a micotoxina, ndo demonstrando efeitos adicionais nas larvas.
Essa auséncia de efeitos de uma toxina tdo potente pode ser atribuida a
concentracdo e ao método de exposicdo. A AFB4 é polar e foi empregada por
imersao dos ovos, no entanto a membrana que reveste o ovo possui mMicroporos
para troca gasosa e de ions presentes na agua. Moléculas polares ndo possuem a
capacidade de atravessar a barreira, mantendo assim o embrido sem contato com a
micotoxina. A concentracao da AFB; também influiu no resultado, enquanto neste
trabalho foi empregada a concentragdo equivalente a contaminagéo de 5 pg / Kg,
alguns experimentos (LOPES et al, 2005a e 2005b) utilizaram concentragdes
superiores o permitido por legislagdo (203 ug / Kg) para obter resultados

significativos em experimentos com peixes).
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AFB;+MC+GF, figado em

AFB.+MC+GF, figado em ” )
. H.E., 400X

H.E., 1000X

o4 | AFB+GF, figado m
H.E., 200X

AFB.+GF, figado em
H.E., 400X

Figura 14: Figado de tilapia (Oreochromis niloticus) corado com HE, A- NA: Nucleo
Atrofiado, NN: Nucleo Normal, NU: Nucleo com aumento de volume, NV: Nucleo
Vacuolado; B — Observar eritrécitos pelo tecido; C —Nucleo com aumento de volume;
D — Observar aumento da frequéncia de capilares. Aumento de 1000X em A e 400X
emB, CeD.

Foi possivel encontrar resultados semelhantes aos aqui apresentados, no que
se diz respeito a alteragdes histolégicas e contaminantes (LANGIANO ,2006;
JIRAUNGKOORSKUL et al. 2002 e 2003; ALBINATI et al. 2009), porém em fases

distintas do desenvolvimento de peixes.
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TABELA 8: Alteragcbes hepaticas nos grupos de peixes expostos a diferentes
combinacgdes de aflatoxina B4 (AFB1), extrato celular de Microcystis sp. TAC95 (MC)
e glifosato (GF).

Porcentagem de peixes com dano (N =5)

Alteragcdes peso
Ctrl T4 T, T3 Ta Ts Te T,

PContCel I N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PContNuc I N.D. N.D. 20 20 20 40 40 40
AVolCel I N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AVoINuc I N.D. 60 80 60 40 40 40 100
DFregNuc I N.D. 20 20 N.D. ND. 20 N.D. N..
EstBil I N.D. N.D. N.D. N.D. ND. ND. 20 20
HHem I N.D. 60 N.D. 80 20 60 40 60
RupVas I N.D. 80 20 20 N.D. 20 40 20
VacNuc I N.D. 40 80 80 N.D. 60 20 40
DegNuc I 40 40 60 100 60 80 80 100
AtrofNuc I 20 60 20 60 20 60 60 100
RompCel Il N.D. 20 N.D. N.D. N.D. ND. ND. 20
Necrose 1 N.D. N.D. N.D. N.D. ND. ND. ND. 20

T4=MC; T, = GF; T3= MC+GF; T, = AFBy; Ts= AFB{+MC; T¢ = AFB,+GF; T; = AFB;+MC+GF; N.D.=
nao detectado; PContCel=perda ou atipia do contorno dos hepatdcitos; PCont Nuc=perda ou atipia do
contorno do nucleo dos hepatdcitos; AVolCel=aumento do volume celular; AVolNuc= aumento do
volume nuclear;DFreqNuc=diminuicdo da freqUéncia relativa de nucleos; EstBil=estagnagao biliar;
HHem=hiperemia; RupVas=ruptura de vasos; VacNuc=vacuolizagdo nuclear; DegNuc=degeneragao
nuclear; AtrofNuc= atrofia nuclear; RompCel=rompimento celular.

A necrose, por ser o estagio mais avangado da degeneragao celular, ndo foi
registrada nesse experimento, por se tratar de concentragdes baixas. E possivel que
em concentragcdes maiores, 0s mesmos contaminantes e / ou a combinagao entre
eles possam vir a causar degeneragdes mais graves e irreversiveis como a necrose.
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TABELA 9: Alteragbes renais nos grupos de peixes expostos a diferentes
combinacgdes de aflatoxina B4 (AFB1), extrato celular de Microcystis sp. TAC95 (MC)
e glifosato (GF).

Porcentagem de peixes com dano (N total =5)

Alteralles peso

Ctrl Ty T, T3 T4 Ts Te T7
PCTL I 20 60 40 60 N.D. 100 60 100
DHL I N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
HTCT I N.D. 60 40 20 40 40 40 60
PAST I 20 20 40 100 60 60 80 20
DHS I N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Nec Il N.D. N.D. N.D. ND. N.D. ND. N.D. N.D.

T4=MC; T, = GF; T3= MC+GF; T, = AFBy; Ts= AFB+MC; T¢ = AFB4+GF; T; = AFB;+MC+GF; N.D.=
nao detectado; PCTL= perda do contorno ou contorno atipico das células do tecido linféide; DHL=
degeneracao hialina leve; HTCT=hipertrofia das células tubulares; PAST=presenca de material PAS-
positivo nas célulass tubulares; DHS=degeneracao hialina severa; Nec=necrose.

indice Hepatosomatico e Proporgdo do saco vitelinico

O [idice hepatosomllico (proporilo do fllado em relallo ao corpo) foi
determinado pelo comprimento de ambos. Tavares, 2000 correlaciona positivamente
a relalJo entre peso hepllico/peso corporal e peso hepllico/comprimento corporal,
desta forma a utilizallo da medida [lomprimentolifez se villel devido aos animais

serem demasiadamente pequenos.

O saco vitelllico [a reserva de energia para o desenvolvimento do animal,
sendo possllel aferir o estagio de desenvolvimento de acordo com a quantidade de
reserva ainda presente no anexo embrion(Jio. Utilizou-se a propor(]o entre a [lea do
anexo embrion(lio e o comprimento padri], em um corte longitudinal-central para

determinallo da proporl]o do saco vitell]ico ao 12(] dia de vida.
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Tabela 10: AnlJise biom[lrica de O. niloticus perante [Indice Hepatosom!ico (IHS) e
propor]o do saco vitellico em relallo ao comprimento padr] (SV/CP).

Tratamento IHS SV/CP
Controle 21,25(11,82 57,681125,9
MC 21,53111,65 74,881130,15
GF 21,32(13,12 50,931140,69
MC+GF 16,47110,72 37,011153,81
AFB; 17,90013,19 28,831121,75
AFB;+MC 19,98(13,66 57,200126,23
AFB,+GF 20,52(13,29 52,141149,53
AFB;+MC+GF 24,07111,10 98,421170,09

AFB; = aflatoxina B; MC = extrato celular de Microcystis sp. TAC95; GF = glifosato.

A determina’lo dos valores padr(! para a determinallo do IHS [limportante
para a compreens(] dos dist[lbios hepllicos, que podem ocorrer durante os
processos patolllicos. De acordo com Tavares (2000) O. niloticus apresentou o
flJado proporcionalmente maior que a maioria das espllies comerciais, por.l menor
que as outras tilllias. Outros fatores, alll de contaminantes, como alimentallo e
infeclles podem ser respons(ieis por eventuais alteralles de tais caracter(ticas

biom{ricas.

O IHS nl] diferiu entre os tratamentos e apresentou baixo desvio padr(],
demonstrando que apesar do tamanho dos animais terem diferido estatisticamente
como observado no capljulo anterior, a proporljo entre [Iglis e o corpo n[] foi
afetata. De acordo com Delerme et al., 2005 larvas de Orizyas latipes apresentaram
diminuilJo do tamanho e massa do fllado quando expostas [IMC-LR, no entanto a
exposillo feita pelos autores ni] simula uma ocorricia natural, pois foi injetado
diretamente no saco vitelllico a quantidade de 2 pg / saco vitellJico (equivalente a

100 [1g /L, ou seja, 20 vezes a concentral |0 utilizada neste trabalho).
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O desenvolvimento do rim foi aferido pela contagem de tliulos renais
presentes no corte central da larva (Fig. XX). Quanto maior o nilero de tllulos
presente no corte, mais avaniido foi considerado o estllio do desenvolvimento.
Existiu a possibilidade de ter se contabilizado o mesmo tJulo mais que uma vez,
pelo fato de tlJulos renais serem contorcidos e poderem passar pela secllo mais
que uma vez, no entanto todos os tljulos foram contabilizados pois se um tllulo
passou mais que uma vez pela seclo, indica que o tamanho deste [superior e logo

[Imais funcional, tamb[ ] indicando um est(Jio mais avan(do.
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Figura 15: Quantidade de tubulos renais detectadas no corte central de tilapia.

Os animais tratados com MC e AFB4 + MC ndo diferiram estatisticamente do
grupo controle e do grupo que recebeu somente AFB4, no entanto todos os grupos
que recebeu o GF apresentaram menor quantidade de tubulos renais, fato este que
pode ser devido ao metabolismo dar mais importancia com a detoxicacao do

organismo que sua prépria formacgao.

Os resultados histolégicos diferiram dos resultados teratogénicos
macroscopicos, apresentados no capitulo anterior. Enquanto a utilizagdo
concomitante da MC e do GF diminuiram as alteragbes teratogénicas, na histologia
pode-se observar o efeito contrario. Apesar de terem sido os mesmo animais e o
mesmo tempo de exposicédo, os efeitos teratogénicos ndo reversiveis levaram os
animais a morte, enquanto os efeitos reversiveis ja haviam desaparecido ao 12°dia.

Com isso observou-se que os efeitos teratogénicos tinham carater de efeito agudo,
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enquanto os efeitos histoldgicos, carater de efeito crénico. Embora o tempo de
exposi¢cao tenha sido o mesmo, os efeitos teratogénicos foram de uma fase do
desenvolvimento, levando o animal a morte ou nao, ja os efeitos histologicos
representam os efeitos de toda uma fase, o periodo larval, caracterizando assim um

ensaio cronico.
Conclusao

Através do ensaio de co-exposicao de tilapia a Microcystis sp. TAC95,
aflatoxina B1 e herbicida a base de glifosato foi possivel observar alteragdes

histolégicas no figado € no rim.

As alteragbes de figado foram significativamente (P<0,01) diferentes nos
animais tratados com glifosato e suas combinagbes, porém nao houve diferenca
significativa nos animais tratados apenas com extrato celular de Microcystis sp.
TACO95.

As alteragcbes de rim ndo apresentaram diferengas significativas entre os
tratamentos, mostrando que a histologia renal ndo foi afetada pelos contaminantes
nas concentracbes empregadas. No entanto, o numero de tubulos renais foi

significativamente menor nos animais que entraram em contato com glifosato.

Os resultados mostraram que o extrato celular de Microcystis sp. TAC95 e
glifosato, mesmo em doses consideradas baixas e sem efeito toxico agudo, pode
desencadear alteragdes nos tecidos do figado e rim durante a ontogénese de tilapia.
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8. Notas de pesquisa

8.1. Analise de Micotoxinas

O lote da racgéao fornecida aos animais durante os 60 dias de experimento nao
apresentou, em seus cromatogramas, picos no momento de retengdo para as
micotoxinas analisadas, acusando resultado negativo para as analises de
fumonisinas e aflatoxinas, como pode ser observado na figura 16 mostrando-se de

boa qualidade para o fornecimento animal em relagdo a micotoxinas.
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Figura 16: A e B: analise de fumonisinas por CLAE; C e D: analise de aflatoxinas
por CIA-CLAE.

Os animais foram expostos as mesmas concentragdes do inicio do
experimento , em duas fases devido a falta de espacgo fisico. No primeiro dia foram
simulados os tratamentos Controle, MC, GF e MC+GF. Apds 24 hs foi feita a coleta
de sangue, porém os peixes expostos a glifosato ndo sobreviveram a exposi¢cao por
24 hs na concentracdo utilizada (5 pL/L), devido a isso nao foi possivel obter dados
para analise destes tratamentos. No segundo dia foram simulados os tratamentos
AFB,, AFB1+MC, AFB1+GF e AFB4+MC+GF, sendo que a os animais entraram em
contado com AFB1 somente no periodo embrionario. Devido a mortalidade total dos
animais expostos a GF do primeiro dia de experimento, a dose administrada aos
tratamentos que continham o herbicida foi reduzido de 5 para 2 uL/L, resultando em

nenhuma morte dos tratamentos em 24 horas de exposicao estatica.

Os resultados obtidos com o ensaio do cometa em eritrécitos de O. niloticus
expostos a MC, GF e AFB4 e seu respectivo controle negativo estdo apresentados

na Tabela 11.

Tabela 11: Numero de nucledides observados em cada classe de cometa (0, 1, 2, 3)
e média de nucledides danificados por animal em eritrécitos de Oreochomis niloticus
expostos a MC, GF e AFB4 e controle negativo. Foram analisadas 100 células por
animal.

Niveis de Danos

Frequéncia

de células

Escore danificadas
TRATAMENTOS 0 1 2 3 (Média * SD) (Mean * SD)
Controle 15+7,2 321+56 33+7.8 19.9+3 157.7 +17.3 0.85+0.07
MC 178+77 284+43 355+6.5 18.6+9 154.6 £+234 0.82+0.07

AFB, 11.83+4 35+26 36.3+571 16.8+4.87 158.2+ 10 0.88 £ 0.04
AFB,+MC 11.3+4.7 36.6+10 36.9+10.1 15.3+54 156.1+20.5 0.88+0.04
AFB,+GF 85+6.8 285+6.5 435+8.9 19.5+5.8 174 £ 23.7 0.91 £ 0.06

AFB+GF+MC 115+492 339296 35655 19+ 8.6 162.1+22 0.88+0.04
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Os valores médios de escore foram calculados para os grupos experimentais
e para o controle negativo. Os escores médios dos peixes expostos a MC, GF e
AFB1 nao foram estatisticamente maiores (p<0,05) do que os valores obtidos para

0s animais expostos somente a agua reconstituida (controle-negativo).

&
¥
e

Figura 17: Os escores medios de cometa de Oreochromis niloticus exposta a MC,
GF e AFB1.

E possivel observar na tabela 11 e na Figura 12, que os tratamentos nao
diferiram entre si, no entanto também é possivel observar que o escore para o
tratamento controle encontra-se elevado. Vanzella et al,(2007) ao expor Prochilodus
lineatus a fracdo hidrossoluvel de dleo diesel em por diferentes periodos de tempo
(6, 24, 96 hs e 15 dias) pode observar diferengas significativas entre os tratamentos,
no entanto, como a maioria dos outros trabalhos, o escore do controle negativo
permaneceu ao redor de 20 + desvio padrao. O escore médio do tratamento controle
permaneceu ao redor de 157, mostrando que houve algum dano genético ou alguma

falha na execucéo do procedimento.

Speit e Hartmann (1999) estabeleceram o protocolo para a execugéo do teste
de cometa em eritrécitos de sangue periférico. No entanto para evitar o sacrificio dos
animais o sangue foi extraido por pung¢ao cardiaca pois ainda se apresentavam em
tamanho muito diminuto para se extrair o sangue da veia caudal sem o sacrificio.

Porém Azevedo et al, (2006) ao descrever a hematologia da tilapia do Nilo, mostra
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que existe algumas diferengas bioquimicas na composicdo do sangue na veia
caudal e no coragdo. O sangue da veia caudal é sangue arterial advindo das
branquias e o sangue do coragao é venoso advindo da maioria dos 6rgaos e com
destinagao as branquias para troca gasosa e eliminagdo de compostos toxicos. O
sangue venoso de tilapia possui pH 7,3 enquanto o sangue arterial, pH 7,5. Em
relacdo ao pCO,, o sangue venoso possui 50mmHg e o arterial 30mmHg. Logo, para
estudos posteriores, caso for necessario utilizar sangue retirado por pungéo
cardiaca, adaptagdes bioquimicas devem ser feitas para garantir a confiabilidade do

protocolo.
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Consideragoes finais

Os ensaios de exposi¢ao isolada e simultdnea dos ovos de peixe a AFBy,
Roundup® (glifosato) e microcistina (extrato celular do cultivo de Microcystis sp. TAC

95) ndo afetaram o tempo de eclosao.

O extrato celular de Microcystis sp. foi produzido e caracterizado por LC-
MS/MS e a quantificacao de MC'’s totais realizada por ic-ELISA. A caracterizagao por
LC-MS/MS mostrou que o tipo mais provavel de microcistina produzida pela cepa
TAC95 é a MC-LR.

As ragdes fornecidas aos animais, reservados ao ensaio de genotoxicidade
eram de boa qualidade, com alto nivel proteico, energético e vitaminico (de acordo
com fabricante) e com auséncia de micotoxinas (aflatoxinas e fumonisinas) de
acordo com a metodologia utilizada para as analises e seus respectivos limites de

deteccao.

Algumas larvas expostas aos contaminantes, apresentaram malformagdes
como desvio da cauda, da coluna e megalocardia, no entanto a maioria das
anormalidades, com excegédo da megalocardia, foram reversiveis antes do 12° dia de
tratamento. Apesar de causarem efeitos teratogénicos, os contaminantes n&o
influenciaram na sobrevivéncia dos animais na fase de vida em questao, a fase de
larva. Os animais reservados para os testes de genotoxicidade se desenvolveram
normalmente com intensa heterogeneidade no tamanho, fato este devido a baixa

densidade dos animais levando ao desenvolvimento de dominancia.

Os ensaios de genotoxicidade n&o foram bem sucedidos, e ndo foi obtido
resultado com grau de confiabilidade significativo para ser feito alguma dedugao do
experimento. Para utilizagdo de sangue retirado por punc¢ao cardiaca, recomenda-se

a adaptacao da técnica do Cometa.

Recomenda-se a continuidade do estudo, estendendo-se a analise do efeito
destes contaminantes em espécies com maior sensibilidade , ja que a tilapia trata-

se de peixe rustico e resistente, caracteristicas desejaveis para a produgao animal,
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contrastando-se com as espécies destinadas ao programa de monitoramento

ambiental.
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Anexos

RalJo Alcon COLOURS® MEP 200 Complex

N[ eis de Garantia:

Umidade (m.) 8 %
ProteJa bruta (m(J.) 42 %
Extrato etfleo (m[1.) 5%
MatJia fibrosa (m.) 6 %
Mat(Jia mineral (m[1.) 15 %
Clicio (m[1.) 5%
F(iforo (m(1.) 0,7 %

Enriquecimento por kg de Produto:



Vitamina A
Vitamina D3
7Vitamina E
Vitamina K3
Vitamina B1
Vitamina B2
Vitamina B6
Vitamina B12
Niacina
Pantotenato de clcio
Biotina

Ccido fJico
Colina

Ferro

Cobre

Zinco
Mangan(]
SellJio

lodo

Metionina

Vitamina C estabilizada

Composicao Basica do Produto:

Proteina texturizada de soja, farinha de peixe, farinha de trigo, camarao fresco,
farinha de milho, farinha de algas marinhas, cenoura desidratada, espinafre

30.000 UI
5.000 UI
83,3 mg

8,3 mg
6,7 mg
25 mg
6,7 mg
33,3 mcg
116,7 mg
50 mg
0,3 mg
2,5mg
520 mg
83,3 mg
8,3 mg
83,3 mg
66,7 mg
0,2 mg
1,7 mg
833,33 mg

250 mg
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desidratado, leveduras, 6leo de soja refinado, spirulina, aditivo prebidtico, sal, aditivo

enzimatico, premix vitaminico mineral, astaxantina, corantes naturais, minerais
organicos quelatados, vitamina C estabilizada, antioxidante. (ALCON, 2009)





