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RESUMO

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios provenientes de fungos e sdo produzidas
essencialmente por trés géneros de fungos, Fusarium spp, Aspergillus spp e Penicillium spp.
Estas substancias aparecem quando sdo reunidas certas condi¢des especificas em relacdo ao
alimento e ao meio exterior, sendo que a exposicdo por parte dos animais a estas pode dar

origem a doencga (micotoxicose).

O trabalho que se apresenta foi centrado nas fumonisinas, que constituem um grupo de
micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium, principalmente pelas espécies F.
verticillioides e F. proliferatum. O objectivo principal foi avaliar, até que ponto, um nivel
bastante baixo destas miotoxinas (0,05 mg kg™), mas possivelmente expectavel em dietas
com uma componente de ingredientes de origem vegetal, poderia ter efeitos no crescimento,

na eficiéncia alimentar e na anatomopatologia de juvenis de truta arco-iris.

Para o efeito, foram utilizadas quatro dietas experimentais para juvenis de truta arco-iris,
formuladas de modo a respeitar as suas exigéncias nutricionais. Foi utilizada uma dieta
controlo (CTRL) que continha farinha e 6leo de peixe como principais fontes de proteina e de
gordura. Esta dieta serviu de base para a formulacdo das outras dietas experimentais: uma
dieta (FUM) que diferiu na sua composicdo devido a inclusdo de um nivel bastante reduzido
de fumonisina (0,05 mg kg™); uma terceira dieta (MFIX) onde foi utilizado um composto que
teria como funcdo contrariar o efeito da micotoxina e uma quarta dieta (FUM+MFIX) com
inclusdo da micotoxina e do produto previamente referido. Foram utilizados doze grupos
homogéneos de cinquenta peixes (peso médio inicial: 19+0,3g), distribuidos aleatoriamente
por doze tanques de fibra de vidro, constituindo, assim, triplicados de cada tratamento. Os

peixes foram alimentados com as dietas experimentais durante 58 dias.

No final do ensaio foram avaliados os parametros do crescimento e da eficiéncia alimentar, a
composicao corporal final dos peixes, bem como a sua analise anatomopatoldgica. Apos a
andlise dos resultados, ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para o
crescimento e eficiéncia do alimento. Todavia, foram detectadas diferencas significativas no

que diz respeito ao indice hepatossomatico e a analise anatomopatologica.



Partindo do principio que este trabalho se trata de uma primeira abordagem a esta espécie,
face aos resultados obtidos, estes sugerem que esta espécie, a esta idade e peso (19 gramas),

se mostra sensivel em termos hepaticos a concentracfes baixas de fumonisinas.

Apos consulta bibliografica, cremos que este trabalho é a primeira abordagem do género

realizada em truta arco-iris.

Palavras-chave:

Micotoxinas; fumonisinas; truta arco-iris; indice hepatossomatico; anélise anatomopatolégica
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ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites originated from fungi, being produced essentially by
three genera of fungi, Fusarium spp, Aspergillus spp and Penicillium spp. These substances
appear when specific conditions are fulfilled regarding the food and the environment and, in

consequence, the exposure of these to animals may lead to disease (mycotoxicosis).

The work presented here focused on fumonisins, which are a group of mycotoxins produced
by fungi of the Fusarium genera, mainly by the species F. verticillioides and F. proliferatum.
The main objective was to evaluate, to what extent, a rather low level of these myotoxins
(0.05 mg kg™), although expected in diets with a component of plant ingredients, could have

effects on growth, feed efficiency and anatomopathology of juvenile rainbow trout.

To this end, there were used four experimental diets for rainbow trout juveniles. These were
formulated to meet their nutritional requirements. A diet control (CTRL) containing fish meal
and fish oil as the main source of protein and fat was used. This diet was the basis for the
formulation of the other experimental diets: a diet (FUM) that differed in composition due to
the inclusion of a very low level of fumonisin (0.05 mg kg™); a third diet (MFIX) containing
a compound counteracting the effect due to the presence of mycotoxin and a fourth diet
(FUM + MFIX) with inclusion of the mycotoxin and the before mentioned compound.
Twelve homogeneous groups of fifty fish were used (average weight: 19 = 0.3g) and
randomly distributed over twelve fibreglass tanks, thus constituting triplicates of each

treatment. The fish were fed with the experimental diets for 58 days.

Finally, we evaluated the growth parameters and feed efficiency, the final body composition
of the fish and its anatomopathology analysis. According to the results analysis, no
significant differences were observed (P>0.05) for growth and feed efficiency. However,
significant differences were found regarding the hepatosomatic index and the

histopathological analysis.
Assuming that this work represents a first approach to this specie, and given the results
obtained, it suggests that this specie and for its age and weight (19 grams), the liver seems to

be sensitive to low concentrations of fumonisin.

vii



After bibliographic research, it seems that this work is the first of its kind held in rainbow
trout.

Keywords:

mycotoxins; fumonisin; rainbow trout; hepatosomatic index; histopathological analysis
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1 INTRODUCAO

1.1 Introducado Geral

Num relatério recente da FAO emitido em 2009, com o titulo “ How to Feed the World in
2050, fica expressa a preocupacao de como alimentar nove mil milhdes de pessoas em 2050
com recursos finitos, uma producéo tradicional de alimento que ndo consegue crescer muito,
com a erosdo dos solos, caréncia de agua e possiveis alteracBes ambientais (FAO 2009;
Merino et al. 2012). Apesar de uma aparente maior disponibilidade de alimento a nivel
Mundial, face a algumas décadas atras, uma em cada sete pessoas no Mundo ndo tém acesso
a quantidade minima de alimento capaz de suportar as suas necessidades nutricionais
(Godfray et al. 2010a). Paradoxalmente, um numero aproximadamente igual de pessoas

encontra-se em situacdo de sobrealimentacdo (Godfray et al. 2010a).

Um relatério das Nacbes Unidas divulgado muito recentemente (16 de Setembro 2014),
refere que cerca de 805 milhGes de pessoas no mundo, uma em cada nove, sofrem de fome
(FAO et al. 2014a). No entanto, o Estado da Inseguranca Alimentar no Mundo (SOFI 2014,
na sigla em inglés) confirma uma tendéncia positiva de decréscimo global do nimero de
pessoas que passam fome, que diminuiu em mais de 100 milhdes na Gltima década e em mais
de 200 milhdes desde 1990-1992 (FAO et al. 2014a). Neste relatdrio sdo elencados 7 casos de
estudo - Bolivia, Brasil, Haiti, Indonésia, Madagéscar, Malawi e 1émen — que destacam
algumas das estratégias que os paises adoptaram para combater a fome e como 0s eventos
externos podem influenciar a sua capacidade de atingir objectivos de seguranca alimentar e
nutricdo (FAO et al. 2014a).

Desde os anos cinquenta do século passado até a actualidade, tanto a producédo de peixe como

0 consumo de peixe per capita ttm vindo a aumentar (FAO 2014b). A producéo de peixe tem



vindo a crescer a uma taxa média anual de 3,2% ao ano e 0 consumo de peixe per capita
aumentou em 9,3kg desde a década de 60 até 2012, sendo a China o pais responsavel pelo

maior crescimento do sector da aquacultura (FAO 2014b).

Esta situacdo é potencialmente interessante pois, presentemente e segundo a FAO, a
aquacultura pode constituir uma excelente fonte de fornecimento de alimento, devido ao seu

esenvolvimento crescente e grande impacto na economia Mundial (FAO et al. 2014a).

O trabalho que se apresenta teve como objectivo principal avaliar o possivel efeito da
incorporacdo na dieta de peixes de uma dose extremamente moderada de uma micotoxina
(fumonisina), ao nivel dos pardmetros do crescimento e da eficiéncia alimentar, bem como de
alteracbes macroscopicas e histologicas associadas. Estes dois ultimos indicadores séo
especialmente importantes pois as fumonisina estdo descritas como sendo responsaveis por
causar alteragdes no figado (Lumlertdacha et al. 1995). Além da avaliacdo dos potenciais
efeitos das micotoxinas, foi utilizado um composto (MFIX), comercializado pela Empresa

BIOMIN, para uma avaliacdo preliminar da sua eficiéncia em peixes.

1.2 Desenvolvimento mundial do sector da aguacultura

A criagdo de organismos aquaticos ¢ uma actividade ancestral praticada pelo homem desde,
pelo menos, o ano 3500 a.C. onde se tera iniciado, na China, com a produgdo de carpa
(Cyprinus carpio), sendo que outras referéncias apontam para a utilizacao da tilapia-do-Nilo
(Sarotherodon niloticus) desde o ano 2000 a. C. (Parker 2000). Durante alguns milhares de
anos, a pratica aquicola foi encarada mais como uma actividade recreativa e de ornamento do

que produtiva, propriamente dita (Parker 2000).

Com efeito, a partir da revolucdo industrial e dada a necessidade de produzir de forma
sistematica alimento para uma populacdo humana em crescimento (Godfray et al. 2010b), as
pescas em geral e a aquacultura em particular passaram a ser perspectivadas de uma outra
maneira. Assim, a aquacultura tem crescido ao longo dos anos, ultrapassando as outras areas

da producéo animal para consumo humano (FAO 2014b). A procura global de alimentos de



origem aquatica aumentou, como referido, devido ao aumento e pressdo demogréfica e outros
factores relacionados como, por exemplo, a exploracdo excessiva das reservas naturais (FAO
2007). Por outro lado, o aumento da procura de peixe pela populacdo humana esta
intimamente relacionado com os beneficios para a salde associados ao consumo de pescado
(FAO 2007).

A tendéncia para a alteracdo dos habitos alimentares dos consumidores, numa procura de
alimentos mais saudaveis, sugere uma maior participacdo do pescado na dieta alimentar, uma
vez que o0s peixes e moluscos estdo naturalmente identificados como fontes importantes de
nutrientes (Chern & Rickertsen 2003; FAO 2007). O pescado é constituido por proteina de
elevada digestibilidade e valor bioldgico, vitaminas (A, D, niacina e B12), oligoelementos e
acidos gordos insaturados (Chern and Rickertsen 2003). Em particular, os lipidos de origem
marinha sdo ricos em &cidos gordos poli-insaturados de cadeia longa (n-3 PUFA —
polyunsaturated fatty acids Steffens 1997). Estas caracteristicas estdo associadas a papéis
importantes relacionados com a proteccdo e prevencdo de inimeras doencas humanas, em

particular de doencas cardiovasculares (He 2009).

Na medida em que grande parte do oceano se encontra com as suas reservas naturais
completamente esgotadas ou em forte grau de exploracdo, incapazes de sustentar a procura
crescente de pescado pela populacdo humana, a aquacultura assumiu um forte protagonismo e
parece ser uma potencial alternativa a diminuicdo brutal dos recursos naturais aquéaticos
(FAO 2007). A contribuicdo desta actividade para a producdo total de peixe, crustaceos e
moluscos aumentou de 3,9%, em 1970, para 27,1%, em 2000 e 32,4% em 2004 (FAO 2007).
Em relacdo aos ultimos anos devemos referir que, a escala global, o crescimento da
aquacultura deve ser considerado impressionante, apesar de uma ligeira diminuicdo na tltima
década (FAO 2012; FAO 2014b).

1.3 O sector da industria de alimentos compostos para peixes

E licito prever que a expansdo do sector da indUstria aquicola implicou um aumento

concomitante da producdo de alimentos compostos para peixes, sendo que o alimento



artificial utilizado na producdo é essencialmente constituido por farinhas e dleos de peixe,
principalmente para as espécies mais valorizadas em termos comerciais e que sdo produzidas

em regimes intensivos (Tacon & Metian 2008).

O incremento da utilizacdo de farinhas de peixe para alimentacdo dos peixes aumentou de
1882 mil toneladas em 1995 para 4300 mil toneladas em 2005 (Tacon & Metian 2008), e
espera-se que possa atingir cerca de 70% do total da produgdo mundial em 2015 (FAO 2002).
Para manter 0s consumos per capita em pescado, e tendo como base as previsfes para 0 ano
de 2030, além dos 148 milhGes de toneladas actualmente utilizados sera necessario produzir,

pelo menos, mais 23 milhdes de toneladas através da actividade aquicola (FAO 2012).

A elevada dependéncia da aquacultura em produtos de origem marinha levou a uma
acentuada utilizacdo de ingredientes, como as farinhas e 6leos de peixe, no mercado Mundial
e, simultaneamente, a procura sistematica de ingredientes alternativos a estas farinhas e 6leos
de peixe (FAO 2012). No caso particular das fontes protéicas de origem animal, os problemas
relacionados com a presenca de poluentes organicos e de doencas importantes, com destaque
para a BSE (encefalopatia espongiforme bovina), vieram colocar uma maior pressdo na

procura de alternativas de origem vegetal (FAO 2011; Fuertes et al. 2013)

1.4 Utilizacdo de ingredientes vegetais em dietas para peixes

Na ultima década tem-se assistido a um esfor¢o enorme de investigacao no sentido de reduzir
a dependéncia da utilizagdo das farinhas e 6leos de peixe nas dietas comerciais (Naylor et al.
2009), recorrendo a fontes vegetais alternativas fornecedoras de proteina e de gordura, como
ja foi referido (Béraud 2013).

Os ingredientes mais utilizados nos alimentos para peixes incluem: cereais e seus
subprodutos, proteaginosas e concentrados protéicos (Tacon et al. 2011). Nos cereais, 0
milho, trigo, arroz, soja e cevada sdo 0s mais produzidos e utilizados (Tacon et al. 2011).

Outras fontes, potencialmente fornecedoras de gorduras (soja, semente de algodé&o e girassol),



também tém sido estudadas, sendo que a ervilha e o tremogo parecem ser, dentro das
proteaginosas, as mais disponiveis no mercado (Tacon et al. 2011).

De um modo geral, os ingredientes vegetais apresentam valor nutricional constante e elevada
disponibilidade nos mercados (Pereira & Oliva-Teles 2002). Ndo admira que sejam muitos 0s
trabalhos realizados na area tendo em vista a substituicdo total ou parcial da proteina e
gordura animal da dieta dos peixes por proteina e éleos de origem vegetal (Torstensen et al.
2008; Reis et al. 2014). Em termos de espécies, podemos referir as revisdes realizadas por
Gatlin et al. (2007), Rana et al. (2009), Hardy (2010), Welch (2010) em espécies como 0
salmdo do Atlantico (Salmo salar), a cobia (Rachycentron canadum), o rodovalho (Psetta
maxima), o robalo (Dicentrarchus labrax), a dourada (Sparus aurata) e a truta

(Oncorhynchus mykiss), apenas para citar algumas.

1.5 Limitacdes na utilizacdo de ingredientes vegetais em dietas para peixes

Apesar da sua utilizacdo alargada, os ingredientes de origem vegetal apresentam algumas
limitacbes quando comparados com as farinhas e 6leos de peixe. Essas limitagdes
relacionam-se com niveis mais baixos de proteina, com desequilibrios em aminoacidos e com
a presenca de factores anti-nutricionais endogenos (Francis et al. 2001; Nizza & Piccolo
2009). Estes ultimos interferem com a eficiéncia de utilizacdo do alimento, diminuicdo da
palatabilidade das dietas, inibicdo do crescimento, disfungfes intestinais e alteracdes

hepaticas, entre outras (Krogdahl et al. 2010).

Em relagdo ao conteldo em proteina a soja apresenta, aproximadamente, um teor idéntico ao
das farinhas de origem animal com um perfil em aminoacidos essenciais proximo das
necessidades dos peixes (Reinertsen & Haaland 1995). No que respeita aos cereais, estes
apresentam teores em proteina de 6-14%, constituindo as fontes vegetais com menor teor
deste elemento, comparados com valores de 20-50% de proteina das oleoginosas e
leguminosas (Liener 2012). Além disso, segundo 0 mesmo autor, 0s cereais carecem, no

geral, de certos aminoacidos, particularmente a lisina (Liener 2012).



Deve, no entanto, ser referido que alguns concentrados de proteina de origem vegetal (e.g.
mistura de 6leo de colza, de soja e de linhaca) podem apresentar-se como substitutos integrais

das farinhas de peixe nos alimentos compostos para peixes (Reis et al. 2014).

Algumas das desvantagens da utilizacdo de proteinas de origem vegetal podem ser
ultrapassadas através da utilizacdo de suplementacGes especificas (complementares) em
outras fontes vegetais e/ou determinados aminoacidos limitantes (Gomez-Requeni et al.
2003; Nizza & Piccolo 2009) ou atraves da utilizacdo de atractantes no caso de dietas de
baixa palatabilidade (Oliveira et al. 2004). Por outro lado, a eficacia de processos
tecnoldgicos (aquecimento, extracdo de &gua, melhoramento genético da planta, etc...) que
removem e/ou desactivam alguns dos factores antinutricionais presentes nas fontes vegetais €
discutivel (Francis et al. 2001). No entanto, estdo descritos certos tratamentos para varios
vegetais que permitem diminuir a quantidade de factores antinutricionais sendo o mais usado

0 aquecimento, (Kumar 2012).

O uso de proteinas de origem vegetal pode expor 0s animais a compostos potencialmente
perigosos (Liener 2012). Apesar de alguns desses compostos e substancias ndo causarem uma
reaccao agressiva e imediata por parte dos organismos vivos, subsiste a ideia de que alguns
dos efeitos podem ter um efeito perniciosos (por acumulagdo) nos animais, resultando em
doengas ou performance de crescimento inferior ao ideal (Liener 2012). E expectavel,
segundo Krogdahl et al. (2010), que algumas manifestagdes relacionadas com doencas
emergentes na industria aquicola que envolvem disfuncBes digestivas, respostas imunitarias
deficientes, alteracdes na digestibilidade dos nutrientes (proteina e lipidos), hipertrofia
pancredtica e alteragdes hepéticas possam estar relacionadas com a utilizacdo de alguns

destes ingredientes de origem vegetal.

Segundo Milani & Maleki (2014), os cereais podem constituir veiculos importantes de
micotoxinas. Alguns dos vegetais que podem ser utilizados como fonte de proteina nas dietas
dos peixes, como é o caso do farelo de algoddo (Kleeman et al. 2011), séo particularmente
sensiveis a contaminacdo fangica (Mazen et al. 1990). Uma correcta utilizacdo destes
ingredientes pressupde que micotoxinas e outros contaminantes, tais como metais pesados e
poluentes organicos persistentes (Du et al. 2012), que possam aparecer nos ingredientes das

dietas, ndo ultrapassem os valores maximos estipulados por lei. Neste aspecto particular



torna-se importante o desenvolvimento de métodos analiticos eficazes que permitam
comprovar a existéncia de possiveis tipos de contaminantes, tal como refere a metodologia

proposta por Nacher-Mestre et al. (2013).

1.6 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios, provenientes de fungos (Ferrando 1981), sendo
produzidas essencialmente por trés géneros de fungos, Fusarium spp, Aspergillus spp e
Penicillium spp (Matejova et al. 2014). Estas toxinas podem estar contidas nos esporos, no
talo dos fungos ou, ainda, serem segregadas no substrato onde se desenvolvem os fungos
(Ferrando 1981).

As micotoxinas constituem um potencial problema em termos de contaminantes a nivel da
aquacultura, a par dos metais pesados e poluentes organicos persistentes, tais como o DDT e
PCB7 (Du et al. 2012), Salmonellae (Elhadi 2014), entre outros.

As micotoxinas responsaveis por contaminar alimentos dos peixes sdo varias, sendo as mais
estudadas as aflatoxinas (Altug & Beklevik 2003; Fallah et al. 2014), o deoxinivalenol e a

zearalenona (Pietsch et al. 2013), as fumonisinas e as ocratoxinas A (Barbosa et al. 2013).

1.6.1 Condicbes para o desenvolvimento fangico e produc¢do de micotoxinas

Nem todos os fungos tém a capacidade de produzir micotoxinas, o que significa que a
deteccdo de fungos nem sempre se traduz na deteccdo de micotoxinas. Além disso, os fungos
podem produzir micotoxinas em diferentes quantidades consoante o substracto, o que pode

complicar a deteccdo das micotoxinas de acordo com a quantidade presente (Huwig 2001).

O crescimento de fungos nos cereais pode ocorrer em diversas fases, desde antes da colheita

até a fase de transporte, armazenamento e processamento (Jouany 2007).



Os fungos sdo capazes de produzir micotoxinas apenas se se verificarem optimas condi¢oes
de temperatura, humidade e ainda a presenca de um substracto adequado (Wood 1992). Os
paises tropicais e sub-tropicais apresentam condi¢fes que favorecem o crescimento de
micotoxinas (Milani et al 2013), pelo seu clima caracteristicamente quente e himido (Myers
1992). Em relacdo ao substracto, o crescimento dos fungos depende de certos factores
presentes nos alimentos, entre eles a actividade da agua, a concentracdo de ides de
hidrogénio, a temperatura, a persdo parcial do gas (oxigénio e didxido de carbono), a
consisténcia, o estado nutritivo, os efeitos especificos de soluto e os conservantes (Pitt and
Hocking 2009).

Especificamente para as fumonisinas, um estudo recente indica que as condigdes dptimas de
temperatura sdo de 20°C para a FB1 e 20-25°C para a FB2 e a actividade da &gua ideal € de
0.98-0.995 a,, (Medina et al. 2013).

1.6.2 Micotoxicoses

As micotoxicoses resultam da exposi¢do de um ser vivo a uma ou mais micotoxinas, sendo
caracterizadas por estarem geralmente associadas a ingestdo de alimento, podendo também
ser transmitidas através do contacto pela pele e absorcdo através das vias respiratorias.
(Bennett & Klich 2003; Zain 2011). Além disso, ndo apresentam caracter infeccioso ou
contagioso e sdo produzidas por fungos (Zain 2011).

As micotoxicoses podem-se manifestar de diferentes formas, sendo estas a subclinica, a

subaguda, a aguda, a subcronica ou a cronica (Haschek et al. 2001).

Os sinais clinicos e lesfes induzidas pelas micotoxinas dependem de inimeros factores, entre
eles a duragdo da exposicdo, a quantidade de micotoxina a qual o animal é exposto, a sua
idade, o sexo, o nivel de imunidade, os eventuais efeitos sinérgicos ou antagonistas com
outras substéncias quimicas, a espécie animal, a presenca de outros toxicos, a temperatura da
agua e a fase da vida (Smith & Henderson 1991; Bennett & Klich 2003). Animais
imunodeprimidos ou com uma nutricdo deficiente sdo mais susceptiveis de padecerem de

micotoxicoses do que animais saudaveis (Haschek et al. 2001).



A literatura publicada relacionada com os efeitos de micotoxinas em peixes € muito escassa.
Seguidamente sdo referenciados exemplos das afecgOes que diferentes micotoxinas causam
nestes animais, com a excepc¢do das fumonisinas que se apresentam descritas em detalhe no
proximo capitulo. As aflatoxinas apresentam um efeito carcinogénico e o0 4cido
ciclopiazénico estd associado a problemas neuroldgicos (Lovell 1998). A ocratoxina
encontra-se associada a lesdes nos rins e figado (Manning et al. 2003), o deoxinivalenol a
lesBes nos rins, no figado, no estdmago e no intestino (Matejova et al. 2014) e a zearalenona
estd associada a problemas do foro reprodutivo (Schwartz et al. 2010; Wozny et al. 2013;
Schwartz et al. 2013).

Os efeitos causados nos peixes poderdo depender da micotoxina e ainda da espécie do peixe.
Sendo assim, ndo é totalmente correcta a extrapolacdo dos dados de outras micotoxinas para
as fumonisinas. Como ndo estdo estudados os efeitos das fumonisinas em trutas arco-iris do
modo que estudamos no nosso trabalho, iremos apresentar os resultados destas micotoxinas
em peixes de diferentes espécies, apesar de que para resultados mais concretos sao

necessarios estudos futuros nas trutas arco-iris.

1.6.3 Fumonisinas

As fumonisinas sdao um grupo de micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium,
principalmente pelas espécies F. verticillioides e F. proliferatum, tendo sido identificadas,
pelo menos, vinte e oito tipos diferentes de fumonisinas, sendo as FB1, FB2 e FB3 as mais
comuns (Rheeder et al. 2002; Prudente Jr 2008).

Estas micotoxinas apresentam uma estrutura idéntica a esfingosina, base constituinte dos
esfingolipidos, sendo que estes desempenham papéis essenciais nas membranas celulares
(Wang et al. 1991; Tolleson et al. 1999). O seu mecanismo de acc¢do passa tambem pela
inibicdo de uma enzima importante na sintese dos esfingolipidos, a ceramida sintetase,
interrompendo o de novo biossintese da ceramida e do metabolismo dos esfingolipidos;
(Wang et al. 1991; Tolleson et al. 1999; Voss et al. 2007). A inibi¢do da ceramida sintetase
tem como consequéncia o aumento celular da esfinganina (SA) em relagdo a concentracéo de

esfingosina (SO), com a sua acumulacdo nos tecidos, soro e urina (Solfrizzo et al. 2001a;



Voss et al. 2007). Esta razdo entre SA/SO pode ser utilizada como um biomarcador para
detectar a exposicdo dos animais as fumonisinas (Solfrizzo et al. 1997).

Ha apenas dois estudos das fumonisinas em trutas arco-iris, em que um deles estudou o0s
efeitos desta micotoxina juntamente com aflatoxina B1 e com N-metil- N' - nitro —
nitrosoguanidina, ndo sendo indicado para comparagbes com 0 ensaio que realizamos
(Carlson et al. 2001). O outro analisou, através das bases esfingdides livres no figado, rins e
soro, se a fumonisina se encontrava biologicamente disponivel (Meredith et al. 1998). Neste
trabalho, 0 aumento elevado da esfinganina livre poderd estar associado a toxicidade do

figado, comparando com estudos realizados em mamiferos (Meredith et al. 1998).

A maioria dos estudos acerca das fumonisinas foram realizados em peixes da espécie
Ictalurus punctatus. Estes estudos demonstraram que as fumonisinas ingeridas na dieta
causaram uma diminuicdo no ganho de peso dos peixes, comparativamente ao grupo
controlo, a partir de concentracdes de 20 mg kg™ (Lumlertdacha et al. 1995; Yildirim et al.
2000). Esta diminuicdo no ganho de peso aparenta ser dependente da dose/idade, isto é, a
concentracdes de 20 mg kg™ ha uma diferenca estatisticamente significativa nos peixes com
peso inicial de 1,2 gramas (um més) em relacdo ao grupo controlo, enquanto que nos peixes
com 31 gramas esta diferenca sé € estatisticamente significativa a partir de doses de 80 mg
kg (Lumlertdacha et al. 1995). Li et al. (1994) afirmaram que, a concentracdes de 20 mg
kg™, ndo se observou uma diminuicdo no ganho de peso dos peixes, o que podera ser
justificado pelo facto de neste estudo 0s peixes comecarem com um peso inicial de 6,1
gramas, enquanto que nos anteriores o peso inicial foi de 1,2 gramas (Lumlertdacha et al.
1995) e 1,5 gramas (Yildirim et al. 2000). Com doses altas de fumonisinas observou-se uma
marcada diminuicdo na ingestdo do alimento (Li et al. 1994).

Segundo Lumlertdacha et al. (1995), as fumonisinas afectaram exclusivamente o figado a
nivel microscopico, identificando-se alteragbes mais exuberantes com o aumento das
concentragdes desta micotoxina nas dietas. A nivel macroscopico observaram-se alteracfes
apenas a concentragdes elevadas nos peixes com peso inicial de 31 gramas (Lumlertdacha et
al. 1995). Ocorreram ainda alteracdes a nivel neurolégico com concentragdes de 40 mg kg™ e

um aumento do glicogénio no figado (Li et al. 1994).
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Contrariamente a estes autores, Brown et al. (1994) ndo detectaram alteragdes significativas a
nivel histologico em nenhum dos 6rgdos estudados (cérebro, coracdo, figado, bago,
branquias, cabeca e tronco, rins, estdmago, intestinos, pele, gonadas), mesmo a doses
elevadas. Como ndo existe indicacdo da idade nem peso inicial dos peixes neste estudo
(Brown et al. 1994), ndo podemos elaborar uma correcta comparacdo com os estudos
anteriormente mencionados, sendo que provavelmente uma idade mais avancada com um
maior peso inicial e uma menor duracdo do ensaio (cinco semanas, enquanto que 0S Outros

foram de dez semanas) podera ser uma explicacao para estes resultados distintos.

Em relacdo a mortalidade, ndo se observou uma correlacdo entre esta e os tratamentos das
dietas com fumonisinas (Li et al. 1994; Yildirim et al. 2000; Tuan et al. 2003). Contudo,
Lumlertdacha et al. (1995) registou mortalidade elevada com concentragées de 320 mg kg™ e

superiores devido a bactéria Cytophaga columnaris.

No que diz respeito a hematologia, houve uma diminui¢do do hematdcrito a concentracdes de
40 mg kg™ pelos autores Yildirim et al. (2000) e de 80 mg kg™ pelos autores Li et al. (1994).
Lumlertdacha et al. (1995) detectaram anemia e leucopenia nos peixes com peso inicial de
1.2 gramas a partir de concentracdes de 80 mg kg™, sendo que nos peixes de 31 gramas esta
diminuicdo no hematdcrito e anemia verificaram-se a partir de concentragdes de 320 mg kg™,

havendo ainda uma leucocitose (Lumlertdacha et al. 1995).

Identificou-se um aumento significativo na raz&o esfinganina livre / esfingosina livre que foi

ainda mais evidente com o aumento das concentrac@es de fumonisinas (Yildirim et al. 2000).

Para além dos estudos na espécie acima referidos, efectuaram-se outros em diferentes
espécies, onde se verificou uma diminuicdo no ganho de peso a partir de concentragdes de
fumonisina de 40 mg kg™ (Tuan et al. 2003) e de 5 mg kg™ (Gbore et al. 2010), sendo esta
diminuicdo mais acentuada com o aumento das concentragdes (Tuan et al. 2003; Gbore et al.
2010). Foi ainda verificada uma diminuigdo no hematécrito e um aumento significativo na
razéo esfinganina livre / esfingosina livre apenas a uma concentracdo de 150 mg kg™ (Tuan et
al. 2003). Gbhore et al. (2010), para além da diminui¢cdo do hematdcrito, estudou ainda os
eritrocitos, a hemoglobina, o VCM (volume corpuscular médio), a HCM (hemoglobina

corpuscular média), a proteina total, a albumina e a globulina, encontrando-se todos estes
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parametros diminuidos significativamente, mais pronunciadamente com o0 aumento das
concentracdes de fumonisinas. Nao se detectaram alteragdes histologicas em nenhum 6rgéo
estudado (figado, baco, estbmago, intestino, coracdo e rim) depois das oito semanas de
ensaio, e a mortalidade apresentada ndo foi relacionada com a incorporacao de fumonisinas
na dieta (Tuan et al. 2003).

Gbore et al. (2010) constataram que o pH e o DO2 (oxigénio dissolvido) diminuiram com o

aumento das concentracdes de fumonisinas e 0 NHs (amoniaco) aumentou.

Em conclusdo, os resultados em relacdo aos parametros descritos acima podem variar de
acordo com a espécie, idade, peso inicial, duracdo do ensaio, temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, manuseamento e condic¢des gerais dos locais onde se encontram 0s peixes. Deste
modo, quando comparamos ensaios, temos que ter presente que nem sempre € uma

comparacao exacta.

1.7 Metodologia de prevencdo e combate ao aparecimento de micotoxinas

A prevencdo constitui 0 método ideal para combater o aparecimento das micotoxinas,
impedindo as perdas econdmicas que advém da contaminacdo por estas substancias (Smith &
Henderson 1991).

No entanto, ndo é possivel prevenir totalmente o aparecimento destes contaminantes, quer
seja na pré-colheita, armazenamento ou processamento (Wood 1992). De qualquer modo,
qualquer método que permita a redugdo do crescimento dos fungos nos alimentos é desejavel

e deve ser aplicado sempre que possivel.

Sendo o milho um constituinte abundante nas dietas dos peixes, a prevencgédo especifica para
este cereal € importante (Voss et al. 2007), aliado ao facto de que as fumonisinas sdo
encontradas mais frequentemente neste cereal ou produtos derivados deste cereal (Li et al.
1994; Piva et al. 2005). Deste modo, passamos a enumerar medidas eficazes de prevengéo

neste cereal, tanto na pré-colheita como na pos-colheita.
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Na pré-colheita deve-se fazer uma seleccédo rigorosa de variedades do milho, evitando o uso
de hibridos de miolo mole, evitar uma alta densidade de cultivo, efectuar uma fertilizacdo
adequada, semear na época correcta, evitar a colheita tardia e adoptar um controlo eficaz de
pragas (Magan & Aldred 2007).

Em relagcdo as medidas a realizar ap6s a colheita destacam-se a minimizacdo do espaco de
tempo entre a colheita e a secagem, sendo que esta deve ser adequada ao alimento com tempo
e temperatura especificos, fazer uma limpeza correcta do cereal antes do armazenamento,
fazer uma boa higiene e gestdo dos silos, uma boa rastreabilidade e especificacdes claras em
termos da identificacdo e rejeicdo de material segundo contaminagdes e adoptar um controlo
eficaz de pragas, a semelhanca das medidas anteriormente referidas (Magan and Aldred
2007).

Um estudo recente indica que os sacos de silagem usados para armazenamento de cereais e
outros alimentos € eficaz na reducdo da contaminacdo por fungos, e consequentemente de
micotoxinas, desde que se mantenham hermeticamente fechados e sem trocas de gas e agua

com o exterior ao longo do periodo de armazenamanento (Gregori et al. 2013).

Se depois de desejavelmente terem sido tomadas todas as medidas de prevencdo de
desenvolvimento flangico, ainda forem detectadas micotoxinas nas matérias primas ou
alimento, o ideal € que seja possivel aplicar métodos de descontaminacdo que fossem
garantir o valor nutritivo dos alimentos sem alteragdes tecnoldgicas do produto e devem

inactivar ou destruir as micotoxinas sem a producdo de produtos toxicos (Jard et al. 2011).

Uma das abordagens utilizadas é o recurso a substancias adsorventes ou com capacidade de
se ligarem as moléculas de micotoxinas, com o objectivo de diminuir a biodisponibilidade
destas micotoxinas (Jard et al. 2011). E importante ter em considerag&o as propriedades tanto
das substancias adsorventes como das micotoxinas, sendo que o complexo destes dois
agentes necessita de se manter estavel no tracto gastrointestinal para poder ser correctamente

eliminado do organismo (Jard et al. 2011).

Como o nosso trabalho se centra nas fumonisinas, irei mencionar algumas substancias cuja

eficacia, ou falta desta, na diminuicdo da sua biodisponibilidade esta descrita na literatura.
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Como métodos de combate de fumonisinas, Galvano et al. (1997) demonstraram a eficacia de
varios tipos de carvao activado in vitro, havendo uma relacdo entre a capacidade de adsorcéao
e 0s parametros fisico-quimicos destes componentes (area de superficie especifica, indice de
iodo e indice de azul de metileno). Apesar disto, estudos feitos in vivo sugerem que o carvado
activado ndo € eficaz em ratos, usando como biomarcador a razdo SA/SO (Solfrizzo et al.
2001a), nem em porcos recém nascidos a uma taxa de 1% deste material (Piva et al. 2005).

Outros materiais como o aluminosilicato de calcio e o sédio hidratado, a sepiolita (Galvano et
al. 1997) e o celite (Solfrizzo et al. 2001b), ndo se mostraram eficazes na capacidade de

ligacdo as fumonisinas.

Foi observado que as bactérias produtoras de &cido lactico sdo eficientes contra a espécie
Fusarium, na medida em que se ligaram as micotoxinas ou inibiram o crescimento destas
(Khalil et al. 2013), bem como as argilas organicamente modificadas in vitro (Baglieri et al.

2013), as plaquetas de nanosilica (Liao et al. 2014) e a bentonite (Solfrizzo et al. 2001b).

A colestiramina também se demonstrou eficiente a adsorver as fumonisinas in vitro e in vivo,

recorrendo ao biomarcador da razdo SA/SO ja referido (Solfrizzo et al. 2001b).

A desaminacdo € um método utilizado especificamente para as fumonisinas que consiste na
remocdo da amina primaria desta substancia, levando a diminuicdo da sua toxicidade (Lemke
2001).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Dietas experimentais

Neste ensaio que a seguir se descreve foram utilizadas quatro dietas experimentais (tabela 2),
para juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), formuladas de modo a respeitar as suas
exigéncias nutricionais. As dietas isoenergéticas e isoprotéicas apresentaram valores médios
de 48% de proteina, 22% de lipidos e 21 kJ g™ de energia. Foi utilizada uma dieta controlo
(CTRL) que continha farinha e éleo de peixe como principais fontes de proteina e gordura.
Nesta dieta ndo foi acrescentado qualquer composto ao contrario do que ocorreu nas restantes

dietas.

A dieta FUM diferiu na sua composi¢do devido a inclusdo muito moderada de uma
fumonisina a 0,05 mg kg* (BIOMIN). Numa terceira dieta (MFIX) foi utilizado um
composto fornecido pela BIOMIN que, supostamente, teria como funcéo contrariar o efeito
da micotoxina. Uma ultima dieta (FUM+MFIX) incluiu a micotoxina e o produto

previamente referido de modo a tentar avaliar a sua eficacia em relagdo a micotoxina.

As dietas foram produzidas pela SPAROS Lda., sendo que o método de fabrico envolveu a
prévia moagem dos ingredientes, num “moinho de martelo micropulverizer” (Hosokawa
Alpine, modelo SH1, Alemanha), que foram seguidamente colocados num misturador de 90
litros de dupla hélice. Nesta fase ndo foram adicionados os 6leos. As misturas foram
extrudidas (15 milimetros), utilizando para o efeito uma extrusora (escala piloto) de dupla
rosca (diametro: 55,5 milimetros) Clextral BC45 (Clextral, Franca), a uma temperatura que
oscilou entre os 105-110°C. Posteriormente, os lotes de alimentos extrudidos foram secos
num forno de conveccdo (OP-750 UF, LTE Scientifics, Reino Unido), a 60°C durante 2 h.
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Apos o arrefecimento dos pellets, incorporou-se o 6leo, em condi¢cdes de revestimento a
vacuo (coating), num misturador de vacuo (PG-10VCLAB, Dinnisen, Paises Baixos). Ao
longo do ensaio as dietas permaneceram armazenadas a temperatura ambiente, tendo sido

retirada uma amostra de cada dieta para posterior analise.

2.2 Ensaio de crescimento

Os juvenis de truta arco-iris (O. mykiss) utilizados neste ensaio de crescimento foram
produzidos na divisdo de Aquacultura do Departamento de Zootecnia da UTAD
(Universidade de Tras os Montes e Alto Douro). O ensaio realizou-se sob a supervisdo de
cientistas treinados e acreditados pela Direc¢do Geral de Alimentagdo e Veterinaria (DGAV),
de acordo com a Federacdo das Associacdes Europeias de Ciéncia Animal de Laboratorio
(FELASA), seguindo as recomendacdes da categoria C e na sequéncia da Directiva Europeia
2010/63/UE do Parlamento Europeu e do Conselho da Unido Europeia relativa a proteccdo

dos animais utilizados para fins cientificos.

No inicio do ensaio foram constituidos doze grupos homogéneos de cinquenta peixes que
apresentavam um peso médio individual de 19 + 0,3g. Os grupos de peixes foram divididos,
de modo aleatério, por doze tanques (250 L capacidade) de fibra de vidro, constituindo
triplicados de cada tratamento. No decorrer da experiéncia, os parametros da agua foram
mantidos dentro de valores apropriados para a espécie (temperatura: 15,0 £ 1,0°C; oxigénio
dissolvido: 7,1 + 0,1 mg/L e pH: 7,2 + 0,1) através da utilizacdo de um sistema de circulacao
de agua em regime completamente aberto. Semanalmente foram efectuadas medi¢des aos
compostos azotados da dgua (amonia e nitritos), utilizando para o efeito kits colorimétricos
(SERA). As quatro dietas experimentais foram atribuidas aleatoriamente pelos doze tanques,
sendo que o alimento foi fornecido manualmente até a saciedade aparente, duas vezes por dia
(9:00 e 16:00), durante os 58 dias de duragdo do ensaio, e os animais foram submetidos a

fotoperiodo natural.

No inicio do ensaio foram recolhidos doze peixes para a avaliacdo da composi¢do proximal

da carcaca. Efectuaram-se pesagens de grupo mensais para avaliar o crescimento dos peixes e
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para contabilizar o alimento que foi ingerido. No final do ensaio, 0s peixes permaneceram em
jejum durante 24 horas antes de serem sujeitos a pesagem final. Na amostragem final foram
abatidos (por excesso de anestésico — MS222/Sigma) cinco peixes, que foram seguidamente
congelados para posterior determinacdo da composicdo proximal das carcacas. Em cada
tanque foram escolhidos, aleatoriamente, trés peixes, que foram sacrificados/eutanasiados,
através concussdo, para serem sujeitos a analise anatomopatologica. Apos a referida anélise,
foram retirados os figados para determinacdo do indice hepatossomatico. Os figados foram
fotografados e colocados em tubos de ensaio com formol tamponado a 10% para posterior

fixagao.

2.3 Analise proximal das dietas e carcacas

Na analise da composicdo corporal, os procedimentos foram executados de acordo com
procedimentos AOAC (1999), sendo que as amostras foram processadas em duplicado. Para
a sua realizacdo, cinco peixes inteiros de cada tanque, ainda semi-congelados, foram
triturados e misturados, usando um picador de carne (Hobart, 2100T). A humidade foi
determinada durante 24h a 105°C e, de seguida, as carcacas dos peixes foram liofilizadas,

moidas e homogeneizadas.

As amostras foram analisadas quanto ao teor de cinzas, durante 6h a 550 °C, proteina bruta
(N x 6.25, em analisador Leco N, Modelo FP-528, Corporagdo Leco, St. Joseph, EUA),
gordura bruta (extraccdo com éter de petroleo, Soxtherm, Gerhardt, Alemanha) e energia

bruta (bomba calorimétrica adiabatica, Werke C2000, IKA, Alemanha).

A composicao proximal das dietas foi obtida através de metodologia laboratorial idéntica.
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2.4 Analise anatomopatologica

2.4.1 Avaliacdo Anatomopatologica Macroscépica

Para esta avaliacdo foram utilizados trés peixes de cada tanque (nove peixes por tratamento).
Em cada peixe observou-se 0 aspecto exterior e interior, tomando em atencdo possiveis
alteracbes ou coloragdes anormais dos varios 6rgdos, tendo sido dada maior atengdo ao
aspecto do figado. Para o efeito, foi utilizada uma tabela para registo de parametros gerais e
eventuais alteracdes (tabela 1). ApoOs a analise, os figados foram acondicionados

individualmente, em tubos com formol a 10%, tal como referido anteriormente.

Tabela 1 — Tabela para auxilio na avaliagdo anatomopatoldgica macroscépica.

Tanque X Exterior Figado + vesicula biliar ~ Tubo digestivo Outros

Peixe 1

Peixe 2

Peixe 3

2.4.2 Analise histolégica

O material chegou ao laboratério de Anatomia Patolégica da UTAD em tubos com formol
tamponado a 10%, depois de pelo menos 24 horas nesta fase de fixacdo, e foram
seleccionados dois figados de cada dieta experimental para analise. Foi preenchida uma ficha
para cada animal correspondente a cada figado e atribuido um nimero. Depois realizou-se o
corte macroscépico, onde todos os figados foram retirados dos tubos, cortados nos mesmos
dois locais e colocados em cassetes identificadas com o nimero do animal. As cassetes
depois de fechadas foram colocadas num processador automatico para inclusdo em parafina,
primeiro desidratadas passando por uma sucessdo de alcoois de concentracao crescente desde

70% até 100%, passando por xilol e terminando em parafina. Deste modo, foi feita a
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desidratacdo das pecas e a sua impregnacdo em parafina, cujo processamento durou, em
média, 16 horas.

Apls a obtencdo dos blocos, estes foram sujeitos a cortes no microtomo. Apds o
arrefecimento do bloco em placa de refrigeracdo, foram efectuados os cortes definitivos com
uma espessura de 3/5 um, formando ténias.

Os cortes foram posteriormente colocados numa tina com alcool a 30% para distenséo e para
seleccdo dos melhores que foram posteriormente colocados em banho-maria com &gua
destilada para a sua completa distensdo. Com uma lamina limpa recolheram-se 0s cortes,

sendo que a secagem das laminas foi feita em estufa durante a noite.

No dia seguinte procedeu-se a coloracdo de rotina, com Hematoxilina-Eosina (H-E), num
colorador automatico em que as laminas passam por vinte e dois passos (cerca de uma hora
no total). As lamina foram montadas no montador de lamelas, utilizando para o efeito uma

gota de resina sintética (Entellan).

Ap0s a preparacao das laminas, procedeu-se a sua observacao em microscopio de luz (Nikon
Eclipse E600) equipado com uma camera (Nikon DXM 1200) e com a utilizacdo do software

1.440 ImagelJ. Foram anotadas as alteracdes e tiradas as respectivas fotografias.

2.5 Calculos

Na avaliacdo dos parametros do crescimento e de eficiéncia alimentar foi utilizado o ganho
de peso (GP), a taxa de crescimento especifico (TCE), o indice de crescimento médio diario
(ICMD), a taxa de conversdao alimentar (TCA), a eficiéncia alimentar (EA), a ingestdo
voluntéria de alimento (IVA), o indice hepatossomatico (IHS) e a taxa de mortalidade (TM).
Sendo PMI e PMF o0 peso médio do peixe inicial e o peso médio do peixe final

respectivamente, aplicaram-se as seguintes formulas:
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GP (% PMI / dia) = ganho de peso * 100 / PMI * n° dias

TCE = 100*(LN(PMF)-LN(PM1)) / n° dias;

ICMD = 100 * PMF (g) 1/3 — PMI (g) 1/3) / n° dias;

TCA = ingestdo voluntaria de alimento (g) / ganho de peso (9);
EA = ganho de peso (g) / ingestdo voluntéria de alimento (g);

IVA = ingestdo voluntaria de alimento / ((Peso de grupo inicial + Peso de grupo final) / 2) %

/ n° dias;
IHS = peso do figado (g) / peso do peixe (g)

TM = (n° de animais mortos/ n® inicial de animais) * 100

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi efectuada segundo a metodologia proposta por Zar (1999). Os dados
foram testados em relacdo a sua normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e em relagdo a

homogeneidade das variancias (teste de Levene).

Para avaliar as diferencas entre os grupos alimentados com as diferentes dietas experimentais,
os dados foram sujeitos a uma analise de variancia simples (ANOVA). No caso da existéncia
de diferencgas significativas (P < 0.05), foi utilizado o teste de Tukey para avaliagdo das
diferencas entre médias. Os programas estatisticos utilizados foram o SPSS (verséo 11) e 0
JMP 7. Também foi utilizado o teste do qui-quadrado para analisar o parametro da taxa de

mortalidade.

20



3 RESULTADOS

3.1 Dietas experimentais

Na tabela 2 apresentam-se 0s varios ingredientes usados na formulacdo das quatro dietas

experimentais e respectiva composicao.

Tabela 2 -Composic¢do em ingredientes das dietas experimentais (CTRL, FUM, MFIX e FUM+MFIX).

Ingredientes, % CTRL FUM MFIX FUM+MFIX
Farinha de peixe 27,25 27,25 27,25 27,25
Concentrado de peixe (CPSP90) 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de lula 5,00 5,00 5,00 5,00
Concentrado proteico de soja 7,00 7,00 7,00 7,00
Gluten de trigo 10,50 10,50 10,50 10,50
Trigo 3,00 3,00 3,00 3,00
Farinha de ervilha 10,00 10,00 10,00 10,00
Oleo de peixe 17,00 17,00 17,00 17,00
Premix (Vitaminas e Minerais)? 2,00 2,00 2,00 2,00
Vitamin C 0,10 0,10 0,10 0,10
Vitamina E 0,05 0,05 0,05 0,05
Lecitina de soja 3,00 3,00 3,00 3,00
Ligante (goma guar) 3,00 3,00 3,00 3,00
Premix macroalgas 1,00 1,00 1,00 1,00
Antioxidante 0,40 0,40 0,40 0,40
Fosfato de calico 0,70 0,70 0,70 0,70
Glicerol 5,00 5,00 5,00 5,00
Fumonisina (mg kg™) 0,05 0,05
Micofix (mg kg™) 2,50 2,50

21




! peruvian fishmeal —low tempearture (LT), EXALMAR,

2 Premix, Portugal’ Vitamins (mg or 1U kg™ diet): Vitamin A (retinyl acetate), 20.000 UI; vitamin D3 (DL-cholecalciferol), 2000 UI; vitamin
E (Lutavit E50), 100 mg; vitamin K3 (menadione sodium bisulfitete), 25 mg; vitamin B1(thiamine hydrochloride), 30 mg; vitamin B2
(riboflavin), 30 mg; calcium pantothenate, 100 mg; nicotinic acid, 200 mg; vitamin B6 (pyridoxine hydrochloride), 20 mg; vitamin B9 (folic
acid), 15 mg; vitamin B12 (cyanocobalamin), 100 mg; vitamin H (biotin), 3000 mg; vitamin C (Lutavit C35), 1000 mg; inositol, 500 mg;
colin chloride, 1000 mg; betaine (Betafin S1), 500 mg; Minerals (mg or % kg™ diet): Co (cobalt carbonate), 0.65 mg; Cu (cupric sulphate), 9
mg; Fe (iron sulphate), 6 mg; | (potassium iodide), 0.5 mg; Mn (manganese oxyde), 9.6 mg; Se (sodium selenite), 0.01 mg; Zn (zinc
sulphate) 7.5 mg; Ca (calcium carbonate), 18.6%; KCI, 2.41%; NaCl, 4.0 %;

Como apresentado na tabela, as Unicas diferencas em relacdo a formulacdo base (CTRL) das
dietas foram a inclusdo de fumonisina a 0,05 mg kg™ na dieta FUM) e a inclusdo de um
produto comercial (Micofix) da BIOMIN (dieta FUM+MFIX), para avaliacdo do seu
desempenho a uma taxa de inclusédo de 2,50 mg kg™. O produto também foi utilizado de

modo isolado (dieta MFIX) para avaliacdo do seu possivel efeito no crescimento dos peixes.

Tabela 3 —-Composicao das dietas experimentais (CTRL, FUM, MFIX e FUM+MFIX).

Composicao proximal CTRL FUM MFIX FUM+MFIX
% MS 93,87 93,17 96,18 95,47
Cinzas (% MS) 9,14 9,16 9,14 9,14
Proteina bruta (% MS) 48,35 47,83 48,27 48,70
Gordura bruta (% MS) 22,53 23,17 21,89 22,56
Energia bruta (kJ/g % MS) 21,53 21,7 20,98 21,12

Os valores sdo médias de duas determinacdes (n=2).

A analise das dietas experimentais confirmaram os pressupostos da sua formulacdo, tendo
sido obtidos niveis isoprotéicos, isolipidicos e isoenergéticos (Tabela 3). A inclusdo dos
compostos ndo teve qualquer influéncia ao nivel da composic¢éo proximal das dietas.
da eficiéncia alimentar, indice

3.2 Parametros do crescimento e

hepatossomatico e taxa de mortalidade

O desempenho do crescimento e a eficiéncia alimentar das dietas encontram-se resumidos na
tabela 4 (graficos 1 e 2). Em todos os parametros do crescimento e da eficiéncia do alimento

avaliados ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05).
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A taxa de mortalidade foi reduzida, ndo tendo sido observadas diferencas estatisticamente

significativas (P>0,05; 0,146) para o numero de mortes observado em cada tratamento

(Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros do crescimento, eficiéncia alimentar, indice hepatossomatico e taxa de mortalidade dos

juvenis de truta apos 58 dias de alimentacdo com as dietas experimentais.

CTRL FUM FUM+MFIX MFIX

PMI (g) 19,04 + 0,18 19,03 + 0,09 19,02 0,10 18,99 + 0,15
PMF (g) 107,23 +544 | 10875+4,86 | 101,30+591 | 102,16+ 2,64
GP (% PMI/dia) 7,75+0,36 7,69 +0,45 7,22+0,10 7,69+0,17
TCE (% dia) 4,00 0,11 4,01+0,13 3,84 0,03 3,99 £ 0,05
ICMD 4,38 +0,13 4,36 +0,16 4,17 +0,04 4,36 + 0,06
TCA 0,80 + 0,01 0,83 + 0,04 0,78 £0,11 0,80 + 0,00
EA 1,26 +0,02 1,21 0,05 1,30 0,20 1,24 +0,01
IVA (%PCM/dia) 2,85+ 0,01 2,92 +0,06 2,71 +0,37 2,87 +0,04
IHS 0,91° + 0,04 0,76+ 0,04 0,86™ + 0,04 0,92° + 0,04
T™ (%) 1,33 +0,02 3,33 0,04 2,67 0,05 6,0+ 0,06

Valores sdo médias + desvio padrdo (n= 3). Em cada linha valores com expoente diferente correspondem a

diferengas significativas (P<0.05).

PMI- Peso médio inicial;

PMF - Peso médio final (g);
GP- Ganho de peso (% PMI/dia);

TCE- Taxa de crescimento especifico (% dia);

ICMD- indice de crescimento didrio;

TCA- Taxa de conversdo alimentar;

EA- Eficiéncia alimentar;

IVA- Ingestdo voluntaria de alimento (%PCM/dia);

IHS- indice hepatossomatico;
TM- Taxa de mortalidade (%)
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A andlise dos valores dos indices hepatosométicos (Tabela 4) permitiu a deteccdo de
diferencas estatisticamente significativas (P<0,05; 0,018). Os peixes alimentados com a dieta
FUM apresentaram os valores mais baixos (0,76) para este parametro, em relacdo aos
tratamentos CRTL e MFIX que ndo continham fumonisina. Por sua vez, o tratamento
FUM+MFIX apresentou valores intermédios (0,86), que ndo se revelaram estatisticamente
diferentes (P>0,05) em relagéo a todos os restantes tratamentos.

Como foi referido, em relacdo ao peso corporal dos peixes, verificou-se um aumento
semelhante do peso médio sem registo de diferencas estatisticamente significativas (P>0,05)
em todos os grupos alimentados com as dietas experimentais (gréfico 1). O peso médio
individual inicial foi na ordem dos 19,02 g, sendo que 0S peixes terminaram com pesos
médios de 104,86 g no final do ensaio. Todos os grupos de peixes quintuplicaram o seu peso

corporal médio inicial apos 58 dias.

120 T mFUM+MEFIX

110 + T
CTRL
100 +

go —~ MMFIX

EFUM

70
60
50
40
30
20
10 -

Peso corporal final (g)

DO D30 D58

Gréfico 1 — Evolucédo do peso médio corporal dos juvenis de trutas arco-iris durante 58 dias de ensaio (D — dia).

A evolucdo da taxa de conversdo do alimento esta representada de seguida (grafico 2). Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas (P>0,05) para este pardmetro da

eficiéncia alimentar sendo que, durante todo o periodo do ensaio, 0s grupos de peixes
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alimentados com as dietas experimentais apresentaram valores médios baixos (min. 0,7; max.

0,8) e dentro de limites tidos como éptimos para a espécie em causa.

H FUM+MFIX

1.1 A
CTRL

= MFIX
WFUM _

0.9 -
0.8
0.7 1
0.6
0.5 A
0.4 -
0.3 -
0.2
0.1

Taxa de converséio alimentar

D30 D58

Gréafico 2 — Evolugéo da taxa de conversdo do alimento durante 58 dias de alimentacéo (D - dia).

3.3 Analise da composicao corporal

A analise da composicdo corporal dos peixes apresenta-se na tabela 5.

Tabela 5 —-Composicao corporal (inicial e final) dos juvenis de truta apds 58 dias de alimentacéo.

Humidade‘ Proteina ‘ Gordura

Cinzas Energia
Inicial 62,97 21,03 10,25 5.4 8,77
CTRL 6386+05 | 1820403 | 1116+02 | 398+01 | 889+0,1
FUM 6380+21 | 1824+12 | 1311+07 | 369+04 | 942+0,6
EAUF'Y'XJ’ 6445+15 | 17.01+08 | 1239+11 | 358402 | 9.05+0,3
MFIX 6388+02 | 1847+00 | 1373+03 | 341403 | 946+0,1

Valores sdo médias + desvio padrdao (n= 3). Em cada linha valores com expoente diferente correspondem a

diferencas significativas (P<0.05).
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Em relacdo aos valores obtidos verificou-se que a composicdo final das carcacas foi
homogénea em todos os tratamentos experimentais, ndo tendo sido observadas diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) entre os varios tratamentos. Os teores em humidade
das carcacas variaram entre 63,8 e 64,5 % enquanto a proteina, expressa em % da matéria
seca oscilou entre 17,0-18,5%. Os teores em gordura da carcaca foram um pouco menos
homogéneos com registo de valores entre 11,16 e 13,73 (%MS) sem contudo apresentarem
diferencas estatisticamente significativas.

3.4 Analise anatomopatologica

3.4.1 Avaliacdo Anatomopatolégica Macroscopica

Nesta avalia¢do, seguindo o protocolo exposto no capitulo da metodologia, foram analisados
trés peixes por tanque (nove por tratamento) que evidenciaram um aspecto normal
exteriormente e internamente (Imagens 1, 2 e 3), apenas com excep¢do dos figados de alguns

animais.

Imagem 1 — Exemplar de truta arco-iris (foto: José Almeida).
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Imagem 2— Procedimento de abertura de um peixe Imagem 3- Exposi¢do interna do peixe com
(foto: José Almeida). visualizacéo do figado (foto: José Almeida).

Em relacdo aos grupos de peixes alimentados com as dietas CTRL e MFIX, ndo foram
detectadas alteracdes ao nivel do figado, tal como podemos observar nas imagens 4 e 5.
Todavia, nos grupos de peixes que foram alimentados com dietas que continham fumonisina
(dietas FUM e FUM+MFIX) foram encontradas algumas alteracdes hepaticas. Como
podemos ver na imagem 6 o figado de um peixe da dieta FUM apresenta uma coloracdo mais
palida que ocupa cerca de 2/3 do figado, tendo sido observado um outro figado com uma
coloracgdo ligeiramente alterada - vermelho-escuro focal. Nos peixes da dieta FUM+MFIX

também se identificaram alteragdes, estando estas representadas nas imagens 7 e 8.

Imagem 4- Figado com aspecto normal (dieta CTRL) Imagem 5 — Figado com aspecto normal (dieta MFIX)
(foto: José Almeida). (foto: José Almeida).
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Imagem 6-Figado (dieta FUM), onde se observa uma
area com coloracdo mais pélida (cerca de 2/3 do érgéo)
(foto: José Almeida).

Imagem 7 — Figado (dieta FUM+MFIX) com coloragdo Imagem 8 — Figado (dieta FUM+MFIX) com coloracao
heterogénea (zonas castanho-avermelhadas e zonas vermelho escuro difusa e presenca de Vvarios vasos
vermelhas-alaranjadas) (foto: José Almeida). evidentes (foto: José Almeida).

3.4.2 Analise Histoldgica

Em todos os peixes, alimentados com as diferentes dietas, observaram-se infiltrados de
células linfoplasmocitarias multifocais aleatdrios. Estes infiltrados podem ser analisados, com

algum promenor, nas imagens 9, 10, 11 e 12 dos cortes histoldgicos realizados.

28



B Y ALY - NV g Pt e S =Y
(o g i S LS S R
avge TR R Mo S e
VIRt o e ot Aty
Iv‘.«t‘ "/ ‘ﬁ & Sy o, ik "_ i %" % ;'g
'l“?g . S A '
5 {,,-E - L3 ,; i &6
Salyl R
" ." e d : P o, t
Vb SPSA Y
o B R V.
| " . N e i
T : g NG e Y % - ) % (N7 Vi B0 8
36 " AR BSOS LT - W ST R ¥

£ » : B _ Ny Ry Ry R A e e ; 2 b
S0V AL BTN g ﬁ,.mf,,q,sf,;{,r"g.; 2 *’%’i‘f@i’fﬁ» .«fi?* e
I AT - )% e e SRR PR ) P o R o Lt 1A I
SR AT e DAl s AR RN T e B alel S

Imagem 9 — Corte histologico de figado (dieta CTRL) Imagem 10 — Corte histolégico de figado (dieta
com infiltrado linfoplasmocitario (H-E; 40x) (foto: MFIX), com infiltrado linfoplasmocitario (H-E; 20x)
Anabela Alves). (foto: Anabela Alves).

Imagem 11 — Corte histoldgico de figado (dieta Imagem 12 — Corte histolégico de figado (dieta FUM),
FUM+MFIX) com infiltrado linfoplasmocitario (H-E; com infiltrado linfoplasmocitario (H-E; 10x) (foto:
60x) (foto: Anabela Alves). Anabela Alves).

Deve ser referido que nos peixes analisados das dietas CTRL e MFIX nédo foram observadas
outras alteracBes para além destes infiltrados, sendo que os figados apresentavam uma
arquitectura normal para trutas arco-iris (Imagens 13 e 14). Nos peixes alimentados com as
dietas FUM e FUM+MFIX foram observadas algumas altera¢cGes na arquitectura hepética,
traduzidas num aspecto mais homogéneo, sinusOides mais visiveis, vacuolizacdo
ausente/diminuida e presenca de hepatécitos diminuidos de tamanho (Imagens 15 e 16).

Também se observaram células gigantes multinucleadas com formacdo de sincicios nos
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ductos biliares (Imagens 17 e 18). Nos peixes da dieta FUM foi observada a presenca de

necrose focal de liquefac¢do numa das Iaminas analisadas (Imagem 19).

A oo
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Imagem 13 — Corte histoldgico de figado (dieta CTRL)
com arquitectura normal (H-E; 40x) (foto: Anabela
Alves).
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Imagem 15 — Corte histologico de figado (dieta FUM)
com arquitectura alterada (H-E; 40x) (foto: Anabela
Alves).
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Imagem 14 — Corte histolégico de figado (dieta MF1X)
com arquitectura normal (H-E; 40x) (foto: Anabela
Alves).
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Imagem 16 — Corte histolégico de figado (dieta
FUM+MFIX) com arquitectura alterada (H-E; 40x)
(foto: Anabela Alves).
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Imagem 17 — Corte histoldgico de figado (dieta FUM) Imagem 18 — Corte histologico de figado (dieta
com formagéo de sincicios nos ductos biliares (H-E;  FUM+MFIX) com formagéo de sincicios nos ductos
40x) (foto: Anabela Alves). biliares (H-E; 10x) (foto: Anabela Alves).

40x) (foto: Anabela Alves).
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4 DISCUSSAO

Em termos dos parametros do desempenho do crescimento e da eficiéncia alimentar, como
referido, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas para 0s varios
parametros avaliados. Os peixes apresentaram crescimentos normais e dentro de valores tidos
como Optimos para a espécie. Os peixes alimentados com as dietas experimentais quase
sextuplicaram de peso em 58 dias de alimentacdo e apresentaram um indice de conversdo
médio na ordem dos 0,80. Os resultados obtidos em termos da influéncia das fumonisinas,
quando comparados com outros estudos referidos na bibliografia, encontram-se enquadrados
ao sugerirem que baixas concentracdes de fumonisinas ndo exercem efeitos perniciosos no
crescimento. Com efeito, alguns autores referem alteragdes no crescimento apenas a partir de
concentracdes de 5,0mg kg™ (Gbore et al. 2010) ou de 40mg kg™ (Li et al. 1994; Tuan et al.
2003) que, em termos comparativos com 0s niveis que utilizamos, foram muito mais

elevadas.

Na analise da composicdo corporal ndo foram detectadas diferencas estatisticamente
significativas entre as carcacas dos peixes que foram alimentados com as varias dietas
experimentais, significando que a ingestdo de fumonisinas a baixas concentra¢es ndo teve
qualquer efeito na composicao corporal final dos peixes. Esta metedologia nédo foi realizada
na bibliografia no que diz respeito a esta micotoxina em peixes, ndo havendo portanto

comparagao possivel.

Em termos hepaéticos, e apesar do nivel baixo de inclusdo de micotoxinas, o estudo realizado
demonstrou que concentracdes de 0,05 mg kg™ de fumonisinas na dieta podem induzir
alteracbes ao nivel hepatossomatico e ao nivel macroscéopico e histolégico em juvenis de
trutas arco-iris, com um peso médio inicial de cerca de 19 gramas e ap6s um periodo de

alimentacéo de 58 dias.
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Na bibliografia consultada, o indice hepatossomético ndo foi um dos parametros utilizados
para avaliar as possiveis alteracdes hepéticas induzidas pelas fumonisinas, o que dificulta a
comparacdo dos nossos resultados com os obtidos por outros autores. Estas evidéncias
sugerem gue a abordagem realizada tera sido a primeira quer em termos de espécie quer em
termos de metodologia. Os resultados que obtivemos, utilizando o indice hepatossomatico,
originou alteracdes significativas neste pardmetro hepatico (P<0,05) devidas a ingestdo das

micotoxinas.

Em relacdo a alteracGes macroscopicas, apesar de uma amostragem ndo muito intensiva,
(nove peixes por tratamento), foi possivel detectar, nos grupos de peixes alimentados com
dietas que continham fumonisinas, algumas diferencas face aos animais do grupo controlo.
Segundo a bibliografia consultada, a concentragdo mais baixa estudada de fumonisinas foi de
0,3 mg kg™, sendo que até concentracdes de 20 mg kg™ néo foram observadas tais alteragées
macroscopicas (Lumlertdacha et al. 1995). De acordo com 0 mesmo autor, o surgimento de
alteracBes hepaticas é influencido pela concentracdo de fumonisinas ao ter identificado

alteracBes mais exuberantes com o aumento das concentracdes destas micotoxinas.

No que diz respeito a histologia, Lumlertdacha et al. (1995) observaram alteracdes a partir de
concentracdes de 20 mg kg™, em peixes da espécie Ictalurus punctatus com peso médio
inicial de 1,2 gramas (um més) e peixes com peso de 31 gramas, enquanto que no estudo que
realizamos encontramos alteracdes com concentragdes de 0,05 mg kg™ de fumonisinas em
peixes com 19 gramas. No entanto, Brown et al. (1994) néo identificaram lesdes em nenhum
orgéo estudado, em peixes adultos (Ictalurus punctatus), mesmo a concentracfes elevadas de
313 mg kg™. Além deste autor, Tuan et al. (2003) também néo detectaram alteracdes a nivel
histolégico até concentragdes de 150 mg kg™ , apesar de terem trabalhado com peixes de um
més de idade com 2,7 gramas de peso, mas da espécie Oreochromis niloticus. Com isto,
podemos concluir que para além de existirem poucos estudos relacionados com este assunto,
estes ndo se apresentam em concordancia, deixando antever a necessidade de trabalhos
complementares nesta area de modo a esclarecerem 0s possiveis efeitos da ingestdo de
fumonisinas para se poder estabelecer uma ligagdo entre as espécies, a sua idade e peso e 0

nivel de alteragdes hepaticas que apresentam.
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Apesar da evidente discrepancia de resultados apresentada na bibliografia, de acordo com um
ensaio recente realizado por nés (resultados ainda ndo publicados) com peixes de maior
tamanho (88 gramas), maior duracdo (84 dias) e niveis de fumonisinas mais elevados (20 mg
kg™ : 400x), ndo foram observadas diferencas significativas no crescimento (P>0,05) hem no
indice hepatosomatico (P>0,05). Estes resultados sugerem que 0s peixes mais jovens sdo
mais sensiveis face aos seus homdlogos sub adultos ou adultos, ou seja, a idade/peso do peixe
é um factor que, de facto, pode influenciar o grau e a severidade das alteracGes hepaticas. Os
factores que poderédo ter causado esta diferenca em relacdo as alteracBes observadas com
baixas concentra¢des, que ndo vao de encontro ao que se encontra descrito na bibliografia,
podem estar relacionados com a espécie animal, 0 seu maneio alimentar, bem como possiveis
parametros da agua (pH, oxigénio dissolvido, amonia, temperatura, entre outros). A duragédo
do ensaio ndo parece constituir um factor a considerar pois o ensaio apresentado durou 58
dias e obteve alteracBes a concentragdes de 0.05 mg kg™, sendo que & concentracdo mais
baixa na bibliografia (0.3mg kg™), o ensaio teve uma durag&o mais prolongada (10 semanas e

14 semanas), o que ndo implicou o surgimento de alteracdes (Lumlertdacha et al. 1995).

Em relacdo a taxa de mortalidade, ndo foram observadas evidéncias estatisticas que suportem
que os varios tratamentos utilizados pudessem afectar a taxa de mortalidade, o que também
foi evidenciado por outros autores (Li et al. 1994; Yildirim et al. 2000; Tuan et al. 2003).
Contudo, Lumlertdacha et al. (1995) observaram uma mortalidade elevada com
concentracdes de 320 mg kg™ e superiores, devido & bactéria Cytophaga columnaris. Gbore
et al. (2010) ndo registaram mortalidade significativa no estudo que efectuaram. Esta
mortalidade podera ter estado associada ao nimero de peixes por tanque, a alteracbes no

fluxo de &gua e/ou alteracdes ao nivel dos parametros fisico-quimicos da agua.

Neste ensaio foram formuladas dietas isoproteicas e isoenergéticas de acordo com as
exigéncias nutricionais das trutas arco-iris em que, para além da incorporacdo das
fumonisinas, foi também utilizado um produto comercial MFIX (BIOMIN). O uso deste
produto pretendeu fazer uma avaliacdo preliminar da sua eficiéncia em termos de anulacéo

dos efeitos destas micotoxinas.

Face aos resultados obtidos, podemaos referir que o produto MFIX tera tido um efeito positivo

no combate aos possiveis efeitos das micotoxinas em termos hepaticos. Isto pois a analise
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estatistica revelou que a dieta (FUM+MFIX), em termos dos indices hepatosomaticos, apesar
de ndo ter diferido significativamente das restantes dietas (CTRL, FUM e MFIX) se
distanciou, em termos numéricos, do tratamento que continha apenas fumonisinas, a dieta
FUM (IHS; 0,75), e com consequente aproximacao (IHS: 0,85) para as dietas CRTL e MFIX
(IHS: 0,91 e 0,92, respectivamente).
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que o fornecimento de uma dieta com baixa concentracao
(0,05 mg kg-1) de fumonisinas a juvenis de trutas arco-iris (19 gramas) nao interfere nos
parametros do crescimento podendo, no entanto, induzir alteracGes hepaticas ap6s 58 dias de
alimentacdo. Esta afirmacdo é suportada pelo facto de terem sido observadas alteragdes ao
nivel do indice hepatossomatico, da analise macroscépica dos figados e correspondente

analise histologica.

A bibliografia consultada sugere que a concentragdo (nivel) de fumonisinas utilizada interfere
de modo significativo com alteragdes do figado a nivel macroscéopico e histologico apenas a
partir de concentracdes de 80 mg kg™* e de 20 mg kg™’ respectivamente em peixe gato
(Lumlertdacha et al. 1995). Este estudo, aliado ao estudo recente realizado por nés, sugere
que a espécie utilizada e a sua idade (peso) sdo factores que podem influenciar a accéo das

fumonisinas em termos hepaticos.

Outros aspectos relacionados com o maneio e certos parametros da agua (pH, oxigénio

dissolvido, aménia, temperatura, entre outros) também deverao ser considerados.

Este ensaio preliminar deixa antever que o produto utilizado (MFIX-BIOMIN) para minorar
os efeitos das micotoxinas em dietas para trutas arco-iris, se apresenta como uma alternativa
interessante sendo que, para atingir o efeito maximo da sua eficacia, devem ser efectuados

mais estudos complementares.

Este estudo preliminar pode constituir um contributo na area ao adicionar informacdo nova
com resultados que envolvem a utilizacdo de uma espécie ainda ndo abordada, neste tipo de
ensaios, na bibliografia. No entanto, sdo necessarios mais estudos nesta area para

percebermos o porqué das diferencas observadas em relacdo a outros estudos cientificos.
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Seria também interessante a realizacdo de estudos complementares associados aos parametros
da &gua, em especial a temperatura, para tentar perceber de que modo esta podera influenciar
as alteracdes causadas pelas fumonisinas nos peixes de agua fria. Em comparacdo com 0s
animais terrestres, o0 meio envolvente em que 0s animais aquaticos vivem tem uma influéncia
mais acentuada em termos da actuacdo de farmacos e microrganismos, sendo por isso um

estudo pertinente.
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