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“‘Competéncia é uma ave rara
nesta floresta, que eu sempre aprecio
quando vejo.”

(Frank J. Underwood)



RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de um adsorvente de
micotoxinas em dietas para juvenis de Litopenaeus vannamei (5,97 £ 0,45 cm e 1,29
* 0,42 g) alimentados com dietas contaminadas por micotoxinas. O experimento teve
duracao de 42 dias, sendo o delineamento inteiramente casualizado, composto por
seis tratamentos com quatro repeticées: (CONT — dieta sem adicao de micotoxinas
e/ou adsorvente; CETX — dieta com adi¢do de adsorvente ELITOX®; AFLA — dieta
com adicdo de Aflatoxina; FUMO — dieta com adi¢gdo de Fumonisina; AETX — dieta
com adicdo de Aflatoxina e ELITOX®; FETX — dieta com adicdo de Fumonisina e
ELITOX®). As repeticoes foram distribuidas ao acaso em 24 aquarios com volume
utii de 40 litros sendo os aquarios dotados de filtros biolégicos individuais. A
qualidade de agua foi monitorada a cada trés dias para temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, e semanalmente para produtos nitrogenados, alcalinidade, dureza e
salinidade. Todas as variaveis monitoradas, exceto a alcalinidade, ficaram dentro
dos intervalos considerados adequados para a biologia de L. vannamei e sem
diferengas estatisticas (p>0,05). Ao final do experimento os camardes foram
contados, pesados e medidos para determinar sobrevivéncia (%), comprimento total
final (cm), peso final (g), ganho de biomassa (g) e taxa de crescimento especifico
(%). Amostras de hepatopancreas foram coletadas de 16 animais por tratamento, a
fim de realizar avaliagdo histopatol6gica. A sobrevivéncia ficou acima de 90% para
todos os tratamentos e ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre eles. Para
comprimento o maior resultado foi observado no tratamento FETX, apresentando
valor de 6,43 = 0,62 cm, sendo estatisticamente semelhante (p>0,05) ao tratamento
AETX (6,21 £ 0,61 cm) e CETX (6,07 + 0,57 cm). O tratamento FUMO apresentou
menor crescimento (5,62 + 0,60 cm) sendo estatisticamente semelhante (p>0,05)
aos tratamentos CONT (5,95 £+ 0,67 cm) e AFLA (5,85 + 0,60 cm). Os resultados de
peso final seguiram a tendéncia encontrada para comprimento, sendo 0os maiores
resultados para FETX (2,52 = 0,68 g) e AETX (2,29 = 0,56 g) e 0os menores para
FUMO (1,69 + 0,52 g) e AFLA (1,87 + 0,49 g). Para ganho de biomassa o maior
resultado foi encontrado em FETX (12,90 g), sendo estatisticamente semelhante
(p>0,05) ao tratamento AETX (10,91 g). O menor ganho de biomassa ocorreu no
tratamento FUMO (3,57 g) que nao diferiu (p>0,05) de AFLA (4,61 g). A taxa de
crescimento especifico apresentou os maiores valores em FETX (1,44 + 0,13%) e
AETX (1,26 = 0,22%), sendo semelhantes estatisticamente (p>0,05). Os menores
valores sdo encontrados nos tratamentos FUMO (0,49 + 0,13%) e AFLA (0,61 %
0,20%), estatisticamente semelhantes (p>0,05). Os tratamentos CONT (0,95 %
0,18%) e CETX (0,93 £ 0,13%) foram semelhantes a AFLA e AETX (p>0,05). Danos
histologicos foram observados em todos os tratamentos com inclusdo de
micotoxinas, contudo os danos foram reduzidos nos tratamentos onde houve adigao
do adsorvente. Os resultados encontrados mostram que o produto ELITOX® é eficaz
como adsorvente de micotoxinas nas condi¢gées experimentais avaliadas.

Palavras-chave: Carcinicultura. Histologia. Bentonita.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficiency of a mycotoxin
adsorbent in diets for juveniles of Litopenaeus vannamei fed different diets
contaminated with mycotoxins. The trial lasted 42 days, with a completely
randomized design consisting of six treatments with four replicates per treatment:
(CONT - diet without addition of mycotoxins or adsorbent, CETX - diet with addition
of ELITOX® adsorbent, AFLA - diet with addition of Aflatoxin, FUMO - diet with
addition of Fumonisin, AETX - diet with addition of Aflatoxin and ELITOX®; FETX -
diet with addition of Fumonisin and ELITOX®). The replicates were randomly
distributed into 24 aquariums with a useful volume of 40 liters, the aquariums were
equipped with individual biological filters. Water quality was monitored every three
days for temperature, pH, dissolved oxygen and weekly for nitrogen products,
alkalinity, hardness and salinity. All parameters, except alkalinity, were within the
suitable ranges for L. vannamei biology and without statistical differences (p>0.05).
At the end of the experiment all animals were weighed and measured to determine
survival (%), final total length (cm), final weight (g), biomass gain (g) and specific
growth rate (%). Hepatopancreas of 16 animals per treatment were collected to
perform histopathological evaluation. Comparing survival we observed that, among
the treatments, there was no statistical difference (p>0.05), presenting survival above
90%. For length, the highest result was observed in the FETX treatment, presenting
a value of 6.43 + 0.62cm, being statistically similar (p>0.05) to the AETX treatment
(6.21 £ 0.61cm) and CETX (6.07 £ 0.57 cm). The FUMO treatment presented the
lowest final length (5.62 + 0.60 cm), being statistically similar (p> 0.05) to CONT
(5.95 £ 0.67 cm) and AFLA (5.85 + 0.60 cm). The final weight results followed the
tendency found for length, with the highest results for FETX (2.52 + 0.68g) and AETX
(2.29 £ 0.569) and the lowest for FUMO (1.69 + 0, 52g) and AFLA (1.87 £ 0.499). For
biomass gain the highest result was found in FETX (12.90 g), being statistically
similar (p> 0.05) to AETX treatment (10.91 g). The lowest biomass gain occurred in
the FUMO treatment (3.57 g), which was statistically similar (p>0.05) to AFLA (4.61
g)- The specific growth rate presented the highest values in FETX (1.44 + 0.13%) and
AETX (1.26 + 0.22%), being statistically similar. The lowest values were found in the
treatment FUMO (0.49 + 0.13%) that did not differ of AFLA (0.61 £ 0.20), (p>0.05).
The treatments CONT (0.95 + 0.18) and CETX (0.93 + 0.13) were similar to AFLA
and AETX treatments (p>0.05). Histological damages were observed in all
treatments with inclusion of mycotoxins, although the damages were reduced in the
treatments where there was addition of the adsorbent. The results show that the
ELITOX® is effective as an adsorbent of micotoxins under the experimental
conditions evaluated.

Key-words: Shrimp Culture. Histology. Bentonite.
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1 INTRODUCAO

A producdo mundial em cativeiro de peixes, crustdceos e moluscos
apresentou elevado crescimento desde a década de 1980, enquanto os
desembarques de organismos aquaticos capturados permaneceram estaveis desde
o final desta mesma década. Entre as espécies produzidas pela atividade de
aquicultura, o camarao branco do pacifico (Litopenaeus vannamei) apresenta grande
destaque comercial, sua produ¢do mundial no ano de 2014 foi de 3,6 milhdes de
toneladas, o que representa aproximadamente 50% de toda producao de crustaceos
em cativeiro (FAO, 2016). A producao de L. vannamei iniciou-se na década de 1970
nas Ameéricas do Sul e Central. Com o desenvolvimento de técnicas de reprodugéo e
criacdo intensiva, a producado dessa espécie estendeu-se a América do Norte e
posteriormente ao continente Asiatico. Caracteristicas como rusticidade,
rentabilidade, crescimento elevado, boa conversao alimentar e grande aceitacao no
mercado internacional, fazem com que a espécie seja a principal utilizada em
sistemas de producao (FAO, 2016).

Nos sistemas de producdo de camardes, requisitos basicos devem ser
atendidos em relagdo ao manejo alimentar (DE QUEIROZ, 2013). Estudos mostram
que a dieta fornecida a um organismo aquatico influéncia no comportamento, na
integridade estrutural, na saude, nas fungbes fisioldégicas, na reproducdo e
crescimento (ANATER et al., 2016). Sendo assim, podemos afirmar que o objetivo
primario em nutricdo de organismos aquaticos é proporcionar uma mistura
nutricionalmente equilibrada de ingredientes para suportar a manutencéo,
crescimento, desempenho reprodutivo, produzir uma carne de qualidade e manter a
saude dos animais a um custo aceitavel para posterior comercializagdo (NRC, 2011).

Considerando o elevado custo de matérias primas de origem animal, cada vez
mais faz-se necessario o uso de ingredientes vegetais nas dietas, entretanto estes
ingredientes estao sujeitos a contaminagao por fungos e consequentemente por
micotoxinas (CAST, 2003). Portanto, o fornecimento de uma matéria prima de
qualidade é essencial. Micotoxinas sao metabdlitos quimicos produzidos por uma
diversificada gama de fungos que contaminam culturas agricolas antes da colheita
ou durante o armazenamento pés-colheita (ZYCHOWSKI et al., 2013). Dentre os
fungos produtores de micotoxinas, os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium

sd0 0S que merecem maior atencdo, devido a producdo de aflatoxinas e
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fumonisinas, que sao as micotoxinas mais encontradas nas dietas e que
representam maiores problemas para os organismos que as consumirem (CALVET
et al., 2015). Massocco (2016), relata que as aflatoxinas atuam diminuindo a sintese
de proteinas, modificam o metabolismo lipidico e a via respiratéria mitocondrial e,
por fim, atuam debilitando o sistema imunolégico do animal deixando-o mais
suscetivel a infeccdes oportunistas. J& a fumonisina tem como mecanismo de agéao
interferir na biossintese de esfingolipidios, consequentemente desencadeando
problemas a atividade celular pois, essas moléculas sao substancias essenciais para
a composicao da membrana, para a comunicacao célula-célula e para fatores de
crescimento (PEREIRA; SANTOS, 2011).

A ingestdo de aflatoxinas por L. vannamei pode causar anormalidades no
hepatopancreas, bem como redugdo do crescimento (Ostrowski-Meissner et al.,
1995). Alteracbes no hepatopancreas do L. vannamei também podem ser
observadas devido ao consumo de fumonisina (MEXIA-SALAZAR et al., 2008). O
estudo do hepatopancreas faz-se necessario pois nesse 6rgdo, ocorre a
concentragdo de fungbes relacionadas a sintese de enzimas digestivas (ICELY e
NOTT, 1992), absorcao de nutrientes, estoque de reservas e excrecao (GIBSON e
BARKER, 1979; JOHNSTON et al., 1999; SOUSA e PETRIELLA, 2000).

A presenca de aflatoxinas e fumonisinas em dietas € algo provavel devido as
condicbes de colheita e manutencdo das dietas e, previamente, de seus
ingredientes, desta forma a utilizagdo de um aditivo alimentar adsorvente pode
auxiliar na reducao dos danos causados pela presenca de micotoxinas em dietas. O
Elitox® é um aditivo adsorvente utilizado para aglutinar e desativar a agao das
micotoxinas nas dietas e no aparelho digestivo do animal. Dentre os seus
componentes encontra-se a bentonita, uma argila com uma grande variedade de
empregos industriais (SANTOS, 1992). As argilas apresentam alta viabilidade
técnico-econdmica decorrente do seu potencial de adsorcdo, que associado a sua
disponibilidade abundante, as tornam adsorventes de baixo custo, tornando-a alvo
de pesquisas (RODRIGUES et al., 2004).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vivo a eficiéncia de um adsorvente de micotoxinas em dietas para L.

vannamei contaminas com aflatoxina e fumonisina.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o desempenho zootécnico e histopatologia do hepatopancreas de juvenis
de L. vannamei alimentados com dietas contaminadas com aflatoxina ou fumonisna;
- Avaliar o desempenho zootécnico e histopatologia do hepatopancreas de juvenis
de L. vannamei alimentados com dietas contendo um adsorvente comercial de

micotoxinas;
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2 REVISAO DE LITERATURA

No processo de formulagdo de uma dieta leva-se em conta o fornecimento de
uma matéria prima de alta qualidade, isso porqué boa parte dos ingredientes —
milho, soja e outros produtos de origem vegetal - utilizados na composi¢cao das
ragbes podem ser substratos ideais para o crescimento de fungos, que sob
condigdes positivas, favorecem a sintese de micotoxinas (CAST, 2003).

Considerando os potenciais riscos das micotoxinas, diversos estudos foram
realizados para investigar a presenca de micotoxinas em dietas para a atividade de
aquicultura. Em um estudo realizado por Hashimoto et al. (2003), os autores
encontraram em 42 amostras pertencentes a cinco marcas comerciais diferentes
uma incidéncia de contaminacdo de 61,9% para aflatoxinas e 76,2% fumonisinas.
Buck (2005), encontrou uma incidéncia de 21% de aflatoxinas num total de 100
amostras analisadas. Em 22 amostras de dietas para camardes Calvet et al. (2009)
encontraram uma incidéncia de 22,7% de aflatoxinas. No estudo realizado por
Barbosa et al. (2013), os autores encontraram incidéncia de 55% de aflatoxinas e
98% de fumonisinas num total de 60 amostras testadas.

Estudos para determinar a presenca de micotoxinas nas matérias primas
utilizadas na produgcédo de dietas também foram realizadas. Sabino et al. (1989),
analisaram a ocorréncia natural de aflatoxinas presentes no milho. Gloria, Fonseca e
Souza (1997) estudaram a ocorréncia de micotoxinas no milho entregue a industria
de alimentos no Brasil. No trabalho de Machinski Jr e Valente Soares (2000), os
autores analisaram 81 amostras de milho e encontram 44 amostras contaminadas
com fumonisinas. Kawashima e Soares (2006) analisaram produtos derivados de
milho e detectaram a presencga de fumonisina em 71 das 74 amostras.

Além dos estudos citados acima, com enfoque na presenca de micotoxinas
nas dietas e nos produtos que constituem sua matéria prima, outros autores
estudaram os efeitos negativos das micotoxinas para os camardes. Em camardes, o
hepatopancreas atua como um importante 6rgéao, nele ocorre a concentragdo de
funcoes relacionadas a sintese de enzimas digestivas (ICELY e NOTT, 1992),
absorcao de nutrientes, estoque de reservas e excrecao (GIBSON e BARKER, 1979;
JOHNSTON et al, 1999; SOUSA e PETRIELLA, 2000). Neste 6rgao sao
encontrados cinco tipos celulares: embrionaria (E), reabsortiva (R), fibrilar (F),
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vesicular (B) e basal (M) (JACOBS, 1928; HIRSCH e JACOBS, 1928; VOGT, 1985;
FRANCESCHINI-VICENTINI et al., 2009 e RIBEIRO et al., 2014).

Sendo assim, a andlise histolégica dos hepatopancreas é uma importante
ferramenta, pois por meio do estudo deste érgao, podemos observar a resposta do
animal as mais diferentes formas de estresse. Alteragdes histoldégicas no
hepatopancreas e em outros tecidos de camardes da espécie L. vannamei sao
descritas por Lightner et al. (1982) que utilizaram na alimentagdo dosagens de
53000 a 300000 ppb de aflatoxina por 25 dias. Alteragdes no hepatopancreas e nos
tecidos da glandula antenal para L. vannamei também foram observados por
Ostrowski-Meissner et al. (1995) ap6s duas semanas de alimentacdo com aflatoxina
a 50 ppb. Os mesmos autores encontraram mortalidade de 100% em menos de
duas semanas no tratamento com inclusao de 15.000 ppb. Bautista et al. (1994)
realizaram um estudo com inclusdo de diferentes niveis de aflatoxinas na dieta de
Penaeus monodon e observaram a partir do trigésimo dia reducao no ganho de peso
dos animais alimentados com rag¢des contaminadas por aflatoxina em niveis iguais
ou acima de 73,8 ppb. Nesse mesmo estudo, os autores encontraram alteragbes
histolégicas no hepatopancreas nos individuos alimentados a partir de 26,5 ppb.
Ghaednia et al. (2013) alimentaram Fenneropenaeus indicus com ragbes contendo
aflatoxinas e observaram que nos tratamentos com 1.600, 800 e 400 ppb houve
reducdo do crescimento e descoloragdo pelo corpo e cauda. Nesses tratamentos
também foram registrados menores valores de peso final, ganho de peso diario, taxa
de crescimento especifico e sobrevivéncia. Alteragdes no hepatopancreas foram
observadas com o aumento das concentracées e do tempo que os animais foram
expostos, sendo valores acima de 200 ppb suficientes para observar as primeiras
alteracoes.

Para determinar os danos causados por Fumonisina, Mexia-Salazar et al.
(2008) conduziram um experimento de 18 dias com nives entre 500 e 1000 ppb para
L. vannamei alimentados com as dietas contaminadas. Estes observaram
deformacéo dos tubulos do hepatopancreas ap6s 8 dias quando comparado com o
tratamento controle, as lesbes extremamente severas foram observadas em
camardes alimentados com 1000 ppb de fumonisina. Juvenis de L. vannamei
expostos as dietas contendo fumonisina com niveis de 200 a 2000 ppb por 30 dias,
onde foi observado que o crescimento € afetado nos tratamentos com

concentragdes maiores que 600 ppb (Garcia-Morales et al., 2015).
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Quanto ao uso de adsorventes, pouco se sabe, pois sdo escassos 0s estudos
sobre o tema. O Elitox®, é um adsorvente comercial que utiliza em sua formulagéo
uma argila denominada bentonita. Lopes et al. (2006) utilizaram bentonita s6dica
como adsorvente de aflatoxinas em ragdes para frango de corte e constataram que a
adicdo de 0,3% de bentonita foi suficiente para reduzir os danos causados pela
presenca de aflatoxina nas ragdes testadas. Pasha et al. (2007), também obtiveram
melhores resultados quando utilizaram 0,5% de bentonita em adicdo as racdes
contaminadas com aflatoxinas.

Em atividades de aquicultura, outros tipos de adsorventes foram testados
para algumas espécies de produgdo. Soonngam e Hutacharoen (2007) testaram
dois diferentes tipos de adsorventes (vermiculite e aluminossilicato de calcio e sédio
hidratado) em dietas para P. monodon contaminadas com aflatoxina e os dois
tratamentos com adsorventes apresentaram taxa de crescimento, porcentagem de
sobrevivéncia final, ganho de peso diario, conversao alimentar final e eficiéncia final
da proteina maior do que os camardes alimentados com 500 ppb de aflatoxina sem
adicdo de adsorvente. Lopes et al. (2009), testaram aluminossilicato de caélcio e
sédio como adsorvente no desempenho de alevinos de jundia (Rhamdia quelen)
alimentados com racdes contendo niveis crescentes de aflatoxina. Nesse estudo, os
autores descrevem que 0s niveis testados de adsorvente na dieta nao diminuiram os
efeitos das aflatoxinas no desempenho dos peixes, e ainda diminuiram a aceitagao
da ragdo, em virtude da palatabilidade do produto estudado. Selim, El-Hofy e Khalil
(2014) utilizaram trés diferentes produtos (aluminossilicato de calcio e sédio
hidratado, Saccharomyces cerevisiae e glucomamano estereficado) como
adsorvente de micotoxinas para ragdes de juvenis de tilapia contaminadas com
aflatoxinas e para os trés adsorventes obtiveram significativa melhora em
parametros zootécnicos e higidez quando comparados com o tratamento sem adicao
de adsorvente. Braga et al. (2017) utilizaram a bentonita em dietas contendo uma
micotoxina denominada zearalenona para alevinos de jundia (R. quelen),
observando que niveis crescente da micotoxina causaram diminuicdo de
crescimento e ganho de peso. Neste trabalho a adicdo de 0,1% do adsorvente
auxiliou no desenvolvimento dos alevinos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Carcinicultura da
Universidade Federal do Parana — Setor Palotina, durante 42 dias. Foram utilizados
288 juvenis de L. vannamei (5,97 + 0,45 cm — Comprimento total e 1,29 £ 0,42 g —
peso vivo) divididos em seis tratamentos (TRAT) compostos por quatro repeticoes.
Para todos os tratamentos utilizou-se uma dieta basal, a qual foram adicionadas
micotoxinas e/ou adsorvente comercial. O adsorvente comercial escolhido foi o
Elitox®, um aditivo adsorvente utilizado para aglutinar e desativar a agdo das
micotoxinas. Dentre 0s seus componentes encontra-se a bentonita, uma argila com
uma grande variedade de empregos industriais. Os tratamentos foram denominados
como: tratamento controle (CONT) sem adicdo de micotoxinas e/ou adsorvente na
dieta; tratamento controle com adicdo de adsorvente ELITOX® (CETX); tratamento
com adicao de aflatoxina (AFLA); tratamento com adicdo de fumonisina (FUMO);
tratamento com adigao de aflatoxina e ELITOX® (AETX); tratamento com adigdo de
fumonisina e ELITOX® (FETX), como pode ser visualizado na tabela 1. As repeti¢cdes
foram distribuidas ao acaso em 24 unidades experimentais com volume util de 40
litros de agua a 15 ppm, sendo os aquarios dotados de filtros biolégicos individuais

com volume de dois litros.

Tabela 1. Descri¢cdo dos tratamentos experimentais.

INCLUSAO DO PRODUTO MICOTOXINAS
TRAT AFLATOXINA FUMONISINA
ELITOX®
(ppb) (ppb)

CONT - - -
CETX 0,25% - -
AFLA - 627,8 -
FUMO - - 1035,7
AETX 0,25% 627,8 -
FETX 0,25% - 1035,7

Fonte: O Autor (2017).
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3.2 MONITORAMENTO DA QUALIDADE DE AGUA

A qualidade de agua foi monitorada a cada trés dias para as variaveis de
temperatura (termdémetro, digital Inconterm), pH (pHmetro Luca, 210) e oxigénio
dissolvido (oximetro ALFAKIT, AT160). Semanalmente monitorou-se a salinidade
(refratdmetro BIOBRIX, 211), os compostos nitrogenados segundo as metodologias
descritas em APHA (2005) e alcalinidade e dureza de acordo com as metodologias
de Macedo (2003). Nos dias 22 e 42 do experimento foram coletadas amostras de
todas as unidades experimentais para verificar a presenca de micotoxinas na agua
pela metodologia de cromatografia liquida, as analises foram realizadas no
laboratério comercial SAMITEC - SP. Diariamente reposi¢cdes de agua foram feitas
para manter os niveis perdidos por evaporacao e sifonagem.

3.3 DIETAS

As dietas foram formuladas com base nas exigéncias da espécie para fase de
juvenil, com niveis de 35% de proteina bruta, 6% de lipideos e 3.600 kcalkg de
energia bruta (Tabela 2). O atendimento das exigéncias nutricionais foi feito com
base nos niveis de garantia minimos na formulacdo de dietas comerciais com o
objetivo de simular as mesmas condi¢cdes de alimentacdo utilizadas em sistemas de
producdo comercial. Os ingredientes utilizados para formulagdo das dietas foram
inicialmente misturados e apods isso foi adicionado 50% do peso da dieta em agua
quente a 60°C para dar consisténcia aos ingredientes, sendo que os mesmos foram
novamente misturados ap6s a adicao de agua. Realizado esse procedimento, as
dietas foram processadas individualmente em um peletizador (C.A.F Maquinas)
numa temperatura entre 55 e 60°C, passando por cerca de 30 segundos no canhao
do equipamento, num total de uma hora para que toda dieta fosse peletizada
individualmente. Apds isso cada dieta foi colocada para secagem em estufa de
circulacdo/renovacédo de ar (LUCADEMA — LUCA — 82/150) por 24 horas a 55°C.
Ap6s a secagem, fez-se a homogeneizacdo do tamanho do pellet com auxilio de

uma peneira de 1 mm.
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3.4 PRODUGAO, INCLUSAO E ANALISE DAS MICOTOXINAS NAS DIETAS

As dietas contaminadas foram produzidas a partir da inclusdo de uma matriz
contendo fumonisina e aflatoxina. A matriz de micotoxinas foi produzida no
Laboratério de Tecnologia de Produtos de Origem Animal da PUC-PR. A fumonisina
foi produzida pela fermentacdo de Fusarium verticillioides em graos de milho pelo
periodo de seis semanas a 30°C (adaptado de ALBERTS et al., 1990). A aflatoxina
foi produzida pela fermentacao de Aspergillus parasiticus em graos de arroz por 10
dias a 30°C (adaptado de WEST et al, 1973). As matrizes foram previamente
analisadas no laboratério Eurofins-ALAC, para quantificagdo das micotoxinas pela
metodologia de cromatografia liquida. Apos confirmado os niveis de micotoxinas na
matriz, o material foi moido e adicionado a dieta experimental, sendo inserido 627,8
ppb de aflatoxina e 1035,7 ppb de fumonisina nos tratamentos com micotoxina. A
extracdo e quantificagdo de fumonisina e aflatoxina na dieta foi realizada pela
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplado a um espectrometro de
massa/massa, onde através dos cromatogramas foi possivel quantificar as

micotoxinas presente nas dietas no laboratério Eurofins-ALAC.

Tabela 2. Descricdo da composi¢ao alimentar utilizada na formulagéo das dietas para cada

tratamento.

Ingredientes (g/kg) CONT CETX AFLA FUMO AETX FETX
Farelo de soja 350 350 350 350 350 350
Farinha de peixe 264 264 264 264 264 264
Milho moido 150 150 150 150 150 150
Inerte 93,98 91,48 93,98 93,98 91,48 91,48
Farelo de trigo 80 80 80 80 80 80
Oleo de peixe 16 16 16 16 16 16
Oleo de soja 16 16 16 16 16 16
Fosfato Bicélcico 20 20 20 20 20 20
Sup. vitam. e mineral 10 10 10 10 10 10
BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02

QUANTIDADE TOTAL 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Fonte: O Autor (2017).
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3.5 MANEJO DOS ANIMAIS E AVALIACOES

As dietas foram fornecidas quatro vezes ao dia (09:00, 13:00, 17:00 e 21:00
horas), sendo que a taxa de arragcoamento e os ajustes da quantidade foram feitos
diariamente para cada unidade experimental. Ao inicio do experimento, 50 animais
de um lote pertencente ao mesmo grupo utilizado no experimento foram pesados e
medidos para obter os valores médios de peso umido e comprimento total. Ao final
do experimento, todos os animais foram contados, pesados e medidos para
determinar sobrevivéncia, comprimento médio final, peso médio final, ganho de

biomassa (biomassa final — biomassa inicial) e taxa de crescimento especifico (TCE

- formula 1).
Formula 1:
(In) PMF — (In) PMI
TCE (%/dia) = : X 100
Tempo de experimento
(dias)
Onde,

In = logaritmo neperiano
PMF = Peso médio final
PMI = Peso médio inicial

3.6 AVALIACAO HISTOLOGICA

Para avaliacdo histoldgica, amostras de hepatopancreas foram coletadas de
16 animais por tratamento. Juvenis de L. vannamei foram abatidos por termonarcose
(ASHLEY, 2007) e preservados em solugao Davidson (335 mL de agua destilada,
330 mL de alcool etilico, 220 mL de formol 100% e 115 mL de acido acético glacial)
por 48 horas. Posteriormente os animais foram encaminhados para rotina de
preparacao histolégica, realizada no Laboratério de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal do Parana, Setor Palotina, PR. Inicialmente, cada individuo foi
dissecado para remogao da glandula digestiva (Figura 1).



19

stomach
/ hepatopancreas

eye stalk '

hindgut

abdominal
. I_ segment

oesophagus

\

\

\
\

— anus

antenna pereiopods
pleopods

Fonte: http://www.fao.org

Figura 1. Anatomia do sistema digestério de camardes peneideos.

Para a realizagdo do corte histolégico, os hepatopancreas foram
desidratados, diafanizados e embebidos em parafina para confecgcdo dos blocos
histoldgicos. Para finalizar essa etapa do processo, foram realizadas seccoes de 5
pMm de espessura com uso de micrétomo automatico (Leica Biosystems - RM2245).
As seccoes obtidas foram distendidas em agua, colocadas sobre Iaminas embebidas
em albumina de Mayer e levadas para remocao do excesso de parafina em estufa a
60 °C por 12 horas. Logo apés, os cortes foram submetidos a rotina de coloracao
por Hematoxilina/Eosina (HE) (BANCROFT e GAMBLE, 2008).

As laminas com os cortes histologicos do hepatopancreas foram preservados
até o momento da captura de imagens pela preparacéo de lamina permanente. As
seccoes histoldgicas obtidas foram foto documentadas digitalmente com auxilio do
microscépio OLYMPUS CX21 e do microscépio (Leica DM1000) acoplado a sistema
de captura de imagens e tela de video. Foram montadas oito laminas histologicas
por tratamento, cada lamina com 4 cortes histoldgicos. A partir destes cortes foram
capturadas imagens para a identificacdo da estrutura morfolégica basica do
hepatopancreas de L. vannamei e dos possiveis danos encontrados no
hepatopancreas dos camardes.


http://www.leicabiosystems.com/pt/equipamento-de-histologia/microtomos-rotativos/detalhes/product/leica-rm2235/
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A analise dos cortes histoldgicos obtidos foi realizada com base na completa
descricao do hepatopancreas para camardes da ordem Decapoda, realizada por
Caceci et al. (1988) para L. vannamei; Franceschini-Vicentini et al. (2009) e Ribeiro
et al. (2014) para Macrobrachium amazonicum.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados zootécnicos foram coletados ao final do experimento e a verificacdo
dos pressupostos de normalidade e homogeneidade foram realizados por meio dos
testes de Shapiro e Wilks e Levene (Sokal, 2012). Apo6s verificado estes
pressupostos os dados foram submetidos a andlise de variancia de uma via

(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 QUALIDADE DE AGUA

As variaveis de qualidade de dgua monitoradas ficaram dentro dos intervalos
considerados adequados para a producao de L. vannamei em cativeiro, exceto para
alcalinidade que esteve um pouco abaixo do intervalo recomendado (Van Wyk e
Scarpa, 1999). Valores médios de temperatura, pH, oxigénio dissolvido, amdnia,
nitrito, alcalinidade e dureza estdo apresentados na tabela 3. A salinidade foi
controlada e mantida em aproximadamente 15%o.. Os tratamentos ndo apresentaram

diferencga estatistica entre si (p>0,05).

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo das variaveis de qualidade de agua nos
diferentes tratamentos.

QUALIDADE DE AGUA

TRATAMENTO Temperatura Qxigér!io Amédnia Nitrito Alcalinidade Dureza

o pH Dissolvido (mg/L) (mg/L) (mg/L (mg/L

(°C) (mg/L) de CaCO;)  de CaCOy)
CONT 255+12 74+03 682+045 0,01+£0,03 0,94+1,13 62+11,31 2722 +540,93
CETX 254+13 75+03 680+052 0,01+0,03 0,69+057 43+494 2640 +65,76
AFLA 255+13 75+03 6,81+048 0,01+£0,03 0,74+0,67 41+424 2525 +80,61
FUMO 255+12 75+03 6,80+050 0,01+0,02 0,69+087 44+494 2716 +235,46
AETX 257+13 75+03 6,85+048 0,01+0,02 0,64+058 43+7,77 2902 +199,40
FETX 256+13 75+04 696+045 0,01+0,02 056+025 49+2,12 2706 +67,88

Fonte: O Autor (2017).
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4.2 DESEMPENHO ZOOTECNICO

Ao comparar sobrevivéncia, observamos que entre os tratamentos nao houve
diferenca estatistica (p>0,05), apresentando valores acima de 90% para todos os
tratamentos, variando entre 90 + 4 (AFLA) a 96 + 8% (AETX). Observa-se que o
maior resultado para comprimento final foi observado no tratamento FETX,
apresentando valor de 6,43 *+ 0,62 cm, sendo estatisticamente semelhante (p>0,05)
ao tratamento AETX (6,21 £ 0,61 cm) e CETX (6,07 = 0,57 cm). O tratamento FUMO
foi o que apresentou menor crescimento (5,62 + 0,60 cm), sendo estatisticamente
semelhantes (p>0,05) aos tratamentos CONT (5,95 + 0,67 cm) e AFLA (5,85 + 0,60
cm). Os resultados de peso final seguem a tendéncia encontrada para comprimento,
tendo os maiores resultados para FETX (2,52 + 0,68 g) e AETX (2,29 = 0,56 Q)
(p>0,05) e os menores para FUMO (1,69 £ 0,52 g) e AFLA (1,87 £ 0,49 g).

Para ganho de biomassa o maior resultado foi encontrado em FETX (12,90 g),
sendo estatisticamente semelhante (p>0,05) ao tratamento AETX (10,91 g). Os
tratamentos CONT (7,68 g) e CETX (7,42 g) foram estatisticamente semelhantes ao
tratamento AETX (p>0,05). O tratamento AFLA (4,61 g) foi estatisticamente
semelhante a CONT e CETX (p>0,05), o menor valor ocorreu no tratamento FUMO
(3,57 g) que foi estatisticamente semelhante a AFLA (p>0,05).

A taxa de crescimento especifico apresentou os maiores valores em FETX
(1,44 £ 0,13%) e AETX (1,26 + 0,22%), sendo estatisticamente semelhantes
(p>0,05). Os menores valores sao encontrados nos tratamentos FUMO (0,49 +
0,13%) e AFLA (0,61 £ 0,20%), estatisticamente semelhantes (p>0,05). Os
tratamentos CONT (0,95 £ 0,18%) e CETX (0,93 £ 0,13%) foram semelhantes a
AFLA e AETX (p>0,05). Todos os resultados encontrados para desempenho

zootécnico estdo apresentados na tabela 04.



Tabela 04. Resultados zootécnicos de cada tratamento.
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DESEMPENHO ZOOTECNICO

TRATAMENTO

Ganho de D
Comprimento (cm) Peso (g) Biomassa TCE (%) Sobre(\:/:)\;enma
(9/9)
CONT 5,95+0,67°¢ 2,11+0,70b° 7,68bc 0,95+0,18b¢ 92+10
CETX 6,07+0,572° 2,1310,54bc 7,42bc 0,93+0,13bc 9048
AFLA 5,85+0,60v¢ 1,87+0,49¢c 4,61cd 0,61+0,20 9044
FUMO 5,62+0,62¢ 1,69+0,524 3,57d 0,49+0,13¢ 94+4
AETX 6,21+0,6120 2,29+0,5620 10,912 1,26+0,2280 9618
FETX 6,430,622 2,52+0,682 12,902 1,44+0,132 94+8

*Letras sobrescritas diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Fonte: O Autor (2017).



24

4.3 HISTOLOGIA

Os resultados obtidos nas imagens das laminas de hepatopancreas
permitiram a identificacdo da estrutura morfolégica basica do hepatopancreas de L.
vannamei. Observou-se a presenca dos 5 tipos celulares e dos danos encontrados
(figura 2).

No tratamento CONT (Figura 2-A) e CETX (Figura 2-B) os 5 tipos celulares
sdo evidentes e podem ser facilmente identificados. Os tubulos apresentam
conformacgdo descrita na literatura com lumen em formato de estrela. Nos
tratamentos AFLA (Figura 2-C) e FUMO (Figura 2-D) os ductos encontram-se
envoltos por infiliracbes, apresentam deformidades como: vaso dilatacao,
deformacao dos tubulos nao representando o formato tipico em estrela, aumento do
tamanho dos vacuolos, perda de vacuolos e deslocamento das paredes dos tubulos.
Nestes tratamentos sdo encontradas células B e R em maior quantidade. Ja nos
tratamentos AETX (Figura 2-E) e FETX (Figura 2-F), apesar de observarmos
infiltracdes os danos encontrados sdo em menor numero e intensidade. Notamos
que o tratamento FETX demonstra menos injurias que AETX por estar com ductos
integros e as células dos diferentes tipos encontram-se com maior clareza que em
AETX.
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Figura 2. Hepatopéancreas de juvenis de L. vannamei alimentados com diferentes dietas
contaminadas ou ndo com micotoxinas e na presenga ou auséncia de um
adsorvente. Células “R” (R); células “F” (F); Células “B” (B); células “M” (M); Vacuolo (V);
Luamen (L); Infiltracdo (I); Vaso dilatacao (VD); Deformacédo dos tubulos (*); Aumento do
tamanho dos vacuolos («); Perda de vacuolos (<); Deslocamento das paredes dos tubulos
(«»). A) Hepatopancreas de camardes alimentados com a dieta do tratamento CONT (400x,
HE

).
HE). C) Hepatopancreas de camarfes alimentados com a dieta do tratamento AFLA (200x,
HE).

B) Hepatopéancreas de camardes alimentados com a dieta do tratamento CETX (200x,

D) Hepatopancreas de camardes alimentados com a dieta tratamento FUMO (200x,
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HE). E) Hepatopancreas de camardes alimentados com a dieta do tratamento AETX (200x,
HE). F) Hepatopancreas de camardes alimentados com a dieta do tratamento FETX (200x,
HE).

Fonte: O Autor (2017).
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5. DISCUSSAO

Os resultados encontrados no monitoramento de qualidade de &agua nao
diferiram estatisticamente entre os tratamentos e, com excecdo a alcalinidade,
encontram-se dentro do recomendado para a espécie segundo Van Wyk e Scarpa,
(1999). Apesar da alcalinidade estar mais baixa do que o recomendado, os valores
de pH foram estaveis, indicando que a baixa alcalinidade nao influenciou
negativamente nos resultados. Piérri, et al. (2015) em estudo com L. vannamei
descrevem que valores de alcalinidade entre 40 e 160 mg.L~' de CaCOs nao
comprometem os resultados zootécnicos. Embora a temperatura estivesse ideal
para biologia da espécie, os valores estavam abaixo do recomendado por Van Wyk
e Scarpa, (1999) para sistemas produtivos, o que nos leva a crer que os resultados
zootécnicos poderiam ser melhores se a temperatura estivesse entre 28 e 32°C.

A sobrevivéncia nao diferiu estatisticamente entre os tratamentos e foi
superior a 90%, tais valores sdo explicados considerando os niveis de aflatoxina e
fumonisina presente nas dietas, que eram suficientes para causar danos e reduzir
desempenho, mas ndao eram capazes de levar uma mortalidade expressiva do
plantel.

Os melhores resultados de desempenho zootécnicos foram observados nos
tratamentos onde ha a inclusdo do produto como adsorvente de micotoxinas, e 0s
piores onde ndo ha contaminacao por micotoxinas, porém sem a utilizacdo de um
produto adsorvente. A presenca de aflatoxinas e fumonisinas nas dietas resultou em
reducdo do desempenho - menor ganho de peso, comprimento e taxa de
crescimento especifico. Resultados semelhantes para danos causados pela
presenca de aflatoxina também foram encontrados por Ostrowski-Meissner et al.
(1995), Bautista et al. (1994) e Ghaednia et al. (2013). Os trabalhos citados acima
corroboram com os resultados encontrados no presente trabalho, onde observamos
reducdo no desempenho zootécnico dos camardes alimentados com racdes
contendo 627,8 ppb de aflatoxina. Com relagdo a fumonisina, o trabalho de Garcia-
Morales et al. (2015) também mostra que o crescimento € afetado pela presenca de
fumonisina. Da mesma forma, pode-se observar que, no presente experimento,
niveis de 1035,7 ppb de fumonisina reduziram o desempenho dos camardes

alimentados com as dietas contaminadas.
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Na avaliacao histolégica do hepatopancreas pode-se observar danos
histol6gicos em todas as dietas onde houve a inclusdo de micotoxinas. Contudo, nas
dietas onde também houve a inclusdo do produto adsorvente, os danos, que
estavam presentes ocorreram em menor grau e nao foram suficientes para
influenciar o desempenho zootécnico dos animais. As células R sdo responsaveis
pela absorcdo de nutrientes no lumen e fazem o armazenamento de lipideos e
glicogénio. Observa-se que nas laminas dos tratamentos AFLA e FUMO as células R
qguase nao sao observadas corroborando com Ghaednia et al. (2013). As células M
sdo quase que inexistentes nestes tratamentos e por serem responsaveis em
armazenar material proteico provenientes da hemolinfa ou das células R ndo estédo
envolvidas com o ciclo digestivo do animal. Estas células estédo correlacionadas com
o periodo de intermuda, pois 0 material é utilizado durante pré e p6s muda. O uso do
adsorvente demonstra que os tubulos do hepatopancreas mantiveram sua
configuragdo normal. Entretanto observamos infiltracdes entre os tdbulos,
evidenciando que o érgdo nao manteve seu formato estrutural adequado. Fato que
explica as menores taxas de crescimento especifico.

Os resultados apresentados por Soonngam e Hutacharoen (2007); Selim, EI-
Hofy e Khalil (2014); Braga et al. (2017); Lopes et al. (2006) e Pasha et al. (2007),
mostram que esses autores também obtiveram melhores resultados quando
utilizaram algum tipo de adsorvente frente a dietas contaminadas com micotoxinas.
Esses estudos corroboram com os resultados obtidos nesse trabalho, quando ha a
presenca de adsorvente nas dietas, os danos causados pela presenca de

micotoxinas sao reduzidos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados de desempenho zootécnico mostram que o produto Elitox® é
eficaz como adsorvente de micotoxinas. Os resultados de histologia mostram que
mesmo com 0 uso do produto, os animais apresentam alguns danos nas estruturas
do hepatopancreas, entretanto, estes danos aconteceram em menor grau e as
alteracées encontradas nao foram suficientes para que o desempenho dos
camardes fosse afetado, demonstrando assim a sua eficiéncia nas condicoes

experimentais avaliadas.
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