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RESUMO

As fumonisinas (FB) sdo micotoxinas produzidas durante o metabolismo secundario dos
fungos Fusarium verticillioides e Fusariumm Proliferatum e podem causar diversas
injurias, alem de perdas em desempenho nos animais que as consomem. Neste estudo, a
hipo6tese de que a ingestdo de dietas contendo fumonisina afeta o desempenho produtivo
e o0 equilibrio apoptético foi avaliada. Foram realizados dois ensaios, sendo que no
primeiro, alevinos de tilapia-do-Nilo (2,64 + 0,06g) alimentados com dietas contendo
diferentes niveis de fumonisina (0 mg/kg — dieta controle, 20mg/kg, 40mg/kg e
60mg/kg) foram avaliados quanto ao consumo médio de racdo (CRM), o ganho em peso
médio (GPM), a eficiéncia alimentar (EA) e a expressao dos genes que codificam o
receptor do hormonio do crescimento (GHR), o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1), caspase 7 (CASP 7) e esfingosina fosfato liase (SPL) em tecido
hepatico. Todas as variaveis foram avaliadas aos 15 e 30 dias de tratamento. As dietas
contendo 20, 40 e 60 mg FB/kg de racdo reduziram significativamente o GP
(p<0,0001), a EA (p<0,0001) e a expressdo de mRNA de GHR e IGF1 tanto aos 15
quanto aos 30 dias de tratamento. Houve reducdo dos niveis relativos de mMRNA de SPL
para tilapias tratadas com 60mg FB/kg de racdo aos 15 dias (P <0,0001) e aumento
significativo de SPL para os dois maiores niveis de inclusdo aos 30 dias (P <0,0001). A
expressdo génica para CASP 7 foi significativamente reduzida aos 15 (P <0,0001) e 30
dias (P =0,0011). No segundo ensaio, alevinos (2,63 + 0,39g) e juvenis (75,9 + 11g) de
tilapia-do-Nilo receberam dietas com e sem a inclusao de fumonisinas (50 mg FB/kg de
ragdo) durante 20 dias, afim de avaliar seus efeitos sobre GPM, CRM, conversédo
alimentar aparente (CAA) e expressdao de mRNA de GHR e IGF-1 no figado. As dietas
contendo FB reduziram significativamente o GPM (p <0,0001) e piorou a CAA (p
<0,0001) para alevinos, porém nédo afetou o CR. Para juvenis, a inclusdo de fumonisina
ndo afetou 0 CMR, CAA e GPM. A expressdo de mRNA de GHR e IGF-1 tanto para
alevinos quanto para adultos foi significativamente reduzida pela inclusdo de
fumonisinas nas dietas (p <0,0001). Estes resultados indicam que fumonisinas afetam a
expressao hepatica de GHR, IGF-1, CASP 7 e SPL, e que seus efeitos sobre o
desempenho de tilapias-do-Nilo séo dose e tempo dependentes.

Palavras chave: crescimento corporal, apoptose, expressdo génica, metabolismo,
fumonisinas.
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ABSTRACT

Fumonisin is a mycotoxin produced during the secondary metabolism of Fusarium
verticillioides and Fusarium proliferatum and may cause several injuries and loss in
performance in animals that consume them. In this study, the hypothesis that dietary
intake of fumonisin affects the growth performance and the apoptotic balance was
tested. Two experiments were performed. In the first, fingerlings of Nile tilapia (2.64 +
0.069) were fed diets containing different levels of fumonisin (0 mg/kg - control diet, 20
mg/kg, 40 mg/kg and 60 mg/kg) and were evaluated at an average feed intake (FI),
weight gain (WG), feed efficiency (FE) and the gene expression of growth hormone
receptor (GHR), insulin like growth factor 1(IGF-1), caspase7 (CASP 7) and
sphingosine phosphate lyase (SPL) in hepatic tissue. All variables were evaluated at 15
and 30 days of treatment. Diets containing 20, 40 and FB 60 mg/kg diet significantly
reduced the GP (p <0.0001), FE (p <0.0001), and the mRNA expression of GHR and
IGF-1 both at 15 and 30 days of treatment. A reduction of the relative levels of SPL
MRNA was observed for tilapias treated with FB 60mg/kg feed for 15 days (P <0.0001)
and a significant increase of SPL mRNA was observed after 30 days (P <0.0001). Gene
expression for CASP 7 was significantly reduced at 15 (P <0.0001) and 30 days (P =
0.0011).In the second experiment, fingerlings (2.63 + 0.39g) and juveniles (75.9 + 11g)
of Nile tilapia were fed diets, with and without the inclusion of fumonisin (FB 50 mg/kg
diet)for 20 daysin order to evaluate its effects on GPM, CRM, feed conversion (FC) and
GHR mRNA expression and IGF-1 in the liver. The diet containing FB reduced the WG
(p <0.0001) and worsened FC (p <0.0001) to fingerlings, but it does not affect the FI.
For juveniles, the inclusion of fumonisin did not affect the FI, FC and BW. The mRNA
expression of GHR and IGF-1 for fingerlings and for juveniles were significantly
reduced by the inclusion of fumonisin (p <0.0001). These results indicate that the
fumonisin affects the hepatic expression GHR, IGF-1, SPL and CASP 7, and that its
effects on the performance of the Nile tilapia are dependent on dosage and time.

Key words: Body growth, apoptosis, gene expression, metabolism, fumonisins.
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INTRODUCAO

1. Contaminagao do milho por micotoxinas

Nos ultimos anos, tem-se buscado investigar a qualidade sanitaria de grdos
destinados a alimentacdo animal e humana, identificando possiveis problemas, como a
presenca de fungos, com o intuito de aumentar a produtividade, reduzir os prejuizos
econémicos e melhorar a qualidade de vida da populagdo mundial (Jobim et al., 2001).
O milho (Zea mays) possui grande participagdo na alimentacdo animal como matéria-
prima basica na formulacdo de diversas racdes, e a qualidade destes graos depende de
diversos fatores. A alta pluviosidade no periodo de colheita dos grdos, associada a
qualidade nutricional do milho, por exemplo, gera ambiente favoravel a contaminagédo

por fungos, resultando na produgéo de micotoxinas.
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Figura 1.Milho contaminado com fungo da espécie Fusarium proliferatum. (Fonte:
Griessler & Encarnagéo, 2009)

As micotoxinas sdo produzidas durante o metabolismo secundério de fungos

filamentosos (Turner et al., 1999). Algumas destas ndo produzem sinais clinicos



aparentes nos animais que as consomem, entretanto, podem causar reducdo da eficiéncia
de producdo e aumento da susceptibilidade a doencas infecciosas (Lazzari, 1997). Além
disso, algumas micotoxinas podem ainda ser transmitidas para produtos de origem
animal como leite e carne, podendo prejudicar de forma indireta a saude humana
(Bruerton, 2001).

As micotoxinas mais comumente encontradas nas forragens e graos destinados a
alimentacdo animal, estdo geralmente associadas aos géneros Fusarium, Alternaria,
Penicillium, Claviceps e Aspergillus, sendo que algumas espécies de fungos podem
produzir mais de um tipo de micotoxina (Bruerton, 2001).

Dentre as micotoxinas, aquelas oriundas do género Fusarium sdo consideradas
importantes contaminantes para algumas espécies de animais, como por exemplo,
deoxinevelanol, moniliforminas, toxina T2 (Newman, 2000), com destaque para
fumonisinas, que contaminam mundialmente gréos e racdes (D'Mello et al., 1999; Cruz,
2010).

As micotoxinas fumonisinas sdo produzidas por fungos das espécies Fusarium
verticillioides e Fusarium proliferatum (Turner et al., 1999). A estrutura quimica destas
micotoxinas foram demonstrada pela primeira vez por Bezuidenhout et al. (1988), e
atualmente, 28 formas analogas de fumonisinas sdo conhecidas e agrupadas em quatro
grupos, denominados de fumonisinas das séries A, B, C e P (Rheeder et al., 2002). As
toxinas da série B sdo as variantes mais comumente encontradas, e séo subdivididas em
fumonisinas B1, B2 e B3 (Visconti et al., 1995) (Figura 2), sendo que a FB1 é
geralmente encontrada numa proporgdo de 70% do total de fumonisinas detectadas,
seguidas pelas formas B2 e B3 (Rheeder et al., 2002).
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Figura 2. Estrutura quimica de moléculas de fumonisina B1, B2 e B3. Fonte: Adaptado
de Bolger et al. (2001).

As fumonisinas sdo diésteres de propano-1, 2, 3-acido tricarboxilico e 2-amino-

12,16-dimetilpoliidroxieicosanos, com o grupo hidroxila no C14 e C15 esterificados



com o grupo carboxila terminal do &cido tricarboxilico (Soriano & Dragacci, 2004). S&o
altamente polares e com ponto de fusédo aproximado de 105 °C (Scussel, 2000), o que
torna dificil sua remocdo, mesmo quando os alimentos sdo submetidos a processamento,

como a peletizacdo ou extrusao (Bruerton, 2001).

2. Toxicidade das fumonisinas nos animais

A fumonisina pode prejudicar as func@es do sistema imunoldgico, causar edemas
pulmonares, lesdes no figado e rins, levando o animal a morte, dependendo dos niveis
de contaminacdo e tempo de exposi¢do a toxina (Jouany, 2001). A toxicidade das
fumonisinas pode afetar 6rgdos distintos em diferentes espécies, entretanto o figado e os
rins parecem ser afetados de forma constante, sendo hepatotoxica em ratos,
camundongos, coelhos, macacos, suinos e equinos, e nefrotdxica em ratos, coelhos,
suinos e camundongos (Enongene et al., 2000).

O consumo de elevadas concentragdes de fumonisina pode causar
leucoencefalomalécia em equinos (Plattner et al., 1990) e sindrome de edema pulmonar
e hidrotérax em suinos (Harrison et al., 1990). Em humanos, o consumo de milho
contaminado com fumonisinas foi associado a aumento da incidéncia de cancer
esofagico (Alizadeh et al., 2012) e hepético (Ueno et al., 1997).

Um estudo realizado no Brasil com amostras de racdes oriundas de fazendas
produtoras de tilapias-do-Nilo demonstrou contaminacdo por fumonisina B1 em 98%
das amostras avaliadas (Barbosa et al., 2013). Esta ampla incidéncia de fumonisinas na
dieta de peixes representa um motivo de preocupacdo, uma vez que esta micotoxina
pode causar prejuizos a estes animais.

A toxicidade de fumonisina tem sido apontada como causa de prejuizo para
diferentes espécies de peixes. Para tilapias, Tuan et al. (2003) observaram que niveis
superiores a 40 mg FB/kg de racdo pode reduzir o ganho em peso, piorar a conversdo
alimentar, além de aumentar a relacdo esfinganina/esfingosina no figado.

Em bagres de um e dois anos de idade, o consumo de dietas contaminadas com
niveis iguais ou superiores a 20mg FB/kg, provocaram alteracdes hepaticas como
necrose, aumento no volume de hepatécitos e infiltracdo de linfocitos (LumLertdacha
et al., 1995). Para trutas, a associagdo de fumonisina B1 e aflatoxina B1 foi apontada
como possivel promotor de tumores hepaticos (Carlson et al., 2001).

Ja em carpas, a ingestdo de fumonisinas promoveu maior incidéncia de lesdes

dermatoldgicas bacterianas, aumento na contagem de eritrocitos e plaquetas, aumento



nas concentragdes de creatinina e bilirrubina e aumento da atividade das enzimas
aspartato e alanina aminotransferase (Pepeljnjak et al., 2002). Outro estudo realizado
em carpas atribuiu as fumonisinas um efeito neurotoxico, por gerar vacuolizacao,

degeneracdo e necrose de células neurais (Kovaci¢ et al., 2009).

3. Mecanismo de acdo das fumonisinas: reducéo de ceramida
Os primeiros relatos do provavel mecanismo de acédo das fumonisinas foram feitos
por Wang et al. (1991). Estes autores demonstraram que estas micotoxinas
comprometem parcialmente o metabolismo dos esfingolipidios por meio do bloqueio da
sintese de ceramida, que sdo moléculas de esfingosina ou esfinganina ligadas a um

residuo de acido graxo (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura da molécula de ceramida.

Em condigBes normais, a sintese de moléculas de ceramida se da por dois
mecanismos: sintese de novas moléculas e a reciclagem de lipidios que possuem
ceramida em sua estrutura. A sintese de novas moléculas, dita “sintese de novo”, ocorre
a partir da conversdo de esfinganina (Sa) a diidroceramida por uma enzima do reticulo
endoplasmatico, chamada ceramida sintase (CerS). Esta enzima também esta envolvida
em uma das vias de reciclagem que envolvem a reversdao de esfingosina (So) a
ceramida. Existem ainda, outras vias de reciclagem, onde a hidrélise de esfingolipideos
complexos geram ceramida, sem a acdo da enzima CerS, entretanto, estes processos séo
menos representativos para as concentrac@es finais de ceramida, uma vez que qualquer
necessidade de novas moléeculas depende da acdo desta enzima.

As fumonisinas sdo estruturalmente semelhantes as moléculas de Sa e So (Figura
4).
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Figura 4. Semelhanca estrutural entre fumonisina B1, esfinganina e esfingosina.

Devido a esta semelhanca estrutural, as fumonisinas competem diretamente com
Sa e So pelo sitio de ligacdo da enzima CerS, bloqueando a sintese de novas moléculas
de ceramida a partir de Sa, e a reversdo de So a ceramida. Como consequéncia deste
bloqueio, moléculas de Sa que se destinariam a producdo de ceramida se acumulam, e
as concentracdes de ceramida diminuem (Turner et al., 1999). A figura abaixo

demonstra uma situacdo hipotética, com e sem a presenca de fumonisina.
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Figura 5. Mecanismos inibicdo de sintese de ceramida por fumonisinas.

Em condi¢des normais, a condensacdo de serina com palmitoil-CoA forma 3-
cetoesfinganine, que é rapidamente reduzida para dihidroesfinganina e depois

convertido para dihidroceramida pela ceramida sintase. Uma dupla ligagdo €



incorporada ao carbono 4,5 formando ceramida. A molécula de ceramida pode gerar
esfingosina, e esta pode ser revertida a ceramida em um processo dependente de
ceramida sintase. Na presenca de fumonisinas, este mecanismo € interrompido por

competicdo direta da micotoxina pelo sitio de ligacdo de ceramida sintase.

4. Esfingolipidios

Os primeiros relatos sobre esfingolipidios foram realizados pelo médico aleméo
Johan Ludwig Wilhelm Thudichum (1829-1901), e publicados no livro “A Treatise on
the Chemical Constitution of the Brain". O pesquisador observou que a estrutura
quimica dos novos compostos descobertos pé ele assemelhava-se com os fosfolipidios
até entdo conhecidos, porém ndo continha como base uma molécula de glicerol, e sim
uma nova estrutura, o qual descreveu como tdo intrigante quanto uma esfinge, dando-
Ihe 0 nome de esfingosina, e a0 composto como um todo, esfingolipidio.

Esfingolipidios possuem uma cabeca polar varidvel unida a molécula de ceramida
por ligacbes glicosidicas ou fosfodiesteres (Figura 6), e sao classificados como
glicoesfingolipidios ou fosfoesfingolipidios dependendo da estrutura da cabeca polar
(Shayman, 2000).
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Figura 6. Estrutura da molécula de esfingolipidio.

Os glicoesfingolipideos sdo moléculas cujas cabecas polares possuem um ou mais
residuos de actcar conectado a hidroxila (OH) no carbono 1 (C1) da ceramida, e estdo
amplamente presentes na face externa de membranas plasmaticas. Quando a cabeca
polar é formada por um uUnico monossacarideo (glicose ou galactose), o lipidio é

chamado de cerebrosidio (Shayman, 2000). Esta cabeca polar, entretanto, pode ser



composta por mais de um residuo de agucar, chegando a 20 na cadeia oligossacaridica
final, sendo classificados como glicoesfingolipideos neutros quando esses agucares sao
neutros (globosidio), e glicoesfingolipideos &cidos quando um ou mais residuos de
acido sialico estao presentes (gangliosideos), ou quando um grupo sulfato esta presente
(sulfatideos) (Radin, 1957).

Ja os fosfoesfingolipideos possuem um radical fosfato (fosfocolina ou
fosfoetanolamina) em sua cabeca polar, e sdo classificados em esfingomielina e
inositolfosfo-glicoesfingolipidios respectivamente. A esfingomielina € um constituinte
importante da bainha de mielina, que envolve os axénios de neurdnios, além de estar
presente na membrana plasmatica das demais células animais (Nelson & Cox, 2011).

Hoje, sabe-se que além do cérebro, os esfingolipidios estdo localizados nas
membranas celulares de diversas células animais, lipoproteinas e outras estruturas ricas
em lipideos, servem como sitios de ligacdo para proteinas da matriz extracelular,
inclusive para determinados microrganismos e toxinas microbianas (Merril Jr. et al.,
2001) e sdo fundamentais para a manutencdo da estrutura lipoprotéica das membranas, e
atuam como segundos mensageiros nas vias de sinalizacdo, mediando o crescimento,

diferenciacéo e morte celular (Turner et al., 1999).

5. Apoptose via caspases

A apoptose é a morte celular iniciada por células com danos no DNA, e que nao
podem ser reparados (Kerr et al., 1972). Sua desregulacdo esta implicada em vaérias
doengas como desordens auto-imunes, neurodegenerativas e cancerosas (Thompson,
1995). Considerada benéfica ao organismo, uma vez que impede a sobrevivéncia e
multiplicacdo de células danificadas, a apoptose impede a formacéo de grandes massas
celulares, por meio de fragmentagdo do DNA, condensacdo da cromatina, compactagdo
de organelas, vesiculacdo da membrana, reducdo do tamanho da célula e fracionamento
celular (Kerr et al., 1972; Kerr, 2002). Todas estas alteracbes morfologicas séo
consequéncias de uma sucessao de eventos bioquimicos que culminaram na ativacéo de
uma familia de enzimas chamadas caspases.

As caspases sdo proteases que utilizam moléculas de cisteinas como grupo
nucleofilico para a clivagem da ligacdo peptidica apos um residuo especifico de acido
aspartico no substrato (Black et al., 1988; Alnemri et al., 1996). Sdo sintetizadas na
forma de precursores inativos, e depois convertidas para as formas ativas, por meio de

um processo chamado de cascata de caspases (Martin & Green, 1995). Neste processo,



caspases iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10) sdo ativadas por ligantes especificos que
regulam diversas proteinas pro e anti-apoptéticas. Uma vez ativadas, as caspases
iniciadoras clivam as pré-formas das caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) tornando-as
ativas (Lamkanfi et al., 2002; Lamkanfi & Kanneganti, 2010). O inicio desta cascata se
d& por mecanismos relacionados a perturbacdo mitocondrial ou pela ativagdo de
receptores de morte celular na membrana.

Na via mitocondrial, fatores intracelulares, como danos ao DNA, promovem
aumento nas concentracdes de ceramida e a ativacdo da proteina fosfatase 2 (PP2A).
Esta fosfatase juntamente com a quinase anti apoptética Akt / PKB regulam a acdo dos
fatores anti-apoptdticos da familia Bcl-2, promovendo a permeabilidade da mitocondria.
Subsequentemente, a proteina "Smac / DIABLO" e citocromo C sdo liberadas da
mitocondria para o citoplasma, formando o complexo apoptossomo juntamente com a
proteina adaptadora Apaf-1, o que resulta no recrutamento e ativacdo da caspase
iniciadora 9.

Ja na via de ativacdo por receptores de morte celular, estimulos externos a célula
se ligam a receptores especificos na membrana, como o fator de necrose tumoral (TNF),
por meio de proteinas adaptadoras. Estas proteinas adaptadoras requerem a presenca de
caspases iniciadoras, principalmente as caspases 8 e 10, tornando-as ativas.

Tanto a via mitocondrial, quanto a via de ativacdo por meio de receptores de
morte, culminam na ativacdo das caspases efetoras 3 e 7 (Lamkanfi & Kanneganti,

2010), e na conclusdo do processo apoptotico.

6. Fumonisinas e equilibrio apoptético
O desafio de animais com fumonisinas promove significativa reducdo dos niveis
de ceramida (Tabela 1), e de proteinas fosfatases (Fukuda et al., 1996). Estes fatores
podem afetar a ativacdo das cascatas de caspases e consequentemente, inibir apoptose.
Além disso, fumonisinas podem elevar os niveis esfinganina/esfingosina 1 fosfato (S1P)
(Gelineau-van Waes et al., 2012), uma molécula conhecidamente anti-apoptética e

capaz de estimular a proliferacéo e sobrevivéncia celular (Oliveira et al., 2013).
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Tabela 1. Trabalhos demonstrando o papel anti apoptético de fumonisina

Sistema avaliado Reduziui ceramida Referéncias
Células de carcinoma de cabeca e pesco¢co humano Sim Boppana et al., 2014
Células renais do tibulo proximal N.A Dahdouh et al., 2014
Células de carcinoma pancreatico Sim Gong et al., 2014
Células tumorais Né&o Cianchi et al., 2010
Células de carcinoma folicular de tiredide Sim Rath et al., 2009
Criptas de rato N.A Ch'ang et al., 2005
Astrécitos primarios de ratazana N.A Mercier et al., 2003
Células endoteliais Sim Erdreich-Epstein et al., 2002
Células de carcinoma de prostata Sim Sumitomo et al., 2002
Células de carcinoma mamario Sim Dbaibo et al., 2001
Fibroblastos Sim Dbaibo et al., 2001
Células de carcinoma mamario N.A Cuvillier et al., 2001
Células endoteliais da aorta de bovino Sim Liao etal., 1999
Células leucémicas Sim Laouar et al., 1999
Células endoteliais cerebrais Sim Xuetal., 1998
Células da granulosa de galinha N.A Witty et al., 1996
Células leucémicas Sim Bose et al., 1995

* N.A — N&o avaliado

Huang et al. (2011) propuseram um modelo chamado de reostato de
esfingolipidios, onde os niveis de ceramida/esfingosina e S1P que possuem funcdes
opostas sdo intercambiaveis dentro das células e podem direcionar para a morte celular
(quando o equilibrio se desloca em direcdo a ceramida/esfingosina) ou a sobrevivéncia e

proliferacdo celular (quando os niveis de S1P sdo aumentados) (Figura 7).

CERAMIDA

CERAMIDA

CERAMIDA CERAMIDA

Mais apoptose e bloqueio do ciclo celular Maior proliferacéo celular

Figura 7. Relacéo entre ceramida e S1P. Baseado em Huang et al. (2011).

Mobio et al. (2003) sugeriram ainda, que fumonisinas podem induzir uma
possivel perda de mecanismos de protecdo dependente da proteina supressora tumoral
p53, 0 que sinergicamente, com a reducdo de ceramida e aumento de S1P, poderia
contribuir para a toxicidade e acdo carcinogénica de fumonisinas, por meio da redugéo

das taxas de apoptose, e proliferacdo de células danificadas.
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As provaveis maneiras para deslocar o reostato de esfingolipidios para uma
posicdo de equilibrio, onde apoptose e proliferacdo celular ocorram de maneira
adequada, se ddo através da acdo coordenada das enzimas envolvidas na sintese e
degradacdo de ceramida e S1P. As moléculas de Sa e So estdo diretamente envolvidas
no metabolismo das ceramidas, e podem ser bioconvertidas para suas formas fosfatadas
(S1P) pela enzima Sa/So quinase (SPK). S1P por sua vez pode ser revertido a Sa ou So
pela enzima Sa/So fosfato fosfatase (SPP), ou ainda irreversivelmente convertido a

hexadecenal e fosfatidiletanolamina pela enzima Sa/So fosfato liase (SPL) (Figura 8).

ESFINGOSINA

o | @

ESFINGOSINA 1 FOSFATO (S1P)

D)

FOSFOETANOLAMINA + HEXADECENAL

Figura 8. Destinos de S1P.

7. Esfingosina fosfato liase - SPL

A enzima SPL é responsavel pela Ultima e irreversivel etapa do catabolismo dos
esfingolipidios, onde S1P ¢ clivado a hexadecenal e fosfoetanolamina (lkeda et al.,
2004). Falhas da sinalizacdo de S1P, bem como alteracBes das concentracbes de
hexadecenal e fosfoetanolamina parecem provocar alteragdes de SPL, sugerindo que
esta enzima exerca efeitos sobre os processos fisiopatolégicos por meio de mecanismos
que envolvam tanto o substrato quanto os produtos de suas reagtes (Kumar & Saba,
2009).

A reducdo na producdo de ceramida e o0 aumento da concentracdo de S1P estdo
implicadas no desenvolvimento de resisténcia a apoptose, entretanto, SPL parece ser
capaz de restabelecer o equilibrio dindmico entre ceramida e S1P deslocando o
equilibrio em direcdo a morte celular por meio da atenuacdo do sinal de S1P (Huwiler &
Pfeilschifter, 2006).

Estudos tém apontado SPL como provavel alvo terapéutico no combate a doencas

relacionadas ao desequilibrio apoptético, como esclerose multipla, lapus, psoriase,
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artrite reumatoide e especialmente no cancer por meio de regulacéo da expressdo génica
(Kumar & Saba, 2009).

8. Esfingolipidios, fumonisina e o crescimento celular
A ligacdo de fatores de crescimento a receptores da superficie das células iniciam
varias cascatas de sinais intracelulares que culminam na sintese de DNA e divisao
celular (Ullrich & Schlessinger, 1990). Esfingolipidios, sejam eles complexos ou
intermediarios, participam ativamente de algumas destas etapas de transducéo de sinal,
influenciando diretamente as taxas de crescimento celular final (Spiegel & Merril Jr.,
1996) (Figura 9).

(1) Esfingolipidios complexo:

(1) Esfingolipidios complexos: Interagdes com a matriz
extracelular, ancorados a proteinas, receptores de fatores
de crescimento, de toxinas bacterianas e outros.

(2) Ceramida: Ativagao de proteinas fosfatases e quinases
(PKC), e inibicdo de fosfolipase C.

(3) Sa, So: Inibicao de PKC, altera concentragoes locais de
Ca, IP3 e AMPc.

(4) S1P: Ativa proteina G, fosfolipase D, promove liberagéao

de calcio, estimula a enzima quinase regulada por sinal
XU (4) S1P extracelular (ERK).

Figura 9. Participacdo dos esfingolipidios complexos e intermediarios nos procesos
relacionados a proliferacdo celular. Adaptado de Spiegel & Merril Jr., 1996.

Alguns autores demonstraram ainda envolvimento entre esfingolipidios
intermediérios, como a ceramida e fatores de crescimento corporal (Stewart et al., 1999;
Bernacchioni et al., 2012). Os fatores de crescimento, por sua vez, sao sinais capazes de
estimular a proliferacdo através da regulacdo do ciclo celular resultando no controle de
diversas caracteristicas de crescimento corporal (Nelson & Cox, 2011). O fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), por exemplo, liga-se a um receptor, do
tipo tirosina-quinase que transduz o sinal para o nicleo por meio de proteinas quinases
ativadas por mitogenos (MAPK) (Ullrich et al., 1986). Ativacdo de MAPK também é
observada apds a ligacdo do horménio do crescimento (GH) ao seu receptor (GHR),
desencadeando resposta na expressao génica (Nelson & Cox, 2011).

As MAPKSs sdo quinases especificas para os aminoacidos serina, treonina e

tirosina, e estdo intimamente envolvidas no direcionamento de respostas celulares,
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incluindo a proliferacéo, expresséo génica, a diferenciacdo, a mitose, a sobrevivéncia de
células, e a apoptose.

Algumas MAPKs sdo diretamente reguladas por esfingolipidios intermediarios,
como S1P, por meio de mecanismo acoplado a proteina G (Che et al.,, 2012). De
maneira semelhante a S1P, fumonisinas também s8o capazes de ativar MAPK
(Wattenberg et al., 1996), sugerindo um possivel mecanismo de acdo indireta sobre a
resposta de genes relacionados ao crescimento corporal, como IGF-1, GH e 0 seu
receptor.

Outro segundo mensageiro que pode ser duplamente regulado, tanto por
esfingolipidios intermediarios, quanto por fatores de crescimento, é a proteina quinase C
(PKC). As PKCs sdo enzimas que fosforilam residuos de serina e de treonina em
proteinas alvo, desempenhando um papel fundamental na mediacdo de respostas
celulares envolvidas na proliferagéo, diferenciagéo e apoptose (Maioli et al., 2006).

As moléculas de esfinganina e S1P afetam diretamente a atividade de PKC através
da redistribuicdo celular da atividade enzimatica, reduzindo PKC ativada no citoplasma
e aumentando PKC ativada na membrana plasmatica (Gopee & Sharma, 2003; 2004;
Coward et al., 2009). Esta mesma habilidade de redistribuicdo de PKC ativada também
¢ observada para as fumonisinas, o que pode reduzir a abundancia de GHR na
membrana como demonstrado por Rui et al. (2000).

De modo geral, a interconexdo entre sistemas de sinalizacdo de segundos
mensageiros € muito comum, apesar de complexa. Estudos demonstraram que a
intoxicacdo por fumonisinas pode reduzir o ganho em peso em aves, suinos e peixes
(Ledoux et al., 1992; Weibking et al., 1993; LumLertdacha et al., 1995; Lazzari, 1997),
sendo provavel que estas perdas em desempenho estejam relacionadas com mudancas
nos padrdes de sinalizacdo, e consequentemente, de expressao dos genes relacionados
ao ganho em peso.

Os principais hormonios do eixo somatotrofico, hormonio do crescimento (GH),
fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF-1 e IGF-11), além das proteinas
transportadoras e receptores, atuam diretamente no controle do metabolismo (Renaville
et al., 2002). O GH estimula o crescimento tecidual e seus mecanismos de agdo podem
ser divididos em diretos, pelo reconhecimento e ligacdo a GHR na superficie da célula-

alvo, e indiretos, pela regulagdo da sintese dos IGFs (Cruzat et al., 2008).
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9. Receptor do hormdnio do crescimento (GHR)

O GHR é uma glicoproteina transmembrana de cadeia Unica com 620
aminoacidos, pertencente a familia dos receptores das citocinas/hematopoetinas e €
expresso nas mais diversas células (Barton et al., 1989). O GHR é composto por trés
porcdes: uma porcdo extracelular constituida por 246 aminoécidos que se liga e €
dimerizada por uma Unica molécula de GH, contém cinco sitios potenciais de
“glicosila¢do” ¢ sete residuos-cisteina que permitem o estabelecimento de trés pontes
dissulfeto dentro da cadeia, formando pequenas algcas de 10-15 aminoacidos, um
segmento transmembranico curto e uma porcdo intracelular de 350 aminoécidos que é
necessaria para a transmissdo dos eventos intracelulares de sinalizacéo estimulados pelo
GH (Colosi et al., 1993).

Quando o GH se liga ao GHR, ocorre uma dimerizacdo de GHR, permitindo que a
Janus quinas (JAK), uma tirosina quinase, se ligue ao dominio interno de GHR e
fosforile-o (Han et al., 1996). Uma vez com residuos de tirosina fosforilados, GHR pode
formar complexos com as proteinas transdutoras de sinais e ativadoras da transcricdo
(STAT) aproximando-as de JAK, favorecendo a fosforilacdo de STAT por JAK.
Quando duas moléculas de STAT fosforiladas se dimerizam, expdem uma sequéncia de
localizacdo nuclear (NLS) que direciona o dimero ao nucleo da célula. No ndcleo,
STAT estimula a expressao génica. Paralelamente, JAK fosforilada pode ainda ativar as
cascatas de MAPK, e estimular adicionalmente a expressdo génica (Nelson & Cox,
2011).

A capacidade de resposta ao GH nas células-alvo é principalmente dependente da
expressao de GHR (Talamantes & Ortiz, 2002), que se mostra aumentada nos
individuos que apresentam maior desenvolvimento muscular (Scanes et al., 1975). A

expressdo do GHR pode ainda modular a sintese de IGF, por meio da acdo de GH.

10. Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)

Os IGFs modulam o crescimento de forma autdcrina, paracrina ou endécrina e
participam da retroalimentacdo do hormonio de crescimento (GH) pelo eixo
hipotalamo-hipofise (Guyton & Hall, 2006). Os IGFs promovem 0 crescimento dos
musculos, cartilagens e ossos através da diferenciacdo celular de condroblastos,
fibroblastos e mioblastos (Isaksson et al., 1985). Atuam na captacdo de glicose e
aminoacidos para as células, estimulam a sintese e reduzem a degradacdo de proteinas.
(Gomes & Tirapegui, 1998).
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O IGF-1 é considerado como possivel agente na prevencdo da perda da fungéo
muscular associada ao envelhecimento (Musaro et al., 2001), uma vez que possibilita a
hipertrofia muscular através do aumento da sintese protéica (Lee et al., 2004). Além
disso, esta correlacionado positivamente a taxa de ganho em peso vivo, podendo exercer

papel importante na fisiologia do crescimento (Stick et al., 1998; Scanes, 2009).

11. Hipdtese geral da tese

Com base na semelhanca estrutural existente entre as fumonisinas, esfingosina e
esfinganina, é provavel que ocorram mudangas nas concentra¢des finais de ceramida o
que pode afetar diretamente a expressdo génica da caspase efetora 7, uma vez que esta é
intrinsecamente ativada por ceramida. Com o bloqueio de CerS, é provavel que o
excesso de bases esfingoides (esfinganina + esfingosina) formado, gere maiores
concentragcbes de S1P e alterem a expressdo da enzima SPL, responsavel pela
bioconversao irreversivel de S1P. Tanto ceramida quanto S1P e fumonisinas estdo
diretamente relacionados com a modulacdo de MAPK e PKC, o que pode resultar em
alteracdes nas vias de transducao de sinal que as envolvem, como as respostas de IGF-1
e GH via GHR. Sinergicamente, estes fatores podem culminar em prejuizos produtivos
e sanitarios para os animais, dependendo da concentracdo e tempo de exposicdo a

fumonisina.
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OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos foram avaliar os efeitos do desafio com fumonisinas sobre a
expressao génica do receptor do hormonio do crescimento (GHR), fator de crescimento
semelhante a insulina | (IGF-1), caspase 7 (CASP 7) e esfingosina fosfato liase (SPL)
em tecido hepatico. As caracteristicas produtivas de tilapias-do-Nilo em ensaios
considerando o nivel de inclusdo de fumonisinas, o tempo de consumo e a idade dos

peixes também foram considerados.



CAPITULO II

Desafio com fumonisinas B1 + B2 promove alteracdo na
expressao génica de IGF-1 e GHR no figado de alevinos de

tilapia-do-Nilo
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Desafio com fumonisinas B1 + B2 promove alteragdo na expressao génica de
IGF-1 e GHR no figado de alevinos de tildpia-do-Nilo

Resumo - As fumonisinas, produtos do metabolismo secundério dos fungos
Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum, podem causar piora no desempenho
dos animais. Apesar das fumonisinas serem apontadas como responsaveis por alteracoes
no ganho em peso, hd uma escassez de informacgdes sobre seus efeitos na expressédo de
genes relacionados ao crescimento, em especial para alevinos de tilapias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus). Neste estudo, alevinos de tilapia-do-Nilo foram tratados com
niveis crescentes de fumonisina (FB) (0, 20, 40 e 60 mg FB/kg de racdo) para avaliar
seus efeitos sobre o0 ganho em peso (GP), consumo de racdo (CR), eficiéncia alimentar
(EA) e expressdo de mRNA de GHR e IGF-1 no figado. A dieta contendo 0 mg FB/kg
foi utilizada como tratamento controle. Todas as varidveis foram avaliadas aos 15 e 30
dias de tratamento. As dietas contendo 20, 40 e 60 mg FB/kg de ragdo reduziram
significativamente o GP (p <0,0001), a EA (p <0,0001) e a expressdo de mRNA de
GHR e IGF1, tanto aos 15, quanto aos 30 dias de tratamento. O consumo de ra¢do nao
foi afetado pelas dietas em nenhum dos periodos avaliados. Estes resultados indicam
que a fumonisina afeta o crescimento de alevinos de tilapia-do-Nilo por meio de
mecanismos que envolvem a reducdo na expressdo de GHR e IGF-1.

Termos para indexacdo: expressdo génica, desempenho, Fusarium, Oreochromis
niloticus

Diets containing fumonisin involves alteration of MRNA expression of IGF-1
and GHR in the liver of Nile tilapia fingerlings

Abstract - Fumonisins, secondary metabolic products of Fusarium verticillioides and
Fusarium proliferatum, may cause losses in performance of the animals. Although
fumonisins are identified as possible responsible for changes in weight gain, there is
paucity information about its effects on the expression of genes related to growth,
particularly for Nile tilapia fingerlings (Oreochromis niloticus).In this study, fingerlings
of Nile tilapia were treated with increasing levels of fumonisin (FB) (0, 20, 40 and 60
mg FB/kg diet) to assess their effects on weight gain (WG), consumer ration (CR) feed
efficiency (FE) and mRNA expression of GHR and IGF-1 in the liver. The diet
containing 0 mg/kg of FB was used as a control treatment. All variables were evaluated
at 15 and 30 days of treatment. Diets containing 20, 40 and FB 60 mg / kg diet reduced
the GP (p <0.0001), EA (p <0.0001), and the mRNA expression of GHR and IGF-1
both at 15 and 30 days of treatment. Feed intake was not affected by diets in any of the
periods. These results indicate that fumonisin affects the growth of fingerlings of the
Nile tilapia through mechanisms that involve a reduction in the expression of GHR and
IGF-1.

Idex terms: gene expression, performance, mycotoxin, Oreochromis niloticus
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Introducéo

As fumonisinas, produtos do metabolismo secundario dos fungos Fusarium
verticillioides e Fusarium proliferatum, podem causar prejuizo no desempenho dos
animais. Wang et al. (1991) demonstraram que 0s mecanismos de acdo das fumonisinas
envolve o comprometimento parcial do metabolismo dos esfingolipidios intermediarios,
esfingosina e esfinganina, por meio de competicdo pelo sitio de ligacdo da ceramida
sintase, uma enzima chave na reciclagem e na sintese de novas moléculas de ceramida.
Com base nesta hipotese, diversos estudos avaliaram os efeitos de fumonisinas em
diferentes espécies, idades e com diferentes concentragdes da micotoxina, associada ou
n&do a outras micotoxinas, in vivo e in vitro, comprovando desta forma, sua citotoxidade
(Riley et al., 2001; Domijan et al., 2011; Chuturgoon et al., 2014).

O desequilibrio entre as bases esfingoides foi apontado como responsavel por
produzir efeito secundério de fumonisinas sobre diversos processos celulares, como
diferenciacéo e crescimento celular, apoptose, estresse oxidativo (Domijan & Abramov,
2011) e hipometilacdo de DNA (Chuturgoon et al., 2014). Na producdo animal, diversas
injarias sdo associadas ao consumo de dietas contaminadas com fumonisinas, além de
reducéo da eficiéncia alimentar e menores taxas de ganho em peso (Riley et al., 2001).

A toxicidade das fumonisinas foi avaliada para diferentes espécies de peixes. Em
bagres de aproximadamente 1,2 e 31g, o consumo de dietas contaminadas com 20, 80,
320, ou 720mg FB/kg de racdo promoveu alteracbes hepaticas como aumento no
volume de hepatdcitos, infiltracdo de linfocitos, e hepatécitos necréticos (LumLertdacha
et al.,, 1995). Em trutas, a aflatoxina Bl teve seu efeito carcinogénico hepatico
potencializado pela associacdo com a fumonisina B1 (Carlson et al., 2001).

Ja em carpas, o tratamento com dietas contaminadas com fumonisina promoveu
uma maior incidéncia de lesdes dermatoldgicas bacterianas, além do aumento na
contagem de eritrocitos e plaquetas, aumento nas concentragdes de creatinina e
bilirrubina, e aumento da atividade das enzimas aspartato e alanina aminotransferase
(Pepeljnjak et al., 2002). Outro estudo realizado em carpas atribuiu as fumonisinas um
efeito neurotoxico, por meio de vacuolizagdo, degeneragdo e necrose de neurbnios
(Kovacic et al., 2009). Para tilapias, Tuan et al. (2003) observaram que niveis superiores
a 40 mg FB/kg de racdo pode reduzir o ganho em peso, piorar a conversao alimentar,
além de afetar diretamente o equilibrio dos esfingolipidios intermediarios.

Esfingolipidios sdo extremamente importantes para o0 crescimento, uma vez que

atuam como precursores de segundos mensageiros, modulando as respostas celulares a
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fatores de crescimento (Olivera & Spiegel, 1993; Merrill Jr. et al., 2001), que por sua
vez, unem-se a seus receptores na membrana celular ativando uma cascata de sinais,
promovendo, desta forma, a ativacdo de um ou varios genes (Krauss, 2008).

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) séo fatores envolvidos no
processo de crescimento corporal, que atuam por meio de mecanismos de
retroalimentacdo relacionados ao hormonio do crescimento (GH) e ao seu receptor
(GHR). Desta forma, é possivel que a desrruptura dos esfingolipidios causada por
fumonisinas leve a alteracdes na sinalizacdo de IGF-1 promovendo assim, alteraces na
expressdo de genes do eixo somatotrépico, e consecutivamente, no crescimento dos
animais. Entretanto, na literatura ndo se encontrou relatos de associacdo entre a
expressao dos genes GHR e IGF-1 e alteragdes no metabolismo de esfingolipideos
causados pelo consumo de ra¢cdes contaminadas com fumonisina.

Com este estudo, objetivamos testar a hipOtese de que dietas contendo
fumonisinas podem alterar a expressdo de genes GHR e IGF-1, reduzindo o
crescimento de alevinos de tilapia-do-Nilo e causando prejuizos econdmicos. Desta
forma, foi realizado um ensaio mantendo alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com
dietas contendo niveis crescentes de fumonisinas B1 + B2 e avaliados o ganho em
peso, 0 consumo de racgéo, a eficiencia alimentar e a expressao dos genes GHR e IGF-1

em tecido hepatico, aos 15 e 30 dias de tratamento.

Material e métodos
Os procedimentos neste experimento foram realizados de acordo com

regulamento da comissdo de ética no uso de animais (CEUA - UniCesumar).

Delineamento Experimental e Animais

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquicultura da Universidade
Estadual de Maringa - UEM, durante 0 més de outubro de 2014. Foram utilizados 180
alevinos de tilapia-doNilo, revertidos sexualmente para macho, pertencentes ao grupo
genético GIFT x Tailandesa, com peso inicial de 2,64 + 0,06g. Foram utilizadas trés
caixas de fibrocimento com volume util de 870L cada, com sistema individual de
renovacdo da agua (15%/dia) e aeracdo constante por meio de pedra porosa acoplada a
um soprador central. Em cada tanque foram acopladas quatro hapas totalizando 12
unidades experimentais com quatro tratamentos e trés repeticdes. Cada hapa possuia um

volume individual de 217,50L onde foram alojados 15 peixes, totalizando 14,5 L/peixe.
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Os peixes passaram por um periodo de adaptacdo de 15 dias, antes do inicio do

experimento.

Variaveis fisicas e quimicas da agua
A temperatura foi aferida duas vezes ao dia em cada tanque, as 9:00 e 17:00
horas, jA o oxigénio dissolvido e o pH foram aferidos pela manha durante todo o

periodo experimental, por meio de kit individual colorimétrico.

Dietas experimentais

As fumonisinas B1 + B2 foram adquiridas em forma de meio de cultura, por
intermédio do laboratério de analises micotoxicoldgicas — LAMIC, da Universidade
Federal de Santa Maria - UFMS. As dietas foram elaboradas considerando a
concentragdo de FB1 + FB2 indicadas em laudo fornecido pelo LAMIC, totalizando
uma concentracdo de 7,41mg de fumonisina/g de meio de cultura (6,06mg de FB1 +
1,35mg FB2/g de meio).

Foram elaboradas quatro dietas isocaldricas (aproximadamente 3000 kcal de
energia digestivel ED/kg de dieta) e isoprotéicas (aproximadamente 33% de proteina
bruta), variando apenas quanto a inclusdo de diferentes niveis de fumonisina, divididos
nos seguintes grupos: GRUPO 1 — dieta controle com 0,0 mg de inclusdo de FB/kg de
racdo, GRUPO 2 - 20 mg de inclusdo de FB/kg, GRUPO 3 - 40 mg de FB/kg e GRUPO
4 - 60 mg de incluséo de FB/kg (Tabela 1).

As dietas foram peletizadas, secas em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por 48
horas, desintegradas em moedor manual e as particulas classificada de acordo com a
granulometria (1 a 2mm). Apds prontas, as dietas foram novamente avaliadas para a
confirmacdo dos niveis de fumonisinas adicionados. A composicdo quimica das dietas
foi avaliada de acordo com protocolos descritos por Silva & Queiroz, 2006.

As dietas foram fornecidas manualmente aos peixes, trés vezes/dia, até saciedade

aparente dos peixes.
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Tabela 1- Composicao percentual e quimica das dietas experimentais

Dietas experimentais

Ingredientes (%) Controle 20mg FB/kg 40mg FB/kg 60mg FB/kg
Farelo de soja 53,7 53,7 53,7 53,7
Milho 31,0 31,0 31,0 31,0
Gluten de milho 60 8,2 8,2 8,2 8,2
Oleo de soja 2,0 2,0 2,0 2,0
Amido de milho 1,0 1,0 1,0 1,0
DL-metionina 0,01 0,01 0,01 0,01
Calcério calcitico 0,1 0,1 0,1 0,1
Fosfato bicalcico 2,9 2,9 2,9 2,9
Vitamina C* 0,06 0,06 0,06 0,06
Suplemento vitaminico e mineral? 0,5 0,5 0,5 0,5
Sal comum 0,5 0,5 0,5 0,5
BHT (antioxidante)® 0,03 0,03 0,03 0,03
Fumonisina B1+B2 - 0,002 0,004 0,006
TOTAL 100 100 100 100

Composicao quimica avaliada da dieta (%)*

Proteina bruta 33,62 33,60 33,61 33,61
Matéria seca 89,52 89,51 89,50 89,52
Gordura 4,33 4,33 4,30 4,29
Matéria mineral 5,79 5,75 5,76 5,78

! Vitamina C: sal célcica 2-monofosfato de acido ascérbico, 42% de principio ativo;

2 Suplemento mineral e vitaminico: Composicdo/kg de produto: Vit. A=1.200.000 UI; vit. D3=200.000
Ul; vit. E=12.000 mg; vit. K3=2.400 mg; vit. B1=4.800 mg; vit. B2=4.800 mg; vit. B6=4.000 mg; vit.
B12=4.800 mg; ac. f6lico=1.200 mg; pantotenato de calcio=12.000 mg; vit. C=48.000 mg; biotina=48
mg; colina=65.000 mg; acido nicotinico=24.000 mg; Fe=10.000 mg; Cu=600 mg; Mn=4.000 mg;
Zn=6.000 mg; 1=20 mg; Co=2 mg e Se=20 mg;

¥ Butil-Hidroxi-tolueno (Antioxidante);

* Composicdo com base na matéria natural.

Desempenho

Para a determinacdo do ganho em peso medio, todos os peixes foram pesados no
primeiro, ao 15° e 30° dia de tratamento. Para determinar o consumo médio de ragdo, 0s
recipientes contendo as dietas experimentais foram pesados semanalmente, e anotadas a
diferenca entre o peso inicial e o peso final. Os valores obtidos foram considerados

depois de descontadas as mortalidades. Para a determinacéo da eficiéncia alimentar, foi
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considerada a relagdo entre 0 ganho em peso médio dos peixes e 0 consumo medio de

racao.

Expressao génica

Para analise de expressdo génica, o figado de seis animais de cada tratamento,
previamente anestesiados com 90 mg/L de 6leo de cravo, foram coletados aos 15 e 30
dias de experimento em RNA Holder (BioAgency Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) e
armazenados a -80°C até a extracdo de RNA total.

O RNA total foi extraido usando Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA) de
acordo com as instruces do fabricante. Todos os materiais utilizados para extragéo
foram previamente tratados com RNase AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), um
inibidor de RNase. O tecido foi pesado, triturado e misturado ao Trizol (1 mL de Trizol
por 35 mg de tecido) até completa dissociacdo. Apos esta etapa, 200 mL de cloroférmio
foram adicionados as amostras, e homogeneizadas manualmente durante um minuto.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 8.000 x g e 4°C
formando camadas separadas. Nesta etapa, foram recolhidos 500 pL da fase aquosa e
transferidos para um tubo limpo contendo 500 uL de isopropanol. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas durante 15 minutos a 8.000 x g e 4°C. O sobrenadante
foi descartado, e ao precipitado foi adicionado 1 mL de etanol 75% para limpeza. Os
tubos foram novamente centrifugados a 8.000 x g durante cinco minutos, e o
sobrenadante descartado. O pellet foi seco por 15 minutos a 4°C e ressuspendido em
agua ultra pura livre de RNase.

A concentracdo do RNA total foi medida em aparelho espectrofotbmetro a um
comprimento de onda de 260 nm. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose
a 1,5% corado com solucdo de brometo de etidio (10%) e visualizado sob luz
ultravioleta. As amostras de RNA foram tratadas com DNase | (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) de acordo com as instrucbes do fabricante para remover possivel
contaminag¢do com DNA genémico.

Para a sintese de cDNA, foi utilizado kit SuperScriptTM I11 First-Strand Synthesis
Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil), de acordo com as instrucdes do fabricante.
Nesta etapa, foram adicionadas a um tubo estéril livre de RNA 6 ul de RNA total, 1 ul
de oligo dT (50 uM de oligo (dT) 20) e 1 ul de tampéo de emparelhamento. Os tubos
foram incubados durante cinco minutos a 65°C e colocadas imediatamente em gelo

durante 1 minuto. Em seguida, 10 uL de 2x First-Strand Reaction Mix e 2 uL de
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solugéo contendo a enzima transcriptase reversa SuperScript 111 foram adicionadas aos
tubos. A solugédo foi incubada durante 50 minutos a 50°C e cinco minutos a 85°C, e
imediatamente colocado em gelo. Apds esta etapa, as amostras foram armazenadas a -
20°C até a sua utilizacéo.

As reacO0es de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o corante
fluorescente SYBR Green (SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems,
USA).

Os primers utilizados para avaliacdo dos genes IGF-1 e GHR foram desenhados
com base nas sequéncias de genes depositados em www.ncbi.nlm.nih.gov (nimeros de
acesso: EU272149.1 e AY973232.1 respectivamente) utilizando o site
www.idtdna.com. Trés controles endogenos obtidos de Yang et al. (2013) foram
testados: UBCE (enzima conjugadora de ubiquitina - XM_003460024), EF1A (fator de
elongagdo lo - AB075952) e B-ACT (B actina - XM_003455949). Destes, B-ACT foi
selecionado, pois apresentou melhor eficiéncia (entre 90 e 110%) e n&o variou
estatisticamente entre os tratamentos. Os primers utilizados neste experimento

encontram-se na tabela 2.

Tabela 2- Sequéncia dos primers usados para as reagdes de PCR em tempo real

Primer Sequéncia (5'-3") Amplicon (bp)
IGF-1-F CGATGTGCTGTATCTCCTGTAG 144
IGF-1-R CTCGCTCTCCACAGACAAAC

GHR-F TCTTGTATTTGGGACTGTGGG 119
GHR-R CGATGCCTTTGATTTTGGGTG

EFl-a—F GCACGCTCTGCTGGCCTTT 250
EFl-a—R GCGCTCAATCTTCCATCCC

UBCE-F CTCTCAAATCAATGCCACTTCC 130
UBCE-R CCCTGGTGGAGGTTCCTTGT

B-ACT - F TGGTGGGTATGGGTCAGAAAG 217
B-ACT - R TGTTGGCTTTGGGGTTCA

Todas as reacOes foram realizadas para um volume final de 12,5 pL e em
duplicatas. A anélise das curvas de dissociagcdo ndo revelaram qualquer presencga de

dimeros de primers ou produtos nao especificos.

Analise estatistica

Para avaliar a expressédo relativa, os dados provenientes da analise de PCR em

-ACT
2

tempo real foram transformados utilizando-se , como demonstrado por Livak &
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Schmittgen, (2001). Os dados de expressdo génica e eficiéncia alimentar foram
avaliados usando o procedimento REG Statement (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA). Os
dados de ganho em peso médio foram analisados utilizando-se delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4 (duas idades e quatro niveis de
inclusdo de fumonisina) usando o procedimento GLM e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (P <0,05) (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA). Os resultados foram

expressos como medias e desvios-padréo.

Resultados

Nos primeiros 15 dias de experimento, foram observadas mortalidades, variando
de 26,67% para o nivel de 60 mg/Kg, 33,3% para 40 mg/Kg e 6,7% para 20 mg/Kg e
tratamento controle. Apos esse periodo, ndo houve mortalidade.

Os valores médios para as variaveis oxigénio dissolvido e pH foram 7,0 mg/L e
7,5 respectivamente. A temperatura média nos tanques durante o periodo experimental
foi de 24,5 *+ 3,8 °C, sem diferencas significativas entre os tratamentos (P <0,05). Néo
houve efeito significativo dos niveis de inclusdo de fumonisina sobre o consumo de
racao.

Foi observada reducdo significativa do ganho em peso para os animais tratados

com dietas com incluséo de fumonisina (P <0,0001) (Figura 1).
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Figura 1. Efeito dos niveis de fumonisina e periodo de alimentacdo sobre o ganho em

peso de alevinos de tilapia-do-Nilo.
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A inclusdo de fumonisina nas dietas afetaram significativamente a taxa de
eficiéncia alimentar (P <0,0001) com piores valores observados para os animais tratados
com inclusdo de fumonisina. Ndo houve efeito de interacdo dos niveis de fumonisina e

do periodo de alimeentacdo sobre a eficiéncia alimentar (Figura 2).

1,4 +
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Figura 2. Eficiéncia alimentar de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com niveis

crescentes de fumonisina aos 15 e 30 dias de tratamento.

Os resultados da expressao dos genes GHR e IGF-1 no figado de alevinos tilapia-
do-Nilo aos 15 e 30 dias de tratamento sdo mostrados na Figura 3. Houve efeito
significativo de expressdo de GHR para o periodo (P =0,0059) e tratamento (P
=0,0004), porém nao houve efeito de interacdo para a expressao deste gene (P =0,4360).
A incluséo de fumonisina na dieta reduziu a expressao de GHR aos 15 (P <0,0001) e 30
dias (P =0,0019). Houve efeito significativo de expressao de IGF-1, tanto para periodo
(P =0,0011), quanto para tratamento (P <0,0001), porém ndo houve efeito de interacdo
para a expressao deste gene (P =0,1173). O mesmo padrdo de reducdo da expressdo
encontrado em GHR foi observado para IGF-1 aos 15 (P <0,0001) e 30 dias (P
=0,0003).

Os maiores niveis de expressdao de GHR e IGF-1 foram observados nos animais
que receberam dieta controle, enquanto que os menores valores de expressdo ocorreram

nos peixes alimentados com o nivel de 60 mg/kg , independente do periodo.
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Figura 3. Efeitos do tempo de consumo e dos niveis de inclusdo de fumonisina B1 + B2
sobre a expressdo génica de IGF-1 e GHR no figado de alevinos de tilapia-do-Nilo.

Valores expressos em unidades arbitrarias (UA).

Discussao

Um estudo realizado no Brasil com amostras de racdo oriundas de fazendas
produtoras de tilapias-do-Nilo demonstrou contaminacdo por fumonisina B1 em 98%
das amostras avaliadas (Barbosa et al., 2013). Esta ampla presenca de fumonisinas na
dieta de peixes representa um motivo de preocupacdo, uma vez que esta micotoxina
pode causar prejuizos a estes animais. Neste trabalho, os diferentes niveis de fumonisina
avaliados promoveram reducdo do ganho em peso quando comparados ao tratamento
controle aos 15 e aos 30 dias. Com duas e quatro semanas de tratamento, Tuan et al.
(2003) observaram reducdo do ganho em peso de alevinos de tilapia-do-Nilo
alimentados com dietas contendo niveis iguais ou superiores a 40mg/kg, sem mudancas
significativas para o nivel de 10mg/kg. Estes dados, juntamente ao observado em nosso
experimeto, sugerem que 0s menores niveis de fumonisina capazes de afetar o ganho
em peso de alevinos de tilapia-do-Nilo esteja entre 10 e 20 mg FB/kg de ragéo, para 15

e 30 dias de exposicao.



35

Pesquisas demonstram potencial de fumonisinas sobre a reducdo da eficiéncia
alimentar e do consumo de racdo em diversas espécies de animais (Haschek et al., 1992;
Weibking et al., 1993a e b; LumLertdacha et al., 1995). Em alguns casos, a reducéo do
consumo de racdo esta associada a ensaios realizados com graos de milho naturalmente
contaminados por fumonisina, podendo ocasionar problemas de palatabilidade da dieta
(Haschek et al., 1992; Motelin et al., 1994). Em nosso estudo, a eficiéncia alimentar dos
alevinos foi significativamente reduzida pela inclusdo de fumonisina (Figura 2),
entretanto, o consumo de racdo ndo foi afetado, sugerindo que 0S mecanismos
envolvidos na redugdo de crescimento observado nos alevinos que receberam dietas
contaminadas com fumonisinas vao além da simples reducdo de consumo de ragao.

A hepatotoxidade em diversos animais consumindo dietas com fumonisina esta
associada a morte celular, seja ela, por apoptose ou necrose tecidual (Gelderblom et al.,
2001). Além disso, regeneracdo celular espontdnea € observada em resposta a
fumonisina, o que pode ser um indicio do desenvolvimento de células cancerigenas.
Neste trabalho, ndo se observou alteracbes macroscopicas no figado de tilapias
alimentadas com doses crescentes de fumonisina, talvez o tempo de exposicdo e as
doses utilizadas ndao tenham sido suficientes para provocar alteragdes visiveis.

Em peixes, assim como nos demais animais, o crescimento corporal envolve uma
série de interacBes entre diferentes hormonios, por exemplo, os do eixo somatotropico
(GH- hormonio do crescimento, GHR- receptor do horménio do crescimento e IGF-1-
fator de crescimento semelhante a insulina). A acdo de GH no organismo pode se dar de
forma direta através da ligacdo na superficie das células do tecido alvo com seu receptor
- GHR, ou de forma indireta, através da sintese e liberacdo de IGF-1 (Becker, 2001). A
producdo e liberacdo de IGF-1 no figado e na maioria dos tecidos periféricos afeta
diretamente diversos processos bioldgicos, como crescimento celular (Mommsen,
2001), sintese de DNA e de proteinas (Duan, 1998). A formacédo do complexo GH-GHR
representa uma etapa necessaria para a estimulacdo da sintese de IGF-1 e de sua
liberacdo (Kita et al., 2005), havendo, desta forma, uma relacdo entre os niveis de GH,
GHR e IGF-1.

O aumento dos niveis de fumonisinas foi inversamente relacionado com a
expressao de IGF, sendo a menor expressao observada para 60 mg FB/kg aos 15 dias de
tratamento (0,002 UA). Tanto aos 15 quanto aos 30 dias de tratamento, 0 mesmo padrao
de expressdo foi observado, sugerindo que quanto maior o nivel de fumonisina menor é

a expressao de IGF-1 independente do tempo de exposicéo (R? aos 15 dias = 0,8511; R2
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aos 30 dias = 0,9479). Nao foram encontrados na literatura dados do efeito de
fumonisinas sobre niveis de IGF-1, sejam eles circulantes ou de mRNA. Redugdo nos
niveis circulante de IGF-1 foram observados por Wu et al. (2013) em suinos tratados
com Deoxynivalenol (DON) outra micotoxina produzida pelo género Fusarium.
Amuzie & Pestka (2010), também observaram reducdo dos niveis circulantes de IGF-1,
entretanto, paradoxalmente encontraram aumento dos niveis de mMRNA de IGF-1 em
ratos tratados com DON.

Quanto a expressdo génica de GHR, observou-se um padrdo semelhante ao
encontrado para IGF-1, sendo que os maiores niveis de fumonisinas promoveram 0s
menores niveis de MRNA de GHR tanto aos 15 (R? = 0,8285) quanto aos 30 dias de
tratamento (R2 = 0,8021). Também ndo foram encontrados na literatura dados do efeito
de fumonisinas sobre niveis de GHR em tecido de nenhuma espécie animal. De modo
geral, situacOes de estresse parecem afetar a expressdo de GHR em peixes. Em salmé&o
prateado, o desafio de manuseio, considerado um estresse fisioldgico agudo, reduziu
significativamente os niveis de mMRNA de GHR na hipofise, figado e musculo (Nakano
et al., 2013). Em bagre do canal (Ictalurus punctatus), tanto a privacdo de alimento,
quanto a administracdo exdgena de cortisol reduziu significativamente a concentracéo
de mRNA de GHR no figado (Small et al., 2006). Estes autores observaram correlacéo
positiva entre os niveis de MRNA de GHR e os niveis de IGF-1 circulante, o que
também foi observado neste trabalho para os niveis de mMRNA de GHR e IGF-1 (r=0,67
e 0,83 para 15 e 30 dias, respectivamente).

Tecidos com alta taxa de sintese de esfingolipideos de novo, como o figado e rim,
estdo sujeitos aos efeitos provocados pela fumonisina em fases iniciais de exposicao,
entretanto outros tecidos com menores taxas de sintese de esfingolipideos podem ser
afetados pela toxina por meio da absorcao de bases esfingoides oriunda da circulagéo ou
células vizinhas (Desai et al., 2002). O aumento da entrada de calcio na célula pode
aumentar a proliferacdo celular. Neste contexto, € possivel que fumonisinas, por meio
de diversas enzimas e produtos intermediarios envolvidos em seu metabolismo, afetem
esta capacidade de proliferagéo celular.

A esfingosina (So) e esfingosina 1 fosfato (S1P) derivados do metabolismo da
ceramida, sdo considerados segundos mensageiros capazes de mediar o crescimento e
proliferacdo celular, e estdo associados a alteragcdes nos canais de célcio em diversos
tipos de cultura de células (Mathes et al., 1998; Blom et al., 2006). A ceramida 1

fosfato (C1P), outro derivado do metabolismo dos esfingolipideos, também esta
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associada a proliferacdo celular em culturas de fibroblastos (Gomez-Mufioz et al.,
1997), osteoblastos (Carpio et al., 1999) e células hipofisarias do tipo GH4C;, por meio
de maior entrada de célcio (Albert & Tashijan, 1984). A abertura de canais de célcio
dependentes de voltagem sdo ainda regulados pela esfingosina quinase (SK), enzima
responsavel pela formacéo da S1P, como observados por Blom et al. (2006) em células
GH,4C, de hipdfise de ratos.

Considerando que a sintese e secrecdo de hormonios pela hipdfise séo
dependentes da dinamica de célcio intracelular, é razodvel sugerir que fumonisinas
exercem papel importante nas funces da hipdfise, como a sintese de GH. Embora
pouco se saiba sobre os efeitos provocados pela fumonisina sobre a expressao do IGF-1,
acredita-se que a S1P, seja capaz de regular processos celulares essenciais e esteja
diretamente associado a atividade do IGF-1, seja pela modulacdo dos canais de calcio,
ou por outras rotas alternativas. A rota de sinalizacdo SK/S1P parece estar envolvida
com a atividade pro-mitogénica do IGF-1 (Bernacchioni et al., 2012).

E possivel que um dos mecanismos pelos quais as fumonisinas afetem a expressdo
de GHR e IGF-1 seja dependente de proteina quinase C (PKC). A fumonisina B1, a
esfinganina (Coward et al., 2009) e esfinganina 1 fosfato interferem diretamente na
ativacdo da proteina PKC através de uma redistribuicdo celular, promovendo reducédo de
PKC ativada no citoplasma e aumento na membrana plasmatica (Gopee & Sharma,
2003; 2004). Compostos capazes de ativar PKC foram descritos como reguladores
negativos da acdo de GH através da reducdo da abundancia de GHR na membrana
plasmatica (Rui et al., 2000). Desta forma, é possivel que a inibicdo da ceramida sintase
por fumonisina B1 conduza ao acumulo de PKC na membrana, prejudicando desta
forma a acdo dos horménios do eixo somatotrdpico, resultando a longo prazo, em
menores taxas de crescimento.

Este € o primeiro estudo que relata a expressdo dos genes GHR e IGF-1 em
animais de producdo desafiados com a micotoxina fumonisina. Mesmo o0 menor nivel de
fumonisina avaliado afetou significativamente o desempenho e a expressao de GHR e
IGF-1, havendo a necessidade de futuros estudos que avaliem niveis entre 10 e 20mg
FB/kg de incluséo, e desta forma, determinar os niveis exatos toleraveis para alevinos
de tilapia-do-Nilo. Além disto, estudos que avaliem outras fases de desenvolvimento de
tilapias poderdo esclarecer melhor os mecanismos que envolvem o desafio por

fumonisina, e a relagéo da idade com a tolerancia.
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Concluséo
1. O desafio com niveis crescentes de fumonisinas B1 + B2 reduz a expressao
génica de GHR e IGF-1 no figado, e o crescimento corporal de alevinos de

tilapia-do-Nilo, tanto aos 15, quanto aos 30 dias de consumo.
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Expressao génica de IGF-1 e GHR em alevinos e juvenis

de tildpias-do-Nilo desafiados com fumonisina B1 + B2
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Expressdo génica de IGF-1 e GHR em alevino e juvenis de tilapias-do-Nilo
desafiados com fumonisinas B1 + B2

Resumo - Fumonisinas sdo micotoxinas produzidas durante o metabolismo secundario
dos fungos Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum que podem causar piora no
desempenho dos animais. Neste estudo, a hip6tese de que fumonisinas afetam o
desempenho e a expressdo génica de IGF-1 e GHR em alevinos e juvenis de tilapia-do-
Nilo foi testada. Um ensaio com 20 dias de duracdo foi realizado, onde alevinos e
juvenis de tilapia-do-Nilo receberam dietas com e sem a inclusdo de fumonisina B1 +
B2 (50 mg FB/kg de racdo) para avaliar seus efeitos sobre 0 ganho em peso médio
(GPM), consumo médio de racdo (CMR), conversdo alimentar aparente (CAA) e
expressédo de mMRNA de GHR e IGF-1 no figado. Fumonisinas reduziram
significativamente o0 GPM (p<0,0001) e pioraram a CAA (p<0,0001) para alevinos,
porém ndo afetaram o CMR. Para juvenis, a inclusdo de fumonisinas ndo afetou 0 CMR,
CAA e GPM. A expressdo génica de GHR e IGF-1, tanto para alevinos, quanto para
juvenis, foi significativamente reduzida pela inclusdo de fumonisinas (p<0,0001). Estes
resultados indicam que fumonisinas B1 + B2 afetam a expressdo hepatica de GHR e
IGF-1 em alevinos e juvenis de tilapias-do-Nilo, porém seus efeitos sobre o
desempenho sdo dependentes da fase de criagéo.

Termos para indexacdo: expressdao génica, desempenho, Fusarium, Oreochromis
niloticus

Gene expression of IGF-1 and GHR in fry and juvenile of Nile tilapia challenged
with fumonisins B1 + B2

Abstract - Fumonisins are mycotoxins produced during the secondary metabolism of the
fungus Fusarium verticillioides and Fusarium proliferatum that can cause worsen in
animal performance. In this study, the hypothesis that fumonisin affect the performance
and the gene expression of IGF-1 and GHR in fry and juveniles of Nile tilapia was
tested. A test was conducted with 20 days duration, where fry and juveniles of Nile
tilapia were fed diets with and without the inclusion of fumonisin B1 + B2 (50 mg FB /
kg diet) to evaluate its effects on average weight gain (AWG), average feed intake
(AFI), aparent feed conversion (AFC) and GHR mRNA expression and IGF-1 in the
liver. Fumonisins reduced significantly the MWG (p <0.0001) and worsened the AFC
(p <0.0001) to fry,but did not affect the MFI.For juveniles, the inclusion of fumonisin
did not affect the MFI, AFC and MWG. The GHR gene expression and IGF-1 for fry
and for juveniles were significantly reduced by the inclusion of fumonisins (p <0.0001).
These results indicate that fumonisins B1 + B2 affects the hepatic expression of GHR
and IGF-1 in fry and juveniles of Nile tilapia, but their effects on the performance are
dependent of the development phase.

Index terms: gene expression, performance, Fusarium, Oreochromis niloticus
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Introducéo

Encontrada predominantemente no milho, as fumonisinas sdo produzidas durante
0 metabolismo secundario dos fungos Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum,
(Gelderblom et al., 1988) e podem causar piora no desempenho dos animais que as
consomem e, consequentemente, reduzir a rentabilidade da atividade (Jobim et al.,
2001). A European Food Safety Authority (EFSA) desenvolveu um manual
apresentando niveis aceitaveis de fumonisinas em ragoes, silagens e suplementos para
algumas espécies, variando de 5mg/kg de racdo para equinos, suinos, coelhos e animais
de companhia, a 50 mg/kg de racdo para ruminantes adultos (EFSA, 2005). Para peixes,
entretanto, demonstram que 0s niveis experimentais de fumonisinas considerados
toxicos podem variar de acordo com a espécie, idade e tempo de exposi¢cdo dos animais
(Brown et al., 1994; LumLertdacha et al., 1995; Pepeljnjak et al., 2002; Tuan et al.,
2003; Petrinec et al., 2004).

A acdo das fumonisinas nos animais envolve o bloqueio da biossintese dos
esfingolipidios através da inibicdo da enzima ceramida sintase. Esta enzima promove a
bioconversdo das bases esfingoides esfinganina e esfingosina a ceramida, que € um
precursor dos esfingolipidios. Na presenca de fumonisina, esta bioconversdo &
interrompida devido & semelhanga estrutural existente entre a micotoxina e as bases
esfingdides (Wang et al., 1991; Riley et al., 2001;. Riley e Voss, 2006), reduzindo as
concentracdes de ceramida. A inibicdo da biossintese dos esfingolipidios altera
inimeras funcbes celulares e vias de sinaliza¢do, incluindo apoptose e crescimento
celular (Stockmann-Juvala et al., 2008).

Estudos demonstram que a intoxicacdo por fumonisinas pode afetar a taxa de
ganho em peso em frangos (Ledoux et al., 1992; Weibking et al., 1993) e peixes
(Lumlertdacha et al., 1995), e que ha um possivel envolvimento entre 0os metabdlitos
intermediarios de ceramida e horménios diretamente envolvidos com o crescimento,
como o fator de crescimento semelhate a insulina (IGF) (Stewart et al., 1999;
Bernacchioni et al., 2012), sugerindo um possivel mecanismo de acdo indireta de
fumonisinas sobre a expressdo de genes relacionados ao crescimento corporal,
comolGF-1, GH e eseu receptor.

Com este estudo, objetivamos testar a hipotese de que a presenca de fumonisinas
nas dietas afetam o desempenho produtivo e a expressdao de genes relacionados ao
crescimento em tilapia-do-Nilo em diferentes fases. Desta forma, foi realizado um

ensaio mantendo alevinos e juvenis de tilapias-do-Nilo, alimentados com dietas com e
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sem adicdo de fumonisinas B1 + B2, e avaliadas alteragdes no ganho em peso médio
(GPM), conversdo alimentar aparente (CAA), consumo médio de racdo (CMR), e a

expressao dos genes IGF-1 e GHR em tecido hepatico.

Material e métodos

Os procedimentos neste experimento foram realizados de acordo com

regulamento da comisséo de ética no uso de animais (CEUA - UniCesumar).

Delineamento Experimental e Animais

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura da Universidade
Estadual de Maringa - UEM, durante o més de outubro de 2014. Foram utilizados 90
peixes revertidos sexualmente para macho, pertencentes ao grupo genético GIFT x
Tailandesa, sendo 45 alevinos com peso inicial de 2,63 = 0,399 e 45 juvenis com peso
inicial de 75,9 = 11g. Os peixes foram distribuidos em seis caixas de fibrocimento com
volume atil de 870L cada, com sistema individual de renovacao da agua (15 %/dia) e
aeracdo constante por meio de pedra porosa acoplada a um soprador central. Em cada
tanque, foram alojados 15 peixes, sendo trés tanques com alevinos, e trés tanques com

juvenis.

Os animais passaram por um periodo de adaptacédo as instalacfes de 15 dias antes
do inicio do experimento. A temperatura foi aferida duas vezes ao dia em cada tanque,
as 8:00 e 16:00 horas. Ja as varidveis oxigénio dissolvido e pH foram aferidas

diariamente pela manha por meio de kit individual colorimétrico.

Dietas experimentais

Foram elaboradas duas dietas, uma para alevinos (3000 kcal ED/kg e 33% PD) e
outra para juvenis (3300 kcal ED/kg e 29% PD). Inicialmente, os ingredientes foram
moidos, peneirados e homogeneizados, e posteriormente separadas em duas partes,
sendo uma utilizada como dieta controle, e a outra acrescida de micotoxina fumonisina
(B1 + B2) afim de obter uma concentracdo de 50mg/kg de ragdo. Ao fim, foram
elaboradas quatro dietas experimentais: GRUPO 1 — controle para alevinos, GRUPO 2 -

50 mg FB/kg de racdo para alevinos, GRUPO 3 — controle para juvenis, GRUPO 4 - 50
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mg FB/kg de ragcdo para juvenis. As dietas foram peletizadas, secas em estufa de
ventilagdo forcada a 55°C por 48 horas e desintegradas em moedor manual. As
particulas foram classificadas de acordo com a granulometria de 1 a 2mm para alevinos,
e de 4 a 5mm para juvenis. A composicdo quimica das dietas foi avaliada de acordo
com protocolos descritos por Silva & Queiroz, 2006. Em ambos 0s grupos, 0
arragoamento foi realizado manualmente trés vezes/dia até saciedade aparente dos

peixes, as 8, 12, e 18 horas.

Tabela 1- Composicao percentual e quimica das dietas experimentais

Dietas experimentais

Ingredientes (%) Controle Fumonisina Controle Fumonisina
9 (Alevinos) (Alevinos) (Juvenis) (Juvenis)
Farelo de soja 53,70 53,70 53,54 53,54
Milho 31,00 31,00 10,37 10,37
Glaten de milho 60 8,20 8,20 - -
Amido de milho 1,00 1,00 - -
Quirera de arroz - - 12,00 12,00
Farelo de trigo - - 12,00 12,00
Hidrolisado de figado de aves - - 2,00 2,00
L-lisina HCI 0,20 0,20
L-treonina - - 0,20 0,20
DL-metionina 0,01 0,01 0,20 0,20
Oleo de soja 2,00 2,00 5,20 5,20
Calcario calcitico 0,10 0,10 0,50 0,50
Fosfato bicalcico 2,90 2,90 2,67 2,67
Vitamina C* 0,06 0,06 0,10 0,10
Suplemento vitaminico e mineral?® 0,50 0,50 0,50 0,50
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50
BHT (antioxidante)® 0,03 0,03 0,02 0,02
Fumonisina B1+B2 (mg/kg) - 0,005 - 0,005
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicéo quimica avaliada das dietas (%)*
Proteina bruta 33,62 30,18
Matéria seca 89,52 91,62
Gordura 4,33 7,35
Matéria mineral 5,79 2,89

! Vitamina C: sal célcica 2-monofosfato de 4cido ascérbico, 42% de principio ativo;
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2 Suplemento mineral e vitaminico: Composigdo/kg de produto: Vit. A=1.200.000 UI; vit. D3=200.000
Ul; vit. E=12.000 mg; vit. K3=2.400 mg; vit. B1=4.800 mg; vit. B2=4.800 mg; vit. B6=4.000 mg; vit.
B12=4.800 mg; ac. f6lico=1.200 mg; pantotenato de calcio=12.000 mg; vit. C=48.000 mg; biotina=48
mg; colina=65.000 mg; acido nicotinico=24.000 mg; Fe=10.000 mg; Cu=600 mg; Mn=4.000 mg;
Zn=6.000 mg; 1=20 mg; Co=2 mg e Se=20 mg;

*Butil-Hidroxi-tolueno (Antioxidante);

*Composic&o com base na matéria natural de acordo com as analises laboratoriais realizadas.

Desempenho

O periodo experimental foi de 20 dias. Para a determinacdo do ganho em peso
médio (GPM) todos os peixes foram pesados no primeiro e 20° dia de tratamento. Para
determinar o consumo médio de racdo (CMR), os recipientes contendo as dietas
experimentais foram pesados semanalmente, e anotadas as diferencas entre o peso
inicial e o peso final do recipiente. Os valores obtidos foram considerados depois de
descontadas as mortalidades. Para a determinacdo da conversdo alimentar aparente

(CAA), foi considerada a relagdo entre 0o CMR e 0 GPM dos peixes de cada tanque.

Expressao génica

Ao final do periodo experimental, amostras de figado de seis animais de cada
tratamento, previamente anestesiados com 90 mg/L de 6leo de cravo, foram coletadas e
armazenados em RNA Holder (BioAgency Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) a -80°C
até a extracdo de RNA total.

O RNA total foi extraido de amostras de figado (35mg), usando Trizol®
(Invitrogen, Carlsbad CA, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Todos os
materiais utilizados para extragdo foram previamente tratados com RNase AWAY®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), um inibidor de RNase. A concentracdo do RNA total
foi medida em aparelho espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 260 nm. A
integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1,5% corado com solucdo de
brometo de etidio (10%) e visualizado sob luz ultravioleta. As amostras de RNA foram
tratadas com DNase | (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrucgdes do
fabricante para remover possivel contaminagdo com DNA gendmico. Para a sintese de
cDNA, foi utilizado kit Super Script TM Il First-Strand Synthesis Super Mix
(Invitrogen Corporation, Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante. As reagdes
de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o corante fluorescente SYBR
Green (SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA).
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Os primers utilizados para avaliacdo dos genes IGF-1 e GHR foram desenhados
com base nas sequéncias de genes depositados em www.ncbi.nlm.nih.gov (nimeros de
acesso: EU272149.1 e AY973232.1 respectivamente) utilizando o site
www.idtdna.com. Trés controles endogenos obtidos de Yang et al. (2013) foram
testados: UBCE (enzima conjugadora de ubiquitina - XM_003460024), EF1A (fator de
elongagdo la - AB075952) e ACTB (B actina - XM_003455949). Destes, ACTB foi
selecionado, pois apresentou melhor eficiéncia (entre 90 e 110%) e nédo variou
estatisticamente entre os tratamentos. Os primers utilizados neste experimento

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2- Sequéncia dos primers usados para as reacdes de PCR em tempo real

Primer Sequéncia (5'-3") Amplicon (bp)
IGF-1-F CGATGTGCTGTATCTCCTGTAG 144
IGF-1-R CTCGCTCTCCACAGACAAAC

GHR-F TCTTGTATTTGGGACTGTGGG 119
GHR-R CGATGCCTTTGATTTTGGGTG

EFl-a-F GCACGCTCTGCTGGCCTTT 250
EFl-a-R GCGCTCAATCTTCCATCCC

UBCE-F CTCTCAAATCAATGCCACTTCC 130
UBCE-R CCCTGGTGGAGGTTCCTTGT

BACT - F TGGTGGGTATGGGTCAGAAAG 217
BACT —R TGTTGGCTTTGGGGTTCA

Todas as reagOes foram realizadas para um volume final de 12,5 pL e em
duplicatas. A andlise das curvas de dissociacdo ndo revelou qualquer presenca de

dimeros de primers ou produtos nao especificos.

Anélise estatistica

Os dados provenientes da analise de PCR em tempo real foram transformados
utilizando 27", Foram testados os efeitos da inclusdo de 50 mg/Kg de fumonisinas B1
+ B2, efeito de fase e as interagdes, num esquema fatorial 2 x 2. Os dados de expressdo

génica e desempenho foram submetidos & anélise de variancia pelo procedimento GLM
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do SAS e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05) (SAS Inst. Inc., Cary,

NC, EUA). Os resultados foram expressos como médias + desvio padrao.

Resultados
Os valores médios e desvios padréo das caracteristicas GPM, CMR e CAA em alevinos
e juvenis de tilapia-do-Nilo em funcdo da inclusdo de fumonisina nas dietas séo
mostrados na Tabela 3. O consumo de racao ndo foi afetado pela inclusdo de fumonisina
em nenhuma das fases avaliadas. Redugéo significativa do GPM e pior CAA foram
observados para alevinos de tilapias tratadas com 50mg FB/kg de racdo (P <0,0001),

entretanto estas caracteristicas ndo foram afetadas em juvenis.

Tabela 3. Desempenho de tilapias-do-Nilo desafiadas com dietas contendo fumonisina.

Alevinos Juvenis
GPM (g) CMR(g) CAA GPM (g) CMR (g) CAA
Controle 3,96 + 0,65 4,09+0,04% 1,06+0,17° 75,47 +18,10° 89,76 +5,86% 1,19+ 0,102
Fumonisina 1,54 +0,40° 4,10+ 0,05* 2,82 +0,71° 84,32 +£20,90* 93,76 +22,30* 1,10+ 0,112
CV% 21,17 1,14 20,78 24,38 15,16 9,27
p-valor <0,0001 ns <0,0001 ns ns ns

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P
<0,05). ns — Néo significativo.

Os valores médios e desvios padrao da expressao relativa dos genes IGF-1 e GHR
no figado de alevinos e juvenis de tilapia-do-Nilo em func¢do da inclusdo de fumonisina
sdo mostrados na Figura 1. A expressdo génica de IGF-1 e GHR foi significativamente
alterada pelas dietas. Redugdo dos niveis relativos de mRNA de IGF-1 e GHR foi
observada para tilapias desafiadas com 50mg FB/kg de racdo (P<0,0001) quando
comparadas as dietas controle para as duas fases de criacdo. Houve diferenca de
expressao dos genes entre as fases de criacdo, sendo os menores valores encontrados em

alevinos para ambos os genes avaliados (P<0,0001).
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Figura 1. mRNA de GHR e IGF-1 em unidades arbitrarias (UA) para alevinos e juvenis de
tilapia-do-Nilo desafiados com fumonisina. Letras mailsculas sobre as barras representam
diferenca estatistica entre os grupos (alevinos e juvenis). Letras minusculas sobre as barras
representam diferenca estatistica entre tratamentos dentro do mesmo grupo. Teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Discusséo

As fumonisinas podem afetar o desempenho de peixes, e este efeito parece estar
relacionado a idade ou peso dos animais. LumLertdacha et al. (1995) observaram que a
concentracdo de 20 mg de FB1/kg de racdo era capaz de reduzir o ganho em peso de
bagres do canal de um ano de idade (aproximadamente 1,2g), porém ndo afetava o
ganho em peso de animais com dois anos (aproximadamente 31g), sugerindo que a
reducdo do ganho em peso causada por fumonisina € dependente da idade e/ou tamanho
dos bagres. Tuan et al. (2003) também observaram menores valores de GPM para
alevinos (aproximadamente 2,7g) de tilapia-do-Nilo que consumiram dietas contendo
valores superiores a 40mg FB/kg de racdo, corroborando parcialmente com nosso
estudo, onde o fornecimento de dietas contaminadas com 50mg FB/kg de ragéo durante
20 dias causou a reducdo do crescimento em alevinos, porém, ndo afetou o ganho em
peso corporal em juvenis de tilapia-do-Nilo, o que sugere maior resisténcia destes
animais a esta micotoxina. N&o foram encontrados na literatura estudos que
demonstrem quais concentracdes de fumonisina dietética sdo capazes de afetar o ganho
em peso médio em tilapias-do-Nilo na fase juvenil.

O consumo de racdo nédo foi afetado em nenhum dos grupos avaliados, sugerindo
que o menor ganho em peso observado nos alevinos consumindo dieta contaminada
com fumonisina seja decorrente de efeito direto da micotoxina e ndo por reducdo de

entrada de alimento. O mecanismo exato pelo qual fumonisinas podem afetar o ganho
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em peso dos animais ainda ndo foi completamente elucidado, entretanto, alguns estudos
tem evidenciado relacdo indireta entre compostos intermediarios do metabolismo de
esfingolipidios, como ceramida e esfingosina 1 fosfato (S1P), e elementos do eixo
somatotropico, como IGF-1 e GHR (Bernacchioni et al., 2012; Stewart et al., 1999).

De maneira direta, a ceramida é capaz de aumentar significativamente a
fosforilagcdo dos receptores de IGF-1, potencializando a acdo do fator de crescimento
(Stewart et al., 1999). Fumonisinas sdo capazes de diminuir a sintese de ceramida por
meio de competicdo direta pelo sitio de ativacdo da enzima ceramida sintase com bases
esfingdides (Wang et al., 1991), podendo, desta forma, reduzir as taxas de fosforilacéo
de receptores de IGF-1. Além disso, a via de sinalizagdo que envolve a enzima
esfingosina quinase/S1P, derivada de moléculas de ceramida, estd envolvido na
regulacao da acdo bioldgica exercida por IGF-1, como demonstrado por Bernacchioni et
al. (2012).

Em nosso trabalho, a expressédo dos genes IGF-1 e GHR foi avaliada em tecido
hepéatico de alevinos e juvenis de tilapia-do-Nilo, consumindo dietas contendo 50mg
FB/kg de racdo apresentando reducdo significativa da expressdo de mRNA, tanto de
IGF-1, quanto de GHR, para os dois grupos avaliados, sugerindo que a reducdo da
expressdo destes genes seja uma resposta priméria ao desafio com fumonisinas.

O mecanismo pelo qual fumonisinas afetam a expressdao de GHR no figado das
tilapias pode se dar através da proteina quinase C (PKC). Fumonisinas, esfinganina
(Coward et al., 2009) e S1P afetam diretamente a atividade de PKC através da
redistribuicéo celular, reduzindo PKC ativada no citoplasma e aumentando PKC ativada
na membrana plasmatica (Gopee & Sharma, 2003; 2004). Desta forma, € possivel que a
capacidade de fumonisinas em ativar PKC na membrana celular reduza a abundéncia de
GHR na membrana como demonstrado por Rui et al. (2000).

Em condicGes normais, a expressao de GHR é detectada em grande abundancia no
figado (Jiang & Lucy, 2001), onde tem sido sugerida como biomarcador para monitorar
0 crescimento em animais (Slifierz et al., 2013), sendo que maiores expressdes estdo
associadas a maior ganho em peso corporal (Mathews et al., 1988; Coschigano et al.,
2003; Slifierz et al., 2013). Do mesmo modo, as taxas de IGF-1 plasmatica estéo
correlacionadas com a taxa de crescimento em diferentes animais (Breier et al., 1988;
Suttie et al., 1991; Gatford et al., 1996) e podem ser usadas como indicador de

crescimento relativo (Stick et al., 1998, Carnevali et al., 2005). Em maiores niveis



54

circulantes, o IGF1 estd associado a sintese protéica e, reducdo na degradacdo de
proteinas (Lee et al., 2004).

O eixo GH/IGF de peixes é semelhante ao observado em mamiferos (Duan, 1998;
Pérez-Sanchez & Le Bail 1999) e reducbes nos padrdes de expressdo de génica tanto de
GHR quanto de IGF1 podem ocorrer quando o status nutricional do animal é alterado
(Dauncey et al., 1994; Weller et al., 1994; Brameld et al., 1996, 1999; Duan, 1998). Em
peixes, 0s sinais clinicos da intoxicacdo por micotoxinas podem variar, tanto em funcao
das concentracdes nas ragOes, quanto do periodo ao qual o animal € submetido ao
alimento contaminado.

Os resultados observados neste trabalho sugerem que juvenis sdo mais resistentes
aos efeitos do desafio com fumonisinas B1 + B2 do que alevinos. E possivel que
maiores periodos de exposicdo dos juvenis a esta concentragdo promova reducdo de
desempenho, uma vez que a expressao de IGF-1e GHR foi reduzida, e que a expressdo
génica precede a sintese protéica.

De acordo com a literatura consultada este € o primeiro relato da acdo de
fumonisinas sobre o desempenho e a expressdo génica de GHR e IGF-1 entre diferentes

fases de crescimento de tilapia-do-Nilo.

Concluséo
1. Resposta a dietas contendo fumonisinas envolvem um mecanismo de sub-
regulacdo da expressdo génica de IGF-1 e GHR no figado de alevinos e
juvenis de tilapia do Nilo.
2. Juvenis de tilapia-do-Nilo sdo aparentemente mais tolerantes ao desafio por

fumonisinas quando comparados a alevinos desta mesma espécie.
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CAPITULO IV

Acao das fumonisinas B1 + B2 sobre a expressao de genes
relacionados ao equilibrio apoptotico em alevinos de tilapia-
do-Nilo
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Acdo das fumonisinas B1 + B2 sobre a expressao de genes relacionados ao
equilibrio apoptotico em alevinos de tilapia-do-Nilo

Resumo - Neste estudo, a hipotese de que a ingestdo de dieta contendo fumonisina afeta
0 equilibrio apoptotico em células hepaticas foi testada. Desta forma, foi realizado um
ensaio mantendo alevinos de tilapia-do-Nilo (2,64 = 0,06g) alimentados com dietas
contendo niveis crescentes de fumonisina (0 mg/kg — dieta controle, 20mg/kg, 40mg/kg
e 60mg/kg) e avaliadas a expressdo dos genes caspase 7 (CASP 7) e esfingosina fosfato
liase (SPL) em tecido hepatico, aos 15 e 30 dias de consumo da racdo. Também foi
avaliada a relacio mRNA SPL:CASP 7. Houve redugdo dos niveis relativos de mRNA
de SPL para tilapias tratadas com 60mg FB/kg de racdo aos 15 dias (P <0,0001) e
aumento significativo de SPL para os dois maiores niveis de inclusdo aos 30 dias (P
<0,0001). A expressdo génica para CASP 7 foi linearmente reduzida em funcdo do
aumento de inclusdo de fumonisina aos 15 dias (P <0,0001). J& aos 30 dias, houve
reducdo dos niveis relativos de mMRNA de CASP 7 apenas para tilapias tratadas com
60mg FB/kg de racdo (P =0,0011). Os resultados obtidos neste trabalho sugerem uma
relacdo direta entre a expressao da SPL e CASP 7, sendo possivel inferir que, quanto
maior o tempo de consumo e o nivel de fumonisina, maior sera a relacdo numérica entre
0 MRNA SPL:CASP 7.

Termos para indexacdo: expressdao génica, desempenho, Fusarium, Oreochromis
niloticus

Fumonisin action on expression of genes related to apoptotic balance of the
Nile tilapia fingerlings

Abstract - In this study, the hypothesis that fumonisin affects the apoptotic balance was
tested. Thus, Nile tilapia fingerlings (2.64 £ 0.06g) were fed with diets containing
different levels of fumonisin (0 mg / kg - control diet, 20mg / kg, 40mg / kg and 60mg /
kg), and gene expression of caspase 7 (CASP 7) and sphingosine phosphate lyase
(SPL) in hepatic tissue, at 15 and 30 days of consumption were evaluated. We also
evaluated the relationship mMRNA SPL: CASP 7.Reduction of the relative levels of
MRNA for SPL was observed at tilapias treated with FB 60mg / kg for 15 days (P
<0.0001), however, there was increase of SPL after 30 days (P <0.0001). Gene
expression of CASP 7 was linearly reduced due to the increase of inclusion of
fumonisin at 15 days (P <0.0001). At 30 days, there was a reduction of the relative
levels of mMRNA CASP 7 only for tilapia treated with 60mg FB / kg (P = 0.0011). Our
results showed a direct relation between the expression of SPL and CASP 7.1t is
possible to infer that the greater time and levels of fumonisin, bigger will be the
numerical relationship between the mRNA SPL and 7 CASP.

Index terms: gene expression, performance, mycotoxin, Oreochromis niloticus
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Introducéo

As fumonisinas sdo micotoxinas produzidas durante o metabolismo secundério
dos fungos Fusarium verticillioides e F. Proliferatum (Turner et al.,1999). A presenca
de fumonisina nas racdes € relativamente comum, dado que o milho, fonte natural de
contaminacdo por fumonisina, € comumente utilizado como fonte energética (Griessler
& Encarnacdo, 2009). Em peixes, sabe-se que diferentes niveis de fumonisina podem
reduzir o ganho em peso (LumLertdacha et al., 1995; Pepeljnjak et al., 2002; Tuan et
al., 2003; Gbore et al., 2010), causar alteracdes hematologicas (Pepeljnjak et al., 2002;
Gbore et al., 2010), neurotoxicidade (Kovaci¢ et al., 2009) e aumentar relagdo entre
esfinganina (Sa)/esfingosina (So) (Goel et al., 1994).

O mecanismo exato de acdo das fumonisinas ainda nao é totalmente conhecido,
entretanto, existem evidéncias que apontam a perturbacdo do equilibrio das
concentracdes de esfingolipidios como responsavel por grande parte dos danos. A teoria
mais aceita de acdo das fumonisinas € que esta micotoxina compete com as bases
esfingdides, esfinganina e esfingosina pelo sitio de ligacdo na enzima ceramida sintase
promovendo reducdo nas concentracbes relativas de ceramida, aumento das bases
esfingoides livres (Sa e So) e, posteriormente, de esfingosina 1- fosfato (S1P) (Wang et
al., 1991; Yoo et al., 1992).

O desequilibrio entre as concentracdes destas bases é apontado como principal
responsavel pelo efeito hepatotoxico das fumonisinas, e podem estar associadas a
alteragBes dos niveis de caspases, enzimas envolvidas no desencadeamento da cascata
de eventos apoptoticos. O papel de fumonisinas sobre o equilibrio apoptotico foi
relatado de maneira contraditoria como pro apoptotico (Wang et al., 1996; Jones et al.,
2001; Ribeiro et al., 2010) e anti apoptotico (Bose et al., 1995, Mullen et al., 2012;
Boppana et al., 2014). Em alguns casos, fumonisinas sdo apontadas como indutores de
resisténcia a morte celular mesmo apds celulas serem submetidas a fatores de estresse,
representando um risco ao organismo (Biswal et al., 2000; Ueda et al., 2001; Sauane et
al., 2010; Mullen et al., 2011).

A apoptose é uma resposta fisioldgica de extrema importancia, pois permite que
células danificadas sejam eliminadas mantendo a homeostase celular. Em células
tumorais, por exemplo, alteracdes na expressao de genes relacionados a vias de
sinalizacdo de apoptose séo frequentemente observadas, resultando em reducdo nas
taxas de morte celular (Bargou et al., 1996; Pflaum et al., 2014). As cascatas de

sinalizacdo que resultam na apoptose séo tdo elaboradas quanto aquelas que promovem
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a sobrevivéncia celular, e a acdo coordenada entre ambas é essencial para a execugao
correta das funcles celulares. Neste contexto, importancia significativa é dada aos
esfingolipidios uma vez que alguns de seus produtos intermedidrios desempenham
papéis essenciais na sinalizacdo tanto da morte quanto da sobrevivéncia celular(Huang
etal., 2011).

A super expressao de genes prd apoptoticos e o silenciamento de genes anti
apoptoticos estdo sob investigacdo para o tratamento de cancer a fim de induzir células
tumorais a apoptose (Mohammed et al., 2011; Pavan et al., 2013). Estudos sugerem que
maior expressdo da enzima esfingosina fosfato liase (SPL) (Min et al., 2004 e 2005;
Brizuela et al., 2012), bem como terapia com ceramida pode auxiliar na inducdo de
apoptose em linhagens de células tumorais por meio da ruptura da sinalizacdo de S1P e
ativacdo de caspases ceramida dependente (Brizuela et al., 2012; Aureli et al., 2014).

A resposta fisiologica & fumonisinas envolve metabdlitos intermediarios de
esfingolipidios diretamente relacionados ao equilibrio apoptético e parecem ser
dependentes do nivel e do tempo de exposicdo & micotoxina (Yoo et al., 1992). E
possivel que diferentes niveis de fumonisina afetem distintamente a expressdo de
caspases, por meio da reducdo da concentragdo de ceramidas, e aumento da expresséo
génica da enzima SPL, devido a maiores concentracdes de S1P decorrente do acumulo
de esfingosina.

Em peixes, entretanto, ndo ha relatos na literatura da acdo de fumonisina sobre a
expressdo de genes relacionados ao equilibrio apoptdtico, como caspase e SPL. Neste
estudo, foi testada a hipo6tese de que a ingestdo de dieta contendo niveis crescentes da
micotoxina fumonisina afeta a expressao de genes relacionados ao equilibrio apoptético
em funcdo do tempo de consumo. Desta forma, foi realizado um ensaio mantendo
alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com dietas contendo diferentes niveis de
fumonisina e avaliadas a expressao dos genes caspase 7 (CASP 7) e esfingosina fosfato
liase (SPL) em tecido hepatico, aos 15 e 30 dias de consumo da rag&o.

Material e métodos
Os procedimentos neste experimento foram realizados de acordo com

regulamento da comisséo de ética no uso de animais (CEUA - UniCesumar).
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Delineamento Experimental e Animais

O experimento foi realizado no Laboratério de Aquicultura da Universidade
Estadual de Maringa - UEM, durante o0 més de outubro de 2014. Foram utilizados 180
alevinos de tilapia-do-Nilo, revertidos sexualmente para macho, pertencentes ao grupo
genético GIFT x Tailandesa, com peso inicial de 2,64 + 0,06g. Foram utilizadas trés
caixas de fibrocimento com volume util de 870L cada, com sistema individual de
renovacdo da agua (15%/dia) e aeracdo constante por meio de pedra porosa acoplada a
um soprador central. Em cada tanque foram acopladas quatro hapas totalizando 12
unidades experimentais com quatro tratamentos e trés repeticdes. Cada hapa possuia um
volume individual de 217,50L onde foram alojados 15 peixes, totalizando 14,5 L/peixe.
Os peixes passaram por um periodo de adaptacdo de 15 dias antes do inicio do

experimento.

Variaveis fisicas e quimicas da agua
A temperatura foi aferida duas vezes ao dia em cada tanque, as 9:00 e 17:00
horas, ja& o oxigénio dissolvido e o pH foram aferidos pela manha durante todo o

periodo experimental, por meio de kit individual colorimétrico.

Dietas experimentais

As fumonisinas B1 + B2 foram adquiridas em forma de meio de cultura, por
intermédio do laboratério de analises micotoxicoldgicas — LAMIC, da Universidade
Federal de Santa Maria - UFMS. As dietas foram elaboradas considerando a
concentracdo de FB1 + FB2 indicadas em laudo fornecido pelo LAMIC, totalizando
uma concentracdo de 7,41mg de fumonisina/g de meio de cultura (6,06mg de FB1 +
1,35mg FB2/g de meio).

Foram elaboradas quatro dietas isocaldricas (aproximadamente 3000 kcal de
energia digestivel ED/kg de dieta) e isoprotéicas (aproximadamente 33% de proteina
bruta), variando apenas quanto a inclusao de diferentes niveis de fumonisina, divididos
nos seguintes grupos: GRUPO 1 — dieta controle com 0,0 mg de incluséo de FB/kg de
racdo, GRUPO 2 - 20 mg de incluséo de FB/kg, GRUPO 3 - 40 mg de FB/kg e GRUPO
4 - 60 mg de incluséo de FB/kg (Tabela 1).

As dietas foram peletizadas, secas em estufa de ventilagéo forcada a 55°C por 48
horas, desintegradas em moedor manual e as particulas classificada de acordo com a

granulometria (1 a 2mm). Apds prontas, as dietas foram novamente avaliadas para a
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confirmacgdo dos niveis de fumonisinas adicionados. A composicdo quimica das dietas
foi avaliada de acordo com protocolos descritos por Silva & Queiroz, 2006.
As dietas foram fornecidas manualmente aos peixes, trés vezes/dia, até saciedade

aparente dos peixes.

Tabela 1- Composicao percentual e quimica das dietas experimentais

Dietas experimentais

Ingredientes (%) Controle 20mg FB/kg 40mg FB/kg 60mg FB/kg
Farelo de soja 53,7 53,7 53,7 53,7
Milho 31,0 31,0 31,0 31,0
Gluten de milho 60 8,2 8,2 8,2 8,2
Oleo de soja 2,0 2,0 2,0 2,0
Amido de milho 1,0 1,0 1,0 1,0
DL-metionina 0,01 0,01 0,01 0,01
Calcério calcitico 0,1 0,1 0,1 0,1
Fosfato bicalcico 2,9 2,9 2,9 2,9
Vitamina C* 0,06 0,06 0,06 0,06
Suplemento vitaminico e mineral? 0,5 0,5 0,5 0,5
Sal comum 0,5 0,5 0,5 0,5
BHT (antioxidante)® 0,03 0,03 0,03 0,03
Fumonisina B1+B2 - 0,002 0,004 0,006
TOTAL 100 100 100 100

Composicao quimica avaliada da dieta (%)*

Proteina bruta 33,62 33,60 33,61 33,61
Matéria seca 89,52 89,51 89,50 89,52
Gordura 4,33 4,33 4,30 4,29
Matéria mineral 5,79 5,75 5,76 5,78

! Vitamina C: sal célcica 2-monofosfato de acido ascérbico, 42% de principio ativo;

2 Suplemento mineral e vitaminico: Composicdo/kg de produto: Vit. A=1.200.000 UI; vit. D3=200.000
Ul; vit. E=12.000 mg; vit. K3=2.400 mg; vit. B1=4.800 mg; vit. B2=4.800 mg; vit. B6=4.000 mg; vit.
B12=4.800 mg; &c. félico=1.200 mg; pantotenato de calcio=12.000 mg; vit. C=48.000 mg; biotina=48
mg; colina=65.000 mg; acido nicotinico=24.000 mg; Fe=10.000 mg; Cu=600 mg; Mn=4.000 mg;
Zn=6.000 mg; 1=20 mg; Co=2 mg e Se=20 mg;

3 Butil-Hidroxi-tolueno (Antioxidante);

* Composicdo com base na matéria natural.
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Expressao génica

Para analise de expressdo génica, o figado de seis animais de cada tratamento,
previamente anestesiados com 90 mg/L de 6leo de cravo, foram coletados aos 15 e 30
dias de experimento em RNA Holder (BioAgency Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) e
armazenados a -80°C até a extracdo de RNA total.

O RNA total foi extraido usando Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA) de
acordo com as instruces do fabricante. Todos os materiais utilizados para extracdo
foram previamente tratados com RNase AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), um
inibidor de RNase. O tecido foi pesado, triturado e misturado ao Trizol (1 mL de Trizol
por 35 mg de tecido) até completa dissociacdo. Apds esta etapa 200 mL de cloroférmio
foram adicionados as amostras, e homogeneizadas manualmente durante um minuto.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 8.000 x g e 4°C
formando camadas separadas. Nesta etapa, foram recolhidos 500 pL da fase aquosa e
transferidos para um tubo estéril contendo 500 pL de isopropanol. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas durante 15 minutos a 8.000 x g e 4°C. O sobrenadante
foi descartado, e ao precipitado foi adicionado 1 mL de etanol 75% para limpeza. Os
tubos foram novamente centrifugados a 8.000 x g durante cinco minutos, e o
sobrenadante descartado. O pellet foi seco por 15 minutos a 4°C e ressuspendido em
agua ultra pura livre de RNase.

A concentracdo do RNA total foi medida em aparelho espectrofotbmetro a um
comprimento de onda de 260 nm. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose
a 1,5% corado com solucdo de brometo de etidio (10%) e visualizado sob luz
ultravioleta. As amostras de RNA foram tratadas com DNase | (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) de acordo com as instrucbes do fabricante para remover possivel
contaminac¢do com DNA genémico.

Para a sintese de cDNA foi utilizado kit SuperScriptTM 11 First-Strand Synthesis
Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Nesta etapa, foram adicionadas a um tubo estéril livre de RNA 6 ul de RNA total, 1 uL
de oligo dT (50 uM de oligo (dT) 20) e 1 ul de tampdo de emparelhamento. As amostras
foram incubadas durante cinco minutos a 65°C e colocadas imediatamente em gelo
durante 1 minuto. Em seguida, 10 uL de 2x First-Strand Reaction Mix e 2 uL de
solugéo contendo a enzima transcriptase reversa SuperScript 111 foram adicionadas aos
tubos. A solugdo foi incubada durante 50 minutos a 50°C e cinco minutos a 85°C, e

imediatamente colocado em gelo. Apos esta etapa, as amostras foram armazenadas a
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-20°C até a sua utilizacdo. As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas
utilizando-se o corante fluorescente SYBR Green (SYBR® GREEN PCR Master Mix,
Applied Biosystems, USA).

Os primers utilizados para avaliacdo dos genes da caspase 7 (CASP 7) e da
esfingosina fosfato liase (SPL) foram desenhados com base nas sequéncias de genes
depositados em www.ncbhi.nlm.nih.gov (nimeros de acesso: XM_005471473 e
XM _003441226.2 respectivamente) utilizando-se o site www.idtdna.com. Trés
controles enddgenos obtidos de Yang et al. (2013) foram testados: UBCE (enzima
conjugadora de ubiquitina - XM 003460024), EF1A (fator de elongagdo lo -
ABO075952) e B-ACT (I3 actina - XM_003455949). Destes, B-ACT foi selecionado, pois
apresentou melhor eficiéncia (entre 90 e 110%) e ndo variou estatisticamente entre 0s

tratamentos. Os primers utilizados neste experimento encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2- Sequéncia dos primers usados para as reagdes de PCR em tempo real

Primer Sequéncia (5'-3") Amplicon (bp)
CASP7-F GATTCCCTGTGTGGTCTCTATG 94
CASP7-R GGTCAGTCTGTGGCATCATTA

SPLF GTCACTGACCAAACTCCTAGTG 125
SPLR GACAACCTCTGCTTCCATCTT

EFl-a—F GCACGCTCTGCTGGCCTTT 250
EFl-0—R GCGCTCAATCTTCCATCCC

UBCE-F CTCTCAAATCAATGCCACTTCC 130
UBCE-R CCCTGGTGGAGGTTCCTTGT

B-ACT - F TGGTGGGTATGGGTCAGAAAG 217
B-ACT-R TGTTGGCTTTGGGGTTCA

Todas as reacOes foram realizadas para um volume final de 12,5 pL e em
duplicatas. A andlise das curvas de dissociacdo ndo revelou qualquer presenca de

dimeros de primers ou produtos nao especificos.

Analise estatistica
Para avaliar a expressdo relativa, os dados provenientes da analise de PCR em

tempo real foram transformados utilizando 2“7, como demonstrado por Livak &
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Schmittgen, (2001). Os dados de expresséo génica foram analisados utilizando-se
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4 (duas idades — 15 e 30
dias, e quatro niveis de inclusdo de fumonisina) usando o procedimento GLM e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05) (SAS Inst. Inc., Cary, NC,
EUA). Os resultados sdo expressos como médias e desvios-padréo. Os dados de relagdo
entre a expressdo de génica de SPL e CASP7 foram analisados usando o procedimento
REG Statement (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA).

Resultados
Os valores médios e desvios padrdo da expressao relativa dos genes CASP 7 e
SPL no figado de alevinos de tilapia-do-Nilo em funcdo do nivel de inclusdo de

fumonisina e do tempo de consumo sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Expressdo génica relativa dos genes CASP 7 e SPL aos 15 e 30 dias de

consumo de niveis crescentes de fumonisina.

mRNA de CASP! mRNA de SPL
Tratamento 15 dias 30 dias 15 dias 30 dias
Controle 0,023+0,0101  0,0025+0,0004 0,0051+0,0003 0,0015+0,0003

20mg FB /kg 0,011+0,0023  0,0024+0,0006 0,0045+0,0006 0,0013+0,0001
40mg FB /kg 0,004+0,0014  0,0022+0,0001 0,0044+0,0009 0,0034+0,0010
60mg FB /kg 0,001+0,0005 0,0007+0,0001 0,0023+0,0003 0,0023+0,0006

1. UA- unidades arbitrarias

A expresséo génica da enzima SPL foi significativamente alterada pelas dietas.
Houve efeito da interacdo entre o tempo de consumo e os niveis de fumonisina na dieta
(Figura 1). Reducédo dos niveis relativos de mMRNA de SPL foi observada apenas para
tilapias tratadas com 60mg FB/kg de racéo aos 15 dias (P <0,0001) enquanto que aos 30
dias, houve aumento significativo de SPL para os dois maiores niveis de inclusdo (P
<0,0001).
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Figura 1. Efeito do tempo de consumo e dos niveis de inclusdo de fumonisinas nas
dietas sobre a expressdo génica de SPL. Valores expressos em unidades arbitrarias
(UA). Letras minusculas sobre as barras comparam as médias entre os periodos dentro
do mesmo tratamento. Teste de Tukey para 5% de probabilidade.

A expressdo génica para CASP 7 também foi significativamente alterada pelas
fumonisinas, com efeito significativo de interacdo entre o tempo de consumo e 0s niveis
de fumonisina na dieta (Figura 2). Observou-se aos 15 dias de tratamento que a incluséo
de niveis crescentes de fumonisina na dieta reduz linearmente os valores relativos de
MRNA de CASP 7 (P <0,0001). Ja aos 30 dias, houve reducdo dos niveis relativos de
MRNA de CASP 7 apenas para tilapias tratadas com 60mg FB/kg de racédo (P =0,0011).
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Figura 2. Efeitos do tempo de consumo e dos niveis de inclusdo de fumonisina sobre a
expressao génica de CASP 7. Valores expressos em unidades arbitrarias (UA). Letras
minusculas sobre as barras comparam as médias entre os periodos dentro do mesmo
tratamento. Letras maidsculas sobre as barras representam teste de média entre o0s niveis
dentro do mesmo periodo. Teste de Tukey para 5% de probabilidade.

Os maiores valores de mRNA de Casp 7, em relagdo a SPL foram observadas

para o tratamento controle, tanto aos 15, quanto aos 30 dias. Paradoxalmente, os niveis
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de mRNA de SPL foram maiores que de CASP 7 para os dois maiores niveis de

incluséo de fumonisina testados, como demosntrado na Figura 3.

Figura 3.
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Comparacdo entre o padréo de expressao de mRNA de SPL e CASP 7 aos 15

e 30 dias de tratamento.

Quando avaliada a relacdo numeérica entre as expressdes relativas de SPL e

CASP 7 observou-se uma forte tendéncia ao aumento desta relacdo em funcéo do tempo

e dos niveis de inclusdo de fumonisina (Figura 4).
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Figura 4.
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Relagdo numérica entre os valores de mRNA de SPL e CASP 7 no figado de

tilapia-do-Nilo desafiadas por 15 e 30 dias com niveis crescentes de fumonisina B1 +

B2.
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Discusséo

A apoptose é fundamental para que células danificadas sejam eliminadas. Neste
contexto, existe uma questdo fundamental envolvendo o metabolismo dos
esfingolipidios (Soriano et al., 2005) onde o desequilibrio entre os metabdlitos desta
rota podem mudar o destino de uma célula, e levar a respostas negativas significativas
como, por exemplo, a carcinogénese (Desai et al., 2002).

A estabilidade entre os niveis de ceramida, bases esfingdides e S1P esta
diretamente associada ao equilibrio apoptético celular. Fumonisinas causam acumulo de
esfinganina na celula, pois inibe a ceramida sintase, Unica enzima capaz de catalisar
esfinganina a ceramida. Excesso de esfinganina e esfingosina pode ser minimizado por
meio de sua bioconversdo para S1P (Riley &Voss, 2006). Esta bioconverséo, entretanto,
pode causar a quebra do equilibrio apoptético por gerar grandes concentracdes de S1P,
capaz de promover proliferacdo e sobrevivéncia celular através da inibicdo da apoptose
(Taha et al., 2006). Desta forma, é provavel que fumonisinas causem reducdo de
ceramida, acimulo de esfinganina e elevada producdo de S1P alterando o equilibrio
apoptotico.

Em condi¢Ges normais, a homeostase entre esfingosina, esfinganina e S1P é
estreitamente regulado pela atividade de diversas enzimas-chave, como esfingosina
quinase (SPK), esfingosina 1 fosfato fosfatase (S1PP) e esfingosina fosfato liase (SPL).
A esfingosina é fosforilada pela SPK para formar S1P. Nesta etapa, S1P pode ser
revertida a esfingosina pela S1PP, ou ainda gerar irreversivelmente fosfoetanolamina e
hexadecenal por meio da acdo da SPL (Taha et al.,, 2006). A funcdo da
fosfoetanolamina ainda ndo é bem conhecida, entretanto acredita-se que os produtos
gerados pela SPL podem estar relacionados ao aumento de apoptose por uma via de
sinalizac&o independente da caspase-3 (Ferreira et al., 2013).

Neste trabalho, a expressdo génica da enzima SPL e caspase 7 (CASP 7) foi
avaliada. Para SPL, foi verificado efeito da interacdo entre as concentracdes de
fumonisina e dias de exposicdo a toxina (P<0,0001) sugerindo que os efeitos de
fumonisina sdo dose - tempo dependente. Aos 15 dias, os diferentes niveis de
fumonisina afetaram a expressdo do mRNA da SPL (P =0,0002) com leve reducéo de
expressdo para 0s animais que consumiram o maior nivel de inclusdo. Entretanto, para
animais alimentados por 30 dias, verificou-se aumento significativo da expressdo da

SPL para os dois maiores niveis de inclusdo testados (P <0,0001) (Figura 1).
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Os niveis de S1P nas células sdo fortemente regulados pelo balango entre sua
sintese e degradacdo. E possivel que o comportamento da expressdo génica da enzima
SPL aos 15 dias seja decorrente da ativacdo de mecanismo de compensacdo, onde a
enzima Sa/So 1 fosfato fosfatase (S1PP), que catalisa a volta da esfingosina 1-fosfato
para esfingosina, tenha evitado o acimulo de S1P, principalmente para o maior nivel de
inclusdo de fumonisina, numa tentativa sem sucesso de formar ceramida via ceramida
sintase.

Ja aos 30 dias, foi observado um aumento da expressdo da SPL em peixes que
receberam dietas com 40 e 60 mg FB/kg de racdo. Provavelmente, 0 maior tempo de
consumo de fumonisina atuou sobre a ceramida sintase, promovendo acimulo das bases
esfingdides e, consequentemente, aumento na producdo de S1P e SPL, como sugerido
por Loetscher et al. (2013). De acordo com Wang et al. (1992), os sinais bioguimicos
observados pelo consumo de fumonisina, como a relacdo esfinganina/esfingosina, a
concentracdo de ceramida e de macromoléculas envolvidas nesta rota, sdo tempo e dose
dependentes, corroborando com as diferencas observadas aos 15 e 30 dias de
experimento.

Existe um limiar entre o comportamento celular que leva a apoptose ou a
proliferacdo. Huang et al. (2011) sugeriram um modelo chamado de reostato de
esfingolipidios, onde os niveis de ceramida/esfingosina e S1P que possuem funcgdes
opostas, sdo intercambiaveis dentro das células e podem direcionar para a morte celular
(quando o equilibrio se desloca em direcdo a ceramida/esfingosina) ou a sobrevivéncia e
proliferacdo celular (quando os niveis de S1P sdo aumentados). Desta forma, é possivel
que o aumento dos niveis de SPL observados aos 30 dias seja uma tentativa do
organismo para reduzir a taxa de proliferacdo celular por meio da catalise irreversivel de
S1P. Acredita-se que a SPL tem a capacidade de alterar o equilibrio celular pela acdo
direta sobre os niveis de S1P, envolvendo as rotas de sinalizacdo p53 e p38MAPK, o0s
quais estdo associados a sinalizacdo de morte celular envolvendo as caspases
(Giovannini et al., 2011).

Alguns estudos tém apontado fumonisinas como estimuladores de apoptose via
caspase (Seefelder et al., 2003; Gopee & Sharma, 2004; Kim et al., 2007), entretanto, os
dados obtidos neste trabalho sugerem uma resposta diferente. Peixes submetidos as
doses crescentes de fumonisina durante 15 dias apresentaram reducgéo acentuada de
MRNA de CASP 7 (aproximadamente 23 vezes). Aos 30 dias de tratamento, a reducéo

na expresséo de CASP 7 tambeém foi observada porém, de forma mais branda
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(aproximadamente 3,5 vezes) (Tabela 3). De modo geral, os dados demonstram que a
inclusdo de niveis crescentes de fumonisina reduzem a expressao de génica para caspase
7 no figado de tilapia-do-Nilo. Semelhantemente ao encontrado por nds, Mullen et al.
(2012) observaram que a inibicdo da ceramida sintase por fumonisinas também inibiu a
ativacdo das caspases 3 e 7, com subsequente reducdo da apoptose, sugerindo que as
fungbes de ceramida afetam diretamente a ativagdo de caspase por influenciar a
permeabilidade da membrana mitocondrial externa, impedindo a mobilizacdo dos
fatores responsaveis pelo inicio da cascata de caspases.

Em células sob condi¢Ges normais, apos receber estimulos genotdxicos ocorre um
acumulo de ceramida intracelular que atua diretamente sobre a proteina fosfatase 2
(PP2A) (Bionda et al., 2004; Xin & Deng, 2006). Esta fosfatase juntamente com a
quinase anti apoptotica Akt / PKB regulam a acdo dos fatores anti apoptéticos Bax /
Bcl-2 promovendo permeabilidade mitocondrial (Taha et al., 2006). Subsequentemente,
a proteina "Smac / DIABLO" e citocromo c s&o liberadas da mitocondria, promovendo
a ativacdo da cascata de caspases por meio da proteina adaptadora Apaf-1 (Du et al.,
2000). Boppana et al. (2014) demonstraram em sua pesquisa que fumonisinas exercem
papel anti apoptdtico por inibir o acimulo de ceramida no reticulo endoplasmatico, a
translocacdo de Bax para a mitocondria e a liberagéo de citocromo C.

Neste contexto, menores concentraces de ceramida decorrentes do consumo de
fumonisinas podem ser responsaveis pela menor expresséo de CASP 7 e,
consequentemente, reducdo das taxas de apoptose caspase dependentes. Quando
concomitantemente avaliadas as expressdes de SPL e CASP 7 para os niveis de inclusdo
propostos, foi possivel observar a formacdo de um padrdo de expressdo génica, sendo
que, para o tratamento controle, os niveis de CASP 7 sdo maiores que de SPL e ao
maior nivel de inclusdo de fumonisinas nas dietas este padrdo se inverte, sendo a
expressdao de SPL maior que de CASP 7 (Figura 3). A inversdo da expressdo destes
genes foi mais acentuada aos 30 dias. Kim et al. (2007) também observaram um padréo
invertido de expressdo para SPL e caspase 3 no figado de ratos expostos a fumonisina
por 5 dias, entretanto, menor expressao de caspase e maior expressdo de SPL foram
observados para 0s animais submetidos ao tratamento controle.

Neste trabalho, o padrdo inverso de expressdo de CASP 7 e SPL em funcdo dos
niveis de fumonisina foram observados, e por este motivo, 0 comportamento da relagdo
entre estes genes também foi avaliada. Quando analisada a relagdo entre os niveis de

SPL e CASP 7, é possivel observar tendéncia de aumento desta relacdo em resposta aos
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crescentes niveis de fumonisina nas dietas (Figura 4). Desta forma, € possivel supor que
0s mecanismos envolvidos no aumento da expressdo de SPL também estdo relacionados
a reducdo da expressao da CASP 7, quando os animais estdo consumindo um supressor
de ceramida.

De modo geral, nossos resultados indicam alteragOes na expressdo da SPL para
alevinos de tilapias consumindo doses crescentes de fumonisina na racdo e que 0s
efeitos sdo dose e tempo dependentes. E provavel que a reducdo nos niveis de mMRNA
CASP 7 observados seja dependente de uma reducdo dos niveis de ceramida (Reiss et
al., 2004), que provavelmente foram alterados pela acéo da fumonisina. Ja o0 aumento de
SPL provavelmente seja resultado do aumento das bases esfingdides, e
consequentemente de S1P. Estes resultados mostraram uma relacdo direta entre a
expressao da SPL e CASP 7, sendo possivel inferir que quanto maior o tempo de
consumo e o nivel de fumonisina, maior serd a relagdo numérica entre a expressao
génica de SPL e CASP 7.

Concluséao
1. A ingestdo de dietas contendo niveis crescentes de fumonisinas B1 + B2
afetam a expressdo de genes relacionados ao equilibrio apoptético, CASP 7 e

SPL, em funcdo dos tempos de consumo avaliados.
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(assim gerara os dados da mensagem original: assunto, data, de e para), marque todo o email e
copie e depois cole no arquivo word. Assim, teremos todas as cartas de concordancias dos co-
autores num mesmo arquivo.

Organizacgao do Artigo Cientifico

A ordenacgdo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

- Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Resumo, Termos
para indexacgdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e Métodos,
Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras.

- Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Abstract, Index terms,
titulo em portugués, Resumo, Termos para indexacdo, Introduction, Materials and Methods,
Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables, figures.

- Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Resumen, Términos
para indexacioén; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccién, Materiales y Métodos,
Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras.

- O titulo, o resumo e os termos para indexagdo devem ser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de artigos

redigidos em inglés.

- O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracbes (tabelas e
figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.

Titulo

- Deve representar o conteudo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras, incluindo-se
os artigos, as preposigdes e as conjungdes.

- Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.
- Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou “influéncia”.

- Ndo deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso, apresentar
somente o nome binario.

- N&do deve conter subtitulo, abreviages, formulas e simbolos.

- As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices desenvolvidos por bases
de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

- Grafar os nomes dos autores com letra inicial maiulscula, por extenso, separados por virgula; os
A\ F/AEA\Y ”

dois ultimos sdo separados pela conjuncdo “e”, “y” ou “and”, no caso de artigo em portugués,
espanhol ou em inglés, respectivamente.
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- O Ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo arabico, em
forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco do autor.
Endereco dos autores

- Sdo apresentados abaixo dos nomes dos autores, o nome e o endereco postal completos da
instituicdo e o endereco eletrénico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente.

- Devem ser agrupados pelo endereco da instituicado.
- Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por virgula.
Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minudsculas, exceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separado do texto por travessao.

- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposicdes, conjungdes e artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos, os resultados
e a conclusao.

- Ndo deve conter citages bibliograficas nem abreviaturas.
- O final do texto deve conter a principal conclusdao, com o verbo no presente do indicativo.
Termos para indexagao

- A expressao Termos para indexagao, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir duas
ou mais palavras.

- Nao devem conter palavras que componham o titulo.
- Devem conter o nome cientifico (s6 o0 nome binario) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural
Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO .

Introducao

- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras minuUsculas, exceto a letra
inicial, e em negrito.

- Deve apresentar a justificativa para a realizagdo do trabalho, situar a importancia do problema
cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos publicados sobre o
assunto.

- O Ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do
Resumo.

Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos Material e
Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.


http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/manager/setup/%E2%80%9Dhttp:/www.fao.org/aims/ag_intro.htm%E2%80%9D
http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/manager/setup/%E2%80%9Dhttp:/www.fao.org/aims/ag_intro.htm%E2%80%9D
http://seer.sct.embrapa.br/index.php/pab/manager/setup/%E2%80%9Dhttp:/www.scielo.br%E2%80%9D
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- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar os
tratamentos, o nimero de repeticdes e o tamanho da unidade experimental.
- Deve conter a descricdo detalhada dos tratamentos e variaveis.
- Deve-se evitar o uso de abreviacdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir o
experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descricdes de técnicas de uso corrente.
- Deve conter informacdo sobre os métodos estatisticos e as transformagdes de dados.

- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras
minUsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressao Resultados e Discussao deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.
- As tabelas e figuras sdo citadas seqiiencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndao devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relagao aos
apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados.
- Dados ndo apresentados ndo podem ser discutidos.

- N&do deve conter afirmagdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no proéprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragao do texto em
questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é
necessaria nova chamada.

- N3o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.
- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.
Conclusoes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras mindsculas, exceto a
letra inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no presente
do indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

N&o podem consistir no resumo dos resultados.

Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.
- Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos
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- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras mindsculas,
exceto a letra inicial.
- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou instituicoes).
- Devem conter o motivo do agradecimento.
Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minUsculas, exceto
a letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacOes descritas a
seqguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeracao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periédicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagao de citagao.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que aproximada.
- Devem ser trinta, no maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e o manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In: SIMPOSIO
LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa Maria. Anais.Santa Maria:
UFSM, Programa de Pés-Graduacao em Engenharia Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados a simbiose
entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja.Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.41,
p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO, N.E. de M.
Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronego6cio da mamona no Brasil.
Campina Grande: Embrapa Algoddo; Brasilia: Embrapa Informagao Tecnoldgica, 2001. p.121-160.
- Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, 1.0. Cultivo da mandioca na Regidao Centro-Sul do Brasil.
Dourados: Embrapa Agropecuéria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura, 2004.
116p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Sistemas de produgdo, 6).

- Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),

comportamento espectral e utilizacao de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.
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- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacao dos impactos econdmicos, sociais e ambientais
da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do ano de 2003. Dourados: Embrapa
Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: .
Acesso em: 18 abr. 2006.

Citagoes

- N3o sdo aceitas citacdes de resumos, comunicagao pessoal, documentos no prelo ou qualquer
outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitacdo deve ser evitada. - Devem
ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptacdes descritas a seguir.

- Redacdo das citagdes dentro de parénteses

- Citagdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra mailscula, seguido de virgula e
ano de publicagdo.

- Citagdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra mailscula, separados pelo
"e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacao.

- Citagdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra
maiuscula, seguido da expressédo et al., em fonte normal, virgula e ano de publicagdo.

- Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronolégica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

- Citagao de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes ndo devem ser repetidos;
colocar os anos de publicacdo separados por virgula.

- Citacdo de citagdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original, seguido da
expressdo “citado por” e da citacao da obra consultada.

- Deve ser evitada a citagdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de uso de
citacdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

- Redacao das citacoes fora de parénteses

- Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenga: seguem as orientagdes anteriores,
com os anos de publicacdao entre parénteses; sao separadas por virgula.

Férmulas, expressées e equagées matematicas

- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da fonte
Times New Roman.

- Ndo devem apresentar letras em itdlico ou negrito, a excegdo de simbolos escritos
convencionalmente em italico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas sequlencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas em
folhas separadas, no final do texto, apos as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna indicadora
dos tratamentos ou das variaveis.

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser claro,
conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das variaveis
dependentes.
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- No cabegalho, os nomes das varidveis que representam o contelido de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no titulo ou
nas notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de
Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela; dados
ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé explicativa.

- Na comparacdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, a direita do dado, letras minusculas ou mailsculas, com a indicacdo em nota-de-rodapé do
teste utilizado e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabegalho do titulo, e do corpo; usa-los ainda
na base da tabela, para separar o contetdo dos elementos complementares. Fios horizontais
adicionais podem ser usados dentro do cabegalho e do corpo; ndo usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo fazer
espacamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do menu Formatar
Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias.

- Notas de chamada: sao informacGes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente, entre parénteses, a
direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna indicadora. Sao
apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto.

- Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo a 5 e 1% de
probabilidade, respectivamente).

Figuras

- Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentacao dos
fatos descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em algarismo
arabico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convengdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo, ou
entre a figura e o titulo.

- Nos graficos, as designagdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais mailsculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras ndo-originais devem conter, apos o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

- O crédito para o autor de fotografias é obrigatdrio, como também ¢é obrigatoério o crédito para o
autor de desenhos e graficos que tenham exigido agdo criativa em sua elaboracgdo. - As unidades,
a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser padronizados.
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- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).
- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na prépria figura, evitando o excesso de informacdes que
comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducdo grafica e
medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edicao em
possiveis corregoes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis).

- Nao usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolugdo de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas
em arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.
Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunicacdes, cuja publicacdo imediata é justificada, por se tratar
de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um artigo cientifico
completo.

Apresentagdo de Notas Cientificas

- A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com as
chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacao, titulo em inglés,
Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introdugao, material e métodos,
resultados e discussdo, e conclusdo, sem divisao), Referéncias, tabelas e figuras.

- As normas de apresentacdao da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico, exceto nos
seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustragdes (tabelas e figuras).
Outras informagoes

- N3o ha cobranca de taxa de publicagdo.

- Os manuscritos aprovados para publicagdo sdo revisados por no minimo dois especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacdes nos artigos e de
decidir sobre a sua publicagdo.

- Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o consentimento
expresso do editor da PAB.
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Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231, via e-mail:
sct.pab@embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informacdo Tecnoldgica Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF

Condic¢oes para submissao

Como parte do processo de submissdo, os autores sao obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de
acordo com as normas serao devolvidas aos autores.

1. O manuscrito deve ser inédito e ndo pode ter sido submetido, simultaneamente, a outro
periddico, e seus dados (tabelas e figuras) ndo podem ter sido publicados parcial ou
totalmente em outros meio de publicagdo técnicos ou cientificos (boletins institucionais,
anais de eventos, comunicados técnicos, notas cientificas, etc.).

2. O texto deve ser submetido no formato do Microsoft Word, em espaco duplo, escrito na
fonte Times New Roman 12, tamanho de papel A4, com paginas e linhas numeradas; e o
arquivo nao deve ultrapassar o tamanho de 20 MB.

3. O artigo deve ter, no maximo, 20 paginas e tem que estar organizado na seguinte ordem:
Titulo; nome completo dos autores, seguido de endereco institucional e eletrénico;
Resumo; Termos para indexacgdo; Title, Abstract; Index terms; Introducdo; Material e
Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdes; Agradecimentos; Referéncias; tabelas e
figuras.

4. Os padroes de texto e de referéncias bibliograficas devem ser apresentados de acordo
com as orientagles, para a apresentacao de manuscritos, estabelecidas nas Diretrizes aos
autores, as quais se encontram na pagina web da revista PAB.

5. Mensagens de concordancia dos coautores com o contelldo do manuscrito e sua
submissdo a revista devem ser compiladas pelo autor correspondente em um arquivo do
Microsoft Word e carregadas no sistema como um documento suplementar, no quarto
passo do processo de submissao.

6. Diante do grande nimero de trabalhos recebidos para publicacdo (média de 110 por
més), solicitamos sua concordancia com os seguintes procedimentos adotados pela
revista PAB:

Os trabalhos sdo analisados pela Comissdo Editorial, antes de serem submetidos a
assessoria cientifica. Nessa analise, consideram-se os seguintes aspectos, entre outros:
escopo, apresentacao do artigo segundo as normas da revista; formulagao do objetivo de
forma clara; clareza da redacdo; fundamentacdo tedrica; atualizagdo da revisdo da
literatura; coeréncia e precisdo da metodologia; discussdao dos fatos observados em
relacdo aos descritos na literatura; resultados com contribuicdo significativa; qualidade
das tabelas e figuras; e, finalmente, originalidade e consisténcia das conclusdes.

Apos a aplicagcdo desses critérios, caso o niumero de trabalhos aprovados ultrapasse a
capacidade de publicagdo mensal, é aplicado o critério da relevancia relativa. Segundo
esse critério, os trabalhos com contribuicdo mais significativa para o avango do
conhecimento cientifico sdo aprovados. Esse critério é aplicado apenas aos trabalhos que
atendam aos requisitos de qualidade, mas que, por excederem a capacidade de
publicagdo mensal da revista, ndo podem ser todos aprovados. Por esse mesmo motivo,
informamos que ndo aceitamos pedido de reconsideragao.
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Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servicos
prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.

Embrapa Informacdo Tecnoldgica

Parque Estagdo Bioldgica - PQEB - Av. W3 Norte (final) Caixa Postal 040315 - Brasilia, DF - Brasil -
70770-901

Fone: +55 (61) 3448-4231 / 3448-4162 - Fax: (61) 3272-4168

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

Todo o conteldo do periddico, exceto onde esta identificado, esta licenciado sob
uma Licenca Creative Commons

Embrapa Informacdo Tecnoldgica - Pesquisa Agropecuaria Brasileira
Caixa Postal 040315
70770-901 Brasilia, DF Brasil
Tel.: + 55 61 3273-9616
Fax: + 55 61 3340-5483

Mail

pab@sct.embrapa.br
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