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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dietario da selenometionina sobre a histopatologia
do figado de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus). A selenometionina foi adicionada a dieta-base (sem
suplementagdo) nas doses de 0,25, 0,50, 1,0 e 1,50 mg kg, que consistiram em cinco tratamentos, com
quatro repeticdes. Apds 90 dias de experimento, foi observada degeneragdo lipidica no figado dos animais que
receberam a dieta sem suplementacdo, o que indica deficiéncia de selénio. No entanto, os animais que receberam
acima de 1,0 mg kg apresentaram hipertrofia, acimulo de glicogénio, desarranjo cordonal, focos de necrose
e degeneracdo lipidica no figado. A incorporagdo de selénio é essencial para a nutricdo de tildpias-do-nilo;
porém, niveis acima de 1,0 mg kg!' de selenometionina prejudicam o metabolismo hepatico.

Termos para indexagdo: Oreochromis niloticus, hepatocitos, micronutrientes, toxicidade.

Histopathological alterations in liver of Nile tilapia supplemented
with selenomethionine

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effects of selenomethionine supplementation on liver
histopathology of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Selenomethionine was added to the base diet (without
supplementation) at the concentrations of 0.25, 0.50, 1.0, and 1.50 mg kg™!, which consisted of five treatments,
with four replicates. After 90 days of experiment, hepatic lipid degeneration was observed in the liver of
the animals that received diet without supplementation, indicating selenium deficiency. However, the animals
that received above 1.0 mg kg! showed hypertrophy, glycogen accumulation, cordonal disarrangement,
foci of necrosis and lipid peroxidation in the liver. Selenium is essential for Nile tilapia nutrition; however,
concentrations above 1.0 mg kg!' selenomethionine impair the liver metabolism.

Index terms: Oreochromis niloticus, hepatocytes, micronutrients, toxicity.

Introducao prole em animais suplementados com 0,4 a 0,5 mg kg!
de selénio orgdnico na dieta (Pereira et al., 2009;
Fonseca et al., 2013).

Porém, a deficiéncia ou o excesso de selénio na dieta

O micromineral selénio € um nutriente essencial a
nutrigdo dos vertebrados, integrante de enzimas, como

a glutationa peroxidase, a qual protege as membranas
e as endomembranas celulares contra a oxidacao
(National Research Council, 2005). Em tilapias-do-nilo
(Oreochromis niloticus), beneficios da suplementagio
com selénio foram relatados no desempenho zootécnico
e reprodutivo, bem como no desenvolvimento inicial da
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resultam na redugdo do crescimento e no aumento da
mortalidade dos peixes. A deficiéncia, por exemplo,
causou menor atividade natatdria e retencdo de lipideos
em esturjao-branco (Acipenser transmontanus)
(Tashjian et al., 2006), enquanto o excesso de selénio
(100200 mgkg') causou mortalidade, diminui¢io dos
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indices de crescimento e alteragdes histopatologicas
tanto em esturjdo-branco quanto em esturjao-verde
(Acipenser medirostris) (Del Riu et al., 2014).

A faixa de seguranga entre as concentragdes que
apresentam efeitos benéficos e toxicidade € estreita (Hu
et al., 2016). Assim, mapear os efeitos do selénio na
fisiologia da espécie é importante para a determinagao
da concentragdo ideal. Em tilapia-do-nilo, ainda nio
ha informacdes sobre possiveis efeitos do selénio nos
orgaos metabolicos, fato importante, pois o figado € o
principal 6rgdo acumulador desse micromineral apos
suplementacgdo dietética (Le & Fotedar, 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dietario
da selenometionina sobre a histopatologia do figado de
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

O experimento foi realizado no Nicleo de Estudos e
Pesquisas Ambientais em Matologia e no Laboratério
de Patologia de Organismos Aquaticos do Centro de
Aquicultura da Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho (Unesp), no campus de Jaboticabal.
Foram utilizados 340 juvenis de tildpia-do-nilo,
sexualmente revertidos, com peso médio de
70,00+£22,33 g. Os animais foram aclimatados por
dez dias em tanques de cimento, com capacidade para
400 L, e foram alimentados com ragdo comercial isenta
de suplementagdo de selénio orgénico (dieta-base),
duas vezes ao dia até a saciedade. Apos este periodo,
os peixes foram distribuidos ao acaso — 17 peixes por
tanque, na densidade inicial de 0,40 kg m3 — e foram
alimentados com as dietas com suplementacdo, trés
vezes ao dia, durante o periodo experimental de 90
dias.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (0,0,
0,25, 0,50, 1,0 ¢ 1,50 mg kg' de selénio orgéanico)
e quatro repeticdes, o que totalizou 20 unidades
experimentais. Como fonte de selénio organico, foram
adicionados niveis crescentes de selenometionina a
racdo-base, constituida de 27% de proteina bruta, 10%
de extrato etéreo, 7% de fibra, 9% de material mineral
sem suplementacdo e premix mineral isento de selénio.
Para tanto, a fonte de selénio foi incorporada as dietas
experimentais, tendo-se preparado uma pré-mistura
separadamente, que foi homogeneizada e misturada ao
restante de cada dieta para, entdo, ser extrusada.

Para a quantificagdo do nivel de selénio contido em
cada tratamento, foram realizadas analises de cada dieta
experimental, com trés repetigdes, no Laboratorio de

Bioquimica do Solo e Bioquimica Aplicada da Unesp,
no campus de Jaboticabal, por meio de digestdo em
agua régia a 100°C e de absor¢ao atdmica com gerador
de hidretos, seguindo as recomendagdes de Ferreira
et al. (2002).

Foi avaliada semanalmente a qualidade da dgua do
experimento por meio da concentracdo de oxigénio
dissolvido (mg L7'), em oximetro 3151 (WTW
Wissenschaftlich-Technische ~ Werkstédtten GmbH,
Weilheim, Alemanha); pH, em medidor de pH
portatil digital PM 602 (Analion, Ribeirdo Preto, SP);
condutividade elétrica (uS cm™), em condutivimetro
portatil 3151 (WTW, Wissenschaftlich-Technische
Werkstitten GmbH, Weilheim, Alemanha); e
temperatura (°C), em termometro de mercurio. Ja a
cada 15 dias, foram avaliados os niveis de: amoénia total
(ug LY e alcalinidade (mg L"), de acordo com Clesceri
et al. (1998); e de clorofila (ug L"), como descrito em
Nusch (1980). Os resultados foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a analise de
variancia (Anova), e, quando F foi significativo, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.

A avaliagdo histopatoldgica do figado foi realizada
ao final do experimento. Para tanto, foram retirados
aleatoriamente trés animais de cada parcela, que
foram eutanasiados por banho em solucdo aquosa de
benzocaina (60 mg L'). As amostras do figado foram
fixas em formalina 10% tamponada. Apos fixagdo, as
amostras foram desidratadas, diafanizadas e incluidas
em Histosec (Merck, Darmstadt, Alemanha). A seguir,
utilizou-se microtomo automatico modelo RM-2155,
(Leica Biosystems Nussloch GmbH, Wetzlar,
Alemanha) para obtencdo dos cortes, em sequéncia
semisseriada de 3,0 a 5,0 pm de espessura, que foram,
entdo, corados com hematoxilina-eosina e reagidos em
acido periodico de Schiff (PAS/H) (Castro et al., 2014).

Durante o experimento, ndo foram observadas
diferengas significativas entre os tratamentos em
relacdo aos valores das variaveis fisicas e quimicas
da agua, que foram consideradas adequadas para
manutengdo de tilapias-do-nilo (Kubitza, 2011).
O oxigénio dissolvido variou de 2,9 a 4,6 mg L'; o
pH, de 7,4 a 7,8; a condutividade elétrica, de 183,4 a
201,8 uS cm'; a amonia total, de 28,5a 71,9 pgL'; a
alcalinidade, de 187,40 a 197,55 mg L'!; a clorofila, de
2,34 27,67 ug L'; e a temperatura, de 26,5 a 28,3°C.
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A analise da ragdo quanto a concentragdo de selénio
dos cinco tratamentos mostrou os seguintes resultados,
respectivamente: 0,11+0,003, 0,23+0,001, 0,59+0,008,
1,07+0,02 e 1,59+0,03 mg kg! de selénio na ragao.

Apobs 90 dias de experimento, as tilapias-do-nilo
alimentadas com dieta isenta de suplementagdo
apresentaram hepatocitos com capilares sinusoides
congestos, nucleos deslocados para a periferia

da célula e citoplasma claro, com a presenca de
vacuolos (PAS negativos), principalmente nas células
localizadas mais proximas as veias centrais, o que
mostra degeneracdo lipidica vacuolar (Figura 1 A).
Essa degeneracdo pode estar relacionada a falta de
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Figura 1. Figado de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
suplementada com selénio organico. A, arranjo cordonal dos
hepatdcitos (tragos), veia central (Ve) e degeneragéo lipidica
(seta) (0,0 mg kg de selénio, HE 400x); B, desarranjo
cordonal dos hepatdcitos (estrelas) e congestdo (0,25 mg kg
de selénio, HE 100x); C, congestdo (setas), aumento do
volume dos hepatocitos (V) e desarranjo cordonal dos
hepatocitos (estrelas) (0,50 mg kg' de selénio, HE 400x);
D, aumento do volume dos hepatdcitos (V), ntcleos
picnoticos (setas) e veia central (Ve) (1,0 mg kg! de selénio,
HE 400x); E, necrose dos hepatocitos (N) (1,5 mg kg de
selénio, HE 400x); ¢ F, aumento do glicogénio no interior
dos hepatdcitos (G) e ducto coletor biliar (DC) (1,5 mg kg™
de selénio, PAS 400x).
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selénio, que também compromete a concentragdo da
enzima glutationa peroxidase, o que impede o controle
da formacgao de radicais livres em resposta a qualquer
estresse oxidativo, altera a fungao das células hepaticas
e impede a protegdo contra a peroxidagao lipidica (Pan
& Huang, 2013). No presente trabalho, a concentragio
de 0,11 mg kg' de selénio ndo foi suficiente para
proteger o figado.

Nos tratamentos que receberam 0,25 ¢ 0,50 mg kg!
de selénio organico, foram verificados desarranjo da
organizacdo cordonal dos hepatocitos e congestdo
(Figura 1 B e C); porém, ndao foram observados
vacuolos lipidicos caracteristicos da degeneracao.
Nesses tratamentos, também ndo houve alteracoes
no hepatopancreas. No tratamento com 1,0 mg kg,
ocorreram hipertrofia dos hepatocitos e presenca
de nucleos picndticos deslocados para a periferia
da célula (Figura 1 D), enquanto, no tratamento
com 1,5 mg kg, havia focos de necrose (Figura 1
E), congestdo e presenga de granulos de glicogénio
(PAS positivo), quando comparado aos tratamentos
anteriores (Figura 1 F). A toxicidade do selénio em
doses acima de 1,0 mg kg ja havia sido relatada em
outras espécies de peixes, como esturjoes (Tashjian
et al., 2006; Del Riu et al., 2014) e paulistinha (Danio
rerio) (Thomas et al., 2013), mas foi constatada pela
primeira em tilapias-do-nilo.

Os nucleos picnodticos € os focos de necrose,
observados nos tratamentos com maiores quantidades
de selénio organico (1,0 e 1,5 mg kg'), sdo efeitos
irreversiveis e podem ser explicadas por uma elevagio
na relagdo entre a glutationa peroxidase oxidada ¢ a
reduzida, o que também provoca estresse oxidativo
hepatico com possivel producao de radicais livres (Del
Riu et al., 2014), que foram toxicos aos hepatocitos.

Dietasisentas de suplementacido comselénio organico
e com niveis acima de 1,0 mg kg' de selenometionina
na ragdo causam alteracdes histopatoldgicas no figado
de tilapias-do-nilo.
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