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RESUMO 

 

CARÃO, A. C. P. Determinação de biomarcadores de aflatoxina B1 e aplicabilidade na 

avaliação da eficiência de adsorventes em frangos de corte. [Determination of Aflatoxin B1 

biomarkers and its aplicability on efficience avaliation of adsorbents in broiler chickens]. 

2016. 145 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, Pirassununga, 2016. 

 

 As aflatoxinas são metabólitos secundários produzidos por fungos toxigênicos das 

espécies Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. São amplamente encontradas em 

matérias-primas de rações animais, em especial o milho, e têm a capacidade de levar a 

quadros clínicos agudos ou crônicos de aflatoxicose, caracterizados por, desde a morte por 

hepatite aguda até a diminuição do desempenho zootécnico por diminuição de peso ou 

consumo de ração. A aflatoxina B1 tem sido considerada o metabólito mais perigoso, uma vez 

que possui alto poder hepatotóxico, além de ser mutagênica e carcinogênica. Atualmente a 

ciência trabalha rumo à descoberta de substâncias que sejam indicadoras confiáveis de 

contaminação por componentes tóxicos em homens e em animais, os chamados 

biomarcadores, que medem uma mudança celular, biológica ou molecular em um meio 

biológico (tecidos humanos, células ou fluídos) que fornecem informação a respeito de uma 

doença ou exposição a uma determinada substância. Sua detecção pode auxiliar na 

identificação, no diagnóstico e no tratamento de indivíduos afetados que podem estar sob 

risco, mas ainda não exibem os sintomas. Sendo assim, com o auxílio de análises que 

confirmem a patogenicidade da aflatoxina B1 (determinação da atividade de enzimas 

hepáticas, da avaliação da função renal, de hematologia, da dosagem de minerais séricos e da 

avaliação de desempenho zootécnico), o objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicabilidade da 

determinação de resíduos hepáticos de aflatoxinas e do aduto sérico AFB1-lisina na avaliação 

da eficiência de adsorventes em frangos de corte. Utilizou-se 240 pintos de 1 dia, machos, de 

linhagem Cobb 500®, distribuídos aleatoriamente em 4 dietas experimentais: Controle 

Negativo: Ração Basal (RB); RB + 0,5% de adsorvente ((aluminosilicato de cálcio e sódio 

hidratado/HSCAS); RB + 0,5% de adsorvente + 500 µg de AFB1/kg de ração e; RB + 500 µg 

de AFB1/kg de ração.Os resultados experimentais mostram que o efeito deletério da AFB1, na 

concentração utilizada, é mais pronunciado que os efeitos protetores do HSCAS sobre os 

parâmetros de saúde dos animais. Não houve ação efetiva do adsorvente utilizado sobre quase 

nenhuma variável estudada, apenas para a redução das lesões histopatológicas em fígado, na 

redução da concentração de gama-glutamiltransferase (GGT), fósforo e aumento da contagem 
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de hemáceas aos 21 dias de idade. Porém, influenciou positivamente a redução de resíduos 

hepáticos de aflatoxina G1 aos 21 dias e as concentrações de AFB1-lisina sérica aos 21 e aos 

42 dias de idade. Estes dados são importantes porque permite concluir que, embora 

sintomatologicamente o HSCAS não tenha exercido função efetiva, molecularmente foi capaz 

de mostrar de eficácia sobre os alguns biomarcadores de aflatoxinas no organismo das aves. 

 

Palavras Chave: Avicultura, Aflatoxina B1-lisina, Cromatografia, Micotoxina, Resíduos. 
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ABSTRACT 

 

CARÃO, A. C. P. Determination of Aflatoxin B1 biomarkers and its aplicability on efficience 

avaliation of adsorbents in broiler chickens. [Determinação de biomarcadores de aflatoxina B1 

e aplicabilidade na avaliação da eficiência de adsorventes em frangos de corte]. 2016. 145 f. 

Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, Pirassununga, 2016. 

 

  

 Aflatoxins are secondary metabolites produced by toxigenic fungi of the species 

Aspergillus flavus,  A.  parasiticus and A. nomius. They are widely found  in raw materials of 

animal feed, in particular corn, and have the ability to lead to clinical cases of acute or chronic 

aflatoxicosis, characterized by acute hepatites leading to death until lower performance by 

decreased weight or feed intake. Aflatoxin B1 has been considered the most dangerous 

metabolite, since it has high hepatotoxic power, besides being mutagenic and carcinogenic. 

Nowadays science works toward the discovery of substances that are reliable indicators of 

contamination by toxic components in humans and animals, called biomarkers, which 

measure a cell change, biological or molecular in a biological medium (human tissues, cells or 

fluids) that provide information regarding a disease or exposure to a particular substance. Its 

detection can assist in the identification, diagnosis and treatment of affected individuals who 

may be at risk, but still do not exhibit symptoms. Thus, with the help of analysis that confirm 

aflatoxin B1 pathogenicity(determination of liver enzymes activity, assessment of renal 

function, hematology, dosage of serum minerals and evaluation of animal performance), the 

objective of this work was to evaluate the applicability of the determination of aflatoxin liver 

residues and serum AFB1-lysine adduct in the evaluation of the adsorbents efficiency in 

broiler chickens. Two hundred and fourty day-old male chicks, Cobb 500® lineage, were 

randomly distributed into 4 experimental diets: Negative Control: Basal Feed (BF); BF + 

0.5% adsorbent (hydrated sodium calcium aluminosilicate/HSCAS); RB + 0.5% adsorbent + 

500 µg AFB1/kg of feed; and RB +500 µg AFB1/kg of feed.   The experimental results show 

that the deleterious effect of AFB1, at the concentration used, is more pronounced that the 

protective effects of HSCAS on animal health parameters. There was no effective action of 

the adsorbent used on almost any variable studied, only for the reduction of the 

histopathological lesions in the liver, reduction of gamma-glutamyltransferase (GGT) and 

phosphorus concentration, and increased count of red blood cells at 21 days. However, 

influenced positively the reduction of aflatoxin G1 liver residues at 21 days and the 
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concentrations of serum AFB1-lysine at 21 and 42 days. These are important data because 

they allow to conclude that, although symptomatically the HSCAS has not exercised effective 

function, molecularly was able to show some efficacy on aflatoxin biomarkers in the birds 

body. 

 

Keywords: Aviculture; Aflatoxin B1-lysine; Chromatography; Mycotoxin; Residues. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 A avicultura é uma atividade pecuária muito importante para o Brasil, uma vez que é 

grande geradora de empregos à população e renda para a indústria nacional. Em destaque 

encontra-se a avicultura de corte, responsável pela maior parte das divisas geradas pela 

criação de aves industriais. O Brasil encontra-se na terceira posição no ranking mundial de 

produção de carne de frangos, situando-se na liderança da exportação de cortes para o 

globo. 

 A situação sanitária das aves é um ponto crucial para o sucesso da atividade, uma vez 

que um animal saudável pode expressar todo o seu potencial genético para crescimento. 

Colaborando enormemente para o status sanitário dos animais está a nutrição, ferramenta 

que, quando bem utilizada, auxilia os frangos a produzirem carne por meio do 

aproveitamento máximo dos nutrientes constituintes das rações. 

 As dietas das aves compõem-se basicamente de grãos, como o milho e soja. Para que 

não haja perda financeira devido ao mal aproveitamento da ração, é preciso que ela tenha 

alto grau de inocuidade. As micotoxinas (toxinas produzidas por fungos) constituem 

problema corriqueiro para a produção animal, uma vez que os grãos são extremamente 

susceptíveis à contaminação fúngica, levando à produção de compostos toxigênicos. As 

aflatoxinas estão entre as micotoxinas que levam a quadros de maior perda financeira, 

com destaque ao grande poder deletério da aflatoxina B1 (AFB1). Embora raramente 

encontrada isoladamente em dietas naturalmente contaminadas, quando ingerida em 

pequenas doses leva a quadros de intoxicação crônica, com conseqüente queda de 

desempenho zootécnico e bem-estar devido diminuição na qualidade de vida. 

 A remoção de aflatoxinas de alimentos permanece ainda como um dos grandes 

problemas em produção animal, havendo a necessidade de tecnologias efetivas para os 

procedimentos de descontaminação. Neste contexto, a adição de substâncias não 

nutritivas, ou adsorventes, que se ligam à aflatoxina reduzindo sua absorção no trato 

gastrointestinal apresenta-se como uma alternativa eficiente para evitar seus efeitos 

deletérios ao animal. Assim, minerais como zeolitos, bentonita, aluminosilicato de cálcio e 

sódio hidratado e carvão ativado têm sido utilizados para reduzir a toxicidade de 

aflatoxinas. Entretanto, os adsorventes apresentam grande variabilidade quanto a sua 

eficácia, gerando a necessidade de confirmar suas propriedades anti-micotoxinas através 

de estudos in vivo, os quais são geralmente caros, pois envolvem a administração de níveis 
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da toxina com e sem o adsorvente para avaliar diversos tipos efeitos sobre a produtividade 

dos animais, além de dados histopatológicos e clínicos, entre outros. 

Algumas substâncias provenientes do metabolismo de toxinas, e até mesmo a própria 

toxina, podem ser utilizadas como biomarcadores. Estes biomarcadores podem ser as 

próprias toxinas ou seus metabólitos residuais em órgãos ou fluidos biológicos, ou então, 

fração destes metabólitos que foram ligados a moléculas circulantes ou ao próprio 

material genético. Este procedimento já é usado pela Medicina Humana, como em 

situações de marcadores de exposição a metais pesados ou predisposição e/ou presença de 

cânceres, por exemplo. 

 Na tentativa de estabelecer compostos que possam fornecer informação a respeito da 

exposição à AFB1, o objetivo geral deste estudo é verificar a aplicabilidade da 

determinação de resíduos hepáticos de aflatoxinas e AFB1-lisina sérica na avaliação da 

eficiência de adsorvente comercial em frangos de corte. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

 Verificar a aplicabilidade da determinação de resíduos hepáticos de aflatoxinas e         

AFB1-lisina sérica na avaliação da eficiência de adsorvente comercial em frangos de corte. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

a) Verificar os efeitos da ingestão da AFB1, administrada na ração com ou sem adsorvente, 

sobre os parâmetros de desempenho zootécnico; 

 

b) Avaliar a biometria de órgãos (fígado e rins), bem como as alterações histopatológicas nos 

referidos órgãos, decorrentes da exposição das aves às toxinas através da ração; 

 

c) Avaliar os parâmetros hematológicos (valores de eritrograma, valores de leucograma e 

contagem diferencial de leucócitos), a bioquímica sérica (dosagem de proteínas, da atividade 

de enzimas hepáticas, da avaliação da função renal e de minerais séricos); 

 

d) Determinar a concentração de resíduos hepáticos de aflatoxinas e do aduto AFB1-lisina 

sérica com vistas à sua aplicação na avaliação da eficiência de adsorventes em frangos de 

corte. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. O que são micotoxinas e quais os efeitos das aflatoxinas sobre o desempenho zootécnico 

 

 Micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por fungos que podem entrar na 

dieta de seres humanos e animais através da contaminação direta ou indireta de cereais e 

grãos. Uma vez ingeridas, as micotoxinas são difícies de diagnosticar, induzindo, em muitos 

casos, síndromes brandas que podem facilmente ser confundidas com doenças causadas por 

outros microorganismos (PIER et al., 1973). De acordo com suas propriedades físico-

químicas e a espécie animal envolvida, cada micotoxina pode afetar especificamente um 

órgão ou sistema, levando a manifestações clínicas específicas de natureza aguda ou crônica 

(PIER et al., 1973).  

 As aflatoxinas são produzidas por fungos do gênero Aspergillus, espécies A. flavus, A. 

parasiticus e A. nominus, descobertas em 1960, após provocarem um surto tóxico em perus na 

Inglaterra (Turkey-X-disease). Neste surto, milhares de aves morreram após consumirem torta 

de amendoim na ração, e as aves doentes apresentaram necrose do tecido hepático (ASAO et 

al.; 1963; LEESON et al., 1995). A produção de aflatoxinas é favorecida por vários fatores, 

especialmente umidade relativa do ar (superior a 80%), temperatura ambiental e condições de 

integridade e teor de umidade do substrato. O Aspergillus flavus e o A. parasiticus proliferam 

em temperaturas entre 32
o
C e 33

o
C. As aflatoxinas geralmente são produzidas entre 13

o
C e 

42
o
C, embora entre 25

o
C a 30

o
C seja considerada temperatura ótima para sua síntese 

(BATATINHA; SIMAS; GÓRNIAK, 2008). 

São conhecidos, atualmente, 17 compostos similares designados pelo termo aflatoxina, 

porém, os principais tipos de interesse médico-sanitário são identificados como B1, G1, B2 e 

G2; sendo que a aflatoxina B1 (AFB1), além de ser a mais frequentemente encontrada em 

cereais, é que apresenta maior poder toxigênico (LEESON et al., 1995).  A toxicidade das 

aflatoxinas depende de diferentes fatores, incluindo sua concentração, a duração da exposição, 

a espécie, o sexo, a idade e a condição de saúde dos animais (JEWERS, 1990). Os animais 

jovens são mais susceptíveis aos efeitos das aflatoxinas, uma vez que seus sistemas 

enzimáticos hepáticos ainda não estão completamente desenvolvidos. De maneira geral, as 

aves são mais susceptíveis que os mamíferos, sendo animais adultos os mais resistentes 

(BATATINHA; SIMAS; GÓRNIAK, 2008). Na aflatoxicose crônica, o sinal clínico mais 

evidente é a diminuição da taxa de crescimento de animais jovens (LEESON et al., 1995). A 
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síndrome tóxica aguda ocorre pela ingestão de alimento com alta concentração de aflatoxina, 

sendo os efeitos observados em curto espaço de tempo. Caracteriza-se principalmente pela 

rápida deterioração do estado geral do animal, perda de apetite, hepatite aguda, icterícia, 

hemorragias e morte (OSWEILLER, 1990). As aflatoxinas induzem a vários efeitos 

biológicos, tais como doenças hepáticas, alterações na taxa de crescimento, mudanças nos 

mecanismos imunogênicos, e efeitos carcinogênicos e mutagênicos em espécies animais 

diferentes, especialmente em aves domésticas (PIER et al., 1973). A aflatoxicose, 

envenenamento que ocorre da ingestão de aflatoxinas, é caracterizada em frangos pelo 

decréscimo de consumo de ração e de taxa de crescimento, pobre utilização de alimentos e 

mortalidade (TEDESCO et al., 2004). Denli et al. (2009), trabalhando com rações 

experimentalmente contaminadas com aflatoxina B1 também relataram haver redução do 

consumo de ração, do ganho de peso e aumento da conversão alimentar em aves ingerindo 

1mg de AFB1/kg de ração, quando comparadas a aves do grupo controle negativo. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Aravind et al. (2003), que observaram diminuição no 

consumo de ração, no ganho de peso, além de piora na conversão alimentar de frangos 

alimentados com dieta naturalmente contaminada com micotoxinas (168 µg de AFB1/kg de 

ração). 

Em decorrência da sua lipossolubilidade, as aflatoxinas são facilmente absorvidas no 

trato gastrintestinal, sendo então, distribuídas aos diferentes órgãos como músculos, rins 

tecido adiposo e, principalmente, fígado, em que as maiores concentrações podem ser 

encontradas. Nesse órgão, tais toxinas são biotransformadas pelo sistema enzimático das 

oxidases de função mista (BATATINHA; SIMAS; GÓRNIAK, 2008). 

 

3.2. Biotransformação das aflatoxinas 

 

As aflatoxinas são compostos classificados como 

difuranociclopentanocumarinas/difuranociclopentanolidocumarinas, que contêm um anel de 

dihidrofurano ou um anel de tetrahidrofurano (MOSS, 1989).  
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Figura 1. Estrutura química das principais aflatoxinas. 

 

 

A biotransformação das aflatoxinas constitui um processo complexo, com múltiplas 

vias, tais como epoxidação, hidroxilação, desmetilação e redução. Nas reações de primeira 

fase, as moléculas tornam-se mais hidrofílicas; na segunda fase, os compostos produzidos 

inicialmente são conjugados a substâncias endógenas (sulfatos, glutationa, grupos metil e acil) 

e, em seguida, excretados. Produtos resultantes do metabolismo das aflatoxinas são 

considerados responsáveis pelos seus efeitos tóxicos (BATATINHA; SIMAS; GÓRNIAK, 

2008). Um esquema geral das vias de metabolização da AFB1 é exibido a seguir: 
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Figura 2. Esquema de Metabolização da AFB1 (Adaptada de SANTURIO, 2000). 

 

 

Recentemente, para o conhecimento mais específico do mecanismo das doenças    

tem-se aplicado como medida auxiliar a determinação de biomarcadores. Os biomarcadores 

medem uma mudança celular, biológica ou molecular em um meio biológico (tecidos 

humanos, células ou fluídos) que fornece informação a respeito de uma doença ou exposição a 

uma determinada substância. Biomarcadores são utilizados para medir ou indicar um processo 

biológico, e, portanto, a detecção de biomarcadores específicos pode auxiliar na identificação, 

no diagnóstico e no tratamento de indivíduos afetados que podem estar sob risco, mas ainda 

não exibem os sintomas. O desenvolvimento de biomarcadores para agentes ambientais deve 

ser baseado no conhecimento específico do metabolismo, formação de produtos e mecanismo 

geral de ação (GROOPMAN; KENSLER, 1999). Biomarcadores de exposição e efeito para as 

aflatoxinas têm sido validados em estudos detalhados em animais e humanos. Em estudo 

realizado na província de Guangxi (República Popular da China), o aduto AFB1-lisina foi 

determinado em amostras de soro de 42 habitantes e comparado com a ingestão de AFB1 e 

excreção de AFM1 na urina (GAN et al., 1988). Coeficientes de correlação significativos 

foram encontrados entre a concentração de AFB1-lisina no soro e AFM1 na urina e também 

entre AFB1-lisina no soro e a exposição à AFB1 através da dieta. Estimou-se que de 1,4 a 2,3 

% da AFB1 ingerida é covalentemente ligada à albumina.  
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Na figura abaixo estão representadas as vias metabólicas responsáveis pela formação 

dos adutos em humanos, mas que podem ser extrapolados para os frangos de corte. É 

importante salientar que a dosagem de AFN7-guanina em aves é quase impossível devido à 

junção da urina com as fezes no canal cloacal. 

 

Figura 3. Vias de biotransformação e excreção de AFB1 em humanos (JAGER et al., 2011). 

a. Evidências experimentais e em humanos da excreção deste metabólito. b. Evidência escassa 

ou nenhuma evidência disponível. c. Somente evidências experimentais disponíveis (não há 

evidências em humanos). 
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 No Brasil, os estudos relacionados à determinação de aflatoxinas e metabólitos em 

fluidos biológicos são escassos, e não existem estudos semelhantes que testem a eficácia deste 

método em animais de produção, o que torna necessária a realização de estudos como este. 

 

3.3. Aflatoxinas e proteínas séricas  

 

A determinação dos efeitos bioquímicos da aflatoxina é importante para o diagnóstico 

de aflatoxicose em frangos de corte (ROSA et al., 2001). Um dos principais efeitos da 

aflatoxina B1 é a inibição da síntese protéica, uma vez que a maioria das proteínas plasmáticas 

(albumina e globulinas) é sintetizada pelos hepatócitos (STOCKHAM; SCOTT, 2011), 

causando assim uma queda em seus níveis (SANTIN, 2000). Este efeito da aflatoxicose é 

devido a uma marcante inibição da enzima RNA-polimerase. Após a toxina entrar no núcleo 

do hepatócito, une-se ao DNA e desse modo inibe a RNA-polimerase, reduzindo a síntese de 

RNA-mensageiro; consequentemente observa-se uma acentuada redução na produção de 

proteínas (CLIFORD; REES, 1966). A aflatoxina B1 é biotransformada no fígado por 

monoxigenases, e então transformada pela citocromo P450 em aflatoxina 8,9-epóxido, um 

composto eletrofílico altamente ativo que é inativado por conjugação com a glutationa e 

excretado através da urina e da bile (EMEROLE et al., 1979). Tessari et al. (2005) afirmam 

que 200 mg de AFB1/kg de ração, com ou sem associação com fumonisina B1, determinam 

uma redução nos níveis séricos de proteínas totais após 20 dias de exposição contínua através 

da ração. Ghosh et al. (1990) observaram que 300 µg de AFB1/kg de ração de frangos de corte 

levou a diminuição significativa de linfócitos T, albuminas e globulinas nos animas 

intoxicados.  

 

3.4. Aflatoxinas e função hepática 

 

A lesão hepática causada pelas micotoxinas leva a alteração das enzimas existentes nas 

células do fígado. A Alanina Aminotransferase (ALT) é uma enzima presente em grande 

quantidade no citoplasma do hepatócito e dos miócitos esqueléticos. É uma enzima de 

liberação, que catalisa uma reação reversível envolvida na desaminação de alanina para 

formar piruvato, que pode entrar na via da gliconeogênese ou no ciclo de Krebs 

(STOCKHAM; SCOTT, 2011). Uma lesão de hepatócito, reversível ou irreversível, 

ocorrendo por variadas causas (inflamação, hipóxia, substâncias tóxicas, traumatismo...), além 
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de casos de regeneração de doença hepática, liberam AST para o sangue (STOCKHAM; 

SCOTT, 2011). Aravind et al. (2003) observaram diminuição precoce da atividade da ALT 

em frangos de corte submetidos a dieta naturalmente contaminada com micotoxinas (168 µg 

de AFB1/kg de ração). Diminuição significativa da atividade da ALT foi encontrada em 

frangos de corte submetidos a 0,8 mg de AFB1/kg de ração durante 35 dias de tratamento 

(TEDESCO et al., 2004). 

A Aspartato Aminotransferase (AST) é uma enzima encontrada em altas 

concentrações no citoplasma do hepatócito e em suas mitocôndrias, além de outros tecidos 

como os músculos cardíaco e esquelético, além dos eritrócitos (STOCKHAM; SCOTT, 

2011). É uma enzima de liberação, que catalisa uma reação reversível envolvida na 

desaminação de aspartato para formar oxaloacetato, que pode entrar no ciclo de Krebs 

(STOCKHAM; SCOTT, 2011). Baseado em estudos em humanos, aproximadamente 60 a 

80% da AST do interior do hepatócito está associado às mitocôndrias, e o restante em forma 

solúvel no citosol (MEYER et al., 1995). Da mesma forma, uma lesão de hepatócito, 

reversível ou irreversível, ocorrendo por variadas causas (inflamação, hipóxia, substâncias 

tóxicas, traumatismo...), além de casos de regeneração de doença hepática, liberam AST para 

o sangue (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Porém, é necessário um insulto mais severo do que 

aquele que altera a permeabilidade da membrana celular para provocar a liberação da forma 

mitocondrial de AST (MEYER et al., 1995). Uma lesão à membrana, por toxina ou hipóxia, 

por exemplo, resulta num aumento da ALT sérica, e nas doenças hepáticas crônicas, 

principalmente em estado final (cirrose), o valor da ALT e do AST séricos podem estar 

normais ou somente um pouco aumentados (MEYER et al., 1990). Uma diminuição 

significativa da concentração sérica da AST foi constatada por Franciscato (2006) em frangos 

de corte submetidos a dieta contendo 3 mg de AFB1/kg de ração, quando em comparação a 

aves não contaminadas. Um aumento significativo da ação da AST em frangos de 41 dias de 

idade foi constatada por Tessari et al. (2005) em intoxicação experimental por 50 e 200µg de 

AFB1/kg de ração.  

A lactato desidrogenase (LD ou LDH) é uma enzima citosólica localizada em diversos 

tecidos, incluindo os hepatócitos e a musculatura esquelética e cardíaca; além de eritrócitos; a 

qual catalisa uma reação reversível que converte piruvato em lactato no final da glicólise 

anaeróbica (MEYER et al., 1995; STOCKHAM; SCOTT, 2011). Sendo assim, a atividade 

sérica total da LD não traz vantagens diagnósticas sobre os AST. Porém, a LD é composta de 

5 isoenzimas, das quais a LD5 pode ser mensurada por espectrofotometria e está localizada 
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primariamente nos hepatócitos e musculatura esquelética (MEYER et al, 1995). Devido ao 

seu grande tamanho e a meia-vida longa, a atividade de LD fica elevada por algum tempo 

após a lesão inicial e, às vezes, pode ser útil no diagnóstico retrospectivo (KERR, 2003).  Aos 

21 dias de idade, 5 mg de AF/kg de ração (60,69% de AFB1) foi capaz de reduzir a média de 

ação da enzima LD em frangos de corte com aflatoxicose aguda experimental (BORSA et al., 

1998). 

A Gama-Glutamiltransferase (GGT) é uma enzima associada à colestase e membranas 

celulares (MEYER et al, 1995; STOCKHAM; SCOTT, 2011). Ela catalisa a transferência de 

grupos glutamil entre peptídeos e está envolvida em reações da glutationa. Muitas células têm 

atividade de GGT, mas as células epiteliais biliares, as células acinares pancreáticas e as 

células epiteliais tubulares renais são consideradas classicamente as de maior atividade 

(STOCKHAM; SCOTT, 2011). Concentrações elevadas de ácidos biliares no fígado e no 

plasma são esperadas na ocorrência de colestase. O aumento dos ácidos biliares ou de outros 

constituintes da bile pode estimular a síntese e a liberação de GGT (STOCKHAM; SCOTT, 

2011). Aravind et al.(2003) relataram aumento na concentração de GGT no soro de frangos de 

corte aos 21 e aos 42 dias de idade submetidos a dieta naturalmente contaminada com 

aflatoxinas (169 µg de AF/kg de ração). Resultados semelhantes foram encontrados por Borsa 

et al. (1998) em frangos de corte com 42 dias de idade alimentados com dieta com 5mg de 

AF/kg de ração de aflatoxinas (69,9% de AFB1). 

 

3.5. Aflatoxinas e função renal 

 

A intoxicação por micotoxinas também afeta a função renal das aves. Sendo assim, a 

avaliação desta pode ser feita tomando-se parâmetros sanguíneos clássicos, como a 

determinação das concentrações de ácido úrico e de uréia. O ácido úrico é um metabólito que 

pode ser usado como parâmetro importante da função renal, além da função hepática. Ele é o 

maior produto final do metabolismo de nitrogênio, constituindo cerca de 60 a 80% do 

nitrogênio total excretado na urina das aves. É sintetizado no fígado e nos rins, e 90% são 

excretados via secreção tubular, independentemente da taxa de formação de urina 

(SKADHAUGE, 1983). Concentrações sanguíneas acima de 15 mg/dL sugerem alterações da 

função renal, que podem ser causadas por diversos fatores, como nefrotoxinas (SCHIMIDT et 

al., 2007). Batina (2004) mostrou haver diminuição significativa na concentração de ácido 
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úrico sanguíneo de frangos de corte aos 42 dias de idade submetidos a dieta contendo 5 mg de 

AF/kg de ração. 

A uréia é resultante do metabolismo do nitrogênio. É produzida pelo fígado e 

excretada pelos rins. Sua concentração sanguínea é influenciada pela ingestão de proteínas, 

pela taxa de excreção renal (que podem aumentar a concentração sanguínea da uréia) e pelo 

estado do fígado, que é o órgão responsável pela sua síntese. Como as aves são uricotélicas, 

pequenas quantidades de uréia estão presentes no plasma. A concentração normal de uréia de 

aves não-carnívoras é de 0 a 5 mg/dL (CAMPBELL, 2004). Diminuição na concentração 

sérica de uréia foi encontrada por Batina (2004) em frangos de corte com 42 dias intoxicados 

com 5 mg de AF/kg de ração. Resultados semelhantes foram apontados por Aravind et al. 

(2003) para frangos de corte com 21 e 35 dias alimentados com dieta naturalmente 

contaminada com micotoxinas (168 µg de AF/kg de ração). 

 

3.6. Aflatoxinas e hematologia completa 

 

As micotoxinas afetam diretamente os parâmetros hematológicos das aves 

contaminadas, mesmo em pequenas doses, que levam a micotoxicoses sub-clínicas. Tessari et 

al. (2006), trabalhando com 0,5 e 200 µg de AFB1/kg de ração, em associação ou não com 0,5 

ou 200 mg de fumonisina B1, não observaram alteração no estado geral dos frangos durante o 

período experimental (característica de doença sub-clínica). Porém constataram que em todos 

os tratamentos houve redução nos valores de hematócrito, hemoglobina e número de 

hemácias, caracterizando um quadro de anemia, sendo que os grupos mais afetados foram os 

que receberam as maiores concentrações das toxinas em associação. Também observou-se um 

menor  número de leucócitos em todos os tratamentos, porém esta redução foi mais intensa 

nos grupos tratados com 200 µg de AFB1/kg de ração, com ou sem fumonisina. Aravind et al. 

(2003) trabalhando com dieta naturalmente contaminada com várias micotoxinas observaram 

diminuição no hematócrito das aves intoxicadas aos 21 e aos 35 dias de idade. Aos 35 dias de 

idade, houve uma aparente redução na concentração de hemoglobina e na contagem de 

hemácias em relação ao grupo controle. Diminuição na porcentagem de heterófilos em aves se 

alimentando de 2450 µg de AFB1/kg de ração, além de aumento na porcentagem de linfócitos 

no plasma de aves ingerindo 350 e 2450 µg de AFB1/kg de ração foram encontradas por Del 

Bianchi et al. (2005). Tung et al. (1975) alimentaram frangos com 5,0 e 10,0 µg de AFB1/kg 
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de ração e observaram que os efeitos sobre os parâmetros hematológicos foram mais 

pronunciados quanto maior o nível de aflatoxina. 

 

3.7. Aflatoxinas e minerais séricos 

 

Estudos também têm demonstrado que as aflatoxinas afetam direta ou indiretamente o 

metabolismo do cálcio e do fósforo nas aves (GLAHN et al, 1991). O cálcio é o mineral mais 

abundante no organismo da ave. É considerado um dos principais constituintes dos ossos e 

tem ainda um papel fundamental no controle das funções celulares dos tecidos nervoso e 

muscular, bem como de atividades hormonais e de coagulação sanguínea (MAIORKA; 

MACARI, 2002). Cerca de metade do cálcio plasmático está livre e esta é a porção ativa do 

cálcio, enquanto a outra metade encontra-se inativa, ligada à albumina (KERR, 2003), e 

também à cátions não-protéicos. O cálcio sérico ou plasmático está distribuído em três frações 

principais. Todo o cálcio nos líquidos corporais está ionizado (Ca
+2

), mas parte (cerca de 

50%) encontra-se livre e parte está ligada a moléculas aniônicas (proteínas (80% albumina e 

20% globulina) – 40-45%; e ânions não-protéicos (citrato, fosfato, lactato e outros ânions 

pequenos e difusíveis) – 5-10%). A porção do cálcio livre no plasma é regulada por 

hormônios e contribui para estados patológicos (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Os distúrbios 

renais causam diminuição do cálcio sérico pela perda de proteínas, que leva a 

hipoalbuminemia ou pela diminuição da reabsorção do cálcio (LEWANDOSWIK et al, 1986). 

Como as concentrações séricas de Ca
+2

 em perfis bioquímicos comuns representam a 

concentração total de Ca
+2

, uma diminuição na concentração sérica de proteínas 

(especialmente hipoalbuminemia) diminui o Ca
+2

 ligado às mesmas, e, portanto pode causar 

hipocalcemia, chamada de pseudo-hipocalcemia (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Diminuição 

da concentração de cálcio sérico total foi observada em frangos de corte de 42 dias de idade 

submetidos a dieta contendo aflatoxinas (80% AFB1, 12% AFB2, 5% AFG1 e 3% AFG2) e 

clinoptilonita (MACIEL et al., 2007). 

O fósforo está presente predominantemente na forma de hidroxiapatita (90%) na 

matriz mineralizada dos ossos, e os 10% restantes estão nos tecidos moles intracelularmente, 

sendo o principal ânion intracelular e faz parte de vários processos metabólicos como 

metabolismo de energia, contração muscular e integridade do esqueleto (DENNIS, 1996). O 

fósforo inorgânico, maneira pela qual é referido o fósforo nos organismos vivos, também 

encontra-se no líquido extracelular. O fosfato inorgânico encontra-se na circulação como 
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monohidrogeniofosfato (HPO4
-2)

, que é divalente, e como dihidrogeniofosfato (H2PO4
-
), que é 

monovalente (MAIORKA; MACARI, 2002). 55% do fósforo inorgânico encontra-se livre no 

plasma, enquanto os outros 45% estão ligados a ânions (10% a proteínas catiônicas e 35% a 

cátions não-protéicos). Assim como ocorre com o cálcio, a parte livre no plasma é que é 

regulada por hormônios (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Fernandez et al. (1994) trabalhando 

com intoxicação experimental de poedeiras comerciais com 2,5 mg de AFB1/kg de ração 

relataram presença de hipofosfatemia quando em comparação ao grupo controle negativo. 

Ambos minerais são regulados pela função do hormônio paratireóideo (PTH), 

produzido pelas glândulas paratireóides e inativado ou degradado pelo fígado e pelos rins. O 

PTH é um hormônio polipeptídico (84% aminoácidos) secretado em resposta a uma 

diminuição na concentração sérica de cálcio livre, enquanto a vitamina D ativa e aumento na 

concentração sérica de cálcio livre inibem sua síntese. O PTH promove aumento na absorção 

de cálcio pelo intestino (na presença de vitamina D ativa) e maior reabsorção nos túbulos 

renais; mobilização de cálcio e fósforo inorgânico dos ossos; e excreção renal de fósforo 

inorgânico por inibir a reabsorção do mesmo pelos túbulos (ação fosfatúrica potente). Glahn 

et al. (1991) explicam que os efeitos das aflatoxinas sobre os minerais citados podem estar 

relacionados com alterações no metabolismo da vitamina D e do PTH, pois estas micotoxinas 

podem diminuir a síntese de PTH endógeno ou alterar a sensibilidade renal a este hormônio, 

podendo ainda, reduzir a síntese de vitamina D ativa, causando assim, diminuição da excreção 

de fósforo e aumento na excreção de cálcio. Estes efeitos resultariam em hipocalcemia 

verdadeira (por diminuição na concentração de cálcio sérico livre) associada a pesudo-

hipocalcemia (por hipoalbuminemia); além de hipofosfatemia devido à baixa na concentração 

de vitamina D ativa, que estimula a absorção de fósforo no intestino e a mobilização de 

fósforo dos ossos. 

 

3.8. Aflatoxinas e uso de adsorventes  

 

 É sabido que a indústria avícola se utiliza de vários métodos que objetivam a redução 

de prejuízos causados à saúde e ao desempenho devidos às micotoxinas. Os métodos que 

objetivam eliminar ou reduzir os níveis de contaminação por micotoxinas nos alimentos 

levam em consideração estratégias de descontaminação e detoxificação. Isto inclui métodos 

químicos, físicos e biológicos, desde que estes métodos apresentem efetividade na remoção, 

destruição e inativação das micotoxinas; ausência de efeitos tóxicos ou carcinogênicos; não 
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alterem as propriedades nutritivas nem a palatabilidade dos alimentos e sejam econômica e 

tecnologicamente viáveis, não alterando o preço final do produto (DIAZ; SMITH, 2005). Um 

caminho para o problema tem sido usar materiais absortivos não-nutritivos na alimentação 

objetivando-se redução na absorção de aflatoxina B1 ou aflatoxina pelo trato gastrointestinal 

(KUBENA et al., 1990b). Dentre todos os meios, o mais comumente utilizado é a ligação 

irreversível da micotoxina a um adsorvente (DIAZ; SMITH, 2005). A utilização de 

aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado, um tipo de zeólita comercial, em dietas de aves 

domésticas tem mostrado resultados satisfatórios, pela sua capacidade em adsorver toxinas 

(KUBENA et al, 1990a), tornando-as menos disponíveis para adsorção pelo trato 

gastrointestinal (KUBENA et al, 1990b). O aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado na 

concentração de 0,5% na dieta diminuiu significativamente os efeitos adversos no peso 

corporal e nas mudanças hepáticas principais causados por 7,5 mg de AFB1/kg de dieta em 

poedeiras Leghorn e frangos de corte (KUBENA et al., 1987; PHILLIPS et al., 1988). Neeff 

et al. (2013) também relatam redução dos efeitos deletérios sobre o peso relativo de fígado e 

rim  e redução dos resíduos de AFB1 e também de produtos de biotransformação de AFB1 

(AFB2, Aflatoxicol, e AFG1) em fígado de frangos de corte ao final da fase inicial de criação 

(21 dias), com uso de 0,5% de HSCAS e administração de 2,5 mg de AFB1/kg de ração). 

 

3.9. Cromatografia líquida de alta Eficiência 

 

 Para a detecção das aflatoxinas presentes nas matérias-primas e nas rações, e para a 

determinação dos biomarcadores hepáticos e aduto sérico são utilizadas metodologias que têm 

por base o uso de equipamento de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). Estes 

métodos são os mais amplamente usados para a detecção de aflatoxinas em alimentos ou 

materiais biológicos. 

 Vários nomes têm sido utilizados para denominar esta técnica de cromatografia 

líquida: alta velocidade, alto desempenho, alta resolução e alta eficiência. O nome mais aceito 

e utilizado em português é “cromatografia líquida de alta eficiência” (GUIMARÃES; 

COLLINS, 1988). 

 A cromatografia líquida de alta eficiência consiste em método separação de compostos 

em solução. A história da cromatografia líquida passa por uso de coluna de carbonato de 

cálcio, camada fina de sílica, camada delgada (cromatografia de camada delgada) e 

finalmente o uso de colunas líquido-líquido até a chegada da moderna cromatografia líquida 
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de alta eficiência, com auxílio de colunas cromatográficas (MILLER, 2005). A cromatografia 

tem como princípio básico a separação de misturas, no qual os componentes a serem 

separados estão em uma das duas fases: fase móvel e fase estacionária. É um tipo de 

cromatografia líquida que emprega pequenas colunas, cheias de materiais especialmente 

preparados e uma fase móvel que é eluída sob altas pressões. Ela tem a capacidade de realizar 

separações e análises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em 

vários tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolução, 

eficiência e sensibilidade (GUIMARÃES; COLLINS, 1988). 

 A cromatografia de adsorção (líquido-sólido) é utilizada para separar espécies não 

polares, isômeros estruturais e compostos alifáticos. As fases estacionárias utilizadas para este 

tipo de técnica compreendem somente sílica ou alumina, sendo o componente menos polar 

aquele que elui primeiro. Diminuindo-se a polaridade da fase móvel aumenta-se a retenção 

dos componentes. A cromatografia de adsorção não admite solventes aquosos (COLLINS; 

BRAGA. 1990).  

 Atualmente se faz uso da cromatografia líquida de fase reversa. A CLAE de fase 

reversa (FR-CLAE) consiste em uma fase imóvel apolar e uma fase móvel de polaridade 

moderada. Uma das fases estacionárias mais comuns deste tipo de cromatografía é a silica 

tratada com RMe2SiCl, em que o R é uma corrente alquil tal como C18H37ou C8H17. O tempo 

de retenção é maior para as moléculas de natureza apolar, enquanto as moléculas de caráter 

polar sofrem eluição mais rapidamente. Variando a natureza dos grupos funcionais da fase 

estacionária é possível obter diferentes tipos de seletividade. Tais grupos podem ser de 

natureza polar como o grupo amino (-NH2) e o grupo nitrilo (-CN), que funcionando 

similarmente às fases polares da cromatografia líquido-sólido, são chamados de fase 

“normal”; ou de natureza apolar, como os grupos octil (-C8H17), octadecil (-C18H37), fenil (-

C6H5), etc., que são de fase “reversa” (GUIMARÃES; COLLINS, 1989). 

 Existem diversos tipos de detectores utilizados em CLAE. A classe mais usada é a de 

detectores fotométricos, baseados na absorbância no ultravioleta e no visível; depois são os 

refratométricos e, finalmente, as classes especiais, que de uma maneira geral são mais 

específicos e menos utilizados (por fluorescência, eletroquímicos, de radioatividade...) 

(GUIMARÃES; COLLINS, 1989).  

 Para a detecção e quantificação de aflatoxinas, é muito comum o uso de detectores por 

fluorescência. A espectroscopia por fluorescência pode ser usada como método de detecção 

específico e é um dos mais sensíveis da para compostos que fluorescem (GUIMARÃES; 
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COLLINS, 1989). Os detectores mais usados consistem de detectores de fluorescência multi-

comprimento de onda. Este tipo de detector é mais caro e complicado, e usualmente consiste 

de dois monocromatores. Um dos monocromatores provê o comprimento de onda selecionado 

para a excitação e o outro, o comprimento de onda selecionado para emissão (SCOTT, 1999). 

 A partir da intensidade dos sinais identificados nos detectores, aliado com outras 

informações, como o tempo de retenção, são elaborados os cromatogramas utilizados para as 

análises finais. 

   

3.10. Cromatografia líquida de alta eficiência associada à espectrometria de massa  

 

 Os princípios fundamentais da espectrometria de massa (EM) datam do fim dos anos 

1890, quando J. J. Thomson determinou a razão massa/carga do elétron, e Wien estudou a 

deflexão magnética de raios anódicos e determinou que os raios eram carregados 

positivamente. Cada estudioso recebeu um Prêmio Nobel (Thomson em 1906 e Wien em 

1911) por seus trabalhos. Contudo, a espectrometria de massa não se popularizou até mais ou 

menos 50 anos atrás, quando foram disponibilizados instrumentos baratos e confiáveis 

(PAVIA et al., 2010). 

 Nas décadas de 1980 e 1990, o desenvolvimento de técnicas de ionização para 

compostos com pesos moleculares altos e amostras biológicas introduziu a espectrometria de 

massa para uma nova comunidade de pesquisadores. Em clínicas de saúde de todo o mundo, 

por exemplo, a EM é usada em testes de sangue e urina para tudo, desde registro da presença 

e do nível de certos compostos que são marcadores de estados patológicos, incluindo muitos 

cânceres, até detecção de presença e análise de drogas ilícitas ou anabolizantes (PAVIA et al., 

2010). 

 Para o acoplamento da técnica de CLAE com a EM, é necessária a ionização das 

moléculas de interesse. Basicamente, o primeiro componente do espectrômetro de massa é a 

unidade de entrada de amostra, que traz a amostra do ambiente laboratorial (1 atm de pressão) 

para a pressão mais baixa do espectrômetro de massa, que podem ir de poucos milímetros de 

mercúrio em uma fonte de ionização química até alguns micrômetros de mercúrio nas regiões 

do analisador de massa e do detector do instrumento. A unidade de entrada de amostras leva 

até a fonte de íons, onde as moléculas da amostra são transformadas em íons em fase gasosa. 

Os íons são, então, acelerados por um campo eletromagnéticos. A seguir, o analisador de 

massa separa os íons da amostra baseado em sua razão massa/carga (m/z). Os íons são, então, 
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contados pelo detector, e o sinal é registrado e processado pelo sistema de dados, em geral um 

computador pessoal. O produto do sistema de dados é o espectro de massa – um gráfico de 

número de íons detectados como uma função de sua razão m/z (PAVIA et al, 2010).   

 Os compostos que são separados por CLAE são relativamente pouco voláteis e/ou 

sensíveis à temperatura, de maneira que não é possível ionizá- los utilizando as técnicas de 

ionização mais comumente aplicadas na espectrometria de massa (ARDREY, 2002). Desta 

forma, para o acoplamento da CLAE à EM foi necessário o desenvolvimento de interfaces e 

de formas de ionização alternativas. Na tentativa de minimizar os problemas encontrados no 

interfaceamento do sistema CLAE com EM foram desenvolvidas várias interfaces, nas quais, 

muitas vezes, também é realizada a ionização do analito por métodos que permitem a 

obtenção de íons a partir de moléculas sensíveis à temperatura e/ou pouco voláteis 

(ARDREY, 2002). Por esse motivo muitos autores referem-se a algumas dessas interfaces 

simplesmente como fontes de ionização. 

 A técnica de ionização por eletrospray (ESY) é útil para estudar biomoléculas com 

peso molecular baixo ou alto e outros compostos lábeis e não voláteis. Nesta técnica, uma 

solução contendo as moléculas da amostra é borrifada na ponta de um tubo capilar fino para 

dentro de uma câmara aquecida, isto é, em pressão quase atmosférica. O tubo capilar pelo 

qual a solução da amostra passa tem um potencial de alta voltagem em sua superfície, e 

pequenas gotículas carregadas são expulsas para dentro da câmara de ionização. As gotículas 

carregadas enfrentam um contrafluxo de um gás de secagem (geralmente o nitrogênio) que 

evapora as moléculas de solvente das gotículas. Assim, a densidade de carga de cada gotícula 

aumenta até que as forças repulsivas eletrostáticas excedam a tensão superficial da gotícula (o 

limite de Rayleigh), quando então a gotícula divide-se em gotículas menores. O processo 

continua até que os íons da amostra, livres de solvente, sejam deixados na fase gasosa 

(PAVIA et al., 2010).   

 Quanto aos analisadores de massa, que recebe o feixe de íons acelerado por um campo 

elétrico, este é responsável pela separação dos íons de acordo com suas razões m/z, podendo 

ser de vários tipos, como de setor magnético, de foco duplo, quadruopolar, duplo 

quadruopolar, ou por tempo de vôo. O detector de um típico espectrômetro de massas é 

composto de um contador que produz uma corrente proporcional ao número de íons que o 

atingem (PAVIA et al., 2010). 

 Na micotoxicologia, as metodologias desenvolvidas para detecção de micotoxinas são 

amplamente usadas. É relatado seu uso na detecção de aflatoxinas em alimentos como cevada, 
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trigo, soja, milho, amendoim e manteiga de amendoim (SIRHAN et al., 2013), em leite 

(HUANG et al., 2015), sorvetes (OSSA et al., 2015), bebidas de café e malte (KHAYOON et 

al., 2014), trigo, milho, flocos e snacks de milho (LATTANZIO et al., 2014). Atualmente, os 

sistemas de CLAE-EM são bastante utilizados para determinação de resíduos ou 

biomarcadores de micotoxinas em materiais biológicos (GROOPMAN et al., 2014; JAGER et 

al., 2015).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. PREPARAÇÃO PARA O EXPERIMENTO 

 

4.1.1. Cultivo de fungos para obtenção de aflatoxinas. 

 

 Esta etapa consistiu no cultivo de fungos Aspergillus parasiticus NRRL2999 

objetivando-se a produção de aflatoxinas para uso no preparo das dietas experimentais. Esta 

etapa foi realizada no Laboratório de Microbiologia e Micotoxicologia de Alimentos, da 

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos/USP/Pirassununga.  

 O cultivo de Aspergillus parasiticus visando a produção laboratorial de aflatoxinas foi 

feito seguindo metodologia descrita por Shotwell et al. (1966), descrita a seguir. 

 

1. Semear o fungo em placas de Petri grandes contendo o meio de cultura PDA (Potato 

Dextrose Agar) e deixar crescer por 1 semana no escuro ou até a placa estar coberta de 

fungos; 

2. Pesar 76 gramas de arroz em erlenmeyers e adicionar 30 mL de água destilada.  

Tampar e deixá-los por, no mínimo, 2 horas em temperatura ambiente para embeber os 

grãos; 

3. Autoclavar os erlenmeyers com arroz sob temperatura de 121ºC durante 15 minutos 

(tempo de esterilização); aguardar atingir temperatura ambiente. 

4. Ligar o fluxo laminar com, no mínimo, 30 minutos de antecedência. Soltar o arroz 

autoclavado que está aderido às paredes dos erlenmeyers, batendo-os cuidadosamente 

sobre uma esponja na bancada até soltar os grãos; 

5. Colocar os erlenmeyers autoclavados e uma placa de Petri com a cultura de 

Aspergillus no fluxo laminar. Ligar a chama, esterilizar uma espátula e cortar uma 

pequena porção do material de cultura e transferir para o erlenmeyer. Tampar o 

erlenmeyer e agitar;  

6. Após a semeadura, deixar os erlenmeyers em repouso por 24 horas a 27ºC no escuro. 

Colocá-los na mesa agitadora a 250 rpm, em temperatura ambiente e no escuro por 1 

semana. Após este período, os grãos tornam-se marrom-dourado; 

7. Interromper o crescimento do fungo adicionando 40 mL de clorofórmio, molhando os 

tampões de algodão e as paredes do erlenmeyer. Agitar cada erlenmeyer 
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vigorosamente por alguns segundos para distribuir o clorofórmio e deixar a mistura 

repousando uma noite para inativar o fungo. Evaporar o clorofórmio dos frascos em 

capela de exaustão; 

8. Colocar o material à base de arroz em estufa de ar forçado a 40ºC por uma noite para 

secar. Depois de seco, o material de cultura deve ser moído, homogeneizado e 

examinado por sistema de cromatografia líquida de alta eficiência para determinação 

das concentrações das aflatoxinas. 

9. O material de cultura seco deve ser estocado em recipientes plásticos sob refrigeração. 

  

4.1.2. Análise micotoxicológica do material produzido por meio do cultivo de fungos (Item 

4.1.1). 

 

 Diversos lotes foram obtidos a partir do cultivo de fungos Apergillus parasiticus. As 

análises de quantificação de aflatoxinas foram feitas de acordo com a metodologia descrita a 

seguir (VICAM (1999), modificada por OLIVEIRA (2013)).  

 

1. Pesar o lote produzido e coletar amostras de 10 regiões diferentes do material, 

transferindo para um béquer; 

2. Homogeneizar bem a amostra com auxílio de bastão de vidro; 

3. Pesar 1 grama da amostra homogeneizada e devolver o restante ao lote inicial; 

4. Realizar a extração das micotoxinas adicionando 20 mL de solução de metanol:água 

(v:v; 70:30) com auxílio de mesa agitadora por 30 minutos a 240 rpm; 

5. Filtrar o extrato em papel filtro e recolher 1mL em balão volumétrico de 100 mL; 

6. Completar o balão volumétrico com solução de metanol:água (v:v; 50:50); 

7. Homogeneizar bem a solução, invertendo o balão volumétrico repetidas vezes; 

8. Tomar 500 µL da solução em um vial de 2,0 mL. Evaporar totalmente o extrato e 

acrescentar 200 µL de n-hexano e 100 µL de ácido trifluoroacético  Fechar o vial, 

agitar a mistura em vortex e colocar em estufa a 35
o
C por 10 minutos. Evaporar 

totalmente com auxílio de concentrador de amostras; 

9. Ressuspender em 500 µL de solução de metanol:água (v:v; 50:50); 

10. Preparar a injeção no aparelho de cromatografia líquida de alta eficiência de acordo 

com as instruções para corrida cromatográfica
1
. 
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 1
Condições para a corrida cromatográfica: Detector de fluorescência (excitação: 360 

nm e emissão: 440 nm); coluna Phenomenex® ODS (5 µm) 4,6x150 mm; pré-coluna Shem-

pack® (5 µm) 4x10 mm; loop de 20 µL; fase móvel: água:acetronitrila:metanol (60:20:20); 

fluxo de 1,0 mL/minuto. 

 Os resultados parciais obtidos dos lotes utilizados na preparação das dietas 

experimentais encontram-se na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Concentração (mg) total de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 

nos diferentes lotes de cultivo de Aspergillus parasiticus 

NRRL2999 utilizados para preparo das dietas experimentais. 

Lote AFG1(mg) AFB1(mg) AFG2(mg) AFB2(mg) 

4 13,40 38,34 0,57 1,35 

5 19,72 48,89 0,87 1,71 

6 19,89 54,34 0,50 2,13 

7 20,65 65,89 2,10 3,57 

8 23,14 70,76 1,00 5,04 

9 5,60 11,12 0,08 0,24 

12 6,54 19,14 0,16 0,62 

14 6,64 15,11 0,11 0,20 

 

 Observando-se os resultados de concentrações de AFB1 obtidas por intermédio do 

cultivo fúngico é possível notar que as quantidades produzidas variam muito de um lote para 

o outro. A produção de aflatoxinas é favorecida especialmente pela umidade relativa do ar 

(superior a 80%), alta temperatura ambiental e condições de integridade e teor de umidade do 

substrato. O Aspergillus flavus e o A. parasiticus proliferam em temperaturas entre 32
o
C e 

33
o
C. As aflatoxinas geralmente são produzidas na faixa entre 13

o
C e 42

o
C, embora entre 

25
o
C a 30

o
C seja considerada temperatura ótima para sua síntese (BATATINHA; SIMAS; 

GÓRNIAK, 2008). 

 

4.1.3. Análise micotoxicológica das matérias-primas das dietas experimentais. 

  

 As matérias-primas constituídas de grãos que foram utilizadas no preparo da 

alimentação dos animais passaram por análise para verificar a presença de aflatoxinas (Tabela 
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2). As análises foram realizadas de acordo com a metodologia de Vicam (1999), apresentada a 

seguir. 

 

1. Triturar todo o produto em moinho (~14 mesh); 

2. Colocar 25 gramas em um erlenmeyer, juntamente com 5 gramas de NaCl e 125 mL 

de solução de metanol:água (v:v; 70:30); 

3. Agitar o material em mesa agitadora a 240 rpm por 50 minutos; 

4. Filtrar o extrato em papel filtro, recolhendo 15 mL em um béquer; 

5. Adicionar ao extrato 30 mL de água ultrapura, homogeneizar e filtrar em filtro de 

microfibra (1,5 µm), recolhendo em um béquer; 

6. Passar 15 mL do filtrado (~1,0 grama da amostra) por coluna de imunoafinidade  

(fluxo de 1-2 gotas/segundo); 

7. Lavar a coluna através da passagem de 10 mL de água ultrapura (2 gotas/segundo); 

8. Eluir as toxinas passando 1 mL de metanol (grau CLAE) (2 gotas/segundo) e recolher 

em vial; 

9. Evaporar totalmente o extrato e acrescentar 100 µL de ácido trifluoroacético e 200 µL 

de n-hexano. Agitar a mistura em vórtex e colocar em concentrador de amostras a 

35°C por até completa secagem; 

10.  Ressuspender o extrato em 500 µL de solução de metanol:água (v:v; 50:50) e reservar 

para a corrida cromatográfica
1
. 

  

 
1
Condições para a corrida cromatográfica: Detector de fluorescência (excitação: 360 

nm e emissão: 440 nm); coluna Phenomenex® ODS (5 µm) 4,6x150 mm; pré-coluna 

Shempack® (5 µm) 4x10 mm; loop de 20 µL; fase móvel: água:acetronitrila:metanol 

(60:20:20); fluxo de 1,0 mL/minuto. O resultado da análise encontra-se na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Análise micotoxicológica dos grãos presentes nas dietas experimentais. 

Ingrediente AFB1(µg/kg) AFB2(µg/kg) AFG1(µg/kg) AFG2(µg/kg) 

Milho 0,845 0,065 0,655 0,07 

Soja 0,48 0 0,095 0 
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 Conforme os resultados apresentados é possível observar que as quantidades de 

aflatoxinas presentes nas matérias-primas são muito baixas (<0,2%), o que levou à sua 

desconsideração na preparação das dietas experimentais fornecidas aos animais. 

 

4.2. PARTE EXPERIMENTAL  

 

4.2.1. Animais e instalações 

  

 Foram utilizados 240 pintos (BRASIL, 2006) de 1 dia de idade provenientes de 

matrizes comerciais de frango de corte, da linhagem comercial Cobb®, machos e vacinados 

no incubatório contra as doenças de Marek e Gumboro. As aves foram mantidas em boxes, 

em um único galpão, recebendo água e ração ad libitum. As mesmas foram distribuídas 

aleatoriamente em 24 boxes experimentais com 10 aves cada (4 dietas experimentais, 6 

repetições de 10 aves cada), e mantidas sob experimento durante 42 dias, sendo que a 

intoxicação dos animais foi iniciada a partir do 8
o
 dia. As dietas basais (inicial, crescimento e 

terminação) foram formuladas para estar em acordo com os requerimentos nutricionais para 

frangos de corte, recomendados por Rostagno (2011). 

 As aves estiveram alojadas em um mesmo galpão do Setor de Avicultura do campus 

da USP, em Pirassununga/SP. Foi tomada a precaução de os boxes no galpão estarem 

arranjados de acordo com o vento predominante, sendo que os boxes da dieta controle 

negativo estiveram diametralmente opostos aos da dieta controle positivo, com o vento 

fluindo da fileira da dieta não contaminada em direção à da fileira contaminada. 
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Tabela 3. Composição nutricional das dietas experimentais. 

 
Ração Inicial

1
 Ração de Crescimento

2
 Ração de Terminação

3
 

Ingrediente 1-21 dias 22 - 35 dias 36-42 dias 

Macro Ingredientes 

   Farelo de Soja 45% 35,974 31,823 27,627 

Milho 7,88% 57,107 60,995 65,747 

Óleo de Soja 2,538 3,431 3,241 

Sal Comum 0,350 0,350 0,350 

Bicarbonato de Sódio 0,204 0,157 0,138 

Fosfato Bicálcico 1,620 1,337 1,071 

Calcário Calcítico 1,014 0,822 0,768 

L-Lisina 0,175 0,145 0,175 

DL-Metionina 0,301 0,253 0,236 

Treonina 0,068 0,037 0,046 

Adsorvente/Arroz/Caulim 0,500 0,500 0,500 

Micro Ingredientes 

   Premix Vitamínico-Mineral 0,400 0,400 0,400 

Caulim 0,200 0,200 0,200 

Níveis Nutricionais       

Matéria Seca (%) 88,7069 88,6887 88,6200 

Proteína Bruta (%)  21,1500 19,5000 18,0000 

Gordura (%)  5,2199 6,1816 6,0950 

Fibra Bruta (%)  2,8946 2,7418 2,6016 

Cinzas (%)  6,1296 5,4159 5,0930 

Cálcio (%) 0,8825 0,7320 0,6380 

Fósforo Digestível 

Verdadeiro (%)  0,3560 0,3130 0,2730 

Energia Metabolizável Aves 

(kcal/kg)  2988 3100 3150 

Lisina Digestível Aves (%)  1,2080 1,0780 1,0100 

Metionina + Cistina 

Digestível (%)  0,8705 0,7870 0,7370 

Treonina Digestível Aves 

(%)  0,7860 0,7010 0,6560 

Triptofano Digestível Aves 

(% ) 0,2372 0,2151 0,1931 

Sódio (%)  0,2125 0,2000 0,1950 

Cloro (%)  0,2609 0,2611 0,2619 

Potássio (%)  0,8239 0,7592 0,6962 

Acido Linoléico (%)  2,7450 3,2520 3,2056 
1
Composição do Premix Vitamínico-Mineral da ração inicial (níveis/kg de ração): vitamina A 7000 U.I., vitamina 

D3 2200 U.I., vitamina E 11000 U.I., vitamina K3 1600mg, vitamina B1 2000mg, vitamina B2 5000mg, vitamina 

B6 3000mg, vitamina B12 12000mcg, niacina 35000mg, ácido pantotênico 13000mg, ácido fólico 0,800mg, 

cobre 0,100g, ferro 0,050g, manganês 0,070g, zinco 0,050g, iodo 1200mg, selênio 0,200mg, hidróxido de cloro 

30000mg. 
2
Composição do Premix Vitamínico-Mineral da ração de crescimento (níveis/kg de ração): vitamina A 

6000,000 U.I., vitamina D3 2000,000 U.I., vitamina E 10000 U.I., vitamina K3 1600mg, vitamina B1 1400mg, 

vitamina B2 4000mg, vitamina B6 2000mg, vitamina B12 10000 mcg, niacina 30000mg, ácido pantotênico 

11000mg, ácido fólico 0,600mg, cobre 0,100g, ferro 0,050 g, manganês 0,070g, zinco 0,050g, iodo 1200mg, 

selênio 0,200mg, hidróxido de sódio 30000mg.
3
Composição do Premix Vitamínico-Mineral da ração de 

terminação (níveis/kg de ração): vitamina A 5000,000 U.I., vitamina D3 1000,000 U.I., vitamina E 8000 U.I., 
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vitamina K3 1600mg, vitamina B2 2000mg, vitamina B12 5000 mcg, niacina 20000mg, ácido pantotênico 

9000mg, cobre 8000mg, ferro 0,050 g, manganês 0,070g, zinco 0,050 g, iodo 1200mg, selênio 0,200mg. 

 

4.2.2. Adsorvente experimental 

 

 Como adsorvente experimental foi utilizado produto disponível no mercado à base de 

aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado (HSCAS). O HSCAS é uma classificação geral 

que inclui diferentes adsorventes, não sendo uma substância específica. Pode ser definido 

como todo material de aluminosilicato puro, que contenha mistura de água zeolítica e 

menores quantidades de cálcio e sódio na forma de cátions ou seus sais solúveis. O 

aluminosilicato de cálcio e sódio é geralmente reconhecido como seguro para uso em níveis 

que não excedam 2% da dieta. 

 

4.2.3. Preparo das dietas experimentais 

 

 O arroz contaminado com AFB1 e o HSCAS foram adicionados à ração basal em 

proporções adequadas, de maneira a obter, na ração final, os seguintes níveis: Dieta 1 (dieta 

basal, sem a adição de adsorvente nem de micotoxina); Dieta 2 (dieta basal suplementada com 

0,5% de adsorvente); Dieta 3 (dieta basal suplementada com 0,5% de adsorvente e 

contaminada com 500 µg de AFB1/kg de ração); Dieta 4 (dieta basal contaminada com 500 µg 

de AFB1/kg de ração). 

 

Tabela 4. Composição geral das dietas experimentais. 

Dieta Experimental AFB1(µg/kg de ração) HSCAS (% na ração) 

Dieta 1 0 0 

Dieta 2 0 0,5 

Dieta 3 500 0,5 

Dieta 4 500 0 

 

 As rações, assim preparadas, foram homogeneizadas por cerca de 15 minutos em 

misturador horizontal/helicoidal, e armazenadas em local apropriado até a sua utilização. 

 A preparação das rações contaminadas foi realizada em etapas, no decorrer do 

experimento. Nestas ocasiões, foram comprovados os níveis de AFB1 nas rações prontas, 

retirando-se 1 amostra de 1 kg de cada ração preparada contendo toxina. A confirmação da 

concentração de aflatoxinas nas amostras de ração foi efetuada através de CLAE, conforme 
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Oliveira et al. (2008). Todas as dietas apresentaram o nível esperado de AFB1 preconizado de 

500µg/kg. 

 

4.3. Variáveis sob estudo 

 

4.3.1. Desempenho zootécnico 

 

 As características avaliadas para a determinação do desempenho zootécnico foram: 

Consumo de Ração (CR) = Sobra de Ração ao final do período (g) – Quantidade de Ração 

fornecida no início do período (g); Ganho de Peso (GP) = Peso médio das aves ao final do 

período (g) – Peso médio das aves no início do período (g); Conversão Alimentar (CA) = CR 

no período (g)/GP no período (g) e Índice de Eficiência Produtiva (IEP) = [(GP (g)/Número 

de dias do período) x VC]/(CA do período x 10). Também será avaliada a Viabilidade 

Criatória (VC) em % = (Número de aves ao final do período x 100)/Número de aves no início 

do período. Os cálculos destes parâmetros estão de acordo com Sakomura e Rostagno (2007), 

e o CR, o GP e a CA foram corrigidos para a mortalidade. 

 Para a avaliação do GP, do CR e da CA, as aves e as sobras de ração foram pesadas 

semanalmente. Para a determinação da Viabilidade Criatória, as aves foram contadas toda 

semana.  

 

4.3.2. Biometria de órgãos e estudo histopatológico 

 

 Aos 21 e aos 42 dias de idade, 6 aves por tratamento, 1 ave por repetição (as mesmas 

que tiveram sangue coletado para realização de análise de bioquímica sérica (Item 4.3.3), 

hemograma completo (Item 4.3.4)  e de minerais séricos (Item 4.3.5)) foram pesadas 

individualmente e sacrificadas por deslocamento cervical, tendo o fígado e os rins coletados 

para pesagem e análise histopatológica após confecção de lâminas, além de porção de fígado 

também ser armazenada para análise resíduos hepáticos de aflatoxinas (Item 4.3.6). Para a 

biometria, os órgãos foram pesados individualmente e determinada a porcentagem de peso 

correspondente ao peso do animal vivo. Para a análise histopatológica, os fragmentos de 

órgãos foram acondicionados em solução de formalina 10% até a confecção das lâminas e 

análise pelo Laboratório de Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto/USP. 
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4.3.3. Bioquímica sérica 

 

 Os exames de bioquímica sérica foram feitos com amostras de soro de 12 aves por 

tratamento, aos 21 e aos 42 dias de idade dos frangos. Foram analisadas as enzimas aspartato 

aminotransferase, alanina aminotransferase, gama-glutamil transferase, lactato-desidrogenase, 

além da concentração de proteína total, albumina, ácido úrico e uréia. Os resultados das 

concentrações de globulinas foram obtidos por meio das diferenças entre as concentrações de 

proteína total e as de albumina ([GBL] = [PT] – [ALB]). As metodologias utilizadas para as 

análises estiveram de acordo com as indicações do fabricante dos kits comerciais empregados, 

e podem ser observadas na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Metodologias e kits comerciais empregados nas determinações dos 

parâmetros bioquímicos séricos de frangos de corte. 

Parâmetro Bioquímico Metodologia Kit comercial* 

Albumina Verde de Bromocresol 
Albumina monoreagente 

K040® 

Proteína Total Método de Biureto 
Proteínas totais monoreagente 

K031® 

Gama-glutamiltransferase (GGT) 
Método de Szaiz (1969) 

modificado 
Gama GT cinético K080® 

Aspartato aminotransferase (AST) Método de cinética UV 
Transaminase AST (TGO) 

cinética K048® 

Alanina aminotransferase (ALT) Método de cinética UV 
Transaminase ALT (TGP) 

cinética K049® 

Lactose Desidrogenase (LDH) Método de cinética UV 
Desidrogenase lática LDH 

UV K014® 

Ácido Úrico 

Método enzimático 

colorimétrico (UOD-

PAP) 

Ácido úrico monoreagente 

K139® 

Uréia Método cinética UV Uréia UV K056® 

*Bioclin® (Quibasa Química Básica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil). 

 

4.3.4. Hemograma completo 

 

 Aos 21 e aos 42 dias de idade, 12 aves por tratamento (2 aves por repetição) tiveram  

sangue coletado com anticoagulante (EDTA – etileno diaminotetraacético de sódio ou 

potássio) por meio da punção da veia da asa para realização de hemograma, o qual constou 

de: 

a) Hematócrito ou Volume Globular (%): com auxílio de capilar, como definido por 

Noriega (2000); 
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b) Contagem de Eritrócitos (x10
6
/mm

3
 de sangue): com auxílio de câmara de Neubauer e 

solução para coloração de Natt-Herrik, de acordo com Natt e Herrik (1952); 

c) Dosagem de Hemoglobina (g/dL): com auxílio de aparelho espectrofotômetro pela 

Metodologia da Cianometahemoglobina (Hemoglobina K023® - Bioclin® - Quibasa 

Química Básica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil); 

d) Contagem Total de Leucócitos (x10
3
/mm

3
 de sangue): com auxílio de câmara de 

Neubauer e diluente para contagem de Natt-Herrik, de acordo com Natt e Herrik 

(1952); 

e) Contagem Diferencial de Leucócitos (%): linfócitos, heterófilos, eosinófilos, basófilos 

e monócitos, com auxílio da Técnica de Coloração de Rosenfeld (1947), de acordo 

com Noriega (2000); 

f) VCM (Volume Corpuscular Médio) (fentolitros): os valores são obtidos de acordo 

com a seguinte equação: VCM = (Hematócrito em % x 10)/ Número de 

Eritrócitos/mm
3
; 

g) HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) (picogramas): os valores são determinados 

com auxílio da equação: HCM = ([Concentração de hemoglobina em g/dL] / [Número 

de Eritrócitos/mm
3
]) x 10; 

h) CHCM (Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média) (%): são estabelecidas 

por meio do uso da equação: CHCM = (Concentração de hemoglobina em g/dL / 

Hematócrito em %) x 100. 

 

4.3.5. Análise de minerais séricos  

 

 Aos 21 e aos 42 dias de idade, 12 aves por tratamento (2 aves por repetição) tiveram 

sangue coletado sem anticoagulante por meio da punção da veia da asa para realização de 

dosagem da concentração de cálcio total e fósforo inorgânico séricos. A metodologia aplicada 

foi a do kit comercial utilizado: Método colorimétrico de ponto final Arzenazo III – Cálcio 

arzenazo III K051® para cálcio e Método UV de ponto final – Fósforo UV K068® para 

fósforo. Ambos kits são Bioclin® (Quibasa Química Básica Ltda., Belo Horizonte, MG, 

Brasil). 
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4.3.6. Análises de Biomarcadores de Aflatoxinas 

 

 Foram determinados resíduos de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, Aflatoxicol, AFB2α, 

AFM1, AFP1 e AFQ1 no fígado de 6 aves por tratamento (1 ave por repetição), bem como 

AFB1-lisina no soro destas mesmas aves por meio das metodologias descritas a seguir. 

 

4.3.6.1. Determinação de resíduos de aflatoxinas em tecido hepático 

 

a) Preparação da amostra: 

 A amostra foi preparada e submetida ao processo de extração, com purificação com 

auxílio de coluna de imunoafinidade, de acordo com o protocolo descrito no fluxograma a 

seguir: 

 

Primeira Etapa da Dupla Extração 

Pesar 1 g da amostra previamente triturada em um Falcon de 15 mL 

↓ 

Adicionar 4 mL de solução de metanol 80% (v/v) e deixar extraindo overnight 

 
Agitar a mistura em vórtex durante 5 minutos 

 
Submeter a mistura a aparelho de ultrassom durante 5 minutos 

 
Centrifugar a mistura a 5000 rpm durante 5 minutos 

 
Retirar o sobrenadante da mistura centrifugada e reservar o pellet formado*; transferir 

para um Falcon de 50 mL e adicionar 25 mL de solução tampão, homogeneizando 

 
Submeter a nova mistura à centrifugação sob alta velocidade para remoção da gordura 

↓ 

Passar o volume total da mistura por coluna de imunoafinidade 

AflaTest® wb (Vicam®) 

 

*Segunda Etapa da Dupla Extração 

Acrescentar 4 mL de solução de metanol 80% (v/v) ao pellet oriundo da centrifugação afim de 

se realizar uma segunda extração 

 
Agitar a mistura em vórtex durante 5 minutos 

 
Submeter a mistura a aparelho de ultrassom durante 5 minutos 

 
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Centrifugar a mistura a 5000 rpm durante 5 minutos 

 
Retirar o sobrenadante da mistura centrifugada, transferir para um Falcon de 50 mL e 

adicionar 25 mL de solução tampão, homogeneizando 

 
Submeter a nova mistura a centrifugação a alta velocidade para remoção da gordura 

↓ 

Passar a mistura pela mesma coluna de imunoafinidade da Primeira Etapa da Dupla Extração 

(AflaTest® wb (Vicam®)) 

↓ 

Lavar a coluna com 10 mL de solução tampão 

↓ 

Lavar a coluna com 1 mL de água ultrapura 

↓ 

Eluir os resíduos de aflatoxinas com 2 mL de metanol puro (grau CLAE), esperar pingar a 

primeira gota e fechar a saída da coluna de imunoafinidade 

↓ 

Aguardar 5 minutos 

↓ 

Recolher o eluato em um vial de 2 mL 

↓ 

Submeter à secagem em condensador de amostras 

↓ 

Ressuspender em 500 µL de solução de metanol 50% (v/v) 

↓ 

Filtrar a solução em filtro de membrana PTFE (Politetrafluoretileno) 

↓ 

Transferir a ressuspensão para um vial de 1 mL com insert e submeter a corrida 

cromatográfica previamente determinada em Item 3.3.6.1.b. 

 Os resultados do Spiking seguido do Teste de Recuperação se encontram na Tabela 6 

abaixo. 
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Tabela 6. Porcentagem de recuperação (%) oriunda de Spiking seguido de Teste de 

recuperação de amostras negativas fortificadas com aflatoxinas. 

 Concentração 

Aflatoxina 1,0 ng/g 

Aflatoxina B1 155,60% 

Aflatoxina B2 78,83% 

Aflatoxina G1 60,37% 

Aflatoxina G2 54,23% 

Aflatoxina M1 72,03% 

Aflatoxicol 68,81% 

Aflatoxina B2α  63,79% 

Aflatoxina P1 87,73% 

Aflatoxina Q1 41,32% 

 

b) Condições do equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência acoplado a 

espectrômetro de massa com analisador tipo triplo quadruopolo (CLAE-EM/EM) e da corrida 

cromatográfica  

  

 As análises foram conduzidas em um sistema de UPLC Acquity I-Class (Waters 

Corp®.; Milford, MA, EUA) com sistema de bomba binária e injetor automático acoplado a 

um espectrômetro de massas  Xevo TQ-S com fonte de ionização por eletrospray (ESY) 

equipado com Z-spray ortogonal (Waters Corp®, Milford, MA, EUA). O gás de nebulização 

e dessolvatação utilizado foi o nitrogênio, o qual tinha temperaturas de 150
o
C e 500

o
C, 

respectivamente, para cada função. Os fluxos dos gases usados para o cone e a dessolvatação 

foram de 150 e 500 l/h, respectivamente. A voltagem do capilar foi de 0,75 kV. A separação 

cromatográfica foi feita com auxílio de coluna Acquity® UPLC BEH C18 com 2,1 mm x 50 

mm (diâmetro x comprimento) para partículas de até 1,7µm, a qual foi associada a uma pré-

coluna Van Guard® 3/Pk, ambas da Waters® (Waters Corp®., Milford, MA, EUA). A 

obtenção dos dados foi feita com uso do Monitoramento de Reações Múltiplas (MRM) com  

ionização positiva por electrospray (ES
+
). Foram acompanhados dois canais afim de se 

determinar o composto correto e sua confirmação (íon pai e íon filho). Os dados referentes ao 

íon precursor (pai), íon produto (filho), o dwell time, a voltagem do cone e a energia de 

colisão para cada composto encontram-se na Tabela 7. A aquisição de dados e seu 

processamento foram feitos com auxílio do software Masslynx versão 4.1 (Waters Corp.® 
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Milford, MA, EUA, 2005). A fase móvel da corrida cromatográfica foi um gradiente entre 

uma solução de água:ácido fórmico 0,1% (Solvente A) e outra de acetonitrila:ácido fórmico 

0,1% (Solvente B). O gradiente está descrito na Tabela 8. O fluxo foi de 0,6mL/min. O tempo 

total da corrida cromatográfica foi de 2,5 minutos, porém apenas o intervalo compreendido 

entre 1 e 2 minutos teve íons analisados pelo espectrômetro de massas, sendo os fluxos 

anterior e posterior a este tempo destinados a descarte. A temperatura da coluna foi de 40
o
C. 

Alíquotas de 10 µL de amostra foram usadas para injeção.  

 

Tabela 7. Relação massa/carga (m/z) dos íons precursores e produtos, dwell time, 

voltagem do cone e energia de colisão para os resíduos hepáticos de aflatoxina. 

Composto 

Íon 

Precursor 

(m/z) 

Íon Produto 

(m/z) 

Dwell 

Time (seg.) 

Voltagem do 

Cone (V) 

Energia de 

Colisão (eV) 

Aflatoxina B1 312,71 284,90 (Q)* 0,023 94,0 22,0 

Aflatoxina B1 312,71 241,07 (C)** 0,023 94,0 36,0 

Aflatoxina B2 314,79 287,04 (Q) 0,023 2,0 26,0 

Aflatoxina B2 314,79 259,02 (C) 0,023 2,0 28,0 

Aflatoxina G1 328,90 243,02 (Q) 0,023 2,0 26,0 

Aflatoxina G1 328,90 199,85 (C) 0,023 2,0 38,0 

Aflatoxina G2 330,91 245,03 (Q) 0,023 56,0 28,0 

Aflatoxina G2 330,91 188,98 (C) 0,023 56,0 40,0 

Aflatoxina M1 328,90 229,04 (Q) 0,023 52,0 38,0 

Aflatoxina M1 328,90 273,06 (C) 0,023 52,0 24,0 

Aflatoxicol 296,91 114,99 (Q) 0,023 40,0 58,0 

Aflatoxicol 296,91 268,65 (C) 0,023 40,0 20,0 

Aflatoxina B2α 331,30 285,03 (Q) 0,023 6,0 24,0 

Aflatoxina B2α 331,30 241,23 (C) 0,023 6,0 38,0 

Aflatoxina P1 299,27 271,01 (Q) 0,023 56,0 22,0 

Aflatoxina P1 299,27 215,12 (C) 0,023 56,0 30,0 

Aflatoxina Q1 329,28 177,22 (Q) 0,023 60,0 24,0 

Aflatoxina Q1 329,28 206,08 (C) 0,023 60,0 34,0 

*Canal de Quantificação; **Canal de Confirmação. 
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Tabela 8. Gradiente entre a solução de água:ácido fórmico 0,1% (Solvente A) e a de 

acetonitrila:ácido fórmico 0,1% (Solvente B) ao longo da corrida cromatográfica de 2,5 

minutos para determinação de resíduos hepáticos de aflatoxinas. 

Tempo (min.) Fluxo da Fase Móvel (mL/min) % Solvente A % Solvente B 

Início 0,6 90 10 

0,20 0,6 90 10 

1,30 0,6 40 60 

1,35 0,6 10 90 

1,60 0,6 10 90 

1,70 0,6 90 10 

2,50 0,6 90 10 

  

 Os padrões de aflatoxinas (Sigma-Aldrich®) encontram-se dissolvidos em metanol, 

etanol ou acetonitrila puros (todos grau CLAE), conforme o tipo, e foram calibrados 

espectrofotometricamente (γ = 200-360 nm) através da técnica preconizada por Scott (1990), 

para obtenção da concentração exata das toxinas. Após a calibração, foram transferidos 

volumes apropriados de cada padrão para um vial, evaporados até a secura com auxílio de 

concentrador de amostras e ressuspendidos em volumes convenientes de solução de água: 

metanol grau CLAE (v:v; 50:50), de maneira a obter soluções de trabalho contendo 

aproximadamente 1,0 μg AF/mL. Após, foi confeccionado um mix das 9 aflatoxinas na 

concentração 100ng/mL de cada toxina. Estas soluções foram utilizadas no preparo dos 

padrões da curva de calibração. Os tempos de retenção de cada aflatoxina encontram-se na 

Tabela 9. 

 

Tabela 9. Tempo de retenção na corrida cromatográfica das aflatoxinas usadas no mix de 

preparo da curva de calibração. 

Aflatoxina Tempo de Retenção (min.) 

Aflatoxina B1 1,22 

Aflatoxina B2 1,17 

Aflatoxina G1 1,16 

Aflatoxina G2 1,12 

Aflatoxina M1 1,12 

Aflatoxicol 1,27 

Aflatoxina B2α 1,13 

Aflatoxina P1 1,14 

Aflatoxina Q1 1,12 

 

 A curva de calibração foi feita utilizando as seguintes concentrações de aflatoxinas 

como pontos: 1 ng/mL, 0,75 ng/mL, 0,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,2 ng/mL, 0,15 ng/mL, 0,1 

ng/mL e 0,05 ng/mL, com Coeficiente de Correlação igual a 0,99. 
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4.3.6.2.  Determinação de AFB1-lisina em soro: 

 

a) Preparação da amostra  

  

 A uma alíquota de 250 µL de sobrenadante de amostra de soro foram adicionados 250 

µL de solução de protease (13 mg de Pronase® - Merck Millipore®/1 mL de água ultrapura). 

A mistura é mantida a 40 °C por 10 horas. A extração SPE é realizada em cartuchos Waters 

Oasis MAX (Waters Corp.®, Milford, MA, EUA). O eluato foi submetido a evaporação até a 

secura, sendo reconstituído com solução de metanol:água (v:v; 25:75) e analisado por sistema 

CLAE-EM/EM (MCCOY et al., 2005). A sequência de etapas do processo de extração e 

preparação da amostra é descrita abaixo: 

 

Centrifugar a amostra de soro a 14000 rpm durante 5 minutos 

↓ 

Aliquotar 250 µL de soro sobrenadante 

↓ 

Adicionar a cada amostra 250 µL de solução de protease 

↓ 

Colocar a mistura em banho-maria por 10 horas para digestão enzimática 

↓ 

Após as 10 horas, retirar a mistura do banho-maria e acrescentar 500 µL de água ultrapura 

 

 Após as etapas de preparação da mistura, deve-se seguir à etapa de condicionamento 

do cartucho Waters® Oasis MAX, conforme segue-se: 

 

Passar 1 mL de metanol puro (grau CLAE) pelo cartucho 

↓ 

Passar 1 mL de água ultrapura pelo cartucho 

 

 Após o condicionamento do cartucho, este está pronto para receber a mistura da 

amostra, seguindo-se as etapas de lavagem e eluição, conforme descrito a seguir: 

 

Passar o volume total de mistura da amostra (±1 mL) pelo cartucho 

↓ 

Lavar o cartucho com 1 mL de água ultrapura 
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↓ 

Lavar o cartucho com 1 mL de água ultrapura novamente 

↓ 

Passar 1 mL de solução de metanol:água  (v:v; 70:30) pelo cartucho 

↓ 

Passar 1 mL de solução de metanol:hidróxido de amônia (v/v; 99:1) pelo cartucho 

↓ 

Passar 0,5 mL de metanol puro (grau CLAE) pelo cartucho 

↓ 

Eluir a AFB1-lisina do cartucho com 1 mL de solução de metanol:ácido fórmico                 

(v/v; 98:2) e recolher em um eppendorfe 

↓ 

Submeter o eluato a secagem 

↓ 

Ressuspender em 200 µL de solução de metanol:água (v/v; 25:75) 

↓ 

Acondicionar a solução ressupendida em vial de 1 mL com insert de 350 µL 

↓ 

Submeter a corrida cromatográfica 

 

b) Condições do equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência acoplado a 

espectrômetro de massas com analisador tipo triplo quadruopolo (CLAE-EM/EM) e da 

corrida cromatográfica  

 

 As análises foram conduzidas em um sistema de UPLC Acquity I-Class (Waters 

Corp.®; Milford, MA, EUA) com sistema de bomba binária e injetor automático acoplado a 

um espectrômetro de massas  Xevo TQ-S com fonte de ionização por eletrospray (ESY) 

equipado com Z-spray ortogonal (Waters Corp.®, Milford, MA, EUA). O gás de nebulização 

e dessolvatação utilizado foi o nitrogênio, o qual tinha temperaturas de 150
o
C e 400

o
C, 

respectivamente, para cada função. Os fluxos dos gases usados para o cone e a dessolvatação 

foram de 150 e 800 l/h, respectivamente. A voltagem do capilar foi de 0,75 kV e a pressão do 

gás de nebulização foi de 5 Bar. A separação cromatográfica foi feita com auxílio de coluna 

Acquity® UPLC BEH C18 com 2,1 mm x 50 mm (diâmetro x comprimento) para partículas 

de até 1,7 µm, a qual foi associada a uma pré-coluna Van Guard® 3/Pk, ambas da Waters® 

(Waters Corp.®, Milford, MA, EUA). A obtenção dos dados foi feita com uso do 

Monitoramento de Reações Múltiplas (MRM) com ionização positiva por electrospray (ES
+
). 
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Foram acompanhados dois canais afim de se determinar o composto correto e sua 

confirmação (íon pai e íons filhos). O valor da relação massa/carga (m/z) do íon precursor 

(pai) é de 457,16 e dos íons produtos (filhos) de 328,0; 348,0; 376,0 e 394,0. O canal de 

quantificação foi de m/z equivalente a 394,0 e os demais foram usados para confirmação. O 

dwell time foi de 0,147 segundos, a voltagem do cone de 30V e a energia de colisão para 

todos os compostos de 38eV. A aquisição de dados e seu processamento foram feitos com 

auxílio do software Masslynx versão 4.1 (Waters Corp.®, Milford, MA, EUA, 2005). A fase 

móvel da corrida cromatográfica foi um gradiente entre uma solução de água:ácido fórmico 

0,1% (Solvente A) e outra de acetonitrila:ácido fórmico 0,1% (Solvente B). O gradiente está 

descrito na Tabela 10. O fluxo foi de 0,5 mL/min. O tempo total da corrida cromatográfica foi 

de 6,0 minutos. A temperatura da coluna foi de 40
o
C. Alíquotas de 10 µL de amostra foram 

usadas para injeção. O tempo de retenção da AFB1-lisina é de 3,16 minutos. 

 

Tabela 10. Gradiente entre a solução de água:ácido fórmico 0,1% (Solvente A) e a de 

acetonitrila:ácido fórmico 0,1% (Solvente B) ao longo da corrida cromatográfica de      6 

minutos para determinação sérica de AFB1-lisina. 

Tempo (min.) 
Fluxo da Fase 

Móvel (mL/min) 
% Solvente A % Solvente B 

Início 0,5 95 5 

0,50 0,5 95 5 

5,00 0,5 75 25 

5,50 0,5 10 90 

6,00 0,5 95 5 

 

 Os padrões de AFB1-lisina foram produzidos por meio da metodologia de Sass et al. 

(2014) encontra-se dissolvido em solução de metanol:água (v/v; 25:75) e tiveram suas 

concentrações pré-determinada por CLAE-EM/EM. Após a determinação da concentração 

exata do padrão, foi confeccionada uma solução de trabalho com concentração de 1 µg/mL 

em solvente metanol:água (v/v; 25:75).  

 Esta solução foi utilizada no preparo dos pontos da curva de calibração, que foram: 

100 ng/mL, 80 ng/mL, 50 ng/mL, 40 ng/mL, 25 ng/mL, 20 ng/mL, 12,5 ng/mL e 10 ng/mL. O 

coeficiente de correlação foi de 0,99. 
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4.4. Forma de análise dos resultados 

 

 A forma de distribuição dos tratamentos foi em esquema fatorial 2x2. Os resultados do 

experimento foram submetidos à análise de variância, de acordo com os procedimentos 

estabelecidos no General Linear Model do SAS® (SAS INSTITUTE, 2002) para a 

verificação de diferenças estatisticamente significativas entre as médias das variáveis 

estudadas nos diferentes tratamentos. Quando houve efeito de interação entre os fatores, 

aplicou-se o Teste de Tukey 5% de probabilidade. Quando os dados não se apresentaram 

paramétricos, foram submetidos a transformação e aplicou-se o teste de Kruskal Walis 5% de 

probabilidade. Quando os dados não paramétricos não atenderam os requisitos para aplicação 

do teste de Kruskal Walis, procedeu-se ao contraste ortogonal (P<0,05). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Desempenho zootécnico 

 

 Conforme é possível observar na Tabela 11, para o estudo feito para a fase inicial de 

criação, é notável que não houve efeito de interação entre os fatores estudados (AFB1 e 

HSCAS) para nenhuma variável de desempenho zootécnico avaliada. Sendo assim, nota-se 

que a AFB1 não foi capaz de promover um prejuízo global à saúde das aves, porém o 

adsorvente não foi capaz de melhorar o desempenho dos frangos em nenhum quesito 

abordado, uma vez que não foi possível detectar efeito isolado de HSCAS sobre parâmetro 

algum. A micotoxina, isoladamente, exerceu efeito negativo sobre o Peso Médio e o Ganho de 

Peso dos animais, o que acaba se tornando importante economicamente a longo prazo, uma 

vez que o consumo de ração não diminuiu, mas o crescimento das aves foi menor. 

 Analisando-se os dados referentes ao período total de criação, bem como ocorreu na 

fase inicial, os fatores não sofreram interação para qualquer uma das variáveis avaliadas. 

Porém, a concentração usada de aflatoxina teve a capacidade de exercer influência negativa 

sobre a quase totalidade dos quesitos estudados, nos mostrando sua capacidade de prejudicar a 

saúde dos animais, refletindo em piora no desempenho zootécnico.  

 Houve efeito isolado de AFB1 sobre o Consumo de Ração, o Peso Médio, o Ganho de 

Peso e o Índice de Eficiência Produtiva das aves. Em todos os casos, o micotoxina foi capaz 

de reduzir os índices, refletindo em prejuízo financeiro aos 42 dias. 

 A presença de adsorvente comercial na dieta aumentou o Consumo de Ração de aves, 

bem como elevou a Conversão Alimentar, o que é indesejável, uma vez que esta variável 

reflete a relação entre a quantidade de ração ingerida pelos animais e seu ganho de peso, nos 

mostrando que os frangos necessitaram se alimentar mais para produzir a mesma quantidade 

de carne.  

 É importante salientar que os dados mais representativos da criação industrial 

brasileira são os que abrangem a análise do período total de criação, que em nosso país situa-

se em torno de 42 dias. 

 Como é possível observar, o peso corporal médio e o ganho de peso médio foram 

afetados negativamente pela ingestão de alimento contaminado pelas aves, uma vez que 

grande parte da energia e dos nutrientes absorvidos é recrutada para reparar os danos causados 

pelas aflatoxinas. Além disso, a diminuição no consumo de ração culmina com um menor 
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aporte nutricional, o que colabora para queda no crescimento dos animais e aumento na taxa 

de refugos. As concentrações de HSCAS e AFB1 utilizadas neste experimento não foram 

suficientes para exercer influência sobre a viabilidade criatória, mas bastaram para que, ao 

exame necroscópico, fossem observados fígados lipêmicos e edemaciados, além de 

dificuldade no processo de coagulação do sangue por parte das aves, visto por meio de 

punções venosas que não estancavam e leves hemorragias, além de influência negativa 

observada por meio do estudo histopatológico hepático. Quanto ao IEP, também se observa 

piora nos resultados de aves ingerindo aflatoxinas. 

 A literatura fornece inúmeros resultados para comparação de variáveis de desempenho 

zootécnico. Aravind et al. (2003), administrando 0,168 mg de AF/kg de ração a frangos de 

corte, aos 35 dias de idade as aves apresentaram redução do ganho de peso, do peso médio e 

piora na conversão alimentar. Da mesma maneira, Denli et al. (2009), avaliando os mesmos 

parâmetros em aves de 42 dias alimentadas com dietas contaminadas com 1 mg AFB1/kg de 

ração, apontam as mesmas alterações. Bintvihok & Kositcharoenkul (2005), usando 50 e    

100 µg AFB1/kg de ração, apresentam dados de redução de ganho de peso e consumo de 

ração de aves aos 28 e aos 42 dias de idade. Porém há uma melhora da conversão alimentar, 

tanto para os dados de 4 e 6 semanas. Aves com 4 semanas e na fase de terminação (35-42 

dias) alimentadas com dieta contaminada com 100 µg de AF/kg de ração tiveram piora no 

ganho de peso, no consumo de ração e na conversão alimentar. Os aluminosilicatos 

comerciais utilizados nas concentrações de 0,5 e 0,2% na ração exibiram resultados tão ruins 

quanto os do grupo alimentado com aflatoxinas, não validando seus usos como adsorventes de 

micotoxinas, nas respectivas doses (PASHA et al, 2007). Efeitos de altas concentrações de 

AFB1 são classicamente conhecidas na literatura. Rosa et al. (2001) mostram que 5 mg 

AFB1/kg de ração administradas a aves no intervalo de 22 a 52 dias de idade foram capazes de 

promover queda acentuada no peso médio e aumento na conversão alimentar dos animais. 

Kubena et al. (1990a, 1990b) também estudaram os efeitos negativos de altas concentrações 

de AFB1 (5 e 3,5 mg AF/kg de ração, respectivamente) e a possível melhora de desempenho 

por meio de auxílio de 0,5% de HSCAS na dieta. O ganho de peso nos intervalos de 1 a 7 

dias, 8 a 14 dias, 15 a 21 dias e 1 a 21 dias sofreu diminuição nos valores e foi melhorado 

com uso do adsorvente comercial. A conversão alimentar não sofreu influências. Neeff et al. 

(2013), estudando os efeitos das de 2,5 mg AFB1/kg de ração e 0,5% de adsorvente HSCAS, 

também encontraram redução do peso corporal e do ganho de peso de aves aos 21 dias de 
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idade. Igualmente, a conversão alimentar não foi afetada pela AFB1, e o adsorvente comercial 

não foi efetivo.  

 A redução na taxa de crescimento, em aves, é o efeito da aflatoxicose mais significante 

economicamente (DENLI et al., 2009). Os efeitos adversos da AFB1 no desempenho têm sido 

relatados com uma diminuição da utilização de energia e de proteína (DALVI; 

ADEMOYERO, 1984; VERMA et al, 2002), provavelmente como conseqüência da 

deterioração da eficiência digestiva e metabólica das aves (DENLI et al., 2009).  
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5.2. Biometria de órgãos e estudo histopatológico 

 

 Os dados resultantes da biometria de órgãos das amostras coletadas aos 21 e aos 42 

dias de idade estão apresentados na Tabela 12.  

 

Tabela 12. Efeito do HSCAS sobre o peso relativo de fígado e rins de frangos de corte aos 

21 e aos 42 dias de idade alimentados com dieta contaminada com AFB1. 

  
Peso Relativo (g/100g)

1
 

Dieta Experimental 21 dias 42 dias 

AFB1 (µg/kg) HSCAS (%) Rins Fígado Rins Fígado 

0 0 0,086 0,361 0,009 0,484 

0 0,5 0,077 0,324 0,008 0,490 

500 0,5 0,091 0,373 0,013 0,681 

500 0 0,096 0,429 0,014 0,935 

EPM 0,004 0,015 0,001 0,050 

CV (%) 25,74 19,74 37,62 38,29 

Fonte de Variação (Valor de P) 

    AFB1 

 

0,2185 0,0460 0,0029 0,0002 

HSCAS 

 

0,4589 0,1064 0,2266 0,0935 

AFB1 X HSCAS 

 

0,8539 0,7352 0,7695 0,0805 

Efeitos Principais 

    AFB1 0 0,065 0,343b 0,009b 0,488b 

 

500 0,041 0,401a 0,013a 0,820a 

HSCAS 0 0,091 0,395 0,011 0,709 

  0,5 0,084 0,349 0,010 0,576 
a,b

Valores com subscritos diferentes são estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey (efeito de interação) 

ou pela fonte de efeito principal (P<0,05). 
1
Valores referentes à média de 6 repetições de 1 aves cada (6 aves). AFB1 = aflatoxina B1, HSCAS = 

aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado. 

 

 Conforme é possível notar, não houve efeito de interação entre os fatores estudados 

para nenhuma variável, em nenhuma data de colheita de material. Houve apenas o efeito 

isolado de AFB1 para o tamanho de fígado aos 21 dias e para rins e fígado aos 42 dias de 

idade dos animais. 

 A presença de micotoxina nas dietas experimentais foi capaz de causar efeito deletério 

sobre o tamanho dos órgãos, condizente com a toxicidade hepática e renal causada pela AFB1. 

A hepatotoxocidade das aflatoxinas é devido à metabolização destas substâncias ser feita 

neste órgão, com o objetivo de torná-las menos tóxicas e mais excretáveis, tanto pela urina, 

quanto pela bile ou até mesmo pelo leite. Um esquema das vias de metabolização da 

aflatoxina B1 é apresentado abaixo (Figura 4). 
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Figura 4. Vias de Biotransformação da AFB1 (Adaptada de WHO, 1979). 

 Corroborando os resultados apresentados neste trabalho, Pasha et al. (2007) também 

relatam aumento do peso relativo do fígado em aves se alimentando com dieta contaminada 

com 100 µg de AF/kg de ração. Os aluminosilicatos testados pelos autores nas concentrações 

de 0,5 e 0,2% foram eficientes na redução do tamanho dos fígados das aves intoxicadas. A 

absorção das aflatoxinas ocorre principalmente no trato intestinal, pela passagem do meio 

exterior para o interior do organismo através das membranas celulares, alcançando a corrente 

sanguínea. Devido ao seu baixo peso molecular, estas moléculas são rapidamente absorvidas 

através das membranas. A composição lipídica das membranas facilita este transporte devido 

à lipossolubilidade da molécula de aflatoxina (MASOERO et al., 2007). A biotransformação 

das aflatoxinas ocorre em sua maior parte no fígado, pela ação das enzimas microssomais do 

citocromo P450, localizadas no retículo endoplasmático liso e no citoplasma (OLIVEIRA; 

GERMANO, 1997). Desta maneira, é possível entender porque o tecido hepático é lesado em 

exposições crônicas ou agudas à aflatoxinas. Em frangos, é muito comum observar-se 

esteatose hepática (acúmulo de gordura no fígado) visível a olho nu, que deixa o órgão 

amarelado, com bordos arredondados e com textura “emborrachada”. 



60 
 

 Quezada et al. (2000) também relataram haver aumento no peso de fígados e de rins de 

aves submetidas a dieta contaminada com 2 µg/g de ração aos 21 e aos 28 dias de idade. Rosa 

et al. (2001), trabalhando com alta concentração de AFB1 na ração (5 mg AFB1/kg de ração) 

também mostra haver severo aumento nos pesos de fígado e rins das aves intoxicadas. Dados 

semelhantes foram apresentados por Kubena et al. (1990a, 1990b, 1993b), em que aves 

alimentadas com 5, 3,5 e 5 mg de AF/ kg de ração exibiram maiores pesos de fígado e rins em 

aves de 28, 21 e 21 dias de idade, respectivamente. Aves de 42 e 21 dias de idade também 

exibiram aumento nos pesos relativos de fígado e rins quando alimentadas com dietas 

contaminadas com 0,1 mg de AF e 2,5 mg AFB1/kg de ração, respectivamente (SHI et al., 

2006; NEEFF et al, 2013).  

 Quanto ao estudo histopatológico, para os rins, tanto aos 21 quanto aos 42 dias de 

idade praticamente não apresentaram lesão, apenas raros grupamentos inflamatórios. Já as 

amostras de fígado apresentaram lesões 2 e 3 cruzes, correspondentes a esteatose e 

degeneração baloniforme dos hepatócitos (Tabela 13). 

 Kubena et al. (1990a, 1990b) relatam haver proteção de 0,5% de HSCAS contra os 

efeitos histopatológicos deletérios em fígado para aves de 28 dias alimentadas com 5 mg de 

AF/kg de ração. Já Kubena et al. (1990a) e Neeff et al. (2013) mostraram não haver efeito 

protetivo do HSCAS contra lesões histopatológicas em aves alimentadas com 3,5 mg AF e 2,5 

mg AFB1/kg de ração aos 21 dias de idade.  Rosa et al. (2001) também mostram haver lesão 

hepática ao exame histopatológico de fígados de aves ingerindo 5 mg AFB1/kg de ração. 

Esteatose hepática moderada foi encontrada.  
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5. 3. Bioquímica sérica 

 

 O exame de bioquímica sérica foi feito com amostras de soro de 12 aves por 

tratamento, aos 21 e aos 42 dias de idade dos frangos. Foram analisadas as enzimas aspartato 

aminotransferase, alanina aminotransferase, gama-glutamiltransferase, lactato-desidrogenase, 

além da concentração de proteína total, albumina, ácido úrico e uréia. Os dados podem ser 

observados nas Tabelas 14 e 15. 
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Analisando-se os resultados obtidos nas amostras coletadas aos 21 dias de idade das 

aves, as enzimas hepáticas sofreram efeito de interação apenas para a enzima alanina 

aminotransferase. Para esta variável, a dieta contendo 0,5% de HSCAS apresentou os maiores 

valores. A menor atividade enzimática foi detectada nos animais que consumiram a dieta que 

associou HSCAS e AFB1, e os demais tratamentos apresentaram valores intermediários, 

permitindo afirmar que o adsorvente comercial foi capaz de igualar os valores aos do grupo 

controle negativo. Os resultados encontrados no presente estudo não corroboram os trabalhos 

de Aravind et al. (2003) e Tedesco et al. (2004), nos quais se observou diminuição precoce da 

atividade da ALT em frangos de corte submetidos a dieta naturalmente contaminada com 

micotoxinas (168 µg de AFB1/kg de ração) e em frangos de corte submetidos a 800 µg de 

AFB1/kg de ração durante 35 dias de tratamento, respectivamente. 

 O HSCAS exerceu efeito isolado apenas sobre a atividade da enzima gama-

glutamiltransferase, em que a presença do adsorvente diminuiu a concentração média da 

enzima. Quanto às demais variáveis analisadas, a aflatoxina B1 exerceu efeito isolado sobre a 

atividade enzimática de AST e sobre as proteínas plasmáticas. A concentração de aspartato 

aminotransferase foi aumentada pela presença de AFB1, e a micotoxina foi capaz de diminuir 

a concentração de todas as proteínas avaliadas. Estes resultados mostram claramente o efeito 

deletério causado pela AFB1 sobre a concentração de proteína total, albumina e globulinas. 

Todos os três parâmetros foram diminuídos nas amostras oriundas das dietas contendo toxina, 

podendo ser calculadas quedas de 48,09% na concentração sérica de proteína total, de 51,06% 

na concentração de albumina e de 40,82% na concentração de globulinas. 

 Quanto às análises feitas com as amostras de aves de 42 dias de idade, não houve 

efeito de interação entre os fatores (HSCAS e AFB1) para nenhuma variável estudada, o que 

indica uma não ação do adsorvente escolhido sobre os parâmetros de saúde das aves. O 

HSCAS exerceu efeito isolado apenas sobre a concentração sérica de uréia, promovendo 

aumento nas amostras oriundas de aves submetidas a dietas em que esteve presente. Em 

contraponto, a aflatoxina B1 exerceu efeito deletério sobre quase todos os demais quesitos 

analisados. A enzima GGT teve sua ação elevada nas aves submetidas a dietas contaminadas 

em pouco mais de 50%. A lactato desidrogenase, a proteína total, a albumina, as globulinas e 

o ácido úrico tiveram concentração diminuída em função da presença de AFB1. Estas 

diminuições, principalmente as relacionadas às proteínas plasmáticas, são sintomas clássicos 

de aflatoxicose crônica em aves de produção. As quedas de 32,7% na concentração de 

proteína total, 25,2% na de albumina e 20,5% na de globulinas, embora menores do que os 
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resultados apresentados pelas aves de 21 dias de idade, ainda são efeitos negativos muito 

importantes para a saúde avícola, que pode ser uma das causas de menor crescimento das 

aves, conseqüente à menor deposição de proteína muscular por ação inibitória da AFB1 sobre 

a ação da enzima RNA-polimerase, tendo como consequência final uma queda na produção 

de proteínas nas células. 

 O potencial de diminuição das taxas de proteína total, albumina e globulinas está de 

acordo com o encontrado por Franciscato (2006) para frangos de 42 dias de idade. 

Comparando-se os resultados de ambas datas de colheita de material é possível inferir que os 

animais mais jovens são mais efetivamente afetados, uma vez que os resultados encontrados 

indicam pior estado de saúde nos animais de 21 dias, havendo uma melhora aos 42 dias de 

idade. Quezada et al. (2000) e Rosa et al. (2001) trabalhando com altas concentrações de 

AFB1 (2 mg e 5 mg/kg de ração, respectivamente) também observaram redução de proteínas e 

albumina plasmáticas em animais de 21 dias de idade. Porém, Del Bianchi et al. (2005), 

mesmo alimentando as aves com altas doses de AFB1 (2450 µg/kg de ração), não encontraram 

diferença estatística entre o grupo controle negativo e as aves contaminadas com 42 dias de 

idade. Este dado contraria a tendência de dados apresentados na literatura internacional. Oğuz 

et al. (2002) usando baixas doses de aflatoxinas na ração das aves (50 e 100 µg/ kg), não 

observaram nenhuma alteração nas concentrações de proteínas e albumina, permitindo inferir 

que baixas doses de toxina não causem estes efeitos deletérios aos animais. O efeito positivo 

do uso de HSCAS na dieta de frangos de corte pode ser observado nos estudos de Kubena et 

al. (1990a,b), em que houve melhora estatística nas concentrações de PT e ALB em amostras 

de soro de aves de 21 dias de idade. Porém, testando outro tipo de adsorvente, o carvão 

ativado, não obtiveram resultados positivos sobre as proteínas plasmáticas. Kubena et al. 

(1993) também observaram ação efetiva do HSCAS sobre PT e ALB em soros de aves de 21 

dias ingerindo 3,5 mg AF/kg de ração. 

 Quanto à enzima gama-glutamiltransferase, a concentração presente da toxina na dieta 

aos 42 dias foi suficiente para promover aumento dos níveis séricos de GGT. Aravind et al. 

(2003) também relataram aumento na concentração de GGT no soro de frangos de corte aos 

21 e aos 42 dias de idade submetidos a dieta naturalmente contaminada com aflatoxina (169 

µg/kg de ração). Resultados semelhantes foram encontrados por Borsa et al. (1998) em 

frangos de corte com 42 dias de idade alimentados com dieta com 5000 µg/kg de ração de 

aflatoxinas (69,9% de AFB1).  
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Para as concentrações das enzimas aspartato aminotransferase e lactato-desidrogenase 

aconteceu um fenômeno muito interessante. Na análise dos dados obtidos a partir da primeira 

coleta, a concentração de enzima no soro aumentou nos animais ingerindo micotoxina; porém, 

na segunda coleta, os níveis no soro diminuíram. Isto corrobora o efeito de agudez ou 

cronicidade da intoxicação: algumas enzimas, em fases agudas de intoxicação, podem ter sua 

liberação aumentada para o plasma, e mais tardar, em casos de intoxicação crônica, têm sua 

concentração diminuída. Também é válido lembrar que a concentração da toxina utilizada 

pode alterar estes resultados. Uma diminuição significativa da concentração sérica da AST foi 

constatada por Franciscato (2006) em frangos de corte submetidos a dieta contendo 3000 µg 

de AFB1/kg de ração, quando em comparação a aves não contaminadas. Um aumento 

significativo da ação da AST em frangos de 41 dias de idade foi constatada por Tessari et al. 

(2006) em intoxicação experimental por 50 e 200 µg de AFB1/kg de ração. Aos 21 dias de 

idade, 5000 µg de aflatoxina (60,69% de AFB1) por quilograma de ração foi capaz de reduzir 

a média de ação da enzima LDH em frangos de corte com aflatoxicose aguda experimental 

(BORSA et al., 1998). Também nestes casos o adsorvente experimental não foi capaz de deter 

os efeitos deletérios hepáticos causados pela AFB1, refletindo em alteração para mais 

(primeira coleta) e para menos (segunda coleta). 

 As concentrações séricas de Ácido Úrico também diminuíram nos soros dos animais 

ingerindo aflatoxina, sendo que aos 42 dias o adsorvente experimental foi mais eficiente em 

tentar diminuir os efeitos deletérios da toxina. Batina (2004) verificou que a montmorilonita 

sódica foi mais eficaz que o HSCAS em reduzir os efeitos negativos da aflatoxina para este 

metabólito. A concentração de Uréia não sofreu efeito de interação entre os fatores estudados; 

porém, observou-se um efeito isolado do adsorvente comercial. Sua presença foi capaz de 

elevar os níveis de uréia sérica, o que corrobora os dados apresentados por Batina (2004) e 

não corroborando os dados apresentados por Del Bianchi et al. (2005). Neste trabalho, os 

autores não observaram diferença estatística significativa entre os resultados de Ácido Úrico e 

Uréia apresentados por aves do grupo controle negativo e grupos ingerindo 50, 350 e 2450 µg 

AFB1/kg de ração. Estes resultados podem ser explicados pelo pequeno tempo de exposição 

das aves (21 dias), além de a exposição ter sido iniciada com aves mais velhas (aves de 21 

dias de idade), o que poderia justificar uma não-alteração destes parâmetros de saúde dos 

animais. Resultados semelhantes foram apontados por Aravind et al. (2003) para frangos de 

corte com 21 e 35 dias alimentados com dieta naturalmente contaminada com micotoxinas 

(168 µg de aflatoxina/kg de ração). A concentração normal de uréia de aves não-carnívoras é 
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de 0 a 5 mg/dL (CAMPBELL, 2004). Os valores encontrados neste trabalho para Uréia e 

Ácido Úrico estão de acordo com Noriega (2000).  

 

5.4. Hemograma completo 

 

 O exame de hemograma completo foi feito com amostras de soro de 12 aves por 

tratamento, aos 21 e aos 42 dias de idade dos frangos. Foram analisadas as variáveis clássicas 

que compõem um exame hematológico convencional, como contagem de eritrócitos, dosagem 

de hemoglobina, determinação do microhemtócrito, VCM (Volume Corpuscular Médio), 

HCM (Hemoglobina Corpuscular Média), CHCM (Concentração de Hemoglobina 

Corpuscular Média) e contagens total e diferencial de leucócitos. Os resultados são 

apresentados nas Tabelas 16 e 17. 

 Conforme é possível observar na Tabela 16, não houve efeito de interação entre os 

fatores estudados para nenhuma variável hematológica avaliada. O efeito isolado mais 

pronunciado que é possível observar se relaciona à AFB1, que exerceu influência sobre o 

VCM, a HCM, a contagem total de leucócitos, e as contagens diferenciais de linfócitos, 

basófilos e eosinófilos. O VCM e a HCM sofreram influência negativa da aflatoxina B1, em 

que sua presença reduziu os valores encontrados. A AFB1 também foi capaz de reduzir as 

contagens de leucócitos, linfócitos e basófilos, causando clinicamente quadros conhecidos por 

leucopenia, linfopenia e basopenia. Aumento na contagem diferencial de eosinófilos foi 

provocada pela presença de micotoxina, cenário conhecido por eosinofilia.  

 O adsorvente comercial foi capaz de exercer efeito isolado apenas sobre a contagem de 

eritrócitos, fazendo com que a concentração de hemácias se elevasse. 

 Quanto aos resultados obtidos das amostras de aves com 42 dias de idade (Tabela 17), 

houve interação entre a AFB1 e o HSCAS para as variáveis: contagem total de leucócitos e 

contagens diferenciais de monócitos, basófilos e eosinófilos. A concentração total de 

leucócitos foi reduzida nas aves alimentadas com dieta contendo AFB1, sendo que o 

adsorvente comercial teve o potencial de recuperar parcialmente os valores desta variável. O 

quadro de monocitose foi observado nas aves que se alimentaram de ração contendo 

aflatoxina, e o HSCAS foi capaz de reestabelecer a normocitose nos animais ingerindo AFB1 

e HSCAS na dieta. Basopenia e Eosinopenia foram determinadas no soro de aves alimentadas 

com a dieta contaminada; porém, a contagem de basófilos foi normalizada e a contagem de 

eosinófilos parcialmente recuperada em aves suplementadas com adsorvente de micotoxina. 
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 Apenas a variável hemoglobina sofreu influência de efeitos isolados de ambos os 

fatores estudados. A presença de AFB1 elevou a concentração de hemoglobina e o adsorvente 

foi capaz de reduzir a concentração da mesma. 

 A alteração significativa no tamanho das hemácias influencia o valor do Volume 

Corpuscular Médio (VCM). Dentre as alterações no tamanho de hemácias de aves estão a 

microcitose, a macrocitose e anisocitose. As variações de cor das hemácias incluem 

policromasia e hipocromasia. O citoplasma das hemácias policromatofílicas é fracamente 

basofílico e o núcleo é menos condensado que o das hemácias maduras. Hemácias 

hipocromáticas têm cor anormalmente pálida em comparação com as hemácias maduras; 

apresentam uma área citoplasmática pálida que corresponde a mais da metade do volume 

citoplasmático. Também podem conter vacúolos citoplasmáticos e núcleos picnóticos 

arredondados. Hipocromasia significativa proporciona menores valores de Concentração de 

Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) e da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) 

(CAMPBELL, 2006). 

 A interpretação de leucogramas aviários deve ser baseado nos valores absolutos de 

leucócitos por microlitro de sangue. Isto resulta em menores interpretações errôneas 

comparado às interpretações feitas baseadas apenas no percentual (LATIMER; RAKICH, 

1989). A leucopenia relaciona-se ao consumo de leucócitos periféricos ou à diminuição de sua 

produção. Leucopenia e linfopenia podem representar uma resposta precoce ao leucograma 

induzido por corticosteróides em algumas espécies de espécies de aves (como o estresse de 

manipulação ou a administração exógena de corticoesteróides) (LATIMER; BIENZLE, 

2010). Leucopenia e linfopenia também sugerem alguma infecção viral; entretanto esta causa 

é pouco relatada em aves (CAMPBELL, 2006). O mecanismo pelo qual este evento acontece 

possui uma origem complexa, envolvendo um ou mais mecanismos, os quais incluem 

liberação de corticosterona endógena com redistribuição temporária de linfócitos, recirculação 

dos linfócitos em tecidos linfóides para permitir contato com o antígeno, e destruição direta 

do tecido linfóide, especialmente em casos de infecções virais (LATIMER; RAKICH, 1989). 

Em aves que possuem predominância de linfócitos, a leucopenia frequentemente é sinônimo 

de linfopenia (LATIMER; BIENZLE, 2010).  

 A monocitose em geral associa-se a doenças infecciosas causadas por 

microorganismos que promovem inflamação granulomatosa, como Mycobacterium, 

Chlamydia e fungos, como o Aspergillus. Ganuloma crônico e necrose tecidual extensa 

também podem provocar monocitose (CAMPBELL, 2006). Porém, a mocitose pode 



70 
 

acontecer tanto em doenças aguda quanto crônicas (LATIMER; BIENZLE, 2010). Alguns 

tipos de deficiência nutricional, como a de zinco, tmbém podem causar monocitose (WIGHT 

et al., 1980).  

 A função dos basófilos de aves não é conhecida. Presume-se que seja semelhante à de 

basófilos e mastócitos de mamíferos, pois seus grânulos citoplasmáticos contém histamina 

(HODGES, 1974; RAWLEY; RATCLIFFE, 1988), além de participarem de reações 

inflamatórias e de hipersensibilidade tipo IV (CARLSON; ALLEN, 1969; FOX; SOLOMON, 

1981). Quanto ao pouco conhecimento da função dos eosinófilos em aves, a eosinofilia 

periférica nessa espécie pode ser interpretada livremente como sendo uma resposta aos 

parasitas internos ou externos ou à exposição aos antígenos estranhos (resposta de 

hipersensibilidade) (CAMPBELL, 2006; LATIMER; BIENZLE, 2010). De acordo com 

Noriega (2000), os eosinófilos não são propriamente fagócitos e atuam na membrana 

plasmática da célula infectada e por degranulação, libertam seus grânulos que contêm 

histaminase que inibe a histamina encontrada nos basófilos e mastócitos, moderando assim as 

reações de anafilaxia, na presença das IgG e IgE. 

 A literatura propõe valores referenciais para os parâmetros hematológicos de aves 

comercias. Um exemplo é o estudo feito por Cardoso e Tessari (2003), que apresenta os 

seguintes valores como referência aos 24 dias (VCM 134,98 fL; HCM 35,41 pg; CHCM 

26,27%; Hematócrito 32,0%; Leucócitos 17,32/mm
3
; Linfócitos 11046/mm

3
; Heterófilos 

5522/mm
3
; Monócitos 674/mm

3
; Eosinófilos 44/mm

3
; Basófilos 34/mm

3
) e aos 45 dias de 

idade (VCM 144,82 fL; HCM 24,48 pg; CHCM 35,88%; Hematócrito 34,4%; Leucócitos 

28,72/mm
3
; Linfócitos 16290/mm

3
; Heterófilos 10938/mm

3
; Monócitos 1370/mm

3
; 

Eosinófilos 64/mm
3
; Basófilos 58/mm

3
). Comparando-se estes valores de literatura com os 

encontrados no presente trabalho, é possível observar que há valores muito discrepantes na 

quase totalidade das variáveis analisadas, o que sugere que deva haver um amplo leque de 

valores em normalidade, a depender da linhagem trabalhada e das condições de criação dos 

animais e colheita de material de análise. 

 Quando se compara os valores de VCM obtidos no presente trabalho com os 

apresentados por Tessari et al. (2006), observa-se que os resultados são discrepantes, pois os 

autores apresentam dados de aumento no VCM quando as aves foram alimentadas com 200 

µg de AFB1/kg de ração. Este fenômeno se repete para a análise da HCM e da CHCM, o que 

não acontece no presente estudo. Porém, os resultados apresentados por Kubena et al. (1990b) 

são corroborados pelos aqui apresentados, uma vez que o VCM e a HCM também diminuiram 
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no sangue de aves contaminadas por AFB1. Os frangos submetidos a dieta contaminada com 

AFB1 apresentaram leucopenia, corroborando Tessari et al. (2006); porém mostraram 

monocitose, não corroborando os dados para dos mesmos autores para aves consumindo 50 

ou 200 µg de AFB1/kg de ração. 
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5.5. Análise de minerais séricos  

 

 Os minerais séricos, como o cálcio e o fósforo, também podem sofrer influência da 

intoxicação por aflatoxinas. Os resultados para as amostras de 3 e 6 semanas são apresentados 

nas Tabelas 18 e 19, respectivamente. 

 

Tabela 18. Efeito do aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado (HSCAS) sobre 

os parâmetros bioquímicos séricos1 de frangos de corte com 21 dias de idade 

submetidos a dieta contaminada com aflatoxina B1. 

Dieta Experimental Ca P 

AFB1 (µg/kg) HSCAS (%) (mg/dL) (mg/dL) 

0 0 11,76 9,37 

0 0,5 12,49 8,09 

500 0,5 7,90 6,85 

500 0 8,50 7,02 

EPM 0,58 0,35 

CV (%) 39,2 30,1 

Fonte de Variação (Valor de P) 

  AFB1 

 

0,0005 0,0086 

HSCAS 

 

0,956 0,956 

AFB1 X HSCAS
2
 

 

0,5261 0,5261 

Efeitos Principais 

  AFB1 0 12,12a 8,73a 

 

500 8,19b 6,92b 

HSCAS 0 8,19 6,92 

  0,5 10,19 7,47 
a,b

Valores com subscritos diferentes são estatisticamente diferentes pela fonte de efeito principal 

(P<0,05). 
1
Valores referentes à média de 6 repetições de 2 aves cada (12 aves). Ca = cálcio, P = fósforo. 

 

 Como é possível observar, aos 21 dias de idades os resultados para Cálcio, bem como 

para Fósforo, não sofreram influência do efeito de interação entre a AFB1 e o HSCAS. 

Apenas a aflatoxina se mostrou atuante como fator isolado, diminuindo tanto as concentrações 

de cálcio quanto de fósforo no soro. Neste caso, a diminuição destas variáveis nos tratamentos 

em que a AFB1 se fez presente veio acompanhada de hipoproteinemia e hipoalbuminemia, 

podendo justificar a hipocalcemia, chamada de pseudo-hipocalcemia, uma vez que apenas a 

fração ligada à albumina estava diminuída, e não a fração livre, que é responsável pela 

sintomatologia clínica. 
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Tabela 19. Efeito do aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado (HSCAS) sobre 

os parâmetros bioquímicos séricos
1
 de frangos de corte com 42 dias de idade 

submetidos a dieta contaminada com aflatoxina B1. 

Dieta Experimental Ca P 

AFB1 (µg/kg) HSCAS (%) (mg/dL) (mg/dL) 

0 0 8,11 5,67 

0 0,5 7,96 5,30 

500 0,5 9,03 6,32 

500 0 11,37 7,20 

EPM 0,38 0,18 

CV (%) 27,7 19,7 

Fonte de Variação (Valor de P) 

  AFB1 

 
0,0022 0,0001 

HSCAS 

 
0,068 0,045 

AFB1 X HSCAS
2
 

 
0,104 0,397 

Efeitos Principais 

  AFB1 0 8,03b 5,47b 

 
500 10,20a 6,76a 

HSCAS 0 9,81 6,47a 

  0,5 8,47 5,79b 
a,b

Valores com subscritos diferentes são estatisticamente diferentes pela fonte de efeito principal 

(P<0,05). 
1
Valores referentes à média de 6 repetições de 2 aves cada (12 aves). Ca= cálcio sérico, P = fósforo 

sérico. 

 

 Os resultados das amostras refrentes aos animais de 42 dias de idade também nos 

mostra uma ausência de interação entre os fatores estudados. Contrário ao que aconteceu com 

as amostras de aves com  3 semanas, tanto o cálcio quanto o fósforo estavam aumentados na 

presença de AFB1. Curiosamente, a AFB1 também foi capaz de promover hiproteinemia e 

hipoalbuminemia, mas estas não exerceram efeito sobre os minerais. A presença de 

adsorvente diminuiu o fósforo do soro dos animais aos quais foi administrado. 

 Glahn et al. (1991) explicam que os efeitos das aflatoxinas sobre os minerais podem 

estar relacionados com alterações no metabolismo da vitamina D e do paratormônio, pois 

estas micotoxinas podem diminuir a síntese de PTH endógeno ou alterar a sensibilidade renal 

a este hormônio, podendo ainda, reduzir a síntese de 1,25-DH Vitamina D, causando assim, 

diminuição da excreção de fósforo e aumento na excreção de cálcio. 

 As concentrações de cálcio e fósforo apresentaram diminuição em amostras de frangos 

de 21 dias após a administração de 3,5 mg de AF/kg de ração, e mesmo com auxílio de 

HSCAS os valores não retornaram ao normal (KUBENA et al., 1990b, 1993). Jindal et al. 

(1994) também apresentam dados de redução do cálcio e do fósforo séricos de aves com 14, 
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28 e 42 dias sob dieta contaminada com 500 µg de AFB1/kg de ração, corroborando os dados 

do presente estudo. 

 Os níveis reduzidos de cálcio e fósforo podem dever-se ao fato de que as aflatoxinas 

atrapalham a absorção de cálcio independentemente da relação cálcio:fósforo, enquanto 

possuem ação específica sobre o fósforo (HUFF et al., 1977). 

 

5.6. Análise de biomarcadores de aflatoxinas 

 

5.6.1. Resíduos hepáticos de aflatoxinas 

 

 Para a demonstração dos resultados obtidos das amostras analisadas, foram 

confeccionadas três tabelas diferentes para que se tenha uma visão mais ampla dos dados de 

análise: uma tabela de incidência de amostras positivas e duas outras tabelas estatísticas de 

comparação entre os resultados das amostras das dietas que possuíam aflatoxinas. 

 Na primeira tabela (Tabela 20), é possível observar que a incidência de amostras com 

concentrações detectáveis é alta para a AFB1, a AFB2 e a AFG1. Isto se deve, provavelmente, 

ao fato de que estas sejam as aflatoxinas mais facilmente quantificadas pelos aparelhos, 

devido ao bom sinal cromatográfico produzido por sua leitura e detecção. O AFL, a AFG2 e a 

AFM1 são mais difíceis de serem detectadas e quantificadas, por suas menores concentrações 

e/ou piores qualidades de picos cromatográficos. As maiores concentrações de aflatoxinas 

encontradas referem-se à AFB1, seguida pela AFG1 e AFB2. Também foram feitos testes para 

detecção e quantificação de aflatoxina P1 (AFP1), aflatoxina Q1 (AFQ1) e Aflatoxina B2α 

(AFB2α); porém não foram detectadas e quantificadas nenhuma delas, o que faz sentido, ma 

vez que AFP1 e AFQ2 não são considerados metabólitos originados de AFB1 em aves. 

 Quando se analisa a Tabela 21, se observa que não houve diferença estatística entre os 

tratamentos para resíduos de AFB1 e AFB2. Nas amostras oriundas de aves de 21 dias nota-se 

menores concentrações de resíduos nas amostras da dieta contaminada com AFB1. Às seis 

semanas, não se encontra diferença entre as dietas para resíduos de AFB1 e AFG2. Tanto para 

AFB2 quanto para AFG1, as concentrações foram menores na dieta com aflatoxinas sem 

adição de adsorvente. 

 Quanto aos resíduos hepáticos de AFM1, AFG2 e AFL nas amostras de 21 dias  

(Tabela 22), observa-se que houve efeito de interação entre os fatores para AFM1. As 

amostras oriundas das aves submetidas a dieta contaminada com AFB1 exibiram o maior valor 
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Tabela 21. Efeito do HSCAS sobre os resíduos hepáticos
1
 de aflatoxinas em amostras de 

frangos de corte aos 21 e aos 42 dias de idade submetidos a dieta contaminada com AFB1. 

Dieta Experimental 

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 

(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g) 

AFB1
2

 (µ/kg) HSCAS
3
 (%) 

        

21 dias 

500 0,5 0,0902 0,01764 0,0135a - 

500 0 0,0952 0,01885 0,0100b - 

 

CV (%) 85,04 20,58 145,63 - 

 

EPM 0,016 0,0008 0,003 - 

  P valor 0,0674 0,3094 0,0225 - 

AFB1 (µ/kg) HSCAS (%) 42 dias 

500 0,5 0,0857 0,0292a 0,0652a 0,0471 

500 0 0,0696 0,0261b 0,0466b 0,0336 

 

CV (%) 38,44 12,58 27,13 70,76 

 

EPM 0,006 0,0007 0,003 0,014 

  P valor 0,2233 0,0200 0,0011 0,7274 
a,b

Valores com subscritos diferentes são estatisticamente diferentes (P<0,05). 
1
Valores referentes à média de 6 repetições de 2 aves cada (12 aves). AFB1 = aflatoxina B1. 

3
HSCAS = 

aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado. AFB2 = aflatoxina B2, AFG1 = aflatoxina G1, AFG2 = aflatoxina 

G2. 

 

Tabela 22. Efeito do HSCAS sobre os resíduos hepáticos
1
 de aflatoxinas em amostras de 

frangos de corte aos 21 e aos 42 dias de idade submetidos a dieta contaminada com AFB1. 

  
Resíduos Hepáticos 

  

21 dias 

 

42 dias 

Tratamento AFM1 AFG2 Aflatoxicol 

 

AFM1 Aflatoxicol 

AFB1 (µg/kg) HSCAS (%) (ng/g) (ng/g) (ng/g) 

 

(ng/g) (ng/g) 

0 0 0,0000c 0,0000 0,0000 

 

0 0 

0 0,5 0,0000c 0,0000 0,0000 

 

0 0 

500 0,5 0,029a 0,0027 0,0042 

 

0,0597 0,0189 

500 0 0,054b 0,0000 0,0013 

 

0 0 

EPM 0,0066 0,0005 0,0005 

 

0,0140 0,0030 

CV (%) 219 368 263 

 

283 185 

Fonte de Variação (Valor de P) 

      AFB1 

 

0,0002 0,1587 0,0023 

 

0,0719 0,3916 

HSCAS 

 

0,1587 0,1498 0,0646 

 

1 0,3173 

AFB1 X HSCAS
2
 

 

0,0083 0,1498 0,0646 

 

1 0,3173 

Efeitos Principais 

      AFB1 0 0b 0 0b 

 

0 0 

 

500 0,041a 0,0015 0,0027a 

 

0,0290 0,0094 

HSCAS 0 0,027a 0 0,0006 

 

0 0 

  0,5 0,014b 0,0013 0,0021 

 

0,0298 0,0094 
a,b

Valores com subscritos diferentes são estatisticamente diferentes pela interação entre os efeitos principais ou 

pelos fatores isolados (P<0,05). 
1
Valores referentes à média de 6 repetições de 2 aves cada (12 aves). AF1 = aflatoxina B1. 

3
HSCAS = 

aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado. AFM1 = aflatoxina M1, AFG2 = aflatoxina G2, AFL = aflatoxicol. 
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médio. Para a AFB2 residual, não houve diferença estatística entre as amostras avaliadas. A 

presença de AFB1 nas dietas fez com que houvesse resíduo quantificável de AFL nos fígados. 

 Quanto às amostras de 42 dias de idade, observa-se que não houveram efeito de 

interação, tampouco efeitos isolados destes fatores, indicando que não houve diferença entre 

as concentrações para amostras oriundas de quaisquer  dietas, tanto para AFM1 quanto para 

aflatoxicol. 

 Bintvihok e Kositcharoenkul (2006) relataram 0,05 e 0,13 µg AFB1/kg e 0,10 e 0,32 

µg de AFM1/kg em fígados de aves alimentadas com dietas contaminadas com 50 e 100 µg 

AFB1/kg de ração, respectivamente. Denli et al. (2009) encontraram uma média de 0,166 µg 

AFB1/kg de fígado em aves de 42 dias alimentadas com 1 mg de AFB1/kg de ração. A 

incorporação de agente adsorvente de micotoxinas (terra diatomácea com 60% de dióxido de 

silício) nas concentrações de 1, 2 e 5 g/kg de ração reduziu as concentrações de AFB1 residual 

hepática, o que auxiliou na validação de seu uso como adsorvente comercial. Neeff et al. 

(2013) relataram presença de várias aflatoxinas residuais em tecido hepático de aves de 21 

dias alimentadas com 2,5 mg AFB1/kg de ração. A concentrações (µg/ kg de fígado) foram as 

seguintes: AFM1 = 0,21 µg/kg, AFB1 = 8,32 µg/kg, AFB2 = 0,48 µg/kg, AFL = 2,34 µg/kg, 

AFG1 = 3,95 µg/kg, AFG2 = 0,03 µg/kg. A adição de 0,5% de HSCAS foi capaz de reduzir os 

resíduos de AFB1, AFB2, AFL e AFG1, não exercendo efeito sobre AFM1 e AFG2, embora as 

concentrações de AFG2 encontradas nas dietas contaminadas não tenham diferido das dietas 

não contaminadas.  

 Quando se compara os valores de resíduos obtidos nos trabalhos acima, verifica-se que 

os valores dos resíduos encontrados no presente trabalho são muito inferiores aos encontrados 

pelos autores. Outra observação a ser feita é de que o HSCAS não foi capaz de reduzir as 

concentrações de resíduos encontradas nas amostras de 21 ou 42 dias de idade, com exceção 

da AFM1 aos 21 dias de idade. Os demais estudos mostram haver redução dos resíduos na 

presença dos adsorventes utilizados. Também há de se apontar que, em média, apenas a AFB1 

sofreu redução das concentrações de resíduos nas dietas contaminadas da colheita do dia 21 

para a colheita do dia 42. 
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5.6.2. Análise de aduto Aflatoxina B1-lisina (AFB1-lisina) 

 

 A avaliação do aduto AFB1-lisina em aves de produção é um estudo sem precedentes 

na literatura. 

 Para a avaliação estatística do aduto AFB1-lisina foram feitos contrastes ortogonais 

entre os resultados obtidos com a dieta AFB1 + Adsorvente e os valores resultantes da dieta 

com AFB1. 

 A partir da análise da Tabela 23, é possível inferir que houve diferença estatística entre 

os valores de AFB1-lisina das dietas apenas para as colheitas realizadas nos dias 21 e 35. 

Nestas datas, o adsorvente comercial foi capaz de reduzir as concentrações do aduto, 

mostrando eficiência. Nas demais datas de colheita, o HSCAS não foi eficiente em reduzir as 

concentrações do aduto.  

 

Tabela 23. Efeito do HSCAS sobre a concentração de AFB1-lisina em frangos de corte aos 

21 e aos 42 dias de idade sob dieta contaminada com AFB1. 

Dieta Experimental AFB1-lisina (ng/mL) 

AFB1 (µg/kg) HSCAS (%) 14 dias
2
 21 dias

3
 28 dias

2
 35 dias

2
 42 dias

3
 

500 0,5 22,92 26,93b 24,40 8,43b 19,09 

500 0 22,64 34,29a 21,80 11,63a 20,16 

 

EPM 1,29 1,73 12,71 0,66 0,97 

 

CV (%) 33,16 38,30 51,38 43,61 40,63 

  P valor 0,918 0,033 0,060 0,014 0,224 
a,b

Valores com subscritos diferentes são estatisticamente diferentes (P<0,05). 
2
Valores referentes à média de 6 repetições de 1 aves cada (6 aves). 

2
Valores referentes à média de 6 repetições 

de 2 aves cada (12 aves). HSCAS = aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado, AFB1-lisina = aflatoxina B1-

lisina, AFB1 = aflatoxina B1. 
 

 As datas de colheita de material que apresentaram diferença estatística entre as dietas 

coincidem com os picos de maior (21 dias) e menor (35 dias) concentração média ao longo do 

período total de colheita (14 a 42 dias). 

 Observa-se uma diminuição numérica nas concentrações ao longo do tempo, fato que 

pode ser explicado por aumento na concentração de albumina sérica e diminuição na 

concentração média de AFB1-lisina (Figura 2). Esta diminuição na concentração de         

AFB1-lisina pode ser explicada por manutenção na ingestão de AFB1 por kg de ração, um 

aumento no volume sanguíneo corporal e aumento na concentração de albumina sérica 

decorrentes do crescimento fisiológico do animal, além da diminuição da absorção intestinal 

de AFB1 devido à maturidade adquirida com a idade. 
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 As concentrações médias de ingestão de AFB1 nos intervalos semanais foram:      

21,07 µg/dia (14 dias), 21,43 µg/dia (21 dias), 60,57 µg/dia (28 dias), 75,07 µg/dia (35 dias), 

96,29 µg/dia (42 dias). A maior absorção de AFB1 nos primeiros dias de vida pode ser 

justificada por um maior tamanho dos enterócitos, juntamente com uma menor capacidade 

seletiva das substâncias absorvidas e pela lipossolubilidade das aflatoxinas, que atravessam 

com maior facilidade a membrana lipídica celular. Uni et al. (1999), estudando o 

desenvolvimento de três segmentos intestinais (duodeno, jejuno e íleo) durante os primeiros 

12 dias de vida de pintinhos afirmam haver aumento na massa do intestino mais rapidamente 

que no comprimento do mesmo. Ao exame microscópico, foi indicado que a altura dos vilos 

aumento paralelamente no duodeno e no jejuno e mais lentamente no íleo. Nos primeiros dias 

após o nascimento, há um decréscimo de 20 a 30% no número de enterócitos por vilo, 

provavelmente devido a aumento no tamanho do enterócito decorrente de hiperplasia celular.   

 O número de enterócitos por área de vilo sobe de 200 para 280 mil células em todos os 

seguimentos e mudam pouco com a idade (Uni et al.; 1998). Além disso, pico de peso de 

duodeno, jejuno e íleo foram estabelecidos ao redor dos 21 dias de idade, com posterior 

queda, indicando que o volume das células diminuiu, uma vez que seu número não aumenta 

muito (DHOR et al., 1977).   

 A concentração corrigida de AFB1-lisina (ng)/Albumina (mg) aos 21 e aos 42 dias de 

idade também diminui, como pode ser observado na Tabela 24. Além disso, uma redução 

numérica nas concentrações do aduto e da concentração AFB1-lisina (ng)/Albumina (mg) é 

observada, para ambas datas de colheita, para a dieta HSCAS + AFB1, quando comparada à 

dieta AFB1, mostrando que para esta variável o adsorvente foi eficiente em reduzir as 

concentrações. 
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Figura 5. Comportamento da Aflatoxina B1-lisina (AFB1-lisina) ao longo do tempo para 

frangos de corte alimentados com AFB1 e HSCAS (Aluminosilicato de cálcio e sódio 

hidratado). 

 

 

Tabela 24. Efeito do HSCAS sobre a concentração AFB1-lisina:Albumina sérica
1
 de 

frangos de corte aos 21 e aos 42 dias de idade alimentados com dieta contaminada com 

AFB1. 

Dieta 

Experimental 

AFB1-lisina 

(ng/mL) 

Albumina 

(ng/mL) 

Concentração AFB1-lisina 

(ng)/Albumina sérica (mg) 

AFB1 

(µg/kg) 

HSCAS 

(%) 21 dias 42 dias 21 dias 42 dias 21 dias 42 dias   

500 0,5 26,93 8,43 0,93 1,34 2,93 1,54 

 500 0 34,29 11,63 0,92 1,16 4,74 1,64   
1
Média referente a 6 repetições de 2 aves cada (12 aves). 

 

 Os gráficos que mostram os índices de Correlação Linear de Pearson para as dietas 

HSCAS + AFB1 e dieta AFB1 (21 e 42 dias) podem ser visualizados a seguir. 
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Figura 6. Índice de Correlação de Pearson entre AFB1-lisina e Albumina séricas para frangos 

de corte de 21 dias submetidos a dieta contaminada com AFB1 (Aflatoxina B1 – 500 µg/kg de 

ração) e suplementada com HSCAS (Aluminosilicato de cálcio e sódio hidratado –0,5%. 

 

 

Figura 7. Índice de Correlação de Pearson entre AFB1-lisina e Albumina séricas para 

frangos de corte de 21 dias submetidos a dieta contaminada com AFB1 (Aflatoxina B1 – 

500 µg/kg de ração). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

R² = 0,005

11,0000
14,0000
17,0000
20,0000
23,0000
26,0000
29,0000
32,0000
35,0000
38,0000

5 6 7 8 9 10 11

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 d
e

 A
FB

1
-l

is
in

a 
(n

g/
m

L)

Concentração de Albumina (ng/mL)

Correlação AFB1-lisina: Albumina séricas - frangos de corte 
aos 21 dias (Dieta AFB1 + HSCAS)

Correlação AFB1-lisina: 
Albumina séricas - frangos de 
corte aos 21 dias (Dieta AFB1 
+ HSCAS)

Linear (Correlação AFB1-
lisina: Albumina séricas -
frangos de corte aos 21 dias 
(Dieta AFB1 + HSCAS))

R² = 0,280

9,8000

19,8000

29,8000

39,8000

49,8000

59,8000

69,8000

79,8000

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 d
e

 A
FB

1
-l

is
in

a 
(n

g/
m

L)

Concentração de Albumina (103ng/mL)

Correlação AFB1-lisina: Albumina séricas - frangos de corte 
aos 21 dias (Dieta AFB1)

Correlação AFB1-lisina: 
Albumina séricas - frangos de 
corte aos 21 dias (Dieta 
AFB1)

Linear (Correlação AFB1-
lisina: Albumina séricas -
frangos de corte aos 21 dias 
(Dieta AFB1))



84 
 

Figura 8. Índice de Correlação de Pearson entre AFB1-lisina e Albumina séricas para 

frangos de corte de 42 dias submetidos a dieta contaminada com AFB1 (Aflatoxina B1 – 

500 µg/kg de ração) e suplementada com HSCAS (Aluminosilicato de cálcio e sódio 

hidratado – 0,5%). 

 
 

Figura 9. Índice de Correlação de Pearson entre AFB1-lisina e Albumina séricas para 

frangos de corte de 42 dias submetidos a dieta contaminada com AFB1 (Aflatoxina B1 – 

500 µg/kg de ração). 

 
 

 Analisando-se os gráficos, observa-se que as correlações são de natureza baixa, não 

havendo ligação íntima entre os fatores. Isto indica que o aumento/diminuição de albumina 

sérica não é seguido pelo aumento/diminuição de AFB1-lisina, bem como o inverso. 

R² = 0,214

10,0000

15,0000

20,0000

25,0000

30,0000

35,0000

40,0000

13,5 14 14,5 15 15,5 16 16,5C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 d
e

 A
FB

1
-l

is
in

a 
(n

g/
m

L)

Concentração de Albumina (103ng/mL)

Correlação AFB1-lisina: Albumina séricas - frangos de corte 
aos 42 dias (Dieta HSCAS + AFB1)

Correlação AFB1-lisina: 
Albumina séricas - frangos 
de corte aos 42 dias (HSCAS 
+ AFB1)

Linear (Correlação AFB1-
lisina: Albumina séricas -
frangos de corte aos 42 dias 
(HSCAS + AFB1))

R² = 0,039

13,0000

23,0000

33,0000

43,0000

53,0000

63,0000

73,0000

83,0000

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 d
e

 A
FB

1
-l

is
in

a 
(n

g/
m

L)

Concentração de ALbumina (103ng/mL)

Correlação AFB1-lisina: Albumina séricas - frangos de 
corte aos 42 dias (Dieta AFB1)

Correlação AFB1-lisina: 
Albumina séricas - frangos 
de corte aos 42 dias (AFB1)

Linear (Correlação AFB1-
lisina: Albumina séricas -
frangos de corte aos 42 dias 
(AFB1))



85 
 

 A partir da análise dos dados é possível afirmar que a AFB1-lisina constitui um 

biomarcador de dose interna, o que significa que não necessariamente há a presença de 

sintomas que caracterizem a intoxicação. De acordo com Groopman e Kensler (1999), o 

esquema abaixo ilustra a distribuição dos biomarcadores no intervalo da exposição ao agente 

até o estabelecimento da doença. 

 

Figura 10. Vias de biomarcadores moleculares (Adaptado de GROOPMAN; KENSLER 

(1999)). 

 

 

 O uso de biomarcadores químicos específicos para a identificação de estágios na 

progressão do desenvolvimento dos efeitos tóxicos de agentes ambientais possui o potencial 

de prover informações importantes para regulamentos críticos, e problemas de saúde pública e 

clínica (ANONYMOUS, 1987;WOGAN, 1992). Em seres humanos, entretanto, as 

interpretações dos níveis de biomarcadores são feitas em base individual e não usando médias 

e variâncias populacionais (GROOPMAN; KENSLER, 1999). 

 Sendo assim, é possível verificar-se a importância dos estudos de biomarcadores em 

animais de produção, pois no futuro a técnica se constituirá uma ferramenta importante para o 

auxílio ao monitoramento da saúde e produção, possibilitando o estabelecimento de níveis de 

segurança preventivos, não havendo necessidade de ocorrência de sintomas clínicos e/ou 

redução de desempenho zootécnico para a tomada de decisões. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1. Não houve efeito de interação entre os fatores estudados (AFB1 X HSCAS), sendo 

assim não é possível afirmar que o HSCAS foi efetivo em melhorar as variáveis de 

desempenho zootécnico estudadas; 

 

2. A biometria de órgãos e o estudo histopatológico mostram que o adsorvente comercial 

não foi eficiente na redução do tamanho dos órgãos afetados, uma vez que não houve 

interação entre os fatores estudados, e nem na redução das lesões histopatológicas em 

rim. Apenas reduziu numericamente o grau de lesão hepática das amostras; 

 

3. De maneira geral, o adsorvente comercial não exerceu influência sobre as variáveis 

bioquímicas estudadas. As proteínas séricas foram seriamente afetadas pela presença 

de AFB1, indicando não haver melhora com o uso de HSCAS; 

 

4. Os efeitos de interação entre fatores observados para algumas variáveis de bioquímica 

sérica justificam o uso de HSCAS, pois este auxiliou na normalização dos índices; 

 

5. As concentrações de cálcio e fósforo sanguíneas não foram afetadas pela interação de 

AFB1 x HSCAS; porém a AFB1 exerceu efeito negativo sobre as variáveis; 

 

6. As concentrações de resíduos hepáticos de aflatoxinas quantificadas foram muito 

baixas (algumas até ausentes) e não foram diminuídas pela adição de adsorvente, não 

justificando seu uso; 

 

7. Os valores obtidos para o aduto AFB1-lisina tem comportamento variável ao longo do 

tempo, embora só exista concentração de albumina determinada às 3 e 6 semanas, com 

picos aos 21 e aos 35 dias de idade, sendo que o pico aos 21 dias coincide com o final 

da fase inicial de criação. A diminuição da concentração, tanto na dieta contaminada 

com AFB1 ou na com AFB1 e HSCAS, do 21
o
 dia em diante mostra que há íntima 

relação da concentração do aduto com o crescimento fisiológico do animal; mas 
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também há necessidade realização de mais estudos aprofundados objetivando detalhar 

o comportamento do biomarcador ao longo da vida produtiva do animal. 
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ANEXO A. Artigos e Capítulo de Livro Publicados – Direitos de Publicação pertencentes às 

Editoras das Revistas. 
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APÊNDICE A. Imagens ilustrativas das lesões histopatológicas em fígado e rim (gentilmente 

cedidas por Laboratório de Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto/USP). 

 

 

FÍGADO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 = Fígado com arquitetura preservada, sem proliferação/ativação de linfócitose sem 

degeneração hepatocelular; 

1 = Fígado com arquitetura preservada, com proliferação/ativação de linfócitos e sem 

degeneração hepatocelular; 

2 = Fígado com arquitetura pouco distorcida, com proliferação/ativação de linfócitos e 

degeneração hepatocelular; 

3 = Fígado com arquitetura distorcida, moderada proliferação/ativação de linfócitos e intensa 

degeneração hepatocelular. 
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RIM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0= Rim com glomérulos preservados, sem proliferação/ativação de linfócitos e sem 

degeneração tubular; 

1 = Rim com glomérulos preservados, com proliferação/ativação de linfócitos e sem 

degeneração tubular; 

2 = Rim com glomérulos preservados, com proliferação/ativação de linfócitos e degeneração 

tubular; 

3 = Rim com glomérulos preservados, intensa proliferação/ativação de linfócitos e 

degeneração tubular. 
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APÊNDICE B. Prêmio recebido pela Melhor Apresentação de Pôster em Simpósio Nacional. 
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APÊNDICE C. Menção honrosa recebida por Apresentação Oral de trabalho em Simpósio 

Nacional. 

 

 




