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RESUMO

CARAO, A. C. P. Determinagio de biomarcadores de aflatoxina B; e aplicabilidade na
avaliacdo da eficiéncia de adsorventes em frangos de corte. [Determination of Aflatoxin B;
biomarkers and its aplicability on efficience avaliation of adsorbents in broiler chickens].
2016. 145 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2016.

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos toxigénicos das
espéecies Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius. Sdo amplamente encontradas em
matérias-primas de racdes animais, em especial o0 milho, e tém a capacidade de levar a
quadros clinicos agudos ou cronicos de aflatoxicose, caracterizados por, desde a morte por
hepatite aguda até a diminuicdo do desempenho zootécnico por diminuicdo de peso ou
consumo de racdo. A aflatoxina B; tem sido considerada o metabdlito mais perigoso, uma vez
que possui alto poder hepatotdxico, alem de ser mutagénica e carcinogénica. Atualmente a
ciéncia trabalha rumo a descoberta de substancias que sejam indicadoras confidveis de
contaminacdo por componentes téxicos em homens e em animais, 0s chamados
biomarcadores, que medem uma mudanca celular, biolégica ou molecular em um meio
bioldgico (tecidos humanos, células ou fluidos) que fornecem informacéo a respeito de uma
doenca ou exposicdo a uma determinada substancia. Sua deteccdo pode auxiliar na
identificacdo, no diagnostico e no tratamento de individuos afetados que podem estar sob
risco, mas ainda ndo exibem os sintomas. Sendo assim, com o auxilio de analises que
confirmem a patogenicidade da aflatoxina B; (determinacdo da atividade de enzimas
hepéticas, da avaliacdo da fungdo renal, de hematologia, da dosagem de minerais séricos e da
avaliacdo de desempenho zootécnico), o objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicabilidade da
determinacéo de residuos hepaticos de aflatoxinas e do aduto sérico AFB;-lisina na avaliagédo
da eficiéncia de adsorventes em frangos de corte. Utilizou-se 240 pintos de 1 dia, machos, de
linhagem Cobb 500®, distribuidos aleatoriamente em 4 dietas experimentais: Controle
Negativo: Ragdo Basal (RB); RB + 0,5% de adsorvente ((aluminosilicato de calcio e sodio
hidratado/HSCAS); RB + 0,5% de adsorvente + 500 ug de AFB1/kg de racdo e; RB + 500 ug
de AFB1/kg de ragdo.Os resultados experimentais mostram que o efeito deletério da AFBy, na
concentracdo utilizada, é mais pronunciado que os efeitos protetores do HSCAS sobre os
parametros de satde dos animais. N&o houve acao efetiva do adsorvente utilizado sobre quase
nenhuma variavel estudada, apenas para a reducéo das lesdes histopatologicas em figado, na

reducdo da concentracdo de gama-glutamiltransferase (GGT), fosforo e aumento da contagem



de heméceas aos 21 dias de idade. Porém, influenciou positivamente a reducdo de residuos
hepaticos de aflatoxina G; aos 21 dias e as concentra¢fes de AFB;-lisina sérica aos 21 e aos
42 dias de idade. Estes dados sdo importantes porque permite concluir que, embora
sintomatologicamente 0 HSCAS néo tenha exercido funcdo efetiva, molecularmente foi capaz

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

Palavras Chave: Avicultura, Aflatoxina B;-lisina, Cromatografia, Micotoxina, Residuos.



ABSTRACT

CARAO, A. C. P. Determination of Aflatoxin B; biomarkers and its aplicability on efficience
avaliation of adsorbents in broiler chickens. [Determinacdo de biomarcadores de aflatoxina B,
e aplicabilidade na avaliacdo da eficiéncia de adsorventes em frangos de corte]. 2016. 145 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o 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 B; 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 B; 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 AFB;-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 pug AFB1/kg of feed; and RB +500 ug AFB1/kg of feed. The experimental results show
that the deleterious effect of AFB3, 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 Gy liver residues at 21 days and the



concentrations of serum AFB;-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 B;-lysine; Chromatography; Mycotoxin; Residues.
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1. INTRODUCAO

A avicultura é uma atividade pecuaria muito importante para o Brasil, uma vez que é
grande geradora de empregos a populacdo e renda para a industria nacional. Em destaque
encontra-se a avicultura de corte, responsavel pela maior parte das divisas geradas pela
criacdo de aves industriais. O Brasil encontra-se na terceira posi¢do no ranking mundial de
producdo de carne de frangos, situando-se na lideranca da exportacdo de cortes para 0
globo.

A situacdo sanitaria das aves € um ponto crucial para o sucesso da atividade, uma vez
que um animal saudavel pode expressar todo o seu potencial genético para crescimento.
Colaborando enormemente para o status sanitario dos animais esta a nutricdo, ferramenta
que, quando bem utilizada, auxilia os frangos a produzirem carne por meio do
aproveitamento maximo dos nutrientes constituintes das ragdes.

As dietas das aves compdem-se basicamente de grdos, como o milho e soja. Para que
ndo haja perda financeira devido ao mal aproveitamento da racdo, é preciso que ela tenha
alto grau de inocuidade. As micotoxinas (toxinas produzidas por fungos) constituem
problema corriqueiro para a produgdo animal, uma vez que 0s gréos sdo extremamente
susceptiveis a contaminacdo fungica, levando a producdo de compostos toxigénicos. As
aflatoxinas estdo entre as micotoxinas que levam a quadros de maior perda financeira,
com destaque ao grande poder deletério da aflatoxina B; (AFB;). Embora raramente
encontrada isoladamente em dietas naturalmente contaminadas, quando ingerida em
pequenas doses leva a quadros de intoxicagdo crdnica, com conseqliente queda de
desempenho zootécnico e bem-estar devido diminuicdo na qualidade de vida.

A remocdo de aflatoxinas de alimentos permanece ainda como um dos grandes
problemas em producdo animal, havendo a necessidade de tecnologias efetivas para os
procedimentos de descontaminacdo. Neste contexto, a adicdo de substancias néo
nutritivas, ou adsorventes, que se ligam a aflatoxina reduzindo sua absor¢do no trato
gastrointestinal apresenta-se como uma alternativa eficiente para evitar seus efeitos
deletérios ao animal. Assim, minerais como zeolitos, bentonita, aluminosilicato de célcio e
sodio hidratado e carvdo ativado tém sido utilizados para reduzir a toxicidade de
aflatoxinas. Entretanto, os adsorventes apresentam grande variabilidade quanto a sua
eficacia, gerando a necessidade de confirmar suas propriedades anti-micotoxinas através

de estudos in vivo, 0s quais sdo geralmente caros, pois envolvem a administracdo de niveis
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da toxina com e sem o adsorvente para avaliar diversos tipos efeitos sobre a produtividade
dos animais, além de dados histopatoldgicos e clinicos, entre outros.

Algumas substancias provenientes do metabolismo de toxinas, e até mesmo a propria
toxina, podem ser utilizadas como biomarcadores. Estes biomarcadores podem ser as
proprias toxinas ou seus metabolitos residuais em 6rgédos ou fluidos bioldgicos, ou entéo,
fracdo destes metabolitos que foram ligados a moléculas circulantes ou ao proprio
material genético. Este procedimento ja é usado pela Medicina Humana, como em
situacOes de marcadores de exposicdo a metais pesados ou predisposi¢ao e/ou presenca de
canceres, por exemplo.

Na tentativa de estabelecer compostos que possam fornecer informagdo a respeito da
exposicdo a AFB;, o objetivo geral deste estudo € verificar a aplicabilidade da
determinacdo de residuos hepaticos de aflatoxinas e AFB;-lisina sérica na avaliacdo da

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

2.1. Objetivo Geral

Verificar a aplicabilidade da determinacdo de residuos hepéticos de aflatoxinas e
AFB;-lisina sérica na avaliacdo da eficiéncia de adsorvente comercial em frangos de corte.

2.2. Objetivos Especificos

a) Verificar os efeitos da ingestdo da AFB;, administrada na racdo com ou sem adsorvente,

sobre os parametros de desempenho zootécnico;

b) Avaliar a biometria de 6rgdos (figado e rins), bem como as altera¢Bes histopatoldgicas nos
referidos 6rgaos, decorrentes da exposicao das aves as toxinas através da racao;

c) Avaliar os parametros hematoldgicos (valores de eritrograma, valores de leucograma e
contagem diferencial de leucdcitos), a bioquimica sérica (dosagem de proteinas, da atividade
de enzimas hepaticas, da avaliacdo da funcéo renal e de minerais séricos);

d) Determinar a concentracdo de residuos hepéticos de aflatoxinas e do aduto AFB;-lisina

sérica com vistas a sua aplicacdo na avaliacdo da eficiéncia de adsorventes em frangos de

corte.
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3. REVISAO DE LITERATURA

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

Micotoxinas sdo metabolitos secundérios produzidos por fungos que podem entrar na
dieta de seres humanos e animais através da contaminagdo direta ou indireta de cereais e
grdos. Uma vez ingeridas, as micotoxinas sédo dificies de diagnosticar, induzindo, em muitos
casos, sindromes brandas que podem facilmente ser confundidas com doencas causadas por
outros microorganismos (PIER et al.,, 1973). De acordo com suas propriedades fisico-
quimicas e a espécie animal envolvida, cada micotoxina pode afetar especificamente um
Orgdo ou sistema, levando a manifestac6es clinicas especificas de natureza aguda ou crénica
(PIER et al., 1973).

As aflatoxinas séo produzidas por fungos do género Aspergillus, espécies A. flavus, A.
parasiticus e A. nominus, descobertas em 1960, apds provocarem um surto toxico em perus na
Inglaterra (Turkey-X-disease). Neste surto, milhares de aves morreram ap6s consumirem torta
de amendoim na racao, e as aves doentes apresentaram necrose do tecido hepéatico (ASAO et
al.; 1963; LEESON et al., 1995). A producdo de aflatoxinas é favorecida por varios fatores,
especialmente umidade relativa do ar (superior a 80%), temperatura ambiental e condi¢cfes de
integridade e teor de umidade do substrato. O Aspergillus flavus e o A. parasiticus proliferam
em temperaturas entre 32°C e 33°C. As aflatoxinas geralmente sdo produzidas entre 13°C e
42°C, embora entre 25°C a 30°C seja considerada temperatura Otima para sua sintese
(BATATINHA; SIMAS; GORNIAK, 2008).

Sé&o conhecidos, atualmente, 17 compostos similares designados pelo termo aflatoxina,
porém, o0s principais tipos de interesse médico-sanitario sdo identificados como B, G, B, e
G,; sendo que a aflatoxina B; (AFB;), além de ser a mais frequentemente encontrada em
cereais, é que apresenta maior poder toxigénico (LEESON et al., 1995). A toxicidade das
aflatoxinas depende de diferentes fatores, incluindo sua concentragéo, a duracgao da exposicéo,
a espécie, 0 sexo, a idade e a condi¢do de satde dos animais (JEWERS, 1990). Os animais
jovens sdo mais susceptiveis aos efeitos das aflatoxinas, uma vez que seus sistemas
enzimaticos hepaticos ainda nao estdo completamente desenvolvidos. De maneira geral, as
aves sdo mais susceptiveis que os mamiferos, sendo animais adultos os mais resistentes
(BATATINHA; SIMAS; GORNIAK, 2008). Na aflatoxicose cronica, o sinal clinico mais
evidente € a diminuicdo da taxa de crescimento de animais jovens (LEESON et al., 1995). A
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sindrome toxica aguda ocorre pela ingestdo de alimento com alta concentracdo de aflatoxina,
sendo os efeitos observados em curto espago de tempo. Caracteriza-se principalmente pela
rapida deterioracdo do estado geral do animal, perda de apetite, hepatite aguda, ictericia,
hemorragias e morte (OSWEILLER, 1990). As aflatoxinas induzem a varios efeitos
bioldgicos, tais como doencas hepéticas, alteragdes na taxa de crescimento, mudangas nos
mecanismos imunogénicos, e efeitos carcinogénicos e mutagénicos em espécies animais
diferentes, especialmente em aves domésticas (PIER et al., 1973). A aflatoxicose,
envenenamento que ocorre da ingestdo de aflatoxinas, € caracterizada em frangos pelo
decréscimo de consumo de racdo e de taxa de crescimento, pobre utilizacdo de alimentos e
mortalidade (TEDESCO et al., 2004). Denli et al. (2009), trabalhando com ragdes
experimentalmente contaminadas com aflatoxina B; também relataram haver reducdo do
consumo de racdo, do ganho de peso e aumento da conversdo alimentar em aves ingerindo
1mg de AFB;/kg de racdo, quando comparadas a aves do grupo controle negativo. Resultados
semelhantes foram encontrados por Aravind et al. (2003), que observaram diminui¢gdo no
consumo de racdo, no ganho de peso, além de piora na conversdo alimentar de frangos
alimentados com dieta naturalmente contaminada com micotoxinas (168 pug de AFB,/kg de
racao).

Em decorréncia da sua lipossolubilidade, as aflatoxinas sdo facilmente absorvidas no
trato gastrintestinal, sendo entdo, distribuidas aos diferentes 6rgdos como mdasculos, rins
tecido adiposo e, principalmente, figado, em que as maiores concentracdes podem ser
encontradas. Nesse Orgdo, tais toxinas sdo biotransformadas pelo sistema enzimaético das
oxidases de funcdo mista (BATATINHA; SIMAS; GORNIAK, 2008).

3.2. Biotransformacdo das aflatoxinas
As aflatoxinas séo compostos classificados como

difuranociclopentanocumarinas/difuranociclopentanolidocumarinas, que contém um anel de
dihidrofurano ou um anel de tetrahidrofurano (MOSS, 1989).
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Figura 1. Estrutura quimica das principais aflatoxinas.

A biotransformacéo das aflatoxinas constitui um processo complexo, com multiplas
vias, tais como epoxidagdo, hidroxilacdo, desmetilacdo e reducdo. Nas reacdes de primeira
fase, as moléculas tornam-se mais hidrofilicas; na segunda fase, os compostos produzidos
inicialmente sdo conjugados a substancias enddgenas (sulfatos, glutationa, grupos metil e acil)
e, em seguida, excretados. Produtos resultantes do metabolismo das aflatoxinas s&o
considerados responsaveis pelos seus efeitos toxicos (BATATINHA; SIMAS; GORNIAK,

2008). Um esquema geral das vias de metabolizacdo da AFB; é exibido a seguir:
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Figura 2. Esquema de Metabolizacdo da AFB; (Adaptada de SANTURIO, 2000).
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Recentemente, para o conhecimento mais especifico do mecanismo das doencas
tem-se aplicado como medida auxiliar a determinacgdo de biomarcadores. Os biomarcadores
medem uma mudanca celular, bioldgica ou molecular em um meio biol6gico (tecidos
humanos, células ou fluidos) que fornece informacéo a respeito de uma doenca ou exposicéo a
uma determinada substancia. Biomarcadores sdo utilizados para medir ou indicar um processo
bioldgico, e, portanto, a deteccdo de biomarcadores especificos pode auxiliar na identificacéo,
no diagnostico e no tratamento de individuos afetados que podem estar sob risco, mas ainda
ndo exibem os sintomas. O desenvolvimento de biomarcadores para agentes ambientais deve
ser baseado no conhecimento especifico do metabolismo, formac&o de produtos e mecanismo
geral de acdo (GROOPMAN; KENSLER, 1999). Biomarcadores de exposicéo e efeito para as
aflatoxinas tém sido validados em estudos detalhados em animais e humanos. Em estudo
realizado na provincia de Guangxi (Republica Popular da China), o aduto AFB;-lisina foi
determinado em amostras de soro de 42 habitantes e comparado com a ingestdo de AFB; e
excrecdo de AFM; na urina (GAN et al., 1988). Coeficientes de correlacdo significativos
foram encontrados entre a concentracdo de AFB;-lisina no soro e AFM; na urina e também
entre AFB;-lisina no soro e a exposicdo a AFB; através da dieta. Estimou-se que de 1,4 a 2,3

% da AFB; ingerida é covalentemente ligada & albumina.
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Na figura abaixo estdo representadas as vias metabodlicas responséveis pela formacéao
dos adutos em humanos, mas que podem ser extrapolados para os frangos de corte. E
importante salientar que a dosagem de AFN7-guanina em aves é quase impossivel devido a

juncéo da urina com as fezes no canal cloacal.

Figura 3. Vias de biotransformacdo e excrecdo de AFB; em humanos (JAGER et al., 2011).
a. Evidéncias experimentais e em humanos da excre¢do deste metabdlito. b. Evidéncia escassa
ou nenhuma evidéncia disponivel. c. Somente evidéncias experimentais disponiveis (ndo ha
evidéncias em humanos).

| Urine® and Feces? |

/1N

Aflatoxin M, Aflatoxin P, Aflatoxin Q,

S b A

—_— | Urine® and Feces® |

Aflatoxin 8-9 epoxide DNA
Aflatoxin dihydrodiol Aflatoxin- GSH conjugate e Aflatoxin-DNA
1[ A 4 l
Aflatoxin-dialdehyde Aflatoxin- mercapturic acid Aflatoxin-N7-guanine

A 4 A 4
Aflatoxin-albumine Aflatoxin-dialcohol
l

Aflatoxin-glucoronide

!

| Urine®* and Feces® |

23



No Brasil, os estudos relacionados a determinacdo de aflatoxinas e metabolitos em
fluidos bioldgicos sdo escassos, e ndo existem estudos semelhantes que testem a eficicia deste

método em animais de producéo, o que torna necessaria a realizacao de estudos como este.

3.3. Aflatoxinas e proteinas séricas

A determinacdo dos efeitos bioquimicos da aflatoxina é importante para o diagnéstico
de aflatoxicose em frangos de corte (ROSA et al., 2001). Um dos principais efeitos da
aflatoxina B; é a inibicdo da sintese protéica, uma vez que a maioria das proteinas plasmaticas
(albumina e globulinas) é sintetizada pelos hepatdcitos (STOCKHAM; SCOTT, 2011),
causando assim uma queda em seus niveis (SANTIN, 2000). Este efeito da aflatoxicose €
devido a uma marcante inibicdo da enzima RNA-polimerase. Ap6s a toxina entrar no nucleo
do hepatdcito, une-se a0 DNA e desse modo inibe a RNA-polimerase, reduzindo a sintese de
RNA-mensageiro; consequentemente observa-se uma acentuada reducdo na producdo de
proteinas (CLIFORD; REES, 1966). A aflatoxina B; é biotransformada no figado por
monoxigenases, e entdo transformada pela citocromo P450 em aflatoxina 8,9-epdxido, um
composto eletrofilico altamente ativo que é inativado por conjugacdo 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 racdo, com ou sem associagdo com fumonisina B;, determinam
uma reducdo nos niveis séricos de proteinas totais apos 20 dias de exposi¢do continua atraves
da racdo. Ghosh et al. (1990) observaram que 300 pg de AFB,/kg de racdo de frangos de corte
levou a diminuigdo significativa de linfocitos T, albuminas e globulinas nos animas

intoxicados.

3.4. Aflatoxinas e funcdo hepética

A lesdo hepatica causada pelas micotoxinas leva a alteracdo das enzimas existentes nas
células do figado. A Alanina Aminotransferase (ALT) é uma enzima presente em grande
quantidade no citoplasma do hepatdcito e dos midcitos esqueléticos. E uma enzima de
liberacdo, que catalisa uma reacdo reversivel envolvida na desaminacdo de alanina para
formar piruvato, que pode entrar na via da gliconeogénese ou no ciclo de Krebs
(STOCKHAM; SCOTT, 2011). Uma lesdo de hepatdcito, reversivel ou irreversivel,

ocorrendo por variadas causas (inflamac&o, hipoxia, substancias tdxicas, traumatismo...), além
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de casos de regeneracdo de doenca hepatica, liberam AST para o sangue (STOCKHAM,;
SCOTT, 2011). Aravind et al. (2003) observaram diminuigcdo precoce da atividade da ALT
em frangos de corte submetidos a dieta naturalmente contaminada com micotoxinas (168 pg
de AFBi/kg de racdo). Diminuicdo significativa da atividade da ALT foi encontrada em
frangos de corte submetidos a 0,8 mg de AFB1/kg de racdo durante 35 dias de tratamento
(TEDESCO et al., 2004).

A Aspartato Aminotransferase (AST) € uma enzima encontrada em altas
concentracdes no citoplasma do hepatocito e em suas mitocondrias, além de outros tecidos
como 0s mausculos cardiaco e esquelético, além dos eritrécitos (STOCKHAM; SCOTT,
2011). E uma enzima de liberacdo, que catalisa uma reagdo reversivel envolvida na
desaminacdo 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 hepatdcito estd associado as mitocondrias, e o restante em forma
solivel no citosol (MEYER et al., 1995). Da mesma forma, uma lesdo de hepatdcito,
reversivel ou irreversivel, ocorrendo por variadas causas (inflamacdo, hipdxia, substancias
toxicas, traumatismo...), além de casos de regeneracdo de doenca hepatica, liberam AST para
o0 sangue (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Porém, é necessario um insulto mais severo do que
aquele que altera a permeabilidade da membrana celular para provocar a liberagdo da forma
mitocondrial de AST (MEYER et al., 1995). Uma lesdo a membrana, por toxina ou hipoxia,
por exemplo, resulta num aumento da ALT sérica, e nas doencas hepéticas cronicas,
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 diminuicéo
significativa da concentracdo sérica da AST foi constatada por Franciscato (2006) em frangos
de corte submetidos a dieta contendo 3 mg de AFB,/kg de racdo, quando em comparacédo a
aves ndo contaminadas. Um aumento significativo da acdo da AST em frangos de 41 dias de
idade foi constatada por Tessari et al. (2005) em intoxicacao experimental por 50 e 200ug de
AFB,/kg de ragéo.

A lactato desidrogenase (LD ou LDH) é uma enzima citosdlica localizada em diversos
tecidos, incluindo os hepatocitos e a musculatura esquelética e cardiaca; além de eritrdcitos; a
qual catalisa uma reacdo reversivel que converte piruvato em lactato no final da glicélise
anaerdbica (MEYER et al., 1995; STOCKHAM; SCOTT, 2011). Sendo assim, a atividade
sérica total da LD ndo traz vantagens diagndsticas sobre os AST. Porém, a LD é composta de
5 isoenzimas, das quais a LDs pode ser mensurada por espectrofotometria e esta localizada
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primariamente nos hepatdcitos 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
apos a lesdo inicial e, as vezes, pode ser Util no diagnostico retrospectivo (KERR, 2003). Aos
21 dias de idade, 5 mg de AF/kg de racédo (60,69% de AFB;) foi capaz de reduzir a média de
acdo da enzima LD em frangos de corte com aflatoxicose aguda experimental (BORSA et al.,
1998).

A Gama-Glutamiltransferase (GGT) é uma enzima associada a colestase e membranas
celulares (MEYER et al, 1995; STOCKHAM; SCOTT, 2011). Ela catalisa a transferéncia de
grupos glutamil entre peptideos e esta envolvida em reacdes da glutationa. Muitas células tém
atividade de GGT, mas as células epiteliais biliares, as células acinares pancredticas e as
células epiteliais tubulares renais sdo consideradas classicamente as de maior atividade
(STOCKHAM; SCOTT, 2011). Concentracdes elevadas de acidos biliares no figado e no
plasma séo esperadas na ocorréncia de colestase. O aumento dos &cidos biliares ou de outros
constituintes da bile pode estimular a sintese e a liberagdo de GGT (STOCKHAM; SCOTT,
2011). Aravind et al.(2003) relataram aumento na concentracao de GGT no soro de frangos de
corte aos 21 e aos 42 dias de idade submetidos a dieta naturalmente contaminada com
aflatoxinas (169 pg de AF/kg de racéo). 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 ragéo de aflatoxinas (69,9% de AFB;).

3.5. Aflatoxinas e funcao renal

A intoxicagdo por micotoxinas também afeta a funcéo renal das aves. Sendo assim, a
avaliacdo desta pode ser feita tomando-se pardmetros sanguineos classicos, como a
determinacdo das concentragdes de acido Urico e de uréia. O acido Urico € um metabdlito que
pode ser usado como parametro importante da funcéo renal, aléem da funcéo hepética. Ele é o
maior produto final do metabolismo de nitrogénio, constituindo cerca de 60 a 80% do
nitrogénio total excretado na urina das aves. E sintetizado no figado e nos rins, e 90% s&o
excretados via secrecdo tubular, independentemente da taxa de formagdo de urina
(SKADHAUGE, 1983). Concentracdes sanguineas acima de 15 mg/dL sugerem alteracdes da
funcdo renal, que podem ser causadas por diversos fatores, como nefrotoxinas (SCHIMIDT et

al., 2007). Batina (2004) mostrou haver diminuicdo significativa na concentragdo de acido
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urico sanguineo de frangos de corte aos 42 dias de idade submetidos a dieta contendo 5 mg de
AF/kg de ragéo.

A uréia é resultante do metabolismo do nitrogénio. E produzida pelo figado e
excretada pelos rins. Sua concentracdo sanguinea € influenciada pela ingestdo de proteinas,
pela taxa de excrecdo renal (que podem aumentar a concentragdo sanguinea da uréia) e pelo
estado do figado, que é o 6rgdo responsavel pela sua sintese. Como as aves sdo uricotélicas,
pequenas quantidades de uréia estdo presentes no plasma. A concentra¢do normal de uréia de
aves nao-carnivoras € de 0 a 5 mg/dL (CAMPBELL, 2004). Diminuicdo na concentracdo
sérica de uréia foi encontrada por Batina (2004) em frangos de corte com 42 dias intoxicados
com 5 mg de AF/kg de racdo. 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 g de AF/kg de racéo).

3.6. Aflatoxinas e hematologia completa

As micotoxinas afetam diretamente os parametros hematoldgicos das aves
contaminadas, mesmo em pequenas doses, que levam a micotoxicoses sub-clinicas. Tessari et
al. (2006), trabalhando com 0,5 e 200 pg de AFB;/kg de racdo, em associa¢do ou ndo com 0,5
ou 200 mg de fumonisina B3, ndo observaram alteragdo no estado geral dos frangos durante o
periodo experimental (caracteristica de doenca sub-clinica). Porém constataram que em todos
os tratamentos houve reducdo nos valores de hematocrito, hemoglobina e numero de
hemacias, caracterizando um quadro de anemia, sendo que os grupos mais afetados foram os
que receberam as maiores concentracfes das toxinas em associagdo. Também observou-se um
menor namero de leucdcitos em todos os tratamentos, porém esta reducdo foi mais intensa
nos grupos tratados com 200 pg de AFB;/kg de ragdo, com ou sem fumonisina. Aravind et al.
(2003) trabalhando com dieta naturalmente contaminada com varias micotoxinas observaram
diminuicdo no hematdcrito das aves intoxicadas aos 21 e aos 35 dias de idade. Aos 35 dias de
idade, houve uma aparente reducdo na concentragdo de hemoglobina e na contagem de
hemécias em relacdo ao grupo controle. Diminuigdo na porcentagem de heterdfilos em aves se
alimentando de 2450 pg de AFB1/kg de racdo, além de aumento na porcentagem de linfocitos
no plasma de aves ingerindo 350 e 2450 ug de AFB,/kg de racdo foram encontradas por Del
Bianchi et al. (2005). Tung et al. (1975) alimentaram frangos com 5,0 e 10,0 ug de AFB/kg
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de racdo e observaram que os efeitos sobre os pardmetros hematoldgicos foram mais

pronunciados quanto maior o nivel de aflatoxina.
3.7. Aflatoxinas e minerais séricos

Estudos também tém demonstrado que as aflatoxinas afetam direta ou indiretamente o
metabolismo do calcio e do fosforo nas aves (GLAHN et al, 1991). O célcio é o mineral mais
abundante no organismo da ave. E considerado um dos principais constituintes dos 0ssos e
tem ainda um papel fundamental no controle das funcdes celulares dos tecidos nervoso e
muscular, bem como de atividades hormonais e de coagulagdo sanguinea (MAIORKA;
MACARI, 2002). Cerca de metade do calcio plasmatico esta livre e esta é a porcdo ativa do
calcio, enquanto a outra metade encontra-se inativa, ligada a albumina (KERR, 2003), e
também a cations ndo-protéicos. O célcio sérico ou plasmatico esta distribuido em trés fracdes
principais. Todo o calcio nos liquidos corporais esta ionizado (Ca*?), mas parte (cerca de
50%) encontra-se livre e parte esta ligada a moléculas ani6nicas (proteinas (80% albumina e
20% globulina) — 40-45%; e anions ndo-protéicos (citrato, fosfato, lactato e outros anions
pequenos e difusiveis) — 5-10%). A por¢do do calcio livre no plasma é regulada por
hormdnios e contribui para estados patolégicos (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Os distarbios
renais causam diminuicdo do célcio sérico pela perda de proteinas, que leva a
hipoalbuminemia ou pela diminuicdo da reabsorcdo do céalcio (LEWANDOSWIK et al, 1986).
Como as concentragdes séricas de Ca™ em perfis bioquimicos comuns representam a
concentracdo total de Ca'?, uma diminuicio na concentracdo sérica de protefnas
(especialmente hipoalbuminemia) diminui o Ca* ligado as mesmas, e, portanto pode causar
hipocalcemia, chamada de pseudo-hipocalcemia (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Diminui¢ao
da concentracdo de calcio sérico total foi observada em frangos de corte de 42 dias de idade
submetidos a dieta contendo aflatoxinas (80% AFB;, 12% AFB,, 5% AFG; e 3% AFG,) e
clinoptilonita (MACIEL et al., 2007).

O fosforo esta presente predominantemente na forma de hidroxiapatita (90%) na
matriz mineralizada dos 0ssos, e 0s 10% restantes estdo nos tecidos moles intracelularmente,
sendo o principal anion intracelular e faz parte de varios processos metabdlicos como
metabolismo de energia, contracdo muscular e integridade do esqueleto (DENNIS, 1996). O
fosforo inorganico, maneira pela qual é referido o fésforo nos organismos vivos, também

encontra-se no liquido extracelular. O fosfato inorgénico encontra-se na circulagdo como
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monohidrogeniofosfato (HPO,?, que é divalente, e como dihidrogeniofosfato (H,POy), que é
monovalente (MAIORKA; MACARI, 2002). 55% do fdsforo inorgénico encontra-se livre no
plasma, enquanto os outros 45% estdo ligados a anions (10% a proteinas cationicas e 35% a
cations ndo-protéicos). Assim como ocorre com o calcio, a parte livre no plasma é que é
regulada por horménios (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Fernandez et al. (1994) trabalhando
com intoxicagdo experimental de poedeiras comerciais com 2,5 mg de AFB;/kg de ragéo
relataram presenca de hipofosfatemia quando em comparacao ao grupo controle negativo.
Ambos minerais sdo regulados pela funcdo do hormoénio paratiredideo (PTH),
produzido pelas glandulas paratiredides e inativado ou degradado pelo figado e pelos rins. O
PTH é um hormonio polipeptidico (84% aminoécidos) secretado em resposta a uma
diminuicdo na concentragdo sérica de calcio livre, enquanto a vitamina D ativa e aumento na
concentracdo sérica de calcio livre inibem sua sintese. O PTH promove aumento na absor¢do
de célcio pelo intestino (na presenca de vitamina D ativa) e maior reabsor¢dao nos tubulos
renais; mobilizacdo de célcio e fésforo inorganico dos ossos; e excrecdo renal de fosforo
inorganico por inibir a reabsorcdo do mesmo pelos tabulos (acdo fosfaturica potente). Glahn
et al. (1991) explicam que os efeitos das aflatoxinas sobre os minerais citados podem estar
relacionados com alteragbes no metabolismo da vitamina D e do PTH, pois estas micotoxinas
podem diminuir a sintese de PTH enddgeno ou alterar a sensibilidade renal a este horménio,
podendo ainda, reduzir a sintese de vitamina D ativa, causando assim, diminuicdo da excrecdo
de fosforo e aumento na excrecdo de calcio. Estes efeitos resultariam em hipocalcemia
verdadeira (por diminuicdo na concentracdo de célcio sérico livre) associada a pesudo-
hipocalcemia (por hipoalbuminemia); aléem de hipofosfatemia devido a baixa na concentragéo
de vitamina D ativa, que estimula a absorcdo de fésforo no intestino e a mobilizacdo de

fésforo dos 0ssos.
3.8. Aflatoxinas e uso de adsorventes

E sabido que a industria avicola se utiliza de varios métodos que objetivam a reducéo
de prejuizos causados a saude e ao desempenho devidos as micotoxinas. Os métodos que
objetivam eliminar ou reduzir os niveis de contaminacdo por micotoxinas nos alimentos
levam em consideracdo estratégias de descontaminacgéo e detoxificacdo. Isto inclui métodos
quimicos, fisicos e bioldgicos, desde que estes métodos apresentem efetividade na remogéo,

destruicdo e inativacdo das micotoxinas; auséncia de efeitos toxicos ou carcinogénicos; ndo
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alterem as propriedades nutritivas nem a palatabilidade dos alimentos e sejam econdmica e
tecnologicamente vidveis, ndo alterando o preco final do produto (DIAZ; SMITH, 2005). Um
caminho para o problema tem sido usar materiais absortivos ndo-nutritivos na alimentagéo
objetivando-se reducdo na absorcao de aflatoxina B1 ou aflatoxina pelo trato gastrointestinal
(KUBENA et al., 1990b). Dentre todos os meios, 0 mais comumente utilizado € a ligacdo
irreversivel da micotoxina a um adsorvente (DIAZ; SMITH, 2005). A utilizacdo de
aluminosilicato de calcio e sddio hidratado, um tipo de zeolita comercial, em dietas de aves
domeésticas tem mostrado resultados satisfatorios, pela sua capacidade em adsorver toxinas
(KUBENA et al, 1990a), tornando-as menos disponiveis para adsor¢do pelo trato
gastrointestinal (KUBENA et al, 1990b). O aluminosilicato de célcio e sédio hidratado na
concentracdo de 0,5% na dieta diminuiu significativamente os efeitos adversos no peso
corporal e nas mudancas hepaticas principais causados por 7,5 mg de AFB;/kg de dieta em
poedeiras Leghorn e frangos de corte (KUBENA et al., 1987; PHILLIPS et al., 1988). Neeff
et al. (2013) também relatam reducdo dos efeitos deletérios sobre o peso relativo de figado e
rim e reducdo dos residuos de AFB; e também de produtos de biotransformacdo de AFB;
(AFB,, Aflatoxicol, e AFG;) em figado de frangos de corte ao final da fase inicial de criacdo
(21 dias), com uso de 0,5% de HSCAS e administracao de 2,5 mg de AFB1/kg de racéo).

3.9. Cromatografia liquida de alta Eficiéncia

Para a deteccdo das aflatoxinas presentes nas matérias-primas e nas racoes, e para a
determinacédo dos biomarcadores hepaticos e aduto sérico séo utilizadas metodologias que tém
por base o uso de equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Estes
métodos sdo os mais amplamente usados para a deteccdo de aflatoxinas em alimentos ou
materiais biol6gicos.

Véarios nomes tém sido utilizados para denominar esta técnica de cromatografia
liquida: alta velocidade, alto desempenho, alta resolucéo e alta eficiéncia. O nome mais aceito
e utilizado em portugués é “cromatografia liquida de alta eficiéncia” (GUIMARAES;
COLLINS, 1988).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia consiste em metodo separacdo de compostos
em solucdo. A histdria da cromatografia liquida passa por uso de coluna de carbonato de
calcio, camada fina de silica, camada delgada (cromatografia de camada delgada) e

finalmente o uso de colunas liquido-liquido até a chegada da moderna cromatografia liquida
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de alta eficiéncia, com auxilio de colunas cromatogréficas (MILLER, 2005). A cromatografia
tem como principio bésico a separacdo de misturas, no qual 0s componentes a serem
separados estdo em uma das duas fases: fase movel e fase estacionaria. E um tipo de
cromatografia liquida que emprega pequenas colunas, cheias de materiais especialmente
preparados e uma fase mével que é eluida sob altas pressdes. Ela tem a capacidade de realizar
separagBes e analises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em
varios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolugéo,
eficiéncia e sensibilidade (GUIMARAES; COLLINS, 1988).

A cromatografia de adsorcdo (liquido-solido) € utilizada para separar espécies nao
polares, isdmeros estruturais e compostos alifaticos. As fases estacionarias utilizadas para este
tipo de técnica compreendem somente silica ou alumina, sendo 0 componente menos polar
aquele que elui primeiro. Diminuindo-se a polaridade da fase mével aumenta-se a retencédo
dos componentes. A cromatografia de adsor¢do ndo admite solventes aquosos (COLLINS;
BRAGA. 1990).

Atualmente se faz uso da cromatografia liquida de fase reversa. A CLAE de fase
reversa (FR-CLAE) consiste em uma fase imovel apolar e uma fase moével de polaridade
moderada. Uma das fases estacionarias mais comuns deste tipo de cromatografia é a silica
tratada com RMe,SiCl, em que o R é uma corrente alquil tal como CygHsz0u CgHy7. O tempo
de retencdo € maior para as moléculas de natureza apolar, enquanto as moléculas de carater
polar sofrem eluicdo mais rapidamente. Variando a natureza dos grupos funcionais da fase
estacionaria € possivel obter diferentes tipos de seletividade. Tais grupos podem ser de
natureza polar como o grupo amino (-NH,) e o grupo nitrilo (-CN), que funcionando
similarmente as fases polares da cromatografia liquido-sélido, sdo chamados de fase
“normal”’; ou de natureza apolar, como os grupos octil (-CgH;7), octadecil (-C1gH37), fenil (-
CeHbs), etc., que sdo de fase “reversa” (GUIMARAES; COLLINS, 1989).

Existem diversos tipos de detectores utilizados em CLAE. A classe mais usada ¢ a de
detectores fotométricos, baseados na absorbancia no ultravioleta e no visivel; depois séo 0s
refratométricos e, finalmente, as classes especiais, que de uma maneira geral sdo mais
especificos e menos utilizados (por fluorescéncia, eletroquimicos, de radioatividade...)
(GUIMARAES; COLLINS, 1989).

Para a deteccdo e quantificacdo de aflatoxinas, € muito comum o uso de detectores por
fluorescéncia. A espectroscopia por fluorescéncia pode ser usada como método de deteccdo
especifico e é um dos mais sensiveis da para compostos que fluorescem (GUIMARAES;
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COLLINS, 1989). Os detectores mais usados consistem de detectores de fluorescéncia multi-
comprimento de onda. Este tipo de detector € mais caro e complicado, e usualmente consiste
de dois monocromatores. Um dos monocromatores prové o comprimento de onda selecionado
para a excitacdo e o outro, 0 comprimento de onda selecionado para emissdo (SCOTT, 1999).

A partir da intensidade dos sinais identificados nos detectores, aliado com outras
informacdes, como o tempo de retencédo, sdo elaborados os cromatogramas utilizados para as

analises finais.

3.10. Cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a espectrometria de massa

Os principios fundamentais da espectrometria de massa (EM) datam do fim dos anos
1890, quando J. J. Thomson determinou a razdo massa/carga do elétron, e Wien estudou a
deflexdo magnética de raios anddicos e determinou que 0s raios eram carregados
positivamente. Cada estudioso recebeu um Prémio Nobel (Thomson em 1906 e Wien em
1911) por seus trabalhos. Contudo, a espectrometria de massa nao se popularizou até mais ou
menos 50 anos atrds, quando foram disponibilizados instrumentos baratos e confidveis
(PAVIA et al., 2010).

Nas décadas de 1980 e 1990, o desenvolvimento de técnicas de ionizacdo para
compostos com pesos moleculares altos e amostras bioldgicas introduziu a espectrometria de
massa para uma nova comunidade de pesquisadores. Em clinicas de satde de todo o mundo,
por exemplo, a EM é usada em testes de sangue e urina para tudo, desde registro da presenca
e do nivel de certos compostos que sdo marcadores de estados patologicos, incluindo muitos
canceres, até deteccdo de presenca e analise de drogas ilicitas ou anabolizantes (PAVIA et al.,
2010).

Para o acoplamento da técnica de CLAE com a EM, é necessaria a ionizagdo das
moléculas de interesse. Basicamente, 0 primeiro componente do espectrdmetro de massa € a
unidade de entrada de amostra, que traz a amostra do ambiente laboratorial (1 atm de pressao)
para a pressdo mais baixa do espectrometro de massa, que podem ir de poucos milimetros de
mercurio em uma fonte de ionizagdo quimica até alguns micrémetros de mercdrio nas regides
do analisador de massa e do detector do instrumento. A unidade de entrada de amostras leva
até a fonte de ions, onde as moléculas da amostra sdo transformadas em ions em fase gasosa.
Os ions sdo, entdo, acelerados por um campo eletromagnéticos. A seguir, o analisador de

massa separa 0s ions da amostra baseado em sua razdo massa/carga (m/z). Os ions sdo, entdo,
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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 € o espectro de massa — um grafico de
numero de ions detectados como uma funcéo de sua razdo m/z (PAVIA et al, 2010).

Os compostos que sdo separados por CLAE sdo relativamente pouco volateis e/ou
sensiveis a temperatura, de maneira que ndo € possivel ioniza- los utilizando as técnicas de
ionizacdo mais comumente aplicadas na espectrometria de massa (ARDREY, 2002). Desta
forma, para o acoplamento da CLAE a EM foi necessario o desenvolvimento de interfaces e
de formas de ionizacdo alternativas. Na tentativa de minimizar os problemas encontrados no
interfaceamento do sistema CLAE com EM foram desenvolvidas varias interfaces, nas quais,
muitas vezes, também ¢é realizada a ionizacdo do analito por métodos que permitem a
obtencdo de ions a partir de moléculas sensiveis a temperatura e/ou pouco Vvolateis
(ARDREY, 2002). Por esse motivo muitos autores referem-se a algumas dessas interfaces
simplesmente como fontes de ionizagéo.

A técnica de ionizacdo por eletrospray (ESY) € atil para estudar biomoléculas com
peso molecular baixo ou alto e outros compostos labeis e ndo volateis. Nesta técnica, uma
solucdo contendo as moléculas da amostra é borrifada na ponta de um tubo capilar fino para
dentro de uma camara aquecida, isto é, em pressao quase atmosférica. O tubo capilar pelo
qual a solucdo da amostra passa tem um potencial de alta voltagem em sua superficie, e
pequenas goticulas carregadas sdo expulsas para dentro da cdmara de ionizagdo. As goticulas
carregadas enfrentam um contrafluxo de um gas de secagem (geralmente o nitrogénio) que
evapora as moléculas de solvente das goticulas. Assim, a densidade de carga de cada goticula
aumenta ate que as forcas repulsivas eletrostaticas excedam a tenséo superficial da goticula (o
limite de Rayleigh), quando entdo a goticula divide-se em goticulas menores. O processo
continua até que os ions da amostra, livres de solvente, sejam deixados na fase gasosa
(PAVIA et al., 2010).

Quanto aos analisadores de massa, que recebe o feixe de ions acelerado por um campo
elétrico, este é responsavel pela separacdo dos ions de acordo com suas razfes m/z, podendo
ser de varios tipos, como de setor magnético, de foco duplo, quadruopolar, duplo
quadruopolar, ou por tempo de vdo. O detector de um tipico espectrdbmetro de massas é
composto de um contador que produz uma corrente proporcional ao nimero de ions que o
atingem (PAVIA et al., 2010).

Na micotoxicologia, as metodologias desenvolvidas para deteccdo de micotoxinas sao

amplamente usadas. E relatado seu uso na detecgdo 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, 0s
sistemas de CLAE-EM sdo bastante utilizados para determinacdo de residuos ou

biomarcadores de micotoxinas em materiais biologicos (GROOPMAN et al., 2014; JAGER et
al., 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. PREPARACAO PARA O EXPERIMENTO

4.1.1. Cultivo de fungos para obtencdo de aflatoxinas.

Esta etapa consistiu no cultivo de fungos Aspergillus parasiticus NRRL2999
objetivando-se a producdo de aflatoxinas para uso no preparo das dietas experimentais. Esta
etapa foi realizada no Laboratério de Microbiologia e Micotoxicologia de Alimentos, da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos/USP/Pirassununga.

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

feito sequindo 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 &gua destilada.
Tampar e deixa-los por, no minimo, 2 horas em temperatura ambiente para embeber 0s
gréos;

3. Autoclavar os erlenmeyers com arroz sob temperatura de 121°C durante 15 minutos
(tempo de esterilizacdo); aguardar atingir temperatura ambiente.

4. Ligar o fluxo laminar com, no minimo, 30 minutos de antecedéncia. Soltar o arroz
autoclavado que esta aderido as paredes dos erlenmeyers, batendo-os cuidadosamente
sobre uma esponja na bancada até soltar os graos;

5. Colocar os erlenmeyers autoclavados e uma placa de Petri com a cultura de
Aspergillus no fluxo laminar. Ligar a chama, esterilizar uma espatula e cortar uma
pequena porcdo do material de cultura e transferir para o erlenmeyer. Tampar 0
erlenmeyer e agitar;

6. ApOs a semeadura, deixar os erlenmeyers em repouso por 24 horas a 27°C no escuro.
Coloca-los na mesa agitadora a 250 rpm, em temperatura ambiente e no escuro por 1
semana. Apos este periodo, os grdos tornam-se marrom-dourado;

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

tampbes de algoddo e as paredes do erlenmeyer. Agitar cada erlenmeyer
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9.

vigorosamente por alguns segundos para distribuir o cloroférmio e deixar a mistura
repousando uma noite para inativar o fungo. Evaporar o cloroféormio dos frascos em
capela de exaustao;

Colocar o material a base de arroz em estufa de ar forcado a 40°C por uma noite para
secar. Depois de seco, o material de cultura deve ser moido, homogeneizado e
examinado por sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinacéao
das concentracOes das aflatoxinas.

O material de cultura seco deve ser estocado em recipientes plasticos sob refrigeracao.

4.1.2. Andlise micotoxicologica 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

analises de quantificacdo de aflatoxinas foram feitas de acordo com a metodologia descrita a
seguir (VICAM (1999), modificada por OLIVEIRA (2013)).

© N o O

10.

Pesar o lote produzido e coletar amostras de 10 regides diferentes do material,
transferindo para um béquer;

Homogeneizar bem a amostra com auxilio de bastéo de vidro;

Pesar 1 grama da amostra homogeneizada e devolver o restante ao lote inicial;
Realizar a extracdo das micotoxinas adicionando 20 mL de solucdo de metanol:agua
(v:v; 70:30) com auxilio de mesa agitadora por 30 minutos a 240 rpm;

Filtrar o extrato em papel filtro e recolher 1mL em baldo volumétrico de 100 mL;
Completar o baldo volumétrico com solucéo de metanol:agua (v:v; 50:50);
Homogeneizar bem a solugdo, invertendo o baldo volumeétrico repetidas vezes;

Tomar 500 pL da solugdo em um vial de 2,0 mL. Evaporar totalmente o extrato e
acrescentar 200 puL de n-hexano e 100 pL de acido trifluoroacético Fechar o vial,
agitar a mistura em vortex e colocar em estufa a 35°C por 10 minutos. Evaporar
totalmente com auxilio de concentrador de amostras;

Ressuspender em 500 pL de solu¢do de metanol:agua (v:v; 50:50);

Preparar a injecdo no aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia de acordo

com as instrucBes para corrida cromatografica’.
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'Condigbes para a corrida cromatografica: Detector de fluorescéncia (excitacdo: 360
nm e emissdo: 440 nm); coluna Phenomenex® ODS (5 um) 4,6x150 mm; pré-coluna Shem-
pack® (5 um) 4x10 mm; loop de 20 uL; fase mdvel: agua:acetronitrila:metanol (60:20:20);
fluxo de 1,0 mL/minuto.

Os resultados parciais obtidos dos lotes utilizados na preparacdo das dietas

experimentais encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo (mg) total de aflatoxinas B;, By, G; e G;
nos diferentes lotes de cultivo de Aspergillus parasiticus
NRRL2999 utilizados para preparo das dietas experimentais.

Lote  AFGi(mg) AFBi(mg) AFGy(mg) AFBy(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 concentracdes de AFB; obtidas por intermédio do
cultivo fungico é possivel notar que as quantidades produzidas variam muito de um lote para
0 outro. A producdo de aflatoxinas é favorecida especialmente pela umidade relativa do ar
(superior a 80%), alta temperatura ambiental e condi¢des de integridade e teor de umidade do
substrato. O Aspergillus flavus e o A. parasiticus proliferam em temperaturas entre 32°C e
33°C. As aflatoxinas geralmente sdo produzidas na faixa entre 13°C e 42°C, embora entre
25°C a 30°C seja considerada temperatura 6tima para sua sintese (BATATINHA; SIMAS;
GORNIAK, 2008).

4.1.3. Analise micotoxicoldgica das matérias-primas das dietas experimentais.

As matérias-primas constituidas de grdos que foram utilizadas no preparo da

alimentacdo dos animais passaram por analise para verificar a presenca de aflatoxinas (Tabela
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2). As analises foram realizadas de acordo com a metodologia de Vicam (1999), apresentada a

sequir.

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 solucdo de metanol:agua (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 &gua ultrapura, homogeneizar e filtrar em filtro de
microfibra (1,5 um), 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 agua 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 uL de &cido trifluoroacético e 200 uL
de n-hexano. Agitar a mistura em vértex e colocar em concentrador de amostras a
35°C por até completa secagem;

10. Ressuspender o extrato em 500 pL de solugdo de metanol:agua (v:v; 50:50) e reservar

para a corrida cromatografica’.

'Condigbes para a corrida cromatografica: Detector de fluorescéncia (excitagdo: 360
nm e emissdo: 440 nm); coluna Phenomenex® ODS (5 um) 4,6x150 mm; pré-coluna
Shempack® (5 pm) 4x10 mm; loop de 20 upL; fase movel: &gua:acetronitrila:metanol

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

Tabela 2. Analise micotoxicologica dos gréos presentes nas dietas experimentais.
Ingrediente  AFBi(ng/kg) AFBa(pg/kg) AFGi(ng/kg) AFG,(ng/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 possivel observar que as quantidades de
aflatoxinas presentes nas matérias-primas sdo muito baixas (<0,2%), o que levou a sua

desconsideracé@o na preparacao das dietas experimentais fornecidas aos animais.

4.2. PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1. Animais e instalacdes

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 incubatdrio contra as doencas de Marek e Gumboro. As aves foram mantidas em boxes,
em um Unico galpdo, recebendo &gua e racdo ad libitum. As mesmas foram distribuidas
aleatoriamente em 24 boxes experimentais com 10 aves cada (4 dietas experimentais, 6
repeticdes de 10 aves cada), e mantidas sob experimento durante 42 dias, sendo que a
intoxicagdo dos animais foi iniciada a partir do 8° dia. As dietas basais (inicial, crescimento e
terminacdo) foram formuladas para estar em acordo com 0s requerimentos nutricionais para
frangos de corte, recomendados por Rostagno (2011).

As aves estiveram alojadas em um mesmo galpdo do Setor de Avicultura do campus
da USP, em Pirassununga/SP. Foi tomada a precaucdo de os boxes no galpdo 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 ndo contaminada em direcdo a da fileira contaminada.
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Tabela 3. Composic¢édo nutricional das dietas experimentais.

Racdo Inicial' Racdo de Crescimento’®  Racéo de Terminagio®
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
Oleo de Soja 2,538 3,431 3,241
Sal Comum 0,350 0,350 0,350
Bicarbonato de Sédio 0,204 0,157 0,138
Fosfato Bicalcico 1,620 1,337 1,071
Calcario Calcitico 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 Vitaminico-Mineral 0,400 0,400 0,400
Caulim 0,200 0,200 0,200
Niveis Nutricionais
Matéria Seca (%) 88,7069 88,6887 88,6200
Proteina 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
Calcio (%) 0,8825 0,7320 0,6380
Fdsforo Digestivel
Verdadeiro (%) 0,3560 0,3130 0,2730
Energia Metabolizavel Aves
(kcal/kg) 2988 3100 3150
Lisina Digestivel Aves (%) 1,2080 1,0780 1,0100
Metionina + Cistina
Digestivel (%) 0,8705 0,7870 0,7370
Treonina Digestivel Aves
(%) 0,7860 0,7010 0,6560
Triptofano Digestivel Aves
(%) 0,2372 0,2151 0,1931
Saédio (%) 0,2125 0,2000 0,1950
Cloro (%) 0,2609 0,2611 0,2619
Potassio (%) 0,8239 0,7592 0,6962
Acido Linoléico (%) 2,7450 3,2520 3,2056

TComposigdo do Premix Vitaminico-Mineral da ragéo inicial (niveis/kg de racao): vitamina A 7000 U.I., vitamina
D3 2200 U.1., vitamina E 11000 U.I., vitamina K3 1600mg, vitamina B1 2000mg, vitamina B2 5000mg, vitamina
B6 3000mg, vitamina B12 12000mcg, niacina 35000mg, acido pantoténico 13000mg, acido félico 0,800mg,
cobre 0,100g, ferro 0,050g, manganés 0,070g, zinco 0,050g, iodo 1200mg, selénio 0,200mg, hidréxido de cloro
30000mg. 2Composicdo do Premix Vitaminico-Mineral da racéo de crescimento (niveis/kg de racéo): vitamina A
6000,000 U.I., vitamina D3 2000,000 U.l., vitamina E 10000 U.I., vitamina K3 1600mg, vitamina B1 1400mg,
vitamina B2 4000mg, vitamina B6 2000mg, vitamina B12 10000 mcg, niacina 30000mg, acido pantoténico
11000mg, acido félico 0,600mg, cobre 0,100g, ferro 0,050 g, manganés 0,070g, zinco 0,050g, iodo 1200mg,
selénio 0,200mg, hidréxido de sédio 30000mg.®Composicdo do Premix Vitaminico-Mineral da racéo de
terminacdo (niveis/kg de racdo): vitamina A 5000,000 U.I., vitamina D3 1000,000 U.l., vitamina E 8000 U.I.,
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vitamina K3 1600mg, vitamina B2 2000mg, vitamina B12 5000 mcg, niacina 20000mg, acido pantoténico
9000mg, cobre 8000mg, ferro 0,050 g, manganés 0,070g, zinco 0,050 g, iodo 1200mg, selénio 0,200mg.

4.2.2. Adsorvente experimental

Como adsorvente experimental foi utilizado produto disponivel no mercado a base de
aluminosilicato de calcio e sodio hidratado (HSCAS). O HSCAS é uma classificacdo geral
que inclui diferentes adsorventes, ndo sendo uma substancia especifica. Pode ser definido
como todo material de aluminosilicato puro, que contenha mistura de agua zeolitica e
menores quantidades de calcio e sddio na forma de cations ou seus sais solUveis. O
aluminosilicato de calcio e sodio é geralmente reconhecido como seguro para uso em niveis

que ndo excedam 2% da dieta.

4.2.3. Preparo das dietas experimentais

O arroz contaminado com AFB; e 0 HSCAS foram adicionados a racdo basal em
proporcdes adequadas, de maneira a obter, na racdo final, os seguintes niveis: Dieta 1 (dieta
basal, sem a adicdo 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 pg de AFB1/kg de racdo); Dieta 4 (dieta basal contaminada com 500 pg
de AFB1/kg de ragéo).

Tabela 4. Composicéo geral das dietas experimentais.
Dieta Experimental AFB;(ug/kg de racdo)  HSCAS (% na ragéo)

Dieta 1 0 0
Dieta 2 0 0,5
Dieta 3 500 0,5
Dieta 4 500 0

As racOes, assim preparadas, foram homogeneizadas por cerca de 15 minutos em
misturador horizontal/helicoidal, e armazenadas em local apropriado até a sua utilizagéo.

A preparacdo das racbes contaminadas foi realizada em etapas, no decorrer do
experimento. Nestas ocasides, foram comprovados os niveis de AFB; nas ra¢Bes prontas,
retirando-se 1 amostra de 1 kg de cada racdo preparada contendo toxina. A confirmagdo da

concentracdo de aflatoxinas nas amostras de racdo foi efetuada através de CLAE, conforme
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Oliveira et al. (2008). Todas as dietas apresentaram o nivel esperado de AFB; preconizado de
500ug/kg.

4.3. Variaveis sob estudo

4.3.1. Desempenho zootécnico

As caracteristicas avaliadas para a determinacdo do desempenho zootécnico foram:
Consumo de Rac¢do (CR) = Sobra de Rac¢do ao final do periodo (g) — Quantidade de Racéo
fornecida no inicio do periodo (g); Ganho de Peso (GP) = Peso médio das aves ao final do
periodo (g) — Peso médio das aves no inicio do periodo (g); Conversdo Alimentar (CA) = CR
no periodo (g)/GP no periodo (g) e indice de Eficiéncia Produtiva (IEP) = [(GP (g)/Nimero
de dias do periodo) x VC]/(CA do periodo x 10). Também sera avaliada a Viabilidade
Criatoria (VC) em % = (Numero de aves ao final do periodo x 100)/Numero de aves no inicio
do periodo. Os célculos destes parametros estdo de acordo com Sakomura e Rostagno (2007),
e 0 CR, 0 GP e a CA foram corrigidos para a mortalidade.

Para a avaliacdo do GP, do CR e da CA, as aves e as sobras de racdo foram pesadas
semanalmente. Para a determinacdo da Viabilidade Criatdria, as aves foram contadas toda

Semana.

4.3.2. Biometria de 6rgdos e estudo histopatoldgico

Aos 21 e aos 42 dias de idade, 6 aves por tratamento, 1 ave por repeticdo (as mesmas
que tiveram sangue coletado para realizacdo de anélise de bioquimica 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 figado e os rins coletados
para pesagem e analise histopatologica apos confecgdo de laminas, além de porcao de figado
também ser armazenada para analise residuos hepaticos de aflatoxinas (Iltem 4.3.6). Para a
biometria, os 6rgdos foram pesados individualmente e determinada a porcentagem de peso
correspondente ao peso do animal vivo. Para a andlise histopatologica, os fragmentos de
orgdos foram acondicionados em solucdo de formalina 10% até a confeccdo das laminas e

analise pelo Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP.
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4.3.3. Bioguimica sérica

Os exames de bioguimica 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 concentracdo de proteina total, albumina, &cido drico e uréia. Os resultados das
concentracdes de globulinas foram obtidos por meio das diferencas entre as concentracdes de
proteina total e as de albumina ([GBL] = [PT] — [ALB]). As metodologias utilizadas para as
andlises estiveram de acordo com as indicacGes do fabricante dos kits comerciais empregados,
e podem ser observadas na Tabela 5.

Tabela 5. Metodologias e kits comerciais empregados nas determinacdes dos
parametros bioquimicos séricos de frangos de corte.

Parametro Biogquimico Metodologia Kit comercial*
. Albumina monoreagente
Albumina Verde de Bromocresol K040®
. . . Proteinas totais monoreagente
Proteina Total Método de Biureto K031®
Método de Szaiz (1969)

Gama GT cinético KO80®

Transaminase AST (TGO)
cinética K048®
Transaminase ALT (TGP)

Gama-glutamiltransferase (GGT) modificado

Aspartato aminotransferase (AST)  Método de cinética UV

Alanina aminotransferase (ALT) Método de cinética UV cinética KO49®

. ) - Desidrogenase latica LDH
Lactose Desidrogenase (LDH) Método de cinética UV UV K014®

Método enzimatico Ao
Acido Urico colorimétrico (UOD- Acido urico monoreagente
K139®
PAP)

Uréia Método cinética UV Uréia UV K056®

*Bioclin® (Quibasa Quimica Béasica 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 repeti¢do) tiveram
sangue coletado com anticoagulante (EDTA - etileno diaminotetraacético de sédio ou
potéssio) por meio da puncdo da veia da asa para realizacdo de hemograma, o qual constou
de:

a) Hematdcrito ou Volume Globular (%): com auxilio de capilar, como definido por

Noriega (2000);
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b) Contagem de Eritrdcitos (x10%/mm? de sangue): com auxilio de cAmara de Neubauer e
solugéo para coloracéo de Natt-Herrik, de acordo com Natt e Herrik (1952);

c) Dosagem de Hemoglobina (g/dL): com auxilio de aparelho espectrofotdometro pela
Metodologia da Cianometahemoglobina (Hemoglobina K023® - Bioclin® - Quibasa
Quimica Basica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil);

d) Contagem Total de Leucécitos (x10¥/mm?® de sangue): com auxilio de camara de
Neubauer e diluente para contagem de Natt-Herrik, de acordo com Natt e Herrik
(1952);

e) Contagem Diferencial de Leucdcitos (%): linfocitos, heteréfilos, eosinéfilos, basofilos
e mondcitos, com auxilio da Técnica de Coloracdo de Rosenfeld (1947), de acordo
com Noriega (2000);

f) VCM (Volume Corpuscular Médio) (fentolitros): os valores sdo obtidos de acordo
com a seguinte equacdo: VCM = (Hematocrito em % x 10)/ Numero de
Eritrocitos/mm>;

g) HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) (picogramas): os valores sdo determinados
com auxilio da equacdo: HCM = ([Concentracdo de hemoglobina em g/dL] / [Ndmero
de Eritrécitos/mm?]) x 10;

h) CHCM (Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) (%): sdo estabelecidas
por meio do uso da equacdo: CHCM = (Concentracdo de hemoglobina em g/dL /

Hematdcrito em %) x 100.

4.3.5. Andlise de minerais séricos

Ao0s 21 e aos 42 dias de idade, 12 aves por tratamento (2 aves por repeti¢do) tiveram
sangue coletado sem anticoagulante por meio da puncgdo da veia da asa para realizagéo de
dosagem da concentragéo de célcio total e fosforo inorgénico séricos. A metodologia aplicada
foi a do kit comercial utilizado: Método colorimétrico de ponto final Arzenazo Ill — Célcio
arzenazo Ill KO51® para célcio e Método UV de ponto final — Fésforo UV K068® para
fosforo. Ambos kits sdo Bioclin® (Quibasa Quimica Basica Ltda., Belo Horizonte, MG,
Brasil).
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4.3.6. Andlises de Biomarcadores de Aflatoxinas

Foram determinados residuos de AFB;, AFB,, AFG;, AFG,, Aflatoxicol, AFB,,,
AFM;, AFP; e AFQ: no figado de 6 aves por tratamento (1 ave por repeticdo), bem como

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

4.3.6.1. Determinacéo de residuos de aflatoxinas em tecido hepatico

a) Preparacdo da amostra:
A amostra foi preparada e submetida ao processo de extracdo, com purificacdo com
auxilio de coluna de imunoafinidade, de acordo com o protocolo descrito no fluxograma a

sequir:

Primeira Etapa da Dupla Extracéo

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

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

Agitar a mistura em vortex 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 solugdo tamp&o, homogeneizando

\

Submeter a nova mistura a centrifugacao sob alta velocidade para remocéo da gordura

!

Passar o volume total da mistura por coluna de imunoafinidade
AflaTest® wb (Vicam®)

*Segunda Etapa da Dupla Extracéo
Acrescentar 4 mL de solugéo de metanol 80% (v/v) ao pellet oriundo da centrifugacéo afim de

se realizar uma segunda extracédo

2
Agitar a mistura em vortex 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

2
Retirar o sobrenadante da mistura centrifugada, transferir para um Falcon de 50 mL e
adicionar 25 mL de solucdo tampao, homogeneizando

Submeter a nova mistura a centrifugacéo a alta velocidade para remocéo da gordura

Passar a mistura pela mesma coluna de imunoafinidade da Primeira Etapa da Dupla Extracéo
(AflaTest® wb (Vicam®))

!

Lavar a coluna com 10 mL de solugdo tampéo

!

Lavar a coluna com 1 mL de agua ultrapura

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

primeira gota e fechar a saida da coluna de imunoafinidade

l

Aguardar 5 minutos

!

Recolher o eluato em um vial de 2 mL

!

Submeter a secagem em condensador de amostras

!

Ressuspender em 500 pL de solugcdo de metanol 50% (v/v)

l

Filtrar a solucdo em filtro de membrana PTFE (Politetrafluoretileno)

l

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

cromatografica previamente determinada em Item 3.3.6.1.b.

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

abaixo.
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Tabela 6. Porcentagem de recuperacdo (%) oriunda de Spiking seguido de Teste de
recuperacdo de amostras negativas fortificadas com aflatoxinas.

Concentracao
Aflatoxina 1,0 ng/g
Aflatoxina B; 155,60%
Aflatoxina B, 78,83%
Aflatoxina G; 60,37%
Aflatoxina G, 54,23%
Aflatoxina M, 72,03%
Aflatoxicol 68,81%
Aflatoxina B,o 63,79%
Aflatoxina P, 87,73%
Aflatoxina Q 41,32%

b) CondicGes do equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
espectrometro de massa com analisador tipo triplo quadruopolo (CLAE-EM/EM) e da corrida
cromatogréafica

As andlises foram conduzidas em um sistema de UPLC Acquity I-Class (Waters
Corp®.; Milford, MA, EUA) com sistema de bomba binéria e injetor automatico acoplado a
um espectrdmetro de massas Xevo TQ-S com fonte de ionizagdo por eletrospray (ESY)
equipado com Z-spray ortogonal (Waters Corp®, Milford, MA, EUA). O géas de nebulizacéo
e dessolvatacdo utilizado foi o nitrogénio, o qual tinha temperaturas de 150°C e 500°C,
respectivamente, para cada func¢do. Os fluxos dos gases usados para o cone e a dessolvatacdo
foram de 150 e 500 I/h, respectivamente. A voltagem do capilar foi de 0,75 kV. A separacéo
cromatografica foi feita com auxilio de coluna Acquity® UPLC BEH C18 com 2,1 mm x 50
mm (didametro X comprimento) para particulas de até 1,7um, a qual foi associada a uma pré-
coluna Van Guard® 3/Pk, ambas da Waters® (Waters Corp®., Milford, MA, EUA). A
obtencéo dos dados foi feita com uso do Monitoramento de Reagdes Multiplas (MRM) com
ionizagdo positiva por electrospray (ES"). Foram acompanhados dois canais afim de se
determinar o composto correto e sua confirmacao (ion pai e ion filho). Os dados referentes ao
ion precursor (pai), ion produto (filho), o dwell time, a voltagem do cone e a energia de
colisdo para cada composto encontram-se na Tabela 7. A aquisicdo de dados e seu

processamento foram feitos com auxilio do software Masslynx versdo 4.1 (Waters Corp.®
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Milford, MA, EUA, 2005). A fase movel da corrida cromatogréafica foi um gradiente entre
uma solucéo de agua:écido formico 0,1% (Solvente A) e outra de acetonitrila:acido formico
0,1% (Solvente B). O gradiente esta descrito na Tabela 8. O fluxo foi de 0,6mL/min. O tempo
total da corrida cromatografica foi de 2,5 minutos, porém apenas o intervalo compreendido
entre 1 e 2 minutos teve ions analisados pelo espectrdmetro de massas, sendo 0s fluxos
anterior e posterior a este tempo destinados a descarte. A temperatura da coluna foi de 40°C.

Aliquotas de 10 pL de amostra foram usadas para injecéo.

Tabela 7. Relacdo massa/carga (m/z) dos ions precursores e produtos, dwell time,
voltagem do cone e energia de colisdo para os residuos hepaticos de aflatoxina.
ion

fon Produto Dwell Voltagem do  Energia de
Composto Precursor ) ]
(m/2) Time (seg.) Cone (V) Coliséo (eV)
(m/z)
Aflatoxina B, 312,71 284,90 (Q)* 0,023 94,0 22,0
Aflatoxina B, 312,71 241,07 (C)** 0,023 94,0 36,0
Aflatoxina B, 314,79 287,04 (Q) 0,023 2,0 26,0
Aflatoxina B, 314,79 259,02 (C) 0,023 2,0 28,0
Aflatoxina G; 328,90 243,02 (Q) 0,023 2,0 26,0
Aflatoxina G; 328,90 199,85 (C) 0,023 2,0 38,0
Aflatoxina G, 330,91 245,03 (Q) 0,023 56,0 28,0
Aflatoxina G, 330,91 188,98 (C) 0,023 56,0 40,0
Aflatoxina M; 328,90 229,04 (Q) 0,023 52,0 38,0
Aflatoxina M; 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 B,, 331,30 285,03 (Q) 0,023 6,0 24,0
Aflatoxina B,, 331,30 241,23 (C) 0,023 6,0 38,0
Aflatoxina P, 299,27 271,01 (Q) 0,023 56,0 22,0
Aflatoxina P, 299,27 215,12 (C) 0,023 56,0 30,0
Aflatoxina Q; 329,28 177,22 (Q) 0,023 60,0 24,0
Aflatoxina Q; 329,28 206,08 (C) 0,023 60,0 34,0

*Canal de Quantificacdo; **Canal de Confirmacao.

48



Tabela 8. Gradiente entre a solucdo de agua:acido formico 0,1% (Solvente A) e a de
acetonitrila:acido férmico 0,1% (Solvente B) ao longo da corrida cromatografica de 2,5
minutos para determinacao de residuos hepaticos de aflatoxinas.

Tempo (min.) Fluxo da Fase Mével (mL/min) % Solvente A % Solvente B
Inicio 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 padrdes de aflatoxinas (Sigma-Aldrich®) encontram-se dissolvidos em metanol,
etanol ou acetonitrila puros (todos grau CLAE), conforme o tipo, e foram calibrados
espectrofotometricamente (y = 200-360 nm) através da técnica preconizada por Scott (1990),
para obtencdo da concentracdo exata das toxinas. ApoOs a calibracdo, foram transferidos
volumes apropriados de cada padrdo para um vial, evaporados até a secura com auxilio de
concentrador de amostras e ressuspendidos em volumes convenientes de solucdo de agua:
metanol grau CLAE (v:v; 50:50), de maneira a obter solugdes de trabalho contendo
aproximadamente 1,0 ug AF/mL. Apds, foi confeccionado um mix das 9 aflatoxinas na
concentracdo 100ng/mL de cada toxina. Estas solucdes foram utilizadas no preparo dos
padrdes da curva de calibracdo. Os tempos de retencdo de cada aflatoxina encontram-se na
Tabela 9.

Tabela 9. Tempo de retencdo na corrida cromatografica das aflatoxinas usadas no mix de
preparo da curva de calibragéo.

Aflatoxina Tempo de Reten¢do (min.)
Aflatoxina B, 1,22
Aflatoxina B, 1,17
Aflatoxina G, 1,16
Aflatoxina G, 1,12
Aflatoxina M, 1,12
Aflatoxicol 1,27
Aflatoxina By, 1,13
Aflatoxina P, 1,14
Aflatoxina Q; 1,12

A curva de calibracdo foi feita utilizando as seguintes concentragOes 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 Correlagéo igual a 0,99.
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4.3.6.2. Determinagéo de AFB;-lisina em soro:

a) Preparacdo da amostra

A uma aliquota de 250 pL de sobrenadante de amostra de soro foram adicionados 250
pL de solucdo de protease (13 mg de Pronase® - Merck Millipore®/1 mL de &gua ultrapura).
A mistura é mantida a 40 °C por 10 horas. A extracdo SPE ¢é realizada em cartuchos Waters
Oasis MAX (Waters Corp.®, Milford, MA, EUA). O eluato foi submetido a evaporacéo até a
secura, sendo reconstituido com solucdo de metanol:agua (v:v; 25:75) e analisado por sistema
CLAE-EM/EM (MCCOY et al., 2005). A sequéncia de etapas do processo de extracdo e

preparacdo da amostra é descrita abaixo:

Centrifugar a amostra de soro a 14000 rpm durante 5 minutos

!
Aliquotar 250 pL de soro sobrenadante

!

Adicionar a cada amostra 250 pL de solucdo de protease

l

Colocar a mistura em banho-maria por 10 horas para digestdo enzimatica

Apbs as 10 horas, retirar a mistura do banho-maria e acrescentar 500 pL de agua ultrapura

Apos as etapas de preparacdo da mistura, deve-se seguir a 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 &gua ultrapura pelo cartucho

Apols o condicionamento do cartucho, este estd pronto para receber a mistura da

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

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

|

Lavar o cartucho com 1 mL de &gua ultrapura

50



l

Lavar o cartucho com 1 mL de agua ultrapura novamente

l

Passar 1 mL de solucdo de metanol:agua (v:v; 70:30) pelo cartucho

!

Passar 1 mL de solucdo de metanol:hidroxido de amdnia (v/v; 99:1) pelo cartucho

l

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

!

Eluir a AFB;-lisina do cartucho com 1 mL de solu¢do de metanol:acido formico

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

!

Submeter o eluato a secagem
Ressuspender em 200 pL de solucéo de metanol:agua (v/v; 25:75)

Acondicionar a solucdo ressupendida em vial de 1 mL com insert de 350 pL

l

Submeter a corrida cromatogréafica

b) CondicBes do equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
espectrometro de massas com analisador tipo triplo quadruopolo (CLAE-EM/EM) e da

corrida cromatografica

As andlises foram conduzidas em um sistema de UPLC Acquity I-Class (Waters
Corp.®; Milford, MA, EUA) com sistema de bomba binaria e injetor automatico acoplado a
um espectrébmetro de massas Xevo TQ-S com fonte de ionizacdo por eletrospray (ESY)
equipado com Z-spray ortogonal (Waters Corp.®, Milford, MA, EUA). O gas de nebulizacao
e dessolvatacdo utilizado foi o nitrogénio, o qual tinha temperaturas de 150°C e 400°C,
respectivamente, para cada funcdo. Os fluxos dos gases usados para 0 cone e a dessolvatacdo
foram de 150 e 800 I/h, respectivamente. A voltagem do capilar foi de 0,75 kV e a pressao do
gés de nebulizacdo foi de 5 Bar. A separacdo cromatografica foi feita com auxilio de coluna
Acquity® UPLC BEH C18 com 2,1 mm x 50 mm (didmetro x comprimento) para particulas
de ate 1,7 um, a qual foi associada a uma prée-coluna Van Guard® 3/Pk, ambas da Waters®
(Waters Corp.®, Milford, MA, EUA). A obtencdo dos dados foi feita com uso do
Monitoramento de ReagGes Muiltiplas (MRM) com ionizagdo positiva por electrospray (ES™).
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Foram acompanhados dois canais afim de se determinar 0 composto correto e sua
confirmacédo (ion pai e ions filhos). O valor da relagdo massa/carga (m/z) do ion precursor
(pai) € de 457,16 e dos ions produtos (filhos) de 328,0; 348,0; 376,0 e 394,0. O canal de
quantificacdo foi de m/z equivalente a 394,0 e os demais foram usados para confirmacao. O
dwell time foi de 0,147 segundos, a voltagem do cone de 30V e a energia de colisdo para
todos os compostos de 38eV. A aquisicdo de dados e seu processamento foram feitos com
auxilio do software Masslynx versao 4.1 (Waters Corp.®, Milford, MA, EUA, 2005). A fase
movel da corrida cromatogréafica foi um gradiente entre uma solugdo de agua:acido férmico
0,1% (Solvente A) e outra de acetonitrila:acido formico 0,1% (Solvente B). O gradiente esta
descrito na Tabela 10. O fluxo foi de 0,5 mL/min. O tempo total da corrida cromatografica foi
de 6,0 minutos. A temperatura da coluna foi de 40°C. Aliquotas de 10 pL de amostra foram

usadas para injecdo. O tempo de retencdo da AFB;-lisina é de 3,16 minutos.

Tabela 10. Gradiente entre a solucdo de agua:acido férmico 0,1% (Solvente A) e a de
acetonitrila:acido férmico 0,1% (Solvente B) ao longo da corrida cromatograficade 6
minutos para determinacao sérica de AFB;-lisina.

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

Inicio 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 padrdes de AFB;-lisina foram produzidos por meio da metodologia de Sass et al.
(2014) encontra-se dissolvido em solucdo de metanol:dgua (v/v; 25:75) e tiveram suas
concentragOes pré-determinada por CLAE-EM/EM. Apo6s a determinagdo da concentragdo
exata do padréo, foi confeccionada uma solucdo de trabalho com concentragdo de 1 pg/mL
em solvente metanol:agua (v/v; 25:75).

Esta solucédo foi utilizada no preparo dos pontos da curva de calibragdo, 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 correlagéo foi de 0,99.
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4.4. Forma de analise dos resultados

A forma de distribuicdo dos tratamentos foi em esquema fatorial 2x2. Os resultados do
experimento foram submetidos a analise de variancia, de acordo com os procedimentos
estabelecidos no General Linear Model do SAS® (SAS INSTITUTE, 2002) para a
verificagdo de diferengas estatisticamente significativas entre as médias das varidveis
estudadas nos diferentes tratamentos. Quando houve efeito de interacdo entre os fatores,
aplicou-se o Teste de Tukey 5% de probabilidade. Quando os dados ndo se apresentaram
paramétricos, foram submetidos a transformacdo e aplicou-se o teste de Kruskal Walis 5% de
probabilidade. Quando os dados ndo paramétricos ndo atenderam os requisitos para aplicacdo

do teste de Kruskal Walis, procedeu-se ao contraste ortogonal (P<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desempenho zootécnico

Conforme € possivel observar na Tabela 11, para o estudo feito para a fase inicial de
criacdo, é notavel que ndo houve efeito de interagcdo entre os fatores estudados (AFB; e
HSCAS) para nenhuma variavel de desempenho zootécnico avaliada. Sendo assim, nota-se
que a AFB; ndo foi capaz de promover um prejuizo global a saiude das aves, porém o
adsorvente ndo foi capaz de melhorar o desempenho dos frangos em nenhum quesito
abordado, uma vez que ndo foi possivel detectar efeito isolado de HSCAS sobre pardmetro
algum. A micotoxina, isoladamente, exerceu efeito negativo sobre o Peso Médio e o Ganho de
Peso dos animais, 0 que acaba se tornando importante economicamente a longo prazo, uma
vez que o consumo de ragdo ndo diminuiu, mas o crescimento das aves foi menor.

Analisando-se os dados referentes ao periodo total de criacdo, bem como ocorreu na
fase inicial, os fatores ndo sofreram interacdo para qualquer uma das variaveis avaliadas.
Porém, a concentracdo usada de aflatoxina teve a capacidade de exercer influéncia negativa
sobre a quase totalidade dos quesitos estudados, nos mostrando sua capacidade de prejudicar a
saude dos animais, refletindo em piora no desempenho zootécnico.

Houve efeito isolado de AFB; sobre o Consumo de Racédo, o Peso Médio, o Ganho de
Peso e o Indice de Eficiéncia Produtiva das aves. Em todos os casos, 0 micotoxina foi capaz
de reduzir os indices, refletindo em prejuizo financeiro aos 42 dias.

A presenca de adsorvente comercial na dieta aumentou o Consumo de Ragéo de aves,
bem como elevou a Conversdao Alimentar, 0 que € indesejavel, uma vez que esta variavel
reflete a relagdo entre a quantidade de racdo ingerida pelos animais e seu ganho de peso, nos
mostrando que os frangos necessitaram se alimentar mais para produzir a mesma quantidade
de carne.

E importante salientar que os dados mais representativos da criagdo industrial
brasileira sdo 0s que abrangem a andlise do periodo total de criagdo, que em nosso pais situa-
se em torno de 42 dias.

Como é possivel observar, o peso corporal médio e o ganho de peso medio foram
afetados negativamente pela ingestdo de alimento contaminado pelas aves, uma vez que
grande parte da energia e dos nutrientes absorvidos é recrutada para reparar 0s danos causados

pelas aflatoxinas. Além disso, a diminuicdo no consumo de ra¢do 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 concentragdes de HSCAS e AFB; utilizadas neste experimento ndo foram
suficientes para exercer influéncia sobre a viabilidade criatoria, mas bastaram para que, ao
exame necroscopico, fossem observados figados lipémicos e edemaciados, além de
dificuldade no processo de coagulacdo do sangue por parte das aves, visto por meio de
puncbes venosas que ndo estancavam e leves hemorragias, além de influéncia negativa
observada por meio do estudo histopatologico hepatico. Quanto ao IEP, também se observa
piora nos resultados de aves ingerindo aflatoxinas.

A literatura fornece inimeros resultados para comparacdo de varidveis de desempenho
zootécnico. Aravind et al. (2003), administrando 0,168 mg de AF/kg de racdo a frangos de
corte, aos 35 dias de idade as aves apresentaram reducao do ganho de peso, do peso médio e
piora na conversao alimentar. Da mesma maneira, Denli et al. (2009), avaliando 0s mesmos
parametros em aves de 42 dias alimentadas com dietas contaminadas com 1 mg AFB/kg de
racdo, apontam as mesmas alteracbes. Bintvihok & Kositcharoenkul (2005), usando 50 e
100 pug AFB1/kg de racdo, apresentam dados de reducdo de ganho de peso e consumo de
racdo de aves aos 28 e aos 42 dias de idade. Porém ha uma melhora da conversdo alimentar,
tanto para os dados de 4 e 6 semanas. Aves com 4 semanas e na fase de terminagdo (35-42
dias) alimentadas com dieta contaminada com 100 ug de AF/kg de racdo tiveram piora no
ganho de peso, no consumo de ragdo e na conversdo alimentar. Os aluminosilicatos
comerciais utilizados nas concentracdes de 0,5 e 0,2% na racao exibiram resultados tao ruins
quanto os do grupo alimentado com aflatoxinas, ndo validando seus usos como adsorventes de
micotoxinas, nas respectivas doses (PASHA et al, 2007). Efeitos de altas concentracdes de
AFB; sdo classicamente conhecidas na literatura. Rosa et al. (2001) mostram que 5 mg
AFB;/kg de ragcdo administradas a aves no intervalo de 22 a 52 dias de idade foram capazes de
promover queda acentuada no peso médio e aumento na conversdo alimentar dos animais.
Kubena et al. (1990a, 1990b) tambeém estudaram os efeitos negativos de altas concentragdes
de AFB; (5 e 3,5 mg AF/kg de racdo, respectivamente) e a possivel melhora de desempenho
por meio de auxilio 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 diminuicdo nos valores e foi melhorado
com uso do adsorvente comercial. A conversdo alimentar ndo sofreu influéncias. Neeff et al.
(2013), estudando os efeitos das de 2,5 mg AFB1/kg de racdo e 0,5% de adsorvente HSCAS,

também encontraram reducdo do peso corporal e do ganho de peso de aves aos 21 dias de
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idade. Igualmente, a conversdo alimentar ndo foi afetada pela AFB3, e 0 adsorvente comercial
n&o foi efetivo.

A reducdo na taxa de crescimento, em aves, é o efeito da aflatoxicose mais significante
economicamente (DENLI et al., 2009). Os efeitos adversos da AFB; no desempenho tém sido
relatados com uma diminuicdo da utilizacdo de energia e de proteina (DALVI;
ADEMOYERO, 1984; VERMA et al, 2002), provavelmente como conseqiiéncia da

deterioracdo da eficiéncia digestiva e metabolica das aves (DENLI et al., 2009).
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5.2. Biometria de 6rgdos e estudo histopatoldgico

Os dados resultantes da biometria de 6rgdos das amostras coletadas aos 21 e aos 42

dias de idade estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Efeito do HSCAS sobre o peso relativo de figado e rins de frangos de corte aos
21 e aos 42 dias de idade alimentados com dieta contaminada com AFB;.

Peso Relativo (g/100g)"

Dieta Experimental 21 dias 42 dias
AFB; (no/kg) HSCAS (%) Rins Figado Rins Figado
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 Variacao (Valor de P)
AFB, 0,2185 0,0460 0,0029 0,0002
HSCAS 0,4589 0,1064 0,2266 0,0935
AFB; X HSCAS 0,8539 0,7352 0,7695 0,0805
Efeitos Principais
AFB; 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

P\/alores com subscritos diferentes sio estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey (efeito de interacéo)
ou pela fonte de efeito principal (P<0,05).

Valores referentes & média de 6 repeticdes de 1 aves cada (6 aves). AFB; = aflatoxina B;, HSCAS =
aluminosilicato de calcio e sodio hidratado.

Conforme é possivel notar, ndo houve efeito de interagdo entre os fatores estudados
para nenhuma variavel, em nenhuma data de colheita de material. Houve apenas o efeito
isolado de AFB; para o tamanho de figado aos 21 dias e para rins e figado aos 42 dias de
idade dos animais.

A presenca de micotoxina nas dietas experimentais foi capaz de causar efeito deletério
sobre o tamanho dos 6rgdos, condizente com a toxicidade hepatica e renal causada pela AFB;.
A hepatotoxocidade das aflatoxinas é devido a metabolizagdo destas substancias ser feita
neste 6rgdo, com o objetivo de torna-las menos toxicas e mais excretaveis, tanto pela urina,
quanto pela bile ou at¢ mesmo pelo leite. Um esquema das vias de metabolizacdo da

aflatoxina B, é apresentado abaixo (Figura 4).
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Figura 4. Vias de Biotransformacédo da AFB; (Adaptada de WHO, 1979).
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Corroborando os resultados apresentados neste trabalho, Pasha et al. (2007) também
relatam aumento do peso relativo do figado em aves se alimentando com dieta contaminada
com 100 pg de AF/kg de racdo. Os aluminosilicatos testados pelos autores nas concentracdes
de 0,5 e 0,2% foram eficientes na reducdo do tamanho dos figados das aves intoxicadas. A
absorgdo das aflatoxinas ocorre principalmente no trato intestinal, pela passagem do meio
exterior para o interior do organismo atraves das membranas celulares, alcancando a corrente
sanguinea. Devido ao seu baixo peso molecular, estas moléculas sdo rapidamente absorvidas
através das membranas. A composicéo lipidica das membranas facilita este transporte devido
a lipossolubilidade da molécula de aflatoxina (MASOERO et al., 2007). A biotransformacéo
das aflatoxinas ocorre em sua maior parte no figado, pela acdo das enzimas microssomais do
citocromo P450, localizadas no reticulo endoplasmatico liso e no citoplasma (OLIVEIRA,
GERMANO, 1997). Desta maneira, € possivel entender porque o tecido hepatico é lesado em
exposicoes cronicas ou agudas a aflatoxinas. Em frangos, € muito comum observar-se
esteatose hepatica (acumulo de gordura no figado) visivel a olho nu, que deixa o 6rgdo

amarelado, com bordos arredondados e com textura “emborrachada”.
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Quezada et al. (2000) também relataram haver aumento no peso de figados e de rins de
aves submetidas a dieta contaminada com 2 pg/g de ragédo aos 21 e aos 28 dias de idade. Rosa
et al. (2001), trabalhando com alta concentracdo de AFB; na racédo (5 mg AFB1/kg de racéo)
também mostra haver severo aumento nos pesos de figado 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 racdo exibiram maiores pesos de figado 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 figado e rins quando alimentadas com dietas
contaminadas com 0,1 mg de AF e 2,5 mg AFB1/kg de racdo, respectivamente (SHI et al.,
2006; NEEFF et al, 2013).

Quanto ao estudo histopatoldgico, para os rins, tanto aos 21 quanto aos 42 dias de
idade praticamente ndo apresentaram lesdo, apenas raros grupamentos inflamatérios. Ja as
amostras de figado apresentaram lesdes 2 e 3 cruzes, correspondentes a esteatose e
degeneracdo baloniforme dos hepatdcitos (Tabela 13).

Kubena et al. (1990a, 1990b) relatam haver protecdo de 0,5% de HSCAS contra 0s
efeitos histopatoldgicos deletérios em figado para aves de 28 dias alimentadas com 5 mg de
AF/kg de racdo. J& Kubena et al. (1990a) e Neeff et al. (2013) mostraram ndo haver efeito
protetivo do HSCAS contra lesdes histopatolgicas em aves alimentadas com 3,5 mg AF e 2,5
mg AFB1/kg de racdo aos 21 dias de idade. Rosa et al. (2001) também mostram haver leséo
hepéatica ao exame histopatoldgico de figados de aves ingerindo 5 mg AFBi/kg de racao.

Esteatose hepéatica moderada foi encontrada.
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5. 3. Bioquimica sérica

O exame de bioquimica 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 concentracdo de proteina total, albumina, acido Urico 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 hepaticas sofreram efeito de interacdo apenas para a enzima alanina
aminotransferase. Para esta variavel, a dieta contendo 0,5% de HSCAS apresentou 0s maiores
valores. A menor atividade enzimatica foi detectada nos animais que consumiram a dieta que
associou HSCAS e AFB;, e os demais tratamentos apresentaram valores intermediarios,
permitindo afirmar que o adsorvente comercial foi capaz de igualar os valores aos do grupo
controle negativo. Os resultados encontrados no presente estudo ndo corroboram os trabalhos
de Aravind et al. (2003) e Tedesco et al. (2004), nos quais se observou diminuicao precoce da
atividade da ALT em frangos de corte submetidos a dieta naturalmente contaminada com
micotoxinas (168 pug de AFBi/kg de racdo) e em frangos de corte submetidos a 800 ug de
AFB,/kg de racdo durante 35 dias de tratamento, respectivamente.

O HSCAS exerceu efeito isolado apenas sobre a atividade da enzima gama-
glutamiltransferase, em que a presenca do adsorvente diminuiu a concentracdo média da
enzima. Quanto as demais variaveis analisadas, a aflatoxina B; exerceu efeito isolado sobre a
atividade enzimatica de AST e sobre as proteinas plasmaticas. A concentracdo de aspartato
aminotransferase foi aumentada pela presenca de AFB;, e a micotoxina foi capaz de diminuir
a concentracdo de todas as proteinas avaliadas. Estes resultados mostram claramente o efeito
deletério causado pela AFB; sobre a concentracdo de proteina total, alboumina e globulinas.
Todos os trés parametros foram diminuidos nas amostras oriundas das dietas contendo toxina,
podendo ser calculadas quedas de 48,09% na concentracdo sérica de proteina total, de 51,06%
na concentracao de albumina e de 40,82% na concentracdo de globulinas.

Quanto as analises feitas com as amostras de aves de 42 dias de idade, ndo houve
efeito de interacdo entre os fatores (HSCAS e AFB;) para nenhuma variavel estudada, o que
indica uma ndo acdo do adsorvente escolhido sobre os pardmetros de saude das aves. O
HSCAS exerceu efeito isolado apenas sobre a concentracdo sérica de uréia, promovendo
aumento nas amostras oriundas de aves submetidas a dietas em que esteve presente. Em
contraponto, a aflatoxina B, exerceu efeito deletéerio sobre quase todos 0os demais quesitos
analisados. A enzima GGT teve sua agdo elevada nas aves submetidas a dietas contaminadas
em pouco mais de 50%. A lactato desidrogenase, a proteina total, a albumina, as globulinas e
0 acido urico tiveram concentracdo diminuida em fungdo da presenca de AFB;. Estas
diminuicdes, principalmente as relacionadas as proteinas plasmaticas, sdo sintomas classicos
de aflatoxicose crénica em aves de producdo. As quedas de 32,7% na concentragdo de
proteina total, 25,2% na de albumina e 20,5% na de globulinas, embora menores do que 0s
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resultados apresentados pelas aves de 21 dias de idade, ainda séo efeitos negativos muito
importantes para a saude avicola, que pode ser uma das causas de menor crescimento das
aves, consequente a menor deposicao de proteina muscular por acao inibitoria da AFB; sobre
a acdo da enzima RNA-polimerase, tendo como consequéncia final uma queda na producéo
de proteinas nas células.

O potencial de diminuicdo das taxas de proteina total, albumina e globulinas esta 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 possivel inferir que 0s
animais mais jovens sdo mais efetivamente afetados, uma vez que os resultados encontrados
indicam pior estado de saude 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 concentracdes de
AFB; (2 mg e 5 mg/kg de racdo, respectivamente) também observaram reducao de proteinas e
albumina plasmaéticas em animais de 21 dias de idade. Porém, Del Bianchi et al. (2005),
mesmo alimentando as aves com altas doses de AFB; (2450 pg/kg de racdo), ndo encontraram
diferenca estatistica entre o grupo controle negativo e as aves contaminadas com 42 dias de
idade. Este dado contraria a tendéncia de dados apresentados na literatura internacional. Oguz
et al. (2002) usando baixas doses de aflatoxinas na racdo das aves (50 e 100 g/ kg), néo
observaram nenhuma alteragdo nas concentracdes de proteinas e albumina, permitindo inferir
que baixas doses de toxina ndo 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 estatistica nas concentracdes de PT e ALB em amostras
de soro de aves de 21 dias de idade. Porém, testando outro tipo de adsorvente, o carvao
ativado, ndo obtiveram resultados positivos sobre as proteinas plasmaticas. Kubena et al.
(1993) tambem observaram acéo efetiva do HSCAS sobre PT e ALB em soros de aves de 21
dias ingerindo 3,5 mg AF/kg de racao.

Quanto a enzima gama-glutamiltransferase, a concentracdo presente da toxina na dieta
aos 42 dias foi suficiente para promover aumento dos niveis séricos de GGT. Aravind et al.
(2003) também relataram aumento na concentracdo de GGT no soro de frangos de corte aos
21 e aos 42 dias de idade submetidos a dieta naturalmente contaminada com aflatoxina (169
pg/kg de racdo). Resultados semelhantes foram encontrados por Borsa et al. (1998) em
frangos de corte com 42 dias de idade alimentados com dieta com 5000 pg/kg de ragéo de
aflatoxinas (69,9% de AFB;).
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Para as concentragdes das enzimas aspartato aminotransferase e lactato-desidrogenase
aconteceu um fendmeno muito interessante. Na analise dos dados obtidos a partir da primeira
coleta, a concentracdo de enzima no soro aumentou nos animais ingerindo micotoxina; porém,
na segunda coleta, os niveis no soro diminuiram. Isto corrobora o efeito de agudez ou
cronicidade da intoxicacdo: algumas enzimas, em fases agudas de intoxicagdo, podem ter sua
liberacdo aumentada para o plasma, e mais tardar, em casos de intoxicac¢do cronica, tém sua
concentracdo diminuida. Também é valido lembrar que a concentracdo da toxina utilizada
pode alterar estes resultados. Uma diminuicdo significativa da concentracdo sérica da AST foi
constatada por Franciscato (2006) em frangos de corte submetidos a dieta contendo 3000 pg
de AFB;/kg de racdo, quando em comparacdo a aves ndo contaminadas. Um aumento
significativo da acdo da AST em frangos de 41 dias de idade foi constatada por Tessari et al.
(2006) em intoxicacao experimental por 50 e 200 pug de AFB1/kg de racdo. Aos 21 dias de
idade, 5000 pg de aflatoxina (60,69% de AFB;) por quilograma de racao foi capaz de reduzir
a média de acdo da enzima LDH em frangos de corte com aflatoxicose aguda experimental
(BORSA et al., 1998). Também nestes casos 0 adsorvente experimental ndo foi capaz de deter
os efeitos deletérios hepéaticos causados pela AFB;, refletindo em alteracdo para mais
(primeira coleta) e para menos (segunda coleta).

As concentragdes séricas de Acido Urico também diminuiram nos soros dos animais
ingerindo aflatoxina, sendo que aos 42 dias 0 adsorvente experimental foi mais eficiente em
tentar diminuir os efeitos deletérios da toxina. Batina (2004) verificou que a montmorilonita
sodica foi mais eficaz que o HSCAS em reduzir os efeitos negativos da aflatoxina para este
metabolito. A concentracdo de Uréia ndo sofreu efeito de interacdo entre os fatores estudados;
porém, observou-se um efeito isolado do adsorvente comercial. Sua presenca foi capaz de
elevar os niveis de uréia sérica, 0 que corrobora os dados apresentados por Batina (2004) e
ndo corroborando os dados apresentados por Del Bianchi et al. (2005). Neste trabalho, os
autores ndo observaram diferenca estatistica significativa entre os resultados de Acido Urico e
Uréia apresentados por aves do grupo controle negativo e grupos ingerindo 50, 350 e 2450 g
AFB;/kg de racdo. Estes resultados podem ser explicados pelo pequeno tempo de exposigédo
das aves (21 dias), além de a exposicao ter sido iniciada com aves mais velhas (aves de 21
dias de idade), o que poderia justificar uma nao-alteracdo destes parametros de salde 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 ug de aflatoxina/kg de ragdo). A concentragdo normal de uréia de aves ndo-carnivoras é
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de 0 a 5 mg/dL (CAMPBELL, 2004). Os valores encontrados neste trabalho para Uréia e
Acido Urico estéo 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 variaveis classicas
gue compdem um exame hematoldgico convencional, como contagem de eritrocitos, dosagem
de hemoglobina, determinacdo do microhemtécrito, VCM (Volume Corpuscular Médio),
HCM (Hemoglobina Corpuscular Meédia), CHCM (Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média) e contagens total e diferencial de leucdcitos. Os resultados sdo
apresentados nas Tabelas 16 e 17.

Conforme € possivel observar na Tabela 16, ndo houve efeito de interagdo entre os
fatores estudados para nenhuma variavel hematoldgica avaliada. O efeito isolado mais
pronunciado que é possivel observar se relaciona a AFB;, que exerceu influéncia sobre o
VCM, a HCM, a contagem total de leucdcitos, e as contagens diferenciais de linfdcitos,
basofilos e eosindfilos. O VCM e a HCM sofreram influéncia negativa da aflatoxina B, em
que sua presenca reduziu os valores encontrados. A AFB; também foi capaz de reduzir as
contagens de leucdcitos, linfdcitos e baséfilos, causando clinicamente quadros conhecidos por
leucopenia, linfopenia e basopenia. Aumento na contagem diferencial de eosinéfilos foi
provocada pela presenca de micotoxina, cenario conhecido por eosinofilia.

O adsorvente comercial foi capaz de exercer efeito isolado apenas sobre a contagem de
eritrocitos, fazendo com que a concentracdo de hemacias se elevasse.

Quanto aos resultados obtidos das amostras de aves com 42 dias de idade (Tabela 17),
houve interacdo entre a AFB; e 0 HSCAS para as variaveis: contagem total de leucdcitos e
contagens diferenciais de mondcitos, basofilos e eosinofilos. A concentragdo total de
leucdcitos foi reduzida nas aves alimentadas com dieta contendo AFB;, sendo que o
adsorvente comercial teve o potencial de recuperar parcialmente os valores desta variavel. O
quadro de monocitose foi observado nas aves que se alimentaram de racdo contendo
aflatoxina, e 0 HSCAS foi capaz de reestabelecer a normocitose nos animais ingerindo AFB;
e HSCAS na dieta. Basopenia e Eosinopenia foram determinadas no soro de aves alimentadas
com a dieta contaminada; porém, a contagem de basofilos foi normalizada e a contagem de

eosinofilos parcialmente recuperada em aves suplementadas com adsorvente de micotoxina.
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Apenas a variavel hemoglobina sofreu influéncia de efeitos isolados de ambos os
fatores estudados. A presenca de AFB; elevou a concentragdo de hemoglobina e o adsorvente
foi capaz de reduzir a concentragdo da mesma.

A alteracdo significativa no tamanho das hemacias influencia o valor do Volume
Corpuscular Médio (VCM). Dentre as alteracbes no tamanho de hemécias de aves estdo a
microcitose, a macrocitose e anisocitose. As variacbes de cor das hemacias incluem
policromasia e hipocromasia. O citoplasma das hemacias policromatofilicas € fracamente
basofilico e o ndcleo € menos condensado que o das hemacias maduras. Hemacias
hipocromaticas tém cor anormalmente palida em comparacdo com as hemacias maduras;
apresentam uma éarea citoplasmatica palida que corresponde a mais da metade do volume
citoplasmatico. Também podem conter vacuolos citoplasmaticos e ndcleos picnoticos
arredondados. Hipocromasia significativa proporciona menores valores de Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) e da Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)
(CAMPBELL, 2006).

A interpretacdo de leucogramas aviarios deve ser baseado nos valores absolutos de
leucdcitos por microlitro de sangue. Isto resulta em menores interpretacdes erréneas
comparado as interpretacdes feitas baseadas apenas no percentual (LATIMER; RAKICH,
1989). A leucopenia relaciona-se ao consumo de leucdcitos periféricos ou a diminuigéo de sua
producdo. Leucopenia e linfopenia podem representar uma resposta precoce ao leucograma
induzido por corticosterdides em algumas espécies de espécies de aves (como o estresse de
manipulacdo ou a administracdo exdgena de corticoesterdides) (LATIMER; BIENZLE,
2010). Leucopenia e linfopenia também sugerem alguma infecgdo 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, 0s quais incluem
liberacdo de corticosterona enddgena com redistribuicdo temporéaria de linfocitos, recirculagdo
dos linfocitos em tecidos linféides para permitir contato com o antigeno, e destruicdo direta
do tecido linfoide, especialmente em casos de infecgdes virais (LATIMER; RAKICH, 1989).
Em aves que possuem predominancia de linfécitos, a leucopenia frequentemente € sinénimo
de linfopenia (LATIMER; BIENZLE, 2010).

A monocitose em geral associa-se a doencas infecciosas causadas por
microorganismos que promovem inflamacdo granulomatosa, como Mycobacterium,
Chlamydia e fungos, como o Aspergillus. Ganuloma cronico e necrose tecidual extensa
também podem provocar monocitose (CAMPBELL, 2006). Porém, a mocitose pode
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acontecer tanto em doencas aguda quanto cronicas (LATIMER; BIENZLE, 2010). Alguns
tipos de deficiéncia nutricional, como a de zinco, tmbém podem causar monocitose (WIGHT
etal., 1980).

A funcéo dos basodfilos de aves ndo é conhecida. Presume-se que seja semelhante a de
baséfilos e mastocitos de mamiferos, pois seus granulos citoplasméaticos contém histamina
(HODGES, 1974; RAWLEY; RATCLIFFE, 1988), além de participarem de reacdes
inflamatdrias e de hipersensibilidade tipo IV (CARLSON; ALLEN, 1969; FOX; SOLOMON,
1981). Quanto ao pouco conhecimento da funcdo dos eosinofilos em aves, a eosinofilia
periférica nessa espécie pode ser interpretada livremente como sendo uma resposta aos
parasitas internos ou externos ou a exposicdo aos antigenos estranhos (resposta de
hipersensibilidade) (CAMPBELL, 2006; LATIMER; BIENZLE, 2010). De acordo com
Noriega (2000), os eosindfilos ndo sdo propriamente fagdcitos e atuam na membrana
plasméatica da célula infectada e por degranulagdo, libertam seus granulos que contém
histaminase que inibe a histamina encontrada nos basofilos e mastdcitos, moderando assim as
reacOes de anafilaxia, na presenca das 1gG e IgE.

A literatura propGe valores referenciais para os parametros hematologicos de aves
comercias. Um exemplo é o estudo feito por Cardoso e Tessari (2003), que apresenta 0s
seguintes valores como referéncia aos 24 dias (VCM 134,98 fL; HCM 35,41 pg; CHCM
26,27%; Hematocrito 32,0%; Leucdcitos 17,32/mm?; Linfécitos 11046/mm?®; Heterdfilos
5522/mm?3; Mondcitos 674/mm?*; Eosinéfilos 44/mm?; Bastfilos 34/mm®) e aos 45 dias de
idade (VCM 144,82 fL; HCM 24,48 pg; CHCM 35,88%; Hematocrito 34,4%; Leucdcitos
28,72/mm? Linfécitos 16290/mm?® Heter6filos 10938/mm?*; Monécitos 1370/mm?;
Eosinéfilos 64/mm?®; Baséfilos 58/mm?®). Comparando-se estes valores de literatura com os
encontrados no presente trabalho, é possivel observar que ha valores muito discrepantes na
quase totalidade das variaveis analisadas, 0 que sugere que deva haver um amplo leque de
valores em normalidade, a depender da linhagem trabalhada e das condi¢Ges de criacdo dos
animais e colheita de material de anélise.

Quando se compara os valores de VCM obtidos no presente trabalho com os
apresentados por Tessari et al. (2006), observa-se que os resultados séo discrepantes, pois 0S
autores apresentam dados de aumento no VCM quando as aves foram alimentadas com 200
Hg de AFBy/kg de racdo. Este fenémeno se repete para a analise da HCM e da CHCM, o que
ndo acontece no presente estudo. Porém, os resultados apresentados por Kubena et al. (1990b)
sdo corroborados pelos aqui apresentados, uma vez que 0 VCM e a HCM também diminuiram
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no sangue de aves contaminadas por AFB; Os frangos submetidos a dieta contaminada com
AFB; apresentaram leucopenia, corroborando Tessari et al. (2006); porém mostraram
monocitose, ndo corroborando os dados para dos mesmos autores para aves consumindo 50

ou 200 pg de AFB1/kg de ragéo.
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5.5. Andlise de minerais séricos

Os minerais séricos, como o calcio e o fésforo, também podem sofrer influéncia da
intoxicacdo por aflatoxinas. Os resultados para as amostras de 3 e 6 semanas sdo apresentados

nas Tabelas 18 e 19, respectivamente.

Tabela 18. Efeito do aluminosilicato de calcio e sédio hidratado (HSCAS) sobre
0s parametros bioquimicos séricosl de frangos de corte com 21 dias de idade
submetidos a dieta contaminada com aflatoxina B1.

Dieta Experimental Ca P
AFB; (ug/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 Variacéo (Valor de P)
AFB, 0,0005 0,0086
HSCAS 0,956 0,956
AFB; X HSCAS® 0,5261 0,5261
Efeitos Principais
AFB, 0 12,12a 8,73a
500 8,19b 6,92b
HSCAS 0 8,19 6,92
0,5 10,19 7,47
*P\/alores com subscritos diferentes sdo estatisticamente diferentes pela fonte de efeito principal
(P<0,05).

Valores referentes & média de 6 repeticdes de 2 aves cada (12 aves). Ca = célcio, P = fsforo.

Como é possivel observar, aos 21 dias de idades os resultados para Célcio, bem como
para Fosforo, ndo sofreram influéncia do efeito de interacdo entre a AFB; e o HSCAS.
Apenas a aflatoxina se mostrou atuante como fator isolado, diminuindo tanto as concentragdes
de célcio quanto de fosforo no soro. Neste caso, a diminuicao destas variaveis nos tratamentos
em que a AFB; se fez presente veio acompanhada de hipoproteinemia e hipoalbuminemia,
podendo justificar a hipocalcemia, chamada de pseudo-hipocalcemia, uma vez que apenas a
fracdo ligada a albumina estava diminuida, e ndo a fragdo livre, que € responsavel pela

sintomatologia clinica.

74



Tabela 19. Efeito do aluminosilicato de calcio e sddio hidratado (HSCAS) sobre
0s pardmetros bioquimicos séricos' de frangos de corte com 42 dias de idade
submetidos a dieta contaminada com aflatoxina B;.

Dieta Experimental Ca P
AFB; (na/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 Variacao (Valor de P)
AFB; 0,0022 0,0001
HSCAS 0,068 0,045
AFB; X HSCAS? 0,104 0,397
Efeitos Principais
AFB; 0 8,03b 5,47b
500 10,20a 6,76a
HSCAS 0 9,81 6,47a
0,5 8,47 5,79b
*P\/alores com subscritos diferentes sdo estatisticamente diferentes pela fonte de efeito principal
pP< .
gVa?c;(r)ess) referentes & média de 6 repeticBes de 2 aves cada (12 aves). Ca= célcio sérico, P = fosforo
sérico.

Os resultados das amostras refrentes aos animais de 42 dias de idade também nos
mostra uma auséncia de interacdo entre os fatores estudados. Contrario ao que aconteceu com
as amostras de aves com 3 semanas, tanto o calcio quanto o fésforo estavam aumentados na
presenca de AFB;. Curiosamente, a AFB; também foi capaz de promover hiproteinemia e
hipoalbuminemia, mas estas ndo exerceram efeito sobre os minerais. A presenca de
adsorvente diminuiu o fésforo 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 alteracbes no metabolismo da vitamina D e do paratorménio, pois
estas micotoxinas podem diminuir a sintese de PTH enddgeno ou alterar a sensibilidade renal
a este hormdnio, podendo ainda, reduzir a sintese de 1,25-DH Vitamina D, causando assim,
diminuicdo da excrecdo de fosforo e aumento na excregéo de calcio.

As concentracdes de calcio e fosforo apresentaram diminui¢do em amostras de frangos
de 21 dias ap06s a administracdo de 3,5 mg de AF/kg de ragcdo, e mesmo com auxilio de
HSCAS os valores ndo retornaram ao normal (KUBENA et al., 1990b, 1993). Jindal et al.
(1994) também apresentam dados de reducdo do célcio e do fésforo séricos de aves com 14,
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28 e 42 dias sob dieta contaminada com 500 pg de AFB;/kg de racgdo, corroborando os dados
do presente estudo.

Os niveis reduzidos de calcio e fosforo podem dever-se ao fato de que as aflatoxinas
atrapalnam a absorcdo de célcio independentemente da relacdo calcio:fésforo, enquanto

possuem ac¢do especifica sobre o fosforo (HUFF et al., 1977).

5.6. Andlise de biomarcadores de aflatoxinas

5.6.1. Residuos hepaéticos de aflatoxinas

Para a demonstracdo dos resultados obtidos das amostras analisadas, foram
confeccionadas trés tabelas diferentes para que se tenha uma visdo mais ampla dos dados de
andlise: uma tabela de incidéncia de amostras positivas e duas outras tabelas estatisticas de
comparacao entre os resultados das amostras das dietas que possuiam aflatoxinas.

Na primeira tabela (Tabela 20), é possivel observar que a incidéncia de amostras com
concentracdes detectaveis € alta para a AFB;, a AFB; e a AFG;. Isto se deve, provavelmente,
ao fato de que estas sejam as aflatoxinas mais facilmente quantificadas pelos aparelhos,
devido ao bom sinal cromatogréfico produzido por sua leitura e deteccdo. O AFL, a AFG; e a
AFM; sdo mais dificeis de serem detectadas e quantificadas, por suas menores concentraces
e/ou piores qualidades de picos cromatograficos. As maiores concentracfes de aflatoxinas
encontradas referem-se a AFBy, seguida pela AFG; e AFB,. Também foram feitos testes para
deteccdo e quantificacdo de aflatoxina P; (AFP;), aflatoxina Q; (AFQ;) e Aflatoxina B,,
(AFB,,); porém ndo foram detectadas e quantificadas nenhuma delas, o que faz sentido, ma
vez que AFP; e AFQ; ndo sdo considerados metabdlitos originados de AFB; em aves.

Quando se analisa a Tabela 21, se observa que ndo houve diferenca estatistica entre 0s
tratamentos para residuos de AFB; e AFB,. Nas amostras oriundas de aves de 21 dias nota-se
menores concentracdes de residuos nas amostras da dieta contaminada com AFB;. As seis
semanas, ndo se encontra diferenca entre as dietas para residuos de AFB; e AFG,. Tanto para
AFB, quanto para AFGj, as concentragcbes foram menores na dieta com aflatoxinas sem
adicdo de adsorvente.

Quanto aos residuos hepaticos de AFM;, AFG, e AFL nas amostras de 21 dias
(Tabela 22), observa-se que houve efeito de interacdo entre os fatores para AFM;. 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 residuos hepaticos® de aflatoxinas em amostras de
frangos de corte aos 21 e aos 42 dias de idade submetidos a dieta contaminada com AFB;.

AFB; AFB; AFG, AFG,
Dieta Experimental (ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/o)
AFB/*(wkg)  HSCAS® (%) 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 -
AFB; (W/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

b\/alores com subscritos diferentes sdo estatisticamente diferentes (P<0,05).
Valores referentes & média de 6 repeticdes de 2 aves cada (12 aves). AFB,; = aflatoxina B,. *HSCAS =
aluminosilicato de céalcio e sédio hidratado. AFB, = aflatoxina B,, AFG; = aflatoxina G;, AFG, = aflatoxina

G,.

Tabela 22. Efeito do HSCAS sobre os residuos hepaticos® de aflatoxinas em amostras de
frangos de corte aos 21 e aos 42 dias de idade submetidos a dieta contaminada com AFB;.

Residuos Hepaticos

21 dias 42 dias
Tratamento AFM; AFG, Aflatoxicol AFM; Aflatoxicol
AFB; (ug/kg)  HSCAS (%) (ng/g)  (ng/g) (ng/9) (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 Variagdo (Valor de P)
AFB; 0,0002  0,1587 0,0023 0,0719 0,3916
HSCAS 0,1587  0,1498 0,0646 1 0,3173
AFB; X HSCAS? 0,0083  0,1498 0,0646 1 0,3173
Efeitos Principais
AFB; 0 Ob 0 Ob 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

*PVzalores com subscritos diferentes séo estatisticamente diferentes pela interago entre os efeitos principais ou
pelos fatores isolados (P<0,05).

\Valores referentes & média de 6 repetices de 2 aves cada (12 aves). AF, = aflatoxina B;. *HSCAS =
aluminosilicato de calcio e so6dio hidratado. AFM; = aflatoxina M;, AFG, = aflatoxina G,, AFL = aflatoxicol.
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médio. Para a AFB; residual, ndo houve diferenca estatistica entre as amostras avaliadas. A
presenca de AFB; nas dietas fez com que houvesse residuo quantificavel de AFL nos figados.

Quanto as amostras de 42 dias de idade, observa-se que ndo houveram efeito de
interacdo, tampouco efeitos isolados destes fatores, indicando que nao houve diferenca entre
as concentragdes para amostras oriundas de quaisquer dietas, tanto para AFM; quanto para
aflatoxicol.

Bintvihok e Kositcharoenkul (2006) relataram 0,05 e 0,13 pg AFB1/kg e 0,10 e 0,32
ug de AFM1/kg em figados de aves alimentadas com dietas contaminadas com 50 e 100 ug
AFBy/kg de racdo, respectivamente. Denli et al. (2009) encontraram uma média de 0,166 g
AFBy/kg de figado em aves de 42 dias alimentadas com 1 mg de AFBi/kg de racdo. A
incorporacdo de agente adsorvente de micotoxinas (terra diatomacea com 60% de dioxido de
silicio) nas concentracGes de 1, 2 e 5 g/kg de racdo reduziu as concentracdes de AFB; residual
hepética, o que auxiliou na validacdo de seu uso como adsorvente comercial. Neeff et al.
(2013) relataram presenca de varias aflatoxinas residuais em tecido hepético de aves de 21
dias alimentadas com 2,5 mg AFB./kg de racdo. A concentracfes (g/ kg de figado) foram as
sequintes: AFM; = 0,21 pg/kg, AFB; = 8,32 pg/kg, AFB; = 0,48 pg/kg, AFL = 2,34 pg/kg,
AFG; = 3,95 ug/kg, AFG; = 0,03 pg/kg. A adigédo de 0,5% de HSCAS foi capaz de reduzir os
residuos de AFB;, AFB,, AFL e AFGj, ndo exercendo efeito sobre AFM; e AFG,, embora as
concentragOes de AFG; encontradas nas dietas contaminadas ndo tenham diferido das dietas
ndo contaminadas.

Quando se compara os valores de residuos obtidos nos trabalhos acima, verifica-se que
os valores dos residuos encontrados no presente trabalho sdo muito inferiores aos encontrados
pelos autores. Outra observacdo a ser feita é de que o HSCAS néo foi capaz de reduzir as
concentragOes de residuos encontradas nas amostras de 21 ou 42 dias de idade, com excecéao
da AFM; aos 21 dias de idade. Os demais estudos mostram haver reducdo dos residuos na
presenca dos adsorventes utilizados. Também ha de se apontar que, em media, apenas a AFB1
sofreu reducgédo das concentracOes de residuos nas dietas contaminadas da colheita do dia 21

para a colheita do dia 42.
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5.6.2. Analise de aduto Aflatoxina B;-lisina (AFB;-lisina)

A avaliacdo do aduto AFB;-lisina em aves de producdo € um estudo sem precedentes
na literatura.

Para a avaliacdo estatistica do aduto AFB;-lisina foram feitos contrastes ortogonais
entre os resultados obtidos com a dieta AFB; + Adsorvente e os valores resultantes da dieta
com AFB;.

A partir da analise da Tabela 23, é possivel inferir que houve diferenca estatistica entre
os valores de AFB;-lisina das dietas apenas para as colheitas realizadas nos dias 21 e 35.
Nestas datas, o adsorvente comercial foi capaz de reduzir as concentracbes do aduto,
mostrando eficiéncia. Nas demais datas de colheita, 0 HSCAS ndo foi eficiente em reduzir as

concentragdes do aduto.

Tabela 23. Efeito do HSCAS sobre a concentracdo de AFB;-lisina em frangos de corte aos
21 e aos 42 dias de idade sob dieta contaminada com AFB;.

Dieta Experimental AFB;-lisina (ng/mL)
AFB; (Uug/kg) HSCAS (%) 14 dias’ 21 dias® 28 dias® 35 dias® 42 dias®
500 0,5 22,92 26,93b 24,40 8,43b 19,09
500 0 22,64 34,29 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
Pvalor 0918 0,033 0,060 0,014 0,224

*b\/alores com subscritos diferentes séo estatisticamente diferentes (P<0,05).

2\/alores referentes & média de 6 repeticées de 1 aves cada (6 aves). 2Valores referentes & média de 6 repeticdes
de 2 aves cada (12 aves). HSCAS = aluminosilicato de calcio e sodio hidratado, AFB1-lisina = aflatoxina B;-
lisina, AFB1 = aflatoxina B;.

As datas de colheita de material que apresentaram diferenca estatistica entre as dietas
coincidem com os picos de maior (21 dias) e menor (35 dias) concentra¢do média ao longo do
periodo total de colheita (14 a 42 dias).

Observa-se uma diminui¢cdo numeérica nas concentragcdes ao longo do tempo, fato que
pode ser explicado por aumento na concentracdo de albumina serica e diminui¢do na
concentracdo média de AFB;-lisina (Figura 2). Esta diminuicdo na concentracdo de
AFB;-lisina pode ser explicada por manutencdo na ingestdo de AFB; por kg de racdo, um
aumento no volume sanguineo corporal e aumento na concentracdo de albumina sérica
decorrentes do crescimento fisiologico do animal, além da diminuicdo da absor¢éo intestinal

de AFB; devido a maturidade adquirida com a idade.
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As concentragdes médias de ingestdo de AFB; nos intervalos semanais foram:
21,07 pg/dia (14 dias), 21,43 pg/dia (21 dias), 60,57 pg/dia (28 dias), 75,07 pg/dia (35 dias),
96,29 pg/dia (42 dias). A maior absorcdo de AFB; nos primeiros dias de vida pode ser
justificada por um maior tamanho dos enterdcitos, juntamente com uma menor capacidade
seletiva das substancias absorvidas e pela lipossolubilidade das aflatoxinas, que atravessam
com maior facilidade a membrana lipidica celular. Uni et al. (1999), estudando o
desenvolvimento de trés segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) 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 microscopico, foi indicado que a altura dos vilos
aumento paralelamente no duodeno e no jejuno e mais lentamente no ileo. Nos primeiros dias
apos o nascimento, hd um decréscimo de 20 a 30% no numero de enterdcitos por vilo,
provavelmente devido a aumento no tamanho do enterécito decorrente de hiperplasia celular.

O numero de enterdcitos por area de vilo sobe de 200 para 280 mil células em todos 0s
seguimentos e mudam pouco com a idade (Uni et al.; 1998). Além disso, pico de peso de
duodeno, jejuno e ileo foram estabelecidos ao redor dos 21 dias de idade, com posterior
queda, indicando que o volume das células diminuiu, uma vez que seu numero ndo aumenta
muito (DHOR et al., 1977).

A concentracdo corrigida de AFB;-lisina (ng)/Albumina (mg) aos 21 e aos 42 dias de
idade também diminui, como pode ser observado na Tabela 24. Além disso, uma reducdo
numérica nas concentracdes do aduto e da concentracdo AFB;-lisina (ng)/Albumina (mg) é
observada, para ambas datas de colheita, para a dieta HSCAS + AFB;, quando comparada a
dieta AFB;, mostrando que para esta varidvel o adsorvente foi eficiente em reduzir as

concentracgoes.
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Figura 5. Comportamento da Aflatoxina B;-lisina (AFB;-lisina) ao longo do tempo para
frangos de corte alimentados com AFB; e HSCAS (Aluminosilicato de célcio e sddio
hidratado).

Concentracao de Aflatoxina B1-lisina (ng/mL)

em frangos de corte
50

40

30 -

20 —&— HSCAS+AFB1
10 —@—AFB1

14 21 28 35 42

Concentragido de AFB1-lisina (ng/mL)

Idade das Aves (dias)

Tabela 24. Efeito do HSCAS sobre a concentracdo AFB;-lisina:Albumina sérica® de
frangos de corte aos 21 e aos 42 dias de idade alimentados com dieta contaminada com
AFB;.

Dieta AFB;-lisina Albumina Concentracao AFB1-lisina
Experimental (ng/mL) (ng/mL) (ng)/Albumina sérica (mg)
AFB; HSCAS
(Mg/kg) (%) 21 dias 42dias 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

'Média referente a 6 repeticdes de 2 aves cada (12 aves).

Os gréaficos que mostram os indices de Correlacdo Linear de Pearson para as dietas
HSCAS + AFB; e dieta AFB; (21 e 42 dias) podem ser visualizados a seguir.
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Figura 6. indice de Correlagdo de Pearson entre AFB;-lisina e Albumina séricas para frangos
de corte de 21 dias submetidos a dieta contaminada com AFB1 (Aflatoxina B; — 500 pg/kg de
racao) e suplementada com HSCAS (Aluminosilicato de calcio e sodio hidratado —0,5%.

Correlagdao AFB1-lisina: Albumina séricas - frangos de corte
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Figura 7. indice de Correlacdo de Pearson entre AFB;-lisina e Albumina séricas para
frangos de corte de 21 dias submetidos a dieta contaminada com AFB1 (Aflatoxina B; —
500 ug/kg de racao).
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Figura 8. Indice de Correlacdo de Pearson entre AFB;-lisina e Albumina séricas para
frangos de corte de 42 dias submetidos a dieta contaminada com AFB; (Aflatoxina B; —
500 pg/kg de racao) e suplementada com HSCAS (Aluminosilicato de calcio e sédio
hidratado — 0,5%).
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Figura 9. indice de Correlagio de Pearson entre AFB;-lisina e Albumina séricas para
frangos de corte de 42 dias submetidos a dieta contaminada com AFB1 (Aflatoxina B, —
500 pg/kg de racdo).
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Analisando-se os graficos, observa-se que as correlagdes sdo de natureza baixa, ndo
havendo ligacdo intima entre os fatores. Isto indica que o aumento/diminuicdo de albumina

sérica ndo é seguido pelo aumento/diminuicdo de AFB;-lisina, bem como o inverso.
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A partir da anélise dos dados é possivel afirmar que a AFB;-lisina constitui um
biomarcador de dose interna, o que significa que ndo necessariamente hd a presenca de
sintomas que caracterizem a intoxicagdo. De acordo com Groopman e Kensler (1999), o
esquema abaixo ilustra a distribuicdo dos biomarcadores no intervalo da exposicao ao agente

até o estabelecimento da doenga.

Figura 10. Vias de biomarcadores moleculares (Adaptado de GROOPMAN; KENSLER
(1999)).
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SR

Fatores de
Susceptibilidade

O uso de biomarcadores quimicos especificos para a identificacdo de estagios na
progressdo do desenvolvimento dos efeitos toxicos de agentes ambientais possui o potencial
de prover informacdes importantes para regulamentos criticos, e problemas de satde publica e
clinica (ANONYMOUS, 1987;WOGAN, 1992). Em seres humanos, entretanto, as
interpretacdes dos niveis de biomarcadores sao feitas em base individual e ndo usando médias
e variancias populacionais (GROOPMAN; KENSLER, 1999).

Sendo assim, é possivel verificar-se a importancia dos estudos de biomarcadores em
animais de producdo, pois no futuro a técnica se constituira uma ferramenta importante para o
auxilio ao monitoramento da satde e producdo, possibilitando o estabelecimento de niveis de
seguranca preventivos, ndo havendo necessidade de ocorréncia de sintomas clinicos e/ou

reducdo de desempenho zootécnico para a tomada de decisdes.
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6. CONCLUSOES

1. Nao houve efeito de interacdo entre os fatores estudados (AFB; X HSCAS), sendo
assim ndo é possivel afirmar que o HSCAS foi efetivo em melhorar as variaveis de

desempenho zootécnico estudadas;

2. A biometria de 6rgéos e o estudo histopatoldgico mostram que o adsorvente comercial
ndo foi eficiente na reducdo do tamanho dos 6rgaos afetados, uma vez que ndo houve
interacdo entre os fatores estudados, e nem na reducdo das lesGes histopatolégicas em

rim. Apenas reduziu numericamente o grau de lesdo hepatica das amostras;

3. De maneira geral, o adsorvente comercial ndo exerceu influéncia sobre as variaveis
bioquimicas estudadas. As proteinas séricas foram seriamente afetadas pela presenca

de AFB;, indicando ndo haver melhora com o uso de HSCAS;

4. Os efeitos de interacdo entre fatores observados para algumas variaveis de bioquimica

sérica justificam o uso de HSCAS, pois este auxiliou na normalizacdo dos indices;

5. As concentragdes de calcio e fosforo sanguineas nao foram afetadas pela interacdo de
AFB; x HSCAS; porém a AFB; exerceu efeito negativo sobre as variaveis;

6. As concentracdes de residuos hepaticos de aflatoxinas quantificadas foram muito
baixas (algumas até ausentes) e ndo foram diminuidas pela adi¢do de adsorvente, ndo

justificando seu uso;

7. Os valores obtidos para o aduto AFB;-lisina tem comportamento variavel ao longo do
tempo, embora sé exista concentracdo de albumina determinada as 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 criagdo. A diminuigdo da concentragéo, tanto na dieta contaminada
com AFB; ou na com AFB; e HSCAS, do 21° dia em diante mostra que ha intima

relacdo da concentracdo do aduto com o crescimento fisioldgico do animal; mas
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também h& necessidade realizacdo de mais estudos aprofundados objetivando detalhar
0 comportamento do biomarcador ao longo da vida produtiva do animal.
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Meétodos fisicos e quimicos de detoxificacio de aflatoxinas e redugiio da contaminacio
fiingica na cadeia produtiva avicola

Physical and chemical methods of detoxification of aflatoxin: and reduction of fungal contamina-
tion on poultry productive chain
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Gustavoe do Valle Polycarpe’ Amanda Ramos dos Santos! Ricarde de Albuguerque
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RESUMO

Az gfiatoxings s8o responsdvers por grandes prajuizos
o sauide de aves comerciais @ & produgdo animal, essemcinlmente
por perda finmmeeira decorrente de diminuigdo de panho de peso
dos animais. 4 detoxificagde da ragdo ou de snas mardrias-primas,
bem como temtarivar de diminuir a comtamimagdo fiingica que
leva & produgdo dar toxinas, aldm de tdonicar nutricionaris, sdo
métodos que podem ser adotadoes para tentar diminuir o5 gfeitos
deletdrios sobre or frangos de corte. Sendo assim, o objetivo
sta revizdo & mostrar o gue a cifncia formece como meios
de detoxificagde e'on redugde de contaminagde per fumges; e
algumar substdncias naturals que auxiliom a produgdo miicela na
redugdo de micotoxicores .

Palavras-chave: aviculrura, contaminagdo fimgica, micotoxinas,
deraxificagds.

ABSTRACT

Aflatoxins are answerable for large loszes jor
the health of commercial birds and for the animal production,
arsemtially By finamcial lozzer due to animal bedy weight
diminution. Detoxification af feed or itz raw maieriais, well az
attempiz of diminution af fimgal contamingtion that leads to
toxing production, beyond gf nutritional tecknigues, are methods
that can be adopted mrying to diminizh deleterious ¢ffects among
Brofler chickens. This weay, the objecrtive af this review iz o show
what science supplies ke ways of devoxification and'or reduction
af contamination by fungt, and some nanral substances that help
Ppoultry production on meduce mycotoxicosis.

Key-words: poulry production, fimgal contaminarion, mycotoxin,
detexification.

INTRODUCAO

Micotoxinas sio metabolitos secundarios
produzidos por fungos que podem entrar na dieta de
seres humanos e animais por meio de contaminagio
direta ou indireta de cereais e grios. Sdo dificeis de
diagnosticar e, de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas e a espécie animal envolvida, cada
micotoxina pode afetar especificamente um orgéo ou
sistema, levando a manifestagdes clinicas especificas
de natureza aguda ou crénica (PIER. et al.. 1973).

Aflatoxicoses sdo micotoxicoses causadas
por toxinas classificadas como aflatoxinas, produzidas
por cepas de fungos do género dspergillus, (4
[favus, 4. parasiticus e 4. neminns) descobertas em
1960, apés provocarem um surto tOxXico em perus na
Inglaterra (Twkey-X-disease) em que milhares de
aves mofreram apds consunrem terta de amendoim
na ragio, proveniente do Brasil. e as aves doentes
apresentaram necrose do tecido hepatico (LEESON
et al.. 1993). Os principais compostos de interesse
meédico-sanitirio sdo identificados como Bl, GI,
B2 e G2; sendo cue a aflatoxina B1 (AFB1), além
de ser a mais frequentemente encontrada em cereais,
& que apresenta maior poder toxigénico (LEESON
et al., 1993). A toxicidade das aflatoxinas depende
de spa concentragdo, sva duracdo da exposigio, a
espécie, o sexo, a idade e a condigio de sande dos
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animais (JEWERS, 1990). Na aflatoxicose cronica,
o sinal clinico mais evidente € a diminmigio da taxa
de crescimento de animais jovens (LEESON et al.,
1995). A sindrome téxica aguda ocorre pela ingestio
de alimento com alta concentragio de aflatoxina,
sendo os efeitos observados em curto espago de
tempo. As aflatoxinas induzem a wvarios efeitos
biologicos, tais como doengas hepaticas, alteragdes
na taxa de crescimento, mudangas nos mecanismos
immnogénicos, e efeitos carcinogénicos e mutagénicos
em espécies animais diferentes, especialmente em
aves domeésticas (PIER et al., 1973).

Meétodos de combate as aflatoxinas

Visando a diminuicio dos efeitos deletérios
cansados pelas aflatoxinas, ha basicamente, trés
técoicas possivels para evita-los: a prevengdo ef
ov a dinunuigdo da confanunacio do alimento,
a detoxificaciio do alimento e o impedimento da
absorgdo das mucotoxinas pelo trato digestivo dos
amimais. Porém. qualquer que seja a estratégia de
descontaminacic uvsada, ela deve ir de encontro a
alguns eritérios basicos (PARK & POMERANZ et
al. apud BATA & LASZTITY. 1999): a micotoxina
deve ser inativada (destruida) pela transformagio
em compostos ndo-toxicos; os espores e o micélio
de fongos devem ser destruidos, afim de que novas
toxinas nio sejam formadas; o material do alimento ou
da ragio deve reter seu valor nutritivo e permanecer
palatavel; as propriedades fisicas do material cru nio
devem ser alteradas significativamente, e deve ser
econontcamente viivel

Inativacdo fisica
Encuadra-se nos meios de detoxificagdo
dos alimentos ja contaminados.

Extragdo por solventes

Alimentos tratados por este método so
podem ser utilizados para a alimentagio animal
Oz solventes wsados incluem: 95% de etanol, 90%
de acetona aquosa. 80% de isopropanol. hexano-
metanol, metancl-agua, acetomitrila-agua, hexano-
etanol-agona e acetona-hexanc-agua. A extracie por
solventes pode remover todos os tragos de aflatoxinas
das farinhas de sementes cleaginosas sem a formagdo
de sub-produtos toxicos ou redugdo na qualidade ou
no conteddo de proteina. Entretanto, esta técnica em
larga escala limita-se por altos custos e problemas
relacionades a disposicio dos extratos toxicos
(RUSTOM, 1997).

Tratamento térmico (Aquecimento, Extrusio e
Tratamento por Microondas)

O tratamento térmico uvfilizado € com
auxilio de calor. A extensfio da destruigio alcancada
muito dependente de: nivel de contaminacgdo inicial,
temperatura de aquecimento, tempo de exposigio
ao calor, tipo de alimento e de aflatoxina, além de
unidade, pH e concentracio idnica do alimento. O
contende de umidade é um fator critico; alimentos
contaminados cue possuem maior umidade podem
ser mais facilmente inativados pelo calor (RUSTOM,
1997). De acordo com HWANG & LEE (2006), o
tratamento ténmico € capaz de produzir reducbes
significativas de contaminacio de aflatoxina Bl em
aveia ndo-nmedecida (>80% de vmidade, a temperatura
de 200°C, durante 30, 60 oun 90 minutos) (P<10,01).

A extrusdio € um tipo de tratamento térmico
de que a industria se utiliza para a produgio de nmitos
alimentos. Para destruir ou inativar aflatoxinas, as
condigdes de cozimento da extrusdo precisam ser
severas (alto cisalhamento, alta temperatura e correto
pH) afim de providenciar o ambiente necessario no
tambor. SAATIA & PHILLIPS (2011). trabalhando
com farinha de amendoins naturalmente contaminados
por aflatoxinas (200pg kg™ de Bl e G1 e 60pg kg*
de B2 e G2) e submetendo-a a extrusio com 35% de
unudade, obtiveram redugiio de 39% na quantidade
de aflatoxinas detectaveis por HPLC (Cromatografia
Liguida de Alta Performance), sem prejuizo ao valor
nutricional protéico do alimento. H A MEE D
(1993) trabalhando com extrusio de farinha de milho
contamminada com 300ppb de aflatoxinas, obteve
reducio de 70% nos niveis de contaminagic com
auxilio somente do processo de extrusdo.

0 aguecimento por microondas € outra
técnica que pode ser aplicada com mesmo objetivo.
BASARAN & UMRAN (2010) afirmam haver
reducio da contamunacgdo de nozes por 4. parasiticus
(o que contribuiria para a redugio da concentragio
de aflatoxinas ao lengo do periodo de estocagem) em
dois logaritmos apds a exposicdio da superficie das
nozes a microondas por 60 segundos, sob temperatura
externa da casca em 50-35°C. Apos 120 segundos de
exposicdo, até 2.5 logaritmos de reducio foi possivel.
Quando testou-se a efetividade das microondas em
diminmir a concentragdo das aflatoxinas ja presentes
nas nozes, estas foram ineficazes. Os niveis de
aflatoxinas permaneceram inalterados (P~0,05) seb
2 45GHz por 120 segundos.

Iradiagdo (Irradiagdo Solar, Raios Gama e Luz Ultra-
violeta)

A técnica mais simples consiste na secagem
de materiais sob exposicio a luz solar. GOWDA et
al. (2007) constataram reduciio de 83.7% (de 326
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para 52ppb de aflatoxina B1) em dieta de ovelhas
contaminada artificialmente e exposta a Inz solar por
14 horas, em temperaturas entre 27 e 35°C.

A irradiacio de alimentos € um processo
fisico que envolve a exposigio do alimento a um
dos trés tipos de energia ionizamte: radiagio gama,
raios-X ou feixe de elétrons. A mais usada para
processamento de alimentos € a de radiagio gama,
proveniente do radioisdtopo Cobalto-60 (DULLEY
apud CAMARGO et al, 2011). Existem trabalhos
gque sugerem cue os fungos sio mmito sensiveis
i radiagio gama, e em adigio, a sua produgio de
micotoxina diminui apos a irradiagio (REFAI et
al e YOUSSEF et al.. apud AQUINO et al, 2005).
AQUINO et al. (2005), avaliando o efeito da radiacdo
gama sob a sobrevivéncia dos fungos da espécie 4
favus e a destruicdo das aflatoxinas Bl e B2, afirmam
haver redugiio do mimero de unidades formadoras
de colénia do fungo (P<0,01) e a destruigio parcial
das toxinas sob 2 e 5kGy de irradiagdo, bem como a
destruigio total das toxinas sob 10kGy de irradiacio em
milho artificialmente contaminado (Unidade relatrva de
97-99% e atividade de agua de 0.88-0,94). SIMAS etal
(2010) tambem relatam haver melhora nos parametros
de produgio zootécnica de frangos alimentados com
dieta submetida a radiacio gama de SkGy.

A radiagiio ultravioleta (UV) também pode
ser aplicada. Ela tem efeito microbicida se utilizada
com intensidade e tempo de exposicio suficientes. As
irradiagdes ultravioletas na faixa de 210 e 330nm sdo
mais efictentes come germuecidas por serem absorvidas
pelas proteinas e acidos muncléicos. provocando o
rompimento de cromossemo, mutages geneticas e
inativacio de enzimas e. consequentemente a morte
da célula (CARDOZO apud ALEXANDRE et al,
2008). O método mais pratico de gerar radiagiio UV
& aguele das lampadas germicidas (ALEXANDEE
et al.. 2008). SAMARJEEWA et al. (1990) afirmam
que a radiagdo gama pode reduzir de 75 a 100% os
niveis de aflatoxina na farinha de amendoim; que
a luz ultravioleta reduz até 50% a concentracfo de
aflatoxina: bem como a irradiagdio solar de 50 a 90%
da toxina presente.

Inativagdo quimica

Meétodos quimicos consistem em depgradar
ou inativar as nucotoxinas, com uso de acidos, bases,
aldeidos, agentes omidantes e gases (NORRED,
1993). A mativagio quimica das aflatoxinas pode ser
realizada com o auxilio de compostos que induzam
modificagtes quimicas irreversiveis na molécula e que
estas substincias ndo sejam toxicas aos Seres VIVOS.
Porém. em sua grande maioria. estes métodos podem

ser ndo-praticos, ineficazes ou inseguros, além de
diminuir os niveds outricionais e o paladar do alimento.

Amonizagio

O tratamentc com amdmia em forma
de gas, em solugio ou com substincias capazes de
libera-la, alcangou resultados otimos na detoxificagio
de farelo de amendoim milho e algodio (PTVA et al.,
1995). SAMARIJEEWA et al. (1990). trabalhando
com concentragdes que variavam de 0.3 a 5.0% de
amdnia sobre diferentes substratos mostram haver
redugio acima de 93% nos niveis de contaminagio
por aflatoxina. THANABORIPAT et al (1992)
também testaram a agio do hidroxido de amonia sobre
milho contaminado experimentalmente por 4. flavus
produtores de AFB1 e AFGI. Quando adicicnados
02,05, 10 e 1.5% de Nh_‘DH houve redugiio de
producdo de 45 a 100% de AFB1 + AFG1. Porém,
para se trabalhar com aménia. € necessaria uma planta
especial e cuidado, nma vez que o gas pode sofrer
combustio em misturas com ar em velumes acima de
15%, além de alteragdes nutricionais e organolépticas
(PIVA et al., 1993).

Ozonizagdo

A ozonizagio € uma fécnica que esta
apresentando nma técnica pronussora. O gas ozdmio
apresenta certas caracteristicas sanitizantes atraentes
para a industria alimenticia, por ser mais seguro e
potente do que os desinfetantes convencionais. agindo
sobre um grande namero de microorgamsmos. Age
através do ataque direto do ozémio e do ataque através
dos radicais OH formados na decomposigio do O,
(GIOEDANO, 2009). KELLS et al. {2001) notaram
redugio de 63% na contaminaciio por 4. parasiticus
em milho apos exposigio a 50ppm de ozonio durante
3 dias. Em seu trabalho, GIORDANO et al. (2012)
afirmam haver redugic da contaminagio fingica (de
4.83 para Olog ufc g de 4. flavus e A parasificus)
e nio-detecgdo de aflatoxinas em castanha-do-Para
submetidas a ozenizacio (14 e 31, 5mg "'} per 5 horas.
Na tentativa de provar que o ozdnio obtido através
de eletrolise é capaz de conter os efertos negativos
da aflatoxina Bl em peris jovens, McKENZIE et
al. (1998) forneceram milhe contaminado (1220+/-
73 3ppb de AFB1) e tratado com 200mg min™ de O,
por 92 horas aos amimais. Howve redugie de 93%
da micotoxina na racdo fratada e reteve os efeitos
indesejaveis da AFB1 na produgio animal.
Agcidificagio

Acidos orginicos também podem ser
usados como quimicos fungistaticos. que impedem
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o crescimento da populagiic de fungos e a produgio
de micotoxinas. O mais eficiente custo-beneficio tem
sido encontrado com o uso de acido propionico (Al-
HILLI & SMITH, 1992). Além das concentragdes
de 500, 1000 e 1500 pg g de acido propiénico nio
terem sido capazes de inibir a produgo de aflatoxinas
Bl e Gl per A. flavus, funcionaram como substrato
para a sinfese microbiana. Acidos fracos, com baixo
potencial de iomizagdo, sdo potentes inibidores do
transporte de anminedacidos por parte da célula fingica,
pela iomzacio interna do citoplasma e acidificagio
do conteido celular, dificultando a sobrevivéncia do
microorganismo Ledoux (2012 — Informe verbal).

Uso de substancias naturais

Os extratos herbais vém sendo estudados
com ¢ imtuite de wso em alimentos para imibigio
de crescimento fingico e comsequente produgdo
de toxinas, muito embora atualmente também os
empregue como meio nutricional de combate aos
efeitos negativos das micotoxicoses. Oleos essenciais
extraidos de ervas comestiveis constituem wuma
alternativa utilizada em estudos para imvestigagio
de possivel uso em alimentos, a exemplo de oleos
de plantas como orégano. cravo, canela, alho e
tomilhe (SHAPIRA, 2004). CHINAPHUTI &
AUEEASAFPAKUL (2008) testaram 15 espécies
de ervas que sdo cultivadas na regifio da Taildndia e
afirmam que a grande maitoria pode ser usada como
inibidor de crescimento de 4. flavus. Extrato brutes de
Allinm sativim, Qccimum tenuiflorum e Qceimum
basillicum possuem a capacidade de inibir a produgio
de aflatoxinas, bem como o crescimento do fungo.
EEDDY et al. (2009) também mostram que o extrato
de Syzygium aromaticum (5g kg'') mostram inibicio
completa do crescimento de 4. flmvus e producio
de aflatoxina B1l. Em menor porcentagem (63-
78%). Curcuma longa, Allinm sativiim e Qceimum
sanctium também inibem efetivamente a proliferacio
fingica e a produgiio de micotoxina (72.2-85.7%)
em concentragio de 5g kgt AT-SOHATBANI et
al. (2011) também relatam que extratos de espécies
de pimenta psadas como especiarias e como ervas
medicinais (Elettaria cardamomum e Syzygium
aromaticum) na India possuem efeito inibitério e
podem ser nsados como antimicrobianos em chas.
Entretanto. resultados contraditérios tém  sido
reportados em nmites casos a respeito da atividade de
alguns constituintes de plantas.

Meios nutricionais de prevengdo dos
efeitos megativos das aflatoxicoses também estio
sendo  estudados como meétodos auxiliares ao
combate ds lesdes patologicas nos animais de criagdo.

A utilizacio de vitamma E e selénio foi estudada
por HE et al. (2013) na tentativa de melhora de
performance e reducio de alteragdes patologicas
em patos, 0 que permitin que os efeifos negativos da
aflatoxina B1 sobre o crescimento e a mortalidade
fossem parcialmente contidos (S0UI de vitamina E +
0,2mg kg de selénio) (P<0,05). CHEN et al (2013)
demonstraram melhora na funcio munologica de
frangos alimentados com 0.6 & 0.8mg kg™ de selénio
e intoxicados com 03ppm de alfatoxina Bl., com
maior concentragio de infocitos CD37, CD3CD4™ e
CD3"CD2" e interleucina-2 e intérferon-y.

Oleos  essenciais fambém podem ser
usades ma mutricio como método combate acs efeitos
deletérios causados por micotoxinas. A piperina,
compoenente do 6leo essencial de pimenta negra ( Piper
nigrum) também vem se mostrando otil no combate
aos efeitos negativos provocados por aflatoxinas.
CARDOSO0 etal. (2011) apontam significativa reducio
da toxicidade hepatica causada por aflatoxinas Bl e G1
(2ppm) na administracio de 2.25mg ke de piperina
na ragio de franges de corte, com redugio das lesdes
histopatologicas decorrente da ingestdo da toxina.

Uso de adsorventes

O3 adsorventes sdo uvtilizados quando ndo
ha mais como se detoxificar os alimentos, sendo usados
para impedir que as toxinas sejam absorvidas pelo frato
gastrintestinal com conseqiiente dimmicio dos efeitos
deleténos no erganisme. Um caminho para o problema
tem sido usar mateniass absortivos nAo-mutritivos na
alimentacio objetivando-se reducio na absorgio pelo
trato gastrointestinal (KUBENA et al.. 1990t).

Aluminosilicates de sodio e caleio hidratados
(HSCAS)

A utilizagdo de HSCAS em dietas de aves
domésticas tem mostrado resultados satisfatorios,
pela sua capacidade em adsorver toxinas, tornando-
as menos disponiveis para absorgio pelo trato
gastrointestinal. O HSCAS na concentragio de
0.5% na dieta diminuin significativamente os efeitos
adversos no peso corporal e nas principais mudancas
hepaticas cansados por 3, 5ppme 7 3ppm de aflatoxina
Bl em frangos de corte e em poedeiras comerciais,
respectivamente (KUBENA et al., 1990a; 1990b).

A eficicia dos HSCAS como adsorvente
também foi comprovada por DENLI et al. (2009).
Observou-se que a adigio de 2 e 5g de HSCAS kg?!
de ragcio foi capaz de dimirnmir sigmficativamente
(P<0,05) eos efeitos mibitérios da Aflatoxina Bl
(1ppm) sobre o desempenho zootécnico. A redugdo
de efeitos deletérios em frangos também foi mostrada
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por KUBENA et al. (1998), uma vez que a adigdo de
0.25e0.375% de HSCAS a dietas experimentalmente
contaminadas com 5 ou 8ppm de aflatoxinas (79%
AFB1+16% AFG1+4% AFG2+1% AFGI) foi capaz
de melhorar o ganho de peso. o consumo de ragio.
a conversio alimentar e a mortalidade (P<0.05).
LEDOUX et al (1999) também obtiveram G&timos
resultados com o uso de HSCAS em dieta contaminada
com 4ppm de aflatoxma B1. A adicio de 1% de HSCAS
prevenin completamente a redugdo de desempenho
zootécnico, as mudancas nos pesos dos Orgios e na
bioquimica sérica, além da severidade das alteragdes
histopatologicas de fisado e nns.

ZHAOQ et al (2010) também evidenciaram
o efeito positivo dos HSCAS na alimentacio de
frangos de conte. Tanto 0.1% quanto 0.2% de HSCAS
adicionados 4 alimentacic foram capazes de reduzir em
mais de 90% os efeitos deletérios de 1ppm de AFB1 seb
o desempenho zootécnico e peso de figado (P<0,05).

CONCLUSAO

A literatura mostra diversas técnicas passiveis
de serem usadas como métodes auxiliares a prevengio,
ou dimimigdo, dos prejuizos causados pelas aflatoxinas
Os adsorventes mostram-se como a alternativa mais
segura e eficaz para diminmir e até evitar os efeitos
deletérios causados is aves pelas aflatoxinas. A excegio
dos adsorventes, embora a maionia das demats técnicas
sejam eficazes. ha de se observar possivers alteragbes
de palatabilidade e nutricional, além da produgio de
compostes toxices. Ha de se considerar o nivel inicial
de contaminagio e o tipo de técnica a ser empregada,
afim de se aplicar a mais apropriada. Além disso, deve-
se atentar para a comreta destinacio dos compostos
resultantes da detoxificacfio e para a necessidade de
plantas de processamento especiais; além do custo de
emprego de cada método.
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Resumo

As aflatoxicoses sfio micotoxicoses causadas por toxinas produzidas por estirpes de fungos do género Aspergillus. Cau-
sam prejuizos importantes 4 produgio animal, em especial aquelas que tém nos grios sua matéria-prima base para
preparagio de ragio, come a avicultura de corte. Atua].mente,aé.liversas técnicas, tais como uso de substincias quimicas,
métodos fisicos, estratégias de colheita, armazenagem e processamento de alimentos, estio sendo estudadas para que
se diminua e, se bem aplicadas, evite os efeitos deletérios causados por essas substincias 4 satide animal. O objetivo
desta revisio é descrever os principais efeitos das aflatoxinas sobre o desempenho zootécnico na producio de frangos
de corte, as alteragbes nas matérias-primas de ragfio e 0s avangos cientificos em metodologias de detoxificagio bioldgica
e de boas praticas agricolas.

Palavras-chave: AFB . Avicultura. Detoxificagio. Aspergillus. Armazenamento.

Abstract

Aflatoxicosis are mycotoxicosis caused by toxins produced by strains of fungi of the genus Aspergillus. They cause
important losses to animal production, especially to those that use grains like base raw-material to prepare feeds, like
poultry production. Currently, many techniques are being studied to prevent the deleterious effects caused by these
substances to animal health, induding the use of chemical substances, physical methods, strategies for harvest, stor
and processing food. The objective ul?ﬁlis review is to describe the main effects of aflatoxins on poultry performance, ﬁ:
alterations in raw-materials of feeds and scientific advances on methods for biological detoxification and agricultural
good practices.

Keywords: AFB,. Poultry production. Detoxification. Aspergillus. Storage.

Introducéio

Micotoxinas sdo metabolitos secunddrios produzi-
dos por fungos que podem estar presentes na dieta de
seres humanos e animais, por melo de contaminagio
direta ou indireta de grios e cereals. Apds a ingestio,
as micotoxinas podem causar efeitos agudos, caracte-
rizados pela ingestido de altas concentragdes da toxina
na dieta, ou cronicos, sendo estes os mals observados
em condi¢des de campo com exposigiio dos animals
a baixas concentragdes. Nesses casos, as micotoxi-
nas causam sindromes com sintomatologia difiisa,
que podem facilmente ser confundidas com doengas
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causadas por microrganismos (PIER; CYSENSKY; RI-
CHARD, 1973), como a Doenca Infecclosa da Bursa
de Fabricius, causada por um Birnavirus, ou deficién-
cias de manejo ou nutriclonais (MALLMANN; DIL-
KIN; RAUBER, 2009).
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Aflatoxicoses sio micotoxicoses causadas por afla-
toxinas, as quals foram descobertas em 1960, na In-
glaterra (Turkey-X-disease), apds provocarem um
surto téxico em perus alimentados com torta de
amendoim, no qual milhares de aves morreram apre-
sentando necrose do tecido hepdtico (ASAO et al,
1963; LEESON; DIAZ; SUMMERS, 1995). As aflato-
xinas sdo produzidas por estirpes de fungos do géne-
ro Aspergillus, espécies A. flavus, A. parasificus e A.
nomius. Os principais tipos de aflatoxinas de interesse
médico-sanitirio sio identificados como B1, G1, B2
e G2, sendo que a aflatoxina Bl (AFB ), além de ser a
mais frequentemente encontrada em cereals, é a que
apresenta malor poder toxigénico.

Na aflatoxicose crénica, o sinal clinico mais evidente
¢ a diminuigio da taxa de crescimento de animais jo-
vens (LEESON; DIAZ; SUMMERS, 1995). A sindrome
toxica aguda ocorre pela ingestdo de alimento com alta
concentracio de aflatoxinas, sendo os efeitos observa-
dos em curto espago de tempo. Caracteriza-se prin-
cipalmente pela rapida deterioragio do estado geral
do animal, perda de apetite, hepatite aguda, ictericia,
hemorragias e morte (OSWEILLER, 1990). As afla-
toxinas induzem a virlos efeitos deletérios, tals como
doengas hepaticas, alteragdes na taxa de crescimento,
miidangas nos mecanismos imunogénicos, e efeitos
carcinogénicos e mutagénicos em espécies animais
diferentes, especialmente em aves domésticas (PIER;
CYSENSKY; RICHARD, 1973), o que leva a muitos
prejuizos envolvendo a produgdo de aves comercials,
em especlal, os frangos de corte. Assim, 0 objetivo des-
ta revisiio & descrever os principals efeitos das aflatoxi-
nas sobre o desempenho zootécnico na produgio de
frangos de corte, as alteragdes causadas nas matérias-
primas das ragdes, e os avangos clentificos em meto-
dologias de biodetoxificacio e boas praticas agricolas.

Efeitos das aflatoxinas sobre o
desempenho de frangos de corte

Os parimetros zootécnicos clissicos adotados em
avicultura, como o ganho de peso, o consumo de ra-
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¢io, a conversdo alimentar, a mortalidade e o indice de
eficiéncla produtiva, sio negativamente influenciados
pelas aflatoxicoses. Em consequéncia, os efeitos das
aflatoxinas sobre o desempenho zootécnico acarretam
diminui¢io no lucro dos produtores, cujo impacto na
atividade dependerd da severidade da intoxicagao.

Os efeitos das aflatoxinas em aves comerciais tém
sido estudados desde a descoberta destas toxinas. Em
experimento realizado com frangos de corte, Doerr
et al. (1983) observaram diminuigio significativa do
peso dos animals alimentados com ragio contendo
aflatoxina (2,7 mg/kg). Bailey et al. (1998) obtiveram
reducio no ganho de peso corporal aos, 21 dias de
frangos alimentados com 5,0 mg/'kg de aflatoxinas
(79% de AFB,, 16% de AFG,, 4% de AFB, e 1% de
AFG,). Tedesco et al. (2004) utilizaram menor con-
centragido de AFB (0,8 mg/kg) na ragio de aves du-
rante 35 dias, e observaram diminuigdo do peso cor-
poral e do consumo de ragio das aves intoxicadas em
relago as aves ndo-intoxicadas. Tejada-Castafneda et
al. (2008) também relataram que frangos alimentados
com milho contaminado com AFB, (1,155 mg/kg de
ragdo) apresentam menor peso corporalaos 21 dias de
idade. Similarmente, Denli et al (2009) alimentaram
frangos de corte com ragdo contendo 1,0 mg AFB, /kg
durante 42 dias, e constataram diminuigdo significati-
va no ganho de peso e no consumo de rago, além de
aumento na conversdo alimentar das aves intoxicadas.
Ressalta-se que esses estudos foram conduzidos com
ragdes adicionadas experimentalmente com AFBI1.
No entanto, Aravind et al. (2003) utilizaram dieta na-
turalmente contaminada com 0,168 mg/kg de aflato-
xinas totais, fornecida a 350 aves durante 35 dias. Os
autores observaram redugio significativa do ganho de
peso e do consumo de ragiio, além de plora na conver-
sao alimentar, indicando que em condigées de campo
com exposigdo  ragdo naturalmente contaminada os
nivels de aflatoxinas necessirios para causar efeltos
sobre o desempenho podem ser menores do que as
concentragdes utilizadas nos estudos realizados com
ragdes contaminadas experimentalmente.
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Analisando-se os trabalhos apresentados, sio notd-
veis s efeitos deletérios das aflatoxinas sobre a saide
das aves e seus reflexos nos indices zootécnicos, mes-
mo quando os animais sio expostos a concentraghes
baixas na raciio. Considerando-se que a avicultura
industrial possul seu lucro sensivelmente atrelado
ao ganho de peso das aves, efeitos negativos decor-
rentes da presen¢a de micotoxinas nas racdes podem
determinar diminuigio da lucratividade para a cadeia
produtiva de carne de frangos. Além disso, a imunos-
supressdo causada por aflatoxinas normalmente é um
fator determinante para o aparecimento de doengas
secunddrias s aflatoxicoses, como as salmoneloses,
aspergilose, coccidiose e Doenga de Marek (MALL-
MANN; DILKIN; RAUBER, 2009).

Efeitos das aflatoxinas sobre os alimentos
constituintes da racdo de frangos

Cerca de 70% da ragiio de aves industrials é com-
posta de grios, que sio altamente susceptivels ao cres-
cimento de fungos. Os principals fungos capazes de
colonizar sementes, grios, fibras naturais e seus sub-
produtos séio categorizados em fungos de campo, In-
termedidrios e de armazenamento (LAZZARI, 1993).
As principais espécies de fungos de campo pertencem
aos géneros Alternaria, Cladosporium, Fusarium e
Helmintosporium, os quais podem alterar a aparéncia
dos grios e o valor comercial do produto, enquanto
os dos géneros Aspergilius e Penicillium sio os fungos
de armazenamento ou depdsito mais frequentemente
encontrados (PUZZI, 1986). A presenca de fungos to-
xigénicos é um indicativo de deterioragio das semen-
tes ou grios de cereals e oleaginosas, sendo que estes
patogenos causam danos ao embrido, descoloragao,
perdas nutricionais e de massa seca (MILLER, 1995;
SINHA; SINHA, 1992).

O desenvolvimento fiinglco nos alimentos afeta
tados os nutrientes do produto. Em geral, alimentos
com alto teor de carboldratos sio mals favordvels ao
desenvolvimento de fungos e produgio de toxinas,

embora as espécles do género Aspergillus apresen-
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tem otimo desenvolvimento em grios de oleaginosas,
principalmente o amendoim (IAMANAKA; OLIVEL-
RA; TANTWAKI, 2010). As gorduras e os carbolidra-
tos servem de fonte energética para o crescimento
fungico, engquanto os aminoacidos servem de base
para a biossintese de proteinas e as vitaminas e os
minerals estio envolvidos no metabolismo global. O
milho apresenta-se como um excelente substrato para
o desenvolvimento fingico, tendo em vista sua rique-
za nutricional, sobretudo a alta proporgao de amido
(BANKOLI; ADEBANJO, 2003).

A contaminagio de grdos por fungos é favorecida
pela ocorréncia de lestes provocadas por atropodes e
outras pragas. Souza (1999) observou que o aumenta
dos nivels de carunchamento de milho fol acompa-
nhado pelo aumento linear do teor de matéria seca, fi-
bra bruta e cinzas, além de produzir efelto quadritico
sobre o extrato ndo nitrogenado, a gordura, a proteina
bruta, a densidade e a energla bruta. Essa diferenga
na composigdo bromatoldgica do alimento pode ser
determinante na redugio do desempenho produtive
dos animais, seja por diminuigao do valor nutritive
da matéria-prima da ragiio quanto por ser porta de
entrada para a contaminagio fiingica e produgio de
micotoxinas. Esse fato é coerente com os resultados
apresentados por Stringhini et al. (2000), os quals re-
lataram aumento nas alteragbes hepdticas e no apare-
lho locomotor de frangos de corte quando alimenta-
dos, durante os primeiros 28 dias de vida, com dietas
contendo 20 ou 40% de milho infestado por insetos
ou fungos. Os dados apresentados ressaltam a impor-
tancia do controle da qualidade dos grios oferecidos
aos animais, com intuito de preservacio da saude e
bem-estar das aves.

Silva et al. (2008) analisaram o efeito de diferentes
densidades de milho (alta, média, baixa e total) e mi-
lho sem selecdo densitométrica sobre a produgdo de
micotoxinas. Os autores observaram aumento cres-
cente da concentragdo de aflatoxinas e tricotecenos a
medida que houve redugio da densidade do milho,
devido & malor presenga de pd segregado pela mesa
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densitométrica. Ainda, a energla metabolizavel apa-
rente e a energia metabolizivel aparente corrigida
para nitrogénio diminuiram conforme aumentou a
colonizacio por fungos.

Boas Praticas Agricolas

O Brasil, devido ao seu clima predominantemente
tropical, propicia condigdes ideais para a prolifera-
¢o de fungos toxigénicos. Além disso, observam-se
frequentemente condi¢des inadequadas de plantio,
colheita, secagem, transporte e armazenamento de
produtos agricolas. Desse modo, a adogio de préticas
agricolas que previnam a contaminagdo e o desen-
volvimento de fungos é fundamental para garantir a
obtengiio de insumos de boa qualidade para a elabora-
¢do de ragoes empregadas em avicultura (ROSMANI-
NHCO; OLIVEIRA; BITTENCOURT, et al., 2001).

As boas préticas agricolas enquadram-se na tenta-
tiva de Impedir e/ou reduzir a contaminagiio da ma-
téria-prima das ragdes por fungos toxigénicos, sejam
de campo ou de armazenamento. A distingdo entre
fungos de campo e de armazenamento nio é basea-
da na classificagio taxondmica, mas de acordo com
as condigdes ambientais efou ecolégicas que favore-
cem o crescimento dos mesmos. Os fungos do campo
requerem um teor de umidade em equilibric com a
umidade relativa de 90% - 100% para crescerem. Os
principais géneros sao Cephalosporium, Fusarium, Gi-
bberella, Nigrospora, Helminthosporium, Alternaria e
Cladosporium, os quais invadem griios e sementes du-
rante o amadurecimento, sendo que o dano é causado
antes da colheita. Esses fungos nio se desenvolvem
normalmente durante o armazenamento, exceto em
milho armazenado com alto teor de umidade (MAR-
CIA; LAZZARI, 1998).

Os fungos de armazenamento (Aspergillus, Peni-
cillium, Rhizopus e Mucor) sdo encontrados em gran-
de nimero em armazéns, moinhos, silos, elevadores,
equipamentos e lugares onde sio armazenados, ma-
nuseados e processados produtos agricolas. Causam
danos ao produto somente se as condigdes de arma-
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zenagem forem improprias 4 manutencio da qualida-
de do produto. As espécles do género Aspergillus (A.
halophliicus, A. restrictus, A. glaucus, A. candidus, A.
alutaceus (A. ochraceus) e A. flavus) e as do género Pe-
nicillium (P, viridicatum, P, verrucosum) sio os indica-
dores de deterloracio em sementes e grios, causando
danos ao germe, descoloragio, alteragbes nutriclonais,
perda da matéria seca e os primeiros estigios da dete-
rioragdo microbioldgica (MARCIA; LAZZARI, 1998).
A ocorréncia e a magnitude da contaminagio por
fungos variam de acordo com os fatores geogrificos
e sazonals, com as condigdes locals de crescimento
do vegetal e ainda com as praticas de colheita e es-
tocagem utilizadas. A. flavus e A. parasiticus sdo sa-
profitas naturals do solo e do ar, sendo que em con-
digdes ideais sio capazes de contaminar os alimentos.
A formacio de micotoxinas é dependente de muitos
fatores, como a umidade, a temperatura, a presenga
de oxigénio, o tempo para o crescimento fangico, a
constituigdo do substrato, as lesdes & integridade dos
grios causadas por insetos ou dano mecinico ou tér-
mico, a quantidade de indculo fiingico, bem como a
interagdo ou competiciio entre as linhagens fangicas
(MALLMANN; DILKIN; RAUBER, 2009). Essa gama
de fatores evidencia o grau de dificuldade para o con-
trole efetivo dos mesmos com a finalidade de preve-
nir a ocorréncia de fungos toxigénicos nos alimentos,
sobretudo no Brasil, onde as condi¢des climaticas sdo
favordveis ao desenvolvimento de fungos do género
Aspergillus, tendo em vista as elevadas temperatura e
umidade na malor parte de sua extensdo territorial
O tipo do sistema de secagem e armazenagem uti-
lizado também contribui para a dindmica da conta-
minagdo fingica. A temperatura da massa de grios
no interior dos silos, em muitas situagdes, ultrapassa
0s 18°C recomendados, permitindo o crescimento
intenso de fungos, especialmente pela deficiente ae-
ragio da maioria das unidades armazenadoras, que,
mesmo existindo, pelo excesso e md distribuicio das
impurezas, niio sio efetivas no controle dos pontos
de calor na massa de grios (MALLMANN; DILKIN;
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RAUBER, 2009). Adicionalmente, as condigdes cli-
maticas brasileiras no periodo de colheita dos cereais,
em fungdo do regime pluviométrico, ndo favorecem a
secagem dos grios nas principails regides produtoras,
especlialmente do milho (MALLMANN; DILKIN;
RAUBER, 2009).

A presenca de fungos nas ragdes ou nos grios pode
representar importantes perdas em termos da quall-
dade nutricional, o que torna o processo de descon-
taminagao oneroso e dificil. Os problemas decorren-
tes da contaminagio fangica podem ser reduzidos
se adotadas medidas preventivas no tratamento dos
griios e das ragdes, entre as quals se destacam (GON-
ZALES; STRINGHINI; CAFE, 2005):

a) redugdo no periodo de armazenamento;

b) manutengio dos teores de umidade, tempera-
tura e taxas de oxigénlo em nivels desfavorivels
para o desenvolvimento fangico durante o ar-
mazenamento;

c

—

secagem rdpida e eficiente do grilo logo apds a
colheita, para atingir os niveis de umidade re-
comendados (para milho, até 15%, m/m);

d) controle de impurezas nos graos e aeragdo da
massa armazenada para manter a uniformida-
de de temperatura e umidade;

peletizagio da ragio, que reduz a carga fingica;

=5 &

limpeza periddica dos equipamentos e silos da
fabrica de ragdo e das granjas.

Assim, métodos que visam & detoxificagio das ma-
térias-primas ou da ragao em si tém sido estudados
visando a diminuicio dos efeitos deletérios das mi-
cotoxinas a satide e produgiio animal. Uma alternati-
va promissora, porém que necessita ainda de muitos
estudos aplicados, é a inativagio bioldgica por meio
de microrganismos vivos, constituintes estruturals ou
suas enzimas.

Inativagdo Biolégica de Micotoxinas

Existe um grande interesse em se usar produtos bio-
logicos para reduzir a biodisponibilidade de micoto-
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xinas. A melhor abordagem para a descontaminagio
deverla ser a degradacgiio de micotoxinas por micror-
ganismos, possibilitando a remocio das micotoxinas
sob condlgdes suaves, sem 0 uso de produtos quimi-
cos perigosos (como o etanol, acetona aquosa, isopro-
panol, hexano-metanol, metanol-dgua, acetonitrila-
dgua, hexano-etanol-dgua e acetona-hexano-dgua) e
sem perdas significativas no valor nutritivo e na pa-
latabilidade de alimentos e ragbes descontaminadas
(BATA; LASZTITY, 1999).

Utilizagdo de Leveduras

Uma estratégia disponivel para atenuar o efeito deal-
guns grupos de micotoxinas & usar a capacidade adsor-
tiva dos complexos de carboidratos presentes na parede
celular de leveduras (ROSSI et al., 2010). Stanley et al
(1995) relataram reestabelecimento do ganho de peso,
peso de figado, coragio e proventriculo de frangos
de corte submetidos 4 dieta contaminada com 5 ppm
de aflatoxina e adicionadas de 1% de cultura viva de
Saccharomyces cerevisige. Aravind et al. (2003) ava-
liaram glucomanano esterificado, que é a substincla
encontrada na parede celular de leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisine e sugeriram que a adigio des-
ta cultura i dieta é efetiva na contengio dos efeitos ta-
xlcos de alimentagio naturalmente contaminada com
micotoxinas (178 ppb de aflatoxina B1; 8,4 ppb de ocra-
toxina; 54 ppb de zearalenona; 32 ppb de toxina T-2).

Recentemente, Pizzolitto et al. (2013) descreveram
a eficacla da adigdo de cultura de Saccharomyces cere-
visiae CECT1891 a dieta contaminada com aflatoxina
Bl. Frangos jovens alimentados com ragio contendo
1,2 ppm de AFE1 apresentaram efeito protetor posi-
tivo para o peso de figado, histopatologia de figado,
parimetros bloquimicos séricos, além de melhora no
desempenho zootécnico, quando foram fornecidas
5x10° células/L adicionadas & dgua de bebida.

Utilizacgdo de enzimas microbianas

Pesquisas recentes avaliaram enzimas produzidas
por bactérias cuja fungdo seria detoxificar alimen-
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tos. Entre as descobertas, destaca-se a uma enzima
exdgena produzida por estirpe especifica da bactéria
Myxococcus fulvus (ANSMO068). Essa enzima recebe
a denominagdo de Enzima de Degradagdo de Aflato-
xina da Mixobactéria (EDAM, do original em Inglés
MADE), a qual fol capaz de degradar as aflatoxinas
B1 (71-79%), G1 (13-68%) e M1 (63-82%). A produ-
¢do em escala dessa enzima representa uma inovagio
Importante na drea de micotoxinas, tendo em vista
seu potencial de aplicagio em processos Industriais
de transformagao de alimentos (ZHAO et al., 2010),
incluindo a fabricagfo de ragdes.

Extratos livres de células de Rhodococcus erythro-
polis e de Mycobacterium fluoranthenivorans foram
capazes de reduzir significativamente a concentracio
de AFB, em testes in vitro, possivelmente pela presen-
¢a de enzimas degradadoras, Indicando uma possivel
aplicacio na Inddstria de alimentos devido as altas
taxas de degradacio e ampla faixa de temperatura de
funcionamento (TENIOLA et al., 2005). Similarmen-
te, Tejada-Castafieda et al. (2008) demonstraram a
viabilidade da utllizagio de Nocardia corynebacterioi-
des NRRL24037 para detoxificagio de milho contami-
nado com aflatoxina, uma vez que o microrganismo
nio causou prejuizo ao desempenho das aves e redu-
ziu parclalmente o nivel de contaminagiio da ragido.

MA et al. (2012) relataram que a bactéria Bacillus
subfilis ANS060, isolada de intestino de peixes, pos-
sui uma forte habilidade em detoxificar aflatoxinas.
Os autores observaram que a adigio dessa estirpe na
racio contaminada de poedeiras comerciais diminuiu
os efeitos toxicos das aflatoxinas no figado e rins, além
de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes e
restaurar a sintese proteica hepdtica. Outra estirpe de
B. subtilis, UTBSP1, encontrada em pistaches, tam-
bém fol capaz de reduzir a concentragio de AFB, em
85,66% e 95% em meio de cultura de caldo de car-
ne e nas nozes, respectivamente (FARZANEH et al.,
2012). O sobrenadante dos extratos da bactéria redu-
ziu a concentragdo da toxina em 78,39%, Indicando
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que a enzima responsivel pela degradagiio é extra-
celular (FARZANEH et al., 2012). Embora os dados
experimentais indiquem uma perspectiva para deto-
xificagdo enzimatica de aflatoxinas, novos estudos sdo
necessarios para esclarecer os mecanismos de degra-
dacio das aflatoxinas pelas enzimas, bem como esta-
belecer os parametros ideals para a agdo enzimdtica
com vistas & futura aplicacio em alimentos.

Conclusao

As aflatoxinas causam efeitos adversos em frangos
de corte e alteragdes nas matérias-primas utilizadas
em ragdes, os quais resultam na diminuigdo do de-
sempenho zootécnico de criagbes avicolas comerclals.
Conslderando a complexidade de fatores que contri-
buem para a contaminagio dos cereals utilizados na
alimentagio animal, especialmente o milho, as ativi-
dades de controle devem envolver a aplicagiio de Boas
Priticas Agricolas direcionadas a todas as etapas pro-
dutivas, desde a colheita dos cereais até a produgio e
armazenagem das ragdes prontas. Os métodos quimi-
cos e fisicos de descontaminagio de alimentos con-
tendo aflatoxinas apresentam importantes limitaches
que impedem seu uso regular pela indastria. Avangos
recentes em técnicas bioldgicas tém demonstrado no-
vas perspectivas para o uso de enzimas microbianas
para redugdo da concentragio de aflatoxinas em ma-
térias-primas alimentares. Deve-se ressaltar, contudo,
que a preven¢io de micotoxicoses em criagdes avico-
las requer agdes integradas para a aplicagiio de técni-
cas tanto de prevencdo quanto de descontaminagio,
visando combater estas enfermidades silenciosas que
tantos prejuizos financelros causam 4 cadela produti-
va de carne de frango.
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Abstract

Mycotoxins are toxic metabolites produced by several fungi species, with the aflatoxins,
fumonising, zearalenone, trichothecenes and ochratoxin A being the most important found

Keywords
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ochratoxin A, trichothecenes

in feedstuffs. The economic impact caused by mycotoxins motivated the investigation of

detoxification strategies to reduce its bicavailability by enterosomtion. Although there are
several types of adsorbents, the efficiency of the adsorption depends on the physical
and chemical characteristics of both the adsorbent and the mycotoxin. This review describes
the most important types of mineral adsorbents [aluminosilicates, HSCAS, bentonites
[montmerillenites), 2eolites, sepiolite, diatomite and activated carbons] used in feeds, especially

for poultry and pigs, and their adserption mechanisms.

Introduction

Mycotoxins are toxic, non-immunogenic compounds of low
molecular weight that are produced as secondary metabaolites
by several fungi species. Mycotoxins can be formed during
growth, harvesting, drying or storage of fruits, seeds, grains
and by-products that are widely used in food and feed
preparations. The incidence of contamination and concentra-
tion of mycotoxins depends on the temperature and humidity,
which are also the main factors involved in the development
of fungi. However, other factors may also contribute to the
fungal development. such as water activity, pH. aeration and
substrate temperature, storage period. inoculum concentra-
tion, physical condition of grains or seeds, microbial inter-
actions, and insect infestations (Council for Agricultural
Science and Technology, 2003).

Diseases caused by mycotoxins are called mycotoxicoses,
which effects are highly dependent om the dose, period of
intoxication, species, breed, sex and age. Depending on the
type of toxin, lesions predominantly affect a given organ or
tissue, such as liver, kidneys, epithelial tissue and central
nervous  system (Council for Agricultural Science and
Technology, 2003; Jaynes et al, 2007). Among more than
300 known mycotoxins, aflatoxins, ochratoxins, trichothe-
cenes, zearalenone and fumonisins are the most important
because of their frequent occurmrence in feedstuffs and the high
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toxigenic potential demonstrated in  domestic  animals
(Chaytor et al., 2011). Importantly, mycotoxins coexist
along with other compounds in food and feed that might
interact with each other, imterfering with the toxicity. This
interaction is favored by heat, and these conjugates can be
found in finished food, either in soluble form or incorporated
into macromolecules ( Tapia-Salazar et al., 2010).

The economic impact of mycotoxins inclides mortality
of domestic animals, increased costs due to veterinary care
and decreased production efficiency, especially in poultry and
swine operations. Consequently, considerable scientific
efforts have been expended to investigate and develop
strategies to prevent the formation of mycotoxins, as well as
their elimination, inactivation or reduction of their bicavail-
ability in feeds. Good agricultural practices ( GMP) at pre- and
post-harvest levels are considered the best ways to control
fungal contamination and the prodoction of mycotoxins.
However, GMP is not enough to completely prevent myco-
toxin formation in field and storage conditions. Thus,
detoxification processes including biological, chemical and
physical methods are often necessary to remove, destroy or
reduce toxic effects, without producing or leaving toxic
residoes or carcinogens in the food and feed material (Bovo
et al.. 2012). Detoxification methods should also preserve
nutriional valoe and palatability of the foods, not signifi-
cantly modify physical properties of the food. and be
affordable and easy to use. Biological methods inclode the
action of microorganisms, such as yeasts, filamentous fungi,
bacteria and algae over mycotoxins by means of competition
for nutrients and space. interactions, and antibiosis (Bovo
et al., 2012). Chemical methods consist of structural
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degradation of mycotoxins by acids, bases, aldehydes,
oxidizing agents and various gases. Physical methods
of detoxification involve heat inactivation, imradiation (ultra-
violet light or gamma radiation), solvent extraction and
adsorption with various types of mineral substances (primar-
ily clays) (Council for Agricaltural Science and Technology,
2003). Clays can also be incorporated in animal feed with
other purposes (e.g. anti-caking agent), and are considered the
best alternatives to reduce mycotoxin bioavailability in animal
feeds by enterosorption.

Although several types of adsorbents are kmown, their
efficacy is dependent not only on their physical and chemical
characteristics, but also on the mycotoxin being investigated
(Jaynes et al.. 2007). Kolosova & Stroka (2011) published an
extensive review about the most important types of mycotoxin
binders, their mechanism of action and application as part
of a general strategy to counteract mycotoxins. The scientific
interest on these issues has markedly increased in the last
years, leading o new published data on the efficacy of
adsorbents for mycotoxins. Thus, the objective of this article
is to review recent data on in vitro and in vive adsorption
smudies with mineral adsorbents, especially for pouliry and
swing, and to describe adsorption mechanisms and possible
interactions among them.

Toxicological characteristics of the main mycotoxins

Aflatoxins (AFL) are relatively hydrophilic molecules
produced by fungi of the genus Aspergillus, mainly
A. flavus and A. parasiticus. The main aflatoxins are By,
B>, G, and G». being aflatoxin By (AFB,) the most toxic
compound (Chaytor et al., 2011; European Food Safety
Authority, 2009). After ingestion, the aflatoxins are effi-
ciently absorbed by passive diffusion at gastrointestinal tract,
reaching the liver where they may be metabolized it
different compounds. The main metabolite, AFB,-8.9-
epoxide, results from AFB, epoxidation by cytochrome
P450, which interacts with DNA and proteins and originates
the toxic effects of aflatoxins including carcinogenicity
(Chaytor et al.. 2011; Corcuera et al., 2012). Besides being
hepatocarcinogenic and teratogenic, AFB, also causes direct
or indirect effects, such as immumosuppression, reduced
growth rate, decreased production of milk and eggs, lower
feed efficiency, impaired reproduction, and anemia in a broad
range of species (Rawal et al., 2010).

Fumaonisins are a group of highly polar and hydrosoluble
mycotoxins produced mainly by Fusarium verticillioides
and F. proliferatum. Fumonisins are associated with equine
leukoencephalomalacia, porcine pulmonary edema and
esophageal cancer in humans, although the mechanism of
toxicity is not completely understood. Studies have shown that
fumanisin inhibits ceramide synthesis, so that their effect is
related to the interference with the synthesis of sphingolipids
in various organs. Several fumonisin analogs have been
identified. being fumonisin B, (FB,) the most abundant and
toxic compound found as natural contaminant in cereals
(Chaytor et al., 2011).

Ochratoxins are produced by a series of molds of the
genera Aspergillus and Penicillium. The largest amounts of
ochratoxin are synthesized by A. ochracens. The ochratoxin

Taoxin Rev, Early Online: 1-11

group consists of metabolites, but only ochratoxin A (OTA)
is found as a worldwide contaminant in most grains used
in animal feed. OTA is a polyaromatic molecule, more
hydrophobic than zearalenone (ZEA) when ionized, and it
is a potent nephrotoxin (European Food Safety Authority,
2009; Markov et al., 2013). It is considered immunosuppres-
sive, hepatotoxic, genotoxic and nephrotoxic in all mamma-
lian species. OTA has been related with the spontaneous avian
and porcine nephropathy, and with the Balkan endemic
nephropathy in humans. However, its mechanism of geno-
toxicity remains controversial (Corcuera et al., 2012;
Denli et al., 2008).

Several fungi species in the genus Fusanum, mainly
F. graminearum are responsible for the production of
zearalenone in com, sorghum, wheat and barley. Most of
these fungi are also producers of other toxins, such as those
belonging to the trichothecene group, which complicates
the elucidation of specific effects of zearalenone in animals.
ZEA is much more hydrophobic than AFL, considered to be
icoestrogenic due to its ability to interfere with steroid
hormones, leading to alterations in reproductive parameters
and vulvovaginitis. Although ZEA mainly affects the repro-
ductive system, the protein. energy and mineral metabolism
are also altered (European Food Safety Authority, 2009:
Hauschild et a.. 2007; Wang et al., 2012).

Trichothccenes are a group of over 100 mycotoxins
characterized by an epoxide at the C,, ;5 positions, produced
by several fungal genera. However, most of them have been
isolated from Fusarium genus. The epoxide C,, )4 is respon-
sible for the toxic activity of trichothecenes, and removal of
this epoxide group leads to a significant loss of toxicity. Atthe
cellular level, the main toxic effect appears to be a primary
inhibition of protein synthesis. The most important type A
trichothecenes are T-2, HT-2 and diacetoxyscirpenol (DAS)
toxins, and among type B. deoxynivalemol (DON or
vomitoxin). Trichothecenes range from somewhat hy drophilic
(DON) to moderately hydrophobic (HT-2 and T-2). Their
great structural diversity results in a wide variety of effects.
affecting organs of the gastrointestinal, hematopoictic, ner-
vous, immune, cardiac and hepatobiliary systems (European
Food Safety Authority, 2009). Poulry are more sensitive to
trichothecenes than ruminants, while pigs seem to be the most
sensitive farm animals. Effects occurring at low trichothe-
cenes levels were redoced feed intake and weight gain, as
well as impairment of the immune system. When taken in
large doses, DON cause nausea, vomiting and diarrhea;
whereas if ingested in small doses, it may cause food refusal,
with consequent weight loss (Eriksen & Pettersson, 2004).
The absorption of DON occurred in the jejunal compartment,
being detected in pig blood 15-30 min after intragastric or
oral administraion of the toxins (Avantaggiato et al., 2004).
The DON molecule tansport reached a steady-state of
absorption within 30 min and has an elimination half-life of
39h (Pestka & Smolinski, 2005; Yiannikouris et al., 2013).

General characteristics of adsorbents for mycotoxins

In the adsorption process, the substances are drawn from the
interfacial area of the lignid phase due to the existence of
interactions with the adsorption surface. Adsorbing agents
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are substances of high molecular weight that, upon reaching
the gastrointestinal system (agueous medium), are capable
of binding mycotoxins, preventing their absorption, and
allowing fecal excretion of this adsorbent—toxin complex
(Tapia-Salazar et al., 2010).

Adsorbents can be classified as mineral adsorbents,
organic adsorbents or synthetic polymers. Different types of
intermolecular interactions can be involved in the same
adsorption process. Physical adsorption or physisorption is an
almost always reversible phenomenon. The forces in physical
adsorption such as Van der Woals interactions (always
present), and electrostatic interactions of attraction or repul-
sion, including polarization, dipole and quadrupole inter-
actions, are significant only in the case of adsorbents that
have an ionic structure, such as zeolites (Tapia-Salazar et al.,
2010). A convenient and commonly used concept such as
“hydrophobic binding’” actually designates a complex pro-
cess, involving more than one type of bond, but in which
lipophilic/hydrophilic balance is the most relevant featmre and
allows for qualitative and quantitative prediction. Likewise,
“electrostatic binding™ designates a process in which the
electrostatic attraction between an ionized molecule and an
adsorbing agent is a dominant feature. Either electrostatic or
hydrophobic bonds can be affected by pH: if the molecule
amd the adsorbing agent are both anionic above a certain pH.,
electrostatic repulsion will prevent the hydrophobic binding
that would be possible at a lower pH (European Food Safety
Authority, 2009). In chemical adsorption or chemisorption,
there is an effective exchange of electrons between the
adsorbent and adsorbate, forming a single layer on a solid
surface in an imeversible way, imvolving a considerable
amount of energy (Tapia-Salazar et al., 2010).

As the adsorption is essentially a surface phenomenon, its
effectiveness is influenced by several physical characteristics
such as size and distribution of the porous, total charge and its
distribution. Om the other hand, properties related to myco-
toxins such as polarity, shape. size, low surface area and
solubility, as well as uncoupling and charge distribution
(in the case of ionized compounds) also influence the
adsorption process (Huowig et al.. 2001).

The European Regulation EC No. 1831/2003 (European
Parliament of the Council. 2003) on additives for use in
animal mutrition has been amended by the Commission
Regulation (EC) No. 386/2009 of 12 May 2009 (European
Commission, 2009), and in the category of technological feed
additives a new fimctional group was defined as **substances
for redoction of the comtamination of feed by mycotoxins:
substances that can suppress or reduce the absorption,
promote the excretion of mycotoxins or modify their mode
of action”. In particular, that regulation lays down that any
person or company seeking authorization for a feed additive
or for a new use of a feed additive shall submit an application
to the EC. After. the EC forwards the application to the
European Food Safety Authority (EFSA) which receives
from the applicant the technical dossier in support of this
application and undertakes an assessment of the dossier.

The most important criteria for the evalnation of adsorb-
ents include the stability of the sorbent-toxin bond and their
effectivencss over a broad pH range, since the product
is expected to work throughout the gastro-intestinal tract

Mineral adsorbents for mycotaxing 3

(Binder, 2007). In this context, the EFSA has stated that
in vitro adsorption tests are not enough to prove the efficacy
of mycotoxin-detoxifying agents, being also necessary to
perform in vive wials (European Food Safety Auwthority,
2010). The results of in vitro studies conducted in the last
5 years are presented im Table 1. In recemt years, in vitro
studies using cultured cells or intestina fragments on the
adsorption of mycotoxins by different adsorbents have been
developed (Table 2). In in vivo studies, factors such as pH,
food composition, and presence of specific ions or molecules
may affect the binding of the mycotoxin to the adsorbents
(Magnoli et al., 2013). Also, it is important to consider that
there are variations between species. especially in poultry and
swine, as shown in Tables 3 and 4.

Adsorption and prevention of mycotoxicosis
action by adsorbents

Aluminosilicates

Silicates constitute the most abundant group of rock-forming
minerals, in which the presence of silicon (Si) and oxygen (0)
is mandatory and occurs in combination with other elements.
The structure of all silicates consists of a fundamental unit
made up of four oxygen atoms coordinated with a silicon ion,
resulting in a tetrahedral configuration (Dakovic et al., 2005;
Tapia-Salazar et al., 2010). These tetrahedra are linked in
different ways to form groups, such as nesosilicates (single
tetrahedron), sorosilicates (double), cyclosilicates (ring),
inosilicates (single and double chain), phyHlosilicates
(sheets), tectosilicates (three-dimensional structures). Within
this group, there are two major subclasses: phyllosilicates and
tectosilicates. Phyllosilicates include bentonites, montmoril-
lonites, smectites, among others. Tectosilicates include zeo-
lites (Rossetto et al, 2009: Tapia-Salazar et al, 2010).
In phyllosilicates, three of the four oxygen atoms can be
shared with other silicon atoms, making up the components
of other tetrahedrons. and thus forming a tetrahedral sheet
(Luna & Schuchardt, 1999).

Clay minerals are composed of aluminum, iron and
magnesiom hydrated silicates. which usually contain alkaline
and alkaline earth jons. Clays are finely granulated earthy
substances (diameter under 2 pm) which, when moistened,
present a certain plasticity (Tapia-Salazar et al. 2010). The
basic stuctural unit of silicate clay minerals consists of the
combination of silica tetrahedral and aluminum octahedral
sheets, both with oxygen and hydroxyl groups. Thus, it is
possible that oxygen atoms of the tetrahedral sheet are shared
with the octahedral sheet (group clay 1:1 - two-layer clays),
or even between one octahedral sheet with a tetrahedral sheet
on both sides. originating three-layer clays (group 2:1)
(Dakovic et al., 2008; Luna & Schuchardt, 1999). These
conditions allow the determination of the overall character-
istics of clays. such as charge. polarity. expandability, source,
formation, structure, cation exchange capacity, pH. particle
size, surface area rheology. ability to swell, adsorption
capacity, among others (Luna & Schuchardt, 1999; Tapia-
Salazar et al., 2010).

The electronegativity of clays is mainly related to their
isomorphous substitution ability, that is, the capacity of the
tetrahedron to replace Si** by AI’Y, and of the octahedron to
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Mineral adsorbents for mycatoxing 5

replace its A'* by divalent cations (Mg®*, Fe™), creating a

deficiency in positive charges, and making the particles
electronegative, resulting in the cation exchange capacity of
clay minerals. Other factors that also interfere with clay
electronegativity are: the possibility of octahedral hydroxyl
dissociation, originating negative charges; and the existence
of uncompensated charges at the particle edges as a result of
interrupted connections (Rossetto et al., 2009). The use of
aluminosilicate is more frequent in AFL adsorption, although
they have been tested with other mycotoxins with little
success because their hydrophilic surface is less effective in
the adsorption of non-polar mycotoxins (Hauoschild et al.,
2007). The beta-dicarbonyl systtm of AFL cnables the
formation of coordination bonds with metallic cations present
in clays. Doll et al. (2004) reported that the in virro efficiency
of ZEA detoxification by alominosilicate is greater when
incubated in neutral medium than in acid medium.

The imcorporation of long-chain organic acids om the
surface of the aluminosilicate (organoaluminosilicate) results
in increased hydrophobicity of the clay surface, which raises
the affinity for non-polar molecules and reducing the
adsorption of hydrophilic molecules (Dakovic et a., 2005).
Organoaluminosilicates are prodoced by exchange of alu-
minosilicate cations by organocations (usually akylammo-
niom quatemnary ions). This modification enables the
aluminosilicate to sequester low polarity mycotoxins, such
as ZEA, OTA and T-2 (Hauschild et al., 2007; Tapia-Salazar
et al., 2010). For aflatoxins, a low binding capacity of two
organoaluminosilicate was observed by Marroquin-Cardona
et al. (2009), which was attributed to the small amount of
clay-sized particles in the products. The authors also
speculated that the exchanged organic cations used for
production of those compounds are also bound in the
interlayer of the parent clays and therefore compete for the
active binding sites available for AFB,.
Organoaliminosilicates can also form biliary acid complexes
in the small intestine at doses =0.4% in the diet, interfering
with fat digestibility and, therefore, with energy intake (Doll
et al., 2005). Baglieri et al. (2013) reported that there is a
higher adsorption of FB; by the meodified clays than
montmorillonite. Most adsorption of the modified clays
took place within the first hour (88.3-84.7%) and no
significant increase was observed at 24h (85.9-95.8%).

Hydrated sodium calcium aluminosilicate

Hydrated sodium calcium aluminosilicate (HSCAS) is one of
the most effective adsorbents for aflatoxins, and is also
commonly used as an anti-caking additve in animal feed
This compound is considered a type of Ca montmorillonite
that can be obtained naturally or by means of heat treatment
of caleium clay. It has, in its structure, water molecules bound
to a metal center or crystallized with a complex metal. The
deficiency in positive charges characteristic of aluminosili-
cates creates a potential to adsorb positively charged
compounds (Huwig et al, 2001; Ramos & Hemandez,
1997; Tapia-Salazar et al., 2010). The hypothesized mechan-
ism of AFL sorption by HSCAS is based on an electron donor
acceptor (EDA) process. The adsorption involves sharing
electrons of metallic cations from the negative surface of the
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Table 2. In vitro studies using cultured cells or intestinal fragments on the adsorption of mycotoxins by different adsorbents,

Taxn Rev, Early Onlne: 1-11

Mycotoxin Adsorbent

Adsorption

Cell type or tissue capacity (%)

References

Adsorbent {com centration ) {concentration)
Activated chamoal DON 05 and 1.0 pgml) 1. 0mg/ml
HSCAS ZEA (003 pgiml) 3 ml

Zeohite (orgamc®) OTA (2.0pg/ml) 200 mg fml

TPEC-12 =09
Dristal ileum 11
Duodenal segments 457

Devreese at al. (2013)
Yiammikouris et al. (2013}
Trailowvic et al. {2013}

Minazel-plus®.
DON, deoxymivalenol : OTA, ochmtoxin A ZEA, zearalenone.

Table 3. In vivo studies on the adsorption of mycotoxins by different adsorbents in poultry.

Adsorbent

Mycotoxin

Effects obsarved

References

Type Level (kg/100kg) {concentration )
Bentonite 0.3 AFB, (100pghkg)
0.5 075, 10 AFB, (5mgfkg)
0.3 AFB, (30pg/kg)
1.5 30 AFL (250 pg
0.5 10 FB; (59mg'kg)
HSCAS 0.2 AFB, (2253 pg/k
OTA (342 g 2
(160.25
0.1, 0.2 AFB, (1.0 and 20 mgfg)
0.2 AFB, (0.2 mg/kg)
0.2 AFB, (4306 pghkg),
OTA (684 ngfkg)
and T-2 (320.5
0.3 AFB, (25 mg

Montmon Honite 0.1 AFB, (25, 50 and 100pg/kg)

Zeolite 0.5, 1.0 FB; (59mgkg)

Zeolite (organicy 0.2 OTA (2mglkg)

Addition of Na-B decreased the histological
lesions i liver.

Na-B improved sigmficantly body weight gaim,
feed consumption, efficiency of feed utilize
tion, relative weights of liver and kdncy. No
effect was observed on the relative w ts of

gizzard and pancreas, serum concentration of
unc acid and albumin, relative thymus and
bursal wel ghts, activity of serum
glutamyl transferase and alanine amino
transfemse.

No differences were observed among treatments
with respect to broiler performance, bio-
chemical pammeters or melative liver weights.
The protective effect of Na-B against afla-
toxicosis was demonstmted by the mormal
appearmce of liver in the group meceiving the
bentonite. The mthors concluded that at low
levels of aflatoxin in the feed, a non-selective
adsorption oceurred with this particular Na-B.

Na-B improved the average feed consumption
and body weig in of broilers.

Improvement of body weight, prevention of
macmscopic lesions i liver and decrease in
the AST activity.

Increased feed intake, apparent retention of
phosphorus and improved lightness values of
breast and thigh muscle.

Protective effect nst aflatoxin lesions in the
liver and impmvement in groath
performance.

HSCAS improved the growth performance, fead
intake and decreased the liver weight.

Natumlly contaminated diet was nsed. HSCAS
alleviated the changes in RBC, WBC, Hgh
and AST, and prevented the increase of
myelopemxidase activity.

Concentrations of aflatoxin residues decreased in
livers and kidneys of boilers fed AFB, plus
HSCAS. However, HSCAS used did not
prevent imjunes in the liver sssociated wath
aflatoxicosis.

The use of Ca-montmorillonite improved the
relative wel ghts of the small intestine, spleen
and thymus, as well as the villus height,
villus/crypt ratio of the duodenum and
jejunum, and the serum [gG and Iz
concentrations.

Increased body weight, prevention of macm-
scopic lesions in the liver and decreased AST
activity.

Significantly reduced the concentration of toxin
in liver and pectomul muscle.

Magnaoli et al.
(2011a)
Manafi (2012}

Magnaoli et al.
(2011h)

Azizpour (2011)
Vizcarm-Olvera

ot al. (2012}
Liu et al. {2011}
Zhao et al. (2000)
Attia et al. (2013)

Che et al. (2011}

MNeeff et al. (2013)

Wan et al. (2013)

Vizcarm-Clvera
et al. (2012)

Trilovi¢ et al.

(2013)

Minazel-plus®,

AFL, aflatoxins; OTA, ochratoxin A; AFB,, aflatoxin B FB,, fumonisin B, HS

bentonite; RBC, red blood cells; WBC, white blood cells; Hgb, hasmoglobing AST, Aspartate amino transferase.

%, hydmted sodium calcium aluminosilicate; Na-B, sodium
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Table 4. In vive studies on the adsorption of mycotoxins by different adsorbents in pigs.

Adsorbent

Type Level (kg/100kg) Mycoton (level)

Effects ohserved References

Mamn trmon Homite 0125, 025 05 1 ZEA (1.3mghkg)

0.5 AFB, (300 pg'kg)

0.05 0.1, 02 ZEA (0.2, 04, 0.8mg'kg)

Muodified
montmorill onite®

01,0204 ZEA (1.05 mg/kg)

01,02 04 ZEA (1mgkgl

Improvement of serum levels of AST, ALT, ALP,
GGT, CK, CKI, total proteins, globulin, choles-
temol, trighycendes, high-density lipoprotein, low-
density hipoprotein, urea, creatimne, platelets and
haemoglobin in blood. Otherwise showed light
granular degeneration in renal tubular epithelial
cell. Ovenll, the rank order of clay for protection
from ZEA was (1.5 > 1.0=0.25= "

The adsorbent was effective in preventing the
negative effects of dietary aflavoxin in young pigs
a5 measured by growth and serom chemistry
PATATELETS,

The addition of adsorbent improved feed efficiency
and mitrogen digestibility in the all grwath phases.
Alsn, it decreased the average vulva width and
area, and reversed the increase of serum mal-
ondialdetyde comcentration and enzymes activ-
ities (superoxide dismutase and aspartate amino
transferase). At (2%, increased ADG.

Increased concentrations of tnglycerides and HDL
in serum, activity of total supemxide dismutase
and glotathione peroxidese in serum and liver. It
meduced all tested serum enzymes and lowered
clevated concentrations of urea, and creatinine in
serum, and malondialdebyde in serum and liver
caused by distary ZEA.

Ameliorated the adveme effects of ZEA on the
relative weight of genital organs in piglets,
proliferative changes of the corpus weri tissues in
females, and serum hommones of progesterone
and testosterone in males and females, and
estradiol 1n females.

Jiang et al. (2010)

Harper et al, 20010

Wang et al. (2012)

Jiang et al. (2012h)

Jiang et al. (2012a)

“Calibrin®.Z.

AST, aspartate amino transferase; ALT, alanine aminotransfemse; ALP, alkaline phosphatase; GGT, v-glutamy ltransfemse; CK, creatine kinase; CKI,

reating kinase isoenzyme: LE

clay with the carbons comprising the f-carbonyl system in
AFL (partially positive) forming a complex (Phillips, 1999).
Evidence suggests that AFL. may react at multiple sites on
HSCAS particles, especially the interlayer region, bt also
at edges and basal surfaces (Jaynes et al.. 2007). Thus, the
optimal orentation of AFB, is probably planar on interlayer
surfaces of HSCAS. Other mechanisms of AFB, sorption
by HSCAS surfaces may involve the chelation or interaction
of AFB, with interlayer cations (especially Ca) or various
edge-site metals (Phillips et al.. 2008).

Bentonites (montmorillonites)

Although the term bentonite originally referred to sediment-
ary rocks formed by hydrated aluminum silicates created from
the weathering of volcanic ash in sim (Ramos et al.. 1996), it
currently designates clay with a layered crystalline micro-
structure of variable composition. Bentonites are frequently
referred as smectites because it is the dominant clay mineral.
Smectite is a family which includes mainly montmorillonite,
although hectorite, saponite, beidellite and nontronite may
also be present. The adsorption effectiveness of bentonite
basically depends on its montmorillonite content and the
interchangeable cations (Kolosova & Stoka 2011;
Marroquin-Cardona et al, 2011). Monmorillonite clays
have the smallest particles of a clay mineral, and belong to

A zearalenone: AFB: aflatoxin By ADG: avemge daily gain; HDL: high-density lpoprotein.

the group of 2:1 phyllosilicates building a three-layer sheet.
In bentonites, the gaps called interlayer spaces have ~80% of
the exchangeable cations compensating for the negative
charges that occurs in the reticulated space (Paiva et al.,
2008; Rossetto et al., 2009). Associated with this structure,
the large surface area and high cation exchange capacity of
the smectite group make them capable of adsorbing organic
substances by the penetration of both cations and polar
molecules { Bocarov-Stancic et al.. 2011; Luz & Lins, 2008).
The external basal surfaces, edges and the interlayer space of
smectites are possible adsorption sites for aflatoxin. Desheng
et al. (2005) suggested that AFB, sorbed onto the edge of
montmorillonite by a double hydrogen bond, and AFB,
molecules did not penetrate into the interlayer area of
montmorillonite. Previous studies have indicated that afla-
toxins may react at multiple sites, especially the interlayer
region, but also at edges and hasal surfaces (Deng et al., 2010;
Phillips, 1999; Phillips et al., 2002). Under dry conditions, the
mainly bonding between adsorbed AFB, and smectite was
ion—dipole interactions and coordination among exchangeable
cations and carbonyl groups. Under humid conditions,
H-bonding between carbonyl groups and exchangeable-
cation hydration-shell water was the dominant bonding
force (Deng et al. 2010). Those evidences indicate that
the binding of AFB, on interlayer surfaces of smectites (e.g.
Ca-montmaorillonite) involves chemical bonding mechanisms
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(Kannewischer et al., 2006; Marroquin-Cardona et al., 2009).
Due to these characteristics, most BEN have a more
pronounced ability to adsorb aflatoxins (90-95%) than
zearalenone and ochratoxin (Huwig et al., 2001). It should
be noted that, in mostly in vitro studies. the phosphate buffer
solution is used as system solvent for the assays. At pH 6,
there are mainly hydrogen phosphate and dihydrogen phos-
phate ions. Phosphate ions strongly interact with montmor-
illonites, yielding an increase in the edge charge density.
Hence the presemce of these ions could decrease the
montmaorillonite aggregation, making it more accessible for
AFB, adsorption at the interlayer surface (Magnoli et al.,
2013). A bentonite/dioctahedral montmorillonite (Mycnfix'*,
Biomin. Herzogenburg, Auswria) has become the first-ever
product authorized by the EU as adsorbent with proven
mycotoxin counteracting properties that fulfills the swict
requirements on aflatoxin-binding capability according to the
European Union Reference Laboratory (EURL).

Zeolites

Zeolites are tectosilicates that were once considered only
the three-dimensional structures formed by (Si()4}4 and
(;f\l'('fld-}'1 tetrshedral. Currently, zeolites are considered to be
any structure containing a crystalline substance with a
framework of linked tetrshedral, each consisting of four
oxygen atoms surrounding a cation (Luz & Lins, 2008). This
framework has large pores in the form of channels and
“cages’’ that may be occupied by water molecules, and large
extra-framework cations of the metal alkaline andfor earth
alkaline group, which are generally exchangeable without
changes in their crystalline structure (Camblor et al., 2001).

The zeolite chamnel systems are formed by different
combinations of linked tetrahedral rings which are, therefore,
called “*molecular sieves”. The wider the narrowest part of
the channels, the larger the cations that can be accepted in the
structure. Thus, the transfer of material between intracrystal-
line spaces is allowed, but is limited by the diameter of the
pore (Camblor et al, 2001). This type of microporous
structure gives zeolites a large internal surface in relation to
the external one which, associated with its elevated cation
exchange capacity (making it a hydrophilic compound). is
capable of efficiently adsorbing polar molecules. However,
its performance is practically zero with non-polar molecules
(Luz & Lins, 2008), Tomasevic-Canovic et al. (2003)
posmlated that the adsorption mechanism of zeolites is
related to interactions of AFB, with Ca™* at the zeolitic
surface. Dakovic et al. (2010) showed that the better sorption
of FB, by zeolite occurred in pH 3.0, indicating the existence
of electrostatic interactions between the anionic FB, and the
positively charged surface in acidic conditions. Among the
~4) known natural zeolites, only a few are widely used, such
as mordenite, clinoptilolite, heolandite, phillipsite, erionite
and chabazite.

Sepiolite

Sepiolite is a complex magnesium silicate belonging o the
group of hormites, whose structure is an open channel,
forming elongated crystals also commonly used as a pellet
hinder. It may have partial isomorphic substitution in the

Toxin Rew, Early Omline: 1-11

octahedral sheet of the 2:1 layer clay minerals, aluminum
by magnesium and/or iron, characterized as a crystalline
lath-shaped structure. These excess negative charges asso-
ciated with the high-specific surface make sepiolite an
adequate sorbent for some polar molecules or positive ions
(Murray, 2000; Murray & Zhou, 2006; Weaver et al., 2013).
An important difference between sepiolite and montmoril-
lonite is the large amount of external silanol groups in
sepiolite that might explain the differences in AFB, adsorp-
tion (Jaynes et al., 2007).

There is limited evidemce that sepiolite is potentally
carcinogenic, although few studies have been reported
regarding the toxicological effects of sepiolite exposures.
Sepiolites with higher crystallinity and longer fibres have
been shown to have a high intrinsic biological activity in
animals (Ewropean Food Safety Authority, 2013; Galan,
1996). A 3-month sudy with males rats exposed to sepiolite
(5mgfkg) did not produce any toxic effect or necrosis
(Warheit et al., 2010). In 1997, the [IARC reviewed the
possible carcinogenicity of sepiolite by other routes of
administration and concluded that the compound cannot be
classified as a carcinogen to humans (European Food Safety
Authority, 2013).

Usually, sepiolite is associated with bentonite and baoth
have similar properties, such as mediom to high surface area,
and significant sorption capacity. However, cation exchange
capacity of sepiolite is much lower than that of smectite
(Luz & Lins, 2008). Jaynes et al. (2007) reported that. in vitro,
in the presence of corn flour, sepiolite was more effective
than HSCAS and montmorillonite to bind to AFB,. Eser et al.
(2012) concluded that 1% sepiolite in the diets of broiler
reduce the levels of serum cholesterol and triglycerides.

Diatomite

Diatomite (DIA) is a material of sedimentary origin formed
by the accumulation of diatomaceous algae shells in lacus-
trine and marine environments. It is fossilized by the deposit
of silica in its structure. which is amranged in thin or thick
layers, interspersed by clay lenses. Silica fixation by the
diatom algae is related with the geochemical cycle of clay
decomposition (Bofarov-Stan¢i¢ et al.. 2011; Luz & Lins,
2008). This material is very thin, with a porous structure,
high surface area and microstructure mainly composed of
amorphous silica, or opal and frusmles. In addition to
amorphous silica other components may be asociated,
such as alumina, iron, calcium, magnesium, sodium, potas-
sium, titanium and others, in smaller proportions. Impurities
and co-deposited minerals may also be present such as:
sponge remains. Radiolaria, calcium carbonates, magnesium,
iron oxides, clays, quartz, gypsum. mica calcite, kaolinite,
montmorillonite, feldspar, pyrite, sulfur and manganese
nodules (Bodarov-Stanéié et al.. 2011; Thimm et al.. 2001).
There are different terminologies to describe these materials,
according to the impurities that are associated with the
diatomite. For example, if it contains a lot of clay. it is called
diatomaceous earth; if it is associated with limestone, it is
referred to as diatomaceous marl (Luz & Lins, 2008).
Diatomaceous earth is commonly osed as an anti-caking
agent during feed processing (Weaver et al., 2013).

120




Toxin Reviews Downloaded fin

omiahealthcare com by 17710151 255 on 0604714

or personal use only

DOHE: 10.3109/1 5569543 2014 905604

Due to the high content of silicon dioxide present in its
sructure, DIA has a reduced mass and a honeycomb structure
that leads to high adsorption capacity. Its permeability is high
doe to the entanglement of the individual diatom particles,
and to the fact that each diatom has pores and very fine
channels that allow the flow of fluid (Bodarov-Stanéi¢ et al ,
2011; Luz & Lins, 2008; Thimm et al., 2001). The results of
Sprynskyy et al. (2012) showed that the surface of diatomite
is more hydrophilic than talc, affecting ZEA adsorption,
which mainly occurs in hydrophobic surfaces.

The diatomite surface has a predominance of silanol
groups over siloxane ones. The most probable driving force
linking ZEA and DIA is the hydrophobic bonding between
the siloxane groups on the DIA surfaces and partial positive
charges of the ZEA molecules, considering this process as
a physical adsorption process. The adsorption of the ZEA
on diatomite is limited by competition of less polar toxin
molecules  with the stronger polar water molecules
(Sprymskyy et al., 2012).

Activated charcoal

Activated charcoal (AC) is a powder formed by the pyrolysis
of varous organic compounds and manufactured by activa-
tion processes that aim to develop a highly porous structure.
AC is one of the most effective and non-toxic adsorbents for
a large variety of drugs and toxic agents, such as mycotoxins.
The sequestering properties of AC depend on many factors,
such as the size of its pores. surface area and structure of the
mycotoxin. It is a relatively non-specific adsorbent. thus
the essential nutrients are also adsorbed, especially if their
concentrations are greater than that of mycotoxins (European
Food Safety Authority, 2009). The ability of AC to adsorb
fumonisin B, in aqueous solutions has been demonstrated
in vitro, but it was not effective in in vivo experiments.
The affinities of aflatoxin for activated carbons are also very
high, and the main mechanism is probably hydrophobic
binding. AC showed high affinity for all toxins (including
DOM) in in vitro tests. However, they have low specificity
and, when analyzed in wive, were saturated by the food
matrix.

Concluding remarks

Mycotoxins may bind t© adsorbents by means of different
types of interactions, which often occur simultaneously.
Some of the most important types of interactions are
hydrophobic hinding, hydrogen bonding, electrostatic attrac-
tion or repulsion, and coordination bonds. Although in viiro
tests demonstrate that many mineral compounds are effective
in mycotoxin adsorption, in vivo analysis showed that some
are not able to protect animals from the toxicity of these
substances (Jaynes et al, 2007). In contrast, most of the
mycotoxins are sufficiently adsorbed by at least one type of
adsorbent. either natural or modified. Some adsorbents can be
used to minimize the toxic effects of various mycotoxins,
while others are able to adsorb only one specific mycotoxin
(Huwig et al., 2001).

The composition and structure of aluminosilicates make
these compounds excellent adsorbents for low polar com-
pounds, such as AFL, as they combine high affinity,

Mineral adsorbents for myveotoxing 9

selectivity and cation exchange capacity, with HSCAS as
the most efficient compound. Other mineral compounds
(sepiolite, AC, DIA) also show good results in the adsorption
of aflatoxin, however, similar to aluminosilicates, efficiency
of adsorption of other mycotoxins is limited. In contrast, the
incorporation of long organic chains increased the efficiency
in the adsorption of non-polar molecules, such as ZEA and
OTA, and decreased the efficiency of adsorption of polar
compounds. Therefore the main mycotoxins are adsorbed
sufficienty by at least one type of adsorbent, but a few
adsorbents may be used for various mycotoxins and none of
them have been shown to be effective against all toxins.
In conclusion, the results reported in the literature on the
ability of adsorbents to bind to mycotoxins are variable
because the composition of clay minerals is also variable,
making it necessary to use a set of different adsorbents when
different mycotoxins are found in the same animal feed.
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RESUMO

Micotoxinas so toxinas produzidas por fingos contaminantes
natrais de cereais e oleaginosas. gque tém sua proliferacio atrelada a
condigdes ambientais como as do Brasil. As aflatoxinas sfo metabolitos
secundarios produzidos por fungos toxigénicos do género Aspergilins, como
as espécies Aspersillus flavus. A parasiticns e A nomins. S50 amplaments
encentradas em matérias-primas de alimentos para animais. em especial nos
cereais, como milho, e t8m a capacidade de levar a quadros clinicos agudos
on cronicos de aflatoxicose, caracterizados por, desde a morte por hepatite
agnda até a dimimuicio do desempenho zootécnico por diminuicdo de peso
on consume de ragdio. A aflatoxina Bl tem sido considerada o metabdlito
mais perigoso, Wma Vez que possui alto poder hepatotomico. além de ser
mutagénica e carcinogénica. E primordial que os profissionais envolvidos
na produgdo de aves comerciais destinem especial atencdo & qualidade da
matéria-prima vtilizada para a produgio das ragbes ufilizadas nas granjas;
porém, é de suma importincia que os mesmos nfo somente saibam reconhecer
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as alteragdes produtivas, mas que saibam claramente quais sic as alteragdes
de saide causadas pelas aflatoxinas. Sendo assim o objetivo deste capitulo
& elucidar as principais alteragdes cansadas a produgio e a sande das aves,
bem como apresentar alternativa passivel de ser usada para diminmicio
da absorcio de aflatoxinas pelo trato digestério e o uso de antioxidante
natural que visa abrandar os efeitos negatives cansados pelas mesmas.

INTRODUCAO
A avicultura € uma atividade pecudria muito importante para o Brasil,
uma vez que & grande geradora de empregos a populacio e renda para a
indistria nacicnal Em destaque encontra-se a avicultura de corte, responsavel
pela maior parte das divizas geradas pela eriagiio de aves industriais. O Brasil
encontra-se na terceira posicio no ranking mundial de producio de came
de frangos, sifvando-se na lideranca da exportacio de cortes para o globe.
A sitvacio samitiria das aves € wm ponto cmicial para o sucesso
da atividade. wma wvez que um ammal saudivel pode expressar todo o
sen  potencial genético para crescimento. Colaborande enormements
para o status sanitario dos amimais estd a motrigo, ferramenta quoe,
quando bem uvfilizada, awxilia oz frangos a prodozirem came por meio
do aproveitamento maximo dos outrientes constitpintes das  ragdes.
As dietas das aves comerciais compdem-se basicamente de grios,
como o milho e o farelo de soja. Para que nio haja perda financeira devido
ao mal aproveitamento da ragiio, € preciso que a mesma tenha alto gran de
mocnidade. As micotoxinas (toxinas produzidas por fungos) constituem-
se problema corrigqueiro para a preducdo animal vma vez que os grios
sdo extremamente susceptiveis 4 contaminacio fingica, podendo levar a
producio de compostos toxigénices. A micotoxing com maior peder deletério
a sande dos animais € a Aflatoxina Bl (AFB1). Embora minca encontrada
isoladamente em dietas contaminadas, quande ingerida em pequenas doses ha
longe prazo leva a quadros de infecglo cronica, com consequente queda de
desempenho zootécnico e bem-estar devido a diminnicio na qualidade de vida
Sob  esta oOfica, €  importante estabelecer quais  as
principais cofsequéncias para a sande avicola e para a  indistria
produtora de aves; bem como mostrar as principais alternativas de
combate aos efeitos deletérios cansados pela aflatoxicose crdmica
Este capitulo tem por objetivo apresentar as principais consequéncias
da intoxicacdo por aflatoxinas sobre a sande das aves e o desempenho
Zootécmico, como também algumas alternativas que visam diminnir a perda
econdmica decorrente da contaminacio.
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CONCEITOS GERAIS SOBREE MICOTOXINAS E  SEUS
EFEITOS SOBRE O DESEMPENHO ZOOTECNICO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios preduzidos por funges que
podem entrar na dieta de seres humanos e animais atraveés da contanunacio direta
oun indireta de cereais e grios. Uma vez ingeridas, as micotoxinas sdo dificeis
de diagnosticar, induzinde, em mmitos casos, sindromes brandas que podem
facilmente ser confundidas com doencas cansadas por outros MUCTOOrZANISMNOS.
De acordo com suas propriedades fisico-quimicas e a espécie animal envolvida,
cada micotoxina pode afetar especificamente vm drgio ou sistema, levando a
manifestagdes clinicas especificas denatureza agndacucrdnica (Pieretal | 1973).

As aflatoxinas sfo produzidas por fungos do gémero Aspergillus,
como as espécies A flavns, A parasiticus e A nominus. descobertas em
1960, apos provocarem wm surto toxice em perus na Inglaterra (Tuorkey-X-
disease). Neste surto, milhares de aves motreram apds consumirem torta
de amendoim na raclo. e as aves doentes apresentaram necrose do tecido
hepatico (Asao et al.; 1963; Leeson et al., 1995). A producio de aflatoxinas
€ favorecida por varios fatores, especialmente pela umidade relativa do
ar (swpertor a 80%), temperatura ambiental e condigdes de integridade
e teor de umidade do substrate. O Aspergillos flavns e o A parasiticus
proliferam em temperaturas entre 32°C e 33°C. As aflatoxinas geralmente sdo
produzidas entre 13°C e 42°C, embora entre 23°C a 30°C seja considerada
temperatura otima para sua sintese (Batatinha, Simas; Gornialz 2008)

S0 conbecidos, atnalmente, 17 compostos similares designades
pelo termo aflatoxina. porém. os principais tipos de interesse médico-sanitirio
sdo identificados como B1, G1, B2 e G2 (Figwa 1); sendo que a AFBL, além
de ser a mais frequentemente encontrada em cereais, € gque apresenta maior
poder toxigénico (Leeson et al_, 1995). As aflatoxinas Bl, B2, G1 e G2 foram
classificadas como agentes carcinogénicos (grupo 1), para humanes, pela
International Agency for Research on Cancer (IARC, 2002). A toxicidade
das aflatoxinas depende de diferentes fatores. incluindo sua concentracio, a
duracio da exposicio. a espécie, o sexo, a idade e a condicie de sande dos
animais (Jewers, 1990). Os animais jovens sio mais susceptiveis aos efeitos
das aflatoxinas, vma vez que seus sistemas enzimaticos hepaticos ainda nfo
estio completamente desenvolvides. De manetra geral, as aves sdo mais
susceptiveis que os mamiferos, sendo animais adultos os mais resistentes
(Batatinha; Simas; Gorniak 2008). A toxicidade (DL30) da aflatoxina em
frangos € de 6.5-16.5 me'kg (Spinosa et al, 2008).
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Figura 1. Estruturas guimicas das qfiatoxinas BI, B2, Gl ¢ G2 (Fonte: Rawal et al., 2010).

Na aflatoxicose cronica, o sinal clinico mais evidente € a diminuicio
da taxa de crescimento de amimais jovens (Leeson et al, 1995); porém, a
sindrome toxica aguda ocorre pela ingestio de alimento com alta concentracio
de aflatoxina sendo os efeitos observades em curto espagoe de tempo. Esta
caracteriza-se principalmente pela rapida detericragfic do estado geral do
amimal, perda de apetite, hepatite aguda, ictericia. hemorragias e morte
(Osweiler, 1990). A sintese hepatica de gorduras, bem como seun transporte
para outras areas do organizmo, € seriamente afetada. A cor desse érgfio varia
de normal a amarelo palido, podendo verificar-se o aparecimento de petéguias
e grandes areas hemorrdagicas. Ocorre vma infiltracio gordurosa no figado,
sendo que o gran de infiltracdo depende da dose e do tempo de intoxicagio por
aflatoxina, chegando a 68% de aumento em frangos de corte (Santuric, 2000).
Na aflatoxicose nfio ocorrem erosbes de moela, apesar de mmitas aves com
lesbes caracteristicas desta mucotoxicose tambem apresentarem esse tipo de
alteragio. Isso parece ser um paradoxo, mas de acordo com Whyatt (1991), cerca
de 36% das linhagens de Aspergillus flavis, além de produzirem aflatoxinas,
também produzem oufra micotoxina, o dcido ciclopiazdnico, responsavel
por erosdes na mmcosa da moela. As aflatoxinas induzem a varios efeitos,
tais como doencas hepaticas, alteragdes na taxa de crescimento, mmdancas
003 Mecanismos imunogénicos, e efeitos carcinogénicos & mutagénicos em
diferentes espécies amimais, especialmente em aves domésticas (Pier et al,
1973). A aflatoxicose, envenenamento que ocorre da ingestio de aflatoxinas,
€ caracterizada em frangos pelo decréscimo de consume de ragio e de
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taxa de crescimento, além de pobre utilizacio de alimentos e moertalidade
(Tedesco et al, 2004). Denli et al. (2009), apés trabalhar com ragdes
experimentalmente contaminadas com AFE] também relataram haver reducio
do consume de racdo. do ganho de peso e aumento da conversdo alimentar
em aves ingerindo 1000mglkg de AFBI. quando comparadas a aves ndo
contaminadas. Besultades semelhantes sfo apresentados por Aravind et al
(2003), oz quais observaram diminpigic no consume de racio, no ganho de
peso, além de piora na conversio alimentar de frangos alimentados com dieta
naturalmente contaminada com micotoxinas (168pg de AFBl/kg de racdo).

Em decomréncia da swa lipossolubilidade, as aflatoxinas sdo
facilmente absorvidas no trato gastrintestinal sendo entfo, distribuidas acs
diferentes orgfos como mmsculos, rins, tecido adiposo e, principalmente,
fisado, em que as maiores concentracdes podem ser encontradas
MNesse orgio, tais toxinas sdo biotransformadas pelo sistema enzmimatico
das oxidases de fungio mista (Batatinha; Simas; Gorak, 2008).

A biotransformacio das aflatoxinas constitni win processo complexo,
commniltiplas vias, tais como epoxidacio, hidroxilacio, desmetilacio e redugio.
Nas reacdes de primeira fase. as moléculas tornam-se mais hidrofilicas; na
segundafase oscompostosproduzidosinicialmentesfoconjugadosasubstincias
enddgenas (sulfatos, glutationa, grupos metil e acil) e, em seguida, excretadoes.
Produtos resultantes do metabolismo das aflatoxinas sfo comsiderados
responsaveis pelos seus efeitos toxicos (Batatinha; Simas; Gorniak, 2008).

EFEITOS DAS AFLATOXINAS SOBRE A FUNCAO HEPATICA DAS
AVES

A determinacio dos efeitos das aflatoxinas sobre a bioguimica
hepatica sérica é importante para o diagnostice de aflatoxicose em frangos de
corte (Fosa et al, 2001). Um dos principais efeitos da AFB1 € a imbicio da
sinfese proteica, uma Vez que a maioria das proteinas plasmaticas (albumina e
globulinas) & sintetizada pelos hepatcitos (Stockham & Scott, 2011). cansando
assim_ wma queda em sens niveis (Santin, 2000). Este efeito da aflatoxicose é
devido a uma marcante inibicio da enzima FNA-polimerase. Apds a toxina
entrar no micleo do hepatocito, une-se ao DINA e desse modo inibe a BINA-
polimerase, reduzindo a sintese de BFINA-mensageiro, com consequente
acentuada reducio na producio de proteinas (Cliford & Bees, 1966). A AFBIL
& biotransformada no figado por monoxigenases, e entiio transformada pela
citocromo P450 em aflatoxina 8 O-epoxido. nm composto eletrofilico altamente
ativo que € inativado per conjugagiio com a glutationa e excretado através da
urina e da bile (Emerole et al.. 1979). Tessari et al. (2005) afirmam cgue 200pg
de AFBl/kg de ragio, com ou sem associacio de fumonisinag Bl, determinam
uma reducio nos niveis séricos de proteinas totais apds 20 dias de exposicio
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continua através da racio. Ghosh et al. (1990) cbservaram que 300pg de AFB1/
kg de ragfio de frangos de corte levou a diminuicio significativa de infoeitos T,
altuminas e globulinas nos animas intoxicados.

A lesfo hepatica cansada pelas micotoxinas leva a alteragcio das
enzimas existentes nas células do figado. A Alanina Aminotransferaze (ALT)
€ uma enzima presente em grande quantidade no citoplasma dos hepatdcitos e
dos midcitos esqueléticos. E nma enrima de liberacio, que cataliza nma reacio
reversivel envolvida na desaminacgio de alanina para formar piruvate, que pode
entrar na via da gliconeogénese ou no ciclo de Krebs (Cicle do Aeido Citrico).
Uma lesdo de hepatocito, reversivel ou srreversivel ecorrendo por variadas
caunsas (inflamacio. hipéxia, substincias téxicas, tranmatisme. ), além de casos
de regeneracio de doenca hepdtica, liberam ATT para ¢ sangue (Stockham &
Scott, 2011). Aravind et al. (2003) cbservaram diminuicio precoce da atividade
da ALT em frangos de corte svbmetidos a dieta naturalmente contaminada
com micotoxinas (168ug de AFBl/kg de racdo). Diminuicio significativa da
atividade da AIT for encentrada em frangos de corte submetides a 800ug de
AFB1/kg de racdo durante 35 dias de tratamento (Tedesco et al., 2004).

A Aspartato Aminotransferase (AST) é uma enzima encontrada em
altas concentrages no citoplasma dos hepatdcitos e et suas mitocdndrias, além
de outros tecidos como os misculos cardiaco e esquelético, além dos enitréeitos.
E uma enzima de liberacdo, que catalisa nma reagio reversivel envolvida na
desaminacio de aspartato para formar oxaloacetato, que pode entrar no ciclo de
Krebs (Ciclo do Acido Citrice) (Stockham & Scott, 2011). Baseado em estudos
em hmmanos, aproximadamente 60 a 80% da AST do interior do hepatocito
esta associado as mitocondrias, e o restante em forma solavel no citosol
(Meyer et al., 1992). Da mesma forma, vma lesdo de hepatdeito, reversivel ocu
irreversivel, ocorrendo por variadas causas (inflamacio, hipéxia, substincias
toxicas, tranmatismo.. ), além de casos de regeneracio de doenca hepatica,
liberam AST para ¢ sangue (Stockham & Scott, 2011). Porém, € necessario nm
insulto mais severo do que agquele que altera a permeabilidade da membrana
celular para provocar a liberagio da forma mitocondrial de AST. Uma lesdo
a4 membrana por toxina ou hipoxia por exemplo. resulta oum aumento da
ATT sérica, e nas doengas hepaticas crdnicas, principalmente em estado final
(cirrose), os valores da AT T e do AST séricos podem estar normais ou sotente
um pouco aumentados (Meyer et al., 1992). Uma diminuicio significativa da
concentracio sérica da AST foi constatada por Franciscato (2006) em frangos
de corte submetidos a dieta contendo 3000ug de AFB1/kg de racdo. quando
em comparacio a aves nio contaminadas. Um aumento significativo da acdo
da AST em frangos de 41 dias de idade foi constatada por Tessari et al (2005)
em intoxicacio experimental por 50 e 200ug de AFB1/kg de ragio.

A Lactato Desidrogenase (LD oun ILDH) é uma enzima citosolica
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localizada em diversos tecidos, incluindo os hepatdcitos e a musculatura
esquelética e cardiaca; além de eritrdcites; a qual catalisa wma reacio reversivel
que converte pirwvate em lactato no final da glicolise anaerdbica (Mever et al..
1992; Stockham & Scott, 2011). Sendo assim. a attvidade sérica total da 1D
ndo traz vantagens diagnosticas sobre os AST. Porém a LD é composta de 5
isoenzimas, das quais a LD35 pode ser mensurada por espectrofotometria e esta
localizada primariamente nos hepatdcitos e musculatura esquelética (Mevyer
et al, 1992). Devido ao seu grande tamanho e a meia-vida longa, a atividade
de LD fica elevada por algum tempo apos a lesfo inicial e, as vezes, pode ser
itil no diagndstice retrospective (Kerr, 2003). Aos 21 dias de idade, 5000pg
de aflatoxina (60.69% de AFB1) por quilograma de raco foi capaz de reduzir
a média de acdo da enzima I.D em frangos de corte com aflatexicose aguda
experimental (Borsa et al., 1998).

A Gama-Glutamiltransferase (GGT) é uwma enrima associada a
colestase e membranas celulares. Ela catalisa a transferéncia de grupos
glutamil entre peptidecs e esta envolvida em reacdes da glutationa. Muitas
células tém atividade de GGT, mas as células epiteliais biliares, as células
acinares pancreaticas e as células epiteliais tubulares renais sdo consideradas
classicamente as de maior atividade (Mever et al, 1992; Stockham & Scott,
2011). Concentragdes elevadas de dcidos biliares no figado e no plasma sdo
esperadas ma ocorréncia de colestase. O aumento dos acidos biliares ou de
outros constimintes da bile pode estimmular a sintese e a liberagio de GGT.
Aravind et al_ (2003) relataram sumento na concentragio de GGT no soro de
frangos de corte acs 21 e acs 42 dias de idade submetidos a dieta naturalmente
contaminada com aflatoxina (16%9ug'keg de racio). Resultados semelhantes
foram encontrados por Borsa et al. (1998) em frangos de corte com 42 dias de
idade alimentados com dieta com 3000pngks de racdo de aflatoxinas (69.9%
de AFBEI).

EFEITOS DAS AFLATOXINAS SOBRE AFUNCAO RENALDAS AVES

A intoxicacio por micotoxinas também afeta a funcfo renal das
aves. Sendo assim, a avaliacio desta pode ser feita tomando-se parimetros
sanguineos clissicos, como a determinacio das concentragdes de acido
trico e de uréia. O acido wrico € um metabolito gque pode ser usado como
parimetre importante da funcio renal, além da fungdo hepatica. Ele € o maior
produto final do metabolismo de nitrogénio, constitvindo cerca de 60 a 80%
do nitrogénio total excretado na vrina das aves. E sintetizado no figado e nos
rins, e 90%% sdo excretados via secrecfo tubular, independentemente da taxa de
formacio de wrina (Skadhange apud Stockham & Scott, 2011). Concentrages
sanguineas acima de 15 mg/dL sugerem alteragdes da fungdo renal. que podem
ser causadas por diversos fatores, como nefrotoxinas (Schimidt et al., 2007).
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Batina (2004) mostron haver diminuicio significativa na concentragio de
acido firico sangnineo de frangos de corte aos 42 dias de idade submetidos a
dieta contendo 3000pg de aflatoxina’leg de ragio.

A uréia é resultante do metabolismo do nitrogénic. E produzida pelo
fizado e excretada pelos rins. Sua concentracio sanguinea € influenciada
pela ingestio de proteinas, pela taxa de excrecio renal (que podem avmentar
a concentracdo sangninea da uréia) e pelo estade do figado, que é o orgdo
responsavel pela sua sintese. Comeo as aves sfie uricotélicas, pequenas
quantidades de uréia estio presentes no plasma. A concentracio normal de
uréia de aves nfo-camivoras é de 0 a 5 mg/dL (Campbell apud Schimidt et al,
2007). Dininuigio na concentragio sérica de uréia foi encontrada por Batina
(2004) em frangos de corte com 42 dias intoxicades com 500mg de aflatoxina/
kg de racdo. Resultados semelhantes foram apontados por Aravind et al. (2003)
para frangos de corte com 21 e 35 dias alimentades com dieta naturalmente
contaminada com micotoxinas (168ug de aflatoxina’ks de racdo).

EFEITOS DAS AFLATOXINAS SOBRE 0% PARAMETROS
HEMATOLOGICOS DAS AVES

Az micotoxinas também podem afetar os parimetros hemateldgicos
das aves contaminadas, mesmo em pequenas doses, as quais levam a
micotoxicoses sub-clinicas. Tessariet al. (2006), trabalhando com 0, 302 200pg
de AFB1/kg de racio. em associagio ou ndo com 0, 30 ou 200p g de fuomonisina
Bl/kg. ndo cbservaram alteracio no estado clinico geral dos frangos durante o
periodo experimental; porém constataram que em todos os tratamentos houve
reduciio nos valeres de hematécrito, concentracdo de hemoglobina e mimero
de hemacias, caracterizando um quadro de anemia sendo que os grupos mais
afetados foram os que receberam as malores concentragdes das foxinas em
associagio. Também observou-se um mencor nimero de lencdeitos em todos
os tratamentos, porém esta reduciio foi mais intensa nos grpos tratados com
200pg de AFB1/kg de ragio, com ou sem fumonisina Aravind et al. (2003)
trabalharam com dieta naturalmente contaminada com varias micotoxinas
(168ug de AFBlkg de racio) observaram diminuicio no hematdcrito das
aves intoxicadas aos 21 e aos 35 dias de idade. Além disso. nas aves com
35 dias de idade, houve vma aparente redugio na concentragio de hemoglobina
e na contagem de hemacias em relacdo ac grupo controle. Diminmicdo na
porcentagem de heterdfilos em aves se alimentando de 2450pgz de AFB1/kz
de alimento. além de awmentc na percentagem de linfocitos no plasma de
aves ingerindo 350 e 2450pug de AFB1/kg de racio foram encontradas por Del
Bianchi et al (2003). Tung apud Tessartet al. (2006) alimentaram franges com
5000 e 10000ug de AFB1/kg de ragio e observaram cue os efeitos sobre os
parimetros hematologicos foram mais pronunciados quanto maior o nivel de
aflatoxing.
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ETEITOS DAS AFLATOXINAS SOBRE O METABOLISMO DE
CALCIO E FOSFORO DAS AVES

Estudos também tém demonstrado cue as aflatoxinas afetam direta
ou indiretamente o metabolismo do calcio e do fosforo mas aves (Glahn
et al, 1991). O calcio € o muneral mais abundante no organismo da ave.
E considerado um dos prinecipais constitnintes dos ossos e tem ainda um papel
fundamental no controle das funces celulares dos tecidos nervoso e mmscular,
bem como de atividades hormonais e de coagolacio sanguinea (Maiorka &
Macari, 2002). Cerca de metade do calcio plasmatico esta livre e esta € a
porcdo ativa do calcie, enquanto a outra metade encontra-se inativa, lizgada a
altumina (Keer apud Schimidt et al., 2007). e também a cations nio-protéicos.
O caleio sérico on plasmatico esta distribuido em trés fragfes principais. Todo
o caleio nos liguidos corporais esta ionizado (Ca™), mas parte (cerca de 50%)
encontra-se livre e parte estd ligada a moléculas anidnicas (proteinas (80%
albumina e 20% globulina) — 40-45%; e dnions nic-protéices (citrato, fosfato,
lactato e outros dmions pequenos e difusiveis) — 5-10%). A porgio do calcio
livre no plasma € regulada por horménios e contribui para estados patologicos
{Stockham & Scott, 2011). Os disturbios renais cavsam diminuicdo do cdlcio
sérico pela perda de proteinas (levando a hipoalbuminemia) ou pela dimimicio
da reabsorcio do céleio (Lewandoswik apud Schimidt et al., 2007). Como as
concentragbes séricas de Ca™ em perfis bioquimicos comuns representam a
concentragdo total de Ca ™, uma diminuigio na concentragio sérica de proteinas
{especialmente hipoalbuminemia) diminui o Ca™ ligado 4z mesmas, e, portanto
pode causar hipocalcenda, chamada de pseudo-hipocalcemia (Stockham &
Scott, 2011). A psendo-hipocalcemia ndo resulta em sinais clinicos nas aves,
uma vez que o Ca™ livre que € o mobilizado para as fungdes celulares. Sendo
assim, ha constatagio da concentracio sérica total de calcio, porém, sem sinais
clinicos. Dimimicdo da concentragfio de caleio sérico total foi observada em
frangos de corte de 42 dias de idade submetidos a dieta contendo 5000ug de
aflatoxinas’kg de alimento (80% AFB1. 12% AFB2, 5% AFG1 e 3% AFG2) e
argila clineptilonita namral (Maeciel et al . 2007).

O fosforo estd presente predominantemente na forma de hidroxiapatita
{90%) na matriz mineralizada dos ossos, e os 10% restantes estio nos tecidos
moles intracelilarmente, sendo o principal indon intracelular e faz parte de
varios processos metabdlicos come metabolismo de enmergia, comtracio
mmscular e integridade do esqueleto (Dennis apud Franciscato, 2006).
O fosforo morginico, maneira pela qual € refendo o fosforo nos organismos
vivos, também encontra-se no liquide extracelular O fosfate inorganico
encontra-se na circulagio como monohidrogeniofosfato (HPO,D), que é
divalente. e como dihidrogeniofosfato (H,PO,-). que ¢ monovalente (Maiorka
& Macari, 2002). No plasma, 55% do fosforo inorginico encontra-se livre,
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enquanto 03 outros 45% estio ligados a Anions (10% a proteinas catiénicas e
35% a cations ndo-protéicos). Assim como ocorre com o cilcio, a parte livre no
plasma é que € regulada por horménios (Stockham & Scott, 2011). Fernandez et
al. (1994) trabalharam com infoxicacio experimental de poedeiras comerciais
com 2500pug de AFBl/kg relataram presenca de hipofosfatemia quande em
comparacio ao grupo controle negativo.

Ambeos minerais sfo regulados pela funcio do hormonio paratiredideo
(PTH), produzido pelas glindulas paratiredides e inativado ou degradado pelo
figado e pelos rins. O PTH € um horménio polipeptidico (84% aminoacidos)
secretado em resposta a vma dimimiicdo na concentracdio sérica de calcio
livre, enquanto que a vitamina D ativa e o anmento na concentragio sérica
de cileio livre inibem sua sintese. O PTH promove auwmento na absorgio de
cilcio pelo intestino (na presenca de vitamina D ativa) e maior reabsorcio
nos tibulos renais; mobilizagio de caleio e fosforo inorginico dos osses; e
excrecio renal de fosfore inorginico por inibir a regbsorcic do mesmo pelos
tibulos (agio fosfatarica potente). Glahn et al. (1991) explicam que os efeitos
das aflatoxinas sobre o3 minerais citados podem estar relacionados com
alteragdes no metabolismo da vitamina D e do PTH, peis estas micotoxinas
podem diminuir a sintese de PTH endégeno ou alterar a sensibilidade renal a
este horménio, podendo ainda, reduzir a simtese de vitamina D ativa, cansando
assim_ diminui¢do da excrecdo de fosforo e aumento na excrecio de caleio.
Estes efeitos resultariam em hipocaleemia verdadeira (por diminmicfio na
concentracio de cilcio sérico livre) associada a pesudo-hipocalcemia (por
hipoalbuminenia); além de hipofosfatemia devido i baixa na concentracio
de vitamina D ativa, que estimula a absorcio de fosforo no intestino e a
mebilizaciio de fosforo dos ossos.

USO DE ALUMINOSILICATO DE CALCIO E S0DIO HIDRATADO
(HSCAS) COMO ADSORVENTE DE AFLATOXINAS

E sabido que a indistria avicola se utiliza de varios métodos que
objetivam a reducio de prejuizos cansados 4 sande e ao desempenho zootéenico
devidos iz micotoxinas. Os métodos que objetivam eliminar o reduzir os
niveis de contaminacio por micotoxinas nos alimentos levam em consideracio
estratégias de descontaminacio e detoxtficacio. Isto inclol métodos quimicos,
fisicos e biologicos, desde que estes meétodos apresentem efetividade na
remogio, destruigio e inativagio das micotoxinas; avséncia de efeitos toxicos
ou carcinogénicos; ndo alterem as propriedades outritivas nem a palatabilidade
dos alimentos e sejam econdmica e tecnologicamente vidveis. nio alterando o
preco final do produto (Diaz & Smuth, 2005). Um caminho para o problema
tem sido usar materiais absortivos nic-nutritivos na alimentacio, com objetivo
de reducio na absorgio das aflatoxinas pelo trato digestério (Kubena et al.,
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1990b). Dentre todos o3 meios, o mais comumente vtilizado € a ligacio
irreversivel da micotoxinag a um adsorvents (Diaz & Smirh 2003).

A utilizacio de aluminosilicato de cdleio e sédio hidratade (HSCAS),
um tipo de zeclita comercial em dietas de aves domésticas tem mostrado
resultados satisfatorios devidos a sua capacidade em adsorver toxinas
(Kubena et al, 1990a), tornando-as menos disponiveis para adsorcio pelo trato
gastrointestinal (Kubena et al, 1990b). O HSCAS é uma classificacio geral que
inclui diferentes adsorventes, nio sendo uma substincia especifica. Pode ser
definido come todo material de aluminosilicato puro, que contenha mistura de
agpa zeolitica e menores gquantidades de cilcio e sodio na forma de cations ou
seus sais soloveis.

O HSCAS na concentragiio de 0.5% na dieta diminnin
significativamente os efeitos adversos no pese corporal e nas nmdancas
hepaticas principais cansados por 7300pg de AFB1/kg de dieta em poedeiras
Leghom e frangos de corte (Phillips et al., 1988). Neeff et al. (2013) também
relatam reducio dos efeitos deletérios sobre o peso relativo de figado e rim e
reducio dos residuos de AFB] e também de produtos de biotransformacio de
AFB1 (AFB2, Aflatoxicol e AFGI1) em figado de frangos de corte ao final da
fase inicial de criacdo (21 dias). com wso de 0,5% de HSCAS e administracdo
de 2500pg de AFB1/kg de racio.

TECNICA COM POSSIVEL APLICACAO FUTURA: USO DE
CURCUMA COMO ANTIOXIDANTE NATURAL NA ATENUACAO
DOS EFEITOS DELETERIOS DAS AFLATOXINAS

O consumo de oxigénio relativo ao crescimento de células e ao
sen metabolismo normal conduz & geracio de wma categoria de substancias
conhecidas como radicais livres. De maneira simples, ¢ termo radical livre
refere-se ao atomo oun molécula altamente reativo, que contém mumero impar
de elétrons em sua Gltima camada eletrénica. E este nio emparelhamento
de elétrons da Oltima camada que confere alta reatividade a esses atomos
oun molécnlas. Como nem sempre os radicais livees possuem elétrons
desemparelhades na dltima camada, ¢ termo mais adequado € “Espécies
Reativas do Metabolismo de Oxigénio™ (ERMO), e estas sdo encontradas em
todos oz sistemas biologicos (Ferreira & Matsubara, 1997). As ERMO sio
produzidas continpamente pele vse normal de oxigénio do corpo, tal como a
respiracdo e algumas fungdes wnes mediadas por células. ERMO incluem
radicais livres, tais como radicais dnion superdxido (0,-), radicais hidroxila
(OH-), radical hidroperoxila (HO,-) e espécies radicais ndo livres como
o perdoxido de hidrogémio (H,0,) e o oxigénio singlete ('0,) (Ak & Giilgin,
2008). Algumas, como o dnion superdxido e o éxido nitrico, produzidos dentro
da célula ou por fagécitos ativados presentes durante a inflamacio, tém sido
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propostas por desempenhar um papel impeortante no processo multicelular da
carcinogénese, provavelmente por danificar e alterar células alvo (Abel &
Gelderblom, 1998).

O estresse omidative € o evento decomrente da emisténcia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracio
excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocio
destes. Tal processo conduz a oxidagio de biomoléculas, com consequents
perda de suas fungdes biologicas efow desequilibrio homeostitico. cuja
manifestacio é o dano oxidative potencial contra células e tecidos (Halliwell &
Whiteman 2004). Além do estresse oxidativo, como as ERMO sio produzidas
continnamente durante eventos fisiologicos normais, estas podem, facilmente,
dar inicio & peroxidagio de lipidios da membrana, conduzindo ao actmulo de
hidroperdxidos lipidicos.

Todos o3 organismos aerdbios possuem defesas antioxidantes,
incluindo enzimas e componentes alimentares antioxidantes, para remover ou
reparar as moléculas danificadas. Os compostos antioxidantes podem eliminar
os radicais livres e aumentar a vida de prateleira de produtos alimenticios,
retardando o processo de peroxidacio lipidica, sende uma das principais
razdes para a deterioraciic de alimentos e compostos farmacénticos durante o
processamento e armazenamento (Ak & Gilgin, 2008). Substincias naturais
que podem prevenir a toxicidade da AFB1 seriam fiteis para a satde humana e
animal, com wm custo minimo em alimentos e ragdes.

Becentemente, nma especiaria, conhecida como circoma ou acafido-
da-terra, vem sendo estudada para que seja avaliada a sva eficiéncia como
antioxidante, pedendo ser incluida a baixe costo em dietas de aves comerciais,
objetivando a atenuacio dos efeitos oxidantes deletérios cawsados pelas
aflatoxinas. A cireoma € uma planta medicinal nativa do subcontinents
asidtico e é preparada a partir da raiz e rizoma secos da planta Curenma longa,
um membro da familia do gengibre. A curcuming é um dos constitunintes
encontrades na cirevma, sendo um dos prineipais ingredientes da especiaria
em po. O ingrediente ativo presente na curcumina € o diferuleimetanc, nm
polifencl hidrofébico, que apresenta cor amarela caracteristica. Mesmo
embora o efeito antioxidante principal seja devido a cwcumina, esta
encontra-se juato a wm conjuate de compostos denominados curcvaundides
totais. representados por demetoxmicurcominag e bisdemetdmicurcumina
{(Gowda et al. 2009; Epstein et al. 2010; WNavak & Sashidhar 2010).

A corcumina vem sendo utilizada, por seus beneficios medicinais,
ha zéculos, porém o primeiro caso documentado de sen uso como wma
droga surgin apenas em 1937, quando foi utilizada para tratar doenca
biliar (Srivastava et al, 2011). Desde entio sen potencial terapéutico vem
sendo explorado em doencas inflamatorias, neoplasicas, cardiovasculares,
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neurodegenerativas, diabetes, fibrose cistica e outros distiwrbios (Maheshwar
et al., 2006; Srivastava et al. 2011). Os efeitos negativos causados pela
AFBl incluem dano celular, lberaciio de radicais livies e peroxidacio
lipidica (Surai, 2002). Os cuorcomindides totais apresentaram  efeitos
antioxidantes e protetores contra a AFB1. e como a peroxidacio lipidica
desempenha um papel importante na toxicidade pela aflatoxing um efeito
protetor através do uso de antioxidantes & possivel de ser conseguido (Soni
et al.. 1997; Galvano et al., 2001). Compostos de plantas como as cumarinas,
flavondides e cuwrcumindides possuem agdo imbitdria na biotransformacio
da aflatoxina aos sews derivados epdmide ativos (Lee et al, 2001)

Gowdaetal (2008)avaliaramguehouveanmentonaingestiodealimento,
dos niveis séricos de proteina total e colesterol, e melhora significativa no ganho
depeso de frangos de corte alimentados com 0,5% de circuma em po e 1000pz de
AFBLkg, quando comparados com os frangos alimentados somente com AFBI.

Emestudo conduzidoper Yarmietal (2009), verificou-se queaadiciods
0.5% de circuma em po, contendo Tdmg/kg de curcumindides totais, adieta com
adigio de 1000pg de AFB1/kg, melhoron sigmificativamente os efeitos negativos
da AFB1 no desempenho zootécnico e no peso do fizado de frangos de corte.

Gowda et al. (2009) verificaram que a adigio de 74 e 222mg'kg de
curcomindides totais na dieta contendo 1000pz de AFBE14kz nio teve efeito
significativo na ingestio de alimento. porém apresentou anmento significativo
no ganho de peso e melhor conversio alimentar quando comparade com
frangos de corte alimentados somente com AFB1. Também verificaram que
a suplementacio de 222mg de curcominéides totaiskg de dieta contendo
1000pg de AFB1/kg proporcionou melhora significativa nos valores séricos
de proteina total, albumina, globulina, GGT e AST, quando comparado com
aves alimentadas somente com AFB1.

PESQUISA EXPERIMENTAL DESENVOLVIDA PELO
LABORATORIO DE AVICULTURA (FMVZ/USP)

Em uma pescuisa realizada pelo Laboratério de Avicultura, o gual
pertence ac Departamento de Nutricio e Producio Animal, da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de 530 Paulo, utilizon-se
240 pintos de vm dia, machos, da linhagem comercial Cobb® 500, com peso
inicial de 42 8 gramas e que foram submetidos a quatro diferentes tipos de
dietas experimentais.

As dietas foram elaboradas de acordo com as recomendagdes
notricicnais de Rostagno (2011) para cada fase de crescimento (iniecial,
crescimento e terminacio), e tiveram como base o milho e o farelo de soja.

Os tratamentos experimentais foram: Dieta 1| = Controle negativo
(Racdo Basal); Dieta 2 = Dieta 1 + 0,5% de adsorvente experimental (HSCAS
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— Aluminosilicato de Caleio e Sédio Hidratado); Dieta 3 = Dieta 2 + 500pg
de AFBl/kg de ragiio e; Dieta 4 = Dieta 1 + 300ug de AFB1/kg de racdo. As
aves passaram a receber as dietas contaminadas somente a partir do oitavo dia
de criagdo, uma vez que antes deste periodo as mesmas sdo mmito sensiveis &
contaminagdo.

A AFBI utilizada para a contaminacio das dietas foi produzida no
Laberatério de Microbiclogia e Micotoxicologia de Alimentos (LMMA)
do Departamento de Engenharia de Alimentos da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da USPE, a partir do cultive de cepa toxigénica de
Aspergillus parasiticus NEEL 2999 em arroz, seguindo a metodologia cientifica
de Shotwell et al. (1996). A confirmacio dos niveis de aflatoxinas nas ragdes
foi feita por meio do método de Vicam (1999), com auxilic de aparelho de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Foi feita a analise de desempenho zootécnico, considerando as
seguintes caracteristicas: peso médio. ganho de peso médio, consumo de racio
meédio, conversiio alimentar e viabilidade ecriatoria de frangos de corte aos
42 dias de criacio. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 1 a seguir:

Tabela 1. Valores de Peso Medio [PM), Ganho de Peso Medio [GPM), Consumo de Ragio Medio [CRM),
Conversio Alimentar [CA) e Viabilidade Criatoria (VC) de frangos de corte para o periodo total de criagao (42

dias).

Dietas Experimentais Valor

Caracteristica de P
Controle | Adsorvente! | Adsorvente + AFB1* | AFB]?

PM (g) 2993a 3079% 2665 26020 | =0.001
GPM(Z) 2946a 3037a 2627 25000 | =0.001
CRM (g) 3661ab 3047a 3438be 3176c | =0,001
CA(g'e 124 1.30 1.31 127 | 0,074
VC (%) 06,66 100 10:0 100 0,089

10, 5% de Ahminosilicate de Cdlcio ¢ Sddio Hidratado (H5CAS); 20.5% de HSCAS + 0.05ugke
de ragdo de 4fatomma Bl (AFBI); 30,05ug%g de ragde de AFE]. Falores com letras djferentes

ng mesma [inka apresentam diferenga signjficatnag sob o Teste de Tukey @ 7% de probabilidade.

Come & possivel observar, o peso corporal médio e o ganho de peso
meédio foram afetados negativamente pela ingestio de alimento contaminado
pelas aves, uma vez que grande parte da energia e dos mutrientes abservidos
€ recrutada para reparar os danos cansados pelas aflatoxinas. Além disso, a
diminnigio no consume de ragio culmina com wm menor aporte nutricional,
o que colabora para queda no crescimento dos animais e anmento na taxa de
refngos. E importante observar que as aves ingerindo toxina com adsorventes
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apresentaram consumo de ragio estatisticamente igoal as do grupo controle.
As concentracdes de HSCAS e AFB1 utilizadas neste experimento nie foram
suficientes para exercer influéncia scbre a conversio alimentar e a viabilidade
criatoria, mas bastaram para que, ao exame necroscopico, fossem observados
fipados lipémicos e edemaciados, além de difienldade no processeo de
coagulacio do sangue por parte das aves, visto por meio de pungdes venosas
que nfio estancavam e leves hemorragias.

CONSIDERACOES FINAIS

Em vista do conteddo exposto, € possivel perceber a dimensdeo dos
efeitos deletérios cansados a avicultura e as sandes animal e bomana, além da
importincia da prevencdo e controle dos mesmeos ao longo da cadeia produtiva
de carne. Atnalmente existem alpumas alternativas disponiveis comercialments
e outras ainda nfo comsclidadas. cque permitem diminnir a toxicidade das
micotoxinas em questio. O use de adsorventes por meio da indistria avicola
comprova a real eficacia desta técnica, a qual permite a diminuigio do prejuizo
financeiro cansado acs produtores. Futuramente, o wso concomutante de
substincias antioxidantes possibilitara melhores desempenho e bem-estar aos
animais, além de garantir predutos confidveis acs olhos do consumidor final.
Porém. mais estudes sio necessarios para validar o wso de substincias que
eXercam o0s mesmos ou, até outros, bons efettos frente as micotoxinas.
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APENDICE A. Imagens ilustrativas das lesdes histopatoldgicas em figado e rim (gentilmente
cedidas por Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP).

FIGADO

0 = Figado com arquitetura preservada, sem proliferacdo/ativacdo de linfdcitose sem
degeneracédo hepatocelular;
1 = Figado com arquitetura preservada, com proliferagdo/ativacdo de linfocitos e sem
degeneracéo hepatocelular;
2 = Figado com arquitetura pouco distorcida, com proliferacdo/ativacdo de linfécitos e
degeneracédo hepatocelular;
3 = Figado com arquitetura distorcida, moderada proliferacdo/ativagdo de linfdcitos e intensa
degeneracéo hepatocelular.

142



0= Rim com glomérulos preservados, sem proliferacdo/ativacdo de linfocitos e sem
degeneracéo tubular;

1 = Rim com glomérulos preservados, com proliferacdo/ativacdo de linfocitos e sem
degeneracéo tubular;

2 = Rim com glomérulos preservados, com proliferacdo/ativacdo de linfocitos e degeneracao
tubular;

3 = Rim com glomérulos preservados, intensa proliferacdo/ativacdo de linfécitos e
degeneracéo tubular.
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APENDICE B. Prémio recebido pela Melhor Apresentacéo de Pdster em Simpésio Nacional.
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APENDICE C. Mencio honrosa recebida por Apresentacdo Oral de trabalho em Simpoésio

Nacional.
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