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1. CONSIDERACOES INICIAIS

1.1 Micotoxinas: danos e prejuizos

As micotoxinas sdo metabdlitos toxicos secundarios, produzidos por
fungos que contaminam as culturas no campo, no transporte e durante o
armazenamento nos silos. Podem se desenvolver naturalmente nos produtos
alimenticios que sado destinados diretamente para o consumo animal ou
humano, sendo capazes de originar uma ampla variedade de efeitos toxicos
em animais vertebrados, afetando sua saude incluindo o homem (OPAS, 1983;
FITZPATRICK, 1990; COULOMBE, 1991; PRADO et al., 1995).

O termo micotoxina tem origem em uma palavra grega “mykes” (fungo) e
uma palavra do latin “toxicum” (toxina). A expressao grego-latina “mykes-
toxicum” tem o significado de toxina produzida por fungo, ou micotoxina. O
termo micotoxina é usado para designar um grupo de compostos, altamente
toxicos, produzidos por determinados fungos, que causam doencas ou a morte,
guando ingeridos pelo homem ou animais, através de alimentos contaminados
(SHURTLEFF, 1992; SABINO & RODRIGUES-AMAYA, 1993; LAZZARI, 1997).

As micotoxinas apresentam, de uma maneira geral, grande estabilidade
guimica, permitindo a sua persisténcia no alimento mesmo apés a remocao dos
fungos pelos processos normais de industrializacdo e embalagem, ou seja,
mesmo que o alimento sofra o0 processamento, por exemplo leite
transformando-se em queijo, a micotoxina ainda estara presente nesse queijo
produzido (CHU, 1991).

A doenca ou sindrome que resulta da ingestdo de alimentos
contaminados por micotoxinas, denomina-se micotoxicose, podendo esta
causar ao organismo humano ou animal diversos danos no crescimento,
prejudicando o metabolismo do organismo, causando o desenvolvimento de
tumores, podendo inclusive ocasionar a morte em alguns casos
(FITZPATRICK, 1990; SCUSSEL,1998). As micotoxicoses sao caracterizadas
por sindromes difusas, mas com predominancia de lesbes em determinados

orgaos, como figado, rins e sistema nervoso central, dependendo do tipo de



toxina. Ha também, a possibilidade de ocorréncia simultanea de duas ou mais
micotoxinas, podendo ocasionar a potencializacdo de seus efeitos toxicos
sobre o organismo susceptivel (KUBENA et al., 1995; POZZI, 2000).

O relato mais antigo de micotoxicose registrado esta ligado as toxinas do
Ergot, que sdo metabdlitos produzidos por diversas espécies de fungos do
género Claviceps, que infectam cereais e varias gramineas, cuja primeira
mencéo é datada de 600 a.C., que referia-se a uma perigosa excrescéncia
encontrada em espigas. Mas somente por volta de 1850 reconheceu-se 0 risco
em potencial do fungo, associando-se a ingestdo de centeio infectado e péo
produzido com farinha de centeio contaminado com as toxinas produzidas pelo
fungo Claviceps purpurea, doenga que produzia os sintomas de necrose e
gangrena dos membros, sintomas esses acompanhados de alucinacdes,
cegueira, aborto, hemorragia e morte (OPAS, 1983; SCUSSEL, 1998).

Na atualidade, cerca de 300 micotoxinas ja foram isoladas, mas as
toxinas mais comumente encontradas em alimentos e que comprovadamente
tém propriedades toxicas acentuadas, estando mais largamente distribuidas
nos alimentos, causando danos ao consumidor, gue devem ser estudadas s&o:
aflatoxinas, zearalenonas, ocratoxinas, tricotecenos, fumonisinas, patulina, T-2,
Deoxinivalenol (DON, que é a vomitoxina), (SCUSSEL, 1998).

1.1.2 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo produzidas por fungos do género Aspergillus,
espécies A. flavus, A. parasiticus e A. nomius (MOSS, 1998). Os principais
alimentos que tém susceptibilidade ao desenvolvimento destes fungos sé&o
amendoim, milho e trigo, que comumente podem ser utilizados na formulagéo
de ra¢Oes para a avicultura (LEESON et al., 1995).

Apés a descoberta das aflatoxinas, o conhecimento da ciéncia sobre as
micotoxinas e seus danos sobre a saude humana e animal cresceram
significativamente. Os estudos sobre as aflatoxinas tiveram inicio na Inglaterra,
no inicio dos anos 60, quando STEVENS et al. (1960), descreveram o

aparecimento de uma nova doenca em perus jovens, de proporcdes



alarmantes. O quadro clinico era caracterizado por evolucdo aguda e
sintomatologia hepatotdxica, com a morte das aves ocorrendo geralmente em
uma semana (ASPLIN & CARNAGHAN, 1961). Podia-se perceber nas aves a
perda de apetite, diminuicdo da mobilidade, asas e pernas apresentando sinais
de fraqueza. Por ocasido da necropsia, sempre se revelavam lesdes necroticas
no figado e congestdo nos rins. Essa doenga chegou a ser chamada de
“‘doenca x dos perus” porque foi responsabilizada pela morte de mais de
100.000 perus jovens, 20.000 patos e centenas de outras aves de criacao
domésticas (SMITH, 1960; ASPLIN & CARNAGHAN, 1961).

Suspeitou-se que seria uma doenca de origem nutricional, pois quando
ocorria a mudanca da racdo as mortes cessavam (SMITH, 1960). Apds
intensas pesquisas realizadas em diversos paises, foi demonstrado,
posteriormente, que o fator responsavel pelos surtos estava presente em
produtos derivados de amendoim, constatando-se que a doenca fora
provocada por torta de amendoim proveniente do Brasil, sendo isolado o fungo
Aspergillus flavus e a substancia isolada desse produto foi chamada de
aflatoxina (TDRI, 1984; MOLIN & VALENTINI, 1999).

Na atualidade, as aflatoxinas s&o definidas como um grupo de
metabdlitos toxicos produzidos durante o estagio de esporulacdo dos fungos
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius (MOSS, 1998).

O grupo de aflatoxinas compreende as toxinas B, By, Gi, Gz, M1 € My,
sendo as duas Ultimas encontradas primeiramente no leite, e derivadas de B e
B,, as demais sdo encontradas principalmente em milho, amendoim, sementes
de algodao e castanhas diversas DIENER et al., 1983; CHU, 1991; LAZZARI,
1997). Além do milho, amendoim e sementes de algodao, -citados
anteriormente, existem relatos de aflatoxinas encontradas em centeio, sorgo,
trigo, cevada, nozes pecans, nozes, ervilha, semente de girassol, aveia, arroz,
painco, castanha do Para, pistache, aveld, soja, leite e produtos lacteos, ovos,
algumas frutas secas e chas. Também foram encontradas no figado de ovinos,
suinos e aves de corte (SCUSSEL, 1998).

BUTLER & BARNES (1963) demonstraram que as aflatoxinas eram

poderosos agentes hepatocarcinogénicos para animais de experimentacao,



causando um grande impacto devido as implicacbes na saude humana,
aumentando ainda mais o interesse da comunidade cientifica sobre essas
toxinas.

Além de hepatocarcinogénicas e hepatotoxicas, as aflatoxinas também
séo teratogénicas e mutagénicas, causando grandes danos a saude humana e
elevados prejuizos financeiros no rendimento de animais, como bovinos,
ovinos, suinos, aves e coelhos (REED & KASALI 1988; OSWEILER, 1990;
LAZZARI, 1997) .

Na atualidade, a aflatoxina B; é considerada uma das mais potentes
substancias carcinogénicas de ocorréncia natural conhecidas pelo homem, e
esta identificada como fator associado ao cancer hepéatico em humanos, apés a
ingestdo de alimentos contaminados (IARC, 1987; BOSCH & PEERS,1991;
LAZZARI, 1997).

Os fungos Aspergillus e suas toxinas, ocorrem em praticamente todos os
paises do mundo, com predominéncia nas regides de clima tropical e sub-
tropical, incluindo o Brasil onde as condi¢cdes climaticas sédo favoraveis. A
ocorréncia pode apresentar sazonalidade, sendo mais frequente nos meses em
gue a temperatura e a umidade séao elevadas, pois estas condi¢des favorecem
o desenvolvimento desses fungos, com a consequente producédo de aflatoxinas
(COULOMBE, 1991). Particularmente o clima do estado de S&o Paulo é
propicio ao desenvolvimento de aflatoxinas, onde foram encontrados niveis
médios de 78 ng/kg e 240 ng/kg em amostras de milho e ragdes (SABINO et
al., 1988; SABINO et al., 1989a; LAZZARI, 1997).

As condiges ideais para o desenvolvimento da maioria das espécies de
Aspergillus estdo na faixa de 0,80 a 0,85 de atividade de agua e com
temperatura ambiente em torno de 30 °C (OPAS, 1983). Segundo PRADO et
al. (1995) e LAZZARI (1997), com a umidade relativa do ar ao redor de 80% e a
temperatura ambiente proxima dos 27 °C, ja se tém condigfes ideais para o
desenvolvimento dos fungos do género Aspergillus.

A producdo de aflatoxinas no milho é constatada quando a umidade do
grao atinge de 17,5 a 18,5 %. O amendoim é o melhor substrato para o

desenvolvimento de Aspergillus flavus e producdo de aflatoxinas, verificando-



se sua incidéncia com o grao apresentando 8 a 9 % de umidade (PRADO et al.,
1995; LAZZARI, 1997).

Os produtos vegetais sdo contaminados através do contato com o0s
esporos do fungo presentes no ambiente, principalmente no solo durante os
processos de colheita e secagem. Qualquer 6rgdo de reserva como frutos ou
sementes pode ser atacado por fungos do género Aspergillus, sendo que a
utiizacdo de préticas agricolas incorretas, que prolonguem o contato dos
produtos com o solo, a presenca de ferimentos, injurias mecanicas, ataque de
carunchos e gorgulhos, armazenamento inadequado, em locais Umidos e sem
ventilacdo, sdo apontadas como as principais causas que favorecem a
contaminac@o e o desenvolvimento de fungos toxigénicos (CHU, 1991). Além
disso, o fungo A. flavus é um fungo de solo, tendo este como sua principal
fonte de inbculo priméario, podendo sobreviver na forma de esclerdcios
(AGARWAL & SINCLAIR, 1997; MOLIN & VALENTINI, 1999).

1.1.2.1 Ocorréncia na natureza

Frequentemente tém-se observado a ocorréncia natural de aflatoxinas
nos alimentos destinados para consumo humano e animal, como amendoim e
derivados, milho, feijdo e racBes. Geralmente, a microbiota fangica que
predomina nesses produtos, inclui os fungos dos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillium, que englobam as principais espécies de fungos
toxigénicos em alimentos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Na Tabela 1 pode-se observar os niveis de ocorréncia de aflatoxinas
encontrados em ingredientes para racdes e nas racdes prontas, dados esses
obtidos em diversos levantamentos realizados no Brasil. Através dos resultados
obtidos nesses trabalhos, pode-se observar um alto percentual de amostras
positivas, principalmente em racdes prontas, descrevendo-se valores de 10,4 a
56,9% para esses produtos. As concentracdes médias de aflatoxinas no milho
e em rag0es, tiveram bastante variabilidade, mas foram relatados niveis de até
7.800 ng/kg, de acordo com SABINO (1980), sendo portanto, potencialmente
capazes de causar efeitos negativos na produtividade da maioria das espécies

exploradas na avicultura.



Deve-se levar em consideracdo ainda, que a concentracdo das
aflatoxinas tem a tendéncia de aumentar ao longo da cadeia de producéo e
comercializacdo das racdes. Em trabalho de pesquisa, JONES et al. (1982),
fizeram andlises da matéria-prima, da racdo produzida na fabrica e,
posteriormente, da mesma racdo armazenada nos aviarios, encontrando
médias de contaminacdo de 1,2; 6,0 e 8,8 ng/kg de aflatoxinas,
respectivamente. Neste mesmo experimento, 0os autores observaram elevada
correlagdo entre o tempo de permanéncia da racdo nos aviarios com a
frequéncia e o nivel de aflatoxinas encontrados. Também observaram que as
otimas condigbes encontradas para a producdo de aflatoxinas nas racles
contidas nos aviarios, ocorriam com umidade relativa do ar na faixa de 70 a

89% e temperatura ambiente entre 19 e 27 °C.

Tabela 1. Frequéncia e niveis de aflatoxinas detectadas em amostras de

produtos vegetais e racdes animais comercializadas no Brasil.

Origemdas  Frequéncia ? Nivel médio

Tipo de produto amostras (%) (my/kg) Referéncia
Racoes Diversos Estados 25,5 50 a 7800 ® SABINO, 1980

Milho Minas Gerais 18,1 83 SABINO et al., 1986
Racdes Diversos Estados 10,4 241 SABINO et al., 1988
Milho Regido Sul 18,2 79 SABINO et al., 1989a
Milho Regido Sudeste 8,6 35 SABINO et al., 1989a
Milho Rio Grande do Sul 28,9 1906  SANTURIO et al., 1992
Racdes e Milho Rio Grande do Sul 24,9 4a1906° BALDISSERA et al.,1993
Sorgo Diversos Estados 12,8 7a33 SILVAetal., 2000
Ragobes Rio de Janeiro 56,9 1a32 RIBEIRO etal., 2000

Z Numero de amostras positivas/total de amostras analisadas
Valores se referem as concentracfes minima e maxima

1.1.3 Toxinas de Fusarium: zearalenona, vomitoxina ou DON, toxina T-2 e

fumonisinas.

Animais afetados por toxinas de Fusarium podem ser intoxicados por

varias toxinas como a zearalenona, fumonisinas, tricotecenos (vomitoxina e



T-2, entre outras), dependendo da temperatura a que for submetido esse
fungo. Os tricotecenos sdo um grupo de mais de cem micotoxinas produzidas
por Fusarium, possuindo esse nome devido a possuirem estrutura quimica
composta de um anel com esqueleto tetraciclico 12, 13-epoxitricotecenos
(LAZZARI, 1997; SANTIN et al., 2001).

1.1.3.1 Zearalenona

O fungo Fusarium estabelece-se nas espigas de milho, trigo, triticale e
cevada antes da colheita, continuando a desenvolver-se no periodo de
armazenamento. O milho deixado no campo pode contaminar-se, dependendo
das condicbes climaticas. Normalmente pode-se isolar a zearalenona do milho
e trigo contaminado por Fusarium. A zearalenona € um 4cido com propriedades
estrogénicas e suas consequéncias sdo percebidas, principalmente em suinos,
por meio da observagédo de indug&o de estro e vulvovaginites. S&o produzidas
por varias espécies de Fusarium: F. roseum, F. tricinctum, F. roseum
“Culmorum”, F. roseum “Gibbosum”, F. roseum “Graminearum” e F. roseum
moniliforme. Todos os fungos citados acima produzem zearalenona e
tricotecenos (vomitoxina e T-2), podendo ser encontrada mais de uma
micotoxina, quando ocorrer uma contaminagdo natural (LAZZARI, 1997;
SCUSSEL, 1998; SANTIN et al., 2001).

Quanto aos fatores que favorecem a producdo de Fusarium e suas
respectivas toxinas, diferentemente dos outros tipos de fungos, a producdo da
toxina ndo ocorre na sua temperatura Otima de crescimento, nem nas
temperaturas proximas. O Fusarium cresce na faixa entre 0 e 40 °C, sendo que
a temperatura 6tima é de 20 a 25 °C. Porém, a toxina € produzida quando
ocorrem baixas temperaturas. Para que ocorra a producdo de zearalenona, é
necessario que a temperatura seja de 12 °C, mas para produzir a toxina T-2, é
necessaria a temperatura de 8 °C.; verificando-se portanto, que o Fusarium
produzira a toxina quando ocorrer efeito de choque térmico (LAZZARI, 1997,
SCUSSEL, 1998).



Em alimentos cujo teor de umidade estiver acima de 22 a 23 % o fungo
se desenvolve, infectando os grédos ou a porgéo superior da espiga de milho,
ainda no campo, antes da colheita, podendo as toxinas citadas anteriormente
se desenvolverem e serem encontradas em um mesmo lote de milho. Este
fungo desenvolve-se com producdo de toxina em clima temperado,
principalmente nas estacdes frias e imidas (LAZZARI, 1997; SCUSSEL, 1998).

Os alimentos em que ocorrem maior incidéncia de zearalenona sao o
milho, este implicado com maior frequéncia em casos de hiperestrogenismo,
sorgo, trigo, cevada maltada, café cru, racbes e outros cereais. Os quatro
primeiros, anteriormente citados, sdo 0s que mais causam danos. Pode
ocorrer, também, contaminacdo da cerveja e outros produtos fermentados
produzidos a partir de milho e sorgo (SCUSSEL, 1998).

1.2 Métodos de analises para micotoxinas em alimentos

Os primeiros métodos para a determinacédo de aflatoxinas em alimentos
foram desenvolvidos logo apds a descoberta das toxinas em 1960, baseando-
se na propriedade fluorescente das toxinas, quando expostas a luz Ultra Violeta
(UV) (OPAS, 1983). A cromatografia de camada delgada (CCD), foi a técnica
de identificagcdo e quantificacdo utilizada inicialmente e, atualmente ainda é
amplamente utilizada. Esta técnica tem diversas vantagens, inclusive custo
relativamente baixo, comparando-se com outras metodologias, além de
apresentar repetibilidade e reprodutibilidade adequadas em nivel de analise,
geralmente em micrograma por kilo (o/kg). Devido a suas particularidades,
essa técnica pode ser considerada a mais indicada para analise rotineira de
cereais, alimentos prontos para consumo e racdes animais (TRUCKSESS,
2001).

A identificacdo e quantificacdo das micotoxinas por meio da técnica de
CCD, geralmente é efetuada através da comparacédo visual das amostras com
padrdes de concentracdo conhecida, fazendo-se a leitura em camara de luz UV

(I =366 nm). A quantificacdo também pode ser realizada, com maior preciséo,
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por meio da leitura das placas por fotodensitometria, de acordo com SCOTT
(1990), mas com significativa elevacéo dos custos das analises.

Os métodos que utilizam CCD para analises de residuos de micotoxinas
em produtos de origem animal, apresentam limites de quantificagdo que variam
de 0,01 a 0,20 ng/kg (TRUCKSESS et al., 1983).

No inicio dos anos 80, os métodos imunoquimicos foram introduzidos
para a analise de micotoxinas, também chamados de imunoensaios, baseiam-
se nas reacbes especificas entre antigenos e anticorpos, cujos principios
constituem a base dos sistemas de defesa dos organismos superiores. Estas
técnicas ja haviam sido empregadas amplamente na area clinica, com o
proposito de analisar substancias de elevado peso molecular, com toxinas
bacterianas, ou para o diagndstico de agentes infecciosos (FREMY & CHU,
1989).

A técnica do ensaio por enzimas imuno-adsorvidas (ELISA), do tipo
direto, € um dos mais utilizados para analises de aflatoxinas em cereais,
produtos de origem animal e amostras clinicas (OLIVEIRA & GERMANO,
1996). O ELISA é considerado o método mais adequado para a andlise de
grande numero de amostras, com a finalidade de triagem analitica, pela
facilidade de execucéo e rapidez na obtencdo dos resultados (BOENKE, 2001).

Para se determinar micotoxinas em alimentos deve-se seguir uma
sequéncia de procedimentos para permitir a extracdo adequada dos
compostos, a partir da amostra homogeneizada, a purificagcdo do extrato, para
a remocdo de substancias interferentes, e finalmente, a concentracdo do
extrato final, com o intuito de diminuir o limite de quantificacdo das toxinas
(TDRI, 1984). As citadas etapas devem ser efetuadas cuidadosamente, a fim
de se obter uma eficiéncia adequada na fase final de identificacdo e
quantificacdo das toxinas (JAIMEZ, et al., 2000). E recomendado, também,
fazer a confirmagéo da identidade das toxinas, com o objetivo de se evitar
resultado falso-positivo (SCOTT, 1990).

Para a analise de micotoxinas, a maioria dos métodos cromatograficos
preconiza a extracdo com solventes organicos, como metanol, acetona e

cloroférmio. A purificacdo do extrato pode ser feita através de particdo com
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solventes organicos e/ou cromatografia de coluna (OPAS, 1983). Estas fases
sdo bastante trabalhosas, principalmente em amostras de tecidos e produtos
de origem animal, como ovos, visceras, musculos e leite, pois estes alimentos
sdo produtos de elevada complexidade, compostos por gorduras, acucares,
proteinas, minerais, pigmentos e outros compostos interferentes
(STUBBLEFIELD & VAN EGMOND, 1989). Além do que, as quantidades de
toxinas presentes nestes produtos sdo extremamente baixas, dificultando a
obtencdo de um extrato puro constituido apenas pelos residuos de aflatoxinas
(SABINO, 1990).

Para a andlise de micotoxinas em ovos a ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS (AOAC) preconiza a extragdo (em 100 g de amostra
de ovos integral) com solucdo saturada de cloreto de sodio e acetona, cujo
extrato, apos filtracdo, € adicionado de solucdo de acetato de chumbo e
novamente filtrado com auxilio de terra diatomacea. Apdés a remocdo das
gorduras com éter de petrdleo, em funil de separagéo, a toxina é extraida com
cloroformio. A fracdo cloroformica € entdo purificada em coluna contendo
sulfato de sddio anidro e silica gel, completando-se a extracdo com solugéo de
cloroférmio e acetona (9+1). Os eluatos (fluidos que emergem de uma coluna
cromatografica durante a sua eluicdo) sdo recolhidos em um mesmo frasco e
submetidos a concentracdo até a secagem (SCOTT, 1990).

Apés ressuspender o residuo com 100 ni de benzeno-acetonitrila
(98+2), submete-se aliquotas provenientes do extrato a CCD bidimensional,
utilizando-se éter etilico-metanolagua (96+3+1) como fase movel no 1°
desenvolvimento, e acetona-cloroférmio (1+9) no 2°. A confirmagédo da toxina
nos cromatogramas, € normalmente realizada através da derivacdo quimica
com acido trifluoroacético (TFA), para transformacdo da aflatoxina B; em
aflatoxina B2a, que exibe melhor fluorescéncia para ser analisada
(PRZYBYLSKY, 1975).
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1.3 Medidas de controle para micotoxinas

Certamente, o melhor método para se controlar a contaminacdo de
micotoxinas em alimentos € prevenir o crescimento de fungos. E importante
gue seja feito o uso de praticas, como o plantio de variedades resistentes a
contaminacdo por fungos do género Aspergillus, além da protecdo dos gréos
ao ataque de insetos, como carunchos e gorgulhos. Também € essencial que
sejam feitos todos os procedimentos para a diminuicdo da umidade dos graos
colhidos e a armazenagem dentro dos padrdes ideais. Como método
preventivo tém sido utilizados inibidores de crescimento fungico em graos
armazenados (SANTURIO, 1995).

Os métodos para detoxificacdo de micotoxinas em alimentos séo
utilizados quando as medidas preventivas falharam. Tais métodos podem ser
feitos através da remocéo fisica de graos ardidos, remocao de micotoxinas por
solventes polares, degradacdo de micotoxinas por substancias quimicas ou
microrganismos, podendo estes ser efetivos ou ndo, mas certamente de custo
elevado e, na maioria das vezes economicamente inviaveis (SANTURIO,
1995).

Véarias substancias quimicas tém sido testadas e utilizadas como
inibidores de fungos, sendo o principal grupo destes anti-fingicos classificado
como acidos organicos. Neste grupo estdo incluidas substancias de estrutura
simples como o &cido propidnico, acético, sérbico e benzdico e seus sais de
calcio, sodio e potassio. O acido propidnico e seus derivados, 0s propionatos,
sdo eficientes inibidores fungicos, sendo utilizados em ragfes animais
(PASTER, 1979; DIXON & HAMILTON, 1981).

Outro método utilizado para controle de contaminacdo por micotoxinas é
0 uso de materiais inertes na dieta a fim de reduzir a absorcdo das aflatoxinas
pelo trato gastrointestinal dos animais. As substancias adicionadas a racdo sao
argilas de origem vulcanica, como aluminosilicatos e as bentonitas, sendo que
o composto aluminosilicato de sddio e calcio (ASSCA) tem uma alta afinidade
in vitro por aflatoxina B; (SANTURIO, 1995).
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1.3.1 Acidos organicos — mecanismos de ac&o

A maior parte dos microrganismos cresce dentro de um enorme
gradiente de pH. Certos &cidos fracos com baixos valores de pKa, sédo potentes
inibidores do transporte de aminoacidos por parte da célula fungica. O acido
fraco é difundido através da membrana da célula provocando sua ionizacao,
através da transferéncia de protons e acidificando o contetudo celular. A
guantidade de ligacdes dos protons dos acidos na célula determina o grau de
eficiéncia da célula fungica. Esses &cidos através da interferéncia na
permeabilidade da membrana celular do fungo, desarranjam o transporte do
substrato da membrana. Os &cidos organicos insaturados, como o &acido
ascorbico, também sdo capazes de inibir o transporte de elétrons nas
mitocondrias da célula fungica. O acido formico pode inibir de imediato certos
ions de amobnia e aminoacidos, além de bloquear a fosforilacdo oxidativa e
inibir o transporte de elétrons através da membrana. O uso de acidos organicos
inibe o desenvolvimento dos fungos, principalmente quando os graos estiverem
sendo estocados por um periodo superior a 20 dias, sendo que a concentracao
destes acidos a ser colocada nos silos vai depender diretamente do teor de
umidade dos graos armazenados (SANTURIO, 1997).

1.3.2 Adsorventes — mecanismos de acao

O método ideal para detoxificacdo € aquele que além de reduzir as
concentragbes da toxina a niveis seguros, ndo gere produtos de degradacdo
toOxicos aos animais e nem reduza o valor nutritivo dos alimentos tratados.
Poderiam ser usados adsorventes inertes na dieta, com o objetivo de se reduzir
a absorcdo de aflatoxinas pelo trato intestinal dos animais. Os compostos de
aluminosilicato de sodio e calcio (ASSCA) na concentracdo de 0,5% na racao
tém apresentado um resultado significativo na diminuicdo dos efeitos adversos
de aflatoxinas em galinhas, perus e suinos. Diversos experimentos

demonstraram também que a bentonita sédica é um 6timo adsorvente para
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aflatoxinas em frangos de corte, da mesma maneira que as ASSCA
(SANTURIO, 1997).

Quase todas as argilas somente tém cargas negativas, por isso sao
polares. Entre as argilas deste tipo se encontram as montmorilonitas:
esmectitas, bentonitas além das zeolitas. Tendo a aflatoxina uma forte carga
positiva, esta pode ser adsorvida pela argila polar. A capacidade de
intercambio catiénico é dada em miliequivalentes (meq.). A classificacdo basica
das argilas pode ser dividida em caolinitas 0 a 20 meq; as ilitas e cloritas de 20
a 60 meq; e as bentonitas e zeolitas de 60 a 120 ou mais meq. Quanto maior a
capacidade de intercambio catibnico mais substituicbes isomorficas (cargas
negativas). Isto indica que com as argilas de mais de 60 meq. a expanséao
interlaminar € maior porgue se reduz a area de superficie de adsorcédo devido
ao grande deslocamento dos cétions interlaminares que faz com que a
adsorcdo e/ou absorcdo ocorra dentro dos espacos interlaminares e ndo na
superficie da argila (bentonitas e zeolitas). As argilas com pH &cido fazem com
gue a maior parte da adsorcdo se efetue no intestino grosso. Enquanto que
com as argilas com pH alcalino, no intestino delgado, onde se efetua a maior
parte da adsorcdo das micotoxinas, de forma que se capture a micotoxina
antes que chegue a corrente sanguinea. A acidez do intestino delgado e do
estbmago faz com que haja mais cargas positivas (+) que sao induzidas pelo
pH (TAMARES, 2000).

A quimica das argilas nmostra que elas sao totalmente diferentes e que
ndo ha duas iguais. De uma mina para outra mudam suas caracteristicas, por
iSS0 é necessdario assegurar-se de que o produto é proveniente sempre da
mesma mina e que as caracteristicas do produto correspondam ao mesmao.

Ao determinar que tipo de argila se vai utilizar, tem-se que estudar os
trabalhos in vitro e in vivo, pois sdo fundamentais e necessarios, mas também
deve-se ver a quimica da argila para saber se € uma argila polar somente
capaz de adsorver aflatoxina ou uma argila dipolar capaz de adsorver um
amplo espectro de micotoxinas, se é expansivel ou ndo, sua origem, estrutura
e capacidade de intercambio catidnico (TAMARES, 2000).
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Existem adsorventes que séo o resultado de uma formulacdo composta
de glicomananas esterificadas extraidas da parede celular de culturas de
leveduras vivas Saccharomyces cereviseae) cepa 1026. Estudos relataram a
capacidade destes de reduzir significativamente as perdas da producdo (ganho
de peso, peso corporal, eficiéncia alimentar) e do sistema imunitario (producéo
de enzimas e proteinas séricas, produgdo de anticorpos) que ocorrem devido
ao uso de racbes contaminadas com aflatoxinas, quando usados como aditivos
com suplementacdo de 0,05 ou 0,10% (LYONS & JACQUES, 1997). Segundo
SHANE (1999), as glicomanas esterificadas sdo capazes de ligar-se de
maneira eficiente a diversas micotoxinas, como aflatoxina, fumonisina e
zearalenona, sendo que a ligacdo com toxina T-2, ocratoxina e citrinina é
moderada. A inclusédo de 0,05 a 0,10% em racao para aves contaminada de 20

a 200 ng/kg de aflatoxina, € capaz de restaurar o ganho de peso, viabilidade,

producao de ovos e eclodibilidade.

1.4 Efeitos econdmicos em matérias primas para alimentacao animal

O Brasil ocupa posicdo de destaque na avicultura, situando-se como
segundo produtor mundial de carne de frangos SANTURIO, 1996, MOREIRA,
2000). Com os resultados de mais de 2500 analises de micotoxinas realizadas
no laboratério da Universidade Federal de Santa Maria, no periodo de 1987 a
1994, concluiu-se que 25% do milho produzido no Brasil esta contaminado por
aflatoxinas e, desta porcentagem, aproximadamente 15% apresentam niveis de
contaminac&o superiores a 20 my/kg, de acordo com SANTURIO (1996). Existe
uma contaminacdo de grdos muito alta, principalmente por aflatoxinas, sendo
estas o maior problema na América Latina, devido as condicbes ambientais
(temperatura e umidade) serem propicias ao desenvolvimento de fungos do
género Aspergillus. Como o milho esta presente em cerca de 60 % da racéo
para avicultura isto se torna um sério problema, ja que ao se pensar em
alimentos para animais em confinamento, pensa-se primeiramente no milho
(SANTURIO, 1996).
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Estudos realizados em milho que chega as principais regides produtoras de
ovos do estado de Sao Paulo, durante os meses de junho e julho de 1999,
mostraram que 5% deste esta contaminado por aflatoxina B; (ABREU, 2001).

SANTURIO (1996), relata que a F.A.O. calcula que aproximadamente 25%
dos grdos do mundo estdo contaminados por micotoxinas. Estima-se que os
estados do sul do Brasil tenham uma producgéo de 35 a 40% dos grédos com
aflatoxinas. Sabendo-se que os estados do sul produzem cerca de 60% do
milho do pais, tém-se aproximadamente 7 milhdes de toneladas de grédos com
aflatoxinas e, desse total 15% possuem niveis de contaminag¢do acima de 20
ng/kg, significando cerca de 30% da produgdo nacional. IsSso representa um
total de 1 milhdo e 50 mil toneladas de milho com niveis de contaminacao
acima de 20 ng/kg, cujo efeito sobre aves e suinos é bastante expressivo
(SANTURIO, 1996).

Prejuizos em frangos de corte sdo grandes nas areas onde se observam
problemas com gréos contaminados por micotoxinas, mas normalmente nao se
verifica acentuada mortalidade de aves. As consequéncias das aflatoxinas séo
traduzidas por esses animais na sua producdo de carne e ovos. O Ultimo
registro de mortalidade em larga escala de aves ocorreu em 1970, quando
galinhas poedeiras da Carolina do Norte ingeriram racdo contendo
aproximadamente 50 mg/kg de aflatoxinas (SANTURIO, 1996).

Calcula-se que houve um prejuizo de aproximadamente 100 milhdes de
dolares causados por aflatoxinas, no inicio da década de 70, nos Estados
Unidos. Na América Latina, infelizmente, ndo existem dados seguros sobre 0s
prejuizos causados por aflatoxinas em frangos e galinhas poedeiras, mas
certamente sdo bastante expressivos, ja que o clima é favoravel ao
desenvolvimento de fungos do género Aspergillus (NICHOLS, 1983).

Pequenas quantidades de aflatoxinas para frangos alojados em galpdes
comerciais, aproximadamente 14 ng/kg, jA provocam perdas significativas no
desempenho. Experimentalmente sdo usados niveis de aflatoxinas centenas de
vezes maiores, ja que em uma pesquisa experimental trabalha-se com um
namero bem menor de aves, diminuindo-se os teores de amoénia no ar e a
disputa por espaco fisico e alimento (JONES et al., 1982; DOERR et al., 1983).
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Animais alojados em boxes experimentais, em condicbes de estresse
apresentam diferencas significativas de peso, a partir dos niveis de
contaminacdo de 75 ng/kg de aflatoxinas, enquanto que as aves sob iguais
condicdes mas sem serem submetidas ao estresse somente a partir dos niveis
de 2700 ng/kg de aflatoxinas, é que sdo percebidas diferencas de peso.
Portanto, para causar problemas nos animais, as aflatoxinas e outras
micotoxinas, dependem da qualidade de vida do animal (niveis alimentares e
de estresse) ou seja, quanto maior 0 estresse menores quantidades de
micotoxinas sdo necessarias para causar problemas organicos (DOERR et al.,
1983).

1.5 Efeitos em animais

1.5.1 Aflatoxinas

A ocorréncia de micotoxicoses nos animais de criacdo, e dentre elas as
aflatoxicoses, é um reflexo do sistema produtivo adotado atualmente pelos
produtores. Quanto mais avancado for, em maior quantidade se fara a
utiizacdo de alimentos concentrados, formulados & base de grdos, o que
amplia a possibilidade de intoxicacdo por micotoxinas (HYGINO DA CRUZ,
1996; MOREIRA, 2000).

As aflatoxinas tém uma ampla distribuicdo entre os produtos agricolas,
representando portanto um sério risco a saude humana e animal. Dependendo
da sua concentracdo podem produzir nos animais efeitos agudos apresentando
sintomatologia clinica e/ou alteracdes patolégicas caracteristicas, efeitos
cronicos, onde a identificacdo dos sintomas € mais dificil, porque nao
apresenta um quadro sintomatolégico tipico, mas evidentes reflexos negativos
na saude animal, com significativas perdas econémicas. Porém os efeitos mais
comumente observados em intoxicacdes por aflatoxinas sdo a diminuicdo da
velocidade do crescimento e eficiéncia alimentar, causados pela reducéo do
metabolismo proteico e absorcdo de gorduras. Esta influéncia negativa sobre a

produtividade animal é devido a interferéncia que as aflatoxinas tém sobre
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diversos sistemas enzimaticos (amilase, pancrease, tripsina, lipase, RNAse,
DNAse), interferindo na digestdo de amidos, proteinas, lipideos e &cidos
nucleicos. Bastante significativo do ponto de vista econdémico, porém menos
evidente, sdo as perdas por intoxicagdes cronicas, tendo como causa baixos
niveis de toxinas na racdo. Mesmo a niveis baixos as aflatoxinas interferem na
resposta imune, 0 que torna 0S animais mais susceptiveis as doencas
infecciosas e parasitarias, ocasionando também falhas na resposta as
vacinacdes. Efeitos patolégicos adversos sdo observados nos animais
intoxicados, pois as aflatoxinas causam lesdes em diversos sistemas
organicos. Os sais biliares que tém a funcdo de atuar como redutores da
tensdo superficial, possibilitando a atividade das lipases no intestino, tém sua
producéo pelo figado reduzida pela acdo das aflatoxinas. Verificando-se devido
a isso, uma importante reducao na absorcao de gorduras e como consequéncia
uma reducéo no processo de absorcdo de vitaminas lipossoltveis. Ocorre uma
reducdo na funcdo de detoxificacdo de toxinas e drogas, exercida pelo figado.
Provoca uma consideravel reducdo na producdo de proteinas plasmaticas,
influindo sobre a produgdo de hemoglobinas, sobre o mecanismo de
coagulacao sanguinea e sobre a sintese de importantes sistemas enzimaticos
gue, associado ao aumento da fragilidade capilar, provoca hemorragias
generalizadas. Como principais sinais clinicos verificados em animais
intoxicados por aflatoxinas tem-se anorexia, reducdo do ganho de peso, da
producdo de ovos e leite, hemorragias, ma qualidade de carcacas,
embriotoxicidade e teratogenia (Tabela 2). (HYGINO DA CRUZ, 1996;
MOREIRA, 2000).
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Tabela 2. Lesdes e sintomas causados pelas aflatoxinas nos diversos sistemas

organicos.

Sistema/Tecido Lesbes/Sintomas

Diarréia, hemorragia intestinal, necrose
Gastrointestinal e fibrose hepatica, proliferacéo de ductos
biliares, cancer hepatico
Cutaneo Ictericia

Imunoldgico Reducéo na producéo de imunoglobinas

Aumento da fragilidade vascular com

Cardiovascular hemorragias em diversos 6rgaos
Reprodutor Embriotoxidez e teratogenia
Enddcrino Aumento e necrose das adrenais

Fonte: HYGINO DA CRUZ (1996).

1.5.1.1 Aflatoxicose aguda

A sensibilidade as aflatoxinas varia bastante entre as espécies animais
e, mesmo dentro de uma mesma espécie varia conforme a dose administrada e
de acordo com a idade, sexo, raca, entre varios fatores (TDRI, 1984;
SCUSSEL, 1998). A aflatoxicose aguda caracteriza-se pelos sintomas de
diminuicdo do crescimento, desordem na atividade gastrointestinal e morte, que
ocorre com o0 aparecimento dos sintomas neurologicos de convulsdo e
paralisia, ocorrendo também hemorragias multiplas (SCUSSEL, 1998). O
figado é o principal 6rgdo afetado, com lesdes decorrentes da necrose
hemorragica, congestdo centrolobular, proliferacdo das células dos ductos
biliares e infiltracdo gordurosa dos hepatdcitos (ESPADA et al., 1992). Na
Tabela 3 sdo relacionados os valores da dose letal média (DLsg), apés a
inoculacdo de uma uUnica dose de Aflatoxina Bi, em diferentes espécies

animais.
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Tabela 3. DLsp apds a inoculacdo de uma Unica dose de aflatoxina B, em

diferentes espécies animais.

Espécie DLso (mg/kg de peso corporal)
Patinho de 1 dia 0,33-0,59
Truta 0,50-1,00
Coelho 0,30

Gato 0,55

Porco 0,62 -2,00
Céo 0,50-1,00
Porco da india 1,40 — 2,00
Ovelha 1,00 -2,00
Rato (macho) 7,00

Rato (fémea) 18,00
Camundongo 9,00
Hamster 10,20
Macaco 2,20
Galinha 6,00 — 16,00

Fonte: SCUSSEL (1998).

De acordo com CHANG & HAMILTON (1982), a dose letal média (DLsp)
para codornas com 4 semanas de idade, € de aproximadamente 19,5 mg/kg de
peso corpéreo (p.c.), apos a ingestao de uma uUnica dose de aflatoxinas. Este
valor é proximo da DLso estabelecida para galinhas poedeiras e mostrado na
Tabela 3 (6,0 a 16,0 mg/kg p.c.). Embora, SANTURIO (1996) considera que a
DLso para frangos de corte e poedeiras varia de 2,0 a 6,3 mg/kg e para suinos
a DLsp € de 0,6 mg/kg.

Espécies animais que ndo fram os efeitos das aflatoxinas ainda néo
sdo conhecidas. De uma maneira geral 0s animais jovens apresentam maior
susceptibilidade que os adultos, machos sdo normalmente mais sensiveis,
porém fémeas jovens gravidas tornam-se mais susceptiveis e transferem a
toxina para o feto. Com relacdo as espécies exploradas na avicultura
comercial, a susceptibilidade é maior em patos, seguidos de perus, gansos,
faisbes e frangos (MULLER et al., 1970; SCUSSEL, 1998).

A aflatoxicose aguda tem como caracteristica o fato de observar-se

lesBes agudas no figado, durante a bidpsia. Patos e perus apresentam necrose
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periportal e macacos apresentam necrose que abrange varias areas do figado
com metamorfose gordurosa celular, proliferacdo do epitélio do ducto biliar e
severa hemorragia (SCUSSEL, 1998).

1.5.1.2 Aflatoxicose cronica

Na aflatoxicose cronica, o sinal clinico mais evidente é a diminuicdo da
taxa de crescimento dos animais jovens (LEESON et al., 1995). A doenca
origina-se a partir da ingestdo de alimentos contaminados com baixos niveis de
aflatoxinas por um longo periodo de tempo, podendo a exposicdo ao agente
contaminante ser continua ou intermitente. O figado torna-se hiperplasico e
extremamente cirrético, seguido de fibrose progressiva e tumor, apresentando
como caracteristica microscépica a presenca de células do parénquima
aumentadas, envolvidas por uma espessa massa de ductos biliares. Observa-
se o efeito carcinogénico, havendo formacédo comprovada de tumores de figado
em diversos animais (SCUSSEL, 1998). E dificil diagnosticar em condicdes de
campo 0s sintomas de intoxicacdo da aflatoxicose cronica, embora seja a
principal maneira de intoxicagdo dos animais, provocando perdas significativas
de produtividade (PIER, 1992).

Um dos mais importantes efeitos da aflatoxicose crbnica nos animais é o
cancer de figado, que tém sido demonstrado em diversos trabalhos,
especialmente em relacdo a aflatoxina B;. Nos animais que sofrem de
aflatoxicose crbnica, a aflatoxina Bi induz a formacdo de carcinoma
hepatocelular (CHC), mesmo que a toxina tenha sido ingerida em quantidades
bastante baixas, motivo pelo qual é considerada um dos mais potentes
hepatocarcin6genos naturais. Mesmo sendo o figado o alvo primario, tem-se
observado o desenvolvimento de tumores em outros 6rgdos, como intestino e
pancreas, em animais que foram alimentados com rac¢des contendo aflatoxinas
(TDRI, 1984; OLIVEIRA, 1994).

Para que ocorra a inducdo de tumores, a quantidade necessaria de
aflatoxina B, ingerida pelos animais varia amplamente entre as espécies, da

mesma maneira como ocorre com relacdo a aflatoxicose aguda. Aves e peixes
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sdo bastante sensiveis e a dose efetiva para que ocorra a inducdo de
carcinoma hepatocelular situa-se entre 10 e 30 ng/kg de aflatoxina B; na dieta.
Entre os roedores a sensibilidade é bastante variavel, os ratos respondem a
niveis de 15 a 1.000 ny/kg de aflatoxina B; na dieta, mas algumas cepas de
camundongos ndo mostraram respostas em doses de até 150.000 ng/kg. As
fémeas tém menor sensibilidade que os machos, na maioria das espécies
estudadas OLIVEIRA, 1994). A Tabela 4 mostra a ampla variagdo de valores

da dose média para a producdo de tumores (DTsp), reunidos por WOGAN,
(1992).

Tabela 4. Valores da dose média para producdo de tumores (DTsp) apds a

ingestédo prolongada de aflatoxina B; na dieta, para véarias espécies

de animais
Espécie DTso (my/kg peso corporal/dia)
Rato Fisher macho 1,3
Rato Fisher fémea 75
Rato Wistar macho 5,8
Rato Wistar fémea 6,9
Rato Porton macho 3,1
Rato Porton fémea 12,5
Camundongo C3H macho >70
Camundongo C57B1 >70
Camundongo Swiss macho >5.300 *
Macaco Rhesus 156,0
Macaco Cynomolgus 848,0

* 0 valor foi baseado ndo na dose efetiva, mas no maior nivel administrado aos
animais, para qual ndo foram observados tumores no figado ou em outros
orgaos.

Fonte: WOGAN (1992).

As aflatoxinas também exercem efeitos sobre o sistema imunitario. Entre
os efeitos de imunosupressdo, demonstrados em aves domésticas e outros
animais de experimentacdo, destacam-se a aplasia do timo e da bursa de
Fabricius, reducdo do numero e da atividade de células T, diminuicdo da

resposta de anticorpos, supressdo da atividade fagocitaria e reducdo de
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componentes humorais, como complemento (C4), interferon e imunoglobulinas
igG e IgA (PESTKA & BONDY, 1990; PIER, 1992). Todas estas alteragcbes
contribuem para a ocorréncia de infeccbes concomitantes, sobretudo por
agentes virais e bacterianos, associados a exposicdo dos animais as ragdes

contaminadas com aflatoxinas.

1.5.2 Zearalenona

Descobriu-se em culturas de Giberella zeae, o estagio sexual do
Fusarium roseum “graminearum” que havia sido isolado do milho embolorado
implicado na etiologia de uma sindrome hiperestrogénica em suinos. Sendo
gue os sintomas de intoxicacdo mais caracteristicos sdo inflamacdes e
deformacdes do Utero (podendo apresentar encolhimento dos ovarios), mamas
e vulva (causando prolapso vaginal e retal) em fémeas puberes, atrofia
testicular, inflamagéo e aumento das mamas em machos jovens; em animais
adultos, promoveram a infertilidade, ninhadas com menor nimero e reducdo no
tamanho dos filhotes (LAZZARI, 1997; SCUSSEL, 1998).

Segundo LARBIER & LECLERCQ (1992), as aves sao bastante
tolerantes a zearalenona, sendo que niveis de 800 ppm ndo afetaram o
crescimento de frangos de corte e perus. Todavia, em pintinhos de linhagem de
postura, esses niveis provocaram o desenvolvimento ovariano precoce, mas
em poedeiras adultas, 800 ppm de zearalenona na ragdo nao alteraram a
postura, peso e fertilidade e tampouco a capacidade reprodutiva dos machos,
embora em ambos os sexos foi observada uma queda nos niveis de colesterol
a partir de 50 ppm na dieta.

Os perus, sdo aparentemente mais sensiveis que as outras aves,
podendo isto ser explicado pelo fato de metabolizarem 100% da zearalenona
em a-zearalenol, enquanto que galinhas tém a tendéncia de produzir
guantidades iguais de a e b-zearalenol. O a-zearalenol €, aproximadamente,

trés vezes mais estrogénico que o b-zearalenol (SMITH & HENDERSON,
1991).
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Os animais susceptiveis a esta toxina sdo 0s suinos, gado de leite,
carneiros, galinhas (cuja toxina provoca perda de peso e producdo de ovos
com cascas mais finas), perus (ocorre reducdo no peso), camundongos,
porquinhos da india e macacos. Os 6rgdos genitais e 0 processo reprodutivo
em suinos, ratos e faisdes, sdo afetados por intoxicacdo por zearalenona nos
niveis de 2.000 ng/kg, que sédo encontrados naturalmente em campos de milho.
Mas, galinhas e bovinos toleram niveis relativamente mais altos desta toxina
SCUSSEL, 1998).

1.6 Micotoxicose no homem

1.6.1 Carcinoma Hepatocelular e Virus da Hepatite B

Em nivel mundial, o carcinoma hepatocelular (CHC), é um dos tipos
mais comuns de cancer, porém apresenta uma grande variagdo geografica, no
que diz respeito a incidéncia, predominando em paises da Africa, Asia e
algumas ilhas do Pacifico PARKIN et al., 1984). Uma maior incidéncia ocorre
em paises como Mocambique, Zimbabwe, Uganda, Tailandia, india, Quénia,
Etiopia, costa sudoeste da China e Taiwan (KEEHN & FRANK STROMBORG,
1991; SCUSSEL, 1998). Incidéncia intermediaria € encontrada em paises
como: Suazilandia e Transkei (Africa do Sul), Jap&o, parte central e sudoeste
da Europa (KEEHN & FRANK STROMBORG, 1991).

As grandes diferencas observadas na incidéncia de carcinoma
hepatocelular (CHC) nos paises sugerem que ocorra o envolvimento de fatores
ambientais na sua etiologia. E dentre os fatores citados, as aflatoxinas e o virus
da hepatite B (HBV), sdo os fatores que apresentam maior importancia
(OLIVEIRA, 1994).

Vérios trabalhos tém relatado a presenca de aflatoxinas no soro
(OLUBUYIDE, 1992) e em bidpsias de figado de pacientes que apresentam
cancer hepético (GARNER et al., 1988). Porém, a hipétese de que a ingestao
de aflatoxinas é um fator de risco para o carcinoma hepatocelular (CHC) no

homem é melhor sustentada por evidéncias experimentais epidemiolégicas.
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Essas evidéncias experimentais sdo derivadas da extrapolacdo para o homem,
dos resultados obtidos em estudos de biotransformacédo, mutagenicidade e
carcinogenicidade em animais e em ensaios in vitro (GORELICK, 1990). As
evidéncias epidemiologicas sédo o resultado de estudos realizados em éareas
geogréficas onde a contaminacdo de alimentos por aflatoxinas e o cancer
hepéatico primario sédo frequentes. Alguns desses trabalhos tém seus resultados
apresentados na Tabela 5, nas quais demonstraram haver estreita associacao
estatistica entre a incidéncia da doenca e o grau de exposicdo as aflatoxinas,
sendo esta associa¢cdo mais evidente em pessoas do sexo masculino (BRUCE,
1990; OLIVEIRA, 2001).

Baseando-se nos estudos disponiveis, a INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER (IARC) em 1987, chegou a conclusdo de que
existia um nuamero suficiente de evidéncias para considerar a aflatoxina B; e a
aflatoxina M;, como pertencentes as classes 1 garcinbgeno humano) e 2B
(provavel carcindgeno), respectivamente. Os outros produtos da
biotransformacdo da aflatoxina B; ainda ndo possuem avaliacao definitiva pela
IARC (ROTHSCHILD, 1992).

Através de anadlise geral dos dados sobre ingestdo de aflatoxinas e
incidéncia do carcinoma hepatocelular, utilizando-se o0 método de GOLD et al.
(1984), este método forneceu, segundo WOGAN (1992), uma dose média para
a producédo de tumores (DTsp) de 132 ng/kg peso corporal/dia. O valor da DTsg
encontrado esta proximo ao valor da DTsp encontrado em algumas espécies de
primatas, mas é bastante superior ao das espécies mais sensiveis de roedores,

conforme ilustrado na Tabela 4.
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Tabela 5. Relacdo entre a ingestdo de aflatoxina Bi e a incidéncia de

carcinoma hepatocelular, nos paises da Africa e Asia.

Ingestédo de AFB; Incidéncia do CHC

Pais (ng/kg p.c/dia) (por 1000.000/ano)
Tailandia 6,50 2,00
61,00 6,00
3,50 1,20
Quénia 5,90 2,50
10,00 4,00
20,30 5,90
38,60 5,00
77,70 12,10
Mocambique 86,90 9,00
87,70 15,50
131,40 17,70
183,70 14,00
11,40 5,70
14,30 2,90
18,60 6,10
32,90 11,10
38,60 5,70
Suazilandia 40,00 9,20
(Africa do Sul) 42,90 19,60
72,90 23,70
127,10 22,40
158,60 24,90
21,00 175,40
Republica Po- 157,00 182,20
pular da China 1232,00 288,50
3545,00 613,50
5,10 5,30
Transkei 18,00 3,20
(Africa do Sul) 19,60 9,00
23,20 10,30

Fonte: OLIVEIRA (1994).

Embora os dados apresentados na Tabela 5, sejam bastante objetivos,
ndo podemos afirmar que exista uma caracterizacdo completa da relacdo dose-
resposta para as aflatoxinas no homem. Isto deve-se ao fato de que nos
estudos epidemioldgicos, o0 grau de exposicdo ndo apresenta preciséo, ja que
foi estimado a partir de niveis de contaminacdo de aflatoxina B; na dieta das
populacdes, e ndo na dose realmente ingerida individualmente, como ocorre
nos animais submetidos a experimentos cientificos (OLIVEIRA, 1994).

STOLOFF (1987), relata que comprovar cientificamente o envolvimento

das aflatoxinas na etiologia do cancer hepatico em humanos, é dificil, pois em



27

sua grande maioria os estudos epidemioldgicos realizaram-se em areas onde a
infecc@o pelo virus da hepatite B (HBV) € endémica, correlacionado-se com a
incidéncia de carcinoma hepatocelular (CHC).

Sendo o HBV considerado o principal fator de risco para o cancer
hepéatico em algumas populacdes, como Taiwan, estudos promissores neste
pais, demonstraram que existe uma alta incidéncia de CHC em portadores de
HBV (OLIVEIRA, 1994). Em trabalhos de YEH et al.,, (1989) os autores
indicaram também, um efeito sinergistico entre a aflatoxina B; e o virus da
hepatite B, principalmente em pessoas do sexo masculino.

No Brasil, segundo SCUSSEL (2000) em 1996, Santa Catarina foi o
estado da regido sul que apresentou maior nimero de casos confirmados de
hepatite B, correspondendo a valores acima de 58,3%, sendo a hepatite
considerada endémica nessa regido. Em humanos a toxicidade cronica da
aflatoxina B; também € conhecida por causar cirrose, necrose de figado e
cancer, havendo uma estreita relacdo entre aflatoxina B; e o virus da hepatite
B (HVB), com o risco de se desenvolver carcinoma hepatocelular (CHC).

Estando o0 assunto ainda em estudos, a tendéncia entre o0s
pesquisadores é considerar a etiologia do cancer hepatico como decorrente de
varios fatores, havendo um provavel sinergismo entre as aflatoxinas, que
atuariam como iniciadoras do processo cancerigeno , e o HBV que teria um

efeito promotor sobre o crescimento do tumor (OLIVEIRA, 1994).

1.6.2 Sindrome de Reye

As aflatoxinas sdo consideradas como fatores envolvidos na etiologia da
sindrome de Reye, doenca grave que caracteriza-se por encefalopatia aguda e
degeneracdo adiposa das Vvisceras, afetando principalmente criancas e
adolescentes. A doenca caracteriza-se por: a) em um periodo de algumas
horas os primeiros sintomas da doenca podem ser observados; b) segue-se
vomito, baixos niveis de glicose sanguinea, convulsdes e a presenca de
amonia ou seus compostos no sangue; ¢) coma, normalmente terminado em

morte apds um a dois dias do inicio dos sintomas. Apresenta como quadro
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histopatol6gico acumulo de liquido no cérebro e acumulo extensivo de gordura
no figado e outros 6rgdos (OLIVEIRA, 1994; SCUSSEL, 1998).

A intoxicacdo aguda de macacos por aflatoxinas confere sintomas
clinicos e patologicos semelhante aos da sindrome de Reye. Segundo
SCUSSEL (1998), na Tailandia uma criangca morreu com sindrome de Reye
apos ingerir arroz contendo 10.000 ng/kg de aflatoxinas. Os alimentos
tailandeses tém mostrado contaminacdo por aflatoxinas, sendo que a
incidéncia da doenca estd relacionada as variagcbes da dieta, estacdes

climaticas e localizagédo geografica.

1.6.3 Desnutricdo e Kwashiorkor

O Kwashiorkor é uma afeccao organica que causa a morte de milhdes
de criancas nos paises tropicais do 3° mundo, com predominio em paises
africanos. O Kwashiorkor € considerada uma das principais formas de
desnutricdo proteico-caldrica severa (OLIVEIRA, 1994; SCUSSEL, 1998).
Segundo HENDRICKSE (1991), para que ocorra o Kwashiorkor um outro fator
deve estar envolvido, e cita as aflatoxinas como agentes de agressao adicional.
As evidéncias que reforcam esta hipétese, séo: a) as aflatoxinas foram
detectadas com maior frequéncia, em altas concentracbes no soro e urina de
criancas com Kwashiorkor do que em criangas normais; b) no metabolismo das
células, as aflatoxinas determinam desarranjos metabdlicos, bioquimicos,
patologicos e imunoldgicos, bastante semelhantes aos observados na doenca
de Kwashiorkor.

Provavelmente as aflatoxinas ndo devam ser as responsaveis primarias
pelo desenvolvimento da doenga de Kwashiorkor, mas as evidéncias
apresentadas indicam que essas toxinas exercam um papel importante na
etiologia da doenca. Kwashiorkor € uma doenca quase que exclusiva de areas
subtropicais, sendo mais comum nhas estacfes Umidas, coincidindo com o
periodo em que os fungos sdo mais presentes e passiveis de contaminar os

alimentos (SCUSSEL, 1998).
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1.6.4 Excrecdo das toxinas aos produtos de origem animal consumidos pelo

homem.

Em experimentos efetuados com aflatoxinas marcadas com
radiois6topos em varias espécies animais, inclusive aves, demonstraram que a
maior parte das toxinas e seus produtos de biotransformagéo tém sua excre¢éo
em 72 a 96 horas ap0s cessar a exposicdo, considerando que o figado e os
rins retém residuos por mais tempo (STUBBLEFIELD et al., 1983; OBIOCHA et
al., 1986).

Embora podendo ser sintetizadas de maneira ocasional pelos fungos, as
aflatoxinas M; e M, originam-se a partir da biotransformacdo hepatica das
aflatoxinas B, e B, respectivamente, que sdo ingeridas através de alimentos
ou racgOes contaminadas (WOOD, 1991). Esses derivados, bem como as
aflatoxinas B.a, Pi1, Q1 e aflatoxicol (Rp) podem permanecer em diversos
tecidos, principalmente no hepatico e no renal, ou podem ser excretadas
através da urina e o leite (BIEHL & BUCK, 1987). No que diz respeito aos ovos,
a eliminacdo das toxinas, pode ocorrer ndo apenas dos derivados acima,
principalmente de aflatoxina M; e aflatoxicol (Rp), mas também de aflatoxina B;
nao biotransformada (TRUCKSESS et al., 1983). Isto evidencia a existéncia de
riscos a saude humana, que se originam a partir do consumo de produtos de
origem animal contaminados indiretamente pelas referidas toxinas (KUIPER-
GOODMAN, 1991).

Vérios trabalhos tém demonstrado que o acumulo de residuos de
aflatoxina B; nos tecidos animais ocorre principalmente no figado
(TRUCKSESS et al., 1983; OBIOCHA et al., 1986; MICCO et al., 1988). PARK
& POHLAND (1986) estabeleceram as provaveis taxas de conversao de
aflatoxina B; na racdo, para aflatoxina B; e/ou outros metabdlitos residuais em
figados de animais de producéo, expressando os valores de 14.000:1; 800:1 e
1.200:1, para bovinos de corte, suinos e frangos, respectivamente.

Os dados publicados em relacédo a excrecdo de residuos de aflatoxinas
em ovos de galinhas, apresentam valores bastante discrepantes. PARK &
POLAND (1986), obtiveram a taxa de conversdo de 2.200:1 (aflatoxina B; na
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racdo: aflatoxina Bi residual nos ovos), mas em pesquisas de JACOB &
WISEMAN (1974), racdes fornecidas com aflatoxina B; nas concentragdes de
100; 200 e 400 ny/kg, no periodo de 15 dias, tiveram como resposta os niveis
de 0,2 a 3,3 ng/kg da toxina nos ovos.

Por outro lado, LOTZSCH & LEISTNER (1976), alimentaram poedeiras
brancas com toxinas nas concentracfes de 3.000 a 10.000 ng/kg de aflatoxina
B1, por um periodo de 56 dias, e obtiveram niveis detectaveis de residuos nos
ovos de 0,02 a 0,23 ng/kg.

Em experimento realizado por TRUCKSESS et al. (1983), os autores
alimentaram 18 galinhas poedeiras com racdo contaminada por aflatoxina B,
na concentracdo de 8.000 ng/kg, no periodo de 7 dias, e puderam observar
niveis crescentes de aflatoxina B; e aflatoxicol (Rp) nhos ovos até o 4° dia, em
seguida os niveis se estabilizaram até o final do experimento. Foram
encontradas concentracfes de aflatoxina B, nos ovos variando de 0,02 a 0,38
ng/kg, enquanto que os niveis de aflatoxicol (Ro) foram de 0,02 a 0,33 ng/kg.
Os autores ndo encontraram niveis detectaveis de aflatoxina My ou de outros
produtos de biotransformacgéo da aflatoxina B; nas amostras de ovos.

WOLZAK et al. (1985) conduziram experimento com galinhas poedeiras
alimentadas com racédo contendo 3.310 ng/kg de aflatoxina B;, por um periodo
de 28 dias. Os autores puderam observar a excrecdo de residuos de aflatoxina
B;, aflatoxina M; e aflatoxina Bz, nas concentragdes de 0,01 a 0,10 ng/kg; 0,01
a 0,03 ny/kg e 0,02 a 0,11 nyg/kg, respectivamente. Os niveis de aflatoxina B; e
aflatoxina B, foram ligeiramente maiores no albumen, embora ndo foram
observados residuos detectaveis sete dias ap0s a substituicdo da racao
contaminada, por outra livre de aflatoxinas.

Em experimento realizado por OLIVEIRA et al. (2000), foram estudados
durante 60 dias a excrecdo de aflatoxina B, em poedeiras alimentadas com
ragbes contaminadas com 100; 300 e 500 ny/kg, sendo observados niveis
detectaveis da toxina somente nas amostras provenientes do grupo que
recebeu 500 ng/kg. Houve uma variagdo das concentracfes de aflatoxina B;
nos ovos de 0,05 a 0,16 ny/kg, apresentando a média de 0,10 ng/kg,

resultando na taxa de conversdo média de 5.000: 1. Na Tabela 6 podem ser
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observadas as taxas de conversdo obtidas a partir dos dados dos trabalhos

citados.

Tabela 6. Taxas de conversao de aflatoxina B; na ragéo, para aflatoxina B

residual, em ovos de galinhas.

AFB; na Racao Periodo de Taxade Nivel Médio
(moy/kg) Intoxicagdo (dias) Conversdo® Residual Referéncia
100; 200 e 400 10a 15 325 0,72 JACOBSON & WISEMAN (1974)
3.000;5.000 e 10.000" 56 125.000 0,05 LOTZSCH & LEISTNER (1976)
8.000 7 40.000 0,20 TRUCKSESS et al. (1983)
3.310 28 66.200 0,05 WOLZAK et al. (1985)
500° 56 5.000 0,10 OLIVEIRA et al. (2000)

% Nivel médio de AFB; na racéo dividido pelo nivel médio de AFB; residual no produto.
® niveis de 40; 100 e 1.000 ny/kg, utilizados no estudo, ndo originaram residuos detectaveis.
¢ Niveis de 100 e 300 ng/kg, utilizados no estudo, n&o originaram residuos detectaveis.

Os dados referentes a excrecdo de residuos de aflatoxinas em ovos de
codornas, sdo bastante escassos. Em trabalho de BINTVIHOK et al. (1993), os
autores forneceram ragfes para codornas contendo aflatoxina B; nos niveis de
50 a 200 ny/kg, por um periodo de 12 semanas, e observaram a toxina nos
ovos em concentragcbes abaixo de 0,01 ng/kg. Foi utilizado pelos autores, 0
método de imunoensaio (ELISA) para a analise de aflatoxina B; nos ovos, ndo
sendo relatada a ocorréncia de outros metabdlitos da toxina.

OLIVEIRA (2001) realizou estudo com codornas fornecendo racdes
contaminadas por aflatoxina B; nos niveis de 25, 50 e 100 ng/kg durante 168
dias, coletando os ovos para analises nos primeiros 90 dias. O autor observou
a excrecdo de residuos em amostras de todos os grupos alimentados com
aflatoxina Bj, obtendo a conversdo média de 1.875:1 para aflatoxina B1; 579: 1
para aflatoxina M1; 4.583:1 para aflatoxicol (Ro) e 861:1 para Aflatoxina B2a.

Em relacdo a ovos de galinhas para consumo, STOLOFF & TRUCKSESS
(1978) encontraram somente uma amostra contendo 0,06 ng/kg, de um total de
112 amostras coletadas em estabelecimentos comerciais de estados do sul dos
Estados Unidos. O Unico levantamento disponivel efetuado no Brasil, por
FRAGA et al. (1996), de 120 amostras coletadas, foram encontradas duas

amostras de ovos de galinhas contendo os niveis de 2,0 e 5,0 ng/kg de

aflatoxina B1, sendo esses valores considerados bastante elevados.
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Tém-se estudado a excrecdo de aflatoxinas em produtos de origem
animal, com bastante interesse em vacas produtoras de leite, ja que o leite é o
alimento mais vulneravel para a concentracdo dos residuos de aflatoxinas.
OLIVEIRA (2001) relata que em experimentos realizados por KIERMEIER et al.
(1975), os autores observaram que a concentracdo de aflatoxina M no leite
pode ter ampla variagdo de um animal para outro, e mesmo de uma fase de
lactacdo para outra.

No Brasil, os dados referentes a incidéncia de aflatoxina M; no leite séo
escassos. Em pesquisas de SABINO et al. (1989b), onde foram analisadas
amostras de leite coletadas de fazendas do Vale do Paraiba, foi detectado
aflatoxina M; em 18% das amostras, com concentracdo entre 0,10 a 1,68
ng/L, mas em 100 amostras de leite comercial pasteurizado, coletadas no
estado de S&o Paulo, observaram apenas uma amostra positiva, com
concentracdo de 0,20 ng/L. Os autores atribuiram os resultados encontrados
devido a diluicdo da toxina, em decorréncia da mistura do leite contaminado e
sem contaminacgéao, que ocorre durante o beneficiamento pelos laticinios.

Em experimento realizado por SYLOS et al. (1996), foram analisadas 52
amostras de leite pasteurizado em Campinas — SP, sendo encontradas 4
amostras contaminadas entre os niveis de 0,073 a 0,370 ng/L. OLIVEIRA et al.
(1997), analisaram 300 amostras de leite em p6 distribuido pelo programa de
alimentacdo escolar pertencentes ao municipio de S&o Paulo, encontrando
11% de amostras positivas, com concentracdes entre 0,10 a 1,00 ng/L.

De acordo com os trabalhos comentados acima, pode-se observar que a
frequéncia da aflatoxina M; em nossas condicdes € pequena. Porém, o0s
resultado obtidos em pesquisas por PRADO et al. (1999), mostram que a
contaminacdo pode atingir niveis bastante elevados, pois foram observadas
82% de amostras positivas em leite pasteurizado, no estado de Minas Gerais.
Os autores consideraram a alta porcentagem de amostras positivas, como
resultado de técnicas mais sensiveis atualmente disponiveis, utilizadas na
extracdo, purificacdo e quantificacdo da aflatoxina M; em amostras de leite.

Em virtude dos riscos decorrentes da aflatoxina My em leite e derivados,

considerando que esses produtos sdo amplamente consumidos pelo homem,
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principalmente como constituinte basico da alimentacdo infantil, varios paises
estabeleceram limites maximos de tolerancia. Paises membros do Mercado
Comum do Cone Sul, inclusive o Brasil (MERCOSUL, 1994), e os Estados
Unidos (STOLOFF et al., 1991), estabeleceram o limite de 0,5 ng/L para o leite
liquido, ao passo que os paises da Unido Européia estabeleceram o limite de
0,05 ny/L para este produto (CE, 1998).

1.7 Legislagao sobre micotoxinas

1.7.1 Brasil — alimentos para consumo humano

Ministério da Saude: Resolugdo RDC n° 274, da ANVISA, de 15 de
outubro de 2002, publicada no Diario Oficial da Unido, de 16/10/2002:

- Amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado), pasta de
amendoim (pasta de amendoim ou manteiga de amendoim): aflatoxinas
B1+B,+G1+G; = 20ny/kg.

- Milho em grao (inteiro, partido, amassado, moido, farinhas e sémolas):
aflatoxinas B1+B,+G31+G, = 20ng/kg.

- Leite fluido: aflatoxina My = 0,5 ng/L.

- Leite em p0o: aflatoxina M1 = 5,0 ng/L.

Ministério da Agricultura Portaria MAARA n° 183 de 21 de marco de 1996,

publicada no diario Oficial da Unido de 25 de marco de 1996, Secéo |, pagina
4929: aflatoxinas B1+B,+G1+G, = 20ny/kg.

Obs: esta portaria tornou internas as normas do MERCOSUL GMC/RES. N°
56/94.

1.7.1.1 Alimentos para consumo animal: matérias-primas e racoes
Ministério da Agricultura Portaria MA/SNAD/ SFA n° 07, de 09/11/1988,

publicada no Diario Oficial da Unido em 09 de novembro de 1988, Secéo |,
pagina 21.968, 1988:
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Para qualquer matéria-prima utilizada diretamente ou como ingrediente para
racdes destinadas ao consumo animal: aflatoxinas (maximo) = 50 ng/kg.

Obs: O MA ndo especifica quais metabdlitos, mas deduz-se que seja a
somatéria de B1+B,+G;+G,. O limite é valido para todo e qualquer produto, seja

para alimentacédo direta ou como ingrediente para racoes.

1.7.2 Mercosul

Legislacdo comum a todos os integrantes - GMC RES/ n°® 56/94:

- Leite fluido: aflatoxina M; = 0,5 ng/L

- Leite em po aflatoxina M; = 5,0 ng/L

- Milho em gréo: aflatoxinas B1+B»+G;+G, = 20ng/kg.

- Farelo de milho: aflatoxinas B1+B>+G1+G; = 20ng/kg.

- Amendoim em casca e descascado, cru ou torrado: aflatoxinas
B1+B2+G1+G, = 20ng/kg.

- Pastas, cremes e manteiga de amendoim: aflatoxinas B+B,+G1+G; =
20ny/kg.

Fonte: FONSECA (2003).

1.8 Consideragdes sobre a producao de ovos de codornas no Brasil

A codorna domeéstica caracteriza-se pelo tamanho pequeno, sendo
bastante semelhante a codorna selvagem brasileira, porém de menor porte e
com pequenas diferencas. Pertence a familia dos fasianideos (Phasianidae) e
a sub-familia Perdicinae, sendo a menor ave de seu grupo (INSTITUTO
CAMPINEIRO DE ENSINO AGRICOLA, 1985). A criacdo doméstica de
codornas iniciou-se no século Xl, com a introducdo da espécie Coturnix
coturnix coturnix ao Japao e China. Mas, somente a partir de 1910, apds varios
cruzamentos, pesquisadores chineses e japoneses conseguiram obter a
espécie domesticada, a qual recebeu a denominacdo de Coturnix coturnix
japonica (VIEIRA, 1987).
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A producdo de ovos de codornas em grande escala € uma importante
contribuicdo para aumentar a oferta de alimentos de alto valor proteico, tendo
em vista a precocidade e a elevada produtividade apresentada pela espécie. O
consumo diério de racdo € de aproximadamente 26 g/ave, sendo que 0S OVOS
possuem o peso variando entre 10 e 11 g (MURAKAMI, 1991).

A criacdo de codornas de postura no Brasil, concentra-se principalmente
na regido Sudeste, com aproximadamente 70% da producdo nacional,
particularmente no estado de Sdo Paulo. Estima-se em cerca de 6 milhdes, o
namero de aves no pais, com producdo média de 4,8 milhdes de ovos/dia
(REVISTA BRASILEIRA DE AGROPECUARIA, 1999). Porém, esta producéo é
considerada inferior em relacdo ao potencial de mercado estimado para o
produto.

O oconsumo de ovos de codornas € menor do que o de galinhas, mas,
nota-se um grande interesse por parte dos consumidores, devido
possivelmente as qualidades nutricionais do produto. O ovo de codorna é
constituido por 14% de proteinas, 11% de gorduras e 3,2% de minerais,
apresentando elevado teor de fosfolipideos, principalmente a lecitina (REVISTA
BRASILEIRA DE AGROPECUARIA, 1999). As principais maneiras de se
preparar os ovos para a alimentacdo humana, incluem o cozimento para
consumo posterior, especialmente por criancas, ou na forma de aperitivo, bem
como frituras, confeccionado-se omeletes, ou também a utilizacdo do produto
como ingrediente ha composicao de patés e maioneses.

No Brasil, a atividade de producdo de ovos de codornas, tem se
profissionalizado bastante nos Uultimos anos, reforcando a importancia do
estudo dos fatores que afetam a produtividade desta espécie e a qualidade dos
ovos, destacando-se as micotoxinas.

Ainda existem poucos dados disponiveis na literatura sobre as provaveis
taxas de excrecdo de micotoxinas nos ovos de codornas. Por outro lado, os
orgdos de saude ressaltam a necessidade de estudos que avaliem a
transmissdo de residuos de micotoxinas em produtos de origem animal, para
melhor se avaliar a importancia destes alimentos como via de exposicéo
humana as toxinas (KUIPER-GOODMAN, 1999).
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Em funcéo das aflatoxinas serem consideradas um importante agente
carcinogénico, sendo um problema de salde publica, acarretando danos a
saude dos animais, a combinacédo de mais de uma micotoxina poder ocasionar
um sinergismo provocando danos mais acentuados, com consequentes
prejuizos econdémicos, foi desenvolvida esta pesquisa, cujo tema foi tratado em
trés capitulos, 2, 3 e 4 da presente tese:

O capitulo 2, avaliou os parametros zootécnicos, denominado
ALIMENTACAO CONTAMINADA POR MICOTOXINAS SOBRE OS INDICES
DE DESEMPENHO DE CODORNAS JAPONESAS UTILIZANDO-SE
ADSORVENTE, apresenta-se de acordo com as normas para publicagcdo na
revista CIENCIA RURAL. Teve como objetivos avaliar os parametros de
consumo de racdo, porcentagem de postura, peso médio dos ovos, massa de
ovos, conversdo alimentar/massa de ovos, conversdo alimentar/ddzia de ovos,
variacao de peso corporal, aos 28 e 56 dias de experimento.

O capitulo 3, denominado ALIMENTA(;AO CONTAMINADA POR
MICOTOXINAS E SEU EFEITO SOBRE A QUALIDADE DOS OVOS DE
CODORNAS JAPONESAS UTILIZANDO-SE ADSORVENTE, apresenta-se de
acordo com as normas para publicacdo na revista CIENCIA RURAL. Teve
como objetivos avaliar a qualidade dos ovos produzidos aos 28 e 56 dias de
experimento, adotando-se as seguintes variaveis: gravidade especifica,
unidade Haugh, porcentagem de casca e analisar possiveis residuos de
toxinas nos ovos.

O capitulo 4, denominado ALIMENTACAO CONTAMINADA POR
MICOTOXINAS E SEU EFEITO SOBRE CARACTERISTICAS
HISTOPATOLOGICAS DE CODORNAS JAPONESAS UTILIZANDO-SE
ADSORVENTE, apresenta-se de acordo com as normas para publicacdo na
revista CIENCIA RURAL. Teve como objetivos avaliar o peso relativo (g/100g)
e possiveis alteracbes macroscopicas em figado, baco, moela e rins; fazer
andlises histopatolégicas a fim de verificar possiveis lesbes microscopicas

nessas visceras, aos 28 e 56 dias de experimento.
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RESUMO
O trabalho foi desenvolvido nas instalacbes do Setor de Avicultura da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da USP, campus de
Pirassununga — SP, com o objetivo de avaliar os efeitos das micotoxinas sobre
os parametros de desempenho (consumo de racdo, porcentagem de postura,
peso dos ovos, massa dos ovos, CA/massa, CA/dlzia e variacado de peso) e o
efeito protetor do adsorvente, em codornas japonesas em postura recebendo
ragbes contaminadas com micotoxinas e suplementadas com adsorvente. Para
isso foram utilizadas 576 codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), com
15 semanas de idade e distribuidas em 36 gaiolas de &rea util 1,00 m x 0,34 m
x 0,19 m, com quatro compartimentos cada. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado com o esquema fatorial 3x2x2, com trés
niveis de inclusédo de aflatoxinas (0, 1000 e 2000 ny/kg), dois niveis de incluséo
de zearalenona (0 e 2000 ny/kg) e dois niveis de inclusdo de adsorvente (0 e
0,1%), com trés repeticbes de 16 aves em cada parcela. Os parametros foram
avaliados no periodo de 28 e 56 dias, utilizando-se o SAS® (SAS Institute,
2000) e, foi utilizado o teste de Tukey pela ANOVA para comparagao entre as
meédias, adotando-se o nivel de rejeicdo de alfa igual a 0,05. No 1° e 2°
periodos, (28 e 56 dias respectivamente), houve menor consumo de racdo com
2000 ny/kg de aflatoxinas, com 26,48 g e 26,04 g; as menores porcentagens de
postura foram com 2000 ng/kg de aflatoxinas com 81,11% e 76,87%, no 1° e 2°
periodos, respectivamente; para 0 peso dos 0vOos ocorreu sinergismo entre
aflatoxinas e zearalenona, com os menores pesos com 10,49 g e 10,48 g, no 1°
e 2° periodos, respectivamente; para a massa de ovos a adi¢cdo de 2000 nmy/kg
de aflatoxinas resultou em menor massa, com 8,64 e 8,07 g/ave/dia, no 1° e 2°
periodos, respectivamente, sendo que o adsorvente ndo teve efeito sobre a
zearalenona; para a CA/massa ocorreu sinergismo entre aflatoxinas e
zearalenona, com piores resultados nos niveis maximos com 3,38 e 3,47 (g/g),
no 1° e 2° periodos respectivamente, sendo que o adsorvente ndo teve efeito
sobre a zearalenona apresentando na combinacdo os piores resultados (3,05 e

3,17), respectivamente; para a CA/duzia ocorreu sinergismo entre aflatoxinas e
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zearalenona, com piores resultados nos niveis maximos com 0,43 e 0,44 kg/dz,
no 1° e 2° periodos respectivamente, sendo que o adsorvente ndo teve efeito
sobre a zearalenona, apresentando na combinacdo os piores resultados (0,40
e 0,41), respectivamente; para a variagdo de peso, aos 56 dias, 0 grupo
alimentado com 1000 ny/kg de aflatoxinas teve maior perda de peso, perdendo
5,389, ndo diferindo do grupo com 2000 ny/kg de aflatoxinas. O nivel de 2000
ny/kg de aflatoxinas provocou reducdo no consumo de racéo, porcentagem de
postura e massa de ovos, sendo que para a porcentagem de postura o
adsorvente nao teve efeito com o nivel de zearalenona estudado. Para o peso
dos ovos, CA/massa e CA/duzia, ocorreu sinergismo entre aflatoxinas e
zearalenona, potencializando os efeitos toxicos. As aflatoxinas provocaram
perda de peso nas aves e as micotoxinas causaram prejuizos no desempenho

das aves.

Palavras chave: adsorvente, aflatoxinas, codornas, contaminacao, racoes,
zearalenona.
ABSTRACT

The work was developed in the poultry farming department of Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, campus de Pirassununga — SP, with
the objective of evaluating the effects of the mycotoxins on the performance
parameter (feed consumption, laying percentage, egg weight, egg mass, feed
gain/egg mass, feed gain/egg dozen and weight variation) and the protective
effect of the adsorbent, in Japanese quails in laying receiving feed
contaminated with mycotoxins and supplemented with adsorbent. For this work
576 Japanese quails were used (Coturnix coturnix japonica), with 15 weeks of
age and distributed in 36 cages of an area of 1.00 m x 0.34 m x 0.19 m, with
four compartment each. The experimental model used was entirely randomized
with fatorial 3x2x2, with three levels of aflatoxin inclusion (0, 1000 and 2000
ng/kg), two levels of zearalenone inclusion (0 and 2000 ng/kg) and two levels of
adsorbent inclusion (0 and 0.1%), with three replicates of 16 birds in each cage.

The parameters were evaluated on period of 28 and 56 days, through the SASP

(SAS Institute, 2000) and, the test of Tukey was used with ANOVA for
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comparison among the means, being adopted the refusal level of a = 0,05. In

the 1° and 2° periods (28 and 56 days, respectively there was smaller feed
consumption with 2000 ng/kg of aflatoxins, with 26.48 g and 26.04 g,
respectively; the smaller laying percentage were with 2000 ng/kg of aflatoxins,
with 81.11% and 76.87%, in the 1° and 2° periods, respectively; for the eggs
weight synergism between aflatoxins and zearalenone was occurred, with the
smaller weights with 10.49 g and 10.48 g, in the 1° and 2° periods, respectively;
the addition of 2000 ny/kg of aflatoxins resulted in smaller egg mass, with 8.64
and 8.07 g/bird/day, in the 1° and 2° periods, respectively, and the adsorbent
didn't effect on the zearalenone; for the feed gain/ eggmass synergism between
aflatoxins and zearalenone was occurred, with worse results in the maximum
levels with 3.38 and 3.47 (g/g), in the 1° and 2° periods respectively, and the
adsorbent didn't effect on the zearalenone presenting with worse results in the
combination (3.05 and 3.17), respectively; for the feed gain/egg dozen
synergism between aflatoxins and zearalenone was occurred, with worse
results in the maximum levels with 0.43 and 0.44 kg/dz, in the 1° and 2° periods,
respectively and the adsorbent didn't effect on the zaralenone presenting with
worse results in the combination (0.40 and 0.41), respectively; for the weight
variation, on the 56 day, the group fed with 1000 ny/kg of aflatoxins had a
larger weight loss losing 5.38g, not differing estatistically of the group with 2000
ng/kg of aflatoxins. The level of 2000 nyg/kg of aflatoxins provoked reducing in
the feed consumption, laying percentage and egg mass, and for the laying
percentage the adsorbent did'nt have effect with the level studied of
zearalenone. For the egg weight feed gain/egg mass, feed gain/egg dozen it
happened synergism between aflatoxins and zearalenone increasing the
toxicant effect. The aflatoxins provoked weight loss in the birds and the

mycotoxins caused damages on the performance of the birds.

Key words: adsorbent, aflatoxins, contamination, feed, quails, zearalenone.
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INTRODUCAO

As micotoxinas sdo metabdlitos tdxicos secundarios, produzidos por
fungos que contaminam as culturas no campo, no transporte e durante o
armazenamento nos silos. Podem se desenvolver naturalmente nos produtos
alimenticios que sao destinados diretamente para o0 consumo animal ou
humano, sendo capazes de originar uma ampla variedade de efeitos téxicos
em animais vertebrados, afetando sua saude incluindo o homem (OPAS, 1983;
PRADO et al, 1995).

As micotoxinas apresentam, grande estabilidade quimica, permitindo a
sua persisténcia no alimento mesmo ap6s a remocao dos fungos pelos
processos normais de industrializagéo e embalagem (CHU, 1991).

A doenca ou sindrome que resulta da ingestdo de alimentos
contaminados por micotoxinas, denomina-se micotoxicose, podendo esta
causar ao organismo humano ou animal diversos danos no crescimento,
prejudicando o metabolismo do organismo, causando o desenvolvimento de
tumores, podendo inclusive ocasionar a morte em alguns casos
(FITZPATRICK, 1990; SCUSSEL,1998). As micotoxicoses séo caracterizadas
por sindromes difusas, mas com predominancia de lesbes em determinados
orgaos, como figado, rins e sistema nervoso central, dependendo do tipo de
toxina. Ha também, a possibilidade de ocorréncia simultanea de duas ou mais
micotoxinas, podendo ocasionar a potencializacdo de seus efeitos toxicos
sobre o organismo susceptivel (KUBENA et al., 1995; POZZI, 2000).

Apés a descoberta das aflatoxinas, no inicio dos anos 60, o
conhecimento da ciéncia sobre as micotoxinas e seus danos sobre a saude
humana e animal cresceram significativamente. As aflatoxinas sdo produzidas
por fungos do género Aspergillus, espécies A. flavus, A. parasiticus e A. nomius
(MOSS, 1998). Os principais alimentos que tém susceptibilidade ao
desenvolvimento destes fungos sdo amendoim, milho e trigo, que comumente
podem ser utilizados na formulacdo de racbes para a avicultura (LEESON et
al., 1995). O grupo de aflatoxinas compreende as toxinas B, By, Gi, Gy, M; e
M., sendo as duas ultimas encontradas primeiramente no leite, e derivadas de
Bi1e By, (DIENER et al., 1983; LAZZARI, 1997).
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Outro tipo de toxinas de ocorréncia bastante comum s&do as toxinas
produzidas por fungos do género Fusarium, cujos. animais afetados por toxinas
produzidas por esse fungo podem ser intoxicados por varias toxinas como a
zearalenona, fumonisinas, tricotecenos (vomitoxina e T-2, entre outras),
dependendo da temperatura a que for submetido o fungo. Os tricotecenos sao
um grupo de mais de cem micotoxinas produzidas por Fusarium, possuindo
esse nome devido a possuirem estrutura quimica composta de um anel com
esqueleto tetraciclico 12, 13-epoxitricotecenos (LAZZARI, 1997; SANTIN et al.,
2001).

As condicOes predisponentes para que haja a contaminacao dos graos
atacados é a presenca de ferimentos, injurias mecénicas, atague de carunchos
e gorgulhos, além da umidade e temperatura adequadas. As condicdes de
armazenamento inadequadas como locais com pouca ventilagdo e Umidos,
além de favorecerem a contaminacdo, também propiciam o desenvolvimento
dos fungos em produtos ja contaminados (CHU, 1991).

Segundo SHANE (1999) as glicomanas esterificadas sdo extraidas da
parede celular de leveduras vivas (Saccharomyces cereviseae) e atuam como
adsorventes, sendo capazes de ligar-se de maneira eficiente a diversas
micotoxinas, como aflatoxina, fumonisina e zearalenona, embora a ligagdo com
toxina T-2, ocratoxina e citrinina seja moderada. Com uma incluséo de 0,05 a
0,10% em uma racdo para aves contaminada com 20 a 200 ng/kg de
aflatoxina, sdo capazes de restaurar o ganho de peso, viabilidade, producao de
ovos e eclodibilidade.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das micotoxinas sobre os
indices de desempenho (consumo de racdo, porcentagem de postura, peso
dos ovos, massa dos ovos, conversdo alimentar/massa de ovos, conversao
alimentar/duzia de ovos e ganho de peso das aves) e o efeito protetor das
glicomanas esterificadas, para codornas japonesas em postura recebendo

racdes contaminadas com micotoxinas e suplementadas com o adsorvente.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nas instalagbes do setor de Avicultura da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, situado no Campus da
Universidade de S&o Paulo, em Pirassununga — SP. Foram utilizadas 576
codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica), com 15 semanas de idade,
adquiridas da Granja Piloto, no municipio de Sales de Oliveira — SP. As aves
foram alojadas em um mesmo galpdo, composto de 36 gaiolas metalicas
comerciais sobrepostas em trés andares, com as medidas internas de 1,00 x
0,34 x 0,19 m, com quatro compartimentos. Em cada gaiola foram alojadas 16
codornas. As gaiolas possuiam comedouros individuais lineares de chapa
galvanizada e bebedouros tipo niple, sendo 4 por gaiola. Sob as gaiolas era
colocado maravalha para receber as excretas, sendo esta substituida a cada
sete dias.

Apés a pesagem inicial, as aves foram colocadas nas gaiolas e
distribuidas em 12 grupos experimentais com 3 repeticbes em cada grupo,
totalizando 48 aves por grupo. O experimento teve inicio quando as aves
atingiram o pico de producdo, com 15 semanas de idade. As pesagens foram
realizadas no inicio e no término do experimento, apdés 56 dias. No periodo
experimental foram fornecidas 17 horas de luz por dia.

Durante o periodo pré experimental todas as aves, inclusive as do grupo
controle, receberam racéo convencional a base de milho e soja, suplementada
pelo ndcleo para codornas Poli-Macro® produzido pela empresa Poli-Nutri
Alimentos Ltda, sem contaminacado por aflatoxinas, cujos niveis de garantia por
kg do produto e sua composicao basica estdo descritos abaixo da Tabela 1. As
racdes foram formuladas de acordo com as recomendacfes de GARCIA (2001)

para que atender as exigéncias nutricionais de codornas em postura comercial.
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Tabela 1: Composicdo percentual calculada da racdo basal utlizada na

preparacao das dietas experimentais.

Ingrediente Percentual
Milho Moido 52,500
Farelo de Soja 29,500
Calcario Calcitico 6,000
Poli-macro® codornas em producao* 12,000
Total 100,000

Niveis nutricionais calculados

Energia Metabolizavel, Kcal/kg 2.800
Proteina Bruta, % 20,000
Célcio, % 3,500
Fosforo Total, % 0,600
Metionina + Cistina 0,700
Lisina, % 1,100

* Niveis de garantia por kg do nicleo Poli-macro® codornas em
producdo: EM, 2840 Kcal, umidade maxima, 12,50%; proteina
bruta minima, 34%; extrato etéreo minimo, 2,50%; fibra bruta
maxima, 5,00%; matéria mineral maxima, 27%; calcio maximo,
9,00%; fosforo minimo, 2,90%.

" Enriquecimento por kg do produto: Vitamina A, 83.340,00 Ul;
vitamina D3, 25.000,00 UI; vitamina E, 225,00 mg; vitamina K,
12,50 mg; vitamina B1, 16,70mg; vitamina B2, 60,00 mg; vitamina
B6, 25,00 mg; vitamina B12, 125,00 mcg; niacina, 250,00 mg;
pantotenato de calcio, 110,00 mg; &cido félico, 8,34 mg; cloreto de
colina, 5,93 g; metionina, 8,50 g; lisina, 2,40 g; sodio, 10,20 g;
ferro, 667,00 mg; cobre, 60,00 mg; manganés, 600 mg, zinco,
500,00 mg; iodo, 12,50 mg; selénio, 2,00 mg; antioxidante, 840,00
mg.

As solucbes de aflatoxinas utilizadas para contaminacdo das racgoes,
foram adquiridas do Laboratorio de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Esta micotoxina foi produzida
por fermentacdo em arroz, utlizando-se a cepa NRRL 2999 — Aspergillus
parasiticus. A concentracao total de aflatoxinas neste produto foi de 945 mg/kg
de arroz moido. Para a contaminacdo por zearalenona foi utilizado milho

naturalmente contaminado.
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A cada lote de 15 kg da racdo completa, foram adicionadas as toxinas,
nas devidas proporcdes, de forma a se obter na racao final 1000 e 2000 ny/kg
de aflatoxinas. As toxinas foram adicionadas inicialmente ao milho na
proporcao de 1:10, até chegar a 10% da quantidade a ser preparada, ou seja,
1,5 kg, a partir dai a pré-mistura contendo as toxinas foi misturada com os
outros ingredientes da racdo. As racdes contaminadas foram preparadas em
ordem crescente de contaminacéo, sendo que apos o final do preparo, fazia-se
descontaminacdo do misturador, com solugdo de hidroxido de sodio a 10%,
para posterior minuciosa lavagem com detergente alcalino e secagem em
ambiente coberto e arejado por 24 horas.

Para a comprovacdo dos niveis de aflatoxinas nas racdes prontas,
realizou-se andlise em 1 amostra da ragdo preparada contendo aflatoxinas.
Essa amostra foi obtida pela soma de 6 sub-amostras de 300g cada, referentes
a cada preparo de racdo e misturadas em saco plastico, retirando-se 1 kg para
fazer analise. Este procedimento foi realizado para todos os tratamentos. Foi
utilizado o método descrito por SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA (1989) sendo
a quantificacdo efetuada através de cromatografia em camada delgada (CCD)
com comparacdo visual das amostras com padrdes de concentracédo
conhecida.

Para os tratamentos que continham a zearalenona, as racbes foram
preparadas utilizando-se como substrato o milho naturalmente contaminado,
com 3.500 ny/kg de zearalenona. Foi pesquisada a presenca de outras toxinas
como aflatoxinas e T-2, mas foram encontrados apenas tracos.

O adsorvente (glicomanas esterificadas) foi adicionado na dosagem de
0,1%, primeiramente no milho na proporcdo de 1:10 e posteriormente no
misturador com os outros ingredientes, analogamente como foi efetuado com
as toxinas.

As ragdes foram contaminadas de acordo com o descrito na legenda:

T1 (controle), T2 (controle + 0,1% adsorvente), T3 (2000 ug/kg de
zearalenona), T4 (2000 ug/kg zearalenona + 0,1% adsorvente), T5 (1000 ug/kg
aflatoxinas), T6 (1000 ug/kg afla + 0,1% adsorvente), T7 (1000 u/kg aflatoxinas
+ 2000 ug/kg =zearalenona), T8 (1000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg
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zearalenona + 0,1% adsorvente), T9 (2000 ug/kg aflatoxinas), T10 (2000 ug/kg
aflatoxinas + 0,1% adsorvente), T11 (2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg
zearalenona), T12 (2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona + 0,1%
adsorvente).

As andlises de comprovacdo das toxinas nas racdes, foram feitas no
Laboratério de Andlises de Micotoxinas da Fundagdo Universidade do Rio
Grande (RS), sendo que as amostras seguiram via correio devidamente
embaladas e envoltas em papel picado e acondicionadas em caixa de papelao.

As amostras foram quantificadas através da comparacdo com padrées
de aflatoxinas Bi, B,, Gi, G, e zearalenona respectivamente nas concentracoes
22 ng/mL, 2,1ng/mL, 5,36 ng/mL, 4,60 ng/mL e 54,5 ng/mL. Estes foram
cromatografados nas placas em volumes crescentes até cobrirem a faixa de
linearidade de fluorescéncia, sob luz UV longa (354 nm).

O limite de deteccdo do método de analise em racfes € de 0,88 nuy/kg
para aflatoxinas, para zearalenona o limite € de 40 ny/kg; a porcentagem de
recuperacao para aflatoxina B é de 92% e para zearalenona de 94%.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com o esquema fatorial 3x2x2, com trés niveis de incluséo de aflatoxinas (O,
1000 e 2000 ng/kg), dois niveis de inclusdo de zearalenona (0 e 2000 ng/kg) e
dois niveis de inclusdo de adsorvente (0 e 0,1%), com trés repeticbes de 16
aves em cada parcela. Foi considerada como unidade experimental uma gaiola
servida de comedouro individual, na qual foram alojadas 16 aves.

Para analisar os parametros de desempenho foi efetuada a avaliacdo no
periodo de 1 a 28 e de 1 a 56 dias, adotando-se as variaveis: a) o consumo de
racdo, foi obtido semanalmente, dividindo-se a quantidade total de racéo
consumida pelo nimero de aves de cada gaiola; b) a producdo de ovos, foi
obtida semanalmente, dividindo-se o numero de ovos pelo nimero de aves
alojadas (para se obter a porcentagem de postura multiplicava-se o resultado
por 100); c) o peso dos ovos foi obtido diariamente em cada unidade
experimental; d) a massa de ovos foi calculada semanalmente pela formula:
(peso médio de ovos x n° ovos em 7 dias)/(n° aves x 7 dias); a CA/massa de

ovos foi calculada semanalmente pela formula: (g de racdo consumida)/(g de
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ovos produzidos); e) a CA/duzia de ovos foi calculada semanalmente pela
formula: (kg de racdo consumida)(n® de dazias de ovos); f) a variacdo de peso
foi calculada aos 56 dias, subtraindo-se o valor do peso final do peso inicial.

A anadlise estatistica dos resultados foi realizada em conformidade com
os procedimentos estabelecidos na General Linear Model do SAS% (SAS
Institute, 2000), para que fosse feita a observacdo de diferencas
estatisticamente significantes entre as médias das variaveis estudadas nos
diversos tratamentos. Para a comparacdo entre os pares de médias, foi
utilizado o teste de Tukey pela ANOVA, sendo adotado como nivel de rejeicéo,
alfaigual a 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As temperaturas médias no galpdo variaram entre 20 a 28°C, e a
umidade relativa média de 64 a 96% ou seja, dentro da faixa de conforto
térmico para codornas de postura (VIEIRA, 1987).

Os resultados médios para os parametros de desempenho do
experimento com codornas japonesas em postura nos periodos de 1 a 28 dias
(1° periodo) e de 1 a 56 dias (2° periodo) sdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.
Os desdobramentos das interac6es sao apresentados nas Tabelas 4, 5,6 e 7.

Houve diferenca estatisticamente significante para consumo de racéo,
porcentagem de postura e massa de ovos, com menores valores, nos dois
periodos do experimento, somente para o grupo alimentado com 2000 ng/kg de
aflatoxinas. Esses resultados concordam com os observados por JOHRI et al.
(1990) que estudaram a contaminacao por aflatoxinas nos niveis de 0,0 a 750
ng/kg, e concluiram que para niveis acima de 200 ng/kg, houve menor
consumo de racdo e, para niveis acima de 500 ng/kg também houve menor
porcentagem de postura. Em trabalho de SAWHNEY et al. (1973) foi fornecida
2000; 4000 e 6000 ng/kg de aflatoxinas para codornas, os autores também
observaram diminuicdo significativa no consumo em relagcdo ao grupo controle.
Em estudo de OLIVEIRA (2001) com baixos niveis de aflatoxinas em codornas,
durante seis periodos de postura, foi observado menor consumo a partir dos
niveis de 50 ng/kg. Em estudo com frangos de corte de ARAVIND et al. (2003),
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aves alimentadas com dieta naturalmente contaminada (168 ng/kg de
aflatoxinas, 8,4 ny/kg de ocratoxinas, 54 ng/kg de zearalenona e 32 ny/kg de
toxina T2), tiveram uma reducdo estatisticamente significante (P < 0,05), em
relacdo ao controle; mas quando foi adicionada a essa dieta 0,05% de
glicomanas esterificadas, o consumo de racao nédo diferiu estatisticamente em
relacdo ao grupo controle. Diferentemente do que foi encontrado neste
trabalho, na qual teve diferenca significativa no consumo somente 0 grupos que
receberam aflatoxinas sem adicdo de adsorvente. Em experimento de
BINTVIHOK et al. (1993) os autores observaram reducdo na porcentagem de

postura em niveis de aflatoxinas acima de 50 ng/kg.

Tabela 2. Resultados médios de desempenho de codornas no periodo de 28
dias (1° periodo) segundo os niveis de inclusdo de aflatoxinas,

zearalenona e adsorvente na racgéo.

Variaveis *
CR.,g PO, % Peso,g Massa,g CA/massa CA/duzia

Aflatoxinas (ug/kq)

0 27,49 a 89,79 a 11,42 10,24 a 2,69 0,37
1000 27,52a 89,20a 10,92 9,74 a 2,84 0,37
2000 26,48b 81,11b 10,64 8,64 b 3,13 0,40
Zearalenona (ug/kq)

0 27,13 88,51 11,09 9,82 2,78 0,37
2000 27,20 84,90 10,89 9,26 2,99 0,39
Adsorvente (%)

0 27,25 86,46 10,97 9,49 2,90 0,38
0,1 27,08 86,95 11,01 9,59 2,88 0,38
CV (%) 2,93 5,68 1,49 5,83 6,49 6,65

* Consumo de racdo (CR), porcentagem de postura (PO), peso dos ovos (Peso), massa de
ovos (Massa), conversdo alimentar por massa de ovos (CA/massa) e por dizia de ovos
(CA/dazia);

4 b Médias na coluna dentro de cada fator seguidas de letras diferentes, diferem entre si (P <
0,05).
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Tabela 3. Resultados médios de desempenho de codornas no periodo de 56
dias (2° periodo) segundo os niveis de inclusdo de aflatoxinas,

zearalenona e adsorvente na racao.

Variaveis *
CR,g PO, % Peso, g Massa, g CA/massa CA/duzia PC, g

Aflatoxinas (ua/kq)

0 2792 a 87,03a 11,39 9,91 a 2,84 0,39 -1,73 a
1000 27,20 a 84,85a 10,75 9,13 b 3,01 0,39 -5,38 b
2000 26,04b 76,87 b 10,49 8,07 c 3,29 0,41 -3,61b
Zearalenona (ug/kq)

0 26,94 83,75 10,92 9,17 2,99 0,39 -4,09
2000 27,17 82,08 10,84 8,91 3,11 0,40 -3,06
Adsorvente (%)

0 27,04 82,08 10,87 8,94 3,07 0,40 -4,00
0,1 27,07 83,75 10,89 9,14 3,02 0,39 -3,15
CV (%) 3,32 6,48 1,30 6,65 6,59 6,03 3,90

* Consumo de racdo (CR), porcentagem de postura (PO), peso dos ovos (Peso), massa de
ovos (Massa), conversdo alimentar por massa de ovos (CA/massa), por duzia (CA/duzia) e
variacdo de peso corporal (PC) das aves;

% ® médias na coluna dentro de cada fator seguidas de letras diferentes, diferem entre si
(P < 0,05).

Houve diferenca estatisticamente significante para a variacdo de peso,
mensurada no 2° periodo, cuja perda de peso foi maior nos tratamentos que
receberam aflatoxinas. Esses resultados de perda de peso devido as
micotoxinas concordam com experimento de ARAVIND et al. (2003) com
frangos de corte recebendo dieta naturalmente contaminada (168 ny/kg de
aflatoxinas, 8,4 ny/kg de ocratoxinas, 54 ng/kg de zearalenona e 32 ny/kg de
toxina T-2) sem adsorvente, o0s autores observaram uma reducgdo significativa
no peso (9,52%), em relacdo ao controle. Neste presente trabalho, pode-se
constatar que a perda de peso ocorreu devido as aflatoxinas, ja que as demais
variaveis nao tiveram diferenca estatisticamente significante. DOERR &
OTTINGER (1980) observaram perdas de peso significativas devido as
aflatoxinas, em codornas alimentadas com dietas contendo 5000 nyg/kg de
aflatoxinas, mas nenhum efeito adverso foi observado nas aves que receberam
niveis de 1250 e 2500 ng/kg. Em experimento realizado por HYGINO DA CRUZ
(1996) o autor observou que um dos sinais clinicos observados em animais

apos a ingestao de dietas contaminadas com aflatoxinas é a reducé&o no ganho
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de peso. Os resultados de variacdo de peso podem ser observados na Tabela
3.

No desdobramento da interacdo entre aflatoxinas e zearalenona, para o
peso dos ovos, comparando-se os hiveis de aflatoxinas (0, 1000 e 2000 ny/kg)
sem zearalenona, o peso foi estatisticamente menor no 1° periodo, somente
com o nivel de 2000 ng/kg de aflatoxinas e, no 2° periodo a partir de 1000
ng/kg. Na comparacdo entre os niveis de aflatoxinas com 2000 ny/kg de
zearalenona, o peso foi estatisticamente menor a partir de 1000 ny/kg de
aflatoxinas, para ambos os periodos. Na comparacdo entre niveis de
zearalenona (0 e 2000 ng/kg) sem aflatoxinas, o peso foi estatisticamente
menor no 2° periodo, quando combinado com 2000 ng/kg de zearalenona. Na
combinacdo de 2000 ny/kg de zearalenona com 1000 ng/kg de aflatoxinas, o
peso foi estatisticamente menor em ambos os periodos. Porém, na combinacéo
de 2000 ng/kg de zearalenona com 2000 ng/kg de aflatoxinas o peso foi
estatisticamente menor somente no 1° periodo.

No desdobramento da interacdo entre aflatoxinas e zearalenona, para a
CA/massa e CA/dazia (kg/dz), os resultados foram os mesmos para ambos 0s
periodos. Comparando-se os niveis de aflatoxinas (0, 1000 e 2000 ng/kg) sem
zearalenona, ndo houve diferenca estatistica. Na comparacdo entre 0s niveis
de aflatoxinas com 2000 ng/kg de zearalenona, pode-se observar valor
estatisticamente pior na combinacdo de 2000 ng/kg de aflatoxinas com 2000
ny/kg de zearalenona. Na comparacao entre niveis de zearalenona (0 e 2000
ng/kg) sem aflatoxinas e com 1000 ng/kg, ndo houve diferenca estatistica.
Porém, na combinacdo de 2000 ny/kg de zearalenona com 2000 ny/kg de
aflatoxinas os valores foram estatisticamente piores.

Em trabalhos de JOHRI et al. (1990) com codornas alimentadas com
racbes contaminadas por aflatoxinas, os autores estudaram a contaminacao
nos niveis de 0,0 a 750 ng/kg, os autores observaram diminuicdo no peso dos
ovos a partir de 200 ng/kg e pior conversao alimentar a partir de 300 ng/kg.
Semelhantemente, SAWHNEY et al. (1973) em estudo com codornas

recebendo racdes com 2000 a 6000 ny/kg de aflatoxinas, observaram
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diminuicéo no peso dos ovos e pior conversao alimentar a partir de 2000 ng/kg.

Em estudo de MIAZZO, et al. (2000) os autores alimentaram frangos de corte
com uma dieta contendo 2500 ng/kg de aflatoxinas, em combinacdo com
zeolita sintética e nao observaram diferencas estatisticas na conversao
alimentar em nenhum dos tratamentos. Os efeitos da combinacdo de
aflatoxinas com zearalenona, como deste presente trabalho, em codornas,
ainda ndo sado relatados na literatura. Os resultados do desdobramento da
interacdo entre aflatoxinas e zearalenona para os dois periodos podem ser

observados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Desdobramento da interacdo entre os niveis de aflatoxinas e

zearalenona para peso dos ovos, CA/massa e CA/dlzia no periodo

de 28 dias (1° periodo).
Niveis de Niveis de aflatoxinas (ug/kg)
Zearalenona (ug/kg) 0 1000 2000 Média
Peso ovos, g
0 11,34aA 11,15a A 10,78 a B 11,09
2000 11,49 a A 10,69b B 10,49bB 10,89
Média 11,42 10,92 10,64
CA/massa
0 2,68aA 2,80aA 2,87bA 2,78
2000 2,71aB 289aB 3,38aA 2,99
Média 2,69 2,84 3,13
CA/duzia
0 0,36 aA 0,37aA 037bA 0,37
2000 0,37aB 0,37aB 0,43aA 0,39
Média 0,37 0,37 0,40
% " Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste F

P < 0.05).
E\’B Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05).
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Tabela 5. Desdobramento da interacdo entre os niveis de aflatoxinas e

zearalenona para peso dos ovos, CA/massa e CA/dlzia no periodo

de 56 dias (2° periodo).
Niveis de Niveis de aflatoxinas (ug/kg)
Zearalenona (ug/kg) 0 1000 2000 Média
Peso ovos, g
0 11,29 a A 10,98 a B 10,50aC 10,92
2000 11,49b A 10,53 b B 10,48 a B 10,84
Média 11,39 10,75 10,49
CA/massa
0 2,89aA 295aA 312b A 2,99
2000 2,79aB 3,08aB 347 aA 3,11
Média 2,84 3,01 3,29
CA/duzia
0 0,39aA 0,39aA 039bA 0,39
2000 0,39aB 0,39aB 0,44 a A 0,40
Média 0,39 0,39 0,41
% " Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste F

P < 0.05).
E\’B Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05).

No desdobramento da interacdo entre zearalenona e adsorvente, para a
porcentagem de postura, comparando-se 0s niveis de zearalenona (0 e 2000
ng/kg) sem adsorvente, ndo houve diferenca estatistica, em ambos o0s
periodos. Na comparacdo entre os niveis de zearalenona com 0,1% de
adsorvente, para ambos os periodos, a porcentagem de postura foi menor no
grupo alimentado com 2000 ng/kg de zearalenona. Na comparacdo entre niveis
de adsorvente (0 e 0,1%) sem zearalenona, a porcentagem de postura foi
estatisticamente maior no tratamento com 0,1% de adsorvente, para ambos 0s
periodos. Na comparacéo entre niveis de adsorvente com 2000 ng/kg de
zearalenona, a porcentagem de postura foi estatisticamente maior no
tratamento sem adsorvente, para o primeiro periodo e, sem diferenca
estatistica para o segundo periodo.

No desdobramento da interagédo entre zearalenona e adsorvente, para a
massa de ovos, os resultados foram os mesmos para ambos os periodos.

Comparando-se os niveis de zearalenona (0 e 2000 ng/kg) sem adsorvente,



63

ndo houve diferenca estatistica. Na comparacao entre os niveis de zearalenona
com 0,1% de adsorvente, a massa de ovos foi estatisticamente menor no
tratamento com 2000 ng/kg de zearalenona. Na comparagédo entre niveis de
adsorvente (0 e 0,1%) sem zearalenona, o tratamento suplementado com 0,1%
de adsorvente teve massa de ovos estatisticamente maior. Porém, na
comparagdo entre os niveis de adsorvente com 2000 ng/kg de zearalenona,
nao houve diferenca estatistica.

No desdobramento da interacdo entre zearalenona e adsorvente, para a
CA/massa, comparando-se 0s niveis de zearalenona (0 e 2000 ny/kg) sem
adsorvente, ndo houve diferenca estatistica, em ambos os periodos. Na
comparacdo entre os niveis de zearalenona com 0,1% de adsorvente, para
ambos os periodos, a CA/massa foi estatisticamente pior no tratamento com
2000 ng/kg de zearalenona. Na comparacdo entre niveis de adsorvente (0 e
0,1%) sem zearalenona, ndo houve diferenca estatistica para o 1° periodo e,
para o 2° periodo, o tratamento suplementado com 0,1% de adsorvente teve a
CA/massa estatisticamente melhor. Na comparacgdo entre niveis de adsorvente
com 2000 ny/kg de zearalenona, ndo houve diferenca estatistica para ambos
periodos.

No desdobramento da interagéo entre zearalenona e adsorvente, para a
CA/dazia (kg/dz), os resultados foram os mesmos para ambos os periodos.
Comparando-se os niveis de zearalenona (0 e 2000 ng/kg) sem adsorvente,
nao houve diferenca estatistica. Na comparacéo entre os niveis de zearalenona
com 0,1% de adsorvente, a CA/dz foi estatisticamente pior no tratamento com
2000 ng/kg de zearalenona. Na comparacdo entre niveis de adsorvente (0 e
0,1%) sem zearalenona ou com 2000 ngy/kg, ndo houve diferenca estatistica.
Os resultados do desdobramento da interacdo entre zearalenona e adsorvente

para os dois periodos podem ser observados nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6. Desdobramento da interacdo entre 0s niveis de zearalenona e adsorvente
para porcentagem de postura, massa de ovos, CA/massa e CA/duzia no

periodo de 28 dias (1° periodo).

Niveis de Niveis de zearalenona (ug/kg)
Adsorvente (%) 0 2000 Média
Postura, %
0 85,49 b A 87,42 aA 86,46
0,1 91,52 a A 82,38b B 86,95
Média 88,51 84,90
Massa ovos, g
0 947b A 951laA 9,49
0,1 10,17 a A 9,0laB 9,59
Média 9,82 9,26
CA/massa
0 287aA 293aA 2,90
0,1 270aB 3,05aA 2,88
Média 2,78 2,99
CA/duzia
0 0,38a A 0,38aA 0,38
0,1 0,36 aB 0,40 a A 0,38
Média 0,37 0,39
% Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste
F (P <0,05);

A® Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste F
(P <0,05).
Tabela 7. Desdobramento da interacdo entre os niveis de zearalenona e adsorvente
para porcentagem de postura, massa de ovos, CA/massa e CA/dlzia no

periodo de 56 dias (2° periodo).

Niveis de Niveis de zearalenona (ug/kg)
Adsorvente (%) 0 2000 Média
Postura, %
0 79,99b A 84,17 a A 82,08
0,1 87,51aA 79,99 aB 83,75
Média 83,75 82,08
Massa ovos, g
0 8,76 b A 911aA 8,94
0,1 9,57aA 8,71aB 9,14
Média 9,17 8,91
CA/massa
0 3,09aA 3,05aA 3,07
0,1 2,88b B 3,17aA 3,02
Média 2,99 3,11
CA/dazia
0 0,40 a A 0,40 a A 0,40
0,1 0,38aB 041aA 0,39
Média 0,39 0,40

%P Médias sg\gBuidas de letras minlsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste F
(P < 0,05); "~ Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na coluna, diferem entre si
pelo teste F (P < 0,05).
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CONCLUSOES
O nivel de 2000 ng/kg de aflatoxinas provocou reducdo no consumo de
racao, porcentagem de postura e massa de ovos.

Para a porcentagem de postura o adsorvente nao teve efeito com o nivel

de zearalenona estudado.

Para o peso dos ovos, CA/massa e CA/dlzia, ocorreu sinergismo entre
aflatoxinas e zearalenona, potencializando os efeitos toxicos.

As aflatoxinas provocaram perda de peso nas aves.

As micotoxinas causaram prejuizos no desempenho das aves.
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RESUMO
O trabalho foi desenvolvido nas instalagbes do Setor de Avicultura da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da USP, campus de
Pirassununga — SP, com 0 objetivo de avaliar os efeitos das micotoxinas sobre
os indices de qualidade dos ovos (gravidade especifica, unidade Haugh e
porcentagem de casca), determinar possiveis residuos de micotoxinas nos
ovos, estabelecer possivel taxa de conversdo das toxinas para 0S 0OVOS e
analisar o efeito protetor do adsorvente, em codornas japonesas em postura
recebendo ragbes contaminadas com micotoxinas e suplementadas com
adsorvente. Para isso foram utilizadas 576 codornas japonesas (Coturnix
coturnix japonica), com 15 semanas de idade e distribuidas em 36 gaiolas de
area util 1,00 m x 0,34 m x 0,19 m, com quatro compartimentos cada. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com o
esquema fatorial 3x2x2, com trés niveis de inclusdo de aflatoxinas (0, 1000 e
2000 ng/kg), dois niveis de inclusdo de zearalenona (0 e 2000 ny/kg) e dois
niveis de inclusdo de adsorvente (0 e 0,1%), com trés repeticdes de 16 aves
em cada parcela. Os parametros foram avaliados aos 28 e 56 dias, utilizando-
se o SAS® (SAS Institute, 2000) e, foi utilizado o teste de Tukey pela ANOVA
para comparacdo entre as médias, adotando-se o nivel de rejeicao de alfa igual
a 0,05. O resultado da gravidade especifica foi maior com 2000 ny/kg de
aflatoxinas (1,077), aos 28 dias e sem diferenca estatistica aos 56 dias; a
unidade Haugh foi maior no grupo sem zearalenona (83,60), quando
comparada com 2000 ng/kg de zearalenona, aos 28 dias e, sem diferenca
estatistica aos 56 dias; a porcentagem de casca nao teve diferenca estatistica
aos 28 dias e, aos 56 dias foi estatisticamente maior com 1000 ng/kg de
aflatoxinas + 2000 ng/kg de zearalenona (8,99%), quando comparada com
1000 ny/kg de aflatoxinas e sem zearalenona (8,16%). Estabeleceu-se a taxa
média de conversao de toxinas para os ovos de 402,78 : 1 e 315,16 :1 aos 28 e
56 dias, respectivamente. A gravidade especifica, unidade Haugh e

porcentagem de casca sofreram pouca influéncia das toxinas. Com 1000 ny/kg

de aflatoxinas, as codornas excretaram maior quantidade de toxinas para 0s
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ovos. O adsorvente ndo conseguiu evitar que ocorresse a transferéncia de

residuos de toxinas para 0s ovos.

Palavras chave: adsorvente, aflatoxinas, codornas, qualidade dos ovos,

zearalenona.

ABSTRACT
The work was developed in the poultry farming department of Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, campus de Pirassununga — SP, with
the objective of evaluating the effects of the mycotoxins on the egg quality
indexes (especific gravity, Haugh unit and shell percentage), to determine
possible micotoxin residues in eggs, to establish possible conversion rate of
toxins for the eggs and to analyze the protective effect of the adsorbent, in
Japanese quails in laying receiving feed contaminated with micotoxins and
supplemented with adsorbent. For this work 576 Japanese quails were used
(Coturnix coturnix japonica), with 15 weeks of age and distributed in 36 cages of
an area of 1.00 m x 0.34 m x 0.19 m, with four compartment each. The
experimental model used was entirely randomized with fatorial 3x2x2, with
three levels of aflatoxin inclusion (0, 1000 and 2000 ng/kg), two levels of
zearalenone inclusion (0, and 2000 ng/kg) and two levels of adsorbent inclusion
(0 and 0.1%), with three replicates of 16 birds in each cage. The parameters
were evaluated on the 28 and 56 days, through the SAS® (SAS Institute, 2000)
and, the test of Tukey was used with ANOVA for comparison among the means,
being adopted the refusal level of a = 0,05. The result of especific gravity was
was larger with 2000 ng/kg of aflatoxins (1.077), on the 28 day and without
statistical difference on the 56 day; the Haugh unit was larger in the group
without zearalenone (83.60), when compared with 2000 ng/kg of zearalenone,
on the 28 day and without statistical difference on the 56 day; the shell
percentage didn't differ estatistically on the 28 day and on the 56 day, it was
estatistically larger with 1000 ng/kg of aflatoxins + 2000 ng/kg of zearalenone
(8.99%), when compared with 1000 ng/kg of aflatoxins and without zearalenone

(8.16%); the medium rate of toxins was established for the eggs of 402.78 : 1
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and 315.16 : 1 on the 28 and 56 days, respectively. The especific gravity,
Haugh unit and shell percentage suffered little influence of the toxins. With 1000

ng/kg of aflatoxins, the quails excreted larger amount of toxins for the eggs.

The adsorbent didn't get to avoid the transfer of residues for the eggs.

Key words: adsorbent, aflatoxins, egg quality, quails and zearalenone.

INTRODUCAO

Os metabdlitos toxicos secundarios produzidos pelos fungos séo
chamados de micotoxinas e podem contaminar os graos ainda no campo,
durante o transporte ou em condi¢cdes inadequadas de armazenamento. Em
condicdes favoraveis, podem se desenvolver naturalmente nos alimentos
destinados para o consumo animal ou humano, podendo originar uma ampla
variedade de efeitos toxicos afetando a salde animal e humana. (OPAS, 1983;
PRADO et al, 1995).

Os cereais que fazem parte da dieta das aves séao a principal fonte das
toxinas para os animais, jA que servem de substrato para o crescimento dos
fungos com a consequente producdo de micotoxinas. Mas, nem todo cereal
atacado por fungos esta contaminado por micotoxinas, jA& que a producdo e
concentracdo dessas toxinas € determinada por efeitos combinados das
espécies de fungos presentes, temperatura e da umidade do grdo (SANTIN et
al., 2001).

Em experimentos efetuados com aflatoxinas marcadas com
radiois6topos em varias espécies animais, inclusive aves, demonstraram que a
maior parte das toxinas e seus produtos de biotransformacéo tém sua excrecéo
em 72 a 96 horas ap0s cessar a exposi¢do, considerando que o figado e os
rins retém residuos por mais tempo (STUBBLEFIELD et al., 1983; OBIOCHA et
al., 1986).

Dados publicados em relacdo a excrecdo de residuos de toxinas em
ovos de galinha sé&o bastante discrepantes, necessitando de maiores estudos
com esses animais (PARK & POLAND, 1986).
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Alguns estudos tém sido desenvolvidos no sentido de detectar a
excrecdo de residuos de aflatoxinas em ovos, sendo que os trabalhos
realizados com ovos de codornas sdo bastantes escassos. Estudo realizado
com codornas japonesas por OLIVEIRA (2001), coletando ovos para andlises
dos tratamentos que receberam de 25, 50 e 100 ng/kg de aflatoxina nos
primeiros 90 dias de experimento, o autor observou a excrecao de residuos nas
amostras de todos os grupos que foram alimentados com as toxinas e obteve a
taxa média de conversao de toxinas para os ovos de 1.875:1.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das micotoxinas sobre os
indices de qualidade dos ovos (gravidade especifica, unidade Haugh e
porcentagem de casca), determinar possiveis residuos de micotoxinas nos
ovos, estabelecer possivel taxa de conversdo das toxinas para 0S 0vos e
analisar o efeito protetor das glicomanas esterificadas, em codornas japonesas
em postura recebendo ragdes contaminadas com micotoxinas e suplementadas

com adsorvente.

MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada para os animais, instalacées, preparo e analise
das racdes foi a mesma descrita no Capitulo 2.

Para analisar a qualidade dos ovos produzidos foi efetuada a avaliacdo
em dois periodos (28 e 56 dias), utilizando-se seis ovos por tratamento,
analisando-se tanto qualidade interna quanto externa dos mesmos, adotando-
se as variaveis: a) a gravidade especifica foi obtida através do método de
flutuacao, utilizando-se solugdes salinas com densidade variando entre 1,062 e
1,102 (HAMILTON, 1982); b) através da unidade Haugh, efetuou-se a relacéo
entre a altura do albumen e o peso dos ovos, sendo medida através de
aparelho especifico para esse fim (Ameso, S-6428), e o resultado final foi
obtido através da férmula; UH = 100 x log (A + 7,57 — [1,7 x Peso do ovo®*));
onde A= altura do albumen; c) para que se pudesse estabelecer a
porcentagem do peso da casca em relacdo ao peso total do ovo, 0 peso da

casca foi mensurado apd6s lavagem com agua potavel, retirando-se 0 excesso
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de albumen, e deixando-se secar em temperatura ambiente por 48 horas
(POTTS & WASHBURN, 1974).

Para se efetuar a determinacéo de residuos de micotoxinas nos ovos foi
utilizado o método oficial descrito pela AOAC 978.15 (2000) em cromatografia
em camada delgada (CCD), na qual preconiza a extracdo em 100 g de ovos
integral, com as seguintes modificagoes:

a) Particdo com 30ml de cloroférmio (3 wezes de 10ml) na fase aquosa

em funil de separacéo, agitando trés minutos para cada por¢ao.

b) O desenvolvimento cromatografico foi efetuado com 100mL de
tolueno-acetato de etila-acido formico (5 + 4 + 1).

c) Como confirmacédo foi utilizada a reacdo de derivacdo com acido
trifuoroacético como descrito no método original e aplicado na
mancha da amostra da placa. O desenvolvimento da placa de
confirmacéo foi segundo o sistema de solventes descrito no item b.

As amostras foram quantificadas através da comparacdo com padrdes
de aflatoxinas B, Bz, Gi, G, e zearalenona respectivamente nas concentracoes
22 nmg/mL ; 2,1nmg/mL, 5,36 ng/mL, 4,60 ng/mL e 54,5 ng/mL. Estes foram
cromatografados nas placas em volumes crescentes até cobrirem a faixa de
linearidade de fluorescéncia, sob luz UV longa (354 nm).

O método oficial ndo prevé a determinacdo simultanea de aflatoxinas e
zearalenona em ovos e por isso foram previamente testados os procedimentos
em amostras contaminadas artificialmente que geraram as modificacdes
anteriormente mencionadas.

O limite de deteccdo do método de andlise em ovos é de 1,0 ng/kg para
aflatoxinas, para zearalenona o limite é de 50 ny/kg; a porcentagem de
recuperacao para aflatoxina B; € de 96% e para zearalenona de 90%.

Durante o tempo do experimento, que foi de 56 dias, foram colhidas, no
inicio e a cada 28 dias, 5 ovos em cada repeticdo, totalizando 15 ovos por
tratamento, resultando em média 150 g de ovos, para obter-se uma amostra.
Ressalta-se que para se obter cerca de 100 g de clara + gema, necessita-se
aproximadamente de 15 ovos inteiros. Foram feitas analises em 3 etapas, isto

€, no inicio, aos 28 e 56 dias.
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As amostras foram encaminadas ao Laboratorio de Andlises de
Micotoxinas da Fundacao Universidade do Rio Grande (RS), para que fossem
feitas as devidas analises. As amostras seguiram via correio por Sedex
devidamente acondicionadas em embalagem prépria para ovos de codornas e
depois colocadas em caixa revestida internamente com isopor e papel picado
para amortecer os impactos. Foram enviados o dobro do numero de ovos
necessarios para cada analise como medida de seguranca.

Quando as amostras chegaram ao laboratério, os ovos da mesma
amostra sofreram a homogeneizacdo da clara + gema em um bécker, onde foi
feita a retirada de uma amostra analitica de 100 g.

Os valores de conversdo de aflatoxina B; ingerida, para aflatoxinas
residuais nos ovos, foram obtidos a partir da divisdo dos niveis de aflatoxina B;
na racao (1000 ou 2000 ng/kg) dos grupos experimentais, pelas concentragdes
meédias de residuos encontrados nos ovos durante o experimento para cada
tratamento.

A porcentagem de producdo de ovos sem casca do experimento foi
calculada em dois periodos: de 1 a 28 e de 1 a 56 dias. O célculo foi feito
dividindo-se o numero de ovos sem casca pelo numero total de ovos e
multiplicado por 100 para cada periodo e para cada tratamento em estudo.

O delineamento experimental utilizado foi o mesmo do Capitulo 2,
diferindo apenas por utilizar seis ovos como numero de repeticbes por
tratamento.

A analise estatistica dos resultados foi realizada em conformidade com
os procedimentos estabelecidos na General Linear Model do SAS?® (SAS
Institute, 2000), para que fosse feita a observacdo de diferencas
estatisticamente significantes entre as meédias das variaveis estudadas nos
diversos tratamentos. Para a comparacdo entre os pares de médias, foi
utilizado o teste de Tukey pela ANOVA, sendo adotado como nivel de rejeicao,

alfaigual a 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As temperaturas médias no galpdo variaram entre 20 a 28°C, e a
umidade relativa média de 64 a 96% ou seja, dentro da faixa de conforto
térmico para codornas de postura (VIEIRA, 1987).

Os resultados médios para os parametros de qualidade de ovos do
experimento com codornas japonesas em postura nos periodos de 1 a 28 dias
(1° periodo) e de 1 a 56 dias (2° periodo) sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Para a gravidade especifica, houve diferenca estatisticamente
significante no 1° periodo, com maior valor para o grupo alimentado com 2000
ny/kg de aflatoxinas e maior valor para o grupo alimentado com 2000 ng/kg de
zearalenona. Para o 2° periodo do experimento ndo houve diferenca
estatistica. Normalmente as micotoxinas nao interferem nos parametros de
qualidade de ovos. Em trabalho de WASHBURN et al. (1985), os autores néo
observaram diferencas estatisticas na gravidade especifica de ovos de
galinhas que receberam dietas com 5.000 ng/kg.

Para a unidade Haugh houve diferenga estatisticamente significante no
1° periodo, com maior valor para o grupo alimentado sem zaralenona. Para o
2° periodo do experimento ndo houve diferenca estatistica. Para as aflatoxinas,
neste presente estudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticas para a
unidade Haugh. Entretanto em experimento de SAWHNEY et al. (1973) com
codornas pponesas recebendo alimentacdo contaminada com aflatoxinas nos
niveis de 2000 a 6000 ny/kg, os autores constataram reducdo da altura do
albumen e da gema, além de perda da integridade das estruturas internas do
ovo. Em experimento de OLIVEIRA (2001) o autor ndo encontrou diferencas
estatisticas na unidade Haugh nos ovos das codornas alimentadas com 25, 50
e 100 ny/kg de aflatoxina.

Para a porcentagem de casca, ndo houve diferenca estatistica no 1°

periodo. No 2° periodo houve interacéo entre aflatoxinas e zearalenona.
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Tabela 1. Resultados médios de qualidade de ovos de codornas no periodo de
28 dias (1° periodo) segundo os niveis de inclusdo de aflatoxinas,

zearalenona e adsorvente na racao.

Variaveis *

GE UH CA, %
Aflatoxinas (ug/kq)
0 1,0703 b 81,56 8,04
1000 1,0708 b 82,58 8,15
2000 1,0768 a 82,77 8,33
Zearalenona (ug/kq)
0 1,0709 b 83,60 a 8,07
2000 1,0744 a 81,01 b 8,27
Adsorvente (%)
0 1,0723 82,16 8,14
0,1 1,0730 82,45 8,21
CV (%) 0,6601 6,17 10,75

* Gravidade especifica (GE), Unidade Haugh (UH) e porcentagem de casca (CA);
2P médias na coluna dentro de cada fator seguidas de letras diferentes, diferem
entre si (P < 0,05).

Tabela 2. Resultados meédios de qualidade de ovos de codornas no periodo de
56 dias (2° periodo) segundo os niveis de inclusdo de aflatoxinas,

zearalenona e adsorvente na racéo.

Variaveis

GE UH CA, %
Aflatoxinas (ug/kq)
0 1,0705 83,42 8,48
1000 1,0713 84,06 8,58
2000 1,0730 85,19 8,99
Zearalenona (ug/kg)
0 1,0713 84,45 8,62
2000 1,0719 84,00 8,75
Adsorvente (%)
0 1,0713 83,96 8,73
0,1 1,0719 84,49 8,64
CV (%) 0,5156 4,82 9,77

" Gravidade especifica (GE), Unidade Haugh (UH) e porcentagem de casca (CA);
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No desdobramento da interacdo de aflatoxinas com zearalenona para a
porcentagem de casca, comparando-se os niveis de aflatoxinas (0, 1000 e
2000 ng/kg) sem zearalenona e com 2000 ny/kg, ndo houve diferenca
estatistica. Na comparacdo entre os niveis de zearalenona (0 e 2000 ng/kg)
sem aflatoxinas e com 2000 ny/kg, ndo houve diferenca estatistica. Somente
na comparacao entre os niveis de zearalenona com 1000 ny/kg de aflatoxinas
€ que houve diferenca estatistica, com maior valor para o tratamento que
recebeu 2000 ng/kg de zearalenona. Os resultados deste trabalho para o 2°
periodo do experimento, concordam com os encontrados por WASHBURN et
al. (1985), que alimentaram galinhas com ragdo contendo 5.000 ng/kg de
aflatoxina, obtendo aumento na porcentagem de casca para esse nivel. Em
trabalho de OLIVEIRA (2001) na qual codornas japonesas receberam racgoes
contendo de 0 a 100 ny/kg de aflatoxina, houve aumento na porcentgem de
casca nos ovos das codornas alimentadas com ragdes contendo 50 e 100

ng/kg. Os resultados do desdobramento da interacdo entre aflatoxinas e

zearalenona podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3. Desdobramento da interacdo entre os niveis de aflatoxinas e

zearalenona para porcentagem de casca no periodo de 56 dias (2°

periodo).
Niveis de Niveis de aflatoxinas (ug/kg)
Zearalenona (ug/kg) 0 1000 2000 Média
Casca, %
0 8,75aA 8,16 b A 894aA 8,62
2000 82laA 899aA 9,04aA 8,75
Média 8,48 8,58 8,99

%P Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste
F (P <0.05).

Foram coletados ovos para andlises de micotoxinas, no inicio do
experimento e no 1° e 2° periodos. Na coleta inicial ndo foram encontrados
residuos nos ovos de nenhum dos tratamentos. Os resultados encontrados de
residuos de toxinas em ovos para ambos os periodos podem ser observados

na Tabela 4. Para ambos os periodos foram encontrados residuos de aflatoxina
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B1 nos tratamentos 6, 7, 8 e 10. Para zearalenona foram encontrados apenas
tracos. No que se refere aos resultados para zearalenona expressos como
tracos, € o mais confiavel pois os valores apresentados foram estimados a
partir de inferéncia mas nao apresentam confiabilidade por se encontrarem
abaixo do limite de deteccdo do método para esta micotoxina.

Os dados referentes a excrecdo de residuos de aflatoxinas em ovos de
codornas, sdo bastante escassos. Em trabalho de BINTVIHOK, et al. (1993) os
autores forneceram racfes para codornas contendo aflatoxina B; nos niveis de
50 a 200 ny/kg, por um periodo de 12 semanas, e observaram a toxina nos
ovos em concentragOes abaixo de 0,01 ng/kg. Foi utilizado pelos autores, o
método de imunoensaio (ELISA) para a analise de aflatoxina B; nos ovos, ndo
sendo relatada a ocorréncia de outros metabdlitos da toxina. OLIVEIRA (2001)
realizou estudo com codornas fornecendo racdes contaminadas por aflatoxina
B1 nos niveis de 25, 50 e 100 ny/kg durante 168 dias, coletando os ovos para
analises nos primeiros 90 dias. O autor observou a excrecdo de residuos em
amostras de todos os grupos alimentados com aflatoxina B,

Os dados publicados em relacéo a excrecdo de residuos de aflatoxinas
em ovos de galinhas, apresentam valores bastante discrepantes. PARK &
POLAND (1986) obtiveram a taxa de conversao de 2.200:1 (aflatoxina B; na
racdo: aflatoxina B; residual nos ovos), mas em pesquisas de JACOB &
WISEMAN (1974) racdes fornecidas com aflatoxina B; nas concentracfes de
100, 200 e 400 nmy/kg, no periodo de 15 dias, tiveram como resposta 0s niveis
de 0,2 a 3,3 ny/kg da toxina nos ovos. Por outro lado, LOTZSCH & LEISTNER
(1976) alimentaram poedeiras brancas com toxinas nas concentragbes de
3.000 a 10.000 nmy/kg de aflatoxina Bi, por um periodo de 56 dias, e obtiveram
niveis detectaveis de residuos nos ovos de 0,02 a 0,23 ng/kg. Em experimento
realizado por TRUCKSESS et al. (1983) os autores alimentaram 18 galinhas
poedeiras com racdo contaminada por aflatoxina B; na concentracéo de 8.000
ng/kg, no periodo de 7 dias, sendo encontradas concentragfes de aflatoxina
B; nos ovos variando de 0,02 a 0,38 ng/kg. WOLZAK et al. (1985) conduziram
experimento com galinhas poedeiras alimentadas com ragdo contendo 3.310

ng/kg de aflatoxina By, por um periodo de 28 dias, encontrando residuos de
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aflatoxina Bi1 nas concentracbes de 0,01 a 0,10 ng/kg. Em experimento
realizado por OLIVEIRA et al. (2000) foram estudados durante 60 dias a
excrecado de aflatoxina B; em poedeiras alimentadas com rac6es contaminadas
com 100; 300 e 500 ny/kg, sendo encontrados residuos somente no grupo que
recebeu racdes com 500 ny/kg, variando a concentragao de aflatoxina B; nos

ovos de 0,05 a 0,16 ng/kg, apresentando a média de 0,10 ny/kg.

Tabela 4. Resultados das analises de residuos de micotoxinas em ovos nos
periodos de 1 a 28 e de 1 a 56 dias do experimento com codornas

japonesas em postura.

Tratamento Periodo  AFB; Zeara
(dias)  (ny/kg) (ny/kg)

T6 (1000 ug/kg afla + 0,1% ads) 1a28 3,9

T7 (1000 u/kg afla + 2000 ug/kg zeara) 4,2 Tracos

T8 (1000 ug/kg afla+2000 ug/kg zeara+0,1% ads) 3,9

T10 (2000 ug/kg afla + 0,1% ads) 3,6

T6 (1000 ug/kg afla + 0,1% ads) 1a56 4,3

T7 (1000 u/kg afla + 2000 ug/kg zeara) 4,1 Tragos

T8 (1000 ug/kg afla+2000 ug/kg zeara+0,1% ads) 3,8

T10 (2000 ug/kg afla + 0,1% ads) 52

Aflatoxina B; (AFB;) e Zearalenona (Zeara).

A Tabela 5 apresenta os valores de conversao de aflatoxina B ingerida,
para aflatoxinas residuais nos ovos, obtidos a partir da divisdo dos niveis de
aflatoxina By na racédo (1000 ou 2000 ny/kg) dos grupos experimentais, pelas
concentracbes médias de residuos encontrados nos ovos durante 0
experimento para cada tratamento, de acordo com a Tabela 4. Para 1000 ng/kg
de aflatoxina na racéo tem-se (3,9+4,2+3,9)/3 = 4,0 ny/kg; para 2000 ny/kg de
aflatoxina na racédo tem-se 3,6 ng/kg, para o 1° periodo. Para o 2° periodo, para
1000 ng/kg de aflatoxina na ragéo tem-se (4,3+4,1+3,8)/3 = 4,07 ng/kg; para
2000 ny/kg de aflatoxina na racédo tem-se 5,2 ny/kg. Para as outras aflatoxinas
(B2; Gi1; G2) e zearalenona ndo foram encontrados residuos nos ovos. Os
valores médios da taxa de conversédo residual encontrados neste experimento
foram de 402,78 : 1 e de 315,16 : 1, para o 1° e 2° periodos, respectivamente,
bastante proximo ao encontrado por JACOB & WISEMAN (1974) para ovos de
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galinhas (325 : 1). Porém inferior ao encontrado por OLIVEIRA (2001) em ovos
de codornas (1.875 : 1). No entanto, a taxa encontrada para codornas se
mostrou bastante inferior aos valores reportados em outros trabalhos efetuados
para ovos de galinhas, tais como o de LOTZSCH & LEISTNER (1976)
TRUCKSESS et al. (1983) e WOLZAC et al. (1985), cujas taxas de conversao
foram 125.000 : 1; 40.000 : 1; e 66.200 : 1, respectivamente. PARK &
POHLAND (1986) e OLIVEIRA et al. (2000), em ovos de galinhas, também
encontraram niveis superiores a este experimento com codornas (2.200 : 1 e
5.000 : 1), respectivamente. A comparagdo com estes dados indica que 0s
ovos de codornas sdo mais susceptiveis de conter residuos de aflatoxina B,
em relagdo aos ovos de galinhas, nos niveis estudados administrando-se a
toxina através da racdo. Por este experimento pode-se perceber que o nivel de
1000 ng/kg de aflatoxinas apresentou menor taxa de conversdo em ambos
periodos do experimento, com 250,00 : 1 e 245,70 : 1, para o 1° e 2° periodos,
respectivamente, quando comparado com o nivel de 2000 ng/kg de aflatoxinas,
gue apresentou as taxas de 555,56 : 1 e 384,62 : 1, para 0 1° e 2° periodos,

respectivamente. Com o nivel de 1000 ng/kg de aflatoxinas as codornas

excretaram maior quantidade de toxina para 0S ovos.

Tabela 5. Valores da taxa de conversdo de residuos de aflatoxina B; nas
amostras de ovos de acordo com o nivel de aflatoxinas na racao
para o periodo de 1 a 28 e de 1 a 56 dias do experimento com

codornas em postura.

AFs ovos (Valor:1) °

Periodo Aflatoxina B1 AFB1 Zeara
(dias) na racdo (ug/kg) (ug/kg) (ugr/kg)
1a28 1000 250,00 Tracgos
2000 555,56 Nd*
Média 402,78
lab6 1000 245,70 Tragos
2000 384,62 Nd
Média 315,16

Aflatoxinas (AFs), aflatoxinas B, (AFB;), Zeara (zearalenona);

% Valores se referem & concentracdo de aflatoxinas na racéo dividido pelas concentracdes
médias das aflatoxinas respectivas nos ovos, descritos na Tabela 4.

*Nao detectado (Nd).
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De acordo com a taxa média de conversdo encontrada pode-se calcular
aproximadamente quantos ovos seriam necessarios para colocar em risco a
saude do homem. Aproximando-se a taxa de conversdo de 402,78 : 1 para 400
: 1, encontrada no 1° periodo, tem-se uma relacdo estabelecendo que para
cada 400 ny/kg de contaminacdo por aflatoxinas na racdo tem-se 1 ng/kg de
aflatoxina residual no ovo. Supondo-se que as codornas fossem alimentadas
com uma racdo contaminada por 2000 ng/kg de aflatoxinas, seriam
necessarios apenas quatro ovos para que se atingisse o limite maximo
permitido pela legislacdo vigente para alimentos para consumo humano que €
de 20 ng/kg de aflatoxina B;. Acima desse limite a saude do homem ja pode
ser prejudicada. Analogamente para o 2° periodo aproximando-se a taxa de
conversdao média encontrada de 315,16 : 1 para 300 : 1, necessitaria-se
alimentar as codornas com 1.500 ng/kg de aflatoxinas para que, ao se ingerir
guatro ovos ja se atingisse o limite de seguranca de consumo humano para
aflatoxinas (FONSECA, 2003).

A porcentagem de ovos sem casca foi mensurada em ambos periodos
do experimento. Para o 1° periodo, as menores porcentagens ocorreram nos
tratamentos 2, 6 e 10. E, para o 2° periodo, as menores porcentagens
ocorreram nos tratamentos 4, 6, 8 e 10. De acordo com o0 exposto, pode-se
perceber que justamente nos tratamentos em que se usava adsorvente, em
ambos os periodos, ocorreram as menores porcentagens de ovos sem casca,
podendo-se deduzir que o adsorvente possa ter resultado em efeito benéfico,
para esse parametro. Recomenda-se maiores estudos a respeito dessa
observacéo para que se possa descobrir se as glicomanas esterificadas tém
capacidade de diminuir a porcentagem de ovos sem casca. Esses resultados

podem ser observados na Tabela 6.
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Tabela 6. Porcentagem de ovos sem casca produzidos pelas codornas

japonesas nos periodos de 1 a 28 e de 1 a 56 dias.

Tratamentos 1° Periodo 2° Periodo
Ovos sem casca (%)
T1 (controle) 1,18 1,29
T2 (controle + 0,1% adsorvente) 0,16 1,03
T3 (2000 ug/kg de zearalenona) 0,57 1,03
T4 (2000 ug/kg zearalenona + 0,1% adsorvente) 0,87 0,54
T5 (1000 ug/kg aflatoxinas) 0,69 1,10
T6 (1000 ug/kg aflatoxinas + 0,1% adsorvente) 0,41 0,52
T7 (1000 u/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona) 1,23 1,37
T8 (1000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona + 0,1% adsorvente) 0,85 0,87
T9 (2000 ug/kg aflatoxinas) 1,54 1,59
T10 (2000 ug/kg aflatoxinas + 0,1% adsorvente) 0,33 0,60
T11 (2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona) 2,36 2,44
T12 (2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona + 0,1% adsorvente) 2,01 1,83

1 a 28 dias (1° Periodo), 1 a 56 dias (2° Periodo).

CONCLUSOES
A gravidade especifica, unidade Haugh e porcentagem de casca
sofreram pouca influéncia das toxinas.
Os niveis de micotoxinas utilizados foram suficientes para que ocorresse
a transferéncia de toxinas para 0s ovos, em ambos o0s periodos
estudados.
Com o nivel de 1000 nmy/kg de aflatoxinas as codornas excretaram maior
guantidade de toxinas para 0s ovos.
Foi possivel se estabelecer uma taxa média de conversdo de toxinas
para os ovos de 402,78 : 1 aos 28 dias e de 315,16 : 1 aos 56 dias,
representando um risco potencial ao se ingerir esse alimento
contaminado.
O adsorvente ndo conseguiu evitar que ocorresse a transferéncia de

residuos de toxinas para 0s 0vos.
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RESUMO

O trabalho foi desenvolvido nas instalagcbes do Setor de Avicultura da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, campus de
Pirassununga — SP, com o0s objetivo de avaliar os efeitos das micotoxinas
sobre o0s pesos relativos (g/100g) das visceras (figado, baco, moela e rins),
observar possiveis alteracdes macroscopicas, verificar possiveis alteracoes
histopatologicas e analisar o efeito protetor do adsorvente, em codornas
japonesas em postura recebendo ragdes contaminadas com micotoxinas e
suplementadas com adsorvente. Para isso foram utilizadas 576 codornas
japonesas (Coturnix coturnix japonica), com 15 semanas de idade e
distribuidas em 36 gaiolas de area util 1,00 m x 0,34 m x 0,19 m, com quatro
compartimentos cada. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com o esquema fatorial 3x2x2, com trés niveis de inclusdo de
aflatoxinas (0, 1000 e 2000 ng/kg), dois niveis de inclusdo de zearalenona (0 e
2000 ng/kg) e dois niveis de inclusdo de adsorvente (0 e 0,1%), com trés
repeticdes de 16 aves em cada parcela. Os parametros foram avaliados aos 28
e 56 dias, utilizando-se 0o SAS® (SAS Institute, 2000) e, foi utilizado o teste de
Tukey pela ANOVA para comparacdo entre as médias, adotando-se o nivel de
rejeicdo de alfa igual a 0,05. Para o peso relativo do figado aos 28 dias foi
encontrado peso estatisticamente menor com 0,1% de adsorvente + 1000
ng/kg de aflatoxinas (3,42 g) e na combinacdo com 2000 ny/kg de zearalenona
e 0,1% adsorvente ocorreu o maior peso (4,16), aos 56 dias a adicdo de 2000
ny/kg de aflatoxinas ou 2000 ny/kg de zearalenona (4,66 e 4,46) ocorreram 0S
maiores pesos, respectivamente; para o peso do baco ndo houve diferenca
estatistica em nenhum dos dois periodos de coleta; para a moela 0 maior peso
aos 28 dias, foi com 0,1% de adsorvente (2,26 g) e, aos 56 dias 0 menor peso
foi no grupo sem aflatoxinas e sem zearalenona (1,91g); para os rins aos 28
dias, o menor peso foi com 2000 ng/kg de aflatoxinas (0,17 g) e aos 56 dias, 0
maior peso foi com 2000 ny/kg de aflatoxinas. N&o ocorreram lesdes
histopatoldgicas em bago e moela. As toxinas tiveram efeitos deletérios sobre
as aves, causando megalocitose e proliferacdo das células do ducto biliar. Nos

rins, provocaram hipertrofia das células do tubulo proximal. Ocorreram lesdes
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macroscopicas mais severas aos 56 dias em figados, moelas (erosdes) e rins,
independente do uso de adsorvente. O adsorvente ndo conseguiu evitar a
ocorréncia de lesbes nas visceras.

Palavras chave: adsorvente, aflatoxinas, codornas, peso relativo,
visceras, zearalenona.

ABSTRACT
The work was developed in the poultry farming department of Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, campus de Pirassununga — SP, with
the objective of evaluating the effects of the micotoxins on the relative weights
(9/100g) of the organs (liver, spleen, gizzard and kidneys), to observe possible
macroscopic alterations, to verify possible histopathological alterations and to
analyze the protective effect of the adsorbent, in Japanese quails in laying
receiving feed contaminated with micotoxins and supplemented with adsorbent.
For this work 576 Japanese quails were used (Coturnix coturnix japonica), with
15 weeks of age and distributed in 36 cages of an area of 1.00 m x 0.34 m x
0.19 m, with four compartment each. The experimental model used was
entirely randomized with fatorial 3x2x2, with three levels of aflatoxin inclusion
(0, 1000 and 2000 ng/kg), two levels of zearalenone inclusion (0 and 2000
ng/kg) and two levels of adsorbent inclusion (0 and 0,1%), with three replicates
of 16 birds in each cage. The parameters were evaluated on the 28 and 56
days, through the SAS® (SAS Institute, 2000) and, the test of Tukey was used
with ANOVA for comparison among the means, being adopted the refusal level
of a = 0,05.The result found for the liver relative weight on the 28 day was
smaller statistical weight with 0,1% of adsorvente + 1000 ng/kg of aflatoxins
(3,42 g) and in the combination with 2000 ng/kg of zearalenone and 0,1%
adsorvente occurred the larger weight (4,16), on the 56 day the addition of 2000
ny/kg of aflatoxins or 2000 ng/kg of zearalenone (4,66 and 4,46) occurred the
larger weight, respectively; for the spleen weight there was not statistical
difference in none of the two collection periods; for the gizzard the larger weight
on the 28 day, was with 0,1% of adsorbent (2,26 g) and, on the 56 day the
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smaller weight was in the group without aflatoxins and without zearalenone
(1,919); for the kidneys on the 28 day, the smaller weight was with 2000 ng/kg
of aflatoxins (0,17 g) and on the 56 day, the larger weight was with 2000 ng/kg
of aflatoxins (0,31 g); there were not histopathological lesions in spleen and
gizzard. The toxins had deleterious effects on the birds, causing megalocitosis
and proliferation of the cells of the duct biliar. In the kidneys, they provoked
hipertrofia of the cells of the tibulo proximal. The macroscopic analysis showed
more severe lesions on the 56 day in livers, gizzards (erosions) and kidneys,
independent of the adsorbent use. The adsorbent didn't get to avoid the

occurrence of lesions in the organs.

Key words: adsorbent; aflatoxins, organs, relative weight and zearalenone.

INTRODUGAO

A ocorréncia de micotoxicoses nos animais de criacdo, e dentre elas as
aflatoxicoses, € um reflexo do sistema produtivo adotado atualmente pelos
produtores. Quanto mais avancado for, em maior quantidade se fara a
utilizacdo de alimentos concentrados, formulados a base de grdos, o que
amplia a possibilidade de intoxicacdo por micotoxinas (HYGINO DA CRUZ,
1996; MOREIRA, 2000).

As aflatoxinas tém uma ampla distribuicdo entre os produtos agricolas,
representando portanto um sério risco a saude humana e animal. Dependendo
da sua concentracdo podem produzir nos animais efeitos agudos apresentando
sintomatologia clinica e/ou alteracdes patolégicas caracteristicas, efeitos
cronicos, onde a identificacdo dos sintomas é mais dificil, porque né&o
apresenta um quadro sintomatolégico tipico, mas evidentes reflexos negativos
na saude animal, com significativas perdas econdmicas. Porém os efeitos mais
comumente observados em intoxicacdes por aflatoxinas sao a diminuicdo da
velocidade do crescimento e eficiéncia alimentar, causados pela reducdo do
metabolismo proteico e absor¢cdo de gorduras, ocorrendo também, reducdo na
funcéo de detoxificagdo de toxinas e drogas, exercida pelo figado (HYGINO DA
CRUZ, 1996; MOREIRA, 2000).
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A sensibilidade as aflatoxinas varia bastante entre as espécies animais
e, mesmo dentro de uma mesma espécie varia conforme a dose administrada e
de acordo com a idade, sexo, raca, entre varios fatores (TDRI, 1984;
SCUSSEL, 1998). A aflatoxicose aguda caracteriza-se pelos sintomas de
diminuic&o do crescimento, desordem na atividade gastrointestinal e morte, que
ocorre com o aparecimento dos sintomas neurolégicos de convulsdo e
paralisia, ocorrendo também hemorragias multiplas (SCUSSEL, 1998). O
figado é o principal 6rgdo afetado, com lesdes decorrentes da necrose
hemorragica, congestdo centrolobular, proliferacdo das células dos ductos
biliares e infiltracdo gordurosa dos hepatécitos (ESPADA et al., 1992).

A aflatoxicose aguda tem como caracteristica o fato de observar-se
lesBes agudas no figado, durante a bidpsia. Patos e perus apresentam necrose
periportal e macacos apresentam necrose que abrange varias areas do figado
com metamorfose gordurosa celular, proliferacdo do epitélio do ducto biliar e
severa hemorragia (SCUSSEL, 1998).

Um dos mais importantes efeitos da aflatoxicose crénica nos animais € o
cancer de figado, que tém sido demonstrado em diversos trabalhos,
especialmente em relacdo a aflatoxina B;. Nos animais que sofrem de
aflatoxicose crbnica, a aflatoxina Bi induz a formacdo de carcinoma
hepatocelular (CHC), mesmo que a toxina tenha sido ingerida em pequenas
guantidades, motivo pelo qual é considerada um dos mais potentes
hepatocarcinégenos naturais. Mesmo sendo o figado o alvo primério, tem-se
observado o desenvolvimento de tumores em outros 6rgdos, como intestino e
pancreas, em animais que foram alimentados com racdes contendo aflatoxinas
(TDRI, 1984; OLIVEIRA, 1994).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos das micotoxinas sobre os
pesos relativos (g/100g) das visceras (figado, baco, moela e rins), observar
possiveis  alteracbes macroscopicas, verificar possiveis  alteracdes
histopatolégicas e analisar o efeito protetor das glicomanas esterificadas, em
codornas japonesas em postura recebendo racdes contaminadas com

micotoxinas e suplementadas com o adsorvente.
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MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada para os animais, instalacées, preparo e analise
das racdes foi a mesma descrita no Capitulo 2.

Para analisar o peso relativo (g/100g) das visceras foi efetuada a
avaliacdo em dois periodos (28 e 56 dias), utilizando-se quatro aves por
tratamento, realizando-se os seguintes procedimentos:

Para se obtencdo do peso relativo (g/100g) das visceras, pesou-se
individualmente cada ave e, ap0s esse procedimento a ave era sacrificada por
deslocamento cervical. Logo em seguida, com o auxilio de bisturi e de tesoura
cirtrgica, fez-se corte longitudinal no abdomen da ave retirando-se
cuidadosamente o figado, o bagco, a moela e os rins, sendo que, apés sua
extracdo a moela foi aberta com tesoura cirirgica e tinha o seu conteudo
esvaziado e o 6rgao era lavado em agua corrente. As visceras foram pesadas
em balanca de precisdo, com duas casas decimais, anotando-se os devidos
valores em planilha de campo.

Os pesos relativos (g/100g) foram calculados para todas as visceras em
todas as aves e tratamentos estudados para que se pudesse comparar 0S
pesos verificados nas visceras com base em um peso comum (100g) das aves.
As aves que morreram no decorrer do experimento foram necropsiadas a fim
de se avaliar possiveis danos nas visceras estudadas.

Foram  efetuadas  observacdes  macroscOpicas e  andlises
histopatologicas em figado, baco, moela e rins aos 28 e 56 dias, cujos
procedimentos foram os seguintes:

Para as observacfes macroscopicas, ap0s a pesagem as visceras foram
cuidadosamente observadas quanto a lesGes macroscéopicas e, as
observacbes foram anotadas em planilha de campo. Depois foram
minuciosamente arrumadas em bandeja, devidamente identificadas por
tratamento e repeticdo sempre na sequéncia: figado, baco, moela e rins, para
gue fossem fotografadas.

Para as analises histopatoldgicas, ap6s a confeccdo das fotografias

fazia-se um corte de aproximadamente 5 mm em cada viscera de cada
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tratamento e repeticdo e colocavam-se os fragmentos obtidos em frasco coletor
em solucdo de formalina a 10% tamponada com fosfato (ficando no minimo por
48 horas), devidamente identificado para cada tratamento, lacrando-se o0s
frascos com fita adesiva de aproximadamente 5 cm para evitar-se vazamentos.
De posse de todos os frascos referentes a todos os tratamentos, 0s mesmos
foram devidamente embalados sendo encaixados em isopor, envoltos por
papel picado e colocados dentro de caixa de papeldo e enviados para o
Laboratério de Andlises Hstopatoldgicas da Universidade Federal do Parana
(UFPR).

No laboratério, o material foi processado, segundo as técnicas
histol6gicas convencionais, incluido em parafina e cortado para obtencdo de
seccOes de 5 um de espessura. Os cortes foram entdo corados pelo método da
hematoxilina & eosina (HE), para investigacdo de possiveis alteracdes nos
tecidos.

Para a analise de fragmentos do figado e classificagdo das lesées,
adotou-se como critério de escore a intensidade de vacuolizacdo do tecido.
Desse modo, foram estabelecidos escores de 1 a 3, sendo: a) Escore 1-
vacuolizacdo leve; b) escore 2- vacuolizacdo moderada; c) escore 3 -
vacuolizacéo severa.

Para o exame de fragmentos dos rins e classificacdo das lesdes, tomou-
se como critério de escore o grau de hipertrofia da células dos tubulos
proximais. Da mesma forma, também foram estabelecidos escores de 1 a 3,
sendo: Escore 1- hipertrofia leve; b) escore 2- hipertrofia moderada; c) escore 3
- hipertrofia severa.

O delineamento experimental utilizado foi o mesmo do Capitulo 2,
diferindo apenas por utilizar quatro aves como numero de repeticbes por
tratamento.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada em conformidade com
os procedimentos estabelecidos na General Linear Model do SAS?® (SAS
Institute, 2000), para que fosse feita a observacdo de diferencas
estatisticamente significantes entre as médias das variaveis estudadas nos

diversos tratamentos. Para a comparacdo entre os pares de médias, foi
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utilizado o teste de Tukey pela ANOVA, sendo adotado como nivel de rejeicao,

alfa igual a 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As temperaturas médias no galpdo variaram entre 20 a 28°C, e a
umidade relativa média de 64 a 96% ou seja, dentro da faixa de conforto
térmico para codornas de postura (VIEIRA, 1987).

Os resultados médios para o peso relativo das visceras do experimento
com codornas japonesas em postura nos periodos de 1 a 28 dias (1° periodo)
e de 1 a 56 dias (2° periodo) sao apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Para o peso relativo do figado, no 1° periodo, houve interacdo entre
aflatoxinas e adsorvente e também com zearalenona e adsorvente. No 2°
periodo o peso relativo do figado foi estatisticamente maior no grupo
alimentado com 2000 ny/kg de aflatoxinas, nédo diferindo do grupo alimentado
com 1000 ng/kg. Ainda no 2° periodo, o peso relativo do figado foi
estatisticamente maior no grupo alimentado com 2000 ng/kg de zearalenona.

Para o peso relativo do baco ndo houve diferenca estatisticamente
significante em nenhuma das variaveis, para ambos os periodos.

Para o peso relativo da moela, no 1° periodo, houve interacdo entre
aflatoxinas e adsorvente. No 2° periodo houve interacdo entre aflatoxinas e
zearalenona.

Para o peso relativo dos rins, no 1° periodo, o peso foi estatisticamente
maior no grupo alimentado sem aflatoxinas, néo diferindo do grupo alimentado
com 1000 ng/kg. No 2° periodo o peso foi estatisicamente maior no grupo
alimentado com 2000 ny/kg de aflatoxinas.

Estudos de MIAZZO et al. (2000) com frangos de corte recebendo
racdes contaminadas com 2500 ny/kg de aflatoxinas, resultaram em peso
relativo (g/100g) de figado significativamente maior nos grupos alimentados
com as toxinas. Porém o grupo alimentado com aflatoxinas + 1% de zeolita
sintética teve peso de figado estatisticamente menor, quando comparado com
0 grupo que recebeu alimentacdo com aflatoxinas. Em experimento de BAILEY

et al. (1998) os autores alimentaram frangos de corte com 5000 ng/kg de
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aflatoxinas e usaram 0,5% de adsorvente inorganico, obtendo aumento
estatistico no peso relativo do figado, baco, moela e rim em relagdo ao grupo
controle, independente do uso do adsorvente. LEDOUX et al. (1999)
alimentaram frangos de corte com 4000 ng/kg de aflatoxinas e usaram 0,5% de
aluminossilicato hidratado de calcio e sédio (Improved Milbond - TXO), obtendo
aumento estatistico no peso relativo do figado e rim em relagdo ao grupo
controle, e quando se usou 0 adsorvente ndo houve diferenca estatistica. Em
estudo com frangos de corte de ARAVIND et al. (2003) com dieta naturalmente
contaminada (168 ng/kg de aflatoxinas, 8,4 ng/kg de ocratoxina, 54 ng/kg de
zearalenona e 32 ng/kg de toxina T-2), em combinacdo com 0,05% de
glicomanas esterificadas como adsorvente, os autores observaram aumento
estatisticamente significante no peso relativo do figado, moela e rim em
relagdo ao grupo controle, independente da adicdo do adsorvente. O aumento
no peso relativo do figado pode ser devido ao efeito hepatotdxico das
aflatoxinas, resultando considerdveis mudangas no seu funcionamento e
aparéncia macroscoépica. E, o aumento no peso relativo da moela pode ser

devido ao resultado de severa inflamacéo e espessamento da mucosa.

Tabela 1. Resultados médios do peso relativo (g/100g) de visceras de
codornas no periodo de 28 dias (1° periodo) segundo os niveis de

inclusdo de aflatoxinas, zearalenona e adsorvente na racao.

Variaveis

Figado Baco Moela Rins
Aflatoxinas (nu/kg)
0 3,64 0,08 2,13 0,22 a
1000 3,79 0,08 1,92 0,21 ab
2000 3,76 0,08 2,11 0,17 b
Zearalenona (mo/kg)
0 3,62 0,09 2,07 0,20
2000 3,83 0,08 2,03 0,20
Adsorvente (%)
0 3,61 0,08 2,04 0,20
0,1 3,84 0,08 2,07 0,20
CV (%) 14,91 34,39 10,71 22,40

%P médias na coluna dentro de cada fator seguidas de letras diferentes, diferem entre

si (P < 0,05).
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Tabela 2. Resultados médios do peso relativo (g/100g) de visceras de
codornas no periodo de 56 dias segundo os niveis de inclusdo de
aflatoxinas, zearalenona e adsorvente na racao.

Variaveis

Figado Baco Moela Rins
Aflatoxinas (mo/kq)
0 3,89b 0,08 2,11 0,22 b
1000 4,12 ab 0,08 2,00 0,24 b
2000 4,66 a 1,00 2,10 0,31 a
Zearalenona (ng/kg)
0 3,98 b 0,08 1,97 0,25
2000 4,46 a 0,09 2,17 0,27
Adsorvente (%)
0 4,16 0,08 2,08 0,26
0,1 4,28 0,09 2,06 0,26
CV (%) 14,89 34,81 7,98 20,20

%" médias na coluna dentro de cada fator seguidas de letras diferentes, diferem entre

si (P < 0,05).

No desdobramento da interacdo entre aflatoxinas e adsorvente, para o
peso relativo do figado, no 1° periodo, comparando-se 0s niveis de aflatoxinas
(0, 1000 e 2000 ng/kg) sem adsorvente, o peso foi estatisticamente maior no
grupo alimentado com 1000 ng/kg de aflatoxinas. Na comparacao entre 0s
niveis de aflatoxinas com 0,1% de adsorvente, ndo houve diferenca
estatisticamente significante. Na comparacdo entre os niveis de adsorvente (0
e 0,1%) sem aflatoxinas e com 2000 ng/kg, o peso relativo do figado foi
estatisticamente maior no grupo alimentado com 0,1% de adsorvente. Porém,
na comparacao entre os niveis de adsorvente e 1000 ng/kg de aflatoxinas, o
peso relativo foi estatisticamente menor com 0,1% de adsorvente.

No desdobramento da interacdo entre zearalenona e adsorvente, para o
peso relativo do figado, no 1° periodo, comparando-se 0s niveis de
zearalenona (0 e 2000 ny/kg) sem adsorvente, ndo houve diferenca
estatisticamente significante. Na comparacdo entre 0s niveis de zearalenona
com 0,1% de adsorvente, o peso relativo do figado foi estatisticamente maior
no grupo alimentado com 2000 ng/kg de zearalenona. Na comparacéo entre 0s

niveis de adsorvente (0 e 0,1%) sem zearalenona, ndo houve diferenca
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estatisticamente significante. Porém na comparacao entre niveis de adsorvente
com 2000 ng/kg de zearalenona, o peso relativo do figado foi estatisticamente
maior com 0,1% de adsorvente.

No desdobramento da interagcdo entre aflatoxinas e adsorvente, para o
peso relativo da moela, no 1° periodo, comparando-se o0s niveis de aflatoxinas
(0, 1000 e 2000 ng/kg) sem adsorvente, o peso relativo foi estatisticamente
maior quando se usou 2000 ng/kg de aflatoxinas, ndo diferindo do grupo sem
aflatoxinas. Comparando-se os niveis de aflatoxinas com 0,1 % de adsorvente,
0 peso relativo foi estatisticamente maior no tratamento sem aflatoxinas. Na
comparacao entre os niveis de adsorvente (0 e 0,1%) sem aflatoxinas, o peso
relativo da moela foi estatisticamente maior com 0,1% de adsorvente. Na
comparagdo entre os niveis de adsorvente com 1000 ng/kg de aflatoxinas, ndo
houve diferenca estatisticamente significante. Porém, na comparacao entre 0s
niveis de adsorvente com 2000 ng/kg de aflatoxinas, o peso relativo da moela
foi estatisticamente menor no grupo com 0,1% de adsorvente.

No desdobramento da interacdo entre aflatoxinas e zearalenona, para o
peso relativo da moela, no 2° periodo, comparando-se os nhiveis de aflatoxinas
(0, 1000 e 2000 ny/kg) sem zearalenona, ndo houve diferenca estatisticamente
significante. Comparando-se os niveis de aflatoxinas com 2000 ng/kg de
zearalenona, o peso relativo da moela foi estatisticamente maior no grupo
alimentado sem aflatoxinas, ndo diferindo do grupo alimentado com 2000
ny/kg. Na comparacdo entre os niveis de zearalenona (0 e 2000 ng/kg) sem
aflatoxinas, o peso relativo da moela foi estatisticamente menor no grupo
alimentado sem zearalenona. Porém, na comparacdo entre 0s niveis de
zearalenona com 1000 e 2000 ng/kg de aflatoxinas, ndo houve diferenca
estatisticamente significante. Os resultados dos desdobramentos podem ser

observados nas Tabelas 3, 4 e 5.
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Tabela 3. Desdobramento da interacdo entre os niveis de aflatoxinas e
adsorvente para o peso relativo (g/100g) do figado e moela no
periodo de 28 dias (1° periodo).

Niveis de Niveis de aflatoxinas (ng/kg)

Adsorvente (%) 0 1000 2000 Média
Figado

0 323b B 416 a A 345bB 3,61

0,1 4,04 a A 342b A 4,06 a A 3,84
Média 3,64 3,79 3,76
Moela

0 1,99 b AB 1,89aB 2,24 aA 2,04

0,1 2,26 aA 196 aB 1,98bB 2,07
Média 2,13 1,92 2,11

%P Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste

FA’éP < 0,05);

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem entre si pelo teste
de Tukey (P < 0,05).

Tabela 4. Desdobramento da interacdo entre os niveis de zearalenona e
adsorvente para o peso relativo (g/100g) do figado no periodo de
28 dias (1° periodo).

Niveis de Niveis de zearalenona (mg/kg)

Adsorvente (%) 0 2000 Média

0 3,72aA 350bA 3,61

0,1 3,52aB 4,16 a A 3,84
Média 3,62 3,83

%P Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste

F (P <0,05);

A8 Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste
F (P <0,05).

Tabela 5. Desdobramento da interacdo entre os niveis de aflatoxinas e

zearalenona para o peso relativo (g/100g) da moela no periodo de

56 dias (2° periodo).
Niveis de Niveis de aflatoxinas (mg/kg)
Zearalenona (ng/kg) 0 1000 2000 Média
0 191bA 1,97 a A 2,04aA 1,97
2000 23laA 2,04aB 2,17 a AB 2,17

Média 2,11 2,00 2,10

% Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na coluna, diferem entre si pelo teste
F (P <0,05);

A8 Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na linha, diferem entre si pelo teste
de Tukey (P < 0,05).
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Os resultados de alteracfes histopatolégicas foram observados somente
nos figados e rins das quatro codornas de cada tratamento, sacrificadas e
necropsiadas. As tabelas foram feitas com base nas principais lesdes
histopatoldgicas provocadas nesses Orgdos devido as micotoxinas. Na
moelas, as lesdes somente sdo vistas se a erosao atinge a membrana
coilinea (amarela), o que nao ocorreu no decorrer deste experimento. No
baco, as amostras examinadas ndo apresentavam alteracdes devido as
micotoxinas. Quando existe contaminacdo por micotoxinas, o figado sempre
apresenta vacuolizacdo mais evidente principalmente quando ha associactes
de micotoxinas, como pode ser visto nas tabelas. Nos rins as lesbes nao
foram muito evidentes. Em experimento de MIAZZO et al. (2000), em que
frangos de corte foram alimentados com 2500 ng/kg de aflatoxinas, os autores
observaram multifocal e variada vacuolizacdo hepatica e degeneracao
gordurosa hepatica, o que € caracteristica de aflatoxicose. Os resultados
encontrados neste trabalho concordam com JOHRI et al. (1990) que
alimentaram codornas japonesas com 0,0 a 750 ng/kg de aflatoxinas e
observaram necrose associada a processo inflamatério em figados das
codornas que receberam alimentacdo contaminada nos niveis acima de 500
ng/kg. LEESON et al. (1995) alimentaram galinhas poedeiras com ragéo
contendo de 100 a 500 ng/kg de aflatoxina e observaram proliferagcdo de
ductos biliares e intensa vacuolizacdo nos figados examinados, sendo que 0s
maiores danos ocorreram nos niveis mais elevados de toxinas. Os resultados
das observacdes histopatologicas para os figados aos 28 e 56 dias podem
ser observados na Tabela 6. Os resultados das observacgfes histopatoldgicas
para os rins aos 28 e 56 dias podem ser observados na Tabela 7.

Os tratamentos foram os seguintes:

T1 (controle), T2 (controle + 0,1% adsorvente), T3 (2000 ug/kg de
zearalenona), T4 (2000 ug/kg zearalenona + 0,1% adsorvente), T5 (1000
ug/kg aflatoxinas), T6 (1000 ug/kg afla + 0,1% adsorvente), T7 (1000 u/kg
aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona), T8 (1000 ug/kg aflatoxinas + 2000
ug/kg zearalenona + 0,1% adsorvente), T9 (2000 ug/kg aflatoxinas), T10
(2000 ug/kg aflatoxinas + 0,1% adsorvente), T11 (2000 ug/kg aflatoxinas +
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T12 (2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg

zearalenona + 0,1% adsorvente).

Tabela 6. Alteracdes histopatoldégicas observadas nos figados de codornas

sacrificadas e necropsiadas, no 28° e 56° dias do experimento, nos

diferentes tratamentos.

Alteractes
Escores de vacuolizagao Proliferacéo de
Tratamentos células do
(28 Dias) Megalocitose 1 2 3 ducto biliar
i 0/4* 2/4 2/4 0/4 0/4
T2 0/4 2/4 2/4 0/4 0/4
T3 3/4 2/4 2/4 0/4 2/4
T4 4/4 1/4 2/4 1/4 3/4
T 2/4 0/4 2/4 2/4 2/4
T6 2/4 0/4 2/4 2/4 2/4
T7 4/4 0/4 0/4 4/4 4/4
T8 4/4 0/4 0/4 4/4 4/4
T9 3/4 1/4 3/4 0/4 3/4
T10 3/4 2/4 0/4 1/4 3/4
T11 4/4 0/4 0/4 4/4 4/4
T12 414 0/4 0/4 4/4 4/4
(56 Dias)
T 0/4 4/4 0/4 0/4 0/4
T2 0/4 2/4 2/4 0/4 0/4
T3 4/4 2/4 2/4 0/4 4/4
T4 4/4 2/4 2/4 0/4 4/4
T 4/4 0/4 2/4 2/4 4/4
T6 4/4 0/4 2/4 2/4 4/4
T7 4/4 0/4 0/4 4/4 4/4
T8 4/4 0/4 0/4 414 4/4
T 4/4 0/4 2/4 214 4/4
T10 4/4 0/4 2/4 2/4 4/4
T11 4/4 0/4 0/4 4/4 4/4
T12 4/4 0/4 0/4 414 4/4

* n° de aves com alteragBes/n°® de aves necropsidadas.
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Tabela 7. Alteracdes histopatolégicas observadas nos rins de codornas
sacrificadas e necropsiadas, no 28° e 56° dias do experimento, nos

diferentes tratamentos.

Alteracbes
Escores de hipertrofia Espessamento da
Tratamentos das células do Tubulo Proximal membrana glomerular
(56 Dias) 1 2 3
T1 0/4* 0/4 0/4 0/4
T2 0/4 0/4 0/4 0/4
T3 2/4 0/4 0/4 0/4
T4 2/4 0/4 0/4 0/4
T5 2/4 0/4 0/4 0/4
T6 2/4 0/4 0/4 0/4
T7 2/4 1/4 0/4 0/4
T8 2/4 1/4 0/4 0/4
T9 1/4 0/4 0/4 0/4
T10 2/4 0/4 0/4 0/4
T11 2/4 2/4 0/4 0/4
T12 2/4 2/4 0/4 0/4
(56 Dias)
T1 0/4 0/4 0/4 0/4
T2 0/4 0/4 0/4 0/4
T3 2/4 0/4 0/4 0/4
T4 2/4 0/4 0/4 0/4
T5 2/4 0/4 0/4 0/4
T6 2/4 0/4 0/4 0/4
T7 2/4 1/4 0/4 0/4
T8 2/4 1/4 0/4 0/4
T9 1/4 1/4 0/4 0/4
T10 1/4 1/4 0/4 0/4
T11 1/4 3/4 0/4 0/4
T12 2/4 2/4 0/4 0/4

* n° de aves com alteracBes/ n° de aves necropsidas.

De acordo com os resultados apresentados pode-se verificar que 0s
niveis de toxinas estudados provocaram megalocitose, vacuolizacdo e
proliferacdo das células do ducto biliar nos figados das codornas. E nos rins
hipertrofia das células do tubulo proximal.

Macroscopicamente ocorreram lesbes em figados, moelas (erosées) e
rns, nos tratamentos que continham as toxinas, independente do uso de
adsorvente. Portanto, o adsorvente ndo impediu que ocorressem lesdes nas
visceras. Em experimento de MIAZZO et al. (2000) os autores observaram na
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aparéncia macroscopica dos figados no tratamento com 2500 ng/kg de
aflatoxinas, aparéncia com hipertrofia, friavel e com coloracdo amarelada, nos
demais tratamentos a aparéncia foi normal, onde os autores evidenciam o
efeito protetor de 1% de zeolita sintética. Em experimento de SAWHNEY et al.
(1973) com codornas japonesas recebendo de 2000 a 6000 ng/kg de
aflatoxinas, os autores observaram aumento no tamanho do figado, sendo que
a coloracéo variou de marron a amarelado.

O numero de aves que morreram no decorrer do experimento, nos
diferentes tratamentos, pode ser observado na Tabela 8. Onze aves morreram
em decorréncia dos efeitos das toxinas e, nas necropsias foram observadas
lesBes nas visceras estudadas, principalmente no figado, sendo que a maioria
das aves mortas apresentava prolapso. Esses resultados concordam com
estudos de SHANE (1999), na qual afirma que a zearalenona tem efeito

estrogénico, causando prolapso em matrizes e degeneracgao cistica do oviduto.

Tabela 8. Numero de aves encontradas mortas durante o experimento com
codornas japonesas em postura recebendo alimentacdo com

micotoxinas e adsorvente.

Tratamentos N° aves mortas
T1 (controle) 0
T2 (controle + 0,1% adsorvente) 0%
T3 (2000 ug/kg de zearalenona) 0
T4 (2000 ug/kg zearalenona + 0,1% adsorvente) 1*
T5 (1000 ug/kg aflatoxinas) 1%
T6 (1000 ug/kg aflatoxinas + 0,1% adsorvente) 1*

T7 (1000 u/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona) 2
T8 (1000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona + 0,1% adsorvente) 0
T9 (2000 ug/kg aflatoxinas) 2
T10 (2000 ug/kg aflatoxinas + 0,1% adsorvente) 1
T11 (2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona) 2
T12 (2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zeara + 0,1% adsorvente) 4
TOTAL 16
Aves que morreram acidentalmente

As observagdes macroscopicas das \sceras, aos 28 e 56 dias estédo

descritas no Anexo 1.



CONCLUSOES

As toxinas tiveram efeitos deletérios sobre as aves.
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As toxinas causaram megalocitos e proliferacdo de células do ducto

biliar, em figados.
As toxinas provocaram hipertrofia das células do tabulo proximal,
rins.

Devido ao uso das toxinas, ocorreram lesfes macroscopicas

nos

em

figado, moela (erosfes) e rins, sendo mais severas aos 56 dias e nos

maiores niveis de toxinas, independente do uso do adsorvente.
O adsorvente ndo conseguiu impedir a ocorréncia de lesdes

visceras.
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ANEXO 1. Observacdes macroscopicas das visceras aos 28 e 56 dias do

experimento com codornas japonesas em postura.

A) Por ocasido da necropsia no 28° dia do experimento, foram observadas as

B)

b)

seguintes alteracdes macroscopicas nas visceras:

a)

b)

d)

9)

No tratamento com 2000 ug/kg zearalenona + 0,1% adsorvente, dois
figados de um total de quatro observados, apresentavam manchas
esverdeadas em toda a sua superficie.

No tratamento com 1000 ug/kg afla + 0,1% adsorvente, todos os quatro
figados observados apresentavam-se com coloracdo amarelada.

No tratamento com 1000 u/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona, trés
figados de um total de quatro observados, apresentavam coloracéo
amarelada, além trés dos quatro bagos observados estarem descorados.
No tratamento com 1000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona+0,1%
adsorvente, todos os quatro figados observados apresentavam coloracao
amarelada.

No tratamento com 2000 ug/kg aflatoxinas + 0,1% adsorvente, dois dos
guatro figados observados, apresentavam coloracao amarelada e friaveis.
No tratamento com 2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona, dois
dos quatro figados observados apresentavam manchas hemorragicas e
dois dos quatro pares de rins observados, estavam friaveis.

No tratamento com 2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona +
0,1% adsorvente, trés dos quatro figados observados, apresentavam
manchas esverdeadas e duas das quatro moelas observadas

apresentavam erosao.

Por ocasido da necrdpsia no 56° dia do experimento, foram observadas as

seguintes alteracdes macroscoépicas nas visceras:

No tratamento com 2000 ug/kg de zearalenona, dois dos quatro figados

observados, apresentavam colora¢do amarelada.

No tratamento com 1000 ug/kg aflatoxinas, duas das quatro moelas

observadas, apresentavam eroséo.



d)

g)

h)
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No tratamento com 1000 ug/kg afla + 0,1% adsorvente, dois dos quatro figados
observados, apresentavam-se com coloracdo amarelada, e duas das quatro
moelas observadas apresentavam eroséo.

No tratamento com 1000 u/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona, dos quatro
figados observados, dois apresentavam manchas hemorragicas em toda sua
estrutura e dois apresentavam coloracao amarelada e estavam friaveis.

No tratamento com 1000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona + 0,1%
adsorvente, dos quatro figados observados, dois apresentavam coloracéo
amarelada e um estava friavel e duas das quatro moelas observadas
apresentavam erosao.

No tratamento com 2000 ug/kg aflatoxinas, dos quatro figados observados,
dois apresentavam-se descorados e com manchas hemorrégicas, das quartro
moelas observadas, trés apresentavam erosao.

No tratamento com 2000 ug/kg aflatoxinas + 0,1% adsorvente, dos quatro
figados observados, trés apresentavam-se com manchas vermelho escuro,
duas das quatro moelas observadas apresentavam eroséo.

No tratamento com 2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona, dos
guatro figados observados, dois apresentavam coloracdo amareladas com
lesGes em todo o 6rgdo e um apresentava-se sem descorado e com lesfes em
todo o 6rgao.

No tratamento com 2000 ug/kg aflatoxinas + 2000 ug/kg zearalenona + 0,1%
adsorvente, todos os quatro figados observados apresentavam-se com lesdes
no cantos, todas as quatro moelas observadas, apresentavam-se com
coloracdo escurecida e com erosdo e dois dos quatro pares de rins
observados, apresentavam coloracao vermelho escuro.
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CAPITULO 5
IMPLICACOES
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O controle da qualidade da matéria prima para a formulacédo de racfes é
de vital importancia. Na atualidade, a maioria das grandes indastrias fazem um
rigoroso controle, com analises laboratoriais, por ocasido da compra de matéria
prima. Ainda, como medida de segurancga, durante o processo de producao,
adicionam acidos organicos, que vao atuar preventivamente evitando a
formacé&o de fungos.

O maior problema, é que a maioria das granjas formulam suas proprias
racdes, ndo tendo a mesma estrutura para efetuarem o controle no mesmo
nivel que as industrias. Como agravante ainda tem-se que considerar que
guando ocorre escassez de milho no mercado, acabam por falta de opcéao,
comprando produtos de qualidade duvidosa, muitas vezes contaminados por
micotoxinas. E necessario que seja feito um trabalho constante junto aos
técnicos e proprietarios a fim de que se facam andlises rotineiras para
micotoxinas, desde a matéria prima até a racdo pronta, evitando assim
prejuizos na saude animal e queda na produgéo.

Em relacdo a qualidade de ovos, os adsorventes ndo conseguem evitar
a transferéncia de residuos de toxinas para o homem, representando um risco
potencial a salde humana ao se ingerir esse alimento.

A nivel de campo, deve-se estar atento as diferencas no comportamento
das aves e sinais de morbidade, analisando sempre a producdo de cada
galpdo, pois diminuicdbes nos parametros de desempenho, podem indicar
problemas com micotoxinas nos animais. Os animais suspeitos devem ser
encaminhados para analises nas visceras.

Os adsorventes sao produtos que se propdem a diminuir os efeitos
toxicos nos animais, apresentando melhor eficiéncia com aflatoxinas. Sé&o
medidas paleativas, pois um animal com micotoxicose recebendo adsorvente
deve melhorar a sua producdo, mas esta sempre vai ser inferior a producéo de
um animal sadio. O melhor método ainda é a prevencao utilizando-se matérias
primas de qualidade, promovendo um armazenamento adequado e
conscientizando todos os funcionarios envolvidos com a producdo dos

prejuizos causados pelas micotoxinas.
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