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ADSORVENTE DE MICOTOXINAS EM DIETAS DE FRANGOS DE CORTE
CONTENDO AFLATOXINA E FUMONISINA

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da contaminacéo de racdes
com aflatoxina (AFB1) e fumonisina (FB1) e a eficiéncia da utilizacdo de diferentes
niveis do adsorvente a base de aluminossilicato de sédio e calcio (ASSCA) em
minimizar os danos causados, através da observacdo dos dados de desempenho
zootécnico, parametros hematoldgicos e bioquimicos. Foram utilizados 1440 frangos
de corte da linhagem Cobb® dos 22 aos 42 dias de idade, distribuidos em 48 parcelas
em um delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos e oito repeticbes
com trinta aves cada. Os tratamentos foram: CP (controle positivo) - sem micotoxinas
e adsorvente; CP+0,30A- sem micotoxinas e com adsorvente (0,30%); CN (controle
negativo) - apenas micotoxinas (2 mg/kg AFBi1 e 100mg/kg FBi); CN+0,10A-
adsorvente (0,10%) com micotoxinas; CN+0,20A- adsorvente (0,20%) com
micotoxinas e CN+0,30A- adsorvente (0,30%) com micotoxinas. Aos 42 dias de idade
duas aves por parcela experimental foram submetidas a coleta para as analises
hematol6gicas (hematdcrito e a contagem de leucdcitos total e diferencial) e aos 43
dias de vida duas aves por parcela foram submetidas a coleta para analise bioquimica
(célcio, fésforo, ureia, creatinina, acido urico, colesterol, triglicerideos e gama glutamil
transferase-GGT). A quantidade de AFB1 e FB1 no tratamento CN afetou os dados de
desempenho do animal reduzindo o ganho de peso (35%) e o consumo de ragao
(50%) quando comparado com o tratamento CP, os tratamentos com ASSCA nos
niveis de 0,20 e 0,30% de inclusdo (CN+0,20A e CN+0,30A) reduzindo as perdas. As
aves do CN apresentaram um quadro de anemia e imunossupressao proporcionado
pelas micotoxinas e esse quadro foi solucionado com a adigdo do ASSCA nos niveis
de 0,20 e 0,30. Estudando o sistema hepéatico das aves do CN, através das analises
bioquimicas de colesterol e GGT, foi constatada reducéo no colesterol e aumento no
GGT em relacédo ao CP, demonstrando um quadro de leséo hepética e dificuldade na
sintese do colesterol, sendo eficiente para normalizar esses parametros a inclusdo de
0,20 e 0,30% de ASSCA. Nenhum tratamento apresentou danos no sistema renal,
ocorreu apenas no CN uma reducao nos niveis creatinina e acido Urico resultante da
diminuicdo do consumo de racdo, mas indicando que o sistema renal continuava em
pleno funcionamento, essa alteracdo foi ajustada nos tratamentos CN+0,10A,
CN+0,20A e CN +0,30A e os niveis de célcio e fosforo foram normais em todos os
tratamentos estudados. A adi¢gado de AFB1 e FB1 provocou efeitos adversos na maioria
dos parametros estudados e a utilizacdo do adsorvente a base de ASSCA em niveis
de 0,20% de inclusédo ou superior foram eficiente em reverter parcialmente os quadros
de micotoxicoses, reduzindo as perdas geradas.

Palavras-chave - Desempenho zootécnico. Micotoxicose. Micotoxinas. Parametros
bioquimicos. Parametros hematolégicos.



MYCOTOXIN ADSORBENT IN DIETS OF BROILERS CONTAINING AFLATOXIN
AND FUMONISIN

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of aflatoxin and fumonisin
contamination and efficiency of the use of different levels of adsorbent -based on
sodium calcium aluminiossilicate (SCAS) in minimizing the damage caused by the
observation data of growth performance, hematological and biochemical parameters.
1440 broilers from Cobb® lineage have been used, from 22 to 42 days of age, in 48
plots in a completely randomized design with six treatments and eight repetitions of
thirty birds each. The treatments were CP (positive control)-without mycotoxin and
adsorbent; CP+0.30A-without mycotoxins and with adsorbent (0.30%); CN (negative
control) - only mycotoxins (2 mg/kg AFB1 and 100 mg/kg FB1); CN+0.10A- with
adsorbent (0.10%) and mycotoxins; CN+0.20A- with adsorbent (0.20%) and
mycotoxin; CN+0.30A- with adsorvent (0.30%) and mycotoxins. At 42 days of age two
birds per experimental plot were subjected to collection for hematological (hematocrit
and count total and differential leukocytes) and at 43 days of age two birds per plot
were subjected to collection for biochemical analysis (calcium , phosphorus , urea,
creatinine , uric acid, cholesterol , triglycerides and gamma glutamyltransferase-GGT).
The amount of AFB1 and the FB1 treatment CN affects the performance of the animal
by reducing body weight gain (35%) and feed intake (50%) when compared to CP
treatment and the treatments with SCAS levels of 0.20 and 0.30% inclusion (CN+0,20A
and CN+0,30A) reducing losses. The birds of CN showed anemia and
immunosuppression provided by mycotoxins and this situation was solved with the
addition of SCAS levels of 0.20 and 0.30. Studying the hepatic system of birds of CN
through biochemical analyzes of cholesterol and GGT, observed reduction in
cholesterol and an increase in GGT were observed in relation to the CP , showing a
picture of liver injury and difficulty in cholesterol synthesis , being effective to normalize
these parameters adding 0.20 to 0.30% of SCAS . No treatment showed kidney
damage, there was only a reduction in CN of creatinine and uric acid levels resulting
from decreased feed intake but indicating that the renal system was still in full
operation, this change was adjusted for treatments 0.10 CN, 0.20CN and 0.30CN.
Levels of calcium and phosphorus were normal in all treatments. The addition of AFB1
and FB1 caused adverse effects in most of the studied parameters and the use of
adsorbent based on SCAS at levels of 0.20 or higher were effective in partially
reversing the mycotoxicosis, reducing the losses generated.

Keywords - Biochemical parameter. Growth performance. Hematological parameter.
Mycotoxicosis. Mycotoxins
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira encontra-se em lugar de destaque no cenario mundial,
sendo o Brasil o maior exportador de carne de frango e o terceiro maior produtor. O
sucesso com a producdo de ovos também vem alcancando patamares elevados,
estando entre os dez maiores produtores do mundo (UNIAO BRASILEIRA DE
AVICULTURA- UBABEF, 2013). Esta evolucéo aliada aos avancos nas pesquisas na
area de genética, nutricdo, sanidade, manejo e ambiéncia, sao fatores determinantes
para esse processo evolutivo. Consequentemente o Brasil € um dos maiores
produtores de racao, sendo esse mercado dominado pela avicultura, principalmente a
avicultura de corte responsavel por cerca de 50% do total das racbes produzidas no
pais (SINDICATO NACIONAL DA INDUSTRIA DE ALIMENTACAO ANIMAL-
SINDIRACOES, 2013).

Devido a evidéncia da avicultura brasileira no cenario mundial, existe uma
preocupacdo com o0s produtos agricolas destinados a alimentacdo animal,
principalmente com o milho e o farelo de soja, ingredientes com elevada inclusdo nas
formulag@es destinadas as aves. A qualidade destes produtos influenciam diretamente
o desempenho do animal, ganhos ou perdas econdmicas e a qualidade do produto
final. Dentre estas preocupacdes, as micotoxinas tornam-se um dos temas de
pesquisa com relevancia na avicultura, gerando perdas econémicas e afetando a
qualidade dos alimentos e do produto final.

As micotoxinas sdo encontradas em diversos produtos alimenticios
principalmente nos produtos agricolas destinados a alimentagdo animal, s&o
moléculas biologicamente ativas com baixo peso molecular resultantes do
metabolismo secundario de algumas espécies de fungos filamentosos, as quais se
tornam téxicas aos animais vertebrados apos sua metabolizacdo no sistema hepatico
(LEESON et al., 1995).

Para que haja a producdo de micotoxinas € necessario a presenca dos fungos
produtores a contaminagéo e a producédo de micotoxinas, pode ocorrer durante 0s
processos de maturacao, colheita, secagem e estocagem, em condi¢cdes ambientais
ideais como umidade acima de 13% e temperatura entre 25 e 30°C (UTTPATEL,
2007). Outras condigbes como: pH, taxa de oxigenacéo, periodo de armazenamento,
grau de contaminacéo, condicdes fisicas dos graos, sdo fatores decisivos para evitar

ou favorecer o desenvolvimento fangico e possivelmente a produgéo de micotoxinas.
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Os estudos relacionados com as micotoxinas iniciaram a partir de 1850 quando
se estabeleceu uma relacédo da ingestdo de centeio contaminado Claviceps purpurea
ocasionando o ergostismo, assim levantou-se o problema da ingestdo de alimentos
contaminados com fungos e a importancia dos seus metabolitos téxicos. Em 1960
diversos perus morreram intoxicados com aflatoxinas proveniente da ingestéo da torta
de amendoim de origem brasileira, fato que desencadeou a preocupacado com as
micotoxicoses na producao animal (SATURIO, 2000).

Cerca de quatrocentas micotoxinas ja sao conhecidas, sendo divididas em trés
grandes grupos: aflatoxinas, produzidas por alguns fungos do género Aspergillus
como as espécies A. flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas, produzidas por algumas
espécies do género Aspergillus e Penicillium; e as fusariotoxinas contendo nesse
grupo os tricotecenos, zeralenona e as fumonisinas, produzidas por algumas espécies
do género Fusarium (PINTO; VAAMONDE, 1996). Os efeitos causados pelas
micotoxinas na avicultura sdo diversos e variam de acordo com cada micotoxina e
agravado com a quantidade ingerida pelo animal, determinando quedas no
desempenho zootécnico, problemas hepaticos e renais e comprometimento do
sistema nervoso central e periférico.

Conforme os dados divulgados pelos Laboratério de Analises Micotoxicoldgicas
da Universidade Federal de Santa Maria (LAMIC/UFSM), dentre todas as micotoxinas
as mais encontradas em territorio brasileiro sdo as aflatoxinas e as fumonisinas
(MALLMANN; DILKIN, 2011).

No entanto existem algumas formas de controle para evitar o crescimento dos
fungos e até mesmo a detoxificagdo das micotoxinas. Os métodos que evitam a
proliferacédo e crescimento dos fungos sédo os mais eficazes para o controle da safra,
mas demandam de altos investimentos e uma maior mobilizacdo na cadeia produtiva
de gréos, e por conta disso, métodos paliativos como a utilizacdo de adsorventes de
micotoxinas nas ragdes se torna a maneira mais usual de tratamento de detoxificagéo.
Os adsorventes de micotoxinas devem ser inertes e possuir a funcao de se ligarem a
uma parte das micotoxinas, através de ligacbes de adsorcdo quimica ou fisica, e
impedir parte de sua absorgéo no trato digestério do animal, tornando os efeitos da
intoxicagdo menos nocivos. No mercado existem diversos tipos de adsorventes com
diferentes origens e niveis de inclusdo. Quanto a origem os adsorventes podem ser
inorganicos, polimeros a base de silica ou organicos, polimeros a base de carbono
(LEESON et al., 1995; MALLMANN; DILKIN, 2011).
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Para estudar os efeitos das micotoxinas (aflatoxina e fumonisina) na racao de
frangos de corte e a utilizagdo do adsorvente a base de aluminossilicato de soédio e
calcio como mecanismo de inibicdo da absorcao intestinal de micotoxinas, os objetivos
especificos foram:

1. Identificar danos nos parametros: zootécnico, bioquimicos e hematoldgicos
proporcionados pela intoxicacao de aflatoxina e fumonisina.

2. Avaliar a eficiéncia na detoxificacdo das micotoxinas dos niveis (0,1, 0,2 e
0,3% de inclusdo) do adsorvente a base de aluminossilicato de sodio e
calcio.

Determinar o melhor nivel de inclusdo do adsorvente.
Identificar possiveis alteracdes geradas pela adicdo do adsorvente sem a

presenca das micotoxinas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO DAS MICOTOXINAS

A relacdo dos seres humanos com a toxidade de algumas espécies do reino
Funji é datadas A.C. Nessa época ja se conheciam os efeitos toxicos de diversos
cogumelos (macrofungos), mas apesar da presenca das micotoxinas no cotidiano
(terminologia convencionalmente denominada as toxinas liberadas pelos microfungos
filamentosos pluricelulares) seus efeitos ndo eram conhecidos e muitas vezes
associados a outras doencas do cotidiano da populacéo da época.

Descricdes de oObitos por intoxicacdo com alimentos contaminados tendo
sintomas semelhantes a micotoxicoses sao relatados na passagem biblica das “10
pragas do Egito” em que: “Deus teria castigado a populacao egipcia por conta do seu
comportamento politeista (culto a diversos deuses)’, apresenta dentre os “castigos
divinos” a morte por ingestdo de alimentos. Pelos sinais clinicos descritos levam ao
caso de ergotismo concomitante com outras micotoxicoses. Nessa época 0 manejo e
armazenamento dos graos ocorria de forma inadequada, favorecendo a proliferacao
e o0 crescimento flngico e aumento assim a possibilidade de ocorréncia de
micotoxinas (MILLER, 1995; SATURIO, 2000). Estas contaminacdes podem ter
ocorrido de forma direta nos animais e nos homens que se alimentavam dos graos
e/ou contaminacdo indireta quando o homem se alimentava de produtos oriundos dos
animais (carne, visceras, leites e ovos) intoxicados com micotoxinas (FREIRE et al.,
2007).

Por mais de 2000 anos na histéria da regido europeia o ergotismo, também
conhecido como “Fogo de Santo Anténio”, acometeu diversas regides, principalmente
na Franca e na Alemanha. Somente em 1850 relacionou o ergotismo com a ingestao
de centeio contaminado pelo fungo Claviceps pururea. Apés a intensificacdo nos
estudos sobre as micotoxinas, no século XX esse fungo foi responsabilizado pela
producdo das micotoxinas promotoras de efeitos nocivos no sistema nervoso central
e periférico, caracterizadas por surtos de gangrena com a sensacao de queimacao,
caracteristicas tipicas do ergotismo, que ocasionou a morte de mais de 40.000
pessoas (MARANAS; NELSON, 1987).

Relatos no século XVI a doenga denominada como “arroz dourado” acometeu

a populacéo japonesa, isso atraves do consumo de arroz mofado. Os sintomas eram
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cardiovasculares, sendo futuramente associados a citroviridina, uma micotoxina
cardiotoxica produzida por alguns fungos do género Penicillium (SATURIO, 2000).

Em torno de 1930, na extinta Unido das Republicas Socialistas Soviéticas-
URSS, a aleucia toxica alimentar (ATA) também conhecida como sindrome
hemorragica, teve sua causa associada ao consumo de trigo contaminados com
fungos do género Fusarium, acometendo parte da populacdo e levando diversas
pessoas a 0Obito. Futuramente, em 1965, a ATA foi associada ao grupo de micotoxinas
dos ticotecenos (toxina-T2) enquadrando a ATA como uma micotoxicose (MARASAS,;
NELSON, 1987; KROGH, 1987)

Na propria URSS em 1940 a doenga conhecida como leucoencefalomalacea
equina (LEME) acometeu diversos equinos afetando o sistema nervoso central e
periférico dos animais e gerando estado de deméncia, convulsdes até ocasionar a
morte. Posteriormente em 1988 apds a descoberta das fumonisinas associou-se a
LEME e também o edema pulmonar suino a este grupo de micotoxinas (LEESON et
al., 1995).

Por volta de 1960 com as mortes dos perus jovens na Inglaterra intensificaram
os estudos sobre as micotoxinas e sua associacao as doencgas (micotoxicoses). Apos
esse ocorrido confirmou-se a existéncia dos compostos do grupo das aflatoxina e em
outras regides do mundo associaram diversos relatos de aflatoxicose em patos,
marrecos, frangos de corte e galinhas de postura formam descrito ap6s o surto da
Inglaterra, intensificando a importancia desta micotoxina de carater cosmopolita.
Nesse mesmo periodo na Africa do Sul ocorreu a descoberta do grupo das
ocratoxinas, micotoxinas extremamente toxicas na avicultura produzidas
principalmente pela espécie fungica Aspergillus ochraceus (KROGH, 1987).

Em 1988 na regido asiatica a ingestdo de macarrdo contendo niveis elevados
de aflatoxina gerou a intoxicacdo de diversas pessoas e no continente africano
ocorreu No mesmo ano a intoxicagdes com niveis elevados de fumonisina acarretaram
diversos problemas de saude na populacdo (SYDENHAM et al., 1995; LYE et al.,
1995).

Muitos “recalls” ocorrem tanto em alimentos para animais de producgao e de
companhia como em produtos destinados a alimentacdo humana, como é o caso dos
gras contaminados e até mesmo leites, ovos e seus derivados com indices elevados
de micotoxinas. Como as micotoxinas estdo presentes no cotidiano, cada vez mais

busca-se abaixar esses niveis visando uma maior seguranca alimentar, iSso atraves
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do controle dos sistemas produtivos tanto dos vegetais como animais, da utilizagao
de meios de detoxificacdo quando as corre¢cdes nos sistemas néao forem eficientes e
a intensificacao nas legislacdes e fiscalizacdes, de maneira que casos de intoxicacao
nao voltem a tona e ocasionem um problema de saude publica, como ja ocorrido na

histéria da humanidade.

2.2 CONTAMINACAO FUNGICA: PRODUCAOQ E EFEITOS DAS MICOTOXINAS

Os fungos apresentam o metabolismo primario e alguns o secundario, assim
como diversos outros seres vivo, as rotas primarias sao utilizadas para geracédo de
biomassa e de energia, necessidades do metabolismo vital. J& o metabolismo
secundario ndo € essencial para a mantenca da vida mas gera metabdlitos chamados
de secundarios como: pigmentos, compostos antimicrobianos, fitotoxinas e
micotoxinas (LEESON; SUMMERS, 2001). Micotoxina é a terminologia dada para os
metabdlitos secundarios de fungos responsaveis por efeitos nocivos em animais
vertebrados, incluindo o homem (COULOMBE, 1991), ou mais especificamente
definido como; metabdlitos secundéarios produzidos por fungos que ocorrem
naturalmente como contaminantes de produtos agricolas e que demonstram
toxicidade quando administrados (ABRAMSON, 1998).

Entre os diversos problemas gerados pela coloniza¢do dos fungos o inicial € a
perda da qualidade do alimento, pois os fungos produtores, ou ndo, de micotoxinas
ocasionam perdas na qualidade nutricional por serem seres heterotréficos, ou seja,
ndo sdo capazes de produzir seu préprio alimento, necessitando dos nutrientes
presentes no substrato habitado (SATURIO, 2000; LEESON; SUMMERS, 2001,
GIMENO; MARTINS, 2011).

Apos colbnia fungica habitar o substrato diversas condi¢Bes favoraveis sao
necessarias para a producdo de micotoxinas, como as condicdes ambientais
(presenca de oxigénio, temperatura e umidade), as condi¢cdes nutricionais do
substrato para maior desenvolvimento da col6nia fungica, e também fatores genéticos
intrinseco as espécies fungicas, pois nem todas as espécies de fungos sao produtores
e nem todas cepas de uma mesma espécie possuem a capacidade de produzir
(MALLMANN, 2006). Portanto a presenca dos fungos em gréos ou ra¢des, ndo € um
indicativo que haja micotoxina, mas quando existe a presenca de micotoxina € um

indicativo que em alguma fase (plantio, maturacdo, colheita, secagem transporte,
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processamento e/ou armazenamento) existiu ou ainda exista, condi¢des favoraveis e
a presenca da coldnia fungica. As micotoxinas, como sdo compostos quimicos podem
permanecer por mais de dois anos no alimento até ocorrer a sua inativacdo (KROGH,
1987; MALLMANN, 2006).

De maneira geral podemos dividir os fatores que interferem no crescimento e
producdo de micotoxinas em fisicos, quimicos e biolégicos. Os fatores fisicos séo
umidade ou agua livre, atividade de agua, umidade relativa do ar, temperatura, zonas
de microflora e integridade fisica dos graos. Os fatores quimicos consistem em pH,
composicao do substrato, nutrientes e minerais, potencial de oxido-reducéo (O2/COy).
Por fim, os fatores biologicos sdo a presenca de invertebrados e cepas especificas
com habilidade de producédo (GIMENO; MARTINS, 2011). Gimeno e Martins (2011),
definem a atividade de agua como a relacdo entre o teor de umidade (agua livre) no
alimento e a capacidade de crescimento dos micro-organismos, indicando a
quantidade de &agua disponivel para o crescimento, uma vez que 0 sistema se
encontra com o equilibrio hidrico (alimento/meio ambiente).

O crescimento dos fungos (Figura 1) € um fator importante para a determinacao
da producédo de micotoxina, pois segundo Marasas e Nelson (1987), a producéo sé
ocorre no periodo final ao “crescimento exponencial” e o inicio do “periodo

estacionario”, quando a col6nia se encontra em equilibrio.

Figura 1 - Crescimento dos fungos produtores de micotoxina
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Para ocorrer a sintese de micotoxinas além da coldnia encontrar-se em um
desenvolvimento ideal é necessario a presenca de percursores do metabolismo
primario, ou seja, sendo esses deslocados para outra rota metabolica produzindo as
micotoxinas (Tabela 1).

Segundo Freire et al. (2007), os fungos podem ser divididos de acordo com o
momento que contaminam o alimento, sendo fungos de plantio, os que contaminam
os graos antes da fase de colheita, e os fungos de armazenamento, responsaveis pela
contaminacdo na fase de colheita ou posteriores (transporte, armazenamento e
processamento). A contaminagdo dos animais de produg&o ocorre principalmente
através da ingestdo de alimentos de origem vegetal contaminados. Dentro da
producdo avicola cerca de 70% da racdo € composta por milho e farelo de soja,

aumentando as chances de contato com micotoxinas (FREIRE et al., 2007).

Tabela 1 - Percursores e metabdlitos secundarios gerados pelos fungos

Micotoxinas e derivados do metabolismo

Precursores L
secundario
L Gliotoxina, esporidesminas, acidos produzidos por
Aminoacidos : .
Aspergillus, xantocilina
Mevalonato Tricotecenos
Aflatoxina,esterigmatocistina,citreoviridina,citrinina,
Acetil-CoA e malonil-CoA patulina, acido penicilico, rugulosina(rugulosin),

luteoesquirina,citromicetina, zearalenona

Alcaloides do ergot, acido ciclopiazbénico,
furmitremorginas

Aminoéacido+ policetideos Citocalasinas, ocratoxina A

Policetideos + mevalonato Roridinas, verrucarinas
Fonte: Krogh (1987).

Aminoéacidos+ mevalonato

A contaminacdo humana segundo Fernandez et al (1994), pode ocorrer por
duas via direta ou indireta. A direta constitui a contaminag&o por produtos de origem
vegetal, assim como ocorre com outros animais na cadeia produtiva, ja a indireta &
através de residuos das micotoxinas nos produtos de origem animal (carne, viscera,
ovo e leite).

Na avicultura as micotoxinas que ocasionam perdas econdémicas S&o;
aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas e o0s tricotecenos (SATURIO, 2000;

MALLMANN, 2006). As aflatoxinas e as fumonisinas recebem maior destagque na
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avicultura e em outras producdes animais pela sua incidéncia no territorio brasileiro.
Ja a ocratoxina representa grande importancia na avicultura mundial, mas sua
incidéncia é irrelevante no pais, estando presente apenas na regido Sul, motivo pelo
qual no Brasil seu estudo é reduzido (SATURIO, 2000). Os tricotecenos possuem
diversas micotoxinas importantes na producao animal, mas a micotoxina desse grupo
mais importante para a producdo de aves € a micotoxina T2, que causa prejuizos
maires que a aflatoxina em produ¢des contaminadas (SATURIO, 2000; LEESON;
SUMMERS, 2001).

Conforme demonstra a Tabela 2, os fungos produtores de micotoxinas podem
contaminar diferentes substratos, causando deficiéncia nos valores nutritivos da dieta
e danos a saude dos animais. Os efeitos destas micotoxinas sdo muitas vezes
semelhantes, caracterizados por perda de desempenho, impacto no sistema hepatico
e de maneira geral, possuem atividades carcinogénicas, mutagénicas, nefrotoxicas,
neurotoxicas e algumas com efeitos teratogénicos.

As micotoxinas possuem diversos efeitos em separados, mas estudos buscam
encontrar os efeitos sinérgicos destas, porque muitas vezes em um mesmo alimento
pode-se encontrar duas ou mais espécies flngicas e/ou compostos diferentes de
micotoxinas. Dados do LAMIC (2012), indicam uma contaminacdo elevada de
aflatoxina e fumonisina nos milhos amostrados sendo que cerca de 50% esta

contaminado por aflatoxina e 75% contaminado com fumonisina.

Tabela 2 - Fungos: substratos contaminados, micotoxinas produzidas e principais efeitos

Fungos Substratos Micotoxinas Efeitos
. Hepatotdxico,
A.flavus e Amendoim, ) P ..
" ) . Aflatoxinas nefrotdxico e
A.parasiticus soja e milho A
carcinogénico
F. verticillioides Nefrotoxicos,
(moliniforme) e F. Milho Fumonisinas Neurotédxicos e
proliferatum Hepatotoxicos
Fusarium sp., ) . L.
) P Milho, cevada, Tricotecenos: T2, Dérmicos,
Myrothecium sp., . : . o
aveia, trigo e deoxicalenal, Hepatotodxicos e
Stachybatrys sp. e . . . o
) ) centeio diacetoxiscirpenol Teratogénicos
Trichothecium spp.
A.ochraceus e Milho, cevada . Hepatotoxicos e
) ) Ocratoxina L.
A.carbonarius e centeio Nefrotoxicos

Fonte: Krogh (1987), Leeson e Summers (2001) e Gimeno e Martins (2011).
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2.3 AFLATOXINA NA AVICULTURA

O grupo das aflatoxinas possue uma distribuicdo cosmopolita, produzidas por
fungos do género Aspergillus (principalmente A. flavus e A. parasiticus). Existem cerca
de 18 compostos conhecidos dentro do grupo das aflatoxinas, sendo as de maior
importancia as aflatoxinas: B1, B2; G1 e G2 (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) contaminagdes
naturais, ou seja, sendo produzidas pelos fungos. A denominacdo B e G estdo
relacionadas a fluorescéncia gerada através da iluminacdo com luz ultravioleta e
também através do comportamento no exame cromatograficos; as AFB1 e AFB:2
apresentam coloracao azul, recebendo a denominacéo “B” por conta da palavra “blue”
e as AFGi e AFG: apresentam uma coloragdo verde-amarelada recebendo a
nomeacao “G” por conta da palavra “green”, ambas de origem inglesa (LESSON et
al., 1995; GIMENO; MARTINS, 2011).

As aflatoxinas sdo classificadas como compostos de natureza cristalina,
termolabeis, sollveis em solventes polares, como cloroférmio e metanos. As
estruturas quimicas das aflatoxinas sdo muito similares (Figura 2), mas apesar da
semelhanca estrutural as aflatoxinas se diferenciam em relacdo ao seu potencial
toxico. As AFB1 apresentam maior toxidade seguidas da AFG1, AFB2 e AFG2 tendo o
potencial de toxidade aproximadamente de 50, 20 e 10% respectivamente, do
potencial da AFB1 baseado nos niveis de DL50 (TERAO; UENO, 1978; SMITH; ROSS,
1991; LEESON et al., 1995).

Figura 2 — Estrutura quimica das principais aflatoxinas naturais
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Apesar de possuir uma distribuicdo cosmopolita, as aflatoxinas apresentam
uma maior incidéncia em paises de clima tropical e subtropical (LEESON et al., 1995).
Os fungos produtores das aflatoxinas variam as temperaturas otimas e umidade
relativa ideais para o crescimento da colonia; e producao de aflatoxina, dependendo
da espécie fungica. De maneira geral, umidade relativa em torno de 80%, temperatura
ambiente proxima aos 27°C e uma atividade de &4gua de 0,78 a 0,87 representam
condicbes extremamente favoraveis para a proliferacdo dos fungos do género
Aspergillus e para a produgdo das aflatoxinas (LAZZARI et al., 1997; GIMENO;
MARTINS, 2011).

As aflatoxinas quando presentes em um alimento, contendo a colbnia fungica,
aumentam suas concentracfes durante um determinado periodo. Jones et al. (1982)
observaram que uma concentracfes de 1,2 ug/kg de aflatoxinas no milho aumentava
nas etapas do processamento da racdo, chegando a 6 pg/kg, e posteriormente, na
dieta armazenada no aviario, a contaminacdo chegava a 8 pg/kg, indicando o
desenvolvimento da producdo da micotoxina durante o processamento.

Diversos danos sdo causados pelas aflatoxinas, e como em toda colénia
fungica habitando um alimento ocorre perdas nutritivas e quadros de aflatoxicoses,
doenca ocasionada pelo consumo de aflatoxina e seus efeitos variam de acordo com
a quantidade de aflatoxina ingerida. As aflatoxicoses apresentam, primeiramente, uma
gueda na producdo, indices zootécnicos do animal acarretando em perdas
econbmicas na producdo, gerando quadros de apatia, anorexia com baixa taxa de
crescimento, piora na conversdo alimentar, decréscimo no ganho de peso, ma
qualidade da carcaca, diminuicdo na producdo e peso dos ovos, aumento da
susceptibilidade aos desafios ambientas e microbioldgicos, quadros hemorragicos,
embriotoxicidade, efeitos teratogénicos e elevacdo nas taxas de mortalidade
(LESSON et al., 1995; CRUZ, 1996; MIAZZO et al., 2000; OGUZ; KURTOGLU, 2000;
GIMENO; MARTINS, 2011).

As aflatoxinas apresentam alta absorcédo pelo trato digestério apresentando
lesbes hepatotoxicas, podendo também provocar problemas renais, e apresentam,
como a maioria das micotoxinas, carater imunossupressor (SHARMA, 1993; LEESON,;
SUMMERS, 2001). No caso das aflatoxinas seu efeito imunossupressor mais
conhecido € a inibicdo dos fagocitos e da sintese de proteina, afetando os &cidos
nucleicos e proteinas no ribossomo, diminuindo assim também a producdo de

anticorpos que sao gerados através da sintese proteica (BATINA, 2004).
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No grupo das aflatoxinas existem naturais, as AFB1, AFB2, AFG:1 e AFG2 que
resultam do metabolismo de fungos e as biotransformadas pelo sistema hepatico do
animal intoxicado, gerando metabdlitos derivados das aflatoxinas encontradas no
ambiente como, AFB2a, AFM1, AFM2, AFP1 e AFQ1 qual séo resultados de um
processo de desintoxicacdo do organismo (LEESON et al., 1995).

A AFB1 possui um mecanismo de a¢cdo muito complexo e similar ao das AFG;,
AFB2, AFG, iniciado com a ingestdo via oral e ocorrendo uma rapida absor¢éo pelo
trato digestorio, ligando-se imediatamente de forma reversivel a albumina sanguinea
e em menor quantidade a outras proteinas, e posteriormente se espalham pelos
tecidos, especialmente o hepatico. (BIEHL; BUCK, 1987; WATTY, 1991; LEESON et
al., 1995; SATURIO, 2000). Existe um consenso entre os especialistas que a AFB1 é
um pro-carcindgeno, ou seja, requer a ativacdo metabdlica para manifestar seus
efeitos tdéxicos no organismo das aves (OLIVEIRA; GERMANO, 1997; SATURIO,
2000).

A AFB1 possui um mecanismo de agdo muito complexo e similar ao das AFGa,
AFB2, AFG2, iniciado com a ingestéo via oral e ocorrendo uma rapida absor¢éo pelo
trato digestdrio, ligando-se imediatamente de forma reversivel a alboumina sanguinea
e em menor quantidade a outras proteinas, e posteriormente se espalham pelos
tecidos, especialmente o hepatico. (BIEHL; BUCK, 1987; WATTY, 1991; LEESON et
al., 1995; SATURIO, 2000). Existe um consenso entre os especialistas que a AFB1 é
um pro-carcindbgeno, ou seja, requer a ativacdo metabdlica para manifestar seus
efeitos tdéxicos no organismo das aves (OLIVEIRA; GERMANO, 1997; SATURIO,
2000).

Depositadas nos tecidos hepaticos as AFB1 sdo biotransformadas (Figura 3)
pelas enzimas do sistema enzimatico microssomal do figado (SEMF) responsaveis
pelos processos de hidratacéo, hidroxilacdo, 0-desmetilacdo e epoxidacado da AFB1,
estas enzimas sao pertencentes a superfamilia das enzimas citocromo P-450
constituintes como parte do processo de desintoxicacdo de ampla variedade de
xenobidticos no organismo (BIEHL; BUCK, 1987; SATURIO, 2000).

No sistema redutase citoplasmatico (SRC) ocorre a producao do aflatoxicol, no
qual o grupo caronil no anel ciclopentanona da AFB:1 é reduzido a um grupo hidroxil
(HSIEH et al., 1991). O aflatoxicol € menos ativo que a AFB1 podendo ser considerado
uma forma de armazenamento, acaba prolongando a exposicéo celular aos efeitos
toxicos originados pela AFB1 (LEESON, 1995).



Figura 3 — Biotransformacao da Aflatoxina B1 no tecido hepético das aves
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Através da epoxidacdo da dupla ligacéo de éter vinilico presente na estrutura
bi-furanoide da AFBa, origina-se o 8,9 epdxido de aflatoxina, uma das formas ativas
da AFB1, que é um composto altamente eletrofilico e reage através de ligacdes
de

desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA), e com as proteinas. Através da

covalentes com sitios nucleofilicos macromoléculas, como &cido
hidratacdo ocorre a formacdo da aflatoxina Bza (AFB2a), outra forma ativa da AFB1,
ocasionando alteracdes em proteinas e inibicdes de enzimas.

Os metabdlitos reativos da AFB1 (8,9 epdxido de aflatoxina e AFB2a) possuem
a capacidade de se ligar as proteinas ocasionando alteracbes profundas nas
propriedades funcionais das enzimas e nas sinteses proteicas (WYATT, 1991;
SATURIO, 2000).

Outra forma mutagénica € a AFM1, formada através da hidroxilagéo irreversivel
da AFB1. Ainda existe um questionamento sobre uma possivel deteccdo desse
metabdlito em ovos, assim como ocorre no leite. Este composto pode se se tornar
mutagénica através de um processo de epoxidacdo mas possui apenas 10% da
poténcia hepatocarcinogénica da AFB1 (LEESON et al, 1995; HUSSEIN; BRASEL,
2001). Os demais metabolitos gerados (AFQ1 e AFP1) sdo excretadas atraveés dos

liquidos biliares e pelo sistema renal do animal (SATURIO, 2000).
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As aves podem ser mais ou menos sensiveis a toxidade gerada pelas
aflatoxinas, sendo a sensibilidade dependente do sexo, idade e quantidade de
nutrientes da dieta. Normalmente machos apresentam uma maior susceptibilidade
gue as fémeas, e animais mais jovens sao mais afetados que os adultos. Em relacéo
a quantidade de nutriente, Marchioro et al. (2010) avaliaram a suplementagédo com
metionina em dietas contaminadas com aflatoxina na concentracéo de 2,8mg/kg e
constataram que niveis com maior suplementacdo apresentaram uma melhora em
relacdo ao tratamento controle negativo (sem suplementacdo com a presenca da
aflatoxina), isso demonstra que rac¢des balanceadas de acordo com nivel de
contaminacgao pode diminuir o efeito toxico das aflatoxinas.

Os graus de aflatoxicoses sdo divididas em cronico, quando se tem a
contaminacdo de aflatoxinas em baixas dosagens mas em longos periodos, e aguda
ocorrendo a ingestéo de alimentos com altas concentragcdes de aflatoxinas. Os efeitos
da aflatoxicose aguda s&o rapidamente observado, evidenciados por uma
deterioracdo do estado geral das aves, baixa drastica no consumo de racao, hepatite
aguda, ictericias, hemorragias e aumento na mortalidade (OSWEILER, 1990; DILKIN;
MALLMANN, 2004). Ja& as aflatoxicoses crbnicas sdo as principais formas de
contaminagcdo em condi¢des naturais e seus efeitos deletérios nem sempre sao claros,
ocorrendo diminuicdo na taxa de crescimento e resultando em perdas econdmicas
consideraveis (PIER, 1992; LEESON et al., 1995; DILKIN; MALLMANN, 2004).

As aflatoxinas afetam a maioria das espécies exploradas na avicultura
determinando efeitos deletérios na produtividade tanto de frango de corte, como
matrizes pesadas e leves, codornas, patos, perus, marrecos, dentre outras aves
engquadradas em sistemas produtivos (SATURIO, 2000). A legislacado brasileira, prevé
maximo de aflatoxinas (AFB1+AFG1+AFB2+AFG2=20ug/kg) preconizado pela
Resolucdo RDC n° 274, da ANVISA do Ministério da Saude, de 15 de outubro de 2002,
publicada no Diario Oficial da Unido de 16/10/2002, ANVISA e limite maximo de
50ug/kg preconizado para alimentos destinados a alimentacao animal pelo Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento através da Portaria MA/SDA/SFA n°7 de 9
de novembro de 1988, publicada no Diario Oficial da Uni&o de 9/11/1988.

O principal 6rgao afetado pela aflatoxicose € o figado o qual pode aumentar em
até 68% seu tamanho, alterando a sua coloracdo para amarelado e mudando sua
textura para friavel. Conforme as aflatoxinas alteram a sintese proteica, acabam

também dificultando a producéo enzimatica e dos sais biliares, prejudicando a atuagéo
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da lipase pancreatica no intestino e reduzindo a capacidade absortiva dos lipideos,
consequentemente, ocorre aumento na excre¢cdo dos mesmos (esteatorréia) sendo
até 10 vezes maior do que os teores normais de lipideos na matéria fecal
(SCHAEFFER; HAMILTON, 1991; SATURIO, 2000; GIMENO; MARTINS, 2011).
Dependendo do grau de intoxicacdo com aflatoxina outros érgdos podem sofrer
alteracOes, como os rins, baco, bursa e timo, os quais alteram tamanho e coloracéo.
A bursa e o timo sofrem decréscimo no seu tamanho por serem Orgaos do sistema
imune, ja os rins e 0 baco sédo sobrecarregados sofrendo aumento.

Em frangos de corte o aparecimento dos sintomas de aflatoxicose aguda ocorre
24 horas ap0Os a ingestdo da dieta contaminada, mas a interferéncia na sintese
proteica é notada praticamente, logo, apos a ingestédo. Huff et al. (1986) e Gosh et al.
(1990) observaram diminuicdo nos niveis séricos de albumina e globulina e reducéo
na sintese protéica no figado em frangos de corte alimentados com dietas
contaminadas com 300ug/kg de aflatoxina.

Nas poedeiras o0s sintomas em relagéo a produ¢cao demoram um periodo maior,
alguns dias ou semanas, mas antes de ocorrer uma queda imediata na postura, ocorre
queda nos teores de lipideos e proteinas dos ovos. Uma concentracdes de aflatoxina
de 10mg/kg pode gerar uma queda abrupta na producdo. Trucksses et al. (1983)
encontraram aflatoxinas B1 e M1, e aflatoxicol em ovos 24h ap6s o inicio do consumo
de racao contaminada. Portanto, € necessario salientar que enquanto os indices de
postura sdo afetados somente apds 8 dias do inicio da intoxicacdo, os indices de
qualidade dos ovos ja sédo afetados 24h apdés o consumo da dieta contaminada
(HAMILTON; GARLICH, 1971; SATURIO, 2000).

J& as reprodutoras de frango de corte apresentam diminuicdo no consumo e
na producdo de ovos quando expostas a concentracdes acima 500ug/kg de AFB1
(MILBRADT etal., 2001) e a taxa de ecloséo é afetada (HAMILTON; GARLICH, 1971).

A alta susceptibilidade de aves jovens a intoxicacdo por aflatoxinas em relacao
a aves adultas foi demonstrada por Mariani (1998), que verificou que aves intoxicadas
nas primeira duas semanas de vida ndo recuperaram o peso corporal até os 42 dias,
mesmo recebendo racdes sem toxinas a partir da terceira semana.

Estes efeitos negativos nos indices zootécnicos das aves ocasionam perdas e
compromete toda a cadeia produtiva de carne de frango, tanto na diminuicdo da

producdo de ovos de matrizes pesadas, afetando, assim, a formacéo de pintainhas,
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até a reducdo no peso de abate dos frangos de corte gerando perdas econémicas
irreparaveis em toda cadeia (DOERR et al, 1983; KICHOU; WALSER, 1993).

2.4 FUMONISINA NA AVICULTURA

As fumonisinas sdo metabdlitos secundarios produzidos, principalmente, pelas
espécies Fusarium verticillioides (antigamente chamado de F.moniliforme) e pelo
Fusarium proliferatum, e ainda por alguns fungos do género Alernaria. Sua descoberta
é datada de 1988, sendo que existem 6 compostos vinculados ao grupo, entre esses
0s principais séo fumonisina B1, B2 e Bs (FB1, FB2 e FB3) (Figura 4) sédo as mais
isoladas em gréos, sendo a FB1 a mais tdxica e abundante, representando cerca de
70% das contaminag¢des com fumonisina em alimentos e racfes, seguida pela FB2 e
FBs (MARASAS,1995).

Temperatura ambiente entre 25 e 35°C e atividade de agua de 0,94 a 0,98 sé@o
condicBes ideais para o desenvolvimento das colbnias fungicas produtoras de
fumonisina (SANCHIS et al., 2006). As fumonisinas sdo compostos polares soluveis
em agua e solventes polares, sendo insolUveis em solventes organicos, e ao contrario
das aflatoxinas as fumonisinas ndo apresentam fluorescéncia quando ocorre a
incidémcia de luz ultravioleta (HENRY et al., 2000; POZZI et al., 2002).

Figura 4 - Estruturas quimicas das principais Fumonisinas
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Fonte: Minami et al. (2004).

Por conta da predominancia dos climas subtropical e tropical no territério
brasileiro, ambientes propicios para a proliferacdo de fungos produtores das
fumonisinas. Mesmo com todos os fatores favoraveis, o governo brasileiro ndo tem
nenhuma legislacdo em vigor relacionada com a quantidade limite de fumonisina em

alimentos ou dietas destinado a produgéo animal. Dados do LAMIC (2012) informaram
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que 75% dos milhos analisados foram positivos para fumonisinas e 74% das amostras
de ragOes analisadas registraram positividade.

As fumonisinas apresentam de maneira geral efeitos neurotoxicos,
nefrotéxicos, edemas pulmonares e cerebrais, hepatotoxicos e lesdes cardiacas
afetando principalmente: cérebro, pulméo, figado, rins e coracdo dos animais
contaminados (FREIRE et al., 2007; GIMENO; MARTINS, 2011). Essas micotoxinas
foram associadas durante a historia com as doencas de leucoencefalomalacea equina
(LEME) e o edema pulmonar suino, além de seu comprovado efeitos carcinogénicos
(MALLMANN; DILKIN, 2011; SATURIO, 2000).

Os diferentes mecanismos de acdo das fumonisinas ainda n&o sao
perfeitamente conhecidos. Alguns estudos remetem que a FB1 interfere na biossintese
e degradacdo de esfingolipidios, isso devido a semelhanca com molécula dos

esfingoides livres (esfingosina e esfinganina) (Figura 5).

Figura 5 — Estrutura molecular da fumonisina B1, esfinganina e esfingosina
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Fonte: Miami et al. (2004).

Com a Inibicdo da biossintese dos esfingolipidios ocorre efeitos sobre a célula,
por serem componentes fundamental na estrutura da membrana celular interferindo
na comunicacdo celular, na interacdo intracelulares e regulacdo dos fatores de
crescimento. Os esfigoides livres possuem alta incidéncia nas células do sistema

nervoso central e periférico sendo lipidios da mielina, estando localizados nos
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oligodendrocitos e células de Schwan, sua interrupgdo ocasiona danos neurolégicos
(WANG et al., 1991; MARASAS, 1995; LINO et al., 2004).

Alguns estudos apontam que a FBi age sobre antigenos de superficies de
linfocitos T, interrompendo o equilibrio da subpopulacéo de linfocitarios e inibindo a
sintese de DNA em linfocitos normais, ocasionando assim uma baixa no sistema
imunolégico do animal (MINAMI et al., 2004; VOSS et al., 2007). Efeitos citotoxicos e
carcinogénicos também séo associados as fumonisinas (VOSS et al., 2007).

Fornecendo dietas contaminadas com FB1em niveis de 0, 25 e 50 mg/kg de
FB1 de dieta a frangos e perus de 1 dia de vida até 49° dia para os frangos de corte e
98° dia para os perus de corte, Broomhead et al. (2002) constataram que a
concentracdo de 50mg/kg de FB: alterou os niveis da relacdo esfingnina/esfingosina,
sendo esse aumento mais evidenciado em perus por serem aves mais sensiveis a
contaminagcdo com micotoxinas. Ambas espécies ndo apresentaram diferenca no
desempenho zootécnico em nenhum nivel de contaminacao testado.

Qureshi e Hangler Junior (1992) forneceram dieta contendo as concentracfes
de 61 mg/kg de FB1 e 10,5 mg/kg de FB2durante 6 semanas e observaram diminuicao,
do peso relativo do baco e timo, e também diminuicAo na contagem de
imunoglobulinas totais e uma menor atividade de fagocitose pelos macrofagos,
tornando as aves suscetiveis a doengas.

Segundo Saturio (2000), os primeiros estudos relacionados as fumonisinas
ocorreram com a inclusao de Fusarium verticillioides , ndo ocorrendo a purificacdo da
fumonisina Bi1, ou seja, como essa espécie de fungo produz outras micotoxinas 0s
efeitos deletérios descrito podem ser associado as outras micotoxinas e ndo estarem
ligados especificamente a fumonisina, devendo ser aceito com ressalva. J4 os estudos
de Ledoux et al. (1992), utilizaram a FB1 em diferentes concentragdes variando de 0
a 400 mg/kg de FB1, demonstraram queda no desempenho zootécnico, aumento do
rim, figado e da concentracdo de hemoglobina em frangos de corte.

A maioria das aves domésticas séo resistentes a contaminacao por fumonisina,
ou seja, dependem de niveis de concentracdo elevados para o aparecimento de
efeitos deletérios. Para as fases inicias do desenvolvimento de frangos de corte, cerca
de 10 mg/kg de FB1 durante 6 dias pode contribuir para aparecimento de petéquias,
aumento do tempo de coagulacdo sanguinea e diminuicdo da concentracdo de
albumina sérica, além de efeitos hepatotoxicos (ESPADA et al., 1997). Os sintomas

mais graves para a producao, como a diminuicéo drastica no ganho de peso, piora na
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conversdo alimentar, diminuicdo no consumo, diarreia, aumentos do figados e rins,
hepatite ou hiperplasia hepatocelular em aves de producéo (frangos, perus e patos)
sao observados nas doses maiores que 150 mg/kg de fumonisina conforme relatado
pelos autores; (WEIBKING et al. 1993; ESPADA et al., 1994; BERMUDEZ et al., 1995;
, BERMUDEZ et al., 1997; BROOMHEAD et al.; 2002).

Em matrizes leves e pesadas contaminagbes por fumonisinas afetam o
desempenho de postura a partir do 7° dia da ingestdo da racdo contaminada. Para
afetar a producao de ovos niveis de 70 mg/kg de fumonisina na dieta ja ocasionam
efeitos negativos na producdo de galinhas e codornas de postura (BUTKERAITIS,
2003; ROSSI et al., 2011).

2.5 EFEITOS SINERGICO DA AFLATOXINA E FUMONISINA

A ocorréncia simultanea de duas ou mais micotoxinas podem ocasionar um
efeito sinérgico, ou seja, a somatéria e/ou potencializacdo dos efeitos toxicos destas
perante 0s animais sensiveis. Muitas vezes quantidades ndo toxicas de uma
determinada micotoxina pode se tornar téxica agindo concomitantemente com outras
micotoxinas.

Sobre a ocorréncia simultdnea de aflatoxinas e das fumonisinas existem
diversos trabalhos comprovando a contaminacdo conjunta com essas micotoxinas.
Kopodo et al. (2000) analisaram 15 amostras de milhos coletados em Gana, e
constataram que em todas as amostras ocorreram positividade para presenca de
fumonisinas e em 53% das amostras existia a ocorréncia de fumonisina e aflatoxina,
além disso a amostra que apresentou 0 maior nivel de contaminacao com aflatoxina
(662 pg/kg) apresentou 1.043 pg/kg de fumonisinas totais. Essa situacdo nao é
diferente no Brasil que apresenta elevadas temperaturas e um regime hidrico, em
muitas regides, idénticos ao do pais africano.

Dados do LAMIC (2012,2013) demonstram que cerca de 60% dos milhos
analisados estdo contaminados com aflatoxina e cerca de 70% contaminados com
fumonisina. As amostras podem ser diferentes, mas as condi¢des para o crescimento
dos fungos produtores de aflatoxina e de fumonisina sdo muito semelhantes.

Alguns autores ja analisaram a presencga das duas ou mais micotoxinas no
mesmo alimento. Hashimoto et al. (2003), constaram uma contaminacao de aflatoxina

e fumonisina em 23% das ra¢fes destinadas a piscicultura no estado do Parang;
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Kawashima et al. (2006), analisaram a ocorréncia de aflatoxina, fumonisina e
ocratoxina em alimentos destinados a alimentagdo humana, tendo incidéncia
principalmente das aflatoxinas e das fumonisinas em um mesmo alimento;
Kobashigawa (2010) estudou a ocorréncia de aflatoxina e fumonisina na cadeia de
producdo de frango de corte no estado de S&o Paulo, constatando a presenca
concomitante dessas micotoxinas em dietas e milho.

Estudos no Estado de Sao Paulo desenvolvidos por Almeida et al (2000) e Silva
et al. (2004), utilizando como substrato para as colbnias fungicas diferentes hibridos
de milho e sorgo, demonstraram a presenca dos 3 géneros Fusarium spp., Penicillium
spp. e Aspergillus spp. nas amostras analisadas. Observaram a producdo de
aflatoxina da espécie Aspergillus flavus em ambos substratos, com 60% e 64,4% das
cepas isoladas produziam aflatoxina nos substratos milho e sorgo respectivamente,
sendo a producéo de AFB1 de 615 pg/kg a 30.750 pg/kg quando o substrato era o
milho e 20 pg/kg a 2188 pg/kg quando se tinha o0 sorgo como substrato para os fungos.
No género Fusarium spp. ambos analisaram o F.verticillioides (antigamente:
F.moniliforme), sendo que 100% e 91% das cepas isoladas produziram fumonisinas
para os substratos de milho e sorgo, tendo uma producéao de FB1 de 20 g/g a 2168
Mg/g quando se tinha milho como substrato e 0,12 a 5,38 pg/g tendo o sorgo como
substrato para os fungos.

Kubena et al. (1995) estudaram os efeitos da FB1, em combinacdo com
aflatoxinas, em perus, fornecendo as aves dietas contendo 200 mg/kg de FB1 e 750
pa/kg aflatoxina (79% AFB1, 16% AFGi, 4% AFB2, 1% AFG2), constataram que
ocorreu efeito sinérgico sendo que as aves tratadas com apenas FB1 e aflatoxinas
tiveram 10% e 39% de reducédo no ganho de peso quando comparada com o grupo
controle (dieta isenta de micotoxina). Ja as aves que receberam as duas micotoxinas
apresentaram uma reducdo de 47% potencializando a reducdo com as duas
micotoxinas (FB1 e aflatoxinas). Anteriormente, Weibking et al. (1994) obtiveram
resultados semelhantes em um estudo efetuado com perus jovens.

Tessari et al. (2006) observaram alteracdes nos parametros hematologicos
(hematocrito, hemoglobina, hemacias, HCM, VCM e CHCM), quando forneceram
dietas contaminadas com niveis de 0, 50 e 200 pg/kg de AFB1 e 0 ,50 e 200 mg/kg
FB1. Os efeitos negativos foram maiores no tratamento que recebeu a maior dosagem
de ambas as micotoxinas, reduzindo os valores de hematdcritos, hemoglobinas e

hemacias cerca de 50% quando comparada ao tratamento controle, e cerca de 20%
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quando comparado aos niveis mais elevados de aflatoxina e fumonisina em separado.
Tessari et al. (2010) avaliaram um aumento na AST (amino-transferase) e nas
proteinas totais de frangos de corte com 6 aos 33 dias alimentados com niveis de 0
,50 e 200 pg/kg de AFB1 e 0, 50 e 200 mg/kg FB1. O aumento foi mais evidente quando
a dieta fornecida continha aflatoxina e fumonisina, demonstrando uma potencializar&o
por conta do efeito sinérgico, acarretando em um efeito hepatotdéxico maior em relagéo

contaminacdes isoladas.

2.6 MECANISMO DE CONTROLE DAS MICOTOXINAS

O controle das micotoxinas se torna complicado a partir do momento que essas,
em sua maioria, se decompde em temperaturas elevadas em torno de 180° a 360°C,
variando de acordo com atividade de agua, pH do substrato e o tempo de exposicéo
ao calor. Por outro lado, as micotoxinas sédo sensiveis aos raios ultravioletas, e quando
expostas a esses raios, por um determinado periodo ocorre a desativacdo das
moléculas (RUSTOM, 1997; MALLMANN; DILKIN, 2011). Tratamentos utilizando os
raios ultravioletas ndo sdo descritos na literatura e a utilizacdo de altas temperaturas
para a desativacdo da molécula da micotoxina resulta em perdas maiores na
qualidade nutricional do alimento, ocorrendo a desnaturacao das proteinas e de outros
nutrientes presentes.

Segundo Mallmann et al. (2006), as maneiras para o controle das micotoxinas
séo divididas em duas categorias principais:

“Prevencgao da contaminagao e do crescimento fungico”
“Detoxificagdo dos compostos téxicos produzidos pelos fungos”

A prevencdo da contaminacdo e do crescimento fungico pode ser obtida
através da melhora nas praticas agricolas (impedir ataques de insetos e enfermidades
das plantas, evitar ao maximo, no momento da colheita, afetar o grao e separa-lo dos
residuos de colheita), armazenamento dos graos (umidade nao superior a 12% para
graos e 9% para as oleaginosas, temperatura na ordem de 20 a 22°C), aplica¢ao dos
agentes antifiungicos, melhoramento genéticos dos grdos buscando 0s menos
suscetiveis a contaminacdo de fungos (SATURIO, 2000; MALLMANN et al., 2006;
GIMENO; MARTINS, 2011). Como se tratam de diversas cadeias produtivas
interligadas e muitas vezes o controle de algumas commodities ndo se torna

interessante para alguns elos da cadeia de cereais, a saida € buscar fornecedores
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idéneos e cada vez mais se preocupar com a qualidade do produto mantendo os
mecanismos de andlises, visando assim uma alta qualidade no alimento fornecido
para o animal.

Quando os processos de prevencao da contaminacéo e do crescimento fungico
ndo sdo executados e ocorre a contaminacdo fungica e possivel producdo de
micotoxinas, é necessario realizar a detoxificacdo dos compostos téxicos produzidos
pelos fungos, processo de acdo corretiva e usual. Dentre os processos de
detoxificacdo ou descontaminacdo, quando se busca eliminar a colonia fangica
existem métodos fisicos, como a moagem dos graos, favoravel para algumas
micotoxinas, métodos quimicos que consistem na extracdo dessas substancias
guimicas através de solventes ou métodos microbioldgico através da fermentacao por
leveduras (MALLMANN et al., 2006; GIMENO; MARTINS, 2011).Mas nenhum desses
métodos sao utilizados efetivamente na produgéo animal.

Na cadeia produtiva animal o método mais usual de reduzir os efeitos negativos
provocados pelas micotoxinas € o0 uso dos adsorventes de micotoxinas. Os
adsorventes possuem a habilidade de se aderir a micotoxina e impedir sua absor¢éo
no trato digestorio, tornando-a inerte e ndo téxica para os animais (OLVER, 1997;
LESSON; SUMMERS, 2001). Entretanto alguns adsorventes podem prejudicar a
utilizacéo de alguns nutrientes por apresentar uma possivel afinidade quimica e niveis
de inclusédo elevados (KUBENA et al., 1993; PARLAT et al., 1999; MIAZZO et al.,
2000; ROSA et al.,, 2001). Como as estruturas quimicas das micotoxinas se
diferenciam, os adsorventes mais eficientes sdo aqueles que adsorvem o maior
ndmero de micotoxinas (SATURIO, 2000; LESSON; SUMMERS, 2001).

O emprego de derivados de argilas selecionadas sdo os adsorventes mais
usados na cadeia produtiva animal, essas sdo extremamente eficientes no sequestro
das aflatoxinas (PHILLIPS, 1999; MALLMANN et al., 2006). Dentre as argilas e seus
derivados as mais usadas sdo a sepiolita, aluminossilicato de sédio e céalcio (ASSCA),
bentonitas e a diatomitas. A montmorilonita sodica pertence ao grupo das argilas
classificadas como esmectitas, do grupo dos aluminosilicatos, é considerada
promissora na absorcdo das aflatoxinas por reduzir os danos metabdlicos
(MALLMANN et al., 2006; GIMENO; MARTINS, 2011).

Adsorventes a base aluminossilicato de sddio e célcio (ASSCA) séo derivados
das zedlitas, apresentando cargas negativas, ja as aflatoxinas possuem forte carga
positiva, podendo ser adsorvidas pelos ASSCA (BURAGAS, 2005). Porém, essa
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adsorcao pode ocorrer com alguns componentes da dieta como as vitaminas e 0s
minerais (GIMENO; MARTINS, 2011). Diversos testes com componentes das zedlitas
foram eficazes em diminuir os efeitos da aflatoxina em niveis que variam de 0,3 a
0,5%, em suinos, frangos de corte e perus (PHILLIPS et al., 1988; ROSA et al., 2001,
PIMPUKDEE et al., 2004; DESHENG et al., 2005; MIAZZO et al., 2005). Entretanto
estudos relacionados com a utilizagdo do ASSCA com contaminacdes de aflatoxina e

fumonisina sdo escassos.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 1440 frangos de corte no periodo experimental, machos,
criados desde um dia de idade, da linhagem Cobb®, vacinados contra a doenca de
Marek provenientes de matrizes ao redor de 45 semanas de idade. As aves foram
alojadas em um galpdo de alvenaria com 3,20m de pé direito, cobertura de telhas
sanduiches, piso de concreto e cortinas externas moveis, composto por 80 boxes de
3,10 x 1,05m separados por telas de 0,70 m de altura, sendo criadas de janeiro a
fevereiro de 2013, com registro de temperaturas maximas 32°C e minimas de 23°C.

O periodo experimental iniciou-se no 22° dia de vida das aves, distribuidos em
um delineamento inteiramente casualizado contendo 6 tratamentos (Tabela 3) com 8
repeticdes totalizando 48 parcelas com 30 aves cada. Até 21 dias de idade foram
criados um total de 1600 frangos de corte com a mesma dieta isenta de micotoxinas
e adsorvente, seguindo as orientacdes do Manual de Manejo Cobb® e o programa de
vacinacao contra as doencas de Gumboro, Bouba aviaria e New Castle preconizados
para a regido. Aos 21 dias todas as aves foram pesadas e os lotes uniformizados de
maneira a se obter um peso mais homogéneo e dar inicio ao periodo experimental,
880g+10g.

Tabela 3 — Tratamentos experimentais para frangos de corte de 22 aos 42 dias de vida

Tratamentos ' O FB1  ASSCA(SCAS)*
(mg/kg)  (mg/kg) (%)
Cp1 0 0 0
CP+0,30A 0 0 0.30
CN2 2 100 0
CN+0,10A 2 100 0.10
CN+0,20A 2 100 0,20
CN+0,30A 2 100 0.30

* Adsorvente a base de aluminossilicato de sédio e calcio; :CP- Controle; Positivo;
2CN-Controle Negativo

As dietas utilizadas tanto no periodo de 1 a 21 dias e no periodo experimental
de 22 a 42 dias (Tabela 4) foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais
proposta por Rostagno et al. (2011), utilizando também os valores de composicéo do

alimento para calcular a composi¢ao nutricionais das dietas.
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Tabela 4 - Composicao nutricional das rac¢oes utilizadas nos periodos de 1 a
21 e de 22 a 42 dias de idade

Fases (dias)

Composicgéao (%) Inicial Experimental
(1-21) (22-42)
Milho 56,55 62,59
F.Soja 37,53 30,64
Oleo de Soja 2,61 3,34
Calcério Calcitico 0,98 0,93
F.Bicalcico 1,81 1,61
L-Lisina HCI 0,114 0,191
DL-Metionina 0,216 0,209
Suplemteno vitaminico+mineral* 0,200 0,200
Inerte - 0,30
Total 100,0 100,0
Composicéao calculada 1-21 22-42
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.975 3.100
Proteina bruta (%) 22,0 19,5
Calcio (%) 0,960 0,875
Foésforo disponivel (%) 0,450 0,406
Arginina digestivel (%) 1,377 1,186
Metionina digestivel (%) 0,517 0,476
Metionina + Cistina digestivel (%) 0,807 0,741
Lisina digestivel (%) 1,143 1,045
Treonina digestivel (%) 0,739 0,650
Triptofano digestivel (%) 0,249 0,212

* Enriquecido por quilograma de racdo: Vitamina A — 8.000 Ul; Vitamina D3 -
2.000 UI; Vitamina E — 20mg; Vitamina K3 — 2 mg; Vitamina B1 — 1,5 mg;
Vitamina B2 — 4 mg; Vitamina B6 —12 mg, Vitamina B12 — 15 mcg; Acido folico
— 0,6 mg; Acido pantoténico 10 mg; Niacina — 30 mg; Biotina - 0,1 mg; Colina
— 300 mg; Ferro — 50 mg; Cobre — 10 mg; Zinco — 70 mg; Manganés — 100
mg; lodo — 1 mg; Selénio — 0,3 mg; Antioxidante 50 mg., Anticoccidiano — 80
mg ;Promotor de crescimento — 80 mg

As aflatoxina Ba (AFB1), a fumonisina B1 (FB1) e o adsorvente foram fornecidos
por empresa comercial. Para a producdo de aflatoxina Bi ocorreu o cultivo do
Aspergillus flavus utilizando arroz como substrato, seguindo a metodologia
desenvolvida por Shotwel et al. (1996) e extraida do meio de cultura utilizando-se
cloroféormio. O extrato foi submetido a evaporacdo completa do solvente e
ressuspenso em Oleo de milho esterilizado como descrito por Tessari et al. (2006),
formando uma suspensao contendo quantidades de 0,68 mg/mL AFB1e 0,01 mg/mL

de aflatoxina Bo.
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A FB1 teve como substrato o milho para o cultivo das cepas de Fusarium
verticillioides conforme os procedimentos descritos por Weibking et al. (1993). A
concentracéo de FB1 obtida foi de 5.500mg/kg e 3.400 mg/kg de fumonisina B2.

Assim foram adicionados 3 mL/kg da solucdo contendo AFB:1 e 18 g/kg do
material de cultivo contendo FB1. Para misturar as ragdes com aflatoxina e fumonisina
foi utilizado um misturador em Y com tempo de 12 minutos de mistura. Oito amostras
das racOes foram retiradas para confirmacédo dos niveis de AFB1 e FB1 através das
técnicas descritas por Soares e Rodriguez-Amaya (1989) e Shephard et al. (1990),
respectivamente. Os niveis encontrados foram de 1,76+0,52 mg/kg de AFB1 e
96,89+0,93 de FBa.

Como caracteristicas de desempenho, foram avaliados o ganho de peso,
consumo de racédo, conversao alimentar e a mortalidade. Os animais foram pesados
aos 42° dia para obter os dados e consumo de racdo foram contabilizadas.

A mortalidade foi contabilizada diariamente e as aves com problema de perna
e refugos foram descartadas no decorrer do experimento e contabilizadas como
mortas. Para a determinacdo do coeficiente de variagdo da mortalidade, foram

utilizados valores corrigidos em sin't, segundo a formula:

mortalidade
Mortalidade Corrigida = sin™?! ST + 0,05

No final do 42° dia de vida foram aleatoriamente retirados dois frangos de cada
uma das 48 parcelas, e o total 96 aves foram submetidas a coleta de sangue por
puncdo cardiaca com retirada de aproximadamente 6 mL de sangue, sem
anticoagulante. Apds a centrifugacédo a 6.500 rpm por 6 minutos o soro foi retirado
através do uso de pipeta automéatica e armazenado em eppendorf de 2 mL a -20°C
para posteriores analises bioquimicas. As analises de calcio, fésforo, uréia, creatinina,
acido drico, triglicerideos, colesterol e gama-glutamiltransferase (GGT) foram
realizadas através de analisador bioguimico semi-automatico Sinnowa Modelo SX-
3000M® no Laboratério de Fisica e Quimica da Faculdade de Engenharia de llha
Solteira/Unesp-Campus llha Solteira, utilizando kits soroldégicos Labtest®.

No 43° dia do experimento foram coletados 3mL de amostra sanguinea de duas
aves por parcela experimental, por puncao cardiaca com anticoagulante, totalizando
96 aves. Os parametros sanguineos hemograma e leucograma de acordo com a

metodologia de Jain (1993). A determinacéo dos hematdcritos foi realizada através do
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método microhematdcrito, a hemoglobina pelo método cianometahemoglobina e os
indices de Wintrobe (hemoglobina corpuscular média-HCM, concentracdo de
hemoglobina corpuscular média-CHCM e volume corpuscular médio-VCM) foram
calculados por féormulas padronizadas. Para contagem dos leucdcitos utilizou o
processo com a solucéo de Natt e Herrik, contando-os em camara de Newbauer,
obedecendo como células contadas apenas as dos quadrados pequenos centrais e 0
resultado multiplicado por 120. A contagem diferencial leucocitaria ocorreu através da
preparacdo de esfregaco sanguineo, corados com hematoxilina-eosina (Pandtico
rapido LB), sendo observadas em microscopico 6tico com a objetiva de imersdo. A
contagem leucocitaria foi classificada em granulares (heteroéfilos, eosindfilos e
basdfilos) e ndo granulares (linfocitos e mondcitos) e a contagem de trombdocitos
ocorreu em separado.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia com o auxilio do
programa SISVAR 5.1. (FERREIRA, 2011) e em caso de significancia estatistica, as

meédias foram comparadas pelo teste SNK, no nivel de 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados relacionados ao desempenho zootécnico (consumo de racéo, ganho
de peso e conversao alimentar) dos animais sdo apresentados na Tabela 5.

O consumo de racdo e o ganho de peso apresentaram diferenca estatistica
entre os tratamentos (P<0,01) e os valores forma menores no tratamento CN (controle
negativo), como ja era esperado, tendo quedas de 50 e 35%, respectivamente,
gquando comparado ao tratamento CP (controle positivo). Estas quedas ocorreram
devido a elevada absorcdo de AFB1 e FBi1i pelo trato digestorio ocorrendo
metabolizacdo desses compostos pelo figado, gerando compostos téxicos, resultando
em lesdes hepaticas e inibicdo da sintese proteica, tendo como principal sintoma o
quadro classico de anorexia (MINAMI et al., 2004; YUNUS et al., 2011).

Tabela 5 — Desempenho zootécnico e mortalidade de frangos de corte alimentados com dietas
contendo micotoxinas e ASSCA

Cons.Racdo Ganho de Peso Conv. Alimentar Mortalidade
Tratamentos

(9) (9) (9) (%0)
CP 3169a 1685a 1,881a 513+ 3,72 ¢
CP+0,30A 3197a 1688a 1,894a 5,00+ 3,53 ¢
CN 15514 1093c 1,419 20,13+ 9,45a
CN+0,10A 2042 1115¢ 1,831ap 11,25+ 8,76 b
CN+0,20A 2504 13760 1,819 6,88+ 5,76 c
CN+0,30A 27750 1492 1,860ab 6,63+ 5,28 c

Significancia * * * **
CV (%) 7,26 6,10 3,03 8,34

CV= coeficiente de variagao. NS- nao significativo; * P< 0,05, **P<0,01. Médias na coluna seguidas de
letras diferentes diferem entre si (P<0,05) pelo teste de SNK a 5% de probabilidade

Estudos utilizando apenas AFB1 e outros com FB:1 ja demonstravam o impacto
dessas micotoxinas separadamente em relacdo ao desempenho do animal. Como a
FB1 possui efeitos neurotoxico a maioria dos seus estudos séo realizados na fase
inicial de criacéo, devido ao fato da ave, nessa fase, apresentar um processo intenso
de desenvolvimento assim os efeitos nocivos sao mais expressivos (LEDOUX et al.,
1992). Rauber et al. (2013) estudaram niveis de contaminacdo de 100 e 200 mg/kg
de FB1 em frangos de corte de 1 a 28 dias, constataram perdas de até 18% no ganho

de peso dos animais que receberam o maior nivel de FB1 quando comparado com o
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tratamento sem a presenca de micotoxina. Os autores observaram uma reducao em
torno de 30% no consumo de rag&o.

Miazzo et al. (2000), utilizaram niveis de 2,5mg/kg constataram quedas de 11%
no ganho de peso em frangos de corte de 21 a 42 dias. Pode-se associar as maiores
guedas nesse experimento por conta da associacdo das duas micotoxinas assim
como constatado por Miazzo et al. (2005), que utilizaram tratamentos com niveis de
2,5 mg/kg de AFB1 e 200 mg/kg, separadamente e concomitantemente em dietas de
frangos de corte dos 29 aos 50 dias e observaram reducéo de 28% no ganho de peso
do tratamento com as duas micotoxinas em relacao ao tratamento sem a presenca de
micotoxinas. Este valor foi mais elevado que os tratamentos com as micotoxinas em
separado, concluindo que existe sinergismo

Em relacéo a converséo alimentar (Tabela 5) os dados ndo seguiram 0 mesmo
comportamento das demais variaveis de desempenho, entretanto a melhor converséo
(P<0,05) no tratamento CN esta relacionada a queda de 50% no consumo de racéo
ao comparar com o CP. A queda do consumo resultou nos piores valores de ganho
de peso, ocasionando em valores baixos de conversdo. Essa situacdo também foi
apontada por Lopes et al. (2006), que avaliaram a inclusédo de aflatoxinas (2,5 mg/kg
de AFBa1) na dieta de frangos de 1 a 42 dias observaram uma melhor conversao no
tratamento controle negativo, sendo a converséo alimentar uma avaliagéo errdbnea no
caso destes experimentos.

Dentre os niveis do adsorvente empregados apenas o 0,20 e 0,30% (CN+0,20A
e CN+0,30A) se mostraram eficientes em minimizar a absor¢do das micotoxinas no
trato digestorio evitando um quadro grave de micotoxicose e garantindo um
desempenho superior ao do CN (P<0,05) e com alguns valores bem préximos do
tratamento sem micotoxinas (CP). O ASSCA nas dietas sem micotoxinas (CP+0,30A)
nao produziu efeitos negativos sobre o desempenho das aves quando comparadas
ao CP (P>0,05), evidenciando que mesmo que haja algum tipo de perda de nutrientes
pela associacdo do adsorvente, como descrito por Leeson et al. (1995), estas nao
foram capazes de alterar as caracteristicas de desempenho do animal e 0 mesmo néo
influenciou no consumo de racgao.

A mortalidade (Tabela 5) diferiu apenas entre (P<0,05) controle negativo
(20%+9,45) e o tratamento com contaminacéo de AFB1e FB1 e 0,10% de inclusao do
ASSCA (11,25%8,76). A média dos demais tratamentos ficaram em torno dos 6%,

ou seja, dentro dos valores normais de criagéo.
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Através do quadro clinico de deficiéncia hepatica, perda de peso, dificuldade
na sintese proteica, imunossupressao e anorexias, 0s animais ficaram ainda mais
expostos a outros desafios presente no meio de criacdo, ocasionando altos indices de
mortalidade confirmando o observado por Lopes et al. (2006), que trabalharam com
contaminacdes de AFB1 de 2 mg/kg em aves de 1 a 42 dias de vida. Rauber et al.
(2013) estudaram contaminagdes com fumonisina e nao observaram efeitos sobre a
mortalidade com niveis de até 200 mg/kg da micotoxina. A mortalidade do tratamento
CN+0,10A demonstra que a quantidade adicionada do ASSCA ndo foi suficiente para
evitar um quadro de micotoxicose aguda.

Os niveis de AFB: utilizado nas dietas contaminadas é 100 vezes maior que o
limite méximo de aflatoxinas (AFB1+AFGi1+AFB2+AFG2=20ug/kg) preconizado para
milho gréo pela Resolucdo RDC n° 274, da ANVISA do Ministério da Saude, de 15 de
outubro de 2002, publicada no Diéario Oficial da Unido de 16/10/2002, ANVISA e 40
vezes maior que o limite maximo de 50ug/kg preconizado para alimentos destinados
a alimentacéo animal pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento atraveés
da Portaria MA/SDA/SFA n°7 de 9 de novembro de 1988, publicada no Diario Oficial
da Unido de 9/11/1988. Na legislacao brasileira os limites maximos de micotoxinas
estado previsto apenas para aflatoxinas.

Entre os parametros hematologicos (Tabela 6) a contagem dos trombdcitos foi
0 Unico parametro que nao diferiu (P>0,05) entre os tratamentos, enquanto para 0s
demais parametros foram observadas diferencas. O tratamento CP (controle positivo)
apresentou valores hematoldgicos acima dos preconizados por Wakenell (2010), mas
proximos aos relatados por Cardoso e Tesari (2003), que trabalharam em clima
semelhante ao desse experimento. O tratamento com a inclusdo do adsorvente sem
a presenca das micotoxinas (CP+0,30A) néo diferiu (P>0,05) do tratamento controle
positivo (CP) em nenhuma das variaveis analisadas, indicando mais uma vez que o
adsorvente utilizado é totalmente inerte ndo interfere no desempenho e metabolismo
das aves.

A diminuicéo do tratamento controle negativo (CN) nos niveis de hematdcrito,
hemacias e hemoglobina indicam um quadro de anemia, demonstrado também pelo
aumento (P<0,05) do HCM e VCM e a diminui¢ao (P<0,05) da CHCM, demonstrando
gue as hemacias dessas aves apresentam um tamanho maior do que as do tratamento
controle positivo (CP) e a quantidade de hemoglobina por hemacia, sem levar em

consideracdo a massa da hemacia assim como mostra HCM, mas a concentracao de
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hemoglobina levando em consideracdo o tamanho da hemécia (CHCM) diminui
(P<0,05). Essas observac¢des indicam um possivel quadro de anemia megalobléstica
comumente descrita por Guyton e Hall (2006) na medicina humana. No presente
estudo este processo anémico pode ter ocorrido por uma diminuicdo da sintese
proteica do DNA, ocasionadas pela AFB1e FB1 e intensificada por uma deficiéncia de
acido folico e vitamina Bi2 devido a reducdo no consumo de ragdo. O comportamento
dos resultados foi semelhante ao descrito por Tessari et al. (2006), que trabalharam
também com AFB1 e FB1, porém em niveis menores nas dietas.

Os tratamentos com a presenca do adsorvente estabilizaram o quadro de
anemia desde o menor nivel de 0,10% inclusdo (CN+0,10A). Apesar da presenca das
micotoxinas e uma possivel diminuicdo na sintese proteica e do DNA, os tratamentos
com adsorventes elevaram o consumo de ra¢do quando comparados com o controle
negativo, resultando em uma maior ingestéo de acido félico e vitamina Bi2.

Todos os tratamentos estudados tiveram o leucograma (Tabela 6) de acordo
com os niveis preconizados para espécie por Wakenell (2010), os quais apresentam
amplas variagcbes em seus valores. As diminuicbes (P<0,05) apresentadas nos
tratamentos CN (controle negativo) e CN+0,10%A (controle negativo + 0,10%incluséo
do ASSCA) proporcionaram o inicio de um quadro de imunossupresséao, oriundo da
intoxicacdo com as micotoxinas, principalmente pela AFB1, pois o conhecimento do
mecanismo de como as FBi afetam o sistema imune ainda ndo estdo bem
esclarecidos. Os tratamentos CN+0,20A (controle negativo+ 0,20% inclusdo do
ASSCA) e CN+0,30A (controle negativo+ 0,30% de inclusdo do ASSCA)
apresentaram em sua maioria niveis no leucograma abaixo do CP (controle positivo),
isso porque nem toda a micotoxina é 100% (totalmente) sequestrada pelos
adsorventes, ocorrendo assim absorcdo de uma fracdo reduzida de micotoxina e
consequentemente afetando o metabolismo do animal, como relatado por Gimeno e
Martins (2011).
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Tabela 6 - Parametros hematologicos de frangos de corte, alimentados com AFB1 e FB1recebendo ASSCA como adsorvente de micotoxinas

Tratamentos
Variaveis CV %  Significancia
CP CP+0,30A CN CN+0,10A CN+0,20A CN+0,30A

HEMOGRAMA

Hematdcrito (%) 41,5 a 40,13a 26,74p 36,76ab 39,124 40,74a 8,51 o
Hemacias (105/uL) 2,67a 2,58a 1,28p 2,25a 2,48p 2,63 7,26 o
Hemoglobina (g/dL) 7,144 6,48a 3,97p 5,82ap 6,28a 7,09a 8,03 *
HCM! (pg) 26,74p 25,11p 31,89 25,900 25,32p 26,95p 6,10 o
VCM2 (fl) 155,43 155,54, 208,59a 163,37b 157,74 154.90c¢ 5,13 o
CHCM? (g/dL) 17,2a 16,2a 14,86p 15,83ap 16,05a 17,40a 7,62 o
LEUCOGRAMA

Leucécitos(x103/uL) 24,23a 24,154 17,6¢ 18,98 20,26b 20,14y 7,65 *
Trombéticos(x103/uL) 30,93 31,45 29,67 29,62 32,13 31,82 6,10 NS
Linfocitos (x103/uL) 14,834 13,13a 6,73c 8,12p 12,19a 10,32ap 8,36 *
Heterofilos (x103/uL) 8,64a 8,87a 3,81kc 5,81p 7,98¢ 8,32a 11,03 *
Mondcitos (x103/uL) 1,85a 1,16p 0,32 0,52¢ 0,89nc 1,23a 10,35 *

1 Hemoglobina corpuscular média (HCM); 2 Volume corpuscular médio (VCM);3 Concentragdo hemoglobina corpuscular média ; CV= coeficiente de variacdo. NS- ndo
significativo; * P< 0,05, **P<0,01. Médias na linhas seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05) pelo teste de SNK a 5% de probabilidade
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Os parametros bioquimicos sdo apresentados na Tabela 7 e divididos em
sistema hepatico, sistema renal e niveis séricos de minerais.

Analisando os dados que remetem a possiveis danos pelas micotoxinas no
sistema hepatico, encontramos alteracdes (P<0,01) nos niveis de colesterol e GGT e
apenas o triglicerideos néo apresentaram diferencas (P>0,05) dentre os tratamentos.
Essas alteracOes ocorreram apenas no tratamento controle negativo (CN) e no
CN+0,10A, reduzindo os niveis de colesterol em torno de 35% e 25%
respectivamente, quando comparados com o tratamento controle positivo (CP). Esta
reducado de colesterol esta abaixo dos niveis da espécie que variam entre 100 mg/dL
a 200 mg/dL preconizados por Schimidt et al. (2007), indicando que as micotoxinas
afetaram o sistema hepéatico e interferiram na producéo de colesterol e que a utilizagédo
dos niveis de 0,10% do ASSCA nao foi eficiente para proteger o sistema hepético das
aves. O resultado encontrado nesse trabalho foi semelhante ao encontrado por Batina
et al. (2005) e Maciel et al. (2005), que observaram niveis semelhantes de colesterol
em tratamentos contendo aflatoxina. A reducdo nos niveis de colesterol também foi
observada por Rauber et al. (2013), que analisaram o efeito da contaminacdo com
fumonisina nos niveis séricos de colesterol ndo encontraram diferenca nos niveis de
colesterol.

Como confirmacgdo de danos hepéticos, os niveis de gama glutamil transferase
(GGT) dos tratamentos CN (controle negativo) e CN+0,102 (controle negativo + 0,10%
de ASSCA) aumentaram em 70% e 40% quando comparados com o tratamento CP
(controle positivo). Como a GGT atua na transferéncia de aminoacidos e peptideos
através das membranas celulares para a sintese proteica, seu aumento remete a
danos no sistema hepatico, podendo ser através de uma colestase como observado
por Maciel et al. (2007), que estudaram 5 mg/kg de aflatoxina em dietas de frangos de
corte.

As concentragdes de triglicerideos nao foram influenciadas pela presenca das
micotoxinas (P>0,05). Esses resultados concordam com Batina et al. (2005) e Maciel
(2007) que nao encontraram diferencas entre os tratamentos controle positivo e

controle negativoque continha 5 mg/kg de aflatoxinas.
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Tabela 7 - Parametros bioquimicos de frangos de corte, alimentados com AFB1 e FB1 recebendo como adsorvente ASSCA como adsorvente de micotoxinas

Tratamentos
Variaveis CV %  Significancia
CP CP+0,30A CN CN+0,10A CN+0,20A CN+0,30A
SISTEMA HEPATICO
Colesterol (mg/dL) 138,75a 139,68a 87,63p 101,54p 140,38a 138,65a 12,1 o
Triglicerideos (mg/dL) 70,92 71,75 69,67 72,34 72,78 73,51 8,56 NS
GGT (UIL) 22,11 23,43p 37,744 32,02a 24,79% 24,45y 13,65 *
SISTEMA RENAL
Acido drico (mg/dL) 7,34 a 7,1a 4,08 6,01 ad 6,59ad 6,37ad 6,10 *
Ureia (UI/L) 3,64 3,75 3,22 3,59 3,25 4,0 7,69 NS
Creatinina (mg/dL) 0,55a 0,52a 0,36p 0,48ab 0,58a 0,50a 8,89 *
NIVEIS SERICOS DOS MINERAIS
Calcio (mg/dL) 9,96 10,08 9,79 10,20 10,12 10,08 5,87 NS
Fosforo(mg/dL) 5,33 5,81 5,27 5,45 5,58 5,32 6,46 NS
Relacéo calcio e fésforo 1,87 1,86 1,85 1,87 1,91 1,89 2,87 NS

GGT=gama glutamil tranferase.CV= coeficiente de variagdo. NS- ndo significativo; * P< 0,05, **P<0,01. Médias na coluna seguidas de letras diferentes diferem

entre si (P<0,05) pelo teste de SNK a 5% de probabilidade
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Em relacdo a funcionalidade do sistema renal (Tabela 7) encontramos
alteracdes nos niveis séricos de (P<0,01) &cido urico e (P<0,05) creatinina. Os niveis
séricos de ureia no presente estudo estdo dentro do esperado para a espécie, cujo
valor oscila entre 0 e 5 mg/dL (THRALL, 2007). Mesmo as aves nao apresentando o
ciclo da ureia, isso pela auséncia da enzima carbamil fostato- sintease em seu
metabolismo, niveis razoaveis de ureia sdo encontrados no soro das aves, e séo
indicadores da eficiéncia da utilizacdo dos aminoacidos, assim como o acido Urico
(BERTECHINI, 2012).

O nivel de creatinina do tratamento CN (controle negativo) reduziu em 35%
quando comparado com o nivel do tratamento CP (controle positivo), essa reducdao foi
observada por Batina et al. (2005) e Maciel et al. (2007), que relataram uma reducao
de 30% nos niveis de creatinina quando as aves receberam racfes contaminadas com
5 mg/kg de aflatoxina. Contudo, a inclusdo das micotoxinas, associadas aos
adsorventes nos diferentes niveis (0,10, 0,20 e 0,30% de inclusdo do ASSCA),
promoveu a regularizagdo nos niveis de creatinina sérica em rela¢éo ao grupo controle
positivo (CP). As creatininas resultam da degradacdo da fosfocreatina muscuar.
Quando as taxas musculares se elevam o0s niveis de creatinina aumentam tornando-
os altos indices indicativos de problemas renais por ndo ser reabsorvidas pelo
organismo devendo ser eliminada pelo mesmo (THRALL, 2007). A diminuicao
encontrada no controle negativo (CN) é resultado de um menor ganho de massa
muscular, associado ao baixo consumo de racdo devido os problemas hepaticos
gerados pelas micotoxinas.

O comportamento do &cido urico foi idéntico ao da creatinina, onde o tratamento
CN (controle negativo) teve reducdes de 45% quando comparado (P<0,05) com o CP
(controle positivo) Os acidos uricos sédo produzidos pelo metabolismo das proteinas a
partir da degradacdo das purinas, sendo a principal forma de excrecdo de N
(nitrogénio) pelas aves, logo, quando se tem uma maior ingestao de proteina aumenta
a excrecao de N. Como no tratamento controle negativo (CN) o consumo do animal
reduziu (P<0,05) cerca de 50% ao comparar com o tratamento controle positivo (CP),
isto comprova os baixos niveis de acido Urico. Batina et al. (2005) e Maciel et al.(2007)
observaram uma reducdo semelhante utilizando uma intoxicacdo de 5 mg/kg de
aflatoxinas em frangos de corte. Esses autores relacionaram a alteracao
possivelmente ao metabolismo hepatico e o transporte de lipideos intra-hepéticos,

sendo esse prejudicados pela presenca dos metabolitos toxicos das aflatoxinas,
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resultando assim um aumento na excrecédo renal de 4cido Urico. Rauber et al. (2013),
trabalharam com niveis de 0 a 200 mg/kg de fumonisina, ndo encontraram alteracdes
nos niveis séricos de acido Urico entre os tratamentos com as micotoxinas e isento
das mesmas.

Os niveis de 0,20 e 0,30% (CN+0,20A e CN+0,30A) de inclusao do adsorvente
foram eficientes para normalizar os niveis bioquimicos relacionados. Assim 0s niveis
de micotoxinas absorvidas pelas aves que receberam os adsorventes ndao foram
suficientes para provocar danos hepaticos e renais.

A concentragdo célcio e fésforo sanguineo e a relagédo calcio e fésforo ndo
foram influenciadas pelos tratamentos (P>0,05). Estes niveis estdo de acordo com
preconizado por Bertechini (2012), quando afirma que a proporc¢ao fisiolégica de célcio
€ aproximadamente duas vezes mais elevada que a de fésforo. Essa auséncia de
efeito da intoxicacdo por micotoxinas sobre as concentracdo séricas de calcio e
fésforo corroboram com os resultados descritos por Desheng et al. (2005) e
Franciscato et al. (2006), que também n&o observaram diferencas significativas no
calcio e fésforo sérico, nos tratamentos com 200 pg/kg e 3 mg/kg de aflatoxinas,
respectivamente, e sdo discordantes de Eraslan et al. (2005), que descreveram
diminuicdo nos niveis com tratamentos de 1 mg/kg de aflatoxina; Por outro lado,
Rauber et al. (2013), avaliaram os efeitos da intoxicagdo por fumonisina (0 a 200
mg/kg) observaram que as intoxicacbes elevaram os niveis de calcio sérico em
relacdo ao tratamento controle positivo.

Apenas com base nos dados de calcio e fosforo séricos ndo ha como afirmar
uma possivel diminui¢do ou ndo na absor¢céo destes minerais, uma vez que o ciclo de
producdo de frangos de corte é bastante curto, sendo assim, pequenas alteracdes
séricas serdo regulados através da disponibilidade desses minerais nos 0ssos dos

animais, podendo ocorrer resultados mais evidentes em aves de postura.
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5 CONCLUSAO

Nas condicGes em que este experimento foi realizado conclui-se que:

1. Aintoxicacdo com os niveis de micotoxinas estudados (2 mg/kg de AFB1 e
100 mg/kg de FB1) causaram danos drasticos nos parametros zootécnicos
das aves, evidenciando um quadro de anorexia, 0 sistema hepético das
aves foi afetado interferindo na sintese do colesterol, e o sistema renal e os
niveis de calcio e fésforo ndo foram afetados pela intoxicacdo, danos nos
parametros hematoldgicos foram observados gerando um quadro de
anémico nas aves e inicio de uma imunossupressao.

2. O niveis igual ou superior a 0,20% de inclusdo na dieta do adsorvente a
base de aluminossilicato de sédico e calcio demonstrou-se eficiente em
minimizar os danos causados pelas micotoxinas estudadas (2 mg/kg de
AFB1 e 100 mg/kg de FBz1).

3. Ainclusédo de 0,20% do adsorvente apresentou resultados iguais a incluséao
de 0,30%, sendo assim, considerada o melhor nivel de utilizacao.

4. O uso do adsorvente sem a presenca das micotoxinas nao provocou
nenhuma alteracdo nos parametros estudados, sendo seus resultados
iguais que o tratamento controle positivo (sem micotoxinas e sem uso de

adsorvente).
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