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RESUMO

EFEITOS DA ZEARALENONA EM LEITOAS PRE-PUBERES E EFICACIA DE
ADITIVO ANTI-MICOTOXINA NA PREVENCAO DA MICOTOXICOSE

A zearalenona (ZEA) é produzida por fungos Fusarium, sua ocorréncia €
frequente em grdos e por isso suinos estdo diretamente expostos a esta
micotoxicose. Apesar da ZEA possuir uma estrutura ndo esteroidal, possui
capacidade de ativar os receptores de estrogénio e resultar em alteracdes
morfolégicas e funcionais dos 6rgdos do trato reprodutivo. Apés a contaminacao do
grao é dificil a eliminacdo desta micotoxina, no entanto, o uso de aditivos anti-
micotoxinas (AAM) com comprovada eficiéncia pode ser uma medida corretiva. O
presente trabalho tem por objetivo apresentar uma revisdo de literatura com as
caracteristicas e os efeitos téxicos da ZEA em suinos e as medidas preventivas para
evitar esta micotoxicose; os efeitos da exposicdo de leitoas pré-puberes a
concentracdo de 0,75mg/kg desta micotoxina; e a avaliacdo da eficacia do uso de
um AAM na prevencéo dos sinais da intoxicacdo na concentracado de 0,5mg/kg de
ZEA.

Palavras-chave: zearalenona, aditivo anti-micotoxina, suinos, intoxicacdo



ABSTRACT

ZEARALENONE EFFECTS IN PRE-PUBERTAL GILTS AND THE
EFFECTIVENESS OF DETOXIFYING AGENT IN THE PREVENTION OF
MYCOTOXICOSIS

Zearalenone (ZEA) is produced by Fusarium fungi, its occurrence is common
in grains, that’'s why pigs are directly exposed to this mycotoxicosis. Although ZEA
have a non-steroidal structure, it has the capability to activate the estrogen receptors
that will result in morphological and functional alteration of the reproductive tract
organs. After the contamination of the grain, it is difficult to eliminate this mycotoxin,
however, the use of anti detoxifying agent with proven efficiency may be a way to
correct it. This paper aims to present a literature review with the features and toxic
effects of ZEA in swine and preventive actions to avoid this mycotoxicosis; the effects
of pre-pubertal gilts exposure to 0.75 mg/kg of this mycotoxin and the evaluation of
the efficacy of a detoxifying agent use to prevent the signs of intoxication at a
concentration of 0.5 mg/kg of ZEA.

Keyword: zearalenone, detoxifying agent, swine, intoxication.
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INTRODUCAO

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina ndo esteroidal, mas com atividade
estrogénica, sendo sintetizada por fungos fitopatégenos do género Fusarium. Sua
freqiente ocorréncia nos grédos, especialmente no milho, expde 0s suinos
diretamente aos seus efeitos toxicos, sendo que, comparados as demais espécies
animais, estes apresentam maior susceptibilidade, principalmente por caracteristicas
de sua metabolizacdo hepéatica que produz metabdlito mais téxico que a propria
ZEA, o a-zearalenol (MALEKINEJAD et al., 2006). Apesar de conhecidos os efeitos
de hiperestrogenismo em suinos, a maioria dos estudos com ZEA sdo em
experimentacdo in vivo com concentracdes muito altas, o que normalmente nao
reflete a situacdo real, sendo assim, pouco se sabe dos limites maximos toleraveis
para os suinos ndo manifestarem os efeitos toxicos. Este conhecimento é importante
principalmente para o estabelecimento de limites toleraveis para ZEA em alimentos
destinados a alimentacdo animal, j& determinado por alguns paises (ZINEDINE et
al., 2007). No Brasil estes limites ainda néo foram determinados.

As medidas preventivas para evitar a presenca do fungo sao as mais eficazes
no controle da ZEA; estas medidas devem incluir boas praticas no armazenamento,
transporte e producdo de grédos (SANTIN et al.,, 2005). No entanto, ainda com a
pratica de medidas preventivas é dificil a eliminacao total das micotoxinas na ragéo e
em situacdes de elevada contaminacdo, vale-se a adocdo de medidas corretivas
como o uso de aditivos anti-micotoxinas na racao (AAM), com objetivo de
detoxificacdo ou de adsorcdo, neste caso, impedindo suas absor¢cbes no trato
gastrointestinal.

Os resultados da efichcia dos AAM sdo extremamente variaveis,

principalmente pela caracteristica apolar da ZEA que dificulta sua ligacdo em
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adsorventes, destacando os pertencentes a classe dos aluminossilicatos (DAKOVIC,
et al.,2005). Além disso, outros fatores como a formulacdo dos AAM, caracteristicas
das estruturas quimicas dos aluminossilicatos e também de sua origem,
modificacdes nas estruturas quimicas, as condi¢bes dos estudos (in vitro e in vivo), a
formulacdo do produto, o uso de enzimas detoxificantes, ou sua associacdo com
adsorventes; também influenciam para esta grande variagdo nos resultados
encontrados na literatura (DAKOVIC, et al.,2005; DIAZ e SMITH et al, 2005).

Neste sentindo, a presente dissertacdo esta dividida em trés capitulos, sendo
o capitulo 1 uma revisdo de literatura das caracteristicas da ZEA, seus efeitos
téxicos em suinos e as medidas de controle desta micotoxina. O capitulo 2, um
artigo cientifico apresentando o estudo com a avaliacdo dos efeitos toxicos da ZEA
em leitoas pré-puberes em concentracdo mais baixa (0,75mg/kg) que as
normalmente encontradas na literatura, com objetivo de estudar estes efeitos numa
concentracdo relativamente mais proxima a encontrada no campo. O Capitulo 3,
também em formato de artigo cientifico, esta apresentado o estudo com a avaliacéo
do uso de um aditivo anti-micotoxina (AAM) na prevencao dos efeitos toxicos da

ZEA em leitoas pré-puberes expostas a concentracdo de 0,5mg/kg.



CAPITULO 1

ZEARALENONA: CARACIERI'STICASJ EFEITOS TOXICOS EM SUINOS E
PREVENCAO - REVISAO DE LITERATURA
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ZEARALENONA: CARACTERISTICAS, EFEITOS TOXICOS EM SUINOS E
PREVENCAO - REVISAO DE LITERATURA

(Zearalenone: Characteristics, toxic effects in swines and prevention — Review)
TEIXEIRA, L. C.; SANTIN, E.; ALBERTON, G.C.

RESUMO- A Zearalenona (ZEA) € uma micotoxina produzida por fungos do
género Fusarium que contaminam gréos, especialmente o milho, geralmente
ainda no campo, e se encontra disseminada por todos os paises.
Freqlentemente esta associada a acdes tdxicas para humanos e animais,
sendo que, particularidades da metabolizacdo hepética de suinos os tornam a
espécie mais susceptivel. Esta micotoxina provoca desordens reprodutivas, ja
que juntamente com seus metabdlitos, a- zearalenol e (- zearalenol,
mimetizam a acdo do estrogénio causando o hiperestrogenismo. Esta revisao
aborda a ocorréncia da ZEA, caracteristicas e particularidades de sua
biotransformacao, seus efeitos toxicos em suinos e as medidas preventivas e
corretivas para combate & micotoxicose.

Palavras chave: Zearalenona; suinos; intoxicacao; aditivo anti-micotoxina.
ABSTRACT- The Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin produced by fungus of
Fusarium gender that contaminate grains, especially corn, usually when they
are still in the fields, and it is disseminated by all countries. It is frequently
associated with toxic actions to humans and animals, but, particularities of pigs
hepatic metabolism make them the most susceptible species. This mycotoxin
causes reproductive disorders, once that together with its metabolites, a-
zearalenol and [(- zearalenol, mimic the action of estrogen causing
hyperestrogenism. This review covers the occurrence of ZEA, characteristics
and particularities of its biotransformation and its toxic effects in swine and the
preventive and corrective measures to combat mycotoxicosis.

Keywords: zearalenone; swine; intoxication; detoxifying agent.

1.1 INTRODUCAO

O crescimento fungico em gréos é de ocorréncia normal tanto na lavoura
como no processo de estocagem. Os fungos podem espoliar nutrientes dos
graos e, também, resultar na producdo de micotoxinas, toéxicas aos animais,
humanos e plantas. Tendo em vista que na suinocultura moderna 0s suinos
sao alimentados com racfes compostas principalmente por graos, destacando-
se 0 milho, estes sé@o susceptiveis as intoxicagdes por micotoxinas.

Dentre as micotoxinas que afetam 0s suinos, merece destaque a
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zearalenona (ZEA), que é produzida por fungos do género Fusarium e possui
efeito estrogénico (hiperestrogenismo) resultando em transtornos reprodutivos
(CHANG et al.,, 1979; ETTIENNE E JEMMALI, 1982). Particularidades da
metabolizacdo hepatica de suinos os tornam a espécie mais susceptivel aos
efeitos toxicos desta micotoxina.

O quadro clinico das intoxicacfes pela ZEA varia de acordo com a
quantidade de toxina ingerida, o tempo de ingestdo, sexo do animal e estagio
reprodutivo (CONKOVA et al., 2003). Os sinais podem ser confundidos com
uma série de outras doencas ou problemas de manejo da granja, porém edema
e hiperemia de vulva sao sinais classicos deste tipo de intoxicagao.

Apébs a contaminacdo do grao pelas micotoxinas, as acdes para evitar a
intoxicagdo pelos animais sdo limitadas. Os aditivos anti-micotoxinas s&o
ferramentas disponiveis no mercado para remover, destruir ou inativar
micotoxinas da racdo. Os resultados de estudos in vivo para avaliacdo das
acOes efetivas destes produtos sdo variaveis, especialmente os com acédo
adsorvente, pois as caracteristicas da estrutura quimica e propriedades fisicas
da ZEA dificultam sua ligacdo nestes produtos (DOLL, et al., 2005; DAKOVIC,
et al., 2005). As enzimas detoxificantes inativam a capacidade téxica da ZEA e
possuem resultados promissores, porém os estudos realizados sdo in vitro
(TAKAHASHI-ANDO et al.,, 2002). A limitagdo destas medidas corretivas
reforca a importancia da prevencdo da contaminagdo do grado pelo Fusarium
com a adocdo de boas praticas de cultivo e também de transporte e
armazenamento dos gréaos, sendo estas as medidas mais eficazes e seguras
no combate as micotoxinas (SANTIN, et al., 2005).

O desenvolvimento desta revisdo tem por objetivo expor algumas
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consideracdes relevantes de artigos cientificos para melhor esclarecer
aspectos relacionados com a manifestagdo do quadro clinico produzido pela
ingestdo de ZEA, apresentar caracteristicas da metabolizagdo e as
manifestacbes sistémicas que ocorrem nha intoxicacdo em suinos, além do
impacto de seus efeitos toxicos na satde e no bem-estar dos animais e discutir

as acodes preventivas e corretivas para evitar a micotoxicose.

REVISAO DE LITERATURA
1.2. MICOTOXINAS E ZEARALENONA
1.2.1 Caracteristicas das micotoxinas

As micotoxinas sdo substancias toxicas resultados do metabolismo
secundario de fungos, sendo conceituadas como compostos ndo essenciais ao
desenvolvimento fungico e formadas no estagio final da fase exponencial de
crescimento (SANTIN et al., 2005). Sdo produzidas por diversos géneros
fungicos que contaminam produtos agricolas por toda cadeia de producéo
alimentar desde o campo, colheita e do transporte ao armazenamento. As
condicGes de pré e poés-colheita e os cultivos determinam o crescimento de
géneros especificos de fungos. Por estas razdes € dificil a ado¢do de medidas
universais para controle de todos estes microrganismos simultaneamente, e
também das micotoxinas (CAST, 2003).

Os mais importantes géneros fungicos produtores de micotoxinas séo os
Aspergillus, Claviceps, Penicilium e Fusarium. Os géneros Claviceps,
Penicillium e Aspergillus crescem preferencialmente durante o armazenamento
dos grdos, e normalmente ndo causam problemas no campo. Os do género
Fusarium, infectam os gréos na lavoura, sao fitopatdgenos, necessitam de altas

condi¢bes de umidade, 20 a 21% e temperatura amena (SANTIN et al., 2005).
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Apesar de menos frequente, € possivel o aparecimento de micotoxinas de
Fusarium na fase pdés-colheita (HOLLINGER e EKPERIGIN, 1999; SANTIN et
al., 2005).

A produgdo de micotoxinas ocorre quando os fungos sao submetidos a
condi¢cbes de estresse. Nos graos armazenados, a contaminagdo com fungos
toxigénicos e a producdo de micotoxinas séo resultados da interagdo complexa
entre umidade, temperatura, substrato, concentracdo de oxigénio e dioxido de
carbono, presenca de insetos e fungos. Nas condicdes de campo 0 estresse
ocorre por condi¢des climaticas, intempéries, pragas, entre outros, que também
resultam em perda de vigor pela planta predispondo-a a colonizagéao por fungos
toxigénicos (SANTIN et al., 2005).

Os principais grupos de micotoxinas que acometem suinos sao as
produzidas por fungos do género Aspergillus e Penicillium, as aflatoxinas e
ocratoxinas, e as Fusarium micotoxinas que compreendem as fumonisinas,
tricotecenos e a ZEA. Estas micotoxinas estdo entre as principais encontradas
nos graos e que possuem grande importancia para a saude animal (HUSSEIN
e BRASEL, 2001).

A grande variacao térmica € essencial para producao de micotoxinas por
fungos Fusarium, como comprovado por MARTINS e MARTINS (2002) em
estudo in vitro. Os autores verificaram que a maior producdo de ZEA ocorreu
no milho incubado a 28°C por 15 dias e seguidos de queda na temperatura
para 12°C. Esta condicdo é encontrada em regifes de clima temperado da
Ameérica, Europa e Asia (CREPPY, 2002). No Brasil, estas condi¢des s&o
observadas principalmente nos estados do Parana, Rio Grande do Sul e Santa

Catarina.
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Os impactos econdémicos associados as micotoxinas incluem reducgédo na
produtividade, lesdes nos 6rgdos vitais, aumento da incidéncia de doencas
infecciosas em consequéncia da imunossupressao, interferéncia na capacidade
reprodutiva, e em casos graves, morte de animais (CAST, 2003). As
micotoxinas possuem capacidade mutagénica, carcinogénica, teratogénica
(IARC, 1999), sendo que seus efeitos negativos na saude estdo diretamente
ligados a dose, ao tempo de exposicado e a idade do animal. Além disso, o
crescimento fangico ocasiona baixo rendimento das culturas e perda nutricional
dos gréos reduzindo o desempenho animal (PESTKA et al., 1995; MORENO et

al., 2005; SANTIN et al., 2005).

1.2.2 Caracteristicas da ZEA

A ZEA é uma micotoxina ndo esterdide com caracteristicas estrogénicas.
E produzida por uma variedade de fungos do género Fusarium, dentre eles os
F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellense e F.
semitectum (ZINEDINE, 2007).

A denominacédo zearalenona provém do fungo “Gibberella zeae” (forma
assexuada do Fusarium graminearum), grande produtor desta micotoxina, e
também por caracteristicas da sua estrutura quimica. Sua molécula é
constituida por uma lactona acida resorcilica, sendo o radical “- eno” pela dupla
ligacao entre os carbonos C1 e C2 e o “- ona” pela cetona no C6 (URRY et al.,
1966), como mostra a Figura 1.

Durante a metabolizagdo em mamiferos ocorre a formagédo de dois
metabdlitos isbmeros da ZEA, a- e (- zearalenol (Figura 1) que possuem

também acao estrogénica. Estes metabdlitos também sdo produzidos pelos
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fungos, porém em uma concentracdo inferior a produzida durante a

metabolizacdo da ZEA no organismo animal (ZINEDINE, 2007).

Figura 1- Estrutura quimica da zearalenona (a) e de seus metabdlitos (b) a-
zearalenol (R'=OH e R?=H) e B- zearalenol (R'= H e R*=OH).

O risco para saude publica pela ingestdo de produtos de origem animal
contaminados com ZEA apesar de existir, ndo tem sido descrito como de
grande importancia, pois a sua biotransformacdo e excrecdo nas espécies
animais séo rapidas (CAVRET et al., 2006; ZINEDINE et al., 2007). A deteccao
de ZEA em carne e leite reduz quando a exposicao cessa e esta ligada a dose
ingerida pelo animal (CAVRET et al., 2006). N&o foi encontrada ZEA nem seus
metabdlitos em mudsculos, rins, figado e gordura de bovinos machos
alimentados com 0,1 mg ZEA/dia/kg (DANICKE et al., 2002; ZINEDINE et al.,
2007), nem em leite de vacas alimentadas com 0,1 ou 0, 33 mg/ kg de ZEA por
21 dias (PRELUSKY et al., 1990). Ndo tem sido reportada também a presenca

desta micotoxina em ovos (ZINEDINE et al., 2007).

1.2.3 Ocorréncia da ZEA no milho
A ZEA possui distribuicdo mundial e ocorre em diversos cereais,
principalmente no milho (SILVA e VARGAS, 2001) decorrente principalmente

do fungo F. graminearum, um importante produtor de ZEA e freqientemente
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isolado neste grao (MARTINS e MARTINS, 2002). Acredita-se que com a
expansdo mundial do comércio de graos o fungo tenha se espalhado de um
pais a outro (PLACINTA et al. 1999).

A prevaléncia de ZEA no milho do Brasil dos anos de 1990 a 2000 foi
avaliada por SALAY e MERCADANTE (2002). Neste estudo, mais de 50% das
amostras dos estados do Rio Grande do Sul, Parana, Goias e Mato Grosso do
Sul estavam contaminadas. Em outro levantamento realizado também no
Brasil, MALLMANN e DILKEN (2007) analisaram 65361 amostras colhidas
aleatoriamente nas industrias de racdo do pais. Em 14,8% das amostras de
racdo encontrou-se contaminagcao por ZEA, sendo que em alguns momentos
do ano ultrapassou os 45%.

A prevaléncia de micotoxinas na industria de alimentos da Europa, Asia
e Oceania foi mensurada no periodo de 2003 a 2005. Na Asia e Oceania a ZEA
foi 0 contaminante mais comum das amostras de gluten de milho com taxa de
contaminacdo de 92%, com concentracdo média de 272 pg/kg e maxima de
3158 pg/kg, esteve presente também em 37% das amostras de produtos
destinados a alimentacédo animal e ragdo em concentracdo média de 114 ug/kg
e maxima de 4132 pg/kg. Nas amostras de milho da Europa e regido do
Mediterraneo a ZEA foi detectada em 63% das amostras com niveis maximos

de 1958 pg/kg e média de 71 pg/kg (BINDER et al., 2007).

1.3 CARACTERISTICAS DA INTOXICACAO PELA ZEA EM SUINOS
1.3.1 Biotransformacao em suinos

O conhecimento dos mecanismos de biotransformacéao tem fundamental
importédncia para o entendimento da susceptibilidade das espécies as

micotoxicoses. As espécies animais apresentam diferentes sistemas
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enzimaticos que convertem as substancias toxicas em hidrofilicas para serem
excretadas do organismo. Em alguns casos os produtos da metabolizagéo tém
toxicidade mais acentuada que o proprio substrato, como é o caso da ZEA
(D"MELLO et al., 1999).

A ZEA €& absorvida rapidamente apds administracdo oral
(AVANTAGGIATO, et al., 2003; CAVRET et al.,2006), sendo que em suinos, a
absorcdo apdés uma dose de 10 mg/kg de peso vivo € de aproximadamente de
80 a 85 % (BIEHL et al., 1993). Seu metabolismo pode ocorrer por duas vias, a
via 1, por hidroxilacdo; e a via 2, por conjugacédo ao acido glucurénico (OLSEN
et al.,, 1981) que inativa a ZEA e seus metabdlitos. A via 1 consiste na
formacdo de a- e PB- zearalenol catalisada pelas enzimas 3a- e 3B-
hidroxiesterdide desidrogenase (HDS). Na via 2 a conjugacdo da ZEA e de
seus metabdlitos com acido glucurénico € catalisada pela glucuronil-difosfato-
uridina-transferasel (OLSEN et al.,, 1981). As enzimas 3a- e 3B3-HDS estéo
presentes em Vvarios 0rgdos e sao responsaveis pelo metabolismo dos
hormonios esteréides (FINK-GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007).

A reducdo da ZEA em a-zearalenol e (-zearalenol € mais ativa no figado
e foi bastante demonstrada em muitas espécies como nos ratos, suinos, perus
e galinhas. No entanto, os eritrocitos também possuem esta capacidade
(CHANG e LIN, 1984), assim como a mucosa e a microbiota intestinal (BIEHL
et al., 1993; KOLLARCZIK et al., 1994).

O metabdlito a-zearalenol possui mais potencial estrogénico que a ZEA
e 0 B-zearalenol (MIROCHA et al., 1978; CELIUS et al., 1999; MINERVINI et
al., 2001; MALEKINEJAD et al., 2006), uma vez que possui maior afinidade

pela ligacdo com os receptores de estrogénio (CELIUS et al., 1999). Em suinos
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ha predominancia da conversao da ZEA em a-zearalenol devido a eficiéncia da
enzima 3-a-HDS.

Outra particularidade dos suinos é que, comparados as outras espécies
animais, possuem menor capacidade de glucuronidacdo e, portanto, menor
capacidade de inativacdo da ZEA e de seus metabdlitos (FINK-GREMMELS e
MALEKINEJAD, 2007). Somadas estas caracteristicas e particularidades da
metabolizacdo da ZEA explica-se o fato desta espécie ser a mais sensivel aos

efeitos de ordem reprodutiva desta micotoxina.

1.3.2 Modo de agéo e sinais clinicos

A acdo da ZEA ocorre por estimulo aos receptores estrogénicos
citoplasmaticos, incrementando a sintese protéica no aparelho reprodutor.
Conseqientemente, estimula a secre¢do das células endometriais, sintese de
proteinas uterinas e resulta em aumento do peso do trato reprodutivo (GAUMY
et al.,, 2001). Entretanto, a intensidade de seus efeitos tdxicos depende do
status reprodutivo do animal, ou seja, se estd em fase pré-pubere, em cio ou
gestante (EDWARDS et al., 1987).

Em porcas observa-se principalmente aumento e/ou tumefacao da vulva.
A intoxicagdo por ZEA causa transtornos reprodutivos, como 0 aumento da
infertilidade associada a estro permanente, atraso no retorno ao estro,
persisténcia de corpo lateo, falhas na implantacdo, pseudogestacdo, anomalias
ovarianas, nascimento de leitbes fracos (EDWARDS et al., 1987; KUIPER-
GOODMAN et al.,1987; ETIENNE e DOURMAD, 1994; FINK-GREMMELS e
MALEKINEJAD, 2007).

A ocorréncia de abortos ndo é relatada em intoxicacbes experimentais
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com doses de até 30mg/kg. LONG e DIEKMAN (1986) ndo observaram
reducdo da sobrevivéncia fetal nesta concentracdo. Ja em doses muito altas,
proximas a 60mg/kg, houve reducdo da sobrevivéncia fetal e do tamanho da
ninhada (ETIENNE e DOURMAD, 1994). De acordo com LONG e DIEKMAN
(1986) a ocorréncia de morte embrionéria, além da relacdo com a dose, parece
estar ligada com momento de ingestdo de ZEA durante a gestacdo. Estes
autores observaram que de quatro porcas prenhes alimentadas com ZEA no
periodo curto e limitado de 7 a 10 dias de gestacdo, apenas uma permaneceu
prenhe e nada ocorreu com as que alimentaram entre 2-6 dias e 11-15 dias de
gestacao.

As leitoas recém-nascidas representam a categoria animal mais sensivel
aos efeitos da ZEA devido a excrecdo via leite pela porca (ETIENNE e
DOURMAD, 1994; ZINDEDINE et al., 2007) e ainda pela transferéncia via
placenta, como j& demonstrado em ratos por BERNHOFT et al. (2001) e em
suinos por DANICKE et al. (2007). Como sinais clinicos notam-se intensa
hiperemia e edema da vulva, mamas e infiltracdo edematosa da regido
perineal, abdominal e umbilical (YANG et al., 1995). A ocorréncia de prolapsos
retais ou vaginais foi descrita por MCNUTT et al.(1928).

Em leitoas sexualmente maduras a ingestado de ragdes com ZEA produz
efeitos importantes no aumento do intervalo entre estros. Esta caracteristica foi
descrita por EDWARDS et al. (1987) em estudo com leitoas ndo prenhas
alimentadas com racdo contendo a micotoxina nas concentracdes de 5 e
10mg/kg. Observou-se aumento do ciclo estral para 29.2 £ 2.9 e 32.7 + 3.3
dias, respectivamente.

Como qualquer estrogénio, a ZEA é luteotréfica e em dietas de 3 a
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10mg/kg, ha probabilidade de indugcéo de anestro e aborto em porcas, se essas
dietas forem consumidas no meio do ciclo estral. O anestro e o elevado nivel
de progesterona podem persistir por varios meses mesmo depois da exposicado
a micotoxina ter cessado (EDWARDS et al., 1987). No entanto, em baixos
niveis de 0,4mg/kg de ZEA, GUTZWILLER et al. (2009) n&o observaram efeitos
negativos em porcas na puberdade nos parametros reprodutivos: idade do
primeiro estro, na prenhez e no nimero de fetos por porca.

Como outros sinais, podem-se observar reducdo do tamanho da
ninhada, agalaxia, aborto (WEAVER et al.,, 1978) aumento de natimortos,
leitbes mumificados e da incidéncia de sindrome dos membros abertos nos
leitdes (splay-leg), principalmente quando h& alta ingestdo de alimento
contaminado pela porca no final da gestacdo (EDWARDS et al., 1987).
Reducdo no peso dos fetos e aumento da heterogeneidade da ninhada foi
observado em porcas gestantes de 80 dias alimentadas com 4mg/kg de ZEA
(ETTIENNE e JEMMALI, 1982). Ainda neste estudo observaram redugéo do
peso da placenta sugerindo reducao das trocas nutricionais.

Em machos expostos a ZEA pode ocorrer depressao sérica de
testosterona, da espermatogénese e do peso dos testiculos, além da inducao
de feminizagdo e reducdo de libido (D’MELO et al., 1999). Em camundongos
inoculados por via intraperitoneal houve aumento da vesicula seminal, do peso
da glandula prepucial do testiculo e de espermatozoides anormais, reducéo de
espermatozoides vivos, de sua integridade acrossémica, na producdo
espermatica, das células espermatogénicas e da concentracdo sérica de
testosterona. Fémeas que copularam com estes camundongos tiveram menor

taxa de concepcao (YANG et al., 2007).
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1.3.3 Lesdes macro e microscopicas

As alteragbes causadas por intoxicacdo com ZEA sé&o referentes a
alteracdes fisiologicas no trato genital e se caracterizam na microscopia,
sobretudo, pelo edema intersticial, proliferacdo celular, metaplasia escamosa
do utero, ducto uterino, cérvix, vagina e glandula mamaria (CHANG et al.,
1979). No utero, as alteracdes ocorrem pelo decréscimo de secrecao de LH e
progesterona com modificagdo da morfologia do tecido, caracterizada também
por proliferagdo glandular do endométrio com acumulo de liquido endometrial
aumentando significativamente o peso deste 6rgao (ETIENNE e DOURMAD,
1994). A vulva, vagina, cérvix e (tero apresentam-se aumentados com
proliferacdo epitelial da vagina associado a edema e hiperemia. Os ovérios se
encontram aumentados com sinais de maturacdo dos foliculos ovarianos
(VANYI et al., 1994).

A intoxicacdo por ZEA interfere no desenvolvimento dos od6citos
reduzindo a qualidade destes em fémeas suinas como demonstrado por ALM
et al. (2006). Neste estudo houve comprometimento dos odcitos das fémeas
que receberam diferentes dosagens de ZEA, sendo que as que receberam
maiores doses (9,57 mg/kg) sofreram degeneracdo na cromatina meiética e a

proporcao dos odcitos que alcancaram a metafase Il foi menor.

1.3.4 Interagcbes com o sistema imunoldgico

As micotoxinas provocam seérios efeitos danosos no sistema imune de
seres humanos e de animais, sendo ainda bastante limitado o numero de
estudos com o objetivo de avaliar a toxicidade das micotoxinas produzidas por

Fusarium na imunidade dos suinos (OSWALD et al., 2005). Apesar dos poucos
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estudos correlacionando os impactos da ZEA no sistema imunoldgico, este
sistema € potencial alvo em casos de perturbacdo hormonal ja que os linfécitos
expressam receptores de estrogénio (IGARASHI et al., 2001, KINCADE et al.,
2002).

Alguns estudos ja demonstram os efeitos imunotdoxicos da ZEA.
Reducéo significativa do namero de linfécitos foi observada em camundongos
tratados com 40mg/kg da micotoxina, e também das células T CD3+, CD4+,
CD8+ e CD56+ (ABBES et al., 2006). Altas concentracbes de ZEA reduziram a
mitose e a sobrevivéncia de linfécitos de bovinos sendo observada formacgéao
de adutos no DNA destes linfocitos, resultando em aberracbes em seus
cromossomos (LIOI et al., 2004). Em linfécitos de suinos foi houve marcante
efeito inibitério na proliferacédo celular quando expostos a pequenas doses (2,5
MM) de a-zearalenol (LUONGO et al., 2008). Em outro estudo, TAJIMA et al.
(2002) obtiveram resultados semelhantes constatando a inibicdo dose-
dependente da sintese de DNA de linfocitos L929 expostos a ZEA.

Os efeitos imunomodulatérios também foram avaliados em linfécitos T
humanos expostos ao a- zearalenol. Os linfocitos incubados na presenca de
concentragao crescente de a- zearalenol tiverem marcante efeito inibitério da
proliferagdo celular mesmo em pequenas doses (10uM). Observou-se ainda,
aumento da atividade da caspase 3, dose-dependente, sugerindo inducao de
apoptose. Porém, concomitantemente a apoptose, acredita-se que ocorra
necrose celular devido aos efeitos citotoxicos da ZEA em altas concentracoes.
Constatou-se também reducdo na transcricdo de IL-2 e INF-y sendo que, 0s
tratamentos com a- zearalenol resultaram em inibicdo dose-dependente da

expressao de RNAm para INF-y (LUONGO et al., 2006).
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1.3.5 Alteracdes hematoldgicas e bioquimicas sanglineas

As micotoxinas em geral provocam alteracbes dos parametros
hematoldgicos e bioquimicos sangulineos, sendo que sao reconhecidas as
acOes hepatotoxicas, imunotoxicas e nefrotdxicas que a ZEA provoca nas
espécies animais e em humanos. Neste sentido, existem estudos com objetivo
de verificar estas alteracdes provocadas pela ZEA, porém, para suinos estes
parametros ainda estdo pouco estabelecidos e os resultados existentes sobre
os efeitos nos parametros hematoldgicos e bioquimicos sangiliineos, em sua
maioria, sdo com intoxicagdes com altas concentragdes de ZEA (>1mg/kg).

A acdo hematotdxica da ZEA foi demonstrada nos estudos de ABBES et
al. (2006) e MAAROUFI et al. (1996) camundongos e ratos, respectivamente,
intoxicados com concentracdes superiores a 1,5mg/kg, observando disfuncéo
da coagulacédo, alteracbes de alguns parametros hematologicos (aumento das
hemacias, hemoglobina, hematdcrito e volume corpuscular médio- MCV e
reducdo do numero de plaguetas e contagem de células brancas). Houve ainda
reducéo do nimero de linfécitos (ABBES et al., 2006) reforcando a capacidade
imunossupressora desta micotoxina e confirma os resultados encontrados por
BEREK et al. (2001) que também relataram reducéo de linfocitos T e B em
humanos expostos a ZEA.

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancer (IARC,
1999), a ZEA e seus metabolitos sao classificados como pertencentes ao grupo
3 (sendo os a toxicidade aumentada em ordem decrescente de classificacao) e
possuem potencial carcinogénico. Em concentracfes altas ou na associacao

7

com outras micotoxinas € observada alteragbes na funcdo hepatica normal
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(DANICKE et al., 2007; FINK-GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007; ZINEDINE
et al. 2007). Estudo em coelhos submetidos a baixo (10 pg/kg p.v.) e alta (100
ug/kg p.v.) niveis ZEA demonstrou que os altos niveis provocaram alteracdes
nas atividades das enzimas AST, ALT, fosfatase alcalina, GGT e lactato
desidrogenase (LD) enquanto nos baixos niveis (10 pug/kg p.v.) houve aumento
somente da atividade da fosfatase alcalina (CONKOVA et al., 2001). Em ratos
e camundongos também foram observados aumento da atividade das enzimas
hepaticas (ABBES et al., 2006; MAAROUFI et al.,1996; STADNIK e BORZECKI
2009) AST e ALT e da fosfatase alcalina e bilirrubina.

Em intoxicacdo experimental com 3 mg/kg de ZEA em suinos,
SPERANDA MARCELA et al. (2006) observaram aumento das enzimas AST,
GGT e da lactato desidrogenase. Nos parametros hematoldgicos encontraram
principalmente aumento de MCV (volume corpuscular médio), também relatado

por ABBES et al. (2006).

1.4 INTERACOES COM AS FUSARIUM MICOTOXINAS

As principais micotoxinas produzidas pelos fungos do género Fusarium
sdo: a fumonisina, a ZEA e os tricotecenos: deoxinivalenol (DON), toxina T2,
nivalenol, diacetoxiscirpenol (DAS), entre outras. Produtos a base de graos sdo
usualmente contaminados por mais de uma destas, sendo necessario,
portanto, 0 conhecimento a respeito da interacdo e sinergismo entre elas, para
determinar suas conseqiiéncias e toxicidade para os animais.

Alguns estudos compararam os efeitos associados entre ZEA e DON.
FENG CHEN et al. (2008) em avaliacdo dos efeitos desta combinacdo no
sistema imune observaram a diminuicdo sérica das proteinas totais, albumina e

globulina, além da redugéo da reposta imune humoral contra vacinais da Peste
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Suina Classica. Decréscimo da subpopulacdo de leucocitos e de hemoglobina
foi relatado em leitdes nascidos de porcas gestantes alimentadas com estas
micotoxinas (DANICKE et al., 2007). No desafio com hemacias de carneiro, os
leitbes que receberam racdo contendo concentracdes baixas de ZEA (0,08
mg/kg) e DON (1,78 mg/kg) tiveram atraso no desenvolvimento de titulos de
anticorpos (ROTTER et al., 1994).

A associacdo de ZEA e DON resulta também em alteracdes
histopatolégicas no figado, sendo reportados sinais de necrose dos
hepatécitos, aumento na esteatose (quando a concentracdo de micotoxina €
maior), maior deposicdo de hemossiderina (devido a hemossiderose, cuja
causa ndo é bem explicada), aumento das fibras colagenas (pelo excesso de
ferro) o que também aumenta a espessura do tecido conectivo das juncdes
lobulares, e diminuicdo do glicogénio. Na bioquimica sangiinea houve
aumento das enzimas AST e ALT e ndo da GGT (TIEMANN et al., 2006), que
ja foi observado por FENG CHEN et al. (2008).

Na avaliacdo da influéncia das micotoxinas sobre a indugcdo mitogénica
de proliferacdo das células brancas in vitro, a fumonisina B1 néo inibiu a
proliferacdo celular. J& na associacao de fumonisina B1 e a- zearalenol
observou-se inibicdo mais potente da proliferacdo celular do que quando as
células foram expostas apenas ao a- zearalenol (LUONGO et al., 2006;
LUONGO et al.,, 2008). Além disso, na administracdo concomitante destas
micotoxinas observou-se maior inibicdo dose dependente sobre a expressao de
citocinas INF-y e IL-2 pelos RNAmM do que quando avaliado somente na

presenca de a- zearalenol (LUONGO et al., 2006).
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1.5 CONTROLE DAS MICOTOXICOSES
1.5.1 Medidas preventivas

Dentre as estratégias de controle das micotoxicoses a mais simples e
mais eficaz se baseia na prevencao da contaminacdo dos graos e alimentos
evitando o crescimento fungico (DIAZ e SMITH, 2005). Os fungos Fusarium,
como ja explicado, contaminam os graos principalmente no campo, sendo que
esporos advindos da fase pré-colheita podem entrar para a fase de
armazenamento e em condicbes impréprias de estocagem dos grdos o0s
esporos podem proliferar e resultar em micotoxinas (SANTIN et al., 2005).
Desta forma as medidas preventivas devem ser aplicadas em dois momentos:
na fase pré-colheita (no campo) e na fase pos-colheita (no armazenamento).

Na fase pré colheita, em geral a manutencdo de préaticas agronémicas
que promovam a saude dos graos e evitem estresse pela planta podem reduzir
o crescimento fangico (SANTIN et al., 2005). Dentre estas préticas, inclui-se o
uso de grdos mais resistentes a infestacdo por insetos e por fungos e a
disseminacdo nas plantas de linhagens de fungos atéxicas que excluem
competitivamente os fungos toxigénicos (CLEVELAND et al., 2003). E
importante também ressaltar a influéncia das condicdes climaticas,
principalmente de umidade e temperatura, tanto necesséria para o crescimento
fungico e producado de micotoxinas, como determinante para estresse da planta
tornando-a mais susceptivel a colonizacdo pelo Fusarium. Sendo que as
mudancas climaticas ocorridas nos ultimos anos séo favoraveis a infeccao por
este género fungico (DOLL et al., 2005).

Na fase pos-colheita as medidas preventivas sdo baseadas no

monitoramento do crescimento fungico que devem abranger desde o
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transporte, silo, triturador até o comedouro dos animais. E importante manter
as condi¢cbes de umidade e temperatura corretas durante o armazenamento do
gréo, a umidade do grao deve ser reduzida pelo menos até 15% dentro de 48h
apos a colheita, o silo deve ser projetado para ter uma boa circulacéo de ar e
evitar danos mecanicos nos graos. Os silos, comedouros e equipamentos
devem ser limpos removendo residuos que possam abrigar os fungos (SANTIN
et al., 2005). Além disso, é importante evitar insetos, ja que estes podem agir
como vetores. O uso de fungistaticos e acidos organicos inibidores de
crescimento fangico sdo comuns e eficientes, porém, se ja existem micotoxinas
nos graos, estas praticas sdo pouco eficazes.

A adocdo destas medidas, apesar de n&do excluir totalmente a
contaminacdo dos grédos por micotoxinas, quando aplicadas corretamente
limitam sua producéo a baixos niveis. Sendo assim, € essencial o controle de
fungos, pois além de evitar perdas nutricionais dos graos evitam

significativamente sua contaminagéo por micotoxinas.

1.5.2 Medidas corretivas

A adocao de boas praticas de cultivo de graos é estratégia necessaria
para controle das micotoxinas, no entanto, ainda assim é dificil evitar a
presenca destas em sua totalidade, especialmente para as que séo produzidas
por Fusarium, devido a dependéncia das condi¢des climéticas, principal fator
estimulador de sua producdo. Sendo assim, ainda com a aplicacdo de medidas
preventivas para evitar a contaminacdo dos graos, as micotoxinas podem estar
presentes na racao e neste caso, vale-se a ado¢ao de medidas corretivas que

minimizem seus efeitos toxicos nos animais de producédo, como 0 uso de
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aditivos anti-micotoxinas com eficiéncia comprovada (DOLL et al.,2005).

Os aditivos anti-micotoxinas incluem os agentes detoxificantes que se
referem aqueles que possuem capacidade de remocao das propriedades
toxicas, como as enzimas que alteraram a estrutura quimica das micotoxinas
inibindo suas propriedades toxicas. Existem também os agentes de
descontaminacdo ou sequestradores de micotoxinas, que Sdo 0S que as
removem ou as neutralizam possuindo como exemplos os adsorventes. Estes
englobam desde carvao ativado, parede celular de leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) aos minerais silicatos que constituem um grupo imenso e complexo
com varios representantes, alguns grupos estudados para adsor¢cdo da ZEA
como os aluminossilicatos (HSCAS: hydrated sodium calcium aluminosilicate),
zellitos naturais, bentonitas e clinoptilolita naturais, montmorilonita e
filossilicatos (DIAZ e SMITH, 2005). Estes adsorventes se ligam as micotoxinas
no trato gastrointestinal e evitam sua absorcdo (DAKOVIKC et al., 2005). Os
minerais silicatos constituem-se de argilas que possuem estruturas quimicas
complexas que variam dentro de um mesmo grupo, por isso sua eficacia pode
variar também de acordo com sua origem (DIAZ e SMITH, 2005). E importante
salientar que estes agentes corretivos devem possuir outras caracteristicas
além da capacidade de remocéo, destruicdo ou inativacdo da micotoxina, ndo
devem produzir residuos toxicos, nem afetar as propriedades nutricionais da
ragdo bem como a disponibilidade dos nutrientes, e devem ser
economicamente viaveis (DIAZ e SMITH, 2005).

A ligacdo dos adsorventes as micotoxinas é dependente de diversos
fatores, dentre eles as estruturas quimicas e propriedades fisicas das

micotoxinas e da estrutura dos cristais dos minerais de adsorcdo e das
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propriedades fisicas destes. As propriedades fisicas das micotoxinas como
polaridade, solubilidade, tamanho, forma, e, no caso de compostos ionicos, a
distribuicdo das cargas e a constante de dissociagcdo possuem importante
funcd@o no processo de adsorcdo (HUWIGA et al., 2001), como também o pH
da solucéo (DAKOVICK et al., 2005). A diversidade de micotoxinas existentes,
variando em suas estruturas quimicas e propriedades fisicas, impede a
atuacdo dos adsorventes com a mesma eficacia para todas elas.

Os aluminossilicatos naturais possuem superficies hidrofilicas e por isso
sdo menos efetivos na adsorcdo de micotoxinas apolares como a ZEA
(DAKOVICK et al., 2005). Entretanto, modificacbes quimicas em zedlitos e
argilas de filossilicatos com longas cadeias de &cidos organicos possibilitaram
0 aumento de sua superficie hidrofébica e a afinidade de se ligarem as
moléculas apolares, havendo em contrapartida, reducdo na adsorcao de
moléculas hidrofilicas como as aflatoxinas (DAKOVICK et al., 2005).

Além dos adsorventes, outro método que tem sido empregado como
agente corretivo para ZEA é o uso enzimas detoxificantes, sendo um método
pratico e eficiente para descontaminacdo de ZEA, como foi demonstrado in
vitro por TAKAHASHI-ANDO et al. (2002) utilizando uma lactonahidrolase e in
vivo com o uso de uma epoxidase (CHENG et al., 2006).

Os estudos para investigagdo de agente corretivos, sédo realizados
primeiramente in vitro, simulando o pH, tempo de transito do trato
gastrointestinal de suinos e possui grande importancia para selecdo de
possiveis agentes detoxificantes ou adsorventes. Todavia, por ser uma
suposicdo do modo de acdo da adsorcdo em um modelo extremamente

abstrato, a eficiéncia real destes aditivos deve ser provada in vivo (DOLL et al.,
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2005; DIAZ e SMITH, 2005). DOLL et al. (2005) ndo observaram reducéo dos
efeitos provocados pela ZEA e DON em experimentacao in vivo com uso de um
aluminossilicato modificado que apresentou resultados positivos na adsorcéo
da ZEA in vitro.

Os aditivos anti-micotoxinas sdo ferramentas praticas e podem ser
solugbes corretivas em casos de contaminagdo intensa dos graos por
micotoxinas. A selecdo destes agentes deve ser criteriosa e com eficiéncia

cientifica comprovada in vivo.

1.6 CONSIDERACOES FINAIS

A ZEA é frequentemente encontrada em gréos e causa graves efeitos
deletérios na saude animal e, conseqgiuentemente, resulta em perdas
zootécnicas. Seus efeitos téxicos abrangem principalmente desordens
reprodutivas, porém ja sao conhecidos seus efeitos citotoxicos, genotdxicos,
hepatotoxicos e imunotoxicos. Sendo assim, seus prejuizos com saude animal
podem ser ainda maiores do que somente aqueles mensurados com perdas na
reproducdo e, a ocorréncia simultdnea de micotoxinas, geralmente com
interacdes entre elas, causa a¢des toxicas ainda mais graves.

A contaminacdo dos grdos pela micotoxinas € inevitavel, porém a
utilizacdo de medidas preventivas pode reduzir esta contaminacdo a niveis
toleraveis. Os agentes corretivos disponiveis no mercado possuem resultados
variaveis, especialmente pela complexidade da estrutura quimica da ZEA,
sendo que em casos de contaminagao intensa vale-se a adoc¢ao de aditivos

anti-micotoxina de eficiéncia comprovada.
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EFEITOS DA ZEARALENONA EM LEITOAS PRE- PUBERES

(Zearalenone effects in pre-pubertal gilts)

TEIXEIRA, L. C.; SANTIN, E. ; LOCATELLI- DITTRICH, R.; MONTIANI-FERREIRA, F.; ALBERTON, G.C;

RESUMO- O experimento consistiu na exposi¢cao oral de leitoas pré-puberes a
concentracdo de 0,75 mg/kg de zearalenona (ZEA) durante 21 dias com
objetivo de avaliar os efeitos desta micotoxina sobre trato reprodutivo,
hematologia e bioquimica séricas e resposta imune humoral contra hemacias
de carneiro. Foi observado aumento significativo (P<0,05) no peso de trato
reprodutivo, na area vulvar, na altura das células epiteliais das glandulas
endometriais e superficiais da mucosa uterina. Estes resultados demonstraram
a capacidade desta micotoxina ndao esteréide em mimetizar as acbées do 1783
estradiol nesta concentracdo. Entretanto, apesar das evidentes alteragdes nos
parametros estudados no trato reprodutivo, ndo foram observadas alteracfes
no ganho de peso, bem como nas avaliacdes hematoldgicas e bioquimicas
sangilineas e na resposta imune humoral contra hemacias de carneiro.

Palavras-chave: zearalenona, (tero, hematologia, bioquimica sangiinea,
resposta imune humoral.

ABSTRACT- The experiment consisted in submitting pre-pubertal gilts to a diet
with a concentration of 0.75 mg/kg of zearalenone (ZEA) for 3 weeks in order to
evaluate the effects of this mycotoxin on reprodutive tract, hematological and
biochemical blood and humoral immune response against sheep red blood
cells.. The following effects were observed: an increase in weight of the
reproductive tract, vulvar area, height of endometrial gland epithelial cells and
epithelial cells of uterine mucosa (P<0.05). These results show the capacity of
this non-steroidal mycotoxin to mimic the actions of 17p estradiol in this
concentration. However, despite it no alterations in the weight gain were
observed, neither was in hematologic, biochemical parameters and in humoral
response against sheep red blood cells (SRBC).

Keywords: zearalenone, uterus hematology, biochemical blood parameters,
humoral immune response.
2.1 INTRODUCAO

O milho é altamente susceptivel a contaminacdo pelos fungos
fitopatégenos do género Fusarium (KUMAR et al., 2008) que produzem uma
série de micotoxinas, sendo a zearalenona (ZEA) freqiientemente encontrada
neste grao (SALAY e MERCADANTE, 2002). Os suinos estdo diretamente

expostos a ZEA por terem sua base alimentar constituida de milho, sendo
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especialmente mais sensiveis aos seus efeitos toxicos comparando-os as
outras espécies animais (MALEKINEJAD et al., 2006).

A ZEA é uma micotoxina ndo esterdide com efeitos estrogénicos, que
pode causar transtornos reprodutivos. A maior susceptibilidade dos suinos
ocorre principalmente em virtude de sua biotransformacao hepatica que, nesta
espécie, resulta em maior produgdo do metabdlito mais toxico que a prépria
ZEA, o a-zearalenol (KUIPER-GOODMAN et al., 1987; FINK-GREMMELS e
MALEKINEJAD 2007). O a-zearalenol tem maior afinidade para se ligar aos
receptores estrogénicos quando comparado a ZEA e ao [3- zearalenol (OLSEN
et al., 1981; MALEKINEJAD et al., 2006).

O quadro clinico das intoxica¢des pela ZEA varia muito de acordo com
quantidade de toxina ingerida, tempo de ingestdo, sexo do animal e estagio
reprodutivo. Os sinais podem ser confundidos com uma série de outras
doencas ou problemas de manejo da granja. Porém, o edema e hiperemia de
vulva sdo sinais classicos deste tipo de intoxicacdo e a constatacdo dos
mesmos € indicativa da intoxicacdo por ZEA (WYATT, 2005).

A maioria dos trabalhos que tratam de intoxicagdo experimental com
ZEA utiliza dosagens superiores a 1mg/kg (ETIENNE e JEMMALI 1982;
YOUNG et al.,, 1982 SPERANDA MARCELA et al., 2006; ANDRETTA et al.
2008). Sabe-se que a ocorréncia de sinais clinicos sdo dependentes de fatores
individuais, da dose e que sua manifestacdo clinica esta condicionada ao
estresse dos animais expostos. Em condi¢cbes experimentais, devido ao maior
controle dos fatores estressantes, manejo adequado e baixo desafio, podem-se
nao evidenciar os sinais clinicos, particularmente quando se emprega

concentragbes muito baixas de ZEA. Este estudo teve como objetivos avaliar
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os efeitos da exposicdo de fémeas pré-puberes a uma concentracdo de ZEA
capaz de reproduzir sinais clinicos de intoxicacao, e relativamente proxima as
concentragbes rotineiramente encontradas no campo. Adicionalmente, o0s
efeitos téxicos produzidos foram avaliados utilizando-se uma comparagédo dos
pardmetros reprodutivos, hematologicos e bioquimicos sanglineos, o
desempenho zootécnico dos animais e a resposta imune humoral contra

hemacias de carneiro.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Local e animais
Foram utilizadas 12 leitoas com idade média de 32 dias no inicio do
experimento, com bom estado geral de salde constatado por exames clinicos,
hematoldgicos e bioquimicos sanglineos. As leitoas eram da linhagem
Danbred®, com peso médio de 8,55 (+0,60) kg no primeiro dia de experimento.
O experimento teve duracao de 21 dias. Os animais permaneceram uma
semana em adaptacdo antes do inicio da fase experimental, sendo divididos
em dois tratamentos T1 (racdo controle) e T2 (racdo experimental com 0,75
mg/kg de ZEA), compostos por seis animais cada e alojados em baias
individuais (2m comprimento x 1m largura) sobre piso plastico. A temperatura

no local experimental foi mantida proporcionando conforto térmico aos animais.

2.2.2 Dieta, alimentagc&o e manejo semanal

A dieta das leitoas era composta por milho, soja e nucleo vitaminico-
mineral formulada de acordo com o NRC (NRC,1998), compativel com a fase
do ciclo de vida (Tabela 1). O milho utilizado para preparagao da ragao foi

obtido de fornecedor que néo realizava selecéo criteriosa do milho.
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Tabela 1- Composicdo bromatolégica da dieta-base das leitoas.

Nutrientes Quantidade
Umidade (%) 10, 212
Matéria seca* 89, 788
Proteina bruta (%)* 18, 112
Gordura bruta (%)* 4, 052
Matéria mineral (%)* 6, 025
Fibra bruta (%)* 2,944
Célcio (%)* 0, 622
Fosforo disponivel (%)* 0, 403
Lisina(%)* 1, 155
EM kcal/kg 3.284,39

EM:Energia metabolizavel calculada
* Calculo obtido da matéria seca

As leitoas foram observadas duas vezes ao dia. Semanalmente os
animais foram pesados, obtendo-se o célculo do ganho de peso (diferenca
entre as pesagens semanais e ao término e inicio do experimento). O consumo
de ragcdo e a conversdo alimentar real ndo foram analisados devido as
estruturas das baias que permitiam muito desperdicio dificultando o
recolhimento das sobras. A vulvometria foi feita com auxilio de paquimetro
digital que forneceu as medidas em milimetros e foi realizada também
semanalmente. A area de vulva foi obtida pela multiplicacdo da largura (eixo

latero-lateral) e altura (eixo dorso-ventral) da vulva.

2.2.3 Adicao de zearalenona e analise de micotoxinas

A ZEA (Sigma Aldrich Corporation) possuiu quantidade minima de
pureza de 99% e foi misturada inicialmente em milho degerminado em
processo de diluicbes seriadas. Apos confirmacéo da analise micotoxicologica,
a mistura milho degerminado+ZEA foi incorporada a ragdo com auxilio de um

misturador tipo “Y”.
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As amostras de milho moido e de farelo de soja utilizadas para producéo
da racdo foram enviadas para andlise micotoxicolégica no Laboratério de
Micotoxinas (LABMIC) do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricao
ESALQ/USP, utilizando a técnica de cromatografia em camada delgada. Foram
determinadas as concentracdes de ZEA e ocratoxina pelo método modificado
de SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA (1989) com purificacdo em coluna de
imunoafinidade, além das aflatoxinas B1, B2, G1, G2 pelo método modificado
do MAPA (Ministério da Agricultura e Pecuaria) BRASIL (2000). Foi realizado o
calculo de correcdo para obtencado final na ragcdo da concentracdo de ZEA
determinada de 0,75 mg/kg. Apds a mistura e preparo das ragdes, as amostras
de cada tratamento também foram analisadas para as mesmas toxinas pelos
mesmos meétodos. O alimento e a agua foram fornecidos aos animais ad

libitum.

2.2.4 Analises hematoldgicas e bioquimicas

Amostras de sangue foram obtidas por puncdo da veia cava com agulha
calibre 40X12 adaptada a seringa. O sangue foi imediatamente transferido para
tubos sem EDTA para obtencdo do soro e com EDTA (10%) para andlise
hematoldgica. As coletas foram realizadas no primeiro e ultimo dia do
experimento. As amostras de sangue sem EDTA foram centrifugadas a (500 x
g) por 5 minutos para obtencdo do soro. No soro foram determinadas, por
métodos colorimétricos, as concentragbes séricas das seguintes enzimas:
aspartato aminotransferase (AST) e gamaglutamil tranferase (GGT), estas por

meétodo cinético, além de urease e proteina total (PT) por método de biureto e
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albumina por reagdo verde de bromocresol. As andlises foram realizadas em
analisador bioquimico semi-automatico CELM-SBA-200.

As amostras de sangue com EDTA foram processadas para obtencéo
dos parametros hematolégicos. As extensfes sanguineas foram feitas
imediatamente apos a coleta de sangue. No contador de células automatico
CELM-CC-530 foram obtidos o numero total de leucdécitos, de eritrocitos e a
concentracdo de hemoglobina. O hematécrito (Ht) foi determinado pela técnica
do micro-hematécrito, o volume globular médio (VGM) e a concentracdo de
hemoglobina globular média (CHGM) foram obtidas pela formula de Wintrobe
(VGM=Ht x 10/hemécia; CHGM= Hb x 100/ Ht). Os valores de proteina
plasmatica total (PPT) foram obtidos por refratometria. A contagem diferencial

de leucdcitos foi realizada em extenséo sanglinea corada com Wright.

2.2.5 Andalise morfoldgica dos 6rgéos e histopatologica

Apés 21 dias do fornecimento das racfes experimentais, 0s animais
foram abatidos em frigorifico com inspecdo estadual e suas carcacas
submetidas ao exame macroscoépico de figado, linfonodos mesentéricos e trato
reprodutivo (ovarios, Utero, vagina e vulva), quanto ao peso e aspecto geral. Os
orgdos do trato reprodutivo foram dissecados e pesados. Em seguida obteve-
se 0 peso somente do Utero-ovario-vagina. Para evitar influéncia do peso dos
animais no peso do trato reprodutivo, calculou-se o peso relativo do trato
reprodutivo e relativo do Utero-ovario-vagina, dividindo-se os valores dos pesos
encontrados pelo peso corporal e multiplicando-os por 100.

Os fragmentos do utero, linfonodos e figado foram coletados e fixados

em formalina 10% tamponada com fosfato, logo apos o abate dos animais. A
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seguir o material foi processado segundo as técnicas histoldgicas
convencionais, incluido em parafina e cortado para obtencdo de seccbes de
5um de espessura. Os cortes foram fixados em lamina e corados pelo método
de hematoxilina e eosina (LUNA, 1968).

Os fragmentos de figado, linfonodos, Utero e vagina foram avaliados
quanto a presenca de alteracdes em sua morfologia. No Utero foram obtidos
trés cortes no corno uterino e adotaram-se como critério de avaliacdo as
seguintes mensuracdes: altura média da célula epitelial das glandulas
endometriais e altura média da célula epitelial superficial da mucosa uterina,
ambas indicadoras de hipertrofia celular conforme HENEWEER et al. (2007).
Para isto, fotografaram-se trés campos com magnificagdo 40x com glandulas
endometriais e trés com a camada superficial da mucosa uterina sendo
realizadas quatro medi¢cdes em campos diferentes, com auxilio do programa
“Motic images plus 2.0®”. Na andlise histopatolégica do canal vaginal, devido
as diferencas de estratificacdo do epitélio em sua extensédo, ocorrendo reducao
da estratificacdo conforme se aproxima da cérvix, foram coletados fragmentos
de duas localizagBes, uma no terco proximal do Utero e outra no terco distal,

mais proximo da vulva.

2.2.6 Avaliagcao darespostaimune humoral contra hemécias de carneiro

A resposta imune humoral foi mensurada determinando-se anticorpos
anti-hemacia de carneiro pelo teste de hemaglutinacdo em placas seguindo o
protocolo com duas inoculagdes intramusculares de 10® hemécias de carneiro
diluidas em solucéo salina e com adjuvante completo de Freund (Modificado de

BONNETTE et al., 1990). A primeira inoculagéo foi feita no 10° dia apods o inicio



50

do experimento e a segunda inoculagédo sete dias apds a primeira inoculacéo
(17° dia do experimento) sendo coletados sangue dos animais 5 dias apés a 1°
inoculacao e 4 dias ap0s a 2° inoculacao. O soro foi mantido congelado a -20°C
em tubos de polietileno para realizacdo do teste de hemaglutinagédo (HA) em
placas. Os titulos de hemaglutinacdo foram determinados apés inativacdo dos
soros pelo método de diluicbes seriadas de acordo com SCHURIG et al.

(1978).

2.2.7 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos e seis repeticdes cada. Cada animal foi considerado como unidade
experimental.

Para as andlises estatisticas dos parametros hematologicos e
bioquimicos sanguineos as variaveis foram submetidas a deteccédo e excluséo
dos “outliers” (valores extremos) como descrito por FAUSTINI et al. (2000). Os
resultados da analise soroldgica para resposta humoral contra hemacias de
carneiro foram convertidos em Log 10 antes da analise estatistica.

As médias das variaveis estudadas entre os grupos foram submetidas a
avaliagdo estatistica pela andlise de variancia (ANOVA). Quando detectado
efeito dos tratamentos seguiu-se com o0 pos-teste de comparacdo de
Tukey/Kramer para verificar diferencas entre as médias, com seguranca de

95%.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Anélise micotoxicolégica

Os resultados referentes as andlises micotoxicolégicas estao
apresentados na Tabela 2. Foi detectada a presenca de ZEA no milho moido,
sendo a concentragao corrigida no T2 para obtencéo final de 0,75 mg/kg de
ZEA na ragao. No grupo controle obteve-se ainda a concentracdo de 0,335
mg/kg de ZEA. Foi encontrada também aflatoxina B1 no milho moido, porém,

devido a baixa concentracdo nédo foi detectada apds o preparo da racgao.

Tabela 2 - Resultado da analise micotoxicoldgica da ragcdo com e sem adi¢ao
de ZEA e do farelo de soja e milho antes do preparo da racéo.

ZEA  OCRA AFB1 AFB2 AFG1 AFG2

PRODUTO " (ugikg) (ug/kg) (uo/kg) (uakkg) (ugkkg)  (ugrkg)
T1 335 NR NR NR NR NR
T2 753 NR NR NR NR NR

Farelo de soja <80 ND ND ND ND ND

Milho moido 263 ND 1,4 ND ND ND

ND- ndo detectada, NR- ndo realizado, ZEA:zearalenona, OCRA: ocratoxina, AFL: aflatoxina
B1, B2, G1, G2

*Limite para deteccéo/quantificacdo de zearalenona (ZEA) 60,0 / 80,0 pg/kg, de ocratoxina 4
po/kg, de aflatoxinas 0,5/ 1,0 pg/kg.

2.3.2 Vulvometria e peso do trato reprodutivo
Na vulvometria, diferengas significativas foram observadas somente no

21° dia de experimentacéao (Figura 1 e 2).



52

600
500
466,322
400 T
Area de vulva 322,86 -T2
300
(mm2)
244,38
200
100
0
inicio Semanal Semana2 Semana 3

Figura 1- Evolucdo da area de vulva (média + desvio padrdo) dos T1
(controle) e T2 (0,75mg /kg de zearalenona) durante o periodo do

experimento.
Letras diferentes diferem estatisticamente (P= 0, 018), T1 (controle) T2 (0,75mg /kg de ZEA)

Figura 2 - Area da vulva no T1 (controle) de 197,12 mm® e no T2
(0,75mg/kg de zearalenona) de 621,64 mm?.

Nas avaliagbes de peso do trato reprodutivo e relativo de Utero-ovario-
vagina houve diferencas entre os grupos (Figura 3). O peso do trato reprodutivo
referente ao grupo com ZEA (T2) foi significativamente maior quando

comparado ao grupo controle (T1).
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Figura 3 — Média (+ desvio padrédo) do peso relativo total
do trato reprodutivo e peso do Utero-ovario-vagina dos T1

(controle) e T2 (0,75mg /kg de zearalenona).
Letras diferentes diferem estatisticamente P* = 0,006, P** = 0,016.

2.3.3 Altura das células epiteliais das glandulas endometriais e
superficiais da mucosa uterina

Os resultados das medicdes da altura das células epiteliais das
glandulas endometriais e superficiais da mucosa uterina estdo apresentados na
Figura 4. O grupo T2 apresentou maior altura das células epiteliais uterinas

(P<0,05).
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Figura 4. Média (+ desvio padrdo) da altura das células
epiteliais da glandula endometrial e da mucosa uterina dos

T1 (controle) e T2 (0,75mg /kg de zearalenona).
Letras diferentes diferem estatisticamente * P= 0, 0074 e **P=0, 001.

2.3.4 Andlises morfologicas dos 6rgéos e histopatoldgica

Nenhuma alteracdo macroscopica foi observada nos 6rgaos estudados,
exceto de dois animais do T2 que apresentaram ovarios cisticos. Na avaliacéo
histol6gica ndo se constatou qualquer alteracdo nos linfonodos e no figado foi
observada discreta hiperplasia de ductos biliares nas amostras de ambos os
tratamentos.

Na avaliacdo histologica de utero e do canal vaginal foram observadas
no T2 irregularidade, espessamento e proliferacdo da camada das células
epiteliais da mucosa uterina (Figura 5) e vaginal (Figura 6). Observou-se ainda
metaplasia escamosa do utero e hiperplasia das glandulas endometriais
(Figura 5). Na mucosa do canal vaginal do grupo T2, em fragmentos de ambas
as localizagcbes, houve proliferagédo, irregularidade e aumento da camada

epitelial (Figura 6).
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Figura 5 — Fotomicrografia de Utero de leitoas, HE, 40x do T1 (A e
C, controle) e do T2 (B e D, 0,75mg/kg de zearalenona). (A)
Camada epitelial da mucosa uterina regular (C) Células epiteliais
das glandulas endometriais uniformes e regulares (B)
Irregularidade, proliferacdo e espessamento das células epiteliais
uterinas (seta), metaplasia escamosa do utero (D) Hiperplasia das
glandulas endometriais (aumento irregular e proliferacdo das
células epiteliais) (seta).
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Iilgura 6 — Fotomlcrograﬂa de canal vaginal de Ieltoas HE T1 (A
e B, controle) e T2 (C e D, 0,75mg/kg de zearalenona). Epitélio
proximo a cérvix (A e C). Epitélio proximo a vulva (B e D). (A)
Epitélio com células dispostas uniformes e regulares, (x20). (B)
Epitélio proximo a vulva com estratificacdo regular (x10). (C)
Epitélio com proliferacdo celular e irregular (seta) (x10). (D)
Epitélio estratificado irregular (seta) (x10).

2.3.5 Ganho de peso
N&o foi observada diferenca entre a média dos grupos T1 e T2 (P=0,47)

no ganho de peso total (11,96 e 12,59kg).

2.3.6. Andlises hematologicas e bioquimicas

Nas andlises hematologicas n&do foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos e nem entre 0 1° e 21° dia de experimento.
Todos estes parametros no 1° dia (inicio do experimento), encontravam-se
dentro dos limites estabelecidos por FELDMAN et al. (2000). Os valores

hematolégicos do 21° dia (fim do experimento) estdo apresentados na Tabela
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3. No grupo T1 foram verificadas baixo CHGM, leucocitose, linfocitose e

eosinopenia e no T2 linfocitose e eosinopenia.

Tabela 3. Média (x desvio padrdo) dos parametros bioquimicos séricos de
leitoas com idade média de 53 dias com e sem exposi¢do a ZEA.

., T2
Varivel T1 P Ay
(unidade) (controle) (0,75mg /kg (2°coleta) Referéncia
ZEA)
Hemacia
(x 108/ ul) 6,97 = 0,67 6,67 £ 0,24 0, 3698 5,9-6,8
Hematdcrito (%) 42 £ 2 43,2 + 2,95 0, 4426 37-44
He”‘(gﬁ;‘sb'”a 10,75 + 2,54 11,74 + 1,24 0, 4502 11,3-13,3
VGM (um?®) 62 + 1,58 63+ 1,41 0,357 62-68
CHGM (%) 25,8+ 6,79 29 +1,63 0,3936 28-32
Leucocitos 238141171 18,26 + 3,55 0, 3963 12,7-20,9
(x10°/mm>)
- 3 4233,2 +
Neutréfilos (/mm~) 1604.32 4597,5 + 692,78 0, 6877 3556-8987
Bastonetes (/mm3) 249 193 *kk 0-1045
Eosinodfilos (/mmS) 250,5 £ 24.74 181,5 + 60,10 0, 2721 444,5-2926
s 3 16189,5 -
Linfécitos (/mm®) 4772,26 12852 + 7167,23 0,30 5080-14212
Monécitos (/mm3) 868 + 90,51 956 + 214,05 0, 6140 381-2194,5
PPT 6,12 £ 0,22 6,35+ 0,25 0,1936 4,9-8**

VGM: volume globular médio; CHGM: concentracdo de hemoglobina globular média;
PPT: proteina plasmética total, ZEA: zearalenona. Obs. Os valores absolutos médios
de basdfilos foram iguais a 0.
* Referéncia para leitoas de 36 dias por FELDMAN et al. (2000)

**Referéncia para leitoas de 33 -94 dias de idade, FAUSTINI et al. (2000).
*** Valor de P ndo calculado, apenas uma amostra em cada tratamento apresentou
valores absolutos de bastonetes. T1 (controle) T2 (0,75mg /kg de ZEA).

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados das analises bioquimicas
sangiineas. Nao foram observadas diferencas significativas entre o0s
tratamentos. Nos valores das enzimas hepaticas GGT e AST, uréia e albumina
também né&o foram verificadas diferencas significativas entre os momentos das

coletas, 1° dia (inicio) e 21° dia (término) do experimento. Os resultados

bioquimicos no 1°dia de experimento se comportaram de maneira semelhante
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com os resultados obtidos no 21° dia de experimento quanto aos limites de
referéncia estabelecidos na tabela 4. Houve diferenca entre 0 momento da
coleta somente para as PT que foram significativamente superiores no T2 no 1°
dia de experimento quando comparado ao 21° dia, com média de 6,81 + 0,47 e

no 21° dia de 5.36 = 0,35 (P=0,0001).

Tabela 4. Média (+ desvio padrdo) dos parametros bioquimicos séricos de
leitoas com idade média de 53 dias com e sem exposicao a ZEA.

Variavel (unidade) T1 (controle) T2 (0,75mg/kg ZEA) P (2°coleta) Referéncia*

AST (UI/L) 122,05+ 34,61 110,65 + 24, 41 0,7925 28.5-87.4*
GGT (UIL) 48,91+9, 11 56,0 + 9, 04 0,3889 10-60**
PT (g/ dL) 560,58 5,36 + 0, 35 0,7586 7 -8,0%
ALBUMINA (g/dL)  4,3+0, 36 43+0,31 0,7226 1,9-3,3*
UREIA (mg/dL) 18,39 %4, 19 19,27 + 3,27 0,6089 9,7-37*

AST: Aspartato aminotransferase; GGT: Gamaglutamil tranferase; PT: Proteina total,
ZEA:zearalenona

*Referéncia para leitoas pré-puberes de 33 -94 dias de idade, FAUSTINI et al. (2000).
** Referéncia para KANEKO et al. (1997), ndo especificou idade dos animais.

*** Referencia para JAIN et al. (1993), ndo especificou idade dos animais.

2.3.7 Avaliagao daresposta imune humoral contra hemacias de carneiro
Nas imunizagcBes com hemécias de carneiro ndo houve diferenca nos

titulos entre os tratamentos.

2.4 DISCUSSAO

Os resultados encontrados na analise micotoxicolégica sugerem a
freqiiente ocorréncia de ZEA nos grados do Brasil, ja que a micotoxina foi
encontrada no milho e no farelo de soja utilizados no experimento. Este
resultado reflete os obtidos por SALAY e MERCADANTE (2002) que em

levantamento da incidéncia de micotoxinas no milho, amostras dos estados do
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Rio Grande do Sul, Parana, Mato Grosso do Sul e Goias apresentaram mais de
50% de contaminagao por ZEA.

Na vulvometria houve diferenga significativa somente na 3°semana de
exposicdo a ZEA. Este resultado difere do obtido por ANDRETTA et al. (2008)
que, utilizando 2mg/kg, observaram aumento da vulva (volume vulvar) na
primeira semana de exposicado de fémeas pré-puberes a ZEA. As diferencas
na dose e no tempo de exposicdo a micotoxina entre os estudos reforcam a
importancia destas variaveis na manifestacdo dos sinais clinicos de edema e
hiperemia de vulva.

O parametro area de vulva apresentou grande variacdo, apesar de
observado diferenca significativa entre os tratamentos. Sendo assim, para
testes experimentais com baixas concentracdes de ZEA este parametro pode
n&do ser confiavel. E importante ressaltar também que a presenca de ZEA no
grupo controle pode ter influenciado na grande variagcdo observada neste
parametro e até mesmo ter subestimado os efeitos produzidos pela ZEA
especialmente no trato reprodutivo.

As medi¢cBes das células epiteliais demonstram a capacidade da ZEA
em provocar hipertrofia das células uterinas. O aumento da altura das células
epiteliais foi relatado por HENEWEER et al. (2007) em ratos tratados com
10mg/kg de ZEA no periodo de 3 dias. A exposi¢do prolongada a micotoxina
justifica este achado na concentracdo usada no presente estudo. DOLL et al.
(2004) ndo encontraram aumento da altura das células epiteliais do utero e das
glandulas endometriais apesar de ter constatado aumento de peso do utero no
grupo com 0,42 mg/kg, este resultado pode ter ocorrido, pois neste estudo,

houve associacdo de ZEA e deoxinivalenol (DON). A DON reduz a sintese
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protéica na célula pela ligacdo na subunidade ribossomal 60S. Neste caso, a
DON pode ter suprimido os efeitos da ZEA (DOLL et al., 2004; FEINBERG e
MCLAUGHLIN, 1989).

As alteracdes histopatoldgicas encontradas foram descritas por outros
autores na mucosa uterina e vaginal (BRISTOL e DJURICKOVIC, 1971;
CHANG et al.,, 1979; ETIENNE e DOURMAD, 1994; FINK-GREMMELS e
MALEKINEJAD, 2007). SPERANDA MARCELA et al. (2006) e VANYI et al.
(1994) relataram também em seus estudos com ZEA hiperplasia das glandulas
endometriais. A presenca de cistos em ovarios do grupo T2 indica sinais de
maturacdo dos foliculos ovarianos, provocados pela micotoxina, e observados
em leitoas pré-puberes expostas a ZEA por VANYI et al.(1994).

Os efeitos de hiperestrogenismo nas leitoas ocorreram com doses
inferiores de ZEA quando comparadas as utilizadas nos estudos de ETIENNE e
JEMMALI et al. (1982), que evidenciaram efeitos de hiperestrogenismo em
doses superiores a 3 mg/kg; e por ANDRETTA et al. (2008) com doses de 2
mg/kg, observando aumento na vulvometria e peso do trato reprodutivo. Em
investigacao dose-resposta com concentracdes gradativas de ZEA, DOLL et al.
(2003) observaram aumento de peso de Utero em concentracdes baixas (0.42
mg/kg). O conhecimento do limite de concentracdo de ZEA para o inicio de
seus efeitos toxicos € importante para o futuro estabelecimento de legislacdes
com limites aceitaveis desta micotoxina em racdes de suinos, especialmente
no Brasil onde estes limites ndo estdo determinados. Desde 2003 as
concentracdes de ZEA sao controladas na alimentacdo animal e humana por

16 paises (FAO, 2004). O regulamento da Unido Européia permite
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concentracdes de ZEA de 0,1 e 0,3 mg/kg em ragéo para leitoas pré-puberes e
para porcas sexualmente maduras, respectivamente (EC 2006).

A ZEA atua estimulando a sintese protéica uterina induzindo a
proliferacéo celular e aumentando a massa dos 6rgaos reprodutivos (GAUMY
et al.,, 2001), sendo assim, os resultados observados nos peso do trato
reprodutivo, da é&rea de vulva, bem como da altura das células epiteliais
evidenciam seu potencial estrogénico na concentracdo de 0,75mg/kg. Nos
mamiferos dois receptores nucleares mediam as a¢des por estimulo a ligacao
do estrégeno, os a- e - receptores de estrogeno, havendo predominancia dos
a- no utero (KLINGE, 2001; NILSSON et al., 2001; WANG et al.,1999). Isto
reflete também na maior afinidade do metabdlito a-zearalenol em se ligar aos
receptores estrogénicos (TAKEMURA et al., 2007) e a maior susceptibilidade
de suinos aos efeitos da ZEA pela predomindncia na producdo deste
metabolito (MALEKINEJAD et al., 2006).

N&o houve diferengcas no ganho de peso entre os grupos. Em outros
estudos mesmo com ingestdes de racdo com quantidades iguais e superiores a
2 mg/kg de ZEA nédo observaram alteragdes no desempenho dos animais
(ANDRETTA et al., 2008; SPERANDA MARCELA et al., 2006). Isto reforca a
acao da ZEA, sobretudo no trato reprodutivo, sem alterar significativamente os
parametros de desempenho zootécnicos.

A presenca de micotoxina produzida por Fusarium, em situagcbes de
campo, normalmente estd associada a outras micotoxinas produzidas por
fungos deste género, como a fumonisina e os tricotecenos, sendo a DON um
importante membro deste grupo. Neste caso, na presenca de ZEA e DON

relata-se reducao significativa na ingestao e no ganho de peso (CHENG et al.,
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2006; DOLL et al., 2004; TIEMANN et al., 2006). A DON esta relacionada com
recusa de alimentos e inibicdo de sintese de proteinas hepaticas (MELOCHE e
SMITH, 1995; TIEMANN et al., 2006), sendo que doses de 2mg/kg sé&o
capazes de reduzir o ganho de peso e aumentar a conversdo alimentar
(CONKOVA et al., 2003).

A presenca de discreta hiperplasia dos ductos biliares em ambos os
tratamentos pode estar relacionada com o fato de no T1, existir uma
concentracdo de ZEA de 0,335 mg/kg e sendo a sua metabolizacdo no figado
pode ser indicativo de resposta a toxicidade leve. Além disso, pode haver
outras micotoxinas presentes no milho que nao foram pesquisadas ou ainda
outros agentes toxicos na dieta que resultem numa maior atividade metabdlica
neste orgdo, inclusive no T1.

No presente estudo os parametros eritrocitarios se mantiveram dentro
dos valores de referéncia citados por FELDMAN et al. (2000). No entanto, os
valores de CHGM no T1 foram inferiores aos citados por este autor em leitoas
de 36 dias de idade e também por FAUSTINI et al. (2000) que estabeleceram
valores de 28-37% em leitoas de 33- 94 dias de idade, observando-se,
portanto, leve hipocromia. Os valores de hemoglobina no T1 foram préximos
aos limites inferiores dos valores de referéncia. FAUSTINI et al. (2000)
obtiveram limites de referéncia para hemoglobina entre 8,6-13,3 (g/dl) n&o
considerando ocorréncia de anemia no seu estudo porque o limite para
hemoglobina foi abaixo de 8g/dl (AGRICULTURAL RESEARCH COUNCIL,
1967). ODINK et al. (1990) também verificaram valores inferiores de
hemoglobina para suinos sadios com desvio para esquerda no intervalo de

referéncia.
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Foram observados leucocitose, linfocitose e eosinopenia no T1 e
linfocitose e eosinopenia no T2. A auséncia de neutrofilia e de monocitose
associadas a linfocitose exclui a ocorréncia de inflamacao crénica, além disso,
ndo foram observados linfécitos reativos. Os fatores como idade e estado
fisiologico dos suinos influenciam nos valores hematoldgicos e bioquimicos
séricos de referéncia (FELDMAN et al., 2000; FAUSTINI et al., 2000;
TUMBLENSON et al., 1986; JAIN et al. 1993), sendo a possivel causa de
linfocitose o estresse agudo por adrenalina (FELDMAN et al., 2000) durante a
manipulacdo dos animais para coleta de sangue. A eosinopenia nao tem
importancia clinica demonstrada.

Os valores da AST, em ambos os tratamentos, foram superiores aos
citados por FAUSTINI et al. (2000) de 28,5-87,4 e KANEKO et al. (1997) de
32-84 Ul/l sem especificagdo da idade dos animais. Na coleta do 1° dia de
experimento os valores encontrados também foram elevados de 101,2 + 36,63
e 137,48 + 45,85 no T1 e T2, respectivamente. A enzima AST é importante
indicador de lesdo tecidual de suinos, entretanto, ndo é uma enzima 6érgao-
especifico, estando presente no figado, nos eritrécitos e nos masculos cardiaco
e esquelético (MEYER et al., 1995). A atividade da AST esta relacionada com
a idade, sendo valores menores observados em porcos adultos (DUBREUIL e
LAPIERRE, 1997). Os valores superiores neste estudo podem ser atribuidos as
variagdes que ocorrem nos parametros bioguimicos devido a idade e ambiente
(TUMBLESON et al., 1986; FAUSTINI, et al., 2000). Aléem disso, divergéncias
entre os parametros ja estabelecidos e os resultados encontrados podem estar

relacionadas com a escassez de informac¢des quanto aos valores de referéncia
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para suinos discriminando-os por categoria animal, sexo, idade, raga, manejo,
ambiente. (FAUSTINI, et al., 2000).

A GGT é uma enzima associada as membranas e presente no citosol,
especialmente nos epitélios dos ductos biliares e renais (MEYER et al., 1995).
Houve discreto aumento da GGT no T2, mas nao foi constatada significancia
estatistica e os valores estdo dentro dos limites estabelecidos por KANEKO et
al. (1997). SPERANDA MARCELA et al. (2006) em leitoas alimentadas com
3mg/kg de ZEA também obtiveram valores de GGT (51,25 + 6,18) dentro dos
limites normais.

Os valores obtidos para uréia estiveram dentro dos parametros
estabelecidos por FAUSTINI et al. (2000) e KANECO et al. (1997) de 10-
30mg/dL sem especificagdo de idade. SPERANDA MARCELA et al. (2006)
encontraram valores de uréia para leitdes no grupo controle de: 14,56 mg/ dL e
no grupo com ZEA de: 12,18 mg/ dL. As discretas diferencas nestes valores
comparados aos encontrados no presente trabalho podem ter ocorrido por
variagbes na alimentacdo dos animais. A alimentacdo com dietas ricas em
proteinas causa aumento pouco significativo e sendo o aumento discreto de
uréia indicativo de aumento de catabolismo protéico (GONZALEZ et al., 2006).

As proteinas totais (PT), exceto as y globulinas, sdo sintetizadas no
figado e sdo a albumina, a e B globulinas. Ja quando comparados o0s
tratamentos ndo houve diferencas significativas. Os valores encontrados para
PT foram inferiores aos citados por JAIN et al. (1993), que ndo especificam
idade dos animais, em ambos os tratamentos e no 1° e no 21° dia de
experimento. Entretanto, valores similares ao do presente trabalho foram

encontrados por EGELI et al. (1998) para PT com valores de 3,3 a 6,3 g/dL
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para leitdes com 35 dias de idade. Existe um aumento linear das proteinas
séricas de porcos durante o periodo de crescimento de 8-20 semanas
(DUBREUIL e LAPIERRE, 1997). Os leitbes do experimento possuiam média
de 32 dias no 1°dia do experimento e de 7,5 semanas no 21° dia, podendo
explicar valores inferiores de PT encontrados.

Altos valores de albumina para leitbes foram observados também por
ROTTER et al. (1994) em estudo com leitdes de 5-6 semanas de idade
alimentados com dieta contendo baixas concentracbes de ZEA e DON, que
além do aumento de albumina observaram também decréscimo de a-
globulinas. A hiperalbuminemia foi atribuida a ingestdo inadequada de agua.
No presente estudo, ndo foram observados sinais de desidrata¢cdo dos animais.
Baixos valores de globulinas também foram observados no presente estudo, de
1,3 g/dL no T1 e de 1,06 g/dL no T2 de acordo com os valores de referéncia de
KANECO et al., 1997. E possivel que as micotoxinas produzidas por Fusarium
afetem diretamente a sintese de a-globulina no figado (ROTTER et al.,1994) no
entanto, ha a necessidade de mais estudos investigativos para este achado.

Apesar da metodologia de avaliacdo de titulos de anticorpos anti-
hemécias de carneiro ser extensivamente usada na literatura (PEPLOWSKI et
al. 1980; BONNETTE et al.,, 1990; ROTTER et al., 1994) para estudar a
resposta imunolégica dos animais, sabe-se que a resposta imune de animais
frente a diferentes desafios € extremamente complexa. Em estudo com desafio
de hemacias de carneiro ROTTER et al. (1994) também ndo encontraram
diferenca significativa, mas observaram numericamente um atraso na resposta

de titulos de anticorpos de leitbes de 5 a 6 semanas de idade alimentados com
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concentracdes baixas de DON (0; 0,75; 1,5; 3 mg/kg) e ZEA (0; 0,05; 0,08; 0,15
mg/kg).

As micotoxinas podem afetar de diferentes formas a resposta imune dos
animais, desde a producao de enzimas e citocinas até aumentar a producéo de
radicais livres que afetam indiretamente estes parametros (SURAI e DVORSKA
et al., 2005). Outros estudos relatam efeitos inibitérios da ZEA na proliferagédo
de linfécitos, demonstrando sua capacidade imunotdéxica em altas
concentragdes. ABBES et al. (2006) com 40 mg/kg de ZEA observaram
reducdo significativa no numero de linfécitos e também das células T CD3+,
CD4+, CD8+ e CD56+ em camundongos. J4 um estudo in vitro, LUONGO et al.
(2008) com baixas concentragcbes (2,5 uM) de a-zearalenol observou efeito
inibitério na proliferacdo celular de linfécitos de suinos. Desta forma, acredita-
se gue esta metodologia pode néo ter sido capaz de determinar o real efeito da

ZEA na resposta imunoldgica.

2.5 CONCLUSAO

A concentracdo de 0,75mg/kg de ZEA foi suficiente para produzir efeito
de aumento do peso de trato reprodutivo, da area vulvar, da altura das células
epiteliais das glandulas endometriais e das células superficiais na mucosa
uterina. No entanto, nestas condi¢cdes, ndo houve alteracdo no desempenho
dos animais nem tampouco nos parametros hematoldgicos, bioquimicos
sanglineos e, por fim, na resposta imune humoral contra heméacias de

carneiro.
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EFICACIA DE ADITIVO ANTI-MICOTOXINA EM LEITOAS PRE-PUBERES
EXPOSTAS A ZEARALENONA
(Effectiveness of a detoxifying agent in pre-pubertal gilts exposed to
zearalenone)

TEIXEIRA, L. C.; SANTIN, E.; LOCATELLI- DITTRICH, R.; MONTIANI-FERREIRA,F.; ALBERTON, G.C.

RESUMO - O trabalho consistiu na exposicdo oral de leitoas pré-puberes a
racdo contendo 0,5mg/kg de zearalenona (ZEA) e avaliou-se a acdo de um
aditivo anti-micotoxina (AAM); composto de filossilicatos, epoxidases e
hidrolases a 0,15%, 0,25% e 0,4%; na prevencdo da intoxicacdo. Uma
formulacdo experimental deste mesmo produto acrescida de bentonita e
adicionada na racdo a 0,1%, também foi verificada. Os tratamentos com ZEA e
AAM receberam racao originada de milho com qualidade bromatoldgica inferior
ao grupo controle negativo (sem ZEA), o que possibilitou observar a acao do
AAM numa condicdo mais préxima a real. Foram avaliadas as variaveis
vulvometria, peso do trato reprodutivo, andlise histopatoldégica de figado,
linfonodo e Gtero, medindo-se a altura do endométrio e das células epiteliais das
glandulas endometriais. Além disso, pesquisaram-se alteracdes nos parametros
hematolégicos e bioquimicos sanglineos, resposta imune humoral contra
hemécias de carneiro e o desempenho dos animais para ganho de peso, nédo
sendo verificadas diferencas entre os tratamentos para estas variaveis. O grupo
controle positivo (com ZEA) apresentou aumento significativo no peso do trato
reprodutivo e na altura de endométrio (P<0,05) comparando-se ao grupo
controle negativo (sem ZEA), evidenciando o0 potencial estrogénico da
micotoxina na concentracdo de 0,5mg/kg. Para estas mesmas variaveis 0s
grupos com AAM néo diferiram dos controles (P>0,05), sendo observados
numericamente resultados inferiores aos obtidos no controle positivo, sugerindo
uma reducdo dos efeitos toxicos. O tratamento com a formulacdo experimental
do AAM atuou melhor na prevencdo dos efeitos toxicos, reduzindo
significativamente a altura de endométrio (P<0,05).

Palavras-chave: zearalenona, filossilicatos, bentonitas, suinos.

ABSTRACT- This work consisted of an oral exposure of pre-pubertal gilts to 0.5
mg/kg of zearalenone (ZEA) in the feed and evaluation of the action of a
detoxifying agent (DA) composed by phyllosilicates, epoxidase and hydrolase, at
0.15%, 0.25 % and 0.4% inclusion rates, in the prevention of hyperestrogenism.
An experimental formulation (bentonite added) of this product at a 0.1% inclusion
was also verified. The treatments with ZEA, and DA received feed originated
from corn with bromatological quality lower than the control group (without ZEA).
This allowed to asses the action of the DA in a condition closer to that faced in
the field. Variables evaluated were vulvometria, reproductive tract weight,
histopathologic analysis of liver, lymph nodes and uterus (measuring the height
of the endometrium and epithelial cells of endometrial glands). In addition,
changes in the hematological and chemical blood parameters were investigated.
Humoral immune response against sheep red blood cells (SRBC) and weight
gain did not differ between treatments. There was an increase in the reproductive
tract weight and endometrium height (P<0.05) between the control groups (with
and without ZEA), showing the potential estrogenicity of ZEA. For these same
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variables groups with DA did not differ from the controls (P> 0.05), but showed
numerically intermediate results, indicating a reduction of toxic effects. In the
treatment with the experimental formulation of DA a decrease in the endometrium
height was observed (P<0.05). There was a drop in feed conversion (P<0.05) in
the DA (0.15%), however it was restricted to this treatment.

Keywords: zearalenone, phylosilicate, bentonites, swines.

3.1 INTRODUCAO

Os suinos séo freqiientemente expostos as intoxicacdes por micotoxinas
pelo fato de sua alimentacdo ser composta principalmente por graos. Dentre as
micotoxinas que afetam os suinos, a zearalenona (ZEA) merece destaque pela
ampla ocorréncia no milho (KUMMAR et al., 2008; SALAY e MERCADANTE,
2002) e pela maior susceptibilidade dos suinos a esta toxina comparados as
outras espécies animais.

A ZEA possui capacidade em se ligar aos receptores estrogénicos e por
isso causa alteragcfes funcionais e morfolégicas nos 6rgéos reprodutivos (FINK-
GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007). Os suinos apresentam grande
susceptibilidade a esta micotoxina devido as caracteristicas de metabolizacdo
hepética que, nesta espécie, produz metabdlito mais téxico que a propria ZEA, o
a-zearalenol (MALEKINEJAD et al., 2006). A categoria mais sensivel aos seus
efeitos sdo as leitoas pré-puberes cujos sinais clinicos classicos sdo edema e
hiperemia de vulva (ZINEDINE et al., 2007).

Em alguns momentos do ano, mesmo com a adocdo das medidas
preventivas, a contaminacdo de grdos com micotoxinas pode superar 0s niveis
toleraveis; neste caso, vale-se a ado¢do de medidas corretivas como o uso de
aditivos anti-micotoxinas (AAM) na ragao, que atuam como agentes de
detoxificagcdo ou de adsor¢cdo ou com ambas as fungcdes no mesmo produto

(HUWIG et al., 2001).
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Estudos com enzima detoxificante apontam-na como uma opcéo eficiente
para descontaminacdo de ZEA em ragcdes (TAKAHASHI-ANDO et al., 2002). Ja
as ligacbes dos adsorventes a base de aluminossilicatos a ZEA sao dificeis
principalmente devido a apolaridade desta micotoxina (DOLL et al., 2005;
HUWIG et al. 2001). A efetividade dos AAM é analisada inicialmente em
condi¢bes in vitro, entretanto, a confirmacdo in vivo é imprescindivel para
verificacdo da verdadeira eficacia do produto (DOLL et al., 2005; DIAZ e SMITH
at al., 2005).

Os estudos disponiveis na literatura com intoxicacdo experimental por
ZEA, em sua maioria, tratam de concentracdes superiores a 1mg/kg (ETIENNE e
JEMMALI 1982; SPERANDA MARCELA et al., 2006; ANDRETTA et al., 2008) o
que difere das condi¢cdes encontradas normalmente a campo em que estas
concentracbes sao inferiores (MALLMANN e DILKEN, 2007). Sendo assim,
estudos com baixas concentracbes de ZEA, sdo importantes para melhor
entendimento de seus efeitos na suinocultura.

Os obijetivos do estudo foram avaliar a acdo de 0,5mg/kg de ZEA sobre as
caracteristicas clinicas, reprodutivas, zootécnicas, hematoldgicas e bioquimicas
sangilineas e resposta imune humoral contra hemacias de carneiro de leitoas
pré-plberes; e avaliar também a eficacia do aditivo anti-micotoxina Elitox®,
composto de filossilicatos, biopolimeros (quitosanas) e as enzimas epoxidases e
hidrolases, e de uma formulacdo experimental deste produto adicionada de

bentonita orgénica ativada em evitar os efeitos tOxicos nestes parametros.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Local e animais

Foram utilizadas 36 leitoas com idade média inicial de 32 dias, em bom
estado de saude, constatado por meio de exames clinicos, hematolégicos e
bioquimicos sangiiineos. Todas as leitoas eram da linhagem Danbred®, e
possuiam peso médio de 9,5 (x1,3) kg no primeiro dia de experimento.

As leitoas foram alojadas individualmente em baias com dimensdes de 2m
comprimento x 1m largura, revestidas com piso plastico vazado, sendo que 0s
animais foram distribuidos de forma aleatéria nos seis tratamentos com seis
animais cada (tabela 1). Ap6s a semana de adaptacdo os animais receberam as
dietas experimentais durante 3 semanas. A temperatura na unidade
experimental foi mantida proporcionando conforto térmico aos animais. No

21°dia de experimento os animais foram abatidos.

3.2.2 Dieta, alimentacdo e manejo semanal

A dieta das leitoas compds-se de milho, soja e nlcleo vitaminico-mineral
formulada de acordo com o NRC (NRC,1998), compativel com o ciclo de vida.
As inclusdes do aditivo anti-micotoxina Elitox® (Impextraco, Bélgica) na racao
foram feitas em concentracdes seriadas (tabela 1). No tratamento 3 foi avaliada
uma formulacdo experimental do Elitox® adicionada de bentonita organica
ativada.

Foram obtidos milhos de duas procedéncias, sendo uma de uma empresa
gue nao possui critério de selecdo e outra de uma empresa que realiza selecéo
por meio de mesa densimétrica. Em ambos os casos foram feitas analises

bromatoldgicas e micotoxicoldgicas para verificacdo da qualidade. Os resultados
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destas analises estdo apresentados na tabela 2. O milho de melhor qualidade,
obtido pela separacao por mesa densimétrica foi destinado a producéo da racéo

do tratamento 1 (controle negativo).

Tabela 1- Distribuicdo das 36 leitoas nos tratamentos.

Tratamento Zearalenona AAM
(MG/kg) (%)
T1 0 0
T2 0,5 0
T3 0,5 0,10
T4 0,5 0,15
T5 0,5 0,25
T6 0,5 0,4

*AAM: Aditivo anti-micotoxina Elitox®,
T3: Formulacdo experimental Elitox®

Tabela 2- Composicao bromatolégica e analise micotoxicol6gica dos milhos.

. Milho Milho .
Nutrientes (T1) (T2.73.T4.75.T6) Diferenca
Umidade (%) 9,94 12,43 -2,49
Matéria seca (%) 90,06 87,57 2,49
Proteina bruta (%)* 7,79 7,02 0,77
Gordura bruta (%)* 4,25 3,18 1,07
Matéria mineral (%)* 1,17 1,25 -0,08
Fibra bruta (%)* 1,34 1,86 -0,52
Calcio (%)* 0,04 0,08 -0,04
Fosforo disponivel* 0,22 0,23 -0,01

) ) - Milho Milho .
Micotoxinas (T1) (T2,73.T4,T5,T6) Diferenca
Zearalenona (mg/kg) 0, 210 0, 349 -139
Ocratoxina A ND ND ND
Aflatoxina B1(pg/kg) ND 3,3 -0,33
ND- Nao detectado. Nao foram detectadas em ambos os milhos as aflatoxinas

B2, Gl e G2.

*Célculo obtido da matéria seca.

** * | imite para deteccao/quantificacdo de zearalenona (ZEA) 60,0 / 80,0 pg/kg,
de ocratoxina 4 pg/kg e de aflatoxinas 0,5/ 1,0 pg/kg.

(Tl:controle, T2: 0,5 mg/kg ZEA, T3: 0,5 mg/kg ZEA + 0,1% AAM, T4: 0,5 mg/kg
ZEA + 0,15%AAM, T5: 0,5 mg/kg ZEA + 0,25%AAM, T6: 0,5 mg/kg ZEA +
0,4%AAM)

As leitoas foram observadas duas vezes ao dia. Semanalmente os

animais foram pesados e calculados o ganho de peso (diferenca entre as
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pesagens semanais e ao término e inicio do experimento). O consumo de ragao
e a conversao alimentar real ndo foram analisados pois as estruturas das baias
permitiam muito desperdicio dificultando o recolhimento das sobras. A
vulvometria foi realizada com paquimetro digital e medida em milimetros,
também semanalmente. A area de vulva foi obtida pela multiplicacdo de sua

largura (eixo latero- lateral) e altura (eixo dorso-ventral).

3.2.3 Adicao de zearalenona e pesquisa micotoxicolégica

A ZEA (Fermentek biotechnology®) com quantidade minima de pureza de
98% foi incorporada, a principio, em processo de diluices seriadas em milho
degerminado. ApOs a confirmacdo da concentracdo de ZEA pela analise
micotoxicoldgica, no Laboratorio de Micotoxinas (LABMIC) no Departamento de
Agroindastria, Alimentos e Nutricio ESALQ/USP, a mistura milho
degerminado+ZEA foi incorporada a ragao com auxilio de misturador tipo “Y”.

Amostras de milho moido e farelo de soja utilizados para producédo da
racdo foram enviadas para analise micotoxicolégica, todas as analises foram
realizadas no mesmo laboratério pela técnica de cromatografia em camada
delgada. Foi determinada a concentracdo de ZEA e ocratoxina pelo método
SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA (1989) modificado com purificacdo em coluna
de imunoafinidade e das aflatoxinas B1, B2, G1, G2 pelo método do MAPA
(BRASIL 2000) modificado. Foi feito o calculo de correcdo para obtencao final na
racdo da concentracdo de ZEA determinada de 0,5 mg/kg. Apos a mistura e
preparo das racdes, amostras de cada tratamento também foram analisadas

para as mesmas toxinas no mesmo laboratorio.
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3.2.4 Anélises hematologicas e bioquimicas

As amostras de sangue foram obtidas por puncédo da veia cava com
agulha de calibre 40x12 adaptada a seringa. O sangue foi imediatamente
transferido para tubos sem EDTA para obtencdo do soro e com EDTA (10%)
para andlise hematolégica. As coletas foram realizadas no primeiro e ultimo dia
do experimento. As amostras de sangue sem EDTA foram centrifugadas (500 x
g) por 5 minutos para obtencdo do soro. No soro foram determinadas, por
meétodos colorimétricos, as concentracdes da Aspartato aminotransferase (AST),
Gamaglutamil tranferase (GGT), andlises de uréia, proteina total (PT) pela
reacao de biureto e albumina pela reacdo verde de bromocresol. As analises
foram realizadas em analisador bioguimico semi-automatico CELM-SBA-200.

As amostras de sangue com EDTA foram processadas para hematologia.
No contador de células automatico CELM-CC-530 foram obtidos o numero total
de leucdcitos, de eritrocitos e a concentracdo de hemoglobina. O hematocrito
(Ht) foi determinado pela técnica do micro-hematécrito, o volume globular médio
(VGM) e a concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) foram obtidas
pela formula de Wintrobe (VGM=Ht x 10/heméacia; CHGM= Hb x 100/ Ht). Os
valores de proteina plasmatica total (PPT) foram obtidos por refratometria. A
contagem diferencial de leucécitos foi realizada em extensdo sangulinea corada

com Wright imediatamente apds a coleta do sangue.

3.2.5 Anélises morfologicas dos 6rgéos e histopatoldgica
Apos 21 dias do fornecimento das ragcdes experimentais, 0s animais foram
abatidos em frigorifico com inspecdo estadual e submetidos a exame

macroscopico de figado, linfonodo mesentérico e trato reprodutivo (ovarios,
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Gtero, vagina e vulva), quanto ao peso e aspecto geral. Os 6rgdos do trato
reprodutivo (Utero, ovario, vagina e vulva) foram dessecados e pesados. Em
seguida obteve-se o peso somente do Utero-ovario-vagina. Para evitar influéncia
do peso dos animais no peso do trato reprodutivo, calculou-se o peso relativo do
trato reprodutivo e relativo do utero-ovario-vagina, dividindo-se os valores dos
pesos encontrados pelo peso corporal e multiplicando-os por 100.

Apoés o abate dos animais, os fragmentos do Utero, linfonodos e figado
foram coletados e fixados em formalina 10% tamponada com fosfato. O material
foi processado segundo as técnicas histolégicas convencionais, incluido em
parafina e cortado. Os cortes foram fixados em lamina e corados pelo método de
hematoxilina e eosina (LUNA, 1968).

Os fragmentos de figado e linfonodo foram avaliados quanto a presenca
de alteracbes em sua morfologia. No Utero foram obtidos trés cortes do terco-
meédio do corno uterino e adotaram-se como critério de avaliagdo as medicdes
da altura da célula epitelial das glandulas endometriais na magnificacdo (20x),
como indicadores de hipertrofia celular, conforme descrito por HENEWEER et al.
(2007), e a altura do endométrio avaliada na magnificacdo (4x). Para isto,
fotografaram-se as glandulas endometriais e endométrio, sendo realizadas
quatro medicOes em trés glandulas diferentes e quatro medi¢des da altura de

endométrio. Para estas medicées utilizou-se o software “Motic images plus 2.0%".

3.2.6 Avaliagdo da resposta imune humoral contra hemacias de carneiro
A resposta imune humoral foi mensurada determinando-se anticorpos
anti-hemacia de carneiro pelo teste de hemaglutinacdo em placas (HA) seguindo

o protocolo com duas inoculacées intramusculares de 10® hemécias de carneiro
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diluidas em solucéo salina e com adjuvante completo de Freund (Modificado de
BONNETTE et al., 1990). A primeira inoculacéo foi feita no 10° dia apds o inicio
do experimento e a segunda inoculacdo sete dias ap0s a primeira inoculacéo
(17° dia do experimento) sendo coletados sangue dos animais 5 dias apos a 1°
inoculacéo e 4 dias apos a 2° inoculacédo. O soro foi mantido congelado a -20°C
em tubos de polietileno para realizacdo do teste de HA em placas. Os titulos de
hemaglutinacdo foram determinados apods inativacdo dos soros por método de

diluicdes seriadas de acordo com SCHURIG et al. (1978).

3.2.7 Andlises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos e seis repeticdes cada. Adotou-se cada animal como unidade
experimental.

Para as analises estatisticas dos parametros hematoldgicos e bioquimicos
sangilineos as variaveis foram submetidas a deteccéo e exclusao dos “outliers”
(valores extremos) como descrito por FAUSTINI et al. (2000). Os resultados da
analise sorolégica para resposta humoral contra hemacias de carneiro foram
convertidos em Log;o antes da analise estatistica.

As médias das variaveis estudadas entre os grupos foram submetidas a
avaliagdo estatistica pela analise de variancia (ANOVA). Quando detectado
efeito dos tratamentos seguiu-se com o teste de comparacdo post hoc de
Tukey/Kramer para verificar diferencas entre as médias a um nivel de 95% de

seguranca.
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3. RESULTADOS
3.3.1 Anélises micotoxicoldgicas

Nas analises micotoxicolégicas realizadas nos milhos das duas
procedéncias, foi encontrada no milho de melhor qualidade, utilizado para racéo
do T1, apenas ZEA na concentracdo de 0,21 mg/kg. No milho utilizado para
producado das ra¢cdes dos tratamentos T2, T3, T4, T5 e T6 foram encontradas as
concentracdes de 3,3 pug/kg de aflatoxina B1 e de 0,349 mg/kg de ZEA. No farelo
de soja utilizado para producéo de todas as ra¢cdes encontrou-se concentracao
de ZEA inferior a 0,08 mg/kg e nenhuma das outras micotoxinas pesquisadas.

No preparo das racdes foram feitas as corre¢cdes para obtencéo final da
concentracdo de ZEA determinada, sendo que a concentracdo obtida esteve
préxima aos 0,5 mg/kg, como apresentado na tabela 3. Foram detectadas
concentracdes baixas de aflatoxina B1 em todos os tratamentos e de aflatoxina
B2 somente no T3. No T1 (controle negativo), ainda com o cuidado na selecdo

do milho e da soja foi encontrada a concentracdo de 0,132 mg/kg de ZEA.

Tabela 3 - Resultado da analise micotoxicolégica das ragdes.

Tratamento ZEA AFB1 AFB2 AFGl  AFG2
(mg/kg) (Mo/kg)  (pa/kg)  (pglkg)  (pgrkg)

T1 0, 132 <1 ND ND ND

T2 0, 449 <1 ND ND ND

T3 0, 601 2,1 <1 ND ND

T4 0, 601 <1 ND ND ND

T5 0, 598 <1 ND ND ND

T6 0, 586 <1 ND ND ND

ND- ndo detectada, NR- ndo realizado, ZEA: zearalenona, OCRA: ocratoxina, AFL:
aflatoxina B1,B2, G1, G2

* Limite para deteccéo/quantificacdo de zearalenona (ZEA) 60,0 / 80,0 pg/kg, de
ocratoxina 4 pg/kg e de aflatoxinas 0,5/ 1,0 pg/kg.

(T1: controle negativo, T2: 0,5 mg/kg ZEA, T3: 0,5 mg/kg ZEA + 0,1% AAM, T4: 0,5 mg/kg
ZEA + 0,15%AAM, T5: 0,5 mg/kg ZEA + 0,25%AAM, T6: 0,5 mg/kg ZEA + 0,4%AAM)



83

3.3.2 Vulvometria e peso do trato reprodutivo

Na avaliacdo da area de vulva néo foi encontrada diferenca significativa
entre 0s grupos apos 21 dias de exposicao a ZEA (P= 0,626) nem durante as
avaliacdes semanais (Tabela 4). No entanto, na avaliacdo de peso relativo total
do trato reprodutivo e peso relativo de Utero-ovario-vagina (Tabela 5) houve
diferencas significativas entre os tratamentos T1 (controle negativo) e T2
(controle positivo). Nos grupos com AAM nédo foram constatadas diferencas

significativas entre si e entre T1 e T2.

Tabela 4 — Média (+ desvio padrdo) da area de vulva (mm?) e dos pesos
relativos e totais do trato reprodutivo e do Utero-ovario-vagina no 21° dia.

T Area de vulva Peso relativo Peso relativo Utero-
ratamento 2 , . .
(mm") total () ovario-vagina (g)

T1 235,00 + 61,10 71,71 +9,57 2 51,76 + 4,26 2
T2 334,48 +152,83 11548+32,26°  86,51+2530°"
T3 290,50 + 82,39 91,82+22,85%  68,23+16,98%
T4 274,14 + 26,20 91,39+1260%  64,14+8,710%
T5 307,76 £ 12593 96,81 +22,32%® 76,71 +24,72
T6 320,50 + 91,53 96,20 +21,66% 71,18 +16,35 %
= 0,49 0,02 0,02

(T1: controle negativo, T2: 0,5 mg/kg zearalenona (ZEA), T3: 0,5 mg/kg ZEA + 0,1% AAM,
T4: 0,5 mg/kg ZEA + 0,15%AAM, T5: 0,5 mg/kg ZEA + 0,25%AAM, T6: 0,5 mg/kg ZEA +
0,4%AAM)

3.3.3 Altura do endométrio e das células epiteliais das glandulas
endometriais

Nas medicbes da altura do endométrio, os grupos T1 (controle negativo) e
T3 (formulacdo experimental do Elitox® em inclusdo de 0,1%) tiveram valores
meédios inferiores (P<0,05) aos apresentados pelo grupo T2 (somente ZEA)
(figura 1). Os tratamentos com as outras inclusdbes de AAM, apesar de

apresentarem altura de endométrio intermediaria ao Tl e T2 nao foram
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estatisticamente diferentes. Ja nas medic6es das células epiteliais das glandulas

endometriais ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (P= 0, 199).

1,6
1,26b

14 1,09ab 1,09ab  L1159ab
12 | po7a 0,982
1
Altura do
endométrio 0,8
(mm) 0.6
0,4
0,2
0
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Figura 1- Média (+ desvio padrdo) da altura de endomeétrio.

*Letras diferentes diferem estatisticamente (P= 0, 018).

(T1: controle negativo, T2: 0,5 mg/kg zearalenona (ZEA), T3: 0,5 mg/kg ZEA +
0,1% AAM, T4: 0,5 mg/kg ZEA + 0,15%AAM, T5: 0,5 mg/kg ZEA + 0,25%AAM,
T6: 0,5 mg/kg ZEA + 0,4%AAM)

3.3.4 Andlises morfologicas dos 6rgaos e histopatolégica

Na avaliacdo macroscopica e histolégica ndo houve nenhuma alteracao
no figado e no linfonodo mesentérico. No ovario de um animal de cada um dos
tratamentos T2, T3 e T4 foram observados cistos.

Na andlise histopatoldgica do utero foram observadas alteragbes
discretas, nos grupos T2, T3, T4, T5 e T6; como proliferacéo e irregularidade das
células da camada epitelial da mucosa uterina, sendo mais notaveis e mais

distribuidas pela extensdo da mucosa dos animais do grupo T2.

3.3.5 Ganho de peso
N&o houve diferenca entre as médias dos grupos (P=0,0502) no ganho de

peso nas avaliagbes semanais e no ganho de peso total.
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3.3.6 Andlises hematologicas e bioquimicas

Nas andlises hematologicas ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos nem entre os diferentes periodos de coletas
(Tabela 7). Em ambas as coletas todos estes parametros encontravam-se dentro
dos limites estabelecidos por FELDMAN et al. (2000) e FAUSTINI et al. (2000).

Os valores encontrados na bioquimica sangiinea também nao
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos e entre as coletas
(tabela 8), exceto para proteinas totais (PT) em que houve diferenca significativa
entre as coletas (P<0,0001). Em todos os tratamentos os valores encontrados
para AST, GGT e albumina foram superiores e para PT inferiores aos valores de
referéncia consultados (JAIN et al.,1993; KANEKO et al.,1997; FAUSTINI et

al.,2000).

Tabela 5- Média (xdesvio padrdo) dos parametros hematoldgicos de leitoas com
idade média de 53 dias.

PARAMETRO

(unidade) T1 T2 T3 T4 T5 T6 P REF.*
(')'("i’(‘)“g"‘/cl'l"i) 7,04£0,07  6,82¢0,37  65240,26  6,580,68  6,82+0,32  6,85:0,58 055  6,4-8*

Hematdcrito (1) 0,45+0,02 0,41+0,03 0,40+0,02 0,41+0,05 0,41+0,02 0,41+0,01 0,38 37-44

Hem(g%‘lj)b'na 13,15:0,45 12,85t0,64 12,24:0,75 12,53+159  12,9t0,5  12,4:+0,59 0,64 1113%
VGM (um?) 59'935;—”10'0 58,92+6,48 61,604¢3,07 61,11#355 60,563,890 60,03+3,97 0,98  53-61%
CHGM (%) 30,08:2,36 31,63:340 30,46+0,94 31,08:0,57 31,04+125 30,24+058 071  28-32
Leucécitos 16880+ 16075+ 17120+ 15560 1663333+ 1713333+ oo 12.7-
(x10%/mm?) 3646,50 4379,78 3393,67 2415,16 4701,34 4669,33 ' 20,9
Neutrofilos 6466,5+  4880,16+ 60014+ 6710,5¢ 73062+ 474666: o 13;121193;5-*
(Imm®) 3211,97 1020,45 1838,94 2525,30 4159.36 1840,83 ' L
Bastonetes 273,33+ 2125+
d 104,21 122 266 141 189 20,50 063  0-1045
(/mm~)
Eosinéfilos 275+ 326,75+ 318,75+ 377,5+ 197,66+ 435 09y 945
(Imm?) 135,54 232,67 321,15 288,53 36,77 ' 2873
Linfocitos (mmy 78675 9532+ 81975+ 802666+ 100228+ 1189567+ . 5080-
484838 2988,18 2382,35 1950,61 1407,01 4218.72 : 14212
Mondcitos 427,24 299,54 251+ 34743 348,33+ 25788 oo 189
(Immd) 243,85 96,06 77,59 32,75 166,49 149,17 ' 2704+
PPT 6,01:056  56t04  566:054  55:0,51  5093+0,79 566057 061 4,9-8

VGM: volume globular médio, CHGM: concentragdo de hemoglobina globular média PPT: proteina plasmatica
total. Obs. Os valores absolutos médios de basofilos foram iguais a 0.

* Referéncia para leitdes de ambos os sexos de 36 dias de idade por FELDMAN et al. (2000)

** Referéncia para leitdes de ambos os sexos de 3-4 meses de idade por FELDMAN et al. (2000)

***Referéncia para leitoas pré-puberes FAUSTINI et al. (2000).
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Tabela 6- Média (xdesvio padrao) dos parametros bioquimicos séricos de leitoas
no 1° e no 21°dia de experimento.

1°DIA
PARAMETRO T T2 T3 T4 TS5 T6 P REF.
(unidade)
AST (UIIL) 156,5+40,48 215838449 135442502  169,8+5597  156,16+72,81 205'8351'103'0 0,36 53'2;
GGT (UIIL) 54,16+40,24  30,16+39,66  99,4:3506  47+34,09 77,83t42,95  62,33:32,30 0,07  10-60**
PT (g/ dL) 7,11+1,45 7,8£0,87 8,4+0,21 7,95+1,7 8,86+0, 378 7724120 027 4,98
ALBUMINA (g/dL) 4 51054 4,78+0,64 5,2¢0,23 5,11+0,79 5,58£0,38 498+063 012 31’3?*;
UREIA 25,16 .
gl ) o 30,66+10,85 274374 23,8+1,30 31,33+9,02 274544 035  97-37
21°DIA
PARAMETRO T1 2 T3 T4 5 T6 P REF.
(unidade)
AST (UIIL) 1425+41,03 11942902  109,16+9,17 104,16+17,72  117+10,95 13242018 012 ;?i;
GGT (UIIL) 60,25+12,97 646,40 73,16+20,32  77,5+1927  842+1107  59,2+413,98 009  10-60%
PT (g/ dL) 5,55:0,39 5,81+0,48 5,68+0,14 5,86:0,22 5,610,11 585:020 0,32  7-8,9%
ALBUMINA (g/dL)  4,26%0,12 4.2+0.23 4,.25£0.10 4,25+0,15 4230,13 4,3:0,12 0,91 31*;;
(ES/E('Q) 27+6,32 3324327  30,83t479  20,66+3,55 3148,15 30,6£2,60 061  97-37*

AST: Aspartato aminotransferase, GGT: Gamaglutamil transferase, PT: Proteina total.

*Referéncia para leitoas pré-puberes de 33 -94 dias de idade, FAUSTINI et al. (2000).

** Referéncia para KANEKO et al. (1997), ndo especificou idade dos animais.

*** Referencia para JAIN et al. (1993), ndo especificou idade dos animais.

(T1: controle negativo, T2: 0,5 mg/kg zearalenona (ZEA), T3: 0,5 mg/kg ZEA + 0,1% AAM, T4: 0,5 mg/kg ZEA +
0,15%AAM, T5: 0,5 mg/kg ZEA + 0,25%AAM, T6: 0,5 mg/kg ZEA + 0,4%AAM)

3.3.7 Avaliacdo da resposta imune humoral contra hemécias de carneiro
N&ao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos

quanto a resposta imune humoral contra hemacias de carneiro.

3.4. DISCUSSAO

Os resultados encontrados na andlise micotoxicolégica do milho refletem
a freqliente contaminacao dos gréos pela ZEA. Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos por SALAY e MERCADANTE (2002) que encontraram
contaminacgao superior a 50% em amostras e subprodutos de milho dos estados
do Rio Grande do Sul, Parana, Mato Grosso do Sul e Goias.

Na comparacao dos milhos das duas procedéncias, com e sem critério de
selecéo, foi verificada ainda, diferenca bromatoldgica principalmente no que se

refere a gordura, proteina e concentragbes de ZEA e aflatoxinas. O milho do



87

grupo T1 (controle negativo), separado por mesa densimétrica, apresentou
melhor qualidade bromatolégica e menor contaminagcdo por micotoxinas. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por SILVA et al. (2008) em que 0s
graos de milhos com baixa densidade separados pela mesa densimétrica,
apresentaram maiores contaminagdes por micotoxinas.

Os resultados da qualidade bromatoldgica e da presenca de micotoxinas
sdo muito semelhantes com o que ocorre em situacdes reais em que 0s animais
sao alimentados com milhos adquiridos sem nenhuma selecéo ou, com selecéo
inadequada. Além de produzir as micotoxinas, a atividade metabdlica do fungo
associada com a respiracdo aerdbica utiliza gordura e carboidrato dos gréos.
Como resultado a gordura € marcadamente reduzida (SANTIN et al., 2005),
assim como a energia metabolizavel que pode reduzir de 5% a 25% (COELHO,
1994; SANTIN et al., 2005).

Na avaliacdo da vulvometria, apesar de se observar diferengca numérica
entre as meédias de T1 e T2 de aproximadamente 42%, esta nao foi significativa,
provavelmente devido a grande variacdo apresentada para esta variavel. A alta
variacao pode ser justificada por diferencas inerentes ao animal, bem como, pela
resposta individual a exposicdo a ZEA. No estudo de ANDRETTA et al. (2008)
utilizando 2mg/kg observaram aumento da vulva (volume vulvar) na primeira
semana de exposicdo de leitoas pré-puberes a ZEA. Além da importancia da
dose, a condicdo de ambiéncia, nutricdo e tratamento dos animais exercem
grande influéncia sobre o aparecimento de sinais de intoxicacdo. Em condicdes
de campo, animais submetidos a estresse provocado por superlotacdo em baias,
alta presséao infecciosa, presenca de outras micotoxinas e variacdes climaticas

bruscas podem manifestar sinais de intoxicagio mesmo ao ingerir
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concentracbes baixas de micotoxinas (WYATT, 2005). Na condicdo
experimental, os animais foram alojados em baias individuais limpas e
desinfetadas, com controle de temperatura e acesso irrestrito a agua e
alimentos. O controle destes fatores pode ter contribuido para reducdo do
estresse dos animais diminuindo a manifestacéo clinica da ZEA, especialmente
no T2 (somente ZEA) na concentracdo de micotoxina utilizada.

Foi observado aumento significativo no peso do trato reprodutivo do T2
comparado ao T1 (controle negativo). Resultados semelhantes foram
encontrados por DOLL et al. (2003) com aumento de peso de Utero em leitoas
tratadas com baixas concentracdes de ZEA de 0.42 mg/kg. Outros autores que
relatam aumento de peso de trato reprodutivo em leitoas se referem a
concentracfes bastante superiores, como no estudo realizado por ETIENNE e
JEMMALLI (1982) que utilizaram de 3,6 e 4,3 mg/kg de ZEA.

Os efeitos da ZEA no grupo T2 também foram comprovados para variavel
altura de endométrio, em contrapartida ndo alterou a altura das células epiteliais
das glandulas endometriais. HENEWEER et al. (2007) observaram aumento das
células epiteliais somente em ratos tratados com altas concentracdes de ZEA
(10 mg/kg). Os suinos, por serem mais susceptiveis a esta micotoxina se
comportam de modo diferente dos ratos que produzem predominantemente o
metabdlito menos téxico, o B-zearalenol (MIROCHA et al., 1978; MALEKINEJAD
et al., 2006). Por estas caracteristicas, é possivel que suinos apresentem
limiares mais baixos para manifestarem aumento de células epiteliais
comparados aos ratos. Aléem disso, a exposi¢cao prolongada do presente estudo

pode ter influenciado neste achado. Em outro estudo com concentracdo de 0,75
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mg/kg foi observado aumento estatisticamente significativo das células epiteliais
(TEIXEIRA et al., DADOS NAO PUBLICADOS).

Estes resultados no aumento de peso no trato reprodutivo e na altura do
endométrio, observado no grupo T2 (controle positivo) em relagdo ao grupo T1
(controle negativo), evidenciam o potencial estrogénico da ZEA. Esta micotoxina
atua como o0 estrogeno, estimulando a sintese protéica uterina induzindo a
proliferacéo celular e aumentando a massa dos 6rgaos reprodutivos (GAUMY et
al., 2001), e consequentemente da altura do endométrio.

O grupo T3 composto por uma formulacdo contendo bentonita organica
ativada obteve resultado significativo na reducdo da altura de endométrio.
Estudos in vitro demonstraram a acado de bentonitas como adsorventes para
ZEA (BUENO et al.,, 2005; RAMOS et al., 1996a). No entanto, RAMOS et al.
(1996b), em experimentacdo in vivo ndo observaram eficacia no uso de
bentonitas. As discrepancias entre os resultados obtidos nos estudos de
avaliacdo da acdo de AAM pode ser justificado pela grande diversidade de
aluminossilicatos existentes, sendo que dentro de uma mesma classificacdo de
aluminossilicatos ocorrem pequenas variagdes em suas estruturas quimicas de
acordo com suas origens (DIAZ e SMITH, 2005). E possivel que na formulacéo
experimental do Elitox®, modificagdes na estrutura de bentonita ou até mesmo
na origem da mesma possibilitaram este resultado. Além disso, as diferencas
entre estes resultados nas diversas pesquisas também podem estar ligadas as
modificacdes nas formula¢des destes produtos que ndo sao fornecidas.

Apesar de nao terem sido observadas diferencas significativas entre os
grupos tratados com o AAM e os controles (T1 e T2), alguns estudos ja

verificaram a acdo dos componentes do Elitox®. A avaliacdo in vivo dos
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filossilicatos, uma subclasse de aluminossilicatos, foi realizada em estudo por
ABBES et al. (2006) e apresentou reducdo dos efeitos toxicos da ZEA em dose
de 40 mg/kg de peso corporal sobre os parametros hematologicos, bioquimico
sangiineos, imunoldgicos e histoldgicos em camundongos. Entretanto, deve ser
cautelosa a extrapolacdo de resultados inter-espécies pelas diferencas na
biotranformacédo hepatica. DAKOVIC et al. (2005) afirma que modificacdes
quimicas de argilas de filossilicatos e zedlitos conseguem expandir sua
superficie hidrofébica fornecendo afinidade para moléculas apolares, como é o
caso da ZEA. Além de adsorventes, o produto testado possui também em sua
composicdo duas enzimas com capacidade detoxificante, as hidrolases e
epoxidases. Estudos in vitro constataram efeitos de uma lactonahidrolase para
detoxificacdo da ZEA (TAKAHASHI-ANDO et al., 2002), e in vivo da epoxidase,
com resultados considerados como detoxificacdo parcial ou total, reduzindo os
efeitos toxicos em leitoas (CHENG et al., 2006).

As adicbes do AAM reduziram numericamente os efeitos toxicos da ZEA
nas variaveis peso de trato reprodutivo, peso de Utero-ovario-vagina e ha
reducado da altura do endométrio. Este resultado pode estar ligado a capacidade
limitada dos adsorventes e enzimas se ligarem as micotoxinas, principalmente in
vivo. E importante ainda salientar a diferenca na qualidade nutricional observada
no milho utilizado no T1 em relagdo aos demais tratamentos. Apesar de parecer
pequena, esta diferenca, de alguma forma pode interferir na resposta dos
animais as micotoxinas e nos demonstra que a diferenga entre os tratamentos
nao referia-se somente ao nivel de micotoxina, pois a qualidade nutricional dos

graos exerce importante influéncia na resposta dos animais as micotoxinas.
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Alteracbes no desempenho dos animais, quanto a ganho de peso e
conversdo alimentar, provocadas exclusivamente pela ZEA ndo tém sido
descritas na literatura. Outros estudos também nao observaram reducédo no
ganho de peso, no consumo de alimento e no aumento da conversao alimentar
de leitoas expostas a ZEA em concentracdes superiores a 1mg/kg (ANDRETTA
et al., 2008; SPERANDA MARCELA et al., 2006). Em estudo realizado por DOLL
et al. (2005) em teste de eficacia de um aluminossilicato, foi observada reducéo
no consumo de alimento e 0 no ganho de peso nos animais. Entretanto, neste
estudo havia a associacédo de ZEA e deoxinivalenol (DON) na racéo e os autores
acreditam que, como ja demonstrado in vitro, aluminossilicatos ndo sdo capazes
de adsorver a DON, sendo estes efeitos resultado da atividade desta micotoxina.

As alteracbes nos parametros hematolégicos foram relatadas em ratos
alimentados com altas concentracdes de ZEA (40 e 500 mg/kg) por ABBES et al.
(2006), que observaram aumento de leucdcitos, hematdcrito, hemacias,
hemoglobina, volume corpuscular médio e reducdo de plaquetas. Na
concentracdo de 0,5 mg/kg utilizada no presente estudo os resultados
hematolégicos permaneceram dentro dos valores de referéncia e ndo foram
alterados pela ZEA, bem como pela adicdo dos AAM.

A acdo hepatotéxica da ZEA foi comprovada por alguns estudos
(STADNIK e BORZECKI, 2009) em ratos. STADNIK e BORZECKI, (2009)
verificaram aumentos das enzimas AST e ALT em concentrac¢des de 0,5 mg/kg.
SPERANDA MARCELA et al.(2006) observaram aumento da AST (83.25+7.34
UI/L) em leitoas alimentadas com 3 mg/kg de ZEA. No presente estudo foram
encontrados no 1° e 21° dia do experimento valores altos para GGT e AST em

todos os tratamentos, quando comparado com a literatura, o que exclui a
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possibilidade de o aumento ter sido causado exclusivamente pela ZEA.
DUBREUIL e LAPIERRE (1997) afirmam que a atividade da AST esta
relacionada com a idade, sendo valores menores observados em porcos adultos.
Os valores de referéncia hematolégicos e bioquimicos sangiiineos sofrem
influéncia da idade, raca, ambiente (IMLAH e McTAGGART, 1977) e método de
coleta de amostra (DUBREUIL et al., 1990). Os parametros de referéncia ja
estabelecidos para suinos, em sua maioria, encontram-se ultrapassados para 0s
atuais métodos de diagnéstico, além da escassez de valores de referéncia por
categoria animal, sexo, idade, raca, manejo, ambiente (FAUSTINI, et al., 2000).
Diferencas principalmente na linhagem genética, ambiente e idade dos animais
entre os trabalhos pesquisados para os valores de referéncia podem justificar
esta discrepéancia, ja que associado a nao existéncia de diferencas entre os
tratamentos, ndo foram observadas alteracfes na histopatologia de figado.

Os baixos valores para PT (proteina total) em todos os animais também
foram encontrados por EGELI et al. (1998) com valores de 3,3 a 6,3 g/dL para
leitdes com 35 dias de idade. Existe um aumento linear das proteinas séricas de
porcos durante o periodo de crescimento de 8-20 semanas (DUBREUIL e
LAPIERRE, 1997), sendo que os leitbes do experimento possuiam média de 32
dias no 1°dia do experimento e de 7,5 semanas no 21° dia, podendo explicar
valores baixos de PT encontrados.

A albumina, também em todos os animais, esteve aumentada segundo 0s
valores de referencia KANEKO et al. (1997), sem especificar a idade. ROTTER
et al. (1994) em estudo com leitdes de 5-6 semanas de idade alimentados com
dieta contendo baixas concentracbes de ZEA e DON, observaram aumento de

albumina. O autor correlacionou com a possivel baixa de ingestdo de agua, no
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entanto, ndo foi observado sinais de desidratacdo dos animais. No presente
estudo, foram observados também baixos valores de globulinas em todos os
tratamentos (T1=1,29; T2=1,61; T3=1,43; T4=1,61; T5=1,38; T6=1,55) de acordo
com KANECO, et al. (1997). ROTTER et al. (1994) acreditam que possam
ocorrer efeitos da DON na redugédo da produgéao de a-globulinas no figado, ja
gque em seu estudo encontraram também este achado. Esta é uma hipotese
possivel jA que no presente estudo ndo houve pesquisa micotoxicolégica para
DON. Ainda assim, sdo necessarios mais estudos para comprovacdo desta
hipoétese.

Apesar da metodologia de avaliacdo de titulos de anticorpos anti-
hemacias de carneiro ser extensivamente usada na literatura (PEPLOWSKI et al.
1980; BONNETTE et al., 1990; ROTTER et al., 1994) para estudar a resposta
imunologica dos animais, sabe-se que a resposta imune de animais frente a
diferentes desafios € extremamente complexa. Além disso, micotoxinas podem
afetar de diferentes formas a resposta imune dos animais, desde afetando a
producdo de enzimas e citocinas até aumentar a producéo de radicais livres que
afetam indiretamente estes parametros (SURAI E DVORSKA et al.,, 2005).
Estudos também relatam efeitos inibitérios da ZEA na proliferacdo de linfocitos,
demonstrando sua capacidade imunotoxica em altas concentracdes. ABBES et
al. (2006) com 40 mg/kg de ZEA observaram reducao significativa no nimero de
linfécitos e também das células T CD3+, CD4+, CD8+ e CD56+ em
camundongos. Em estudo in vitro, LUONGO et al. (2008) com baixas
concentracbes (2,5 pM) de a-zearalenol observaram efeito inibitério na
proliferacdo celular de linfocitos de suinos. Desta forma, acredita-se que esta

metodologia néo foi capaz de determinar o real efeito da ZEA na resposta imune.
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3.5 CONCLUSAO

A concentracdo de 0,5 mg/kg de ZEA nao reproduziu os sinais clinicos
de aumento de vulva e nao alterou os parametros hematoldgicos e bioquimicos
sangiineos, a resposta imune humoral contra hemacias de carneiro e o ganho
de peso das leitoas. Entretanto, a capacidade estrogénica da ZEA foi
observada nas variaveis peso do trato reprodutivo e altura do endomeétrio.

Os tratamentos com AAM néao diferiram estatisticamente dos grupos
controles, com e sem ZEA, nas variaveis peso de trato reprodutivo e altura de
endométrio, com excecao para o grupo com a formulacdo experimental do
AAM, adicionada de bentonita, que foi capaz de reduzir significativamente a

altura do endométrio.
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CONSIDERACOES FINAIS

No levantamento bibliografico realizado foram observados diversos
estudos sobre os efeitos toxicos da ZEA, e em sua maioria, apresentavam
concentracfes superiores a 1mg/kg da micotoxina. Os resultados obtidos nesta
pesquisa demonstraram a capacidade da ZEA em produzir o hiperestrogenismo
nas concentracdes de 0,5mg/kg e de 0,75mg/kg. O conhecimento dos limites de
intoxicacdo sdo importantes para os futuros estabelecimentos de limites
toleraveis desta micotoxina na alimentacdo animal no Brasil.

Os AAM podem ser uma ferramenta eficaz no combate as micotoxicoses,
no entanto, como demonstrado em diversos artigos seus efeitos in vivo e in vitro
sdo variaveis e a comprovacédo destes in vivo € imprescindivel. A avaliacdo de
AAM in vivo € um desafio, ja que a manifestacdo da micotoxicose € dependente
de diversos fatores como o status imunologico do animal, a presenca de outras
micotoxinas, a qualidade nutricional da racdo, entre outros, sendo que alguns
sdo de dificil controle. Além disso, como a acao dos aditivos anti-micotoxinas
(AAM) é diferente para as diversas micotoxinas,e em situacdes reais, talvez
possam apresentar melhores resultados por evitarem a acdo de algumas
micotoxinas e a ocorréncia de interacbes entre elas. Sendo assim, testes de
eficacia para AAM realizados com graos naturalmente contaminados associadas
as analises micotoxicolégicas e bromatolégicas completas podem fornecer

resultados mais esclarecedores sobre a eficacia destes produtos.
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Sa0 necessarios mais estudos para verificacdo dos limites maximos
toleraveis para intoxicacdo com ZEA e também para avaliar seus efeitos, além
dos ja conhecidos no trato reprodutivo, pois é possivel que seus efeitos toxicos
estejam sendo subestimados. Os conhecimentos dos sinais clinicos e das
alteracdes produzidas em intoxicacbes tém importancia para adocdo de

melhores parametros, especialmente para avaliacao das acdes dos AAM.



