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RESUMO

AOYANAGI, M. M. C. C. Avaliacdo do uso de adsorventes na alimentacédo de
leitoas desmamadas desafiadas por micotoxinas. 2024. 56 f. Dissertagdo (Mestrado) —

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga.

Micotoxinas sdo compostos oriundos do metabolismo secundario de fungos quando
estes encontram condic¢des climéticas adequadas, causando riscos a salde animal e humana.
Cerca de 88% dos alimentos destinados ao consumo animal estdo contaminados por estas
substancias, levando a prejuizos econdmicos na producdo. Animais ndo ruminantes,
especialmente suinos, sdo fortemente afetados pelas micotoxicoses cronicas, de forma a néo
apresentarem sintomatologia clara dificultando a corre¢do do problema nas granjas. O uso de
adsorventes vem como uma forma de minimizar os efeitos deletérios dessas intoxica¢des dentro
da producdo suinicola. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de dois adsorventes
comerciais, uma clinoptilolita modificada organicamente (CMO) e um agente desintoxicante
de micotoxinas de multiplos componentes (ADMM), para amenizar os efeitos adversos
combinados de aflatoxinas (AFs), fumonisinas (FBs) e zearalenona (ZEN) em niveis de
aproximadamente 0,5, 1,0 e 1,0 mg/kg, em uma coorte de leitoas cruzadas (N = 24). As leitoas
foram alocadas aleatoriamente em seis grupos experimentais (controle, micotoxinas (MTX),
MTX + CMO 1,5%, MTX + OMC 3,0%, MTX + ADMM 1,5% e MTX + ADMM 3,0%), cada
um, composto por quatro individuos, e submetidos a um regime alimentar de 42 dias. A
administracdo combinada de AFs, FBs e ZEN reduziu o ganho de peso corporal e aumentou o
peso relativo do figado, enquanto ndo houve influéncia negativa observada na bioquimica sérica
dos animais. No entanto, a aplicacéo criteriosa dos adsorventes, CMO e ADMM, n&o apenas
amenizou os efeitos toxicos observados na histologia dos érgdos, mas também resultou em uma
reducdo significativa nos niveis residuais de AFs, FBs e ZEN no figado e nos rins. Em
particular, a suplementacdo de CMO foi capaz de reduzir o inicio da carcinogénese hepética
sem quaisquer efeitos colaterais hepatotdxicos. Estes resultados demonstram que o CMO e
ADMM reduziram efetivamente os efeitos adversos das AFs, FBs e ZEN em leitoas. Estudos
futuros devem abordar os efeitos protetores de longo prazo dos adsorventes avaliados, com

vistas a otimizacdo das estratégias de manejo de micotoxinas em criagfes comerciais de suinos.

Palavras-chave: Aflatoxina B1; fumonisina By; intoxicagdo; micotoxicoses; residuos;

suinos, zearalenona.



ABSTRACT

AOYANAGI, M. M. C. C. Evaluation of the use of adsorbents in feeding weaned
gilts challenged by mycotoxins. 2024. 56 p. M. Sc. School of Animal Science and Food
Engineering, University of Sdo Paulo, Pirassununga.

Mycotoxins are compounds originating from the secondary metabolism of fungi when
they encounter suitable climatic conditions, causing risks to animal and human health. About
88% of food intended for animal consumption is contaminated by these substances, leading to
economic losses in production. Non-ruminant animals, especially pigs, are strongly affected by
chronic mycotoxicosis, so that they do not present clear symptoms, making it difficult to correct
the problem on farms. The use of adsorbents comes to minimize the deleterious effects of these
intoxications within swine production. The objective of this study was to evaluate the efficacy
of two commercial adsorbents, an organically modified clinoptilolite (OMC) and a
multicomponent mycotoxin detoxifying agent (ADMM), to ameliorate the combined adverse
effects of dietary aflatoxins (AFs), fumonisins (FBs), and zearalenone (ZEN) at levels around
0.5, 1.0, and 1.0 mg/kg, on a cohort of cross-bred female pigs (N = 24). Pigs were randomly
allocated into six experimental groups (control, mycotoxins (MTX) alone, MTX + OMC 1.5
kg/ton, MTX + OMC 3.0 kg/ton, MTX + ADMM 1.5 kg/ton, and MTX + ADMM 3.0 kg/ton),
each consisting of four individuals, and subjected to a dietary regimen spanning 42 days. The
administration of combined AFs, FBs, and ZEN reduced the body-weight gain and increased
the relative weight of the liver, while there was no negative influence observed on the serum
biochemistry of animals. The supplementation of OMC and ADMM ameliorated the toxic
effects, as observed in organ histology, and provided a notable reduction in residual AFs, FBs,
and ZEN levels in the liver and kidneys. Moreover, the OMC supplementation was able to
reduce the initiation of liver carcinogenesis without any hepatotoxic side effects. These findings
demonstrate that the use of OMC and ADMM effectively mitigated the adverse effects of
dietary AFs, FBs, and ZEN in piglets. Further studies should explore the long-term protective
effects of the studied adsorbent supplementation to optimize mycotoxin management strategies

in pig-farming operations.

Keywords: Aflatoxin Bi; Fumonisin B1; mycotoxicosis; pigs; poisoning; residues;

zearalenone.
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13

INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por algumas espécies de fungos
quando estes encontram condicdes climaticas favoraveis e que causam riscos a saude animal e
humana (PRESTES et al., 2019). Existem mais de trezentas micotoxinas conhecidas produzidas
por diversos fungos, sendo os principais géneros produtores Fusarium spp (tricotecenos,
fumonisinas e zearalenona), Aspergillus spp (aflatoxinas e ocratoxina A) e Penicillium spp
(ocratoxina A) (SOUTO et al., 2017).

No mundo, cerca de 88% dos alimentos destinados ao consumo animais estdo contaminados
com pelo menos uma micotoxina, tendo maior ocorréncia para as que sdo produzidas pelo género
Fusarium, sendo a desoxinivalenol, as fumonisinas e a zearalenona as mais encontradas,
respectivamente, gerando grandes prejuizos econémicos (HOLANDA; KIM, 2021).

Alguns fungos tém a capacidade de produzir mais de um tipo de micotoxina, e uma mesma
micotoxina pode ser produzida por mais de uma espécie de fungo. Os cereais mais comumente
acometidos sdo trigo, centeio, cevada, aveia e milho (VILA-DONAT et al., 2018), portanto a
ocorréncia simultdnea das micotoxinas e suas interacdes sdo muito comuns. Essas interacdes
podem ter efeitos antagbnicos, potencializadores ou sinérgicos (SVOBODA et al., 2019).

Os efeitos tdxicos causados pelas micotoxinas na salde sdo denominados
micotoxicoses. Seu grau de intoxicacdo e sintomatologia dependem de inUmeros fatores, como
o tipo de micotoxina, espécie animal, quantidade ingerida, tempo de exposi¢do, estado de saude
e idade do animal, além de outros fatores de estresse (ELLIOTT; CONNOLLY; KOLAWOLE,
2020). Os suinos estdo entre os animais mais afetados pelas micotoxicoses (CHAYTOR et al.,
2011) e a sintomatologia mais comum é a presenca de lesdes de pele, hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hematotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade,
teratogenicidade, imunossupressdo, reducdo de libido, anestro, vulvovaginite, aumento da
mortalidade embrionéaria, edema dos ovarios e Utero, reducdo do volume testicular e morte
(SOUTO et al., 2017). Entretanto, 90% das intoxicac¢des sdo de carater crénico ou sub-cronico,
ndo apresentando sinais clinicos especificos e sendo facilmente confundidas com outras
afeccOes cronicas, falhas de manejo ou até mesmo desnutrigdo (DILKIN, 2011).

A melhor forma de prevencdo de micotoxicoses é evitar o crescimento de fungos na
planta, na pré-colheita ou na armazenagem. Procedimentos como a selecdo de plantas
resistentes aos fungos, selecéo de graos de qualidade evitando a armazenagem de gréos ardidos,
reducdo da umidade dos graos colhidos e armazenagem de acordo com os padrdes estabelecidos
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sdo de extrema importancia. O uso de inibidores de crescimento dos fungos também tem se
tornado uma pratica comum (SANTURIO, 2007).

Todavia, mesmo com as medidas preventivas é possivel que haja o crescimento fungico
e consequente contaminagéo dos graos, portanto tem-se utilizado diversas substancias na dieta,
como adsorventes minerais ou organicos, que sdo compostos que visam reduzir a absorc¢do de
micotoxinas pelo trato gastrointestinal e sua distribuicdo para o sangue e 6rgdos-alvo através
de ligacdo as micotoxinas, reduzindo assim os efeitos deletérios na saude animal e,
consequentemente, o prejuizo econémico gerado pela mesma (SANTURIO, 2007; VILA-
DONAT et al., 2018).

Muitos desses adsorventes encontrados no mercado ndo foram testados de forma eficaz
para conhecimento de seu real potencial in vivo, sendo basicamente utilizados resultados de
andlises in vitro. Devido a toda variacdo fisioldgica do ambiente digestivo, testes in vivo devem
ser realizados para a analise da eficacia dos adsorventes na dieta a fim de comprovar sua
capacidade de ligacdo e eliminacdo das micotoxinas, reduzindo assim 0s prejuizos econémicos

e sanitarios dentro da suinocultura.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Evolucdo e domesticacao dos suinos

O ancestral comum dos suinos atuais (Arctiodactyla, Suinamorpha) teve seu surgimento ainda
no Oligoceno (Figura 1), porém as evidéncias da interacdo intensiva dos suinos (Sus scrofa)
com os humanos datam de mais de 10 mil anos, no holoceno, periodo este marcado pela
ascensdo da agricultura e pecuaria na histéria da humanidade conhecido como Revolucao
Agricola Neolitica, sendo considerada a primeira grande transformacao da economia humana,
contribuindo entéo para a formagéo das civilizagdes (MAZOYER; ROUDART, 2010).

Figura 1 - Arvore filogenética de Artiodactyla, de seu surgimento no Cretaceo até os dias atuais.

Fonte: ABRANCHES, 2012

Determinar exatamente como e quando se deu a domesticagédo dos suinos é um trabalho
complexo visto que, evidéncias sugerem que nao houve um evento unico. Distinguir as relagdes
entre caca intensiva, manejo de caca e de rebanho, comensalismo e domesticacdo propriamente
dita é dificil com as metodologias arqueoldgicas atuais. Zeder (2012) estipulou como sendo trés
as formas de domesticacdo dos animais, tomando como base a intencionalidade humana: 1. Via
comensal, o caminho com menor inten¢cdo humana, na qual os animais se aproximam e se
adaptam aos nichos antropogénicos, sendo logo ap6s explorados e selecionados pelos humanos
conforme seus fenotipos; 2. Via predatoria, onde hd uma adaptacéo da populagéo animal devido
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a pressao de caga e uma selegdo inconsciente de fenotipos raros ou novos; 3. Via direcionada,
selecdo direta de fendtipos de interesse através do cultivo e reproducdo dos animais em
cativeiro. Esta terceira via necessita que haja ja instalado o conceito de domesticacdo dos
porcos, tornando-se, portanto, irrelevante para este primeiro momento da pré-historia, sendo
entdo mais adequado considerar uma mistura das duas primeiras vias para chegarmos a
domesticacdo de fato (PRICE; HONGO, 2020).

Na Figura 2 € possivel observar a acdo das vias supracitadas, em (1) os animais
selvagens invadem o nicho antropogénico, dando a possibilidade dos humanos administrarem
suas populagdes e consequentemente exercendo uma pressao de selecdo, alterando o gendtipo
e o fendtipo. Em (2) demonstra-se uma outra rota da via comensal, onde, apés a invasdo pelos
animais selvagens, ha primeiro a alteracdo do genotipo e fendtipo para um posterior
gerenciamento desses animais. Em (3) a caca intensiva seguida do manejo exerce a pressao de
selecdo dos animais selvagens e em (4) a caga intensiva e o comensalismo ocorrem de maneira
simultanea, havendo juncéo das populac@es geneticamente diferentes e hibridizacédo entre elas,

levando ao desenvolvimento de espécies domeésticas.

Figura 2 - Possiveis caminhos para a domesticagdo de Sus scrofa.

Fonte: PRICE; HONGO, 2020 (adaptado)

1.2. Suinocultura
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A prolificidade da espécie e seu habito alimentar onivoro, além de sua inteligéncia e
capacidade de adaptacdo foram fatores cruciais para a domesticacdo dos suinos
(PRICE;HONGO, 2020)

Atualmente, a producdo de carne suina é a segunda maior do mundo, atingindo a marca
de 122,5 milhGes de toneladas em 2021, ficando atrds somente da producdo de frango com
137,8 milhdes de toneladas. Esses niumeros sdo liderados pela China, que colabora com cerca
de 54 milhdes de toneladas na producéo suinicola (FAO, 2021).

J& o Brasil, em 2021, produziu mais de 4 milhdes de toneladas de carne suina, sendo
que desse total cerca de 76% foi destinada ao abastecimento do mercado interno e 0s 24%
restantes foram destinados a exportacdo para 86 paises conforme ilustrado na figura 3, sendo a
China o maior comprador, seguida de Hong Kong e Chile (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
PROTEINA ANIMAL - ABPA, 2022).

Figura 3 - Suinocultura brasileira em nimeros.

Fonte:ABPA, 2022.

O valor bruto da producdo suinicola ultrapassou os R$ 31 milhGes em 2021,
apresentando uma queda de aproximadamente 4% em relacdo ao ano anterior, demonstrando

também uma queda na margem de lucro para os produtores (ABPA, 2022).
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Mas voltando um pouco na linha do tempo, no ano de 2018 alguns paises da Europa e
Asia, dentre eles a China, principal destino de exportacio de carne suina do mercado brasileiro,
vivenciaram um surto de peste suina africana — PSA. A doenca, que é altamente contagiosa,
dizimou rapidamente o plantel suino chinés, fazendo com que sua demanda de importagédo
aumentasse consideravelmente nos anos de 2019 e 2020, impulsionando as exportagdes
brasileiras para a China, principal destino da producéo suinicola do Brasil. A perspectiva é de que
nos proximos anos a China recupere seu rebanho e consequentemente, as exportacdes brasileiras
para esse destino diminua, como j& vem acontecendo (PINTO; NARDI JUNIOR, 2022).

Outro fator importante que influenciou a queda na producdo suinicola brasileira foi a
pandemia de SARS-COV-2, que teve inicio em dezembro de 2019, com seu fim decretado em
maio de 2023, embora o virus permaneca circulante com menor letalidade. O modelo de
producdo atual, tendo cada uma de suas etapas um periodo especifico de duracdo, acabou sendo
prejudicado com o fechamento de diversos estabelecimentos, gerando ndo s6 perdas para
produtores e desperdicio alimentar, mas também a necessidade da reducdo do ritmo e
quantidade de producdo de carne suina (SCHNEIDER et al., 2020).

Diante do exposto acima, pode-se afirmar que produzir de forma economicamente
eficiente é imprescindivel para a manutencdo da atividade. Na producdo animal cerca de 70%
do investimento € em alimentacéo, e esta, na criacdo de suinos, é baseada em grdos (DIAS et
al., 2011; OLIVER et al., 2020).

A composicdo das racOes varia conforme a disponibilidade de gréos, mas ¢ composta
basicamente de milho e soja no Brasil. Deve-se ter em mente que ndo somente o preco dos
insumos influenciam na producdo e consequentemente no lucro do produtor, mas também a
gualidade desses componentes, devendo-se priorizar ingredientes de boa qualidade, manté-los
bem armazenados e livres de impurezas como contaminantes e micotoxinas (BRAND, 2018;
DIAS et al., 2011).

1.3. Ocorréncia de micotoxinas em racfes para suinocultura

Com o desenvolvimento de conhecimentos cientificos e tecnoldgicos tem sido possivel
imprimir grandes avancos na suinocultura industrial, como o melhoramento genético e
qualidade de galpGes, influenciando diretamente na qualidade da carne. Outros fatores também
influenciam na qualidade do produto final, como sanidade de rebanho, manejo e nutricdo
adequados e qualidade da racao ofertada (NONES, 2010).
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Em paises com o clima tropical e subtropical, como o Brasil, o crescimento fungico é
favorecido devido a fatores ambientais como temperatura e umidade. Esses fungos crescem e
se proliferam bem em cereais, como amendoim, milho, trigo, cevada, arroz e sorgo, tendo
nesses grdos um substrato rico em nutrientes. O crescimento flngico pode acontecer em
diversas fases da producdo dos gréos, desde o desenvolvimento da planta até a armazenagem
dos gréos secos (figura 4). Fungos filamentosos despertam um interesse em particular: alguns
géneros possuem a capacidade de produzir substancias toxicas denominadas micotoxinas,
causando micotoxicoses, que sdo intoxicagOes causadas pela ingestdo de alimentos
contaminados por micotoxinas (DILKIN, 2011; NONES, 2010).

Figura 4: Processo de producédo de gréos, desde a cultura até o consumidor final.

Fonte: Propria autoria

1.4. Micotoxinas

Micotoxinas sdo compostos organicos secundarios produzidos por diversas espécies de
fungos quando estes encontram-se em condic¢Ges climéticas favoraveis e que causam riscos a
saude animal e humana. S8o conhecidas mais de trezentas micotoxinas, tendo maior
importancia sanitaria aquelas produzidas pelos géneros Fusarium spp (tricotecenos,
fumonisinas e zearalenona), Aspergillus spp (aflatoxinas e ocratoxina A) e Penicillium spp
(ocratoxina A) (SOUTO et al., 2017; PRESTES et al., 2019).
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No mundo cerca de 88% dos alimentos destinados ao consumo animal estdo
contaminados com pelo menos uma micotoxina, tendo prevaléncia para as que sao produzidas
pelo género Fusarium spp, sendo a desoxinivalenol, as fumonisinas e a zearalenona as mais
encontradas, respectivamente, gerando grandes prejuizos econémicos (HOLANDA; KIM, 2021).

Alguns fungos tém a capacidade de produzir mais de um tipo de micotoxina, e uma
mesma micotoxina pode ser produzida por mais de uma espécie de fungo e os cereais mais
comumente acometidos sdo trigo, centeio, cevada, aveia e milho (VILA-DONAT et al., 2018),
portanto a ocorréncia simultanea das micotoxinas e suas interagcdes s&0 muito comuns. Essas
interacOes podem ter efeitos antagdnicos, potencializadores ou sinérgicos (SVOBODA et al.,
2019). Alem das interacGes, um outro grande problema das micotoxinas € sua alta estabilidade
quimica, fazendo com que estas permanecam nos alimentos mesmo ap0s 0S Processos
industriais, como coc¢do e pasteurizacdo, mantendo ainda seu potencial toxico (NONES, 2010).

O resultado desses efeitos no organismo é chamado de micotoxicose, que é a intoxicagdo
causada pela ingestdo de alimentos contaminados por micotoxinas. Podem ser de carater agudo,
guando se ingere altas doses das toxinas, ou cronico, com a ingestdo de doses baixas. A
sintomatologia também é dose-dependente e varia devido a diversos outros fatores como a
estrutura quimica da molécula ingerida, interacdo entre diversas micotoxinas, tempo de
exposicdo, espécie, estado de saude do animal, idade, fatores estressantes, entre outros
(ELLIOTT; CONNOLLY; KOLAWOLE, 2020). Dentre as espécies domésticas, 0s suinos
destacam-se por sua susceptibilidade as micotoxicoses (CHAYTOR et al., 2011), sendo muito
comum apresentarem sintomas mais inespecificos, visto que 90% dos casos a intoxicacdo é
crbnica, podendo ser facilmente confundidos com outras afeccBes cronicas, falhas de manejo
ou desnutricdo (DILKIN, 2011). Entre os sintomas mais marcantes estdo as lesdes de pele,
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hematotoxicidade, redugdo de libido,
anestro, imunossupressdo, mutagenicidade e morte (SOUTO et al., 2017).

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) juntamente com o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sdo 0s 6rgdos responsaveis pela
regulamentacéo e fiscalizacdo dos limites maximos permitidos de micotoxinas, porém esses
valores sdo determinados para produtos voltados para o consumo humano, para alimentagédo
animal o Brasil ndo dispbe de legislagédo, sendo entdo adotado como pardmetro os valores
descritos na legislagdo da Unido Européia (ANVISA, 2011; BISCOTO, 2022).

1.4.1. Aflatoxinas
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As aflatoxinas sdo moléculas lipofilicas e estdo entre as micotoxinas mais toxicas presentes
na natureza, visto que séo potencialmente carcinogénicas e representam um grande risco em relacdo
a seguranca alimentar em todo 0 mundo. S&o produzidas por fungos do género Aspergillus spp, um
fungo saprofito, porém o género também é considerado um fitopatdgeno que atinge diversos
vegetais, entre eles, os cereais. Existem alguns tipos de aflatoxinas, sendo as de maior interesse
médico-sanitario aquelas produzidas por Aspergillus flavus (aflatoxinas B; e B2) e Aspergillus
parasiticus (aflatoxinas Bi, B2, G1 e G), essas aflatoxinas diferenciam-se, por sua vez, devido a
fluorescéncia que emitem quando estimuladas por luz UV, sendo B de blue (azul) e G de green
(verde). Outros dois produtos metabolicos também apresentam grande interesse AFM; e AFM,
encontradas principalmente no leite (M de milk). Dentre essas, a AFB; € considerada a que gera
maiores prejuizos a satde (JUSTINO, 2020; SILVA et al., 2022).

Figura 5 - Férmula estrutural das aflatoxinas B1, G1, M1, B2, G2 ¢ M2

Fonte: SOUTO et al., 2017 (adaptado)

Embora apresentem semelhangas estruturais, as aflatoxinas possuem diferentes graus de
atividade biologica, sendo a AFB: aquela que apresenta maior toxicidade. As aflatoxinas pertencem
ao grupo das furanocumarinas, sendo entdo formadas por um centro cumarinico ligado a uma
estrutura bifurandide, podendo ser um diidrofurano e/ou um tetraidrofurano, sendo que as dos grupos
B e M apresentam uma ciclopentenona em sua molécula, enquanto as do grupo G apresentam uma
lactona insaturada, conforme apresentado na figura 5 (ANJOS, 2014; BARROS, 2013).

As aflatoxinas, quando em temperatura ambiente, s&o solidas, incolores, inodoras e insipidas,

nao sendo, portando, identificaveis através de olfato ou paladar. Sdo extremamente termoestaveis
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quando em estado puro, porém tornam-se sensiveis a luz UV quando solubilizadas em solventes
polares como acetonitrila, cloroférmio, benzeno, tolueno, metanol e etanol. Podem ser destruidas em
solucBes fortemente alcalinas, por tratamento com hipoclorito e por esterilizacdo na presenca de
amonia, tornando-se inviavel sua destruigdo em alimentos e ingredientes (ANJOS, 2014; BARROS,
2013).

Quando absorvidas pelo trato gastrointestinal, as aflatoxinas podem passar pelo processo de
biotransformacao (figura 6) que ocorre majoritariamente no figado através de enzimas pertencentes
ao sistema do citocromo P450, originando outros compostos de importancia para a satde animal e
humana devido ao seu potencial imunossupressor, carcinogénico, mutagénico e teratogénico, sendo
as aflatoxinas classificadas como pertencentes ao Grupo 1 pela Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer - IARC - em 2012 (JUSTINO, 2020). Estudos sobre a biotransformacédo hepatica da
AFB; indicaram que seu metabdlito priméario, a AFM1, € um importante biomarcador que pode ser
detectado na urina e no leite devido a sua afinidade mais hidrofilica, porém o produto de maior
gravidade é o AFB1-8,9-epdxido (AFBO), resultante da epoxidacdo da AFB1, visto que este
composto tem a capacidade de se ligar covalentemente a proteinas e a0 DNA, manifestando suas
propriedades mutagénicas (FRANCO et al., 2020).

Figura 6: Processo de biotransformacao da AFB;

Fonte: Propria autoria

1.4.2. Fumonisinas

As fumonisinas, diferentemente das aflatoxinas e da zearalenona, sdo moléculas
hidrofilicas produzidas por fungos do género Fusarium spp. O grupo conta com mais de 20
variedades dividido em quatro subgrupos (A, B, C e P). As fumonisinas B1, B2 e Bz (figura 7)
sdo de grande importancia na saude publica, sendo a fumonisina B1 (FB1) a mais encontrada
nos alimentos (MINAMI et al., 2004).
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Figura 7 - Estrutura quimica das fumonisinas B1, B, e Bs
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Fonte: MINAMI et al., 2004 (adaptado)

O género desses fungos normalmente contamina o milho, podendo ser encontrado
também em outras culturas, como sorgo e arroz. Por vezes, a deteccdo de Fusarium spp é dificil,
podendo ou ndo causar danos fisicos; entretanto, no milho, é possivel observar uma
descoloracao esbranquicada ou résea em seus graos (figura 8). As fumonisinas causam grandes
prejuizos econdmicos na criagdo de suinos, causando a sindrome do edema pulmonar,
hidrotdérax, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade aliadas a hipercolesterolemia (CHAYTOR et
al., 2011; MINAMI et al., 2004).

Figura 8 - Graos de milho infectados por Fusarium sp

Fonte: SILVA et al., 2015
A FB; foi classificada pela IARC como pertencente ao grupo 2B de carcindgenos e sua

estrutura quimica é andloga a esfingosina e esfinganina (figura 9), podendo interferir no
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metabolismo dos esfingolipidios, que, juntamente com os fosfolipideos, compdem os principais
lipideos presentes nas membranas celulares, sendo de extrema importancia na manutencdo da
estrutura lipoproteica da membrana, comunicacao celular, modulacdo dos receptores de fatores
de crescimento e citocinas, atuando como segundos mensageiros nas vias de sinalizagédo

interferindo no crescimento celular, diferenciacdo e morte celular.

Figura 9 - Estrutura da FB; e das bases esfingoides

Fonte: MINAMI et al., 2004

A FB: liga-se ao sitio catalitico da ceramida sintase [esfingosina (esfinganina)-N-
acetiltransferase] causando um rapido acimulo de esfinganina intracelular a niveis toxicos e a
reducdo de esfingolipideos nas células. Esta micotoxina pode ainda atuar em sitios de regulacéo
celular, influenciando na proliferacdo e comunicacdo celular, apoptose, adeséo, inducdo do
estresse oxidativo e modulacdo da expressdao génica de forma indireta, através de: (i) morte
celular e regeneracdo compensatoria (potencial erro ndo reparado); (ii) potencialidade de
aumentar as chances de sobrevivéncia de células com DNA danificado; (iii) maior possibilidade
de sobrevivéncia de células com DNA defeituoso por insensibilidade aos mecanismos
apoptoticos do bloqueio do metabolismo de esfingolipideos (MINAMI et al., 2004).

Sua biotransformacdo € feita por carboxiliesterases via processo de hidrélise, formando
a fumonisina B1-hidrolisada (hFB1). Estas enzimas estdo presentes em todas as células animais
e sdo responsaveis por degradar diversos compostos exdgenos, porém até o momento nao foi
demonstrada sua agdo sobre a FBy in vivo. Uma forma de obter essa hidrolise da FB1 no milho
contaminado é atraves de um processo chamado nixtamalizagdo, que consiste no cozimento
alcalino e maceragéo do milho, onde o pH elevado e a alta temperatura auxilia no amolecimento

do endosperma e facilita a soltura do pericarpo. Essa hidrdlise alcalina cliva o acido
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tricarbalilico das cadeias laterais da FB1, levando a formacéo da FB1 hidrolisada. Outra forma
seria a utilizacdo de microrganismos que produzam fumonisina-carboxilesterases, degradando
assim a FBy, sugerindo um potencial uso destas enzimas como um aditivo a fim de reduzir a
absorcdo de fumonisinas (CHEN et al., 2021; GRENIER et al., 2012; OLIVER et al., 2020;
SCHAARSCHMIDT; FAUHL-HASSEK, 2019).

1.4.3. Zearalenona

A zearalenona (ZEN) é uma molécula lipofilica, estrogénica e ndo esterdide produzida
por fungos do género Fusarium spp. E uma substancia cristalizavel, de coloragéo branca, podendo
emitir fluorescéncia azul sob luz UV de ondas longas (366nm) e € soltvel em acetonitrila,
metanol, éter dietilico, benzeno, acetato de etila e alcoois (RAJ et al., 2020; TONINI, 2020).

Figura 10 - Estrutura quimica da zearalenona, a-zearalenol e -zearalenol

Fonte: BURANATRAGOOL et al., 2015 (adaptado)

Por ter uma caracteristica lipofilica, a zearalenona e/ou seus metabolitos (figura 10) sdo
rapidamente absorvidos no trato gastrointestinal, especificamente no intestino, via difusédo
passiva passando do quimo diretamente para a corrente sanguinea, onde é distribuida tendo
como 0s principais sitios de atuacdo aqueles que exibam receptores estrogénicos, como Utero,
ovarios, testiculos e tecido adiposo. Esta micotoxina se liga competitivamente aos receptores
estrogénicos, podendo levar o individuo a apresentar hiperestrogenismo (DE OLIVEIRA;
FRANCO; MUAZ, 2021; TONINI, 2020).

Sua biotransformacao ocorre no figado através da hidroxilacdo pela enzima 3a e 3(-
hidroxiesteroide desidrogenase (3a e 3(-HSD), produzindo a-zearalenol (a-ZEL) e (-

zearalenol (B-ZEL), metabdlitos que serdo conjugados com &cido glicurénico através da enzima
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uridina-difosfato-glucoronil-transferase (UGT), podendo ser utilizados como biomarcadores
para a presenca de ZEN. Caso haja uma nova reducdo desses metabdlicos, originardo a a-
zearalanol (a-ZAL) e (-zearalanol (5-ZAL) também através da acdo das 3a e 35-HSD,
conforme resumido na figura 11. Essas reacdes sdo responsaveis por tornar estes compostos em
substancias hidrossollveis, a fim de facilitar sua excre¢cdo. (DE OLIVEIRA; FRANCO;
MUAZ, 2021; TONINI, 2020).

Figura 11 - Biotransformacao da zearalenona e seus principais metabolitos

Fonte: Propria autoria

1.5. Compostos adsorventes de micotoxinas

Obviamente uma ragéo de boa qualidade deve ser livre de contaminantes, seja de ordem
microbiologica, quimica ou toxicologica, portanto a melhor forma de prevencdo de
micotoxicoses € evitar o crescimento fungico nas plantas, na pré-colheita ou na armazenagem.
Para tanto, € necessario que haja uma selecdo de plantas que sejam resistentes aos fungos e,
posteriormente, selecionar também os grdos sadios, evitando o armazenamento de gréos
ardidos. Garantir que todas as recomendacdes de higiene, processamento e armazenamento

sejam seguidas na propriedade, assim como averiguar a idoneidade dos fornecedores dos



27

ingredientes ou das ragcdes comerciais quando for o caso. Atualmente tem se tornado bastante
comum também o uso de inibidores de crescimento fungico como forma de prevenir
contaminacgdes por micotoxinas (BRAND, 2018; SANTURIO, 2007).

Mesmo com as medidas preventivas é possivel que haja o crescimento fangico e
consequente contaminagdo dos graos, com isso diversos métodos tém sido investigados a fim
de eliminar, inativar ou reduzir a biodisponibilidade das micotoxinas. A alta estabilidade ao
calor e outras condicdes fisicas dificultam sua inativacdo sem que haja prejuizos as
propriedades nutricionais e organolépticas dos alimentos. A descontaminacdo pode ser
realizada através de métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos; para tanto esses processos ndo
podem deixar residuos toxicos nos alimentos, nem alterar seu valor nutricional ou
palatabilidade, além de destruir os esporos e micélios, evitando o reaparecimento das
micotoxinas; outro ponto importante é que devem ser vidveis economicamente e serem praticos
na sua aplicacdo em larga escala. (DI GREGORIO, 2016).

Tendo em vista que a aplicagdo de técnicas para eliminacdo ou inativacdo das
micotoxinas sdo dificultosos e tendem a reduzir a qualidade do produto final, tem-se optado
pelo uso de estratégias que visem reduzir sua biodisponibilidade. Uma opcdo bastante
empregada tem sido o uso de diversas substancias ndo nutritivas na dieta, como adsorventes
minerais, organicos ou sintéticos, que sdo compostos que visam reduzir a absor¢do de
micotoxinas pelo trato gastrointestinal e sua distribuicdo para o sangue e 6rgaos-alvo através
de ligacdo as micotoxinas, reduzindo assim os efeitos deletérios na salde animal e,
consequentemente, 0 prejuizo econdmico gerado pela mesma (SANTURIO, 2007; VILA-
DONAT et al., 2018).

Os tipos mais comuns de adsorventes para micotoxinas incluem argila bentonitica,
silicatos e zeolitos. Diversos estudos tem demonstrado a eficacia de argilas minerais na
adsorcdo de micotoxinas, como os aluminossilicatos (HSCAS) contra as aflatoxinas (AFs) e
bentonitas contra aflatoxinas, zearalenona e ocratoxina A. A escolha do componente depende
da estrutura quimica e fisica tanto do adsorvente como da micotoxina e da aplicacéo pretendida,
como na agricultura ou na pecuaria. Esses compostos atuam em suspensdo aquosa presente no
trato gastrointestinal, formando o complexo toxina-adsorvente, que sera posteriormente
eliminado nas fezes, levando & uma reducdo significativa na absorcdo e distribuicdo das
micotoxinas no organismo (DI GREGORIO, 2016; VILA-DONAT et al., 2018).

O Minazel Plus® é um produto baseado em clinoptilolita modificada organicamente

(CMO) (RAJ et al., 2021), enquanto o MycoRaid® é um agente desintoxicante de micotoxinas de
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maltiplos componentes (ADMM) baseado em minerais especialmente selecionados, Bacillus sp,
parede celular de leveduras e extrato herbal de silimarina (Silybum marianum) (RAJ et al., 2020).

As clinoptilolitas sdo minerais do grupo dos zeo6litos, sendo 0s minerais mais abundantes
na natureza, estando presentes em todos os continentes, predominantemente em formagoes
rochosas sedimentares vulcanicas (AMBROZOVA et al., 2017; BORTOLATTO, 2019). Ja os
microrganismos e a parede celular de leveduras sdo considerados adsorventes organicos,
também sendo capazes de ligarem-se as micotoxinas visando reduzir sua biodisponibilidade,
seja através de sua degradacgdo ou transformando-as em metabdlitos menos toxicos. No que diz
respeito aos produtos fitopatdgenos, como o extrato de silimarina, seu uso da-se devido a
possivel capacidade antinflamatoria, protetora hepética e antioxidante, mitigando eventuais

efeitos toxicos causados pelas micotoxinas e/ou seus metabolitos (RAJ et al., 2020).

1.6. Detecgdo de micotoxinas

Considerando a importancia da suinocultura na economia do pais, tem-se procurado
métodos cada mais eficientes para detectar a presenca de micotoxinas ao longo da cadeia
produtiva. Esses métodos precisam ser rapidos, simples, sensiveis, seletivos e economicamente
vidveis (BISCOTO, 2022; NONES, 2010).

A identificacdo das micotoxinas pode ser feita através de métodos imunoquimicos, que
dependem de anticorpos especificos para cada micotoxina que sera testada, ou por métodos
cromatograficos seguidos por outras técnicas de detec¢cdo, como a espectrometria de massas,
podendo pesquisar diversos analitos de uma unica vez (BISCOTO, 2022; DA SILVA, 2022)

O método imunoquimico mais utilizado € o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) por ser considerado um método rapido e de facil execucdo, € baseado no potencial de
ligacdo de um anticorpo especifico a uma micotoxina especifica. O resultado é dado conforme a
intensidade da cor da solucdo presente nos pogos que sera medida opticamente por um leitor de
ELISA e posteriormente comparado a um padrdo, possibilitando uma analise quantitativa dos
resultados. Com acéo semelhante, utiliza-se também os chamados testes rapidos, tiras contendo
anticorpos marcados que reagem a presenca da micotoxina testada formando um complexo
antigeno-anticorpo, que migrara por uma membrana de celulose até um anticorpo secundario. O
resultado é semelhante a um teste de gravidez, onde tem-se uma linha controle, que devera ser
sempre visivel independentemente da presenca ou auséncia de micotoxinas na amostra, e uma

linha teste, que em caso de resultado negativo ficara visivel pois havera reacdo entre o anticorpo
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marcado e 0 anticorpo secundario e, em caso positivo, a linha ndo ficara visivel pois os anticorpos
marcados estardo com seus sitios de ligacdo ocupados pelas micotoxinas (BISCOTO, 2022).

Em relacdo as cromatografias, a cromatografia de camada delgada (Thin Layer
chromatography — TLC) atualmente é mais utilizada como uma técnica de triagem, visto que
ndo é tdo precisa quanto outros métodos. A TLC consiste na formacéo de bandas em alturas
diferentes devido a migracdo das moléculas, amostras e padrdes, sobre uma fase estacionéria.
Seu resultado é obtido por comparacéo visual da intensidade das bandas das amostras com 0s
padrdes (BISCOTO, 2022).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, ou High-Performance Liquid
Chromatography — HPLC) deriva da separacdo de compostos de uma amostra por afinidade
distinta das moléculas pela fase movel e estacionaria do sistema. O resultado é dado em forma
de um gréfico chamado de cromatograma, onde observa-se diversos picos, sendo que cada um
deles corresponde a uma determinada substancia presente nas amostras. Os compostos séo
identificados conforme o tempo de retencéo do pico da molécula, que € comparado com o tempo
de retencdo de padrdes de substancias ja conhecidas (BISCOTO, 2022; SOUTO, 2015)

A espectrometria de massas é um método de ionizacdo das espécies quimicas presentes
em uma amostra, separando seus ions conforme sua relacdo massa/carga. Muito utilizada como
complemento da cromatografia liquida na identificacdo de micotoxinas, possibilita a analise de
maultiplos elementos em baixas concentracdes, na linha de partes por bilhdo (ppb), apresentando
alta sensibilidade e seletividade, sendo entdo considerado um método altamente confidvel
devido a confirmacdo indubitavel da identidade da molécula analisada (BISCOTO, 2022; DA
SILVA, 2022)

1.7. Biomarcadores

Biomarcadores séo indicadores que sinalizam alteracdes celulares ou moleculares em
um meio bioldgico, como tecidos, celulas ou fluidos corporais auxiliando na identificacdo,
diagnostico e tratamento de individuos expostos a substancias nocivas, antes mesmo de
apresentarem sintomas. Podem ser classificados em: (i) biomarcadores de exposi¢éo, que sdo
compostos xenobioticos, seus metabdlitos ou o produto da interacdo entre 0 composto e seu
alvo; (ii) biomarcadores de efeito, que sdo alteracBes bioquimicas ou fisiolégicas
quantificaveis; (iii) biomarcadores de susceptibilidade, sdo fatores genéticos ou adquiridos que
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influenciam na resposta do organismo & exposicdo a substancias quimicas (COELHO;
AMORIM, 2003; FRANCO et al., 2020)

Nos ultimos anos, biomarcadores séricos e urinarios tém sido utilizados para avaliar a
exposicdo a micotoxinas atraves da dieta visto que muitas vezes ha uma forte correlagdo entre
a concentracdo de biomarcadores e a dose de micotoxinas ingeridas (COELHO; AMORIM,
2003; FRANCO et al., 2020). A deteccao de bons biomarcadores de exposi¢do a micotoxinas
requer conhecimento da toxicocinética, toxicodinamica e atividade bioquimica da micotoxina
em questdo (SOUTO, 2015).

Em relagdo as aflatoxinas, os biomarcadores mais utilizados sdo os metabolitos da
AFB;:: aflatoxicol, complexo aflatoxina-albumina, aflatoxina M1 (AFMy), aflatoxina P1 (AFP1),
aflatoxina Q1 (AFQi1), AFB-N7-guanina e a prépria AFB1 livre. A micotoxina e seus
metabdlitos podem ser encontrados em amostras de sangue, urina e fezes, e no caso da AFM;,
pode também ser encontrada no leite. Quanto as fumonisinas, devido sua acéo tdxica sobre a
ceramida sintase e consequente acimulo de esfinganina e esfingosina, estes Gltimos podem ser
utilizados como biomarcadores de exposi¢do a FB1, ja que sdo encontrados no soro, tecidos,
urina e fezes. A FBy livre também pode ser encontrada na urina e nos pelos. Os principais
biomarcadores para a deteccdo de ZEN é a propria ZEN livre, e seus metabolitos: zearalanona,
a e B zearalenol (a-ZEL e B-ZEL) ¢ a e B zearalanol (a-ZAL ¢ B-ZAL), assim como Sseus
conjugados com acido glicurénico, sendo que para todas estas substancias, a urina é o melhor

local de identificacdo para as mesmas (DA SILVA, 2022).
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficacia de dois adsorventes de micotoxinas
sobre a toxicidade de aflatoxina B (AFB1), fumonisina B1 (FB1) e zearalenona (ZEN) presentes
na dieta de leitoas desmamadas.

Obijetivos especificos:

a. Verificar os efeitos da ingestdo combinada de AFB1, FB1 e ZEN administradas na dieta
com e sem adsorventes sobre o0 ganho de peso corpdreo de suinos;

b. Auvaliar alteragdes nos parametros bioquimicos séricos dos suinos intoxicados;

c. Avaliar alteracbes histopatoldgicas em figado, rins, pulmdes, Utero e ovarios
decorrentes da exposi¢do dos animais as micotoxinas presentes na ra¢dao, bem como o
efeito protetivo dos adsorventes;

d. Determinar a eficicia dos adsorventes em reduzir as concentracfes de AFB1, AFMy,
FB1, ZEN ndo metabolizada, a-zearalenol (a-ZEL) e B-zearalenol (B-ZEL) no extrato

purificado de figado e rim dos animais alimentados com a combinacao das micotoxinas
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais, dietas e delineamento experimental

O experimento foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica Animal do
Instituto de Zootecnia de Nova Odessa (protocolo n® 326-2021). Foram utilizadas vinte e quatro
leitoas desmamadas, hibridas, com 21 dias de idade adquiridos de uma criacdo comercial,
distribuidos em gaiolas individuais pertencente ao Instituto de Zootecnia de Nova
Odessa/APTA/ SAA localizadas no setor de suinos (figura 12), com acesso a racdo e agua ad
libitum. A condicdo de satde dos animais foi avaliada através de exames clinicos logo apds o
recebimento nas instalacOes experimentais juntamente com a primeira pesagem dos leitdes,
sendo acompanhados semanalmente por um veterinario qualificado. Apo6s 14 dias de periodo
de adaptacao os animais foram novamente pesados e distribuidos em delineamento inteiramente
casualizado. A média de peso ao chegar nas instalacdes e ao inicio do experimento (DO) estéo
apresentados na Tabela 1. Os animais foram divididos em seis grupos contendo quatro
individuos cada e submetidos durante 42 dias aos tratamentos descritos na Tabela 2. A cultura
dos materiais contendo AFB1, FB1 e ZEN foi produzida no Laboratorio de Microbiologia e
Micotoxicologia de Alimentos da FZEA — USP, localizada em Pirassununga, Brasil. Os
adsorventes comerciais utilizados foram Minanzel Plus® (CMO) e MycoRaid® (ADMM),
fornecidos pela empresa PATENT CO (Misi¢evo, Sérvia), nas concentracdes de 1,5% e 3%

para ambos compostos, conforme indicado pelo fabricante.

Figura 12 - Acomodacdo dos animais em baias individuais

Fonte: Propria autoria
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Tabela 1: Peso dos leitdes ao recebimento nas instalagdes e apds 14 dias de adaptagdo'.

Peso ao

Peso apds 14 dias

Tratamento Recebimento (kg) de adapztka;)éo -D0
1 (Controle, dieta basal, DB) 6,94 + 0,54 10,10 + 1,50
2 (DB + AFs + FBs + ZEN) 6,56+ 0,78 10,16 £1,22
3 (DB + AFs + FBs + ZEN + 1.5% CMO) 6,98+ 0,65 10,13+ 1,15
4 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 3.0% CMO) 6,86+ 0,39 10,07 £ 0,68
5 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 1.5% ADMM) 6,54+ 0,56 10,05+ 0,71
6 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 3.0% ADMM) 6,34+ 0,72 10,08 £ 0,72

!0s dados sdo as médias = DP de 4 leitoas por tratamento.

Em uma mesma coluna, ndo foram observadas diferencas significantes entre as médias (P>0,05).

A dieta basal (DB) foi uma dieta composta por milho e soja, produzida na fabrica de

racOes da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, campus Fernando Costa, da

Universidade de Sao Paulo, FZEA USP formulada para atender as exigéncias nutricionais de

leitbes em crescimento recomendados por Grenier et al. (2012).

Tabela 2 - Tratamentos dietéticos e respectivas concentraces de micotoxinas em ragdes experimentais.

AFB; AFB, AFG; AFG; FB1 FB, ZEN

Tratamento (Mg/kg)  (Mg/kg)  (Mo/kg)  (pg/kg)  (Mg/kg)  (Mg/kg)  (Mgrkg)
1. (Controle, somente DB)  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
2. (DB + AFB; + FB; + 3104402 43,1+9,80 1324234 11,3+127 935+105 210+98,2 996+98,5
ZEN)
3. (DB + AFB; + FB; + 2844323 34,0+10,2 123+22,1 14,8+9,60 8474985 232+101 985+73,4
ZEN + 1,5 CMO)
4. (DB+ AFB; + FB; + 275%230 32,8+9,65 113+30,2 10,3+9,6 9974997 324+97,3 943+64,7
ZEN + 3,0 CMO)
5. (DB+ AFB; + FB; + 3144952 33,5+976 121+225 9,88+9,66 955+102 298+100 939+62,2
ZEN + 1,5 ADMM)
6. (DB+ AFB; + FB; + 3124985 38,6+10,3 134+42,3 11,4+9,75 998+98.8 196+98,5 995+82,3

ZEN + 3,0 ADMM)

@ Média + DP de cinco amostras analisadas individualmente

LOQ: Limite de quantificagdo (1,0 pg/kg para cada aflatoxina, 2,5 ng/kg para cada fumonisina e 0,6 ng/kg

para zearalenona); DB: dieta basal; AF: aflatoxina; FB: fumonisina; ZEN: zearalenona; CMO: clinoptilolita

modificada organicamente; ADMM: agente desintoxicante de micotoxinas.

As culturas de AFs, FBs e ZEN juntamente com os adsorventes comerciais (Minanzel

Plus®, CMO, e MycoRaid®, ADMM) foram adicionados a DB e misturados num mixer

horizontal/helicoidal (figura 13A) durante 15 minutos até atingir a concentracdo alvo de
micotoxinas (AFB1: 0,25 ppm; FB1: 1,0 ppm; ZEN: 1,0 ppm). As concentracdes de AFB1, FB1
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e ZEN foram confirmadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem validada internamente, conforme apresentado na Tabela 1. Todas as dietas foram
avaliadas para verificar a presenca de outras micotoxinas antes de iniciar o experimento através
do mesmo método, constatando-se auséncia ou niveis ndo detectaveis de A (limite de deteccéo,
LOD: 0,5 pg/kg) e desoxivalenol (LOD: 6,1 pg/kg). Os animais foram pesados no inicio do
experimento e a cada sete dias. Os leitdes foram monitorados diariamente para qualquer sinal
de intoxicacdo de AFs, FBs ou ZEN. O consumo alimentar foi mensurado semanalmente para
calcular a converséo alimentar (CA).

Amostras de sangue foram coletadas no inicio e a cada 14 dias durante o experimento
via puncdo venosa jugular em tubos de ativador de coagulo separador de soro Vacuette®
(Greiner Bio-one, Kremsmiinster, Austria), (figura 13B). As amostras foram divididas em duas
aliquotas, sendo uma analisada imediatamente para determinagdes bioquimicas e outra
armazenada a -20 °C para analise de biomarcadores de micotoxinas. Aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), proteina total (PT) e aloumina

(ALB) sericas foram mensuradas utilizando um analisador bioquimico automatizado.

Figura 13 - Mixer horizontal/helicoidal (A) e amostras de sangue em tubos Vacuette® (B)

Fonte: Prépria autoria

Ao final do ensaio, os animais foram submetidos a atordoamento elétrico e eutanasiados
por exsanguinacdo no abatedouro-escola da USP/FZEA em Pirassununga, seguindo-se
rigorosamente as normas de abate humanitario. Figado, pulmdes, rins, Utero e ovarios foram

separados e pesados (figura 14A), e tiveram amostras coletadas e fixadas em formol a 10%
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tamponado. As medidas da vulva (altura, largura e comprimento) foram realizadas imediatamente
apos a eutanasia (RAJ et al., 2020). Amostras de tecidos foram desidratadas utilizando alcoois
graduados, diafanizados em xilol, e embebidos em parafina liquida (figura 14B). Cortes de 5 um
foram corados com hematoxilina-eosina para analise histopatoldgica descritiva e semi-qualitativa

em cada 6rgdo avaliado.

Figura 14 - Orgaos separados para a pesagem (A), alcoois graduados e xilol para diafanizagéo tecidual (B)

Fonte: Prépria autoria

4.2. Determinacao de residuos de micotoxinas em figado e rins

Amostras em duplicata de 1g de tecidos moidos de figado e rins foram extraidas em
acetonitrila: agua: acido acético (79:20:1), conforme descrito por Cao et al. (2018), e resumido
na figura 15. As concentragdes de AFB;, AFB2, AFM,, FB, FB2, ZEN, a-zearalenol (a-ZEL)
e P-zearalenol (B-ZEL) nos extratos finais foram determinadas utilizando um sistema de
cromatografia liquida de ultra performance (UPLC) Acquity I-Class da Waters (Waters,
Milford, MA, EUA) equipado com uma coluna BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 um) e acoplado a
um espectrometro de massa Xevo TQ-S (Waters, Milford, MA, EUA). O espectrémetro de
massa (MS) foi operado no modo de Monitoramento de Reagdo Multipla (MRM) utilizando
1onizacao por electrospray nos modos de ion positivo € negativo, com os principais parametros
descritos na tabela 2. Solugdes padrao de micotoxinas e curvas de calibragao foram preparadas
utilizando uma solucdo de trabalho com micotoxinas misturadas preparadas em agua:
acetonitrila (50:50), contendo AFB1, AFB,, AFM,, FBi, FB,, ZEN, o-ZEL e B-ZEL a 100
ng/mL. Essa solucao foi utilizada para preparar cinco padrdes de calibracao correspondentes a

faixa de niveis expressos na Tabela 3. Além disso, padrdes internos isotopicamente marcados
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(PI) de ['3C17]-AFB; (St. Louis, MO-EUA), ['3C34]-FB1 e [*C15]-ZEN (Biopure, Tulln-Austria)
também foram preparados em agua: acetonitrila (50:50) e adicionados a cada amostra antes da

extracdo, para atingir a concentracao de 100 ng/mL de cada PI.

Figura 15 - Etapas analiticas para extracdo de residuos de micotoxinas de amostras de figado e rins,

conforme descrito por Cao et al., (2018)

Fonte: Prépria autoria

Foram injetados cinco microlitros das amostras e padrdes utilizando uma eluicdo em
gradiente em uma fase méovel composta por agua (eluente A) e acetonitrila (eluente B), ambos
contendo 5 mM de acetato de amonio e 0,1% de acido acético, mantidos a uma vazao de 0,6
mL/min, conforme descrito anteriormente (FRANCO et al., 2019). A corrida cromatografica total
para cada amostra foi de 10 minutos. Os limites de deteccao (LOD) e quantificagdao (LOQ) foram
determinados considerando uma relacdo sinal-ruido de 1:3 e 1:10 (TALEUZZAMAN;
JOURNAL, 2018), respectivamente, e estdo apresentados na tabela 2. Os resultados analiticos
foram baseados em uma calibra¢do padrao com adi¢ao de PI, que compensou tanto as perdas de

recuperacao quanto os efeitos da matriz.
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Tabela 3: Pardmetros analiticos do método analitico para determinago de residuos de micotoxinas em

figado e rins.

) . TR Massa fon Transicdo Faixa d? LOD LOQ
Micotoxina ; Calibracéao
(min.) (g/mol) Molecular (m/z) (Wkg) (Wkg) (Wkg)
AEM 1,13 328,3 [M+H]* 329,0 > 273,18 0,1-100 0,2 0,7
! 329,0 > 229,0°
AFB 1,25 312,3 [M+H]* 312,7> 284,98 0,1-100 0,1 0,3
! 312,7>241,1°
[Cy7]-AFBy 1,25 3291  [M+H]*  330,3>3015
AFB 1,15 317,3 [M+H]* 314,7> 259,08 0,1-100 0,1 0,4
2 314,7 > 287,0°
AFG 1,18 328,3 [M+H]* 328,9>243,02 0,1-100 0,2 0,6
! 328,9>199,5°
AFG, 1,16 330,3 [M+H]* 330,9 > 245,02 0,1-100 0,2 0,8

330,9 > 188,9°
[13Ca4]-FBy 540 7556 [M+H]*  756,6 > 374,4
FB 540 7218 [M+H]*  7225>334,0%  0,5-100 0,3 1,0
! 722,5>352,1°
B, 576 7058 [M+H]*  706,5>336,2°  0,5-100 0,4 1,0
706,5 > 318,3°
[*3C15]-ZEN 6,03 3362 [M-HT 335,1 > 185,1
6,03 318,11 [M-H]*  317,1>1751%  0,1-100 1,0 3,0

ZEN 317,1>130,9"
ZEL 581 3202 [M-H]  319,1>2752%  0,1-100 0,8 2,6
o 319,1 > 160,2°
- - a -
BZEL 583 3202 [M-H] 319.1 >2752 0,1-100 0,6 2.0

319,1>160,2°
TR: Tempo de retencdp; LOD: Limite de deteccio; LOQ: Limite de quantificacdo; AF: Aflatoxina; FB:

Fumonisina; ZEN: Zearalenona; a-ZEL: a-zearalenol; -ZEL: -zearalenol
@ Transicdo utilizada na quantificacéo.

b Transicdo utilizada na confirmagcéo.

4.3. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o PROC GLM
do programa SAS para Windows, versao 9.4. O teste de Tukey foi utilizado para comparagdes

multiplas de médias entre os tratamentos. O nivel de significincia estatistica adotado foi de 0,05

de probabilidade.
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5. RESULTADOS

5.1. Desempenho

Os efeitos dos tratamentos dietéticos no desempenho de leitdes alimentados com ragdes
contaminadas por micotoxinas, com ou sem adsorventes comerciais, durante 42 dias, sdo
apresentados na tabela 4. Em compara¢do com os controles, o ganho de peso corporal dos
animais que receberam uma mistura de AFs, FBs ¢ ZEN foi menor (P < 0,05), enquanto os
suinos que receberam essas micotoxinas em combina¢do com MP ou MR a 1,5% ou 3,0%
apresentaram valores semelhantes (P > 0,05) aos controles. No entanto, o consumo de ragao e

a conversao alimentar nao diferiram (P > 0,05) entre os tratamentos.

Tabela 4: Efeito de uma clinoptilolita modificada organicamente (CMO) ou de um agente

desintoxicante de micotoxinas de multiplos componentes (ADMM) combinada a aflatoxinas (AFs), fumonisinas

(FBs) € zearalenona (ZEN) sobre o desempenho de leitdes apos 42 dias de intoxicagdo!.

Ganho total Consumo total

Tratamento corgz r}:;g(zkg) de racdo? (kg) Alimento:ganho
1 (Controle, dieta basal, DB) 29,8+0,97" 59,8+2.3" 2,06+0,10"
2 (DB + AFs + FBs + ZEN) 24,442,15° 53,0+9,3" 2,11£0,16"
3 (DB + AFs + FBs + ZEN + 1.5% CMO) 26,7+3,23% 47,8+11,3" 2,16+0,07"
4 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 3.0% CMO) 30,2+1,73" 53,1+ 6,9 2,14+0,09"
5 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 1.5% ADMM) 28,5+2,08" 46,9+ 5,9 2,15+0,10"
6 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 3.0% ADMM) 27,9+1,19" 51,846,7" 2,11+0,01°

' Os dados sdo as médias + DP de 4 leitoas por tratamento.
2 No periodo de 0 a 42 dias de tratamento.
*bEm uma mesma coluna, médias seguidas de letras diferentes em sobrescrito diferem significativamente

(P <0,05).

5.2. Bioquimica do soro

Os resultados da bioquimica sérica estao resumidos na tabela 5. Nao foram observadas

diferencas significativas (P > 0,05) entre os seis tratamentos para TP, ALB, AST, ALT ou ALP.
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Tabela 5: Efeito de uma clinoptilolita modificada organicamente (CMO) ou de um agente

desintoxicante de micotoxinas de multiplos componentes (ADMM) combinada a aflatoxinas (AFs), fumonisinas

(FBs) ¢ zearalenona (ZEN) sobre a bioquimica sérica de leitdes durante 42 dias de intoxicagdo!.

Proteina

Tratamento cotal Albumina AST ALT ALP
(g/dL) (g/dL) (g/dL) (IU/L) (IU/L)
1 (Controle, dieta basal, DB) 5,05+0,78" 3,13+0,59" 31,5+12,2"  58,6+28,5" 392+207"
2 (DB + AFs + FBs + ZEN) 4,76+0,36" 3,00+0,38" 35,8+8,24"  60,8+27,8" 367+186"
3 (DB + AFs + FBs + ZEN + 1.5% . 2 . a a
CMO) 5,01+0,86 3,37+0,64 32,1+16,0 53,1+20,7 378+154
4 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 3.0% a a a a R
CIE/IO) SIS ° 4,95+0,94 3,3540,62 345115 58,0424,0"° 4194180
5 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 1.5% a a a a R
ADMM) 4,80+ 0,64 3,42+0,50 33,4+10,7"  48,6+15,0 405+184
6 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 3.0% a a a a
5,06+ 1,21 3,11+ 0,53 24,148,64"  453+13,1 379+1212

ADMM)

!0s dados sdo as médias = DP de 4 leitoas por tratamento, medidos em intervalos de 14 dias, do dia 1 ao

42 da intoxicagao.

Em uma mesma coluna, ndo foram observadas diferencas significativas entre as médias (P > 0,05).

5.3. Peso relativo dos 6rgdos

O peso relativo dos o6rgdos individuais e corporal foi utilizado para calcular seus

respectivos pesos relativos, expressos em "g/kg" de peso corporal, conforme apresentado na

tabela 6. O figado das leitoas alimentadas apenas com a mistura de micotoxinas ou com 1,5%

de MP apresentou pesos relativos mais altos (P < 0,05) do que os controles, enquanto a adigao

de 3,0% de CMO ou ADMM (1,5% ou 3,0%) teve um efeito positivo no peso relativo do figado

apos 42 dias de exposicdo dietética a AFs, FBs e ZEN. O peso relativo do utero das leitoas no

tratamento 2 (DB + AFs + FBs + ZEN) foi maior (P <0,05) do que os controles ou animais dos
tratamentos 4 (DB + AFs + FBs + ZEN + 3,0% de CMO) e 6 (DB + AFs + FBs + ZEN + 3,0%

de ADMM). Nao foram observadas diferencas significativas (P > 0,05) nos pesos relativos dos

rins, ovarios ou pulmdes.
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Tabela 6: Efeito de uma clinoptilolita modificada organicamente (CMO) ou de um agente desintoxicante

de micotoxinas de multiplos componentes (ADMM) combinada a aflatoxinas (AFs), fumonisinas (FBs) e

zearalenona (ZEN) sobre os pesos relativos dos orgdos (g/kg de peso corporal) de leitdes apds 42 dias de

intoxicacdo'.
Tratamento Figado Rins Utero Oviario Pulmaées
1 (Controle, dieta basal, DB) 2,36+0,28 b 0,51+0,04+ 0,124£0,01> 0,01+0,00> 1,2740,14 2
2 (DB + AFs + FBs + ZEN) 3,43£0,412  0,51+0,05* 0,22+0,09a 0,01+£0,01 = 1,24+0,21 2
3 (DB + AFs + FBs + ZEN + 1.5% CMO) 3,61+0,69*  0,54+0,04 = 0,19+0,05 0,00+0,002 1,40+0,212
4 (DB+ AFs + FBs + ZEN + 3.0% CMO)  2,89+0,21® 0,49+0,03= 0,15+0,03> 0,00+0,00= 1,23+0,14 =
5 (DB+ AFs+FBs +ZEN +1.5% ADMM) 3,13+0,60 2 0,54+0,102 0,19+0,052 0,010,022 1,55+0,82 2
6 (DB+ AFs +FBs+ZEN +3.0% ADMM) 3,030,362 0,47+0,022 0,16+0,02° 0,01+0,012 1,3440,53 2

!0s dados sdo as médias = DP de 4 leitoas por tratamento.

*> Em uma mesma coluna, médias seguidas de letras diferentes em sobrescrito diferem significativamente

(P <0,05).

As medig¢des de tamanho também foram realizadas para vulvas de leitoas apds 42 dias

de intoxicacao, conforme apresentado na tabela 7. Em comparacdo com os controles, a largura,

altura e comprimento das vulvas foram maiores (P < 0,05) nos animais do tratamento 2 (apenas

micotoxinas mistas), enquanto a administragdo de CMO ou ADMM reduziu os valores do

tamanho, tendo efeito maximo com 1,5% de ADMM.

Tabela 7: Efeito de uma clinoptilolita modificada organicamente (CMO) ou de um agente

desintoxicante de micotoxinas de multiplos componentes (ADMM) combinada a aflatoxinas (AFs), fumonisinas

(FBs) € zearalenona (ZEN) sobre as medidas de tamanho (cm) da vulva de leitdes apds 42 dias de intoxicagdo!.

Tratamento Largura Altura Comprimento
1 (Controle, dieta basal) 2,13+0,40¢  2,37+0,35¢ 1,72+0,25 ¢
2 (BD + AFs + FBs + ZEN) 2,760,812 3,54+0,522 2,34+0,312
3 (BD + AFs + FBs + ZEN + 1.5% CMO) 2,50+0,40  3,19+0,142 1,90+0,33b¢
4 (BD+ AFs + FBs + ZEN + 3.0% CMO) 2,490,432 3,20+0,392 2,13+0,400
5 (BD+ AFs + FBs + ZEN + 1.5% ADMM)  2,31+£0,23%  2,894+0,45 2,09+0,25b
6 (BD+ AFs + FBs + ZEN + 3.0% ADMM)  2,44+0,18®  2,96+0,29% 2,03+0,25b¢

'0s dados sdo as médias + DP de 4 leitoas por tratamento.

b Em uma mesma coluna, médias seguidas de letras diferentes em sobrescrito diferem significativamente

(P < 0,05).
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5.4. Histopatologia

Nao foram encontradas alteragdes histopatologicas nos uteros em nenhum dos tratamentos
administrados. Os achados histopatoldgicos em figado, rins, pulmdes e ovarios sdo apresentados nas
figuras 16 — 19, respectivamente. O grupo controle, alimentado somente com a dieta basal (DB) nao
demonstraram nenhuma alteragdo em figado (Figura 16A), rins (Figura 17A), pulmdes (Figura 18A)
e ovarios (Figura 19A). Entretanto, os animais expostos a mistura de micotoxinas apresentaram
displasia hepatica moderada em 75% dos casos (Figura 16B), enquanto aqueles que receberam a
mistura de micotoxinas acrescida de 1,5 kg/ton de CMO apresentaram displasia hepatica leve em 25%
dos casos (Figura 16C) e os alimentados com a mistura com 3kg/ton de CMO nao apresentaram lesoes
hepéticas (Figura 16E). Os animais que receberam 1,5kg/ton de ADMM incorporado a mistura de
micotoxinas desenvolveram hepatite leve, porém sem displasia, em 50% dos casos (Figura 16D) ao
passo que os que foram alimentados com a mistura de micotoxinas juntamente com 3kg/ton de

ADMM apresentaram hepatite moderada sem displasia em 50% dos casos (Figura 16F).

Figura 16 - Achados histopatologicos em figados.

(A): Controle, somente dieta basal (DB); (B): DB + aflatoxinas (AFs) + fumonisinas (FBs) + zearalenona (ZEN); (C): BD +
AFs + FBs + ZEN + 1,5kg/ton de clinoptilolita modificada organicamente (CMO); (D): BD + AFs + FBs + ZEN +
1,5kg/ton de agente detoxificante multicomponentes de micotoxinas (ADMM); (E): BD + AFs + FBs + ZEN + 3kg/ton
CMO; (F): BD + AFs + FBs + ZEN + 3kg/ton ADMM. As setas indicam displasia hepatica moderada. Asteriscos indicam
hepatite moderada.

Fonte: Propria autoria
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Em relagdo aos rins, os animais expostos somente & mistura de micotoxinas desenvolveram
atrofia glomerular renal em 25% dos casos (Figura 17B). Entretanto os porcos que receberam as
micotoxinas somadas a 1,5kg/ton de CMO nao apresentaram alteragdes renais (Figura 17C),
enquanto aqueles que foram alimentados com as micotoxinas e 3kg/ton de CMO exibiram apenas
inflamagdo intersticial renal leve em 25% dos casos (Figura 17E). Os animais que receberam
1,5kg/ton de ADMM adicionado ao alimento contaminado apresentaram atrofia glomerular renal
em 25% dos casos (Figura 17D) e os que receberam 3kg/ton de ADMM com a mistura de

micotoxinas desenvolveram inflamagao intersticial renal leve em 75% dos casos (Figura 17F).

Figura 17 - Achados histopatologicos em rins.

(A): Controle, somente dieta basal (DB); (B): DB + aflatoxinas (AFs) + fumonisinas (FBs) + zearalenona
(ZEN); (C): BD + AFs + FBs + ZEN + 1,5kg/ton de clinoptilolita modificada organicamente (CMO); (D): BD + AFs +
FBs + ZEN + 1,5kg/ton de agente detoxificante multicomponentes de micotoxinas (ADMM); (E): BD + AFs + FBs +
ZEN + 3kg/ton CMO; (F): BD + AFs + FBs + ZEN + 3kg/ton ADMM. As setas indicam atrofia glomerular renal.
Asteriscos indicam leve inflamacfo intersticial renal.

Fonte: Propria autoria
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Os pulmdes dos animais expostos a somente a mistura de micotoxinas desenvolveram
pneumonite intersticial moderada e edema pulmonar leve em 100% e 25% dos casos, respectivamente.
(Figura 18B). Porcos alimentados com a mistura de micotoxinas e 1,5kg/ton de CMO apresentaram
edema pulmonar leve sem inflamac@o intersticial em 50% dos casos (Figura 18C), enquanto os que
receberam as micotoxinas com 3kg/ton de CMO nao tiveram alteracoes pulmonares (Figura 18E). Os
animais que receberam 1,5kg/ton de ADMM adicionado a mistura de micotoxinas desenvolveram
pneumonite intersticial leve e edema pulmonar em 75% e 25% dos casos, respectivamente (Figura
18D), e os tratados com 3kg/ton de ADMM na mistura de micotoxinas manifestaram edema pulmonar,

mas sem inflamacao em 25% dos casos (Figura 18F).

Figura 18 - Achados histopatoldgicos em pulmdes.

(A): Controle, somente dieta basal (DB); (B): DB + aflatoxinas (AFs) + fumonisinas (FBs) +
zearalenona (ZEN); (C): BD + AFs + FBs + ZEN + 1,5kg/ton de clinoptilolita modificada organicamente
(CMO); (D): BD + AFs + FBs + ZEN + 1,5kg/ton de agente detoxificante multicomponentes de micotoxinas
(ADMM); (E): BD + AFs + FBs + ZEN + 3kg/ton CMO; (F): BD + AFs + FBs + ZEN + 3kg/ton ADMM.
Asteriscos indicam pneumonite intersticial moderada.

Fonte: Propria autoria
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Quanto aos ovarios, os animais que ingeriram a mistura de micotoxinas demonstraram
uma reducdo no nimero de odcitos em 25% dos casos (Figura 19B) Porcos expostos a mistura
de micotoxinas com 1,5kg/ton de CMO também apresentaram redugdo no nimero de odcitos
em 25% dos casos (Figura 19C), enquanto aqueles alimentados com as micotoxinas juntamente
com 3kg/ton de CMO nao tiveram nenhum tipo de alteracdo ovariana (Figura 19E). Animais
que receberam 1,5kg/ton de ADMM adicionado a mistura de micotoxinas apresentaram um
aumento no nimero de oocitos em 25% dos casos (Figura 19D), e os que receberam a mistura

de micotoxinas com 3kg/ton de ADMM nao apresentaram alteragdes ovarianas (Figura 19F).

Figura 19 - Achados histopatoldgicos em ovarios

(A): Controle, somente dieta basal (DB); (B): DB + aflatoxinas (AFs) + fumonisinas (FBs) +
zearalenona (ZEN); (C): BD + AFs + FBs + ZEN + 1,5kg/ton de clinoptilolita modificada organicamente
(CMO); (D): BD + AFs + FBs + ZEN + 1,5kg/ton de agente detoxificante multicomponentes de micotoxinas
(ADMM); (E): BD + AFs + FBs + ZEN + 3kg/ton CMO; (F): BD + AFs + FBs + ZEN + 3kg/ton ADMM. As
setas indicam aumento no niimero de odcitos.

Fonte: Propria autoria
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5.5. Residuos de micotoxinas em figado e rins

Os niveis residuais de AFs, FBs, ZEN ¢ seus metabdlitos (a-ZEL e B-ZEL) no figado e
rins estdo apresentados nas tabelas 8 e 9, respectivamente. Na tabela 8, a adigdo de AFs, FBs e
ZEN a DB (tratamento 2) resultaram em niveis médios no figado de AFM1, AFs, FBs ¢ ZEN
de 0,92+0,07, 3,99+0,22, 2,59+0,97 e 23,3+3,7 ng/kg, respectivamente. Metabolitos de ZEN
(o-zearalenol, a-ZEL e B-zearalenol, B-ZEL) ndo foram detectados em nenhuma amostra de
figado. Niveis mais baixos (P < 0,05) de FBs e ZEN residuais foram observados no figado dos
tratamentos que receberam 0s adsorventes avaliados. Em relacdo as AFs residuais, ndo foram

observados niveis quantificaveis no figado de suinos nos tratamentos 3-6.

Tabela 8. Efeito de uma clinoptilolita modificada organicamente (CMO) ou de um agente
desintoxicante de micotoxinas de multiplos componentes (ADMM) combinada a aflatoxinas (AFs), fumonisinas

(FBs) € zearalenona (ZEN) sobre os residuos de micotoxinas no figado de leitdes apos 42 dias de intoxicagdo .

Tratamentos 2 AFMI AFs? FBs * ZEN oa-ZEL  B-ZEL
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)  (ng/kg) (ng/kg)
1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

2 0,9240,07 3,99+40,22 2,59+0,97: 23,3+3,7* <LOQ <LOQ
3 <LOQ <LOQ  1,67#0,100 193+32> <LOQ <LOQ
4 <LOQ  <LOQ  1,99+0,78* 16,143,6c <LOQ <LOQ
5 <LOQ  <LOQ  1,5240,88 15,742,4c <LOQ <LOQ
6 <LOQ  <LOQ  1,6540,59¢ 10,5t1,79 <LOQ <LOQ

! Os dados sdo médias + DP de 4 leitoas por tratamento.

2 1: Controle, somente dieta basal (DB); 2: DB + AFs + FBs + ZEN; 3: DB + AFs + FBs + ZEN+ 1.5
kg/ton CMO; 4: DB + AFs + FBs + ZEN + 3.0 kg/ton CMO; 5: DB + AFs + FBs + ZEN + 1.5 kg/ton ADMM; 6:
DB + AFs + FBs + ZEN + 3.0 kg/ton ADMM. * Soma de AFB, + AFB, + AFG, + AFGo>. * Soma de FB; + FB,.

*4Em uma mesma coluna, médias seguidas de letras diferentes em sobrescrito diferem significativamente
(P <0,05).

LOQ: Limite de quantificagdo (consulte a tabela 2 para os valores de LOQ para cada micotoxina); ZEL:

zearalenol.

Os resultados na tabela 9 revelam que os rins das leitoas do tratamento 2, que envolveu
AFs, FBs e ZEN combinadas, apresentaram concentragdes médias de 2,63+0,31, 9,13+0,25,
4,32+0,65 e 41,6£5,7 ug/kg para AFMi, AFs, FBs e ZEN, respectivamente. No entanto, no
tratamento 3 (DB + AFs + FBs + ZEN + 1,5% CMO), os niveis foram abaixo do LOQ para
AFMi, AFs, a-ZEL e B-ZEL, enquanto FBs e ZEN foram observados em niveis médios de
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2,98+1,11 e 34,3£3,3 pg/kg, respectivamente. Esses resultados foram semelhantes aos
encontrados no tratamento 4 (DB + AFs + FBs + ZEN + 3,0% CMO), com niveis quantificaveis
de FBs (3,25+1,56) e ZEN (30,54+4,2). Na mesma ordem, o tratamento 5 (BD + AFs + FBs +
ZEN + 1,5% ADMM) apresentou niveis médios para AFM; de 1,06+0,20, AFs de 4,25+0,53,
FBs de 2,77+1,02 e ZEN de 23,1+2,9 pg/kg. No tratamento 6 (BD + AFs + FBs + ZEN + 3,0%
ADMM), os valores médios foram menores para AFM; (0,80+0,11), AFs (1,92+0,24), FBs
(2,63+1,32) e ZEN (17,4 + 2,1), se comparados com os dados do tratamento 2.

Tabela 9. Efeito de uma clinoptilolita modificada organicamente (CMO) ou de um agente desintoxicante

de micotoxinas de multiplos componentes (ADMM) combinado a aflatoxinas (AFs), fumonisinas (FBs) e
zearalenona (ZEN) sobre os residuos de micotoxinas nos rins de leitdes apos 42 dias de intoxicagdo!.

AFM1 AFs 3 FBs 4 ZEN o-ZEL. B-ZEL
(Hg/kg) (Hg/kg) (Mg/kg)  (Mg/kg)  (Mg/kg) (ug/kg)
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
2,63+0,31* 9,13+0,25* 4,32+0,65* 41,645,727 <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ  2,98+1,11° 343+33"> <LOQ <LOQ
<LOQ <LOQ  3,25+1,56° 30,5+4,2° <LOQ <LOQ
1,06£0,20° 4,25+0,53% 2,77+1,02° 23,1+2,9¢ <LOQ <LOQ
0,80+0,11° 1,92+0,24° 2,63+1,32° 17,44+2,19 <LOQ <LOQ
' Os dados sdo médias = DP de 4 leitoas por tratamento.
2 1: Controle, somente dieta basal (DB); 2: DB + AFs + FBs + ZEN; 3: DB + AFs + FBs + ZEN+ 1.5
kg/ton CMO; 4: DB + AFs + FBs + ZEN + 3.0 kg/ton CMO; 5: DB + AFs + FBs + ZEN + 1.5 kg/ton ADMM,; 6:

DB + AFs + FBs + ZEN + 3.0 kg/ton ADMM. 3 Soma de AFB; + AFB, + AFG; + AFG. # Soma de FB; + FB,.

Tratamentos 2

AN DN B~ WN

*4 Em uma mesma coluna, médias seguidas de letras diferentes em sobrescrito diferem significativamente
(P <0,05).
LOQ: Limite de quantificacdo (consulte a tabela 2 para os valores de LOQ para cada micotoxina); ZEL:

zearalenol.
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6. Discussao

Neste estudo, a auséncia de sinais clinicos nos animais indica baixos niveis de exposi¢ao
as micotoxinas, curto tempo experimental e falta de estresse devido ao alto conforto dos animais.
Além disso, esses resultados indicam que os adsorventes avaliados em 1,5% ou 3,0% da dieta ndo
afetaram negativamente a integridade nutricional da dieta, o que implica que essas concentragdes
dietéticas eram seguras para alimentacdo. As micotoxinas combinadas testadas afetaram
negativamente o peso corporal (kg) de leitoas ao longo de 42 dias de intoxicacdo (tabela 4)
embora nenhum efeito tenha sido observado no consumo de racdo. Além disso, a inclusdo dos
adsorventes CMO ou ADMM em 1,5% ou 3,0% diminuiram os efeitos negativos das micotoxinas
combinadas, aumentando assim o peso das leitoas durante os 42 dias de intoxicagédo
aproximando-o do valor encontrado no grupo controle.

Uma das consequéncias econémicas mais significativas da micotoxicose na producéo
de suinos é a reducdo da taxa de crescimento (LATHAM et al., 2023). Neste estudo, uma
mistura de AFs, FBs e ZEN foi utilizada, resultando em efeitos toxicos combinados nos animais
expostos. Os efeitos da exposicdo simultanea a multiplas micotoxinas sdo complexos e podem
ser classificados em categorias sinérgicas, aditivas e antagénicas (ALASSANE-KPEMBI et al.,
2017). Estudos anteriores identificaram algumas possiveis interacBes sinérgicas e aditivas de
micotoxinas co-ocorrentes, como AFs e FBs, associadas a reducdo do ganho de peso corporal
(DILKIN et al., 2003; HARVEY et al., 1991), o que estd de acordo com os dados relatados.
Mudancas na sintese de proteinas, expressdo de genes e cinética enzimatica sdo geralmente
apresentadas como 0s principais mecanismos pelas quais as micotoxinas podem afetar o
desempenho das leitoas (POPESCU et al., 2021).

Com relacéo a toxicidade, o foco principal esta na AFB1 entre todas as AFs. A AFB; é
bem conhecida por suas propriedades carcinogénicas e teratogénicas (BUSZEWSKA.-
FORAJTA, 2020; ENGIN; ENGIN, 2019). O citocromo P450 microssomal hepatico (CYP450)
catalisa a formacdo de um intermediario instavel e substrato altamente reativo, conhecido como
AFB1-8,9-ep6xido, como um evento crucial nos mecanismos de toxicidade induzida por AFB;.
Este composto intermediario desempenha o papel principal nas toxicidades carcinogénicas,
dentre outras, relacionadas a AFB: (BUSZEWSKA-FORAJTA, 2020; DOHNAL; WU;
KUCA, 2014; ENGIN; ENGIN, 2019; POPESCU et al., 2021). Além disso, a AFB; esta
associada a imunotoxicidade, estresse oxidativo e alteracdes epigenéticas, como a metilacdo do

DNA e alteragfes no RNA, entre outros efeitos que potencialmente contribuem para o
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carcinoma hepatocelular (HCC) (LI et al., 2022). A exposic¢do do Utero a AFB; afeta a metilacdo
do DNA da prole, destacando a necessidade de pesquisas adicionais para entender 0s
mecanismos epigenéticos subjacentes (SCHRENK et al., 2020).

Entre as FBs, a FB1 mostrou induzir toxicidade com efeitos neurotoxicos, teratogénicos,
hepatotoxicos e carcinogénicos em animais (BERTERO et al., 2018). A exposi¢do de porcos a
FB1 leva ao desenvolvimento de disfungéo clinica especificas em suinos chamada de edema
pulmonar, e esta associada a alta pressdo hidrostatica capilar pulmonar (DILKIN et al., 2003).
A exposicdo a FB1 em suinos também resulta em danos aos sistemas hepético, cardiovascular,
gastrointestinal e imunoldgico. O dano cardiovascular esta relacionado a disfuncdo do
metabolismo dos esfingolipideos, e dentre os sinais hepaticos estdo inclusos colestase, necrose
hepatica e proliferacdo celular, sendo que a toxicidade é dose e tempo dependente (FU et al.,
2013). A estrutura osteogénica ndo esteroidal da ZEN imita hormonios naturais, causando
problemas reprodutivos em animais, reduzindo a atividade estrogénica e alterando as vias
metabolicas associadas. Por exemplo, em suinos, a exposicao de curto prazo no primeiro ciclo
reprodutivo levou a um aumento do retorno ao estro, abortos e sintomas de hiperestrogenismo
em leitGes recém-nascidos. Esta exposicdo resultou em atresia folicular ovariana, alteracbes
semelhantes a apoptose em células da granulosa e aumento da proliferacdo celular em Gtero e
oviduto (OBREMSKI et al., 2003; ZINEDINE et al., 2007).

Os achados histopatoldgicos apresentados neste estudo corroboram com os estudos
supracitados, apresentando lesGes como displasia hepéatica e hepatite moderadas, atrofia
glomerular, inflamagdo insterticial renal, pneumonite instersticial moderada e aumento do
namero de 00citos.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas significativas nos pardmetros
bioquimicos séricos. Esses achados sdo coerentes com 0s encontrados em estudos anteriores
(FU et al., 2013; WEAVER; SEE; KIM, 2014). Vale ressaltar que esses estudos relataram que
as variaveis mencionadas podem ndo ser biomarcadores satisfatorios para indicar intoxicacao
em suinos expostos a micotoxinas em quantidades menores e/ou por um curto periodo de tempo,
visto que tais alteracBes ocorrem apds danos hepaticos graves. Portanto, a utilizacdo de
biomarcadores mais sensiveis no sangue dos animais € altamente indicada em casos de
exposicao reduzida & micotoxinas.

A mistura de micotoxinas contendo AFs, FBs e ZEN aumentou o peso relativo do figado
nos animais, causando tambem displasia hepatocelular neste 6rgéo. Além disso, esses animais

também apresentaram pneumonite intersticial, atrofia glomerular renal e reducdo do nimero de
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odcitos nos ovarios. No entanto, a adi¢éo de 3,0% de CMO ou ADMM (1,5 ou 3,0%) teve um
efeito positivo no peso relativo do figado apds 42 dias de exposicéo dietética a AFs, FBs e ZEN.
Um efeito protetor semelhante de CMO ou ADMM foi observado em relagédo ao peso relativo
do utero. Além disso, os tratamentos com CMO e ADMM foram capazes de reduzir a incidéncia
de displasia hepatocelular, atrofia glomerular renal e pneumonite intersticial. Curiosamente, a
adicdo de 1,5% de ADMM aumentou o nimero de 06citos nos ovarios. Por outro lado, as leitoas
suplementadas com 3,0% de CMO ou ADMM apresentaram infiltrado inflamatorio intersticial
leve nos rins, e os animais tratados com ambas concentracbes de ADMM desenvolveram
hepatite.

Niveis residuais de AFs (incluindo AFM3) foram detectados apenas nos figados das
leitoas do tratamento 2 (DB + AFs + FBs + ZEN), enquanto as concentracdes de FBs e ZEN e
seus metabdlitos derivados (a- ¢ B-ZEL) foram reduzidas nos tratamentos restantes 3, 4, 5 ¢ 6,
os quais foram estatisticamente inferiores ao tratamento 2. Os resultados indicam que os
tratamentos com os adsorventes proporcionaram uma alta protecdo para o figado dos animais
contra as micotoxinas fornecidas tanto relacionado a presenca de CMO como de ADMM,
conforme indicado pelos niveis variaveis dessas toxinas nos diferentes tratamentos. O
desempenho efetivo do ADMM também foi demonstrado em um estudo in vivo em leitdes
desmamados expostos a ZEN e toxinas T-2 na dieta. Os resultados demonstraram uma reducao
dose-dependente nos niveis residuais de ZEN e T-2 no figado com a inclusdo desse adsorvente,
recomendando uma dose de 3g de ADMM/kg de racao (DILKIN et al., 2003). Além disso, o
uso de bentonita, um mineral de argila purificado, nas dietas de suinos durante um ensaio de 35
dias, mostrou uma capacidade notavel de adsorver micotoxinas. De acordo com os resultados,
um desempenho superior foi observado para esse adsorvente, contribuindo com o aumento da
ingestdo de rag¢ao e ganho de peso, com a manutencao da satde geral dos figados e outros 6rgaos
dos suinos (HORKY et al., 2022). Segundo (RAIJ et al., 2021) o uso de CMO na alimentagao
de frangos de corte expostos a AFB; e OTA levou a uma melhora na conversdo alimentar e
ganho de peso médio, condizendo com os dados aqui apresentados.

Quando os rins foram examinados para a determinagdo e quantificagdo dos niveis
residuais de AFs, FBs, ZEN, a- e B-ZEL, todos os tratamentos comparados ao controle positivo
(tratamento 2) foram significativamente reduzidos. Ao longo da avalia¢do das micotoxinas, a
reducdo de AFs pelos adsorventes mostrou-se altamente eficaz nos tratamentos 3 e 4, seguidos
pelos tratamentos 5 e 6. Para FB1 e ZEN, os tratamentos 5 e 6 foram mais eficazes do que os

outros tratamentos. Esses dados demonstram claramente que o uso destes adsorventes, CMO e
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ADMM, ¢ altamente eficaz contra as AFs, reduzindo também os efeitos das FBs ¢ ZEN,
sugerindo que utilizando a suplementacdo com esses aditivos tem o potencial de mitigar os
niveis residuais de micotoxinas e, consequentemente, os riscos a saude dos leitdes. Eficacia
semelhante para ADMM foi avaliada em leitdes desmamados expostos a ZEN e T-2 na dieta,
onde os niveis residuais dessas toxinas foram aliviados sem resultados negativos nos rins dos
animais (RAJ et al., 2020). De acordo com os resultados observados com o CMO, um estudo
constatou que a aplicagao desse adsorvente reduziu efetivamente os niveis residuais de AFB; e
OTA em frangos de corte. A inclusdo de CMO levou a uma reducdo nos residuos de toxinas
nos o6rgaos examinados, o que, por sua vez, resultou em melhorias significativas nos marcadores
bioquimicos especificos associados a satde do figado e melhorias notaveis nas métricas de
desempenho. Esses achados corroboram o impacto favoravel de CMO quando os frangos de
corte sdo expostos a ingestao simultanea de AFB; e OTA, indicando seus beneficios potenciais

em tais cenarios (RAJ et al., 2021).
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7. Conclusodes

Ap06s uma exposicdo alimentar de 42 dias, a mistura de micotoxinas diminuiu o ganho
de peso corporal e aumentou o tamanho da vulva e dos pesos relativos do figado e Gtero, além
de também induzir alteracfes histopatoldgicas no figado, rins, pulmdes e ovarios, embora
nenhum efeito tenha sido observado nos parametros bioquimicos séricos dos animais
intoxicados. Os adsorventes testados melhoraram os efeitos toxicos e reduziram
significativamente os niveis residuais de micotoxinas em figado e rins, com destaque para a
suplementacdo com 1,5% de CMO, visto que foi capaz de reduzir o inicio da carcinogénese
hepatica sem causar hepatotoxicidade. Estas descobertas demonstram a eficicia do CMO e
ADMM para mitigar os efeitos adversos das micotoxinas presentes na dieta de leitdes, com
perspectivas de melhorar as estratégias de manejo de micotoxicas na suinocultura.

Estudos futuros devem abordar os efeitos protetores de longo prazo dos adsorventes
avaliados, com vistas a otimizacdo das estratégias de manejo de micotoxinas em criacGes

comerciais de suinos
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