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RESUMO

ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA REPRODUCAO DE NOVILHAS
SUBMETIDAS A DIETAS CONTENDO ZEARALENONA COM E SEM ADITIVO
ANTI-MICOTOXINA

AUTORA: Eliana Burtet Parmeggiani
ORIENTADORA: Fernanda Silveira Flores Vogel

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina produzida por diversas espécies de fungos do género Fusarium spp. que
pode interferir na fisiologia dos horménios enddgenos e afetar o sistema reprodutivo de animais de producdo. Uma
vez que as dietas podem estar contaminadas com ZEA, a possibilidade de diminuir a exposi¢cdo € mediante a
adocdo de estratégias de descontaminag¢do como o uso de aditivo anti-micotoxina (AAM). Com isso, 0 objetivo do
presente estudo foi avaliar se o aditivo anti-micotoxina a base de bentonita modificada reduziria o efeito negativo
de dietas contaminadas com zearalenona sob os aspectos clinicos, a ciclicidade e a taxa de concepg¢éo de novilhas
taurinas de corte submetidas a protocolo de Inseminagéo Artificial em Tempo Fixo (IATF). Vinte e quatro novilhas
taurinas de corte (n=24) com idade média de 2 anos de idade e 271 + 11,14 Kg de peso corporal foram avaliadas
através de exame clinico geral e ginecoldgico completo. As fémeas que apresentaram-se higidas e ciclicas foram
selecionadas e distribuidas aleatoriamente para compor quatro grupos experimentais com 6 animais cada: T1 —
dieta basal (controle), T2 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA, T3 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 2,5 kg/tonelada
de AAM e T4 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 5,0 kg/tonelada de AAM. O experimento teve duracdo total de
37 dias, sendo 11 dias de periodo de adaptacéo, 21 dias de periodo experimental e 5 dias de periodo de regresséo.
No periodo de adaptacdo, todas as novilhas receberam protocolo hormonal para sincronizacéo de estro e da
ovulacdo, ja no periodo experimental e de regressdo foram realizadas as avaliagdes de peso corporal, coleta de
sangue para dosagem hormonal de estradiol e progesterona, volume vulvar, edema da glandula mamaria e
ultrassonografia do trato reprodutivo avaliando a frequéncia de edema uterino e nimero e diametro de foliculos e
de corpos ldteos nos dias 0, 5, 10, 15, 20 e 25. E na estacao reprodutiva (D67) as novilhas foram submetidas a um
protocolo de IATF para analisar as taxas de concepc¢do apds a intoxicacdo. As médias de peso corporal foram
similares entre os tratamentos nos diferentes dias avaliados. Ndo houve edema vulvar significativo entre os
tratamentos nos diferentes dias avaliados. O edema da glandula mamaria foi ausente em todos os tratamentos nos
diferentes dias avaliados. Na avaliacdo do edema uterino constatou-se que, no dia 0, todas as novilhas apresentaram
edema uterino independente do tratamento. Ja nos dias 5, 10 e 25 0 edema uterino foi ausente em todas as novilhas
independente do tratamento. Nos dias 15 e 20, o edema uterino ocorreu de forma aleatdria entre os tratamentos.
Na avaliagdo ovariana as médias foram similares entre os tratamentos, quanto ao nimero e didmetro de foliculos
e de corpos luteos nos diferentes dias avaliados. A concentragdo sérica de estradiol foi similar entre os tratamentos
nos diferentes dias avaliados. A dosagem de progesterona revelou que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos nos dias avaliados (0, 5, 10, 15 e 25), com exceg¢do do dia 20 (P=0.03) em que a concentracao foi
superior no T4. Em relacdo as taxas de concepgdo apds a intoxicagdo foram obtidos 83% para 0 T1, 60% para o
T2, 67% para o T3, 83% para 0 T4 e a taxa de concepgdo geral entre os tratamentos foi de 74%. O uso de aditivo
anti-micotoxina na dose de 5 kg/tonelada reduziu o efeito negativo de dietas contaminadas com zearalenona
prevenindo que os efeitos da micotoxina afetassem a taxa de concepgao de novilhas taurinas de corte submetidas
a protocolo de IATF. A contaminacdo das dietas com 5 mg/kg de zearalenona nao afetou os aspectos clinicos e a
ciclicidade durante os dias avaliados nas novilhas, porém reduziu a taxa de concepgéo.

Palavras-chave: Bovino de Corte. Micotoxina. Agente Detoxificante.



ABSTRACT

PHYSIOPATHOLOGICAL ASPECTS OF THE HEIFERS REPRODUCTION
SUBMITTED TO DIETS CONTAINING ZEARALENONE WITH AND WITHOUT
ANTI-MICOTOXIN ADDITIVE

AUTHOR: Eliana Burtet Parmeggiani
ADVISOR: Fernanda Silveira Flores Vogel

Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin produced by several fungi species of the genus Fusarium spp., which can
interferes with the physiology of endogenous hormones and affects the reproductive system of production animals.
Since diets are contaminated with ZEA, the possibility of reducing exposure is through adoption of
decontamination strategies such as use of anti-mycotoxin additive (AAM). Therefore, the aim of the present study
was to evaluate whether the modified bentonite-based anti-mycotoxin additive would reduce the negative effect
of zearalenone-contaminated diets on the clinical, cyclical and conception rate of beef heifers submitted to Fixed-
Time Artificial Insemination (FTAI). Twenty-four heifers (n=24) with average age of 2 years and 271 + 11.14 kg
of body weight were evaluated through a general and complete gynecological examination. Healthy and cyclic
females were selected and randomly assigned to compose four experimental groups with 6 animals each: T1 -
basal diet (control), T2 - basal diet + 5 mg/kg ZEA, T3 - basal diet + 5 mg/kg ZEA + 2.5 kg/ton AAM and T4 -
basal diet + 5 mg/kg ZEA + 5.0 kg/ton AAM. The research had a total duration of 37 days, being 11 days of
adaptation period, 21 days of experimental period and 5 days of regression period. In the adaptation period, all
heifers received a hormonal protocol for estrus synchronization and ovulation. During the experimental and
regression period were evaluated body weight, vulvar volume, mammary gland edema, blood collection for
estradiol and progesterone hormone dosage, and ultrasonography of the reproductive tract for frequency of uterine
edema and number and diameter of follicles and corpus luteum on days 0, 5, 10, 15, 20 and 25. At the reproductive
season (D67) the heifers were submitted to a FTAI protocol to analyze conception rate after intoxication. Body
weight averages were similar between treatments on the different days evaluated. There was no significant vulvar
edema between treatments on the different days evaluated. The edema of the mammary gland was absent in all
treatments on the different days evaluated. In the assessment of uterine edema, it was observed that at day 0, all
heifers presented uterine edema regardless of the treatment. And on days 5, 10 and 25 uterine edemas were absent
in all heifers regardless of the treatment. On days 15 and 20, uterine edema occurred randomly between treatments.
In the evaluation of the ovaries the averages were similar between treatments, regarding the number and diameter
of follicles and corpora lutea corpus luteum on the different days evaluated. Serum estradiol concentration was
similar between treatments on the different days evaluated. The progesterone levels revealed that there was no
significant difference between treatments on days 0, 5, 10, 15 and 25, except for day 20 (P=0.03), where
concentration was higher in T4. Conception rates after intoxication was 83% for T1, 60% for T2, 67% for T3, 83%
for T4, and the overall rate between treatments was 74%. The use of an anti-mycotoxin additive at a dose of 5
kg/ton reduced the negative effect of diets contaminated with zearalenone by preventing the effects of mycotoxin
on conception rate of heifers submitted to FTAI protocol. The contamination of the diets with 5 mg/kg zearalenone
did not affect the clinical aspects and the cyclicity during days evaluated in the beef heifers, but reduced conception
rate.

Key-words: Beef Cattle. Mycotoxin. Detoxifying Agent.
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1 INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular que podem ser
produzidas por fungos filamentosos (BENNETT e KLICH, 2003) e apresentam toxicidade aos
animais e humanos (BERTHILLER et al., 2013). As enfermidades causadas pela exposi¢éo a
micotoxinas sdo denominadas micotoxicoses (LAZZARI, 1997).

Mais de 300 tipos de micotoxinas sdo conhecidas e, muitas destas possuem toxicidade
em baixas concentracbes significativas (BENNETT e KLICH, 2003). As micotoxinas
consideradas de maior risco para a seguranga alimentar sdo produzidas principalmente pelos
fungos dos géneros Aspergillus spp., Penicillium spp. e Fusarium spp. (SANTINI, et al., 2012).
Dentre estes, as Aflatoxinas e a Ocratoxina A sdo produzidas por Aspergillus spp., sendo a
Ocratoxina A também produzida por Penicillium spp., ja as Fumonisinas, a Zearalenona e 0s
Tricotecenos (Desoxinivalenol, Toxina - T2, Diacetoxicerpenol e Nivalenol) sdo produzidos
por Fusarium spp. (KUMAR et al., 2008; MILLER, 1995).

A presenca de fungos ndo implica obrigatoriamente na producdo de micotoxinas, mas
as micotoxinas podem estar presentes mesmo na auséncia dos fungos produtores (DINIZ,
2002). Logo, uma determinada micotoxina pode ser produzida por mais de um género de fungo,
assim como um mesmo género pode produzir diferentes tipos de micotoxinas (MAZIERO e
BERSOT, 2010). Sendo assim, multiplas micotoxinas podem ocorrer simultaneamente em
alimentos e ragdes e os efeitos resultantes dessa co-ocorréncia podem ser sinérgicos, aditivos
ou antagbnicos (D' MELLO et al., 1999) e sdo decorrentes do tempo de consumo, do nivel de
contaminacéo e da interacdo toxicologica (BERTHILLER et al., 2013). Além disso, 0 consumo
de alimentos contaminados por fungos e/ou micotoxinas pode ser recusado pelos animais
(CABRAL et al., 2013).

Os efeitos tdxicos das micotoxinas podem variar, dependendo da espécie afetada, sexo,
idade, condi¢bes nutricionais e fatores ambientais (MALLMANN e DILKIN, 2007). Seus
efeitos estdo intrinsicamente relacionados a frequéncia e a dose e podem ocorrer de forma aguda
ou subaguda. A intoxicag&o é considerada aguda quando h& ingestéo de altas doses por um curto
periodo de tempo e subaguda quando ha ingestdo de baixas doses por um longo periodo de
tempo (BENNETT e KLICH, 2003).

O crescimento dos fungos e a consequente producdo de micotoxinas é de ocorréncia
mundial e predominam em regides de climas tropicais e subtropicais, onde o desenvolvimento
fangico é favorecido pelas condigdes ambientais (MALLMANN e DILKIN, 2007). O Brasil é

um pais de clima temperado o que permite o crescimento de quase todos os fungos produtores
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de micotoxinas (MAZIERO e BERSOT, 2010), porém as diferencas geograficas implicam em
mudancas climaticas e, assim algumas regides apresentam niveis elevados de contaminagéo por
micotoxinas especificas. Estima-se que 25% de todos os alimentos produzidos no mundo estéo
contaminados por micotoxinas (BENNETT e KLICH, 2003). E sabe-se que no Brasil as
micotoxinas Sdo responsaveis por expressivos prejuizos econdmicos, mas praticamente ndo
existem estimativas de perdas.

A contaminacdo por micotoxinas representa um crescente problema, do ponto de vista
toxicoldgico e econémico (MARCZUK et al., 2012), no que concerne a producdo vegetal e
animal (BHAT et al. 2010; MAGAN e ALDRED, 2007). Muitas propriedades rurais brasileiras
tem como finalidade direta a producéo e a elaboracdo da dieta para os proprios animais, e deste
modo, a contaminacdo por micotoxinas torna-se mais propicia, tanto no campo como nos
alimentos conservados e concentrados (PAULUS e PARIS, 2016).

O setor agropecudrio consome grande parte da oferta dos principais graos de cereais
(milho, soja e o trigo) produzidos em nosso pais para a formulagdo de dietas animais. O
Sindicato Nacional da Inddstria de Alimentacdo Animal (SINDIRACOES) contabiliza
anualmente os dados de producdo e consumo de racdo animal e, no ano de 2016 atingiu 67,2
milhdes de toneladas (8,2 milhdes de toneladas para a pecuaria de corte e leite), jA em 2017
alcancou 68,6 milhdes de toneladas (8,5 milhGes de toneladas para a pecuaria de corte e leite)
(SINDIRACOES, 2018). No entanto, para garantir a inocuidade dos alimentos comercializados
e minimizar o risco de exposicdo as micotoxinas, 0s programas de monitoramento e
rastreamento implantados trabalham em comunicacdo aos Orgdos competentes para
regulamentar a legislacdo existente. Evitando assim, que o fluxo de alimentos contaminados
por micotoxinas imponha barreiras comerciais indesejaveis.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar se o aditivo anti-micotoxina a base de bentonita
modificada reduziria o efeito negativo de dietas contaminadas com zearalenona sob 0s aspectos
clinicos, a ciclicidade e a taxa de concepcdo de novilhas taurinas de corte submetidas a
protocolo de Inseminacédo Artificial em Tempo Fixo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ZEARALENONA

2.1.1 Caracteristicas da micotoxina

A micotoxina zearalenona (ZEA) foi chamada inicialmente de Toxina F-2 e essa
denominacdo foi modificada apos a determinacédo de sua estrutura quimica (C1gH220s5) como
uma lactona do &cido fendlico 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-B-resorciclico (URRY
etal., 1966). Essa designacéo resultou da combinacéo entre a forma sexuada do fungo Fusarium
graminearum a Gibberella zeae (ZEA) e das caracteristicas de sua estrutura quimica, (RAL) da
lactona do &cido resorciclico, (EN) da dupla ligagéo entre os carbonos C-1’ e C-2° ¢ (ONA) da
presenca da cetona C-6’ (URRY et al., 1966). A zearalenona (CAS 17924-92-4) é branca em
cor mas de estrutura cristalizavel, que quando exposta a luz ultravioleta a 366 nm exibe uma
fluorescéncia azul esverdeada. O peso molecular relativo é de 318,34 e o ponto de fusdo ocorre

em 165°C, sendo insoltvel em agua, mas soltvel em solugdes alcalinas e a solventes organicos.

2.1.2 Formagcéo e ocorréncia da micotoxina a campo

A producdo da ZEA esta relacionada principalmente as condi¢cdes ambientais que sdo
determinadas pela variacdo entre umidade, temperatura, oxigénio, atividade da agua e pH
(FINK-GREMMELS, 1999). A ocorréncia da ZEA é favorecida em temperaturas ambientais
na faixa de 15°C e umidade relativa superior a 25% (AGAG, 2004). Oscilaces térmicas
favorecem o crescimento flngico em temperaturas mais altas, enquanto que o metabolismo
secundario necessario para a producdo da toxina, € desencadeado em temperaturas mais baixas
(MALLMANN e DILKIN, 2007).

A zearalenona é produzida por diversas espécies de fungo do género Fusarium spp.
(KUIPER-GOODMAN et al., 1987) predominantemente por F. graminearum, F. culmorum, F.
crookwellense e além de F. moniliforme, F. equiseti e F. semitectum, F. cerealis, F.
sambucinum (GLENN, 2007). As espécies de fungo desse género sdo propensas a contaminar
substratos alimentares, pois sdo de natureza onipresente (MORGAVI e RILEY, 2007).

A zearalenona é uma contaminante natural de grdos de cereais em todo o mundo
(BOTTALICO, 1998; DIEKMAN e GREEN, 1992) sendo frequentemente encontrada nas

culturas de milho, trigo, soja, aveia, arroz, cevada, sorgo e centeio (KUIPER-GOODMAN et
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al., 1987). A formacdo da ZEA ocorre ainda na lavoura, mas também durante o transporte,
processamento e armazenamento (MILANI, 2013). A adocéo de boas préticas pode minimizar
a contaminacdo pela micotoxina nestas etapas, porém a utilizacdo de métodos incorretos de
preparo e oferta podem propiciar a sua ocorréncia (BRYDEN, 2012). A zearalenona contamina
ainda alimentos concentrados como ragdes (HUSSEIN e BRASEL, 2001) e conservados como
palha, feno e silagem (BINDER et al., 2007). E além disso, gramineas e forrageiras de pastoreio
no campo também podem estar contaminadas por ZEA (ERASMUSON et al., 1994,
HASUNUMA et al., 2011) afetando assim os ruminantes.

2.1.3 Limites maximos tolerados da micotoxina em alimentos

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apresentou a
resolucéo da diretoria colegiada (RDC) n. 7, de 18 de fevereiro de 2011, que disp0s sobre 0s
limites méximos tolerados (LMT) para micotoxinas, estabelecendo aplica¢cdes admissiveis para
ZEA e outras micotoxinas em alimentos prontos para a oferta ao consumidor e em matérias
primas, aplicando-se a empresas que importam, produzam, distribuam e/ou comercializam
alimentos, com prazos de aplicagéo imediata (artigo 13, anexo 1) e para os anos pares de 2012
(artigo 10, anexo 1), 2014 (artigo 11, anexo 111) e 2016 (artigo 12, anexo 1V) (ANVISA, 2011).

No entanto, em 2013 a ANVISA apresentou a RDC n. 59, de 26 de dezembro de 2013,
que prorrogou o0s prazos estabelecidos nos artigos 11 e 12 e respectivos anexos Il e IV da RDC
n. 7, de 18 de fevereiro de 2011, ficando os prazos prorrogados para adequacao até 1° de janeiro
de 2017 (ANVISA, 2013). J4 em 2017, a ANVISA apresentou a RDC n. 138, de 8 de fevereiro
de 2017, que alterou a RDC n. 7, de 18 de fevereiro de 2011, e novos LMT para ZEA passaram
a vigorar. Com esta RDC ficaram aceitos os LMT de 40 ug/kg em milho em gréo e trigo para
posterior processamento, 150 ug/kg em produtos e subprodutos a base de milho, 200 pg/kg em
trigo integral e farelo de trigo, 600 pug/kg em farelo de arroz e 100 png/kg em outros cereais e
seus subprodutos (ANVISA, 2017). Até o presente momento, o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) néo estabeleceu nenhuma legislacdo especifica para ZEA
em alimentos destinados ao consumo animal. Sendo que varios fatores podem influenciar no
estabelecimento de niveis regulamentados na alimentacdo animal, como a disponibilidade de
dados de ocorréncia e de intoxicagao.

A Comisséo de Recomendagéo da Unido Europeia, estabelece valores de orientagéo aos
paises que fazem parte do bloco, para alimentos (com teor de umidade de 12%) contaminados

por ZEA e destinados ao consumo animal, os valores aplicados sdo de 3000 pg/kg para o milho
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e seus subprodutos e 2000 pg/kg para os demais cereais e seus subprodutos. A mesma propde
ainda que a contaminacdo por ZEA na dieta dos bovinos ndo exceda a 500 pg/kg
independentemente da categoria animal (2006/576/EC). Na tentativa de garantir a seguranca
alimentar dos bovinos a contaminacdo por ZEA na dieta total nao deve exceder a 250 ug/kg
(AGAG, 2004; ERFANI et al., 2014; LAMIC, 2018).

As dietas dos animais de produgdo podem apresentar variabilidade na concentragéo
média de micotoxinas (BINDER et al., 2007) e devido ao impacto negativo causado por estas,
a qualificacdo e a quantificacdo nos ingredientes utilizados tornam-se de extrema importancia.
A contaminacdo por ZEA foi investigada por um periodo de 3 anos (2009 a 2011) nas
commodities mais utilizadas para a producdo de racdo nos paises dos continentes Americano,
Europeu e Asiatico. Das 5.402 amostras testadas, 45% (n=2.431) foram positivas e
apresentaram concentracdo média de ZEA de 233 pg/kg (RODRIGUES e NAEHRER, 2012).
Dados de ra¢Bes de consumo animal de 25 paises da Unido Europeia foram amostrados para
ZEA ao longo dos anos de 2001 até 2015 e enviados ao Painel da EFSA sobre Contaminantes
na Cadeia Alimentar (EFSA, 2017). Do total de 17.706 amostras obtidas, 84% (n=14.970)
foram positivas para ZEA com concentragdo média de 11 pg/kg e a concentragdo de alcance
variou de 0.03-200 pg/kg, sendo que os metabolitos da ZEA também foram detectados.
Analises realizadas pelo Instituto SAMITEC para races contaminadas por ZEA demonstraram
que no ano de 2016, das 1.453 amostras avaliadas, 47% (n=683) foram positivas com
concentracao média de 74 ng/kg. Em 2017, das 751 amostras avaliadas, 39% (n=293) foram
positivas e apresentaram concentracdo média de 76 pg/kg (INSTITUTO SAMITEC, 2018).

2.1.4 Biotransformacao da micotoxina

Nos ruminantes, a biotransformacdo da ZEA ocorre no ramen, intestino delgado
(duodeno) e figado (KALLELA e VASENIUS, 1982; KIESSLING et al., 1984;
MALEKINEJAD et al., 2006a; OLSEN, 1989; WINKLER et al., 2014), sendo que a partir
destes orgdos sdo formados os metabolitos a-Zearalenol (a-ZEL), B-Zearalenol (B-ZEL), a-
Zearalanol ou Zeranol (0-ZAL), B-Zearalanol ou Taleranol (B-ZAL) e Zearalanona (ZAE)
(EFSA, 2011). Estes metabdlitos, também sdo produzidos pelos mesmos fungos produtores da
ZEA, embora em quantidades reduzidas quando comparado a biotransformacéo da ZEA pelo
organismo (ZINEDINE et al., 2007). O metabolismo da ZEA pode ocorrer em duas fases. Na
fase 1, ocorre a reacdo de hidroxilacdo da ZEA que é catalisada pelas enzimas 3a ¢ 3f

hidroxiesterdides desidrogenases (HSDs). E na fase 2, a ZEA e seus metabolitos sdo conjugados
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com o acido sulfénico ou glucurdnico, sendo catalisados pela enzima uridina difosfato
glucuronil transferases (UDFGT) e essa conjugacao eleva a solubilidade da ZEA e de seus
metabolitos (OLSEN, 1989).

A principal forma de exposicdo a ZEA é atraves da ingestao oral (KUMAR et al., 2008).
ApoOs a ZEA ser ingerida, a mesma alcanca o rimen onde enfrenta grande desafio pela
microbiota ruminal (ROSSI et al., 2009) e neste ja ocorre a conversdo de ZEA em seus
metabdlitos (SEELING e DANICKE, 2005). Ao alcangarem o intestino delgado a ZEA e seus
metabolitos sdo absorvidos pela mucosa duodenal (FINK-GREMMELS, 2008a), sendo a
biodisponibilidade estimada em 80-85% em mamiferos (KUIPER-GOODMAN et al., 1987) e
na mucosa duodenal também ocorre a conversdao. Desta forma, ambos atingem a circulacdo
sanguinea (MARCZUK et al., 2012) e podem ser detectados no soro de mamiferos a cerca de
30 minutos (OLSEN, 1989), porém as concentra¢fes maximas de ZEA e de seus metabolitos
no soro bovino sao alcancados mais tarde, quando comparado a outras espécies (EFSA, 2017).
Estudos dose-resposta em bovinos apresentaram grande variacdo de tempo em funcéo da dose
empregada (KENNEDY et al., 1998; PRELUSKY et al., 1990). Logo apds, atingirem a
circulacdo sdo distribuidos aos 6rgaos, e no figado também ocorre conversao. Assim, a ZEA e
seus metabolitos passam pela reciclagem entero-hepética, apresentando meia-vida de
distribuicdo de 3,15 horas e meia vida de eliminacdo superior a 28,58 horas em ruminantes
(DONG et al., 2010). A excre¢do da ZEA e de seus metabdlitos pode ocorrer em um periodo
superior a 72 horas (KUIPER-GOODMAN et al., 1987), sendo que ambos podem ser
excretados na forma de compostos livres ou conjugados, influenciando na sensibilidade
individual e na susceptibilidade aos efeitos (D' MELLO et al., 1999).

Dentre os ruminantes, os bovinos sdo considerados mais resistentes aos efeitos adversos
da ZEA e de seus metabolitos quando comparados aos monogastricos (DIEKMAN e GREEN,
1992; FINK-GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007; FINK-GREMMELS, 2008ab;
MARCZUK et al., 2012; SEELING e DANICKE, 2005; SEELING et al., 2005; UPADHAYA
et al., 2010). Neste contexto, os bovinos de leite sdo mais suscetiveis a intoxicagdo do que 0s
bovinos de corte, sendo que as fémeas sdo mais sensiveis do que 0s machos. Logo, bezerras,
novilhas e vacas em periodo de transi¢do sdo mais vulneraveis por apresentarem desempenho
elevado (FINK-GREMMELS, 2008b; GAJECKI, 2002; KALLELA e ETTALA, 1984).

A microbiota (bactérias, protozoarios e fungos) ruminal atua como primeira linha de
defesa contra a ZEA (DIEKMAN e GREEN, 1992; KIESSLING et al., 1984; ROSSI et al.,
2009) e apresenta capacidade de degradar a micotoxina (FINK-GREMMELS, 2008b;
KALLELA e VASENIUS, 1982; SEELING e DANICKE, 2005; UPADHAYA et al., 2010).



16

Porém, esta capacidade € saturdvel e varia de acordo com a dieta, o regime alimentar e 0s
distirbios metabélicos apresentados (DANICKE et al., 2005; FINK-GREMMELS, 2008ab;
KHATOON et al., 2012; SEELING et al., 2005) sendo que o nivel de ingestdo alimentar

influencia na taxa de conversdo da micotoxina pelo tempo de retencdo e de contato.

2.1.5 Mecanismo de a¢do da micotoxina

A zearalenona € considerada a Unica micotoxina com acdo estrogénica nao esteroide
(MITTERBAUER et al., 2003) mas de baixa toxicidade aguda (KUIPER-GOODMAN et al.,
1987). Esta micotoxina é reconhecida como um composto fitoestrogénico (RETANA-
MARQUEZ et al., 2012), micoestrogénico (CORTINOVIS et al., 2013) e como disruptor
endécrino (DOLL e DANICKE, 2011; FINK-GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007;
FRIZZELL et al. 2011; SEELING e DANICKE, 2005). Os disruptores enddcrinos interferem
na fisiologia dos horménios enddégenos e afetam o sistema reprodutivo de fémeas e machos de
diferentes espécies (BERTHILLER et al., 2013).

Os bovinos sdo mais resistentes aos efeitos adversos da ZEA do que outros animais de
criagdo, pois eles convertem ZEA predominantemente em -ZEL (EFSA, 2017), que é também
o metabolito predominante nos fluidos bioldgicos (soro, bile, urina/fezes e leite) (DANICKE e
WINKLER, 2015; EFSA, 2017). Desta forma, a conversdo a a-ZEL ocorre em menor
guantidade, porém este é considerado o metabdlito mais estrogénico e com maior toxicidade
quando comparado ao B-ZEL (FINK-GREMMELS, 2008a; GAJECKI, 2002; MALEKINEJAD
et al., 2006b; UPADHAYA et al., 2010). Assim, a redugdo da ZEA em o-ZEL pode ser
considerada uma reacdo de ativacao, enquanto a redugao a B-ZEL pode ser considerada uma
reacdo de desativacéo, tornando B-ZEL o metabdlito com menor toxicidade (OLSEN, 1989). A
ordem da poténcia relativa da ZEA e de seus metabdlitos é distribuida da seguinte forma: a-
ZEL (92), a-ZAL (18), B-ZAL (3.5), ZAE (2.5), ZEA (1) e B-ZEL(0.44) (SHIER et al., 2001),
e resulta em alguns metabolitos de maior toxicidade que a propria micotoxina (D' MELLO et
al., 1999).

A estrutura da ZEA e de seus metabdlitos é flexivel e semelhante aos estrogenos naturais
(17-B-estradiol, estriol e estrona), e ligam-se de forma competitiva aos receptores estrogénicos
(REs) (DIEKMAN e GREEN, 1992; FRIZZELL et al.,, 2011; MARCZUK et al., 2012;
SANTOS et al., 2013; SHIER et al., 2001). Dois subtipos de REs s&o encontrados, 0s REs-a e
0s REs-B que diferem em afinidade e, sabe-se que a ZEA possui maior afinidade aos REs-a, do
que aos REs-p (EFSA, 2017; TAKEMURA et al., 2007). O metabolito de maior afinidade de
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ligagdo ao REs é o a-ZEL, embora este seja absorvido somente em pequenas concentracdes
(FINK GREMMELS, 2008a; GAJECKI, 2002; UPADHAYA et al., 2010), na sequéncia a
afinidade é seguida para ZEA ¢ B-ZEL (MALEKINEJAD et al. 2006b). A afinidade de ligagéo
apresentada pelo metabolito a-ZEL € 10-20 vezes superior a ZEA e cerca de 100 vezes ao
metabolito B-ZEL (KATZENELLENBOGEN et al., 1979).

A ligacdo da zearalenona e de seus metabolitos aos receptores estrogénicos citosolicos
ocorre por uma interacdo, que atravessa a membrana celular passivamente ao alcancar o
hipotdlamo, hipdfise, utero e/ou glandula mamaria (KUIPER-GOODMAN et al., 1987;
MINERVINI et al., 2001). Desta forma, um complexo receptor-micotoxina é formado e
transferido para o nucleo das células, ligando-se aos receptores nucleares que ativam a
expressao génica, responsavel pelo aumento de acido ribonucleico (ARN) especifico e
atividade polimerase, promovendo assim a sintese de novas proteinas (FINK-GREMMELS e
MALEKINEJAD, 2007; KUIPER-GOODMAN et al., 1987).

O maior potencial estrogénico da ZEA e de seus metabdlitos é devido ao mecanismo
de acdo e ao tempo de permanéncia no nucleo das células, quando comparado aos estrégenos
naturais (GAUMY et al., 2001). Consequentemente, a secrecdo das células endometriais, a
sintese das proteinas locais e o volume dos 6rgdos reprodutivos serdo aumentados (MELO,
2016).

Além da interagdo com os REs, a zearalenona e seus metabolitos também sdo um
substrato competitivo para as enzimas 3a-HSDs e 3B-HSDs envolvidas na sintese e
metabolismo dos hormonios esterdides (estradiol, progesterona, testosterona e cortisol) (FINK-
GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007; FRIZZELL et al., 2011; KUIPER-GOODMAN et al.,
1987). As hidroxiesterdides desidrogenases estdo presentes no hipotdlamo, hipéfise, ovario,
testiculos, prostata, intestino, figado e rins (OLSEN, 1989). E nos bovinos a expressao de 3p-
HSDs é prevalente (MALEKINEJAD et al., 2006a).

A principal atividade biologica da ZEA e de seus metabdlitos é a estrogenicidade
(EFSA, 2017) e desta forma, causa alteragcbes funcionais e morfologicas nos Orgaos
reprodutivos (DIEKMAN e GREEN, 1992; FINK-GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007;
KLEINOVA et al., 2002; KUIPER-GOODMAN et al., 1987; MINERVINI e DELL'AQUILA,
2008; SHIER et al., 2001). Adicionalmente, interferem na sintese e metabolismo dos horménios
esterdides (estradiol, progesterona, testosterona e cortisol) (FRIZZELL et al., 2011), podendo
reduzir os niveis séricos do hormoénio liberador de gonadotrofinas, horménio foliculo
estimulante e horménio luteinizante (RADOSTITS et al., 1994).



18

2.1.6 Sinais clinicos e consequéncias da exposi¢ao in vivo a micotoxina

Os sinais clinicos provocados pela ZEA e seus metabolitos variam de acordo com a
categoria e o estado reprodutivo, afetando principalmente as fémeas bovinas jovens. A maioria
dos surtos identificados desta micotoxicose sdo pela forma subaguda e sinais inespecificos
ocorrem, havendo comprometimento do sistema imune com susceptibilidade a doengas
secundarias causadas pelo desequilibrio hormonal (MORGAVI e RILEY, 2007).

A zearalenona e seus metabolitos tem sido objetivo de muitas pesquisas, e com énfase
a literatura relata a interferéncia negativa sobre o sistema reprodutivo (DIEKMAN e GREEN,
1992; FINK-GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007; KLEINOVA et al., 2002; MINERVINI
e DELL'AQUILA, 2008) induzindo a sinais hiperestrogénicos em fémeas bovinas (AGAG,
2004; D'MELLO etal., 1999; DIEKMAN e GREEN, 1992; KUIPER-GOODMAN et al., 1987;
MINERVINI e DELL'AQUILA, 2008; WEAVER et al., 1986b). A eficiéncia reprodutiva pode
ser comprometida pela reducdo da fertilidade (AGAG, 2004; D' MELLO et al., 1999;
DIEKMAN e GREEN, 1992; FINK-GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007; MINERVINI e
DELL'AQUILA, 2008; WEAVER et al., 1986b) e consequentemente pode haver retorno ao
estro com intervalos irregulares, bem como a formacéo de cistos ovarianos (DE SAEGER et
al., 2003; KUIPER-GOODMAN et al., 1987). Além disso, as fémeas bovinas podem ser
acometidas por vaginite e secrecdo vaginal, edema vulvar, uterino e de glandula maméria e
prolapso uterino, vaginal e de reto (AGAG, 2004; DE SAEGER et al., 2003; DIEKMAN e
GREEN, 1992). E ainda a maturacdo dos odcitos, a ovulacdo, a implantacdo e a gestacdo
poderdo ser comprometidas com consequente morte embriondria e aborto (FINK-GREMMELS
e MALEKINEJAD, 2007; KALLELA e ETTALA, 1984; ZINEDINE et al., 2007), bem como
reducdo na producao leiteira (AGAG, 2004; D' MELLO et al., 1999; DIEKMAN e GREEN,
1992; MINERVINI e DELL'AQUILA, 2008; WEAVER et al., 1986b; ZINEDINE et al., 2007).

O diagnostico desta micotoxicose € baseado no desempenho reprodutivo do rebanho
juntamente com os sinais clinicos, achados epidemiologicos de contaminacdo e exames de
campo e laboratoriais. O tratamento é paliativo e a recuperagdo das fungdes reprodutivas e a
regressao dos sinais clinicos geralmente ocorrerdo entre 1-4 semanas apds a suspensao completa
da ZEA na alimentagdo (FRASER, 1996). E essencial qualificar e quantificar o tipo de
micotoxina, monitorar a exposi¢do e indicar estratégias para a reducdo da contaminagéao
(BINDER et al., 2007; BRYDEN, 2012) como o uso de aditivo anti-micotoxina (AAM) nas

dietas.
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Tabela 1 — Categoria animal, dose de zearalenona e os efeitos da ingestdo de dietas
contaminadas em fémeas bovinas.

Cgtegorla Dose de ZEA Efeitos Referéncias
animal (mg/kg)
Vacgs + (f;:ro) Infer_tilidac?e e zjlumento no nimero de MIROCHA et al., 1968
Novilhas =150 inseminac@es (de 1,2 para 4)
vacas 3’(%:(;255 Infertilidade, _falso cio, edemzil de vulva e ROINE et al., 1971
1221 vaginal com secregéo
vailhas sem (drzggz)de 1 Edema de glandula maméria com atividade BLOOMQUIST et al., 1982
virgens =20 secretora em 2 animais (8 e 12 meses)
Novilhas 2_50 mg/dia_ Redu_géo da taxa de concepcéo (de 87_% nas
virgens 3 ciclos estrais novilhas controle para 62% nas novilhas WEAVER et al., 19862
n=36 tratadas)
500 mg/dia A concentracdo de progesterona ndo foi
Vacas 2 ciclos estrais afetada e néo houve alteracGes WEAVER et al., 1986b
n=18 comportamentais e no trato genital
Disfuncéo reprodutiva, ninfomania,
* >10 repeti¢do de cio, hipertrofia uterina, FRASER, 1996
secrecBes vaginais, aborto e perda de peso
Infertilidade, reducéo da taxa de concepcdo,
Novilhas <10 repeticdo de cio e edema da glandula OSWEILER, 1998
mamaria
Infertilidade, reducéo da taxa de concepcdo,
Vacas >10 repeticéo de cio, vaginite e secregdes OSWEILER, 1998
vaginais
* 1,5-3 Efeitos hiperestrogénicos D' MELLO etal., 1999
. Vaginite, edema de glandula mamaria e
Novilhas 1,5-5 atraso na puberdade BRIDGES et al., 2010
Vacas x ~
ciclicas >10 Reducdo da taxa de concepgéo BRIDGES et al., 2010
Vacas 20 Morte embrionéria e aborto BRIDGES et al., 2010
prenhes

Nota: *Categoria animal ndo especificada.

2.1.7 Aditivos anti-micotoxina

A fim de reduzir a biodisponibilidade da ZEA, estratégias de descontaminacdo por

métodos biologicos (degradacéo), quimicos (detoxificacdo) e fisicos (remocdo) tem sido
amplamente recomendados (DOLL e DANICKE, 2011; RAMOS et al., 1996; ZINEDINE et
al., 2007), assim como o uso de AAM nas dietas de animais de produgéo (DEVREESE et al.,
2013). Os aditivos anti-micotoxina devem ser capazes de adsorver, biotransformar ou
neutralizar as micotoxinas no trato gastrointestinal, sendo que estes devem ser inertes
nutricionalmente. Estes aditivos possuem capacidade de ligacdo as micotoxinas fazendo com
que ocorra um complexo de interacdo, que atua de forma profilatica reduzindo a exposicao e a

distribuicdo ao organismo, sendo logo eliminado. A eficiéncia dessa ligacdo depende das
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propriedades quimicas e fisicas dos ligantes (AVANTAGGIATO et al., 2005; HUWIG et al.,
2001; KOLOSOVA e STROKA, 2012) e da relacéo de especificidade entre eles que € atribuida
ao pH, polaridade, solubilidade, forma, tamanho, distribuicdo e dissocia¢do das cargas.

A ocorréncia de micotoxicoses em animais de producéo pode ser prevenida com 0 uso
de AAM nas dietas, mas nem todos sdo eficazes em atenuar os efeitos deletérios provocados
pelas micotoxinas. Os aditivos anti-micotoxina inorganicos mais conhecidos sao o carvéo
ativado, os aluminosilicatos contendo argilas (bentonita, zeolita, sepeolita e esmectitas) e 0s
aluminosilicatos hidratados de cations (HSCAS). Estes aluminosilicatos funcionam por troca
de cargas e podem ser encontrados nas formas naturais ou modificadas e, ainda podem ser
incorporados com compostos organicos tornando-os organoaluminosilicatos. A superficie
hidrofilica destes é menos efetiva em adsorver micotoxinas de baixa polaridade, como a
zearalenona (AVANTAGGIATO et al.,, 2005), porém a sua modificacdo aumenta a
hidrofobicidade. Essa modificacdo consiste na incorporacdo de cétions a superficie dos
aluminosilicatos, o que permite maior afinidade as moléculas organicas hidrofilicas, como a
maioria das micotoxinas (LEMKE et al., 1998) induzindo assim maior adsorcao. Ja os aditivos
anti-micotoxina organicos sdo a base de polissacarideos naturais que incluem bactérias,
leveduras e fungos, e funcionam por reaces enzimaticas.

Para que os aditivos anti-micotoxina sejam liberados para a comercializacgdo, criteriosos
ensaios experimentais individualizados para cada micotoxina séo realizados in vitro, e apos
aprovacao in vivo, garantindo a seguridade, a capacidade e a inocuidade. Os ensaios in vivo
permitem avaliar a influéncia da digestibilidade sobre os AAM, comprovando assim a
sensibilidade e a eficacia (AVANTAGGIATO et al., 2005).

2.2 CICLO ESTRAL BOVINO

A fémea bovina é considerada poliéstrica ndo estacional e seu ciclo estral tem duracéo
média de 21 dias (18 a 24 dias) e compreende o intervalo regular entre dois estros consecutivos
(SADLEIR, 1976). Entretanto, somente na puberdade a fémea manifestara o primeiro estro
(MORAN et al., 1989), e a maturidade sexual correspondera ao estagio de plena atividade
reprodutiva (BYERLEY et al., 1987).

O ciclo estral faz parte do processo reprodutivo da fémea bovina e consiste em uma serie
de modificagdes ciclicas e dinamicas na fisiologia, na morfologia e também no perfil hormonal,
sendo controlado por uma complexa interacdo neuroendocrina, coordenada pelo eixo
hipotaldamico-hipofisario-gonadal (HANSEL e CONVEY, 1983). O ciclo estral pode ser
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dividido em: fase folicular — estrogénica (proestro e estro) e fase luteinica — progesterdnica
(metaestro e diestro) (HANSEL e CONVEY, 1983).

No proestro (3 dias) ocorre a regressdo do corpo luteo e o crescimento final do foliculo
ovulatorio, caracterizando-se pela reducdo da concentracdo da progesterona e pela elevagéo
progressiva da concentragdo de estradiol produzido pelo foliculo em desenvolvimento. Neste
periodo, 0 comportamento da fémea é de atracdo, poréem ndo aceita a monta do macho e de
outras fémeas.

No estro ou cio (6-18 + 12 horas) ha elevada predominancia da concentracéo de estradiol
pela presenca do foliculo dominante, que por sua vez estimula a liberagdo em pulsos e o pico
pré-ovulatério de horménio luteinizante. O comportamento neste periodo € de receptividade
sexual e a fémea aceita a monta de outros animais. Algumas caracteristicas do estro sao:
nervosismo, inquietacdo, fonacdo, elevacdo da temperatura corporal, aumento do toénus
endometrial, edema vulvar, eliminagdo vaginal de secre¢do mucosa e cristalina com micgao
frequente, e perda de apetite com reducdo na produgao leiteira.

No metaestro (2-3 dias) ocorre a ovulacdo espontanea apds 24 a 30-32 horas do pico
pré-ovulatorio de hormonio luteinizante ou entre 10 a 12 horas apods o estro, ¢ inicia-se o
processo de luteinizagdo com a formagdo do corpo luteo. No diestro (15 dias) o corpo luteo
presente secreta elevada concentragdo de progesterona, e havendo fecundagdo ap6s a ovulagdo
sera responsavel pela manutengdo da gestacdo. Quando ndo ha concepg¢do ou 0 concepto nao
sinaliza a sua existéncia até 15 ou 25 dias ap06s a ovulagdo o corpo lGteo é lisado e regride, este
processo é denominado lutedlise e assim a concentracdo plasmatica de progesterona decresce,
e apos a liberacdo da prostaglandina pelo endométrio uterino inicia-se um novo ciclo.

O anestro ¢é considerado a auséncia de ciclicidade ou manifestagdo estral e pode ser
fisiolégico quando ocorre logo apo6s o parto ou nutricional pelo escore de condicdo corporal
apresentado pelo animal (MORROW, 1986).

2.2.1 Oogenése e foliculogenése

A oogenése € o processo de formacgdo, crescimento e maturacdo do odcito e a
foliculogenése é o processo de formacdo, crescimento e maturacdo do foliculo, sendo os dois
processos interdependentes. O desenvolvimento dos o6citos ocorre no interior dos foliculos
ovarianos, formando um grande estoque que origina-se ainda na vida fetal (FAIR, 2003) e que

desenvolve-se ao longo de toda a vida reprodutiva da fémea bovina (FORTUNE et al., 1998).
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Os foliculos podem ser classificados em pré-antrais e antrais (MARTINS et al., 2008).
Os foliculos pré-antrais sao representados pelos foliculos primordiais, primarios e secundarios,
e os foliculos antrais englobam os foliculos terciarios ou pré-ovulatérios. Os foliculos antrais
podem ser divididos em dois estagios de desenvolvimento, um de crescimento lento e outro de
répido (PFEIFER e FERREIRA, 2015).

O estéagio de crescimento lento (30-35 dias) compreende o crescimento folicular e a
formacéo do antro, estes foliculos possuem didmetro inicial de 0,3 mm, sendo que neste estagio
sdo parcialmente dependentes das gonadotrofinas hipofisarias (AERTS e BOLS, 2010). Ja o
estagio de crescimento rapido (5-10 dias) compreende o desenvolvimento da onda de
crescimento folicular, onde os foliculos apresentam diametro a partir 2-3 mm, sendo que neste
estagio sdo completamente dependentes das gonadotrofinas (ADAMS et al., 1992).

A dindmica folicular consiste em um processo continuo (LUCY et al., 1992) e envolve
0 desenvolvimento sincronizado das ondas de crescimento folicular (SPICER e
ECHTERNKAMP, 1986). Cada onda de crescimento folicular possui uma fase de emergéncia
ou recrutamento, selecdo ou desvio, dominancia, seguida da regressao e atresia dos foliculos
subordinados, ou a ovulacédo do foliculo dominante, culminando com a formacéo de um corpo
luteo (FORTUNE, 1994; GINTHER et al., 1997).

As fémeas bovinas ao longo do ciclo estral apresentam em torno de 2 a 3 ondas de
crescimento folicular (IRELAND e ROCHE, 1983; RAJAKOSKI, 1960; SIROIS e FORTUNE,
1988). Estas ondas podem ser detectadas nos animais nos dias 0 e 9-10 em ciclos de duas ondas
(GINTHER et al., 1989) e nos dias 0, 8 e 15 em ciclos de trés ondas (MAPLETOFT et al.,
2002). Com maior frequéncia ocorrem ciclos com duas ondas em vacas e com trés ondas em
novilhas (KNOPF et al., 1989), mas somente a Ultima onda do ciclo estral resultara em ovulagdo
(SAVIO et al., 1988).
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3 CAPITULO 1

Aditivo anti-micotoxina reduz o efeito negativo de dietas contaminadas com zearalenona
na taxa de concepgao de novilhas taurinas de corte submetidas a Inseminacéo Artificial

em Tempo Fixo

Anti-mycotoxin additive reduces the negative effect of zearalenone-contaminated diet on

the conception rate of beef taurine heifers submitted to timed artificial insemination

Artigo a ser submetido a periodico

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar se o aditivo anti-micotoxina a base de bentonita
modificada reduziria o efeito negativo de dietas contaminadas com zearalenona sob os aspectos clinicos,
a ciclicidade e a taxa de concepgéo de novilhas taurinas de corte submetidas a protocolo de Inseminagédo
Acrtificial em Tempo Fixo (IATF). Vinte e quatro novilhas taurinas de corte (n=24) com idade média de
2 anos de idade e 271 = 11,14 Kg de peso corporal foram avaliadas através de exame clinico geral e
ginecoldgico completo. As fémeas que apresentaram-se higidas e ciclicas foram selecionadas e
distribuidas aleatoriamente para compor quatro grupos experimentais com 6 animais cada: T1 — dieta
basal (controle), T2 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA, T3 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 2,5
kg/tonelada de AAM e T4 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 5,0 kg/tonelada de AAM. O experimento
teve duracdo total de 37 dias, sendo 11 dias de periodo de adaptacéo, 21 dias de periodo experimental e
5 dias de periodo de regressdao. No periodo de adaptagdo, todas as novilhas receberam protocolo
hormonal para sincronizagdo de estro e da ovulagdo, ja no periodo experimental e de regressdo foram
realizadas as avaliacOes de peso corporal, coleta de sangue para dosagem hormonal de estradiol e
progesterona, volume vulvar, edema da glandula mamaéria e ultrassonografia do trato reprodutivo
avaliando a frequéncia de edema uterino e nimero e diametro de foliculos e de corpos lGteos nos dias 0,
5,10, 15, 20 e 25. E na estacdo reprodutiva (D67) as novilhas foram submetidas a um protocolo de IATF
para analisar as taxas de concepcdo apos a intoxicacdo. As médias de peso corporal foram similares
entre os tratamentos nos diferentes dias avaliados. Ndo houve edema vulvar significativo entre os
tratamentos nos diferentes dias avaliados. O edema da glandula maméria foi ausente em todos os
tratamentos nos diferentes dias avaliados. Na avaliagdo do edema uterino constatou-se que, no dia 0,
todas as novilhas apresentaram edema uterino independente do tratamento. J& nos dias 5, 10 e 25 0

edema uterino foi ausente em todas as novilhas independente do tratamento. Nos dias 15 e 20, o edema
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uterino ocorreu de forma aleatéria entre os tratamentos. Na avaliacdo ovariana as médias foram similares
entre os tratamentos, quanto ao nimero e didmetro de foliculos e de corpos luteos nos diferentes dias
avaliados. A concentragdo sérica de estradiol foi similar entre os tratamentos nos diferentes dias
avaliados. A dosagem de progesterona revelou que ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos nos dias avaliados (0, 5, 10, 15 e 25), com exce¢éo do dia 20 (P=0.03) em que a concentra¢ao
foi superior no T4. Em relagdo as taxas de concepg¢do ap0s a intoxicacao foram obtidos 83% para o T1,
60% para 0 T2, 67% para o T3, 83% para 0 T4 e a taxa de concepcdo geral entre os tratamentos foi de
74%. O uso de aditivo anti-micotoxina na dose de 5 kg/tonelada reduziu o efeito negativo de dietas
contaminadas com zearalenona prevenindo que os efeitos da micotoxina afetassem a taxa de concepcao
de novilhas taurinas de corte submetidas a protocolo de IATF. A contaminacédo das dietas com 5 mg/kg
de zearalenona ndo afetou os aspectos clinicos e a ciclicidade durante os dias avaliados nas novilhas,

porém reduziu a taxa de concepcao.

Palavras-chave: bentonita modificada, micotoxina, alimentacdo, bovino de corte.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate whether the modified bentonite-based anti-
mycotoxin additive would reduce the negative effect of zearalenone-contaminated diets on the clinical,
cyclical and conception rate of beef heifers submitted Timed Artificial Insemination (TAI). Twenty-
four heifers (n=24) with average age of 2 years and 271 + 11.14 kg of body weight were evaluated
through a general and complete gynecological examination. Healthy and cyclic females were selected
and randomly assigned to compose four experimental groups with 6 animals each: T1 - basal diet
(control), T2 - basal diet + 5 mg/kg ZEA, T3 - basal diet + 5 mg/kg ZEA + 2.5 kg/ton AAM and T4 -
basal diet + 5 mg/kg ZEA + 5.0 kg/ton AAM. The research had a total duration of 37 days, being 11
days of adaptation period, 21 days of experimental period and 5 days of regression period. In the
adaptation period, all heifers received a hormonal protocol for estrus synchronization and ovulation.
During the experimental and regression period were evaluated body weight, vulvar volume, mammary
gland edema, blood collection for estradiol and progesterone hormone dosage, and ultrasonography of
the reproductive tract for frequency of uterine edema and number and diameter of follicles and corpus
luteum on days 0, 5, 10, 15, 20 and 25. At the reproductive season (D67) the heifers were submitted to
a FTAI protocol to analyze conception rate after intoxication. Body weight averages were similar
between treatments on the different days evaluated. There was no significant vulvar edema between
treatments on the different days evaluated. The edema of the mammary gland was absent in all
treatments on the different days evaluated. In the assessment of uterine edema, it was observed that at
day 0, all heifers presented uterine edema regardless of the treatment. And on days 5, 10 and 25 uterine
edemas were absent in all heifers regardless of the treatment. On days 15 and 20, uterine edema occurred

randomly between treatments. In the evaluation of the ovaries the averages were similar between



25

treatments, regarding the number and diameter of follicles and corpora lutea corpus luteum on the
different days evaluated. Serum estradiol concentration was similar between treatments on the different
days evaluated. The progesterone levels revealed that there was no significant difference between
treatments on days 0, 5, 10, 15 and 25, except for day 20 (P=0.03), where concentration was higher in
T4. Conception rates after intoxication was 83% for T1, 60% for T2, 67% for T3, 83% for T4, and the
overall rate between treatments was 74%. The use of an anti-mycotoxin additive at a dose of 5 kg/ton
reduced the negative effect of diets contaminated with zearalenone by preventing the effects of
mycotoxin on conception rate of heifers submitted to TAI protocol. The contamination of the diets with
5 mg/kg zearalenone did not affect the clinical aspects and the cyclicity during days evaluated in the

beef heifers, but reduced conception rate.

Key-words: modified bentonite, mycotoxin, feed, beef cattle.

INTRODUCAO

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina produzida por diversas espécies de fungos do
género Fusarium spp. (BENNETT e KLICH, 2003) e esta amplamente presente nas dietas de
animais de producdo como os bovinos (PLACINTA et al., 1999; PRICE et al., 1993). Uma
grande variabilidade na concentracdo média da micotoxina é apresentada nas dietas (BINDER
et al., 2007) e devido ao impacto negativo causado, a qualificacdo e a quantificacdo nos
ingredientes utilizados tornam-se de extrema importancia.

A principal forma de exposicdo a ZEA é através da ingestdo oral (KUMAR et al., 2008)
sendo que a biotransformacdo desta ocorre no rimen, no intestino delgado (duodeno) e no
figado (KALLELA e VASENIUS, 1982; OLSEN, 1989; WINKLER et al., 2014). E a partir
destes 6rgdos cinco metabolitos sdo formados (EFSA, 2011). Estes metabdlitos também sdo
produzidos pelos mesmos fungos produtores da ZEA, embora em quantidades reduzidas
quando comparada a biotransformacéo pelo organismo (ZINEDINE et al., 2007). No entanto,
a biotransformacédo da ZEA resulta em alguns metabolitos de maior toxicidade que a propria

micotoxina (D' MELLO et al., 1999). E o nivel de ingestdo alimentar pode influenciar
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diretamente na taxa de conversdo da ZEA e de seus metabdlitos pelo tempo de retencdo e de
contato.

A zearalenona é uma lactona do acido fendlico resorciclico com acao estrogénica nao
esterdide, de atividade metabolica muita alta, porém com baixa toxicidade aguda (KUIPER-
GOODMAN et al., 1987). E tem sido reconhecida como um composto disruptor endocrino
(FINK-GREMMELS e MALEKINEJAD, 2007; FRIZZELL et al., 2011) que interfere na
fisiologia dos hormonios enddgenos e afeta o sistema reprodutivo de animais e humanos
(BERTHILLER et al., 2013).

Os bovinos séo considerados mais resistentes aos efeitos adversos da ZEA e de seus
metabolitos (DIEKMAN e GREEN, 1992; FINK-GREMMELS, 2008ab; MARCZUK et al.,
2012), pois a microbiota ruminal apresenta capacidade de degradar e até mesmo inativar a
micotoxina (KALLELA e VASENIUS, 1982; UPADHAYA et al., 2010). Porém, esta
capacidade é saturavel e varia de acordo com a dieta, o regime alimentar e os distdrbios
metabolicos apresentados (FINK-GREMMELS, 2008ab; KHATOON et al., 2012). As fémeas
bovinas sdo mais sensiveis do que os machos, e sinais hiperestrogénicos sdo induzidos (AGAG,
2004; MINERVINI e DELL'AQUILA, 2008; WEAVER et al., 1986ab) variando de acordo
com a categoria e o estado reprodutivo.

Uma vez que as dietas podem estar contaminadas com ZEA, a possibilidade de diminuir
a exposicao é mediante a adog¢do de estratégias de descontaminacao como a inclusdo de agentes
detoxificantes nas dietas. O uso de aditivo anti-micotoxina (AAM) como medida corretiva tem
sido amplamente utilizado (DEVREESE et al., 2013; DOLL e DANICKE, 2011; RAMOS et
al., 1996) pois estes devem ser capazes de adsorver as micotoxinas, reduzindo a absorgdo e a
distribuicéo pelo organismo, logo sendo eliminados.

Os aditivos anti-micotoxina a base de bentonita modificada s&o constituidos

principalmente por argilominerais como a montmorilonita (EISENHOUR e BROWN, 2009).
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A bentonita é considerada um aluminosilicato, que possui capacidade de expansdo quando em
presenca de liquidos, e de forma geral sdo particulas muito finas, com elevada carga e area
superficial e também alta capacidade de troca catidnica. A superficie hidrofilica de alguns
AAM, é menos efetiva em adsorver micotoxinas de baixa polaridade como a zearalenona
(AVANTAGGIATO et al., 2005). Porém, a modificacdo destes consiste na incorporacdo de
cations na superficie e permite maior afinidade as moléculas organicas hidrofilicas (LEMKE et
al., 1998).

Com aintensificacdo da pecuéaria nos diferentes sistemas de criag¢éo, o aporte nutricional
foi incorporado com dietas mais elaboradas e variadas em componentes, visando explorar ao
méaximo o potencial zootécnico, elevar o desempenho produtivo, e os indices reprodutivos
principalmente em novilhas. No entanto, a qualidade das dietas fornecidas e a suscetibilidade a
contaminacdo por ZEA favorece a intoxicacdo pela exposicdo diaria. Assim, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar se o aditivo anti-micotoxina a base de bentonita modificada reduziria o
efeito negativo de dietas contaminadas com zearalenona sob 0s aspectos clinicos, a ciclicidade
e a taxa de concepcdo de novilhas taurinas de corte submetidas a protocolo de Inseminacao

Artificial em Tempo Fixo.

MATERIAL E METODOS
Local e periodo de execucéo

O experimento foi conduzido em uma fazenda localizada no municipio de Quarai
(30023'15" Sul e 56°27'05" Oeste), no estado do Rio Grande do Sul, Brasil, de agosto a setembro
do ano de 2017.
Animais e delineamento

Vinte e quatro novilhas taurinas de corte (n=24) com idade média de 2 anos de idade e
271 + 11,14 Kg de peso corporal foram avaliadas através de exame clinico geral e ginecolégico

completo. A partir das avaliagdes, fémeas que apresentaram-se higidas e ciclicas foram
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selecionadas por critérios de homogeneidade (peso corporal e volume vulvar) e distribuidas de
forma randomizada por tratamento para compor quatro grupos experimentais com 6 animais
cada: T1 —dieta basal (controle), T2 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA, T3 — dieta basal + 5 mg/kg
de ZEA + 2,5 kg/tonelada de AAM e T4 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 5,0 kg/tonelada de
AAM.

O experimento teve duracdo total de 37 dias, sendo 11 dias de periodo de adaptacéo (-
D11 ao DO0), 21 dias de periodo experimental (DO ao D20) e 5 dias de periodo de regressdo
(D21 ao D25). No periodo de adaptacdo, todas as novilhas foram condicionadas ao manejo do
experimento recebendo a mesma dieta basal para padronizacdo e protocolo hormonal para
sincronizacao de estro e da ovulacdo. No periodo experimental as novilhas receberam a dieta
basal incorporada com os tratamentos especificos. E no periodo de regressdo as novilhas
receberam a mesma dieta basal de padronizacao.

O protocolo de sincronizagdo de estro e da ovulacdo iniciou no -D11 com a aplicacao
de 2mg de benzoato de estradiol IM (Gonadiol®, Zoetis) associada a insercdo de um pessario
intravaginal de progesterona de segundo uso (DIB®, Zoetis). No -D2 foi administrado 0,6mg
de cipionato de estradiol IM (ECP®, Zoetis), 12,5mg de dinoprost trometamina IM (Lutalyse®,
Zoetis) e 200UI de gonadotrofina corionica equina IM (Novormon®, Zoetis) além da remoc&o
do pessério intravaginal. Adicionalmente, todas as novilhas foram marcadas com bastéo de cera
na base da cauda para identificacdo de estro. No DO foi observado a presenca de estro atraves
da remocao da tinta na base da cauda e neste dia também iniciou-se o periodo experimental. A
inseminacdo artificial ndo foi realizada neste momento, pois o objetivo do protocolo foi
sincronizar as fémeas, para que estas estivessem na mesma fase do ciclo estral.

Manejo e alimentacéo
As novilhas foram submetidas a condigdes similares de manejo e alimentacdo durante

todo o experimento, sendo alocadas em campo com area total de 24 ha, mantidas em pastejo
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continuo de graminea nativa em rebanho Unico, com livre acesso a agua potavel. A
suplementacdo da dieta foi realizada em curral apropriado para 0 manejo de bovinos com 4
apartes, o que possibilitou a separacdo das fémeas por tratamento, bem como a oferta de 1,8
kg/animal/dia (oferta estimada a 0,7% do peso corporal médio do lote, para ajuste de perda) em
comedouros individuais.

Preparo da dieta e dos tratamentos

A elaboracéo da dieta, a producdo e a quantificacdo da ZEA assim como a incorporagao
e o preparo dos tratamentos foi efetuado pelo Instituto SAMITEC (Santa Maria/RS, Brasil). O
aditivo anti-micotoxina introduzido nos tratamentos foi a base de bentonita modificada.

A composicdo da dieta basal foi a mesma para os periodos de adaptacdo, experimental
e de regressdo. A dieta isonutritiva foi formulada de acordo com as exigéncias nutricionais da
categoria animal seguindo as recomendacdes do NRC (2016), e composta de 52% de farelo de
milho, 25% de farelo de soja, 20% de farelo de trigo e 3% de nucleo premix vitaminico-mineral
e sal. Uma amostra homogeneizada foi colhida ap6s o preparo e enviada a um laboratério
comercial para verificar a composicdo do concentrado com energia metabolizavel
(346,33kcal/100g), fibra bruta (3,59%), gorduras totais (2,809/100g), matéria seca
(89,429/100q), proteina total (14,719/100g) e residuo mineral fixo — cinzas (5,61g/100g).

A zearalenona foi produzida em camaras de fermentacao e os esporos do fungo foram
produzidos em &gar batata, cultivados a 25°C por cinco dias. Apos o periodo, os esporos foram
lavados com agua estéril e solubilizados. Uma aliquota de 1 ml dessa solucdo foi aplicada ao
material de cultura. A incubagdo compreendeu um periodo de duas semanas com temperatura
de 28°C seguido de outro periodo de duas semanas com temperatura de 15°C. O material foi
seco, triturado, quantificado e estocado a -4°C até a mistura nos tratamentos. Logo apds, a
quantificacdo da ZEA nos tratamentos foi efetuada para verificar se os niveis de ZEA

encontravam-se dentro do valor esperado por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
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a espectrometria de massas (HPLC-MS/MS), com limite de quantificacdo de 12 pg kg e
coeficiente de recuperacdo de 89%. As matérias primas utilizadas e os tratamentos também
foram avaliados quanto a presenca de outras micotoxinas e foram considerados livres.
AvaliacOes

As avaliacOes de peso corporal, coleta de sangue, volume vulvar, edema da glandula
mamaria e ultrassonografia do trato reprodutivo foram realizadas nos dias 0, 5, 10, 15, 20 e 25.
O manejo das fémeas foi conduzido em curral com tronco de contencao proprio para a especie
bovina. O peso corporal foi avaliado por balanca eletrénica acoplada ao tronco de contencao.

O volume vulvar foi mensurado com o auxilio de paquimetro, registrando-se as
distancias vertical, horizontal e de profundidade da vulva, sendo que o volume vulvar foi obtido
pela multiplicacdo destas medidas. O edema da glandula maméria foi avaliado por uma escala
visual adaptada de HEMKEN et al. (1969), a qual classifica em escore 0 = sem edema, escore
1 = edema leve, escore 2 = edema moderado, escore 3 = edema acentuado e escore 4 = edema
Severo.

A coleta de sangue foi realizada por puncéo da veia jugular com sistema acoplado de
agulha e tubo a vacuo contendo ativador de coagulo e gel separador. Os tubos permaneceram
em repouso por pelo menos 30 minutos e apo6s foram centrifugados a 700 x G por 15 minutos
para separacdo do soro. O soro foi armazenado em microtubos de 2 ml, identificados e
conservados a -20°C até o envio para analise. As provas soroldgicas para dosagem hormonal
de estradiol e progesterona foram analisadas em laboratério especializado através de
quimioluminescéncia.

A ultrassonografia por via transretal com transdutor linear de 5-7,5 MHz avaliou em
diferentes planos o trato reprodutivo das novilhas. No Utero, a frequéncia (presenca ou auséncia)

de edema uterino foi avaliada. Os ovarios foram monitorados quanto ao numero e diametro de
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foliculos e de corpos lateos, observando o recrutamento e o desenvolvimento das estruturas,
formacgdes de cistos e ovulaces.
Estacéo reprodutiva

Ap0s 42 dias do periodo experimental as novilhas foram submetidas a um protocolo de
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) para analisar as taxas de concepcdo apos a
intoxicacdo. Todas as novilhas receberam protocolo de sincronizacao de estro e da ovulagéo no
D67 que consistiu na aplicagdo de 2mg de benzoato de estradiol IM (Gonadiol®, Zoetis)
associada a inser¢do de um pessario intravaginal de progesterona 1g (DIB®, Zoetis). No D74
foi administrado 12,5mg de dinoprost trometamina IM (Lutalyse®, Zoetis). No D76 foi aplicado
0,6mg de cipionato de estradiol IM (ECP®, Zoetis), 12,5mg de dinoprost trometamina IM
(Lutalyse®, Zoetis) e 300UI de gonadotrofina coridnica equina IM (Novormon®, Zoetis) além
da remocdo do pessario intravaginal. Adicionalmente, todas novilhas foram marcadas com
bastdo de cera na base da cauda para identificacdo do estro. No D78 foi observado a presenca
de estro através da remocdo da tinta na base da cauda. E a Inseminagdo Artificial (I1A) foi
efetuada com sémen de um Unico touro com fertilidade comprovada de acordo com o descrito
pelo Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA), sendo que 30 dias apés a IA (D108)
foi realizado o diagndstico de gestacdo por ultrassonografia.
Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do software SAS® (versdo 9.4, SAS Inst. Inc.,
Cary, NC). As médias por tratamento de peso corporal, volume vulvar, dosagem hormonal
(estradiol e progesterona) e ovarios (nimero e diametro de foliculos e de corpos luteos) foram
analisadas através da analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo foi efetuada atraves do
Teste de Tukey. Estes dados estéo representados pela média + desvio padréo e os valores foram

considerados significativos quando o valor de P<0.05. No utero, a frequéncia (presenca ou
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auséncia) de edema uterino foi avaliada e analisada pelo teste de distribui¢do Qui-Quadrado. O

edema da glandula mamaria foi ausente, portanto nenhuma analise foi conduzida.

RESULTADOS

As médias de peso corporal foram similares (P>0.05) entre os tratamentos (T1, T2, T3
e T4) nos diferentes dias avaliados (0, 5, 10, 15, 20 e 25) (Tabela 1). Ndo houve edema
significativo no volume vulvar (P>0.05) entre os tratamentos nos diferentes dias avaliados
(Tabela 1). Além disso, o edema da glandula mamaria foi ausente (escore 0 = sem edema) em
todos os tratamentos nos diferentes dias avaliados.

No utero a frequéncia (presenca ou auséncia) de edema uterino (Tabela 2) foi avaliada.
No dia 0, todas as novilhas apresentaram edema uterino independente do tratamento (T1, T2,
T3 e T4). Janos dias 5, 10 e 25 o edema uterino foi ausente em todas as novilhas independente
do tratamento. Nos dias 15 e 20, o edema uterino ocorreu de forma aleatoria entre os tratamentos
(T1, T2, T3 e T4). Na avaliacdo ovariana as médias foram similares (P>0.05) entre 0s
tratamentos (T1, T2, T3 e T4), quanto ao nimero e diametro de foliculos e de corpos lGteos nos
diferentes dias avaliados (0, 5, 10, 15, 20 e 25) (Tabela 3).

A concentracdo sérica de estradiol foi similar (P>0.05) entre os tratamentos (T1, T2, T3
e T4) nos diferentes dias avaliados (0, 5, 10, 15, 20 e 25) (Tabela 4). Na progesterona também
ndo houve diferenca significativa (P>0.05) entre os tratamentos nos dias avaliados (0, 5, 10, 15
e 25), com excec¢do do dia 20 (P=0.03) em que a concentracdo de progesterona foi superior no
T4 (Tabela 4).

Em relacdo as taxas de concepgéo obtidas por IATF ap6s a intoxicagdo foram obtidos
83% (n=5/6) para o T1, 60% (n=3/5) para o T2, 67% (n=4/6) para o T3, 83% (n=5/6) parao T4
e a taxa de concepcdo geral entre os tratamentos foi de 74% (n=17/23) (Figura 1). Ao comparar
a taxa de concepgdo entre os tratamentos observamos que as taxas no T2 e T3 foram

semelhantes, mas inferiores ao T1 e T4 que foram similares.
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DISCUSSAO

No periodo de adaptacdo todas as novilhas foram condicionadas ao manejo do
experimento recebendo a mesma dieta basal e protocolo hormonal para sincronizagédo do ciclo
estral. No dia O iniciou-se o periodo experimental, e todas as novilhas independentemente do
tratamento apresentaram volume vulvar e edema uterino aumentado, com elevada concentragao
sérica de estradiol. Sendo esta ocorréncia atribuida ao protocolo utilizado no periodo de
adaptacdo, onde foi administrado 0,6mg de cipionato de estradiol IM (ECP®, Zoetis) no -D2
para a sincronizacgdo de estro e ovulacao.

A principal atividade bioldgica da ZEA e de seus metabdlitos € a estrogenicidade
(EFSA, 2017), ambos sdo flexiveis e semelhantes aos estrégenos naturais, e ligam-se de forma
competitiva aos receptores estrogénicos (DIEKMAN e GREEN, 1992; FRIZZELL et al., 2011)
e desta forma, causam alteracdes funcionais e morfoldgicas nos érgéos reprodutivos (KUIPER-
GOODMAN et al.,, 1987; MINERVINI e DELL'AQUILA, 2008). O maior potencial
estrogénico da ZEA e de seus metabdlitos é devido ao mecanismo de acdo e ao tempo de
permanéncia no ndcleo, quando comparado aos estrogenos naturais (GAUMY et al., 2001).
Consequentemente, a secrecdo das células endometriais, a sintese das proteinas locais e o
volume dos 6rgdos reprodutivos serdo aumentados (MELO, 2016).

As médias de peso corporal foram similares entre os tratamentos nos dias avaliados. O
que estd de acordo com a literatura que relata que dietas contaminadas com ZEA em
concentragfes proximas aos valores de orientacdo ndo exercem efeitos negativos nos
parametros de desempenho como o peso corporal (WINKLER et al., 2014). Ao decorrer das
avaliacdes observamos que todas as novilhas ganharam peso corporal, sendo que a dieta basal
formulada, foi a mesma para os periodos de adaptacdo, experimental e de regressao.

Neste experimento a concentragéo utilizada de ZEA no T2, T3 e T4 foi de 5 mg/kg. A

perda de peso em bovinos foi relacionada a ingestdo de ZEA em doses superiores a 10 mg/kg
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(FRASER, 1996). No trabalho de PRELUSKY et al. (1990), a ZEA foi incluida na alimentacao
de 3 vacas leiteiras. As mesmas fémeas foram utilizadas em trés experimentos sucessivos, e
previamente ao inicio e no intervalo um periodo de desintoxicacao de 21 dias foi realizado. No
primeiro experimento as fémeas receberam 50 mg/dia por 21 dias, no segundo experimento 165
mg/dia por 21 dias, ja no terceiro experimento o tratamento foi individual, tratamento A (544,5
mg/dia por 21 dias), tratamento B (1800 mg em dose unica) e tratamento C (6000 mg em dose
unica). Similaridade na ingestéo da dieta e no ganho de peso corporal foi verificado no primeiro
e no segundo experimento, no entanto no terceiro experimento houve reducao transitoria na
ingestdo da dieta e foram observados sinais de edema e inflamacdo vulvar.

Ao avaliar o volume vulvar observamos que o edema no T2 foi superior aos demais
tratamentos nos dias avaliados, porém nédo houve diferenca significativa. Vacas leiteiras (n=21)
que foram alimentadas com racdo produzida a partir de grdos mofados apresentaram efeitos de
infertilidade, falso estro, edema vulvar e edema vaginal com secrecdo, sendo que as
concentracdes de ZEA variaram de 3,19-9,55 mg/kg nas amostras de racdo (ROINE et al.,
1971). Deste modo, o efeito de edema vulvar relatado foi em concentragcdes préximas as
utilizadas neste experimento. Este é o primeiro trabalho que dimensiona o volume vulvar em
novilhas e, constatamos que o edema de vulva estendeu-se também ao perineo dificultando o
dimensionamento pela conformacdo apresentada.

O edema da glandula mamaéria foi avaliado por escala visual, e foi ausente em todas as
novilhas independente do tratamento e do dia avaliado. A observacdo visual requer a avaliagcéo
por diferentes angulos, e por muitas vezes o posicionamento do animal interfere nesta. No
entanto, doses de ZEA de 1,5-5 mg/kg (BRIDGES et al., 2010) e inferiores a 10 mg/kg
(OSWEILER, 1998) foram relatadas como causadoras de edema de glandula mamaria em

novilhas. Ja novilhas pre-puberes (n=2/20) desenvolveram edema de glandula mamaéria com
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atividade secretoria ao serem alimentadas com farelo de milho mofado, sem valor de
concentracdo para ZEA identificada (BLOOMQUIST et al., 1982).

A frequéncia de edema uterino foi avaliada quanto a presenca ou auséncia. Nos dias 5,
10 e 25 o edema uterino foi ausente em todas as novilhas independente do tratamento, e esta
auséncia pode ser atribuida a fase do ciclo estral em que as fémeas encontravam-se. Ja nos dias
15 e 20, o edema uterino ocorreu de forma aleatéria entre os tratamentos, sendo que no dia 15
ocorreu antecipacdo do edema uterino nos T2 e T3, e no dia 20 (proestro) o edema uterino
ocorreu para o T1 e T4. A presenca de edema uterino em fémeas bovinas pode acarretar em
hipertrofia quando as concentracdes de ZEA sao superiores a 10 mg/kg (FRASER, 1996) e
pode também induzir a fibrose e ao carcinoma endometrial em animais (ZINEDINE et al.,
2007). Isso ocorre devido a sensibilidade do utero e ao modo de acdo da micotoxina, que possuli
efeito sobre a sintese de proteinas locais, a secrecdo das células endometriais e no aumento do
volume do 6rgédo, sendo a zearalenona considerada uma micotoxina uterotrofica (MELO,
2016).

Na avaliacdo ultrassonografica dos ovarios esquerdo e direito ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, quanto ao nimero e diametro de foliculos e de corpos luteos
nos dias avaliados, demostrando que a dose de ZEA néo afetou estas varidveis durante o periodo
experimental que correspondeu a um ciclo estral. Porém, a oferta de baixas concentracfes de
zearalenona ndo pode ser descartada como um contribuinte prejudicial para a atividade
estrogénica futura, pois ha evidencias que efeitos aditivos sdo exercidos pela ZEA e por seus
metabolitos no organismo (MINERVINI et al., 2001). Sendo que, a ZEA é transportada pela
circulacdo sanguinea e atravessa a barreira folicular chegando aos foliculos, e cerca de 50% da
ZEA detectada no soro também pode ser detectada no fluido folicular (WINKLER et al., 2015).
O fluido folicular desempenha um papel fundamental para o desenvolvimento do odcito, e a

exposicdo a ZEA e a seus metabolitos pode afetar a sua competéncia, pois podem modular o
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desenvolvimento folicular induzindo a apoptose das células da granulosa e a atresia dos
foliculos antrais (FUSHIMI et al., 2015). O estudo de TAKAGI et al. (2008), avaliou a taxa de
deteccdo da ZEA e dos metabolitos a-Zearalenol e B-Zearalenol no fluido folicular de ovarios
de vacas coletados de abatedouros que foi de 18,8% nos foliculos normais com diametro 10-20
mm (n=6/32) e de 35% nos foliculos cisticos com diametro maior de 25 mm (n=7/20). Desta
forma, 13 das 52 amostras estavam contaminadas e produziram uma taxa de deteccédo geral de
25%, havendo similaridade entre o diametro dos foliculos e a concentracdo da ZEA e dos
metabdlitos a-Zearalenol e B-Zearalenol nos grupos.

A zearalenona e seus metabolitos sdo um substrato competitivo para as enzimas
hidroxiesterdides desidrogenases, presentes em diferentes 6rgdos e envolvidas na sintese e
metabolismo dos hormonios esterdides (FRIZZELL et al., 2011; KUIPER-GOODMAN et al.,
1987). A zearalenona e seus metabdlitos ao inibirem os hormonios esterdides provocam
modificagdes subsequentes na esteroidogénese ovariana (OLSEN, 1989). E compostos
disruptores endocrinos como a ZEA interferem na funcdo das células da granulosa,
comprometendo o crescimento normal dos foliculos, o desenvolvimento dos odcitos e a
sobrevivéncia do 6vulo (PETRO et al., 2012).

A concentracdo sérica de estradiol foi similar entre os tratamentos nos dias avaliados, e
ha grande discordancia na literatura sobre os niveis de concentracdo. Em vacas, as
concentracdes de estradiol sdo proximas de 1-15 pg/ml, e elevam-se para 5-15 pg/ml durante a
fase folicular e na fase luteal regridem para 2-5 pg/ml (MORROW, 1986), sendo que em vacas
e novilhas durante a fase luteal também s&o descritas concentragdes de 1-8 pg/ml (ENDO et al.,
2012; SPICER e ECHTERNKAMP, 1986). Durante o ciclo estral da fémea bovina as
concentracdes de estradiol podem alcancgar 25-30 pg/ml (PALMA, 2008), sendo que neste

experimento as concentracdes variaram proximas a esta descrita.
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A concentracao sérica de progesterona elevou-se no dia 5 apés a ovulacéo e a formacao
dos corpos ldateos, e manteve-se elevada pelos dias 10 e 15, mas ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. No dia 20, a concentracdo de progesterona foi reduzida pela
lutedlise nos tratamentos, e houve diferenca significativa no T4 onde a concentracdo de
progesterona foi superior (1,97 ng/ml). Ja no dia 25 as concentracdes séricas de progesterona
elevaram-se devido a nova ovulacdo e formacdo dos corpos IUteos, mas ndo houve também
diferenca significativa entre os tratamentos. No experimento de WEAVER et al. (1986b), vacas
de leite (n=18) intoxicadas com ZEA (500 mg/dia/animal) por 2 ciclos estrais consecutivos, ndo
apresentaram diferenca na concentracao sérica de progesterona e também nao houve alteracdes
comportamentais e no trato genital. Em vacas, as concentracdes de progesterona durante a fase
luteal é de 4-20 ng/ml (MORROW, 1986), mas em fémeas bovinas também sdo descritas
concentracdes de 6-7 ng/ml (PALMA, 2008), sendo que neste experimento as concentracdes
foram proximas a estas.

Apb6s o periodo experimental, jA na estacdo reprodutiva todas as novilhas deste
experimento foram submetidas a um protocolo de Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo
(IATF) para analisar as taxas de concepcao apds a intoxicagdo, sendo que o diagndstico de
gestacdo por ultrassonografia foi realizado 30 dias ap6s a IA. A taxa de concepcao geral neste
experimento ap0s a intoxicacdo foi de 74%, sendo superior a taxa de concepc¢do de 49,77%
(n=177/357) do experimento de PINTO et al. (2017) que fizeram uso do mesmo protocolo
hormonal e categoria animal em 2 distintas regides do estado do Rio Grande do Sul. No
experimento de WEAVER et al. (1986a), novilhas de leite intoxicadas com ZEA (250
mg/dia/animal) por 3 ciclos estrais, reduziram a taxa de concepc¢éo de 87% nas controle (n=18)
para 62% nas tratadas (n=18), produzindo uma reducdo de 25%. J& neste experimento ao

comparar a reducdo da taxa de concepcgédo do T1 para o T2, tivemos uma reducédo de 23%.
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Ao comparar a taxa de concep¢do apods a intoxicacdo neste experimento, observamos
que o T2 e T3 foram semelhantes, mas inferiores ao T1 e T4, sendo que estes dois foram
similares entre si. No T2 somente a ZEA estava inclusa na dieta basal, jA no T3 a ZEA estava
associada a menor dose de aditivo anti-micotoxina (2,5 kg/tonelada), e no T4 a maior dose de
aditivo anti-micotoxina (5,0 kg/tonelada), demostrando que a maior dose foi eficiente em
reduzir os efeitos negativos da ZEA ap0s o periodo experimental. Sendo que em novilhas a taxa
de concepcao é reduzida com doses inferiores a 10 mg/kg de ZEA (OSWEILER, 1998), jaem
vacas adultas e ciclicas doses maiores de 10 mg/kg de ZEA séo descritas como necessarias para

afetar a taxa de concepcao (BRIDGES et al., 2010; OSWEILER, 1998).

CONCLUSAO

O uso de aditivo anti-micotoxina na dose de 5 kg/tonelada reduziu o efeito negativo de
dietas contaminadas com zearalenona prevenindo que os efeitos da micotoxina afetassem a taxa
de concepcéo de novilhas taurinas de corte submetidas a protocolo de Inseminacdo Artificial
em Tempo Fixo. A contaminacdo das dietas com 5 mg/kg de zearalenona ndo afetou os aspectos
clinicos e a ciclicidade durante os dias avaliados nas novilhas, porém reduziu a taxa de

concepgéo.
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Tabela 1 — Valores (médiatdesvio padrdo) de peso corporal (kg) e volume vulvar (cm®) nos dias de

avaliacdo 0, 5, 10, 15, 20 e 25, de novilhas tratadas com T1 — dieta basal (controle), T2 — dieta basal +
5 mg/kg de ZEA, T3 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 2,5 kg/tonelada de AAM e T4 — dieta basal + 5
mg/kg de ZEA + 5,0 kg/tonelada de AAM.

A\E’;ﬁ:@%{) TI-DB  T2-DB+ZEA 130‘,2[;;) ZﬁﬂA 140‘,5%;) ZﬁﬂA Valor de P
Peso Corporal (kg)
265,50£10,96 274,66+10,83 270,16+12,99 273,66+10,11 0.50
278,00+8,92 286,00+6,48 284,83+14,62 286,83+7,73 0.41
10 283,50£11,16 291,16+5,07 290,16+12,40 291,66+8,95 0.45
15 288,50+£11,04 300,66+8,71 295,66+15,37 295,00+8,62 0.34
20 293,0046,95 306,16+11,51 300,16+12,59 301,00£9,20 0.20
25 299,83+9,45 308,40+5,27 305,16+14,13 305,16+7,80 0.55
Volume Vulvar (cm?)
136,92+3598 136,98+3333 133,03+2430 132,51+1246 0.98
122,03+3271 138,57+3886 122,59+2052 124,78+1210 0.71
10 111,60+3568 136,45+4163 109,55+1520 114,52+1197 0.37
15 102,83+3342 141,87+4440 105,33+1982 107,45+1325 0.11
20 111,37+£5085 143,39+4523 104,24+3244 118,74+1472 0.34
25 100,23+5097 119,58+1108 92,84+2583 107,15+1590 0.54




45

Tabela 2 — Valores (média) da frequéncia (presenca ou auséncia) de edema uterino (%) nos dias de

avaliacdo 0, 5, 10, 15, 20 e 25, de novilhas tratadas com T1 — dieta basal (controle), T2 — dieta basal +
5 mg/kg de ZEA, T3 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 2,5 kg/tonelada de AAM e T4 — dieta basal + 5
mg/kg de ZEA + 5,0 kg/tonelada de AAM.

avaliagio _edoma uterino (vg) 71D T2-DB+ZEA o0 lA  Losoaam
Edema Uterino (%)
0 + 100% (n=6) 100% (n=6) 100% (n=6) 100% (n=6)
- 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0)
5 + 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0)
- 100% (n=6) 100% (n=6) 100% (n=6) 100% (n=6)
10 + 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0)
- 100% (n=6) 100% (n=6) 100% (n=6) 100% (n=6)
15 + 0% (n=0) 33,33% (n=2) 50% (n=3) 0% (n=0)
- 100% (n=6)  66,67% (n=4) 50% (n=3) 100% (n=6)
20 + 50% (n=3)  33,33% (n=2) 33,33% (n=2) 83,33% (n=5)
- 50% (n=3)  66,67% (n=4) 66,67% (n=4) 16,67% (n=1)
25 + 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0) 0% (n=0)

100% (n=6)

100% (n=6)

100% (n=6)

100% (n=6)

*Frequéncia de edema uterino (%): presenca (+) ou auséncia (-)



Tabela 3 — Valores (médiatdesvio padréo) ovarianos quanto ao nimero e didmetro de foliculos (mm) e
de corpos luteos (mm) nos dias de avalia¢do 0, 5, 10, 15, 20 e 25, de novilhas tratadas com T1 — dieta
basal (controle), T2 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA, T3 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 25
kg/tonelada de AAM e T4 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 5,0 kg/tonelada de AAM.

Dia de T3-DB+ZEA T4-DB + ZEA
Avaliaco T1-DB T2-DB+ZEA “oceaam 0500 Aav  ValordeP
Ovarios

0 7,66x3,44 13,00+4,77 11,66+3,83 10,33%5,04 0,20

22,16+7,33 22,66+10,76 19,16+5,26 19,00+8,14 0,79

10 16,33+8,33 24,33+24,35 9,16+2,92 13,50+7,84 0,29

15 13,16+6,91 18,50+16,96 9,00+2,09 7,66+3,50 0,21

20 10,33+5,64 16,33+9,22 15,16+9,02 8,33+3,32 0,20

25 10,66+3,93 14,66+12,92 15,00+4,24 10,50+2,58 0,56
. opimewodeFolicloserm)

0 7,39+3,04 7,85+3,47 8,67+2,25 9,05+3,42 0,78

5 5,00£3,55 5,10£2,79 7,32+2,93 6,00+1,77 0,47

10 6,02+3,71 6,56+3,78 9,84+2,95 6,10+2,60 0,17

15 6,35+2,93 6,63+4,79 8,96+1,53 7,74+2,56 0,49

20 7,08+2,13 6,36+2,93 8,64+1,33 7,62+1,26 0,29

25 7,69+1,30 7,02+2,33 8,08+2,57 8,65+2,31 0,63
. oDimemodeCoposiitos(am)

0 16,20+0 . 14,65+0 . .

16,49+2,85 16,52+4,27 17,16+4,59 14,77+3,16 0,74

10 17,25+2,74 16,15+3,68 15,21+2,28 15,55+3,99 0,79

15 16,30+3,37 9,85+1,06 14,05+2,46 13,21+1,73 0,09

20 12,98+3,92 15,30+5,37 14,10+3,73 15,71+2,39 0,83

25 12,89+3,37 19,08+1,46 14,83+2,85 18,20+4,37 0,05
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Tabela 4 — Valores (médiatdesvio padrdo) de estradiol (pg/ml) e progesterona (ng/ml) nos dias de

avaliacdo 0, 5, 10, 15, 20 e 25, de novilhas tratadas com T1 — dieta basal (controle), T2 — dieta basal +
5 mg/kg de ZEA, T3 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 2,5 kg/tonelada de AAM e T4 — dieta basal + 5
mg/kg de ZEA + 5,0 kg/tonelada de AAM.

A\E’;ﬁ:ggo TI-DB  T2-DB+ZEA 130‘,2[;;) ZﬁﬂA 140‘,5%;) ZﬁﬂA Valor de P
Estradiol (pg/ml)

39,20+11,58 44,43+11,36 44,56+8,43 44,58+21,99 0.88

31,18+4,36 38,25+13,59 36,08+9,77 31,76x17,04 0.70

10 26,25+7,58 32,68+14,00 32,31+9,86 33,36+18,11 0.76
15 28,73+6,49 30,38+17,08 31,08+7,84 32,42+15,07 0.96
20 27,23+11,00 30,76+13,46 32,23+9,07 29,41+16,84 0.92
25 28,60+10,91 28,46+16,16 33,5049,10 31,21+17,08 0.90

Progesterona (ng/ml)

1,31+1,15 1,50£1,43 0,74+0,72 1,43£1,35 0.68

2,73+1,85 3,22+2,87 3,64+2,01 3,52+1,27 0.87

10 7,14+4.87 8,11+7,17 10,0345,31 7,38+2,47 0.77
15 5,58+4,27 5,2845,48 5,22+4.43 5,38+4,37 0.99
20 0,60+0,35° 0,79+0,65% 0,72+0,60% 1,91+1,25% 0.03
25 3,97+3,54 4,67+4,38 5,44+5,22 6,35+4,86 0.82

*Letras diferentes em uma mesma linha diferem entre si (P<0.05, teste de Tukey).
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Figura 1 — Taxas de concepc¢do apos intoxicacdo de novilhas tradadas com T1 — dieta basal (controle),
T2 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA, T3 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 2,5 kg/tonelada de AAM e
T4 — dieta basal + 5 mg/kg de ZEA + 5,0 kg/tonelada de AAM que foram submetidas a Inseminacédo

Artificial em Tempo Fixo (IATF).
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4 CONCLUSAO

A contaminacao das dietas com 5 mg/kg de zearalenona ndo afetou os aspectos clinicos
e a ciclicidade durante os dias avaliados nas novilhas, porém reduziu a taxa de concepc¢do. O
uso de aditivo anti-micotoxina na dose de 5 kg/tonelada reduziu o efeito negativo de dietas
contaminadas com zearalenona prevenindo que os efeitos da micotoxina afetassem a taxa de
concepcao de novilhas taurinas de corte submetidas a protocolo de Inseminacdo Artificial em

Tempo Fixo.
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