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RESUMO

EFEITO DAS MICOTOXINAS NO ESTRESSE OXIDATIVO, PARAMETROS
BIOQUI'MICOS SERICOS, MICROBIOTA CECAL E MORFOMETRIA
INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE
AUTOR: Diogo Liberalesso
ORIENTADOR: Prof. Dr. Helton Fernandes dos Santos

Essa pesquisa buscou avaliar os efeitos toxicos das principais micotoxinas de interesse na
avicultura brasileira, trazendo em um Unico estudo a mensuracao os efeitos toxicos causados
por aflatoxinas, fumonisinas, deoxinivalenol e toxina T-2 em frangos de corte, avaliando
marcadores de danos oxidativos, bioguimica sérica, analise da microbiota cecal e morfometria
jejunal. Foram utilizados 60 pintos, machos, mantidos de 1-28 dias de idade. Os animais foram
dispostos aleatoriamente em 5 grupos, sendo: T1 (dieta basal, controle negativo), T2 (dieta basal
+ 2,8 mg.kg™ de aflatoxinas), T3 (dieta basal + 120 mg.kg™ de fumonisinas), T4 (dieta basal +
50 mg.kg? de deoxinivalenol) e T5 (dieta basal + 3 mg.kg* de toxina T-2). Foram realizadas
as seguintes analises na bioquimica sérica: proteinas totais, aloumina, &cido Urico, colesterol,
triglicerideos, calcio, fésforo, alanino aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST). No plasma dos frangos utilizados no estudo foram mensurados as substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), proteina carbonilada (CARB) e a capacidade antioxidante
total (TAC). Um fragmento de jejuno foi coletado para avaliacdo da altura das vilosidades e
profundidade de criptas. Ja do contetdo cecal desses animais, foram feitos cultivos e contagem
Lactobacillus spp. e coliformes totais. A presenca de aflatoxinas na dieta das aves promoveu
decréscimo nos niveis séricos de proteinas totais, albumina e colesterol. Fumonisinas
promoveram aumento da atividade de AST. A adi¢édo de toxina T-2 na dieta dos frangos levou
ao aumento da atividade de ALT e decréscimo nos niveis de proteinas totais. Deoxinivalenol
ndo alterou os parametros bioquimicos no presente estudo e os niveis de acido Urico e
triglicerideos nao foram alterados com a presenca das micotoxinas testadas nas dietas. A altura
das vilosidades foi modificada com a presenca de aflatoxinas e fumonisinas na ragdo e
deoxinivalenol foi capaz de diminuir a profundidade de criptas e com isso alterar a relacao
vilosidade/cripta. J4, a contagem de coliformes totais no ceco das aves foi aumentada em todos
0s tratamentos contaminados com micotoxinas, entretanto a contagem de Lactobacillus spp.
ndo foi alterada no presente estudo. O nivel de TBARS e CARB no plasma dos animais néo
sofreu alteragcdo com a presenca de micotoxinas nas dietas, porém a TAC foi aumentada nos
tratamentos com aflatoxinas e deoxinivalenol. Os dados obtidos no presente estudo mostram os
efeitos micotoxinas sobre os parametros bioguimicos séricos, estresse oxidativo, bem como a
capacidade desses metabolitos toxicos de afetarem o intestino e interagir com a microbiota
desse 6rgao.

Palavras-chave: Micotoxinas. Estresse Oxidativo. Microbiota Cecal. Bioquimica Sérica.
Morfometria Intestinal.



ABSTRACT

EFFECT OF MYCOTOXINS ON OXIDATIVE STRESS, SERUN
BIOCHEMICAL PARAMETERS, CECAL MICROBIOTA AND GUT
MORPHOMETRY IN BROILERS CHICKENS
AUTHOR: Diogo Liberalesso
ADVISOR: Prof. Dr. Helton Fernandes dos Santos

This research aims to evaluate the toxic effects of the main mycotoxins of interest in the
Brazilian poultry industry, drawing in a single study to measure the toxic effects caused by
aflatoxins, fumonisins, deoxynivalenol and T-2 toxin in cutting strips, evaluating markers of
biochemical damage serums, analysis of the cecal microbiota and jejuna morphometri. Sixty
male chicks kept from 1-28 days of age were used. The animals were randomly divided into 5
groups: T1 (basal diet, negative control), T2 (basal diet + 2.8 mg.kg™ of aflatoxins), T3 (basal
diet + 120 mg.kg™* of fumonisins), T4 (basal diet + 50 mg.kg™ deoxynivalenol) and T5 (basal
diet + 3 mg.kg? toxin T-2). The following analyzes were performed in serum biochemistry:
total proteins, albumin, uric acid, cholesterol, triglycerides, calcium, phosphorus, alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST). In the plasma of the poultrys
used in the study, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), carbonyl protein (CARB)
and total antioxidant capacity (TAC) were measured. A jejunum fragment was collected to
assess the height of villi and crypt depth. From the cecal content of these animals, cultures and
counting Lactobacillus spp. and total coliforms. The presence of aflatoxins in the diet of
poultrys promoted a decrease in serum levels of total protein, albumin and cholesterol.
Fumonisins promoted an increase in AST activity. The addition of T-2 toxin in the poultry diet
led to an increase in ALT activity and a decrease in total protein levels. Deoxynivalenol did not
change the biochemical parameters in the present study and uric acid and triglyceride levels
were not altered with the presence of mycotoxins tested in the diets. The height of the villi was
modified with the presence of aflatoxins and fumonisins in the feed and deoxynivalenol was
able to decrease the depth of crypts and thus alter the villous/crypt ratio. The total coliform
count in the cecum of birds was increased in all treatments contaminated with mycotoxins,
however the count of Lactobacillus spp. was not changed in the present study. The level of
TBARS and CARB in the animals' plasma did not change with the presence of mycotoxins in
the diets, but the TAC was increased in treatments with aflatoxins and deoxynivalenol. The
results show the effects of mycotoxins on serum biochemical parameters, oxidative stress, as
well as the ability of these toxic metabolites to affect the intestine and interact with the
microbiota of this organ.

Keywords: Mycotoxins. Oxidative Stress. Cecal Microbiota, Serum Biochemical. Gut
Morphometry
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1. INTRODUCAO

A avicultura brasileira ocupa um espaco de destaque no mercado internacional.
Além disso existem perspectivas de aumento de consumo interno da carne de frango, uma
importante fonte de proteina barata para a populacéo. Por isso a realizacdo de novos
investimentos em tecnologia e pesquisa se tornam extremamente relevantes no cenario

nacional e internacional.

Micotoxinas sdo substancias toxicas produzidas por fungos filamentosos a partir
da ativacdo de seu metabolismo secundario. S&o compostos de baixo peso molecular,
baixa capacidade imunogénica. As principais espécies fungicas produtoras de
micotoxinas pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps,
Alternaria, entre outros. Esses fungos possuem ocorréncia mundial e predominam em
regides de clima tropical e subtropical, onde seu crescimento é favorecido por condi¢Bes
ambientais, como temperatura e umidade (MALLMANN e DILKIN, 2007).

Segundo dados da Organizacdo das NagOes Unidades para a Alimentacdo e
Agricultura (FAQO), cerca de 25% dos cereais produzidos no mundo apresentam
contaminacdo por micotoxinas. A presenca desses metabolitos tdxicos em gréos ocasiona

um prejuizo estimado em 1 bilhdo de toneladas por ano (FAO, 2015).

O trato gastrointestinal € a primeira barreira fisiolégica contra esses agentes
toxicos presentes nos alimentos, os quais podem afetar potencialmente as funcdes
intestinais (OSWALD, 2019). A mucosa intestinal atua como uma barreira seletiva, por
um lado permitindo a passagem de agua, eletrdlitos e nutrientes para a circulacdo
sisttmica e por outro inibindo a translocagdo de agentes e substancias nocivas ao
organismo do animal (WIJTTEN et al., 2011). O consumo de alimentos contaminados
por micotoxinas pode induzir a danos histologicos no tecido intestinal. Em suinos
alimentados com dietas contaminadas sdo observadas lesGes epiteliais, atrofia multifocal,
fusdo das vilosidades, vacuolizagdo citoplasmatica dos enterdcitos e edema da Iamina
prépria (BRACARENSE et al., 2012).
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A barreira gastrointestinal é dividida em componentes intrinsecos e extrinsecos, e
ambos podem ser negativamente afetados pelas micotoxinas. A barreira intrinseca é
composta pelas células epiteliais que revestem o trato digestivo e as jungdes de oclusdo
que as unem. As micotoxinas impactam negativamente no componente intrinseco da
barreira intestinal através dos danos a integridade do epitélio intestinal e reducdo da
renovacdo e reparo de celulas epiteliais (BOUHET; OSWALD, 2007; PINTON e
OSWALD, 2014). Outro importante efeito das micotoxinas é o aumento da
permeabilidade intestinal, ocasionando maior taxa de passagem de patdégenos do limen
intestinal para a circulacdo sisttmica (AKBARI, 2017). Esse fato pode elevar a
suscetibilidade dos animais a diversas doengas infecciosas como, por exemplo, enterite
necroética induzida por Clostridium perfringens e infecges por coccidiose em frangos de
corte (ANTONISSEN et al., 2014; GRENIER et al., 2016), e Salmonella typhimurium e
colibacilose em suinos (OSWALD et al., 2003; VANDENBROUCKE et al., 2011).

Este estudo apresenta os resultados da acdo das aflatoxinas, fumonisinas,
deoxinivalenol e toxina T-2 em frangos de corte. Para isso, foram avaliados os efeitos
desses agente tdxicos sobre os pardmetros bioquimicos sorolégicos, microbiota cecal,

histomorfometria jejunal, e marcadores de reagdes oxidativas no organismo dessas aves.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICOTOXINAS

2.1.1. Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFs) sdo micotoxinas de ocorréncia natural, produzidas por
Aspergillus flavus, A. nominus e A. parasiticus (RAWAL et al., 2010), sendo amplamente
encontradas em matérias-primas de ragdes utilizadas para a producdo de aves e suinos.
Aproximadamente 20 aflatoxinas ja foram descritas e quatro delas sdo mais comuns:
Aflatoxina B1 (AFB1), Aflatoxina B2 (AFB2), Aflatoxina G1 (AFG:) e Aflatoxina G2
(AFG2). Sendo que dentre essas, a AFB: é a mais toxica tendo propriedades
hepatotdxicas, carcinogéncias e mutagéncias (DENG et al.,2018), sendo considerada
carcinogeno classe | (IARC, 2012). Mallmann et al. (2017) encontraram uma positividade
de 47% de AFs em amostras de milho analisadas no periodo de 2008 a 2017. A
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contaminacdo média verificada foi de 9 pg.kg™* e uma média de 19 pg.kg™* considerando

somente as amostras contaminadas.

Em especial sdo encontradas no milho e podem levar a quadros clinicos agudos
ou cronicos de aflatoxicose nesses animais (BOCHIO et al., 2010). Estudos indicam que
as AFs interferem na imunidade inata, humoral e celular, provocando deplecéo linfoide,
falhas no desenvolvimento de 6rgéos linfoides como bursa de Fabricius e suprimindo a

producdo de anticorpos como imunoglobulinas (JIANG et al., 2015).

Ao atingir a circulacdo e chegar ao figado, as aflatoxinas passam por um processo
de biotransformacdo mediado por enzimas do citocromo P450 e essas reacdes sdo
divididas em duas fases. A primeira fase consiste em reacfes de oxidacdo, incluindo
epoxidacdo, reducdo e hidrolise, tendo como objetivo tornar a molécula de aflatoxina
mais hidrofilica. Nesse momento sdo formados alguns metabdlitos como aflatoxina M1 e
Q1 que apresentam leve toxicidade e o 8,9-epoxido de aflatoxina, esse ultimo altamente
toxico. J& na segunda fase os compostos produzidos na primeira fase sdo conjugados a
substancias endégenas como a glutationa e aminoacidos, com o objetivo de facilitar sua
excrecdo (DENG et al., 2018). Durante a epoxidacao ocorre a formacéo do composto 8,9-
epoxido de aflatoxina, que possui alta toxicidade e tem a capacidade de realizar ligacGes
covalentes com RNA, DNA e outras proteinas (ABRAR et al., 2013).

A toxicidade da aflatoxina B1 (AFB1) esté associada a ligacdo do 8,9-époxido de
aflatoxina bioativado a macromoléculas como acidos nucléicos e nucleoproteinas
(BENNET e KLICH, 2003). No processo de biotransformacdo, ocorre a formacdo de
espécies reativas de oxigénio, que reagem com o complexo lipidico das membranas
celulares (KOHEN e NISKA, 2002) e causam a peroxidacao lipidica, uma manifestagcdo
comum do dano oxidativo que desempenha um papel muito importante na toxicidade das
aflatoxinas (GALVANO, 2001).

2.1.2. Fumonisinas

As fumonisinas formam um grupo de micotoxinas produzidas por fungos do
género Fusarium e Alternaria, sendo que linhagem do F. moniliforme é
comprovadamente a maior produtora. Dentre as fumonisinas somente a FB1, FB> e FBs,

apresentam ocorréncia e importancia toxicoldgica relevante (MALLMANN e DILKIN,
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2007). Sendo que a FB: constitui cerca de 70% do total de fumonisinas encontradas em
cereais (DE LA TORRE-HERNANDEZ et al., 2014), enquanto a FB; e FB3 representam
respectivamente 20 e 10% das fumonisinas encontradas em amostras de campo
(HOWARD et al., 2002). Essas micotoxinas ocorrem em diversos cereais, sobretudo no
milho, em que apresentam concentragdes capazes de induzirem intoxicacdes em diversas
espécies (MALLMANN e DILKIN, 2007). A fumonisina By (FB1) foi classificada no
grupo 2B da IARC como um possivel cancerigeno em humanos, principalmente

relacionada ao cancer de eséfago (IARC, 2002).

Mallmann et al. (2017) encontraram uma positividade de 81% em amostras de
milho analisadas no periodo de 2008 a 2017. Os autores verificaram uma contaminacdo
média de 1.990 pg.kg? e uma média de 2.454 pg.kg* considerando apenas as amostras
contaminadas.

Quimicamente as fumonisinas séo caracterizadas por possuir uma cadeia longa
hidrocarbonada, semelhante aquela dos precursores esfingoides (esfinganina e
esfingosina), presentes em células eucariontes (HUSSEIN e BRASEL, 2001). Os
esfingolipideos podem ser encontrados em todas células eucarioticas, sendo abundantes
em membranas plasmaticas e nas membranas celulares relacionadas. Desempenham
fungdes estruturais nas células e também fazem parte da sinalizacdo e comunicacao
celular. O mecanismo de acgdo citotoxica da fumonisina ocorre por meio do blogueio da
sintese da enzima ceramida sintetase. Essa inibicdo enzimatica conduz a um acumulo de
bases esfingoides, principalmente a esfinganina, o que exerce efeitos citotoxicos (DE
CARVALHO, 2016).

Dessa forma, a alteracdo na relacdo esfinganina/esfingosina (SA/SO) é o
biomarcador mais sensivel a intoxicacdo por fumonisinas em varias espécies animais
(VOSS et al., 2007). O bloqueio da biossintese de esfingolipideos e o acumulo de
esfinganina também se relacionam com o estresse oxidativo, peroxidacao lipidica e
necrose tecidual (SHIBAMOTO e BJELDANES, 2014). Rauber et al. (2013), relataram
aumento da relagdo SA/SO em frangos de corte de 28 dias de idade, intoxicados com 100
mg.kg* de fumonisinas.

A severidade dos sinais clinicos esta associada a dose ingerida, tempo de
exposicao, espécie e condi¢Bes nutricionais (PIERRON, 2016). Suinos e equinos sdo mais
susceptiveis aos efeitos toxicos das fumonisinas que a maioria das aves domésticas. Em

frangos de corte pode ser observado diminui¢do do peso vivo, queda no consumo de
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racdo, aumento do peso relativo de figado e necrose hepatica (TESSARI, 2010). Outro
efeito relevante exercido por fumonisinas estd associado ao aumento de enzimas
hepaticas como aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT)
devido ao dano aos hepatdcitos e também alteracdo no nivel de proteinas totais em
animais intoxicados (RAUBER et al., 2013).

Fumonisinas podem ser consideradas como agentes imunotoxicos. A presenca
desses metabolitos pode estar associada ao decréscimo no peso de érgéos linfoides como
bursa de Fabricius, baco e timo (CHENG et al., 2006).

2.1.3. Deoxinivalenol

O deoxinivalnol (DON) é produzido por fungos do género Fusarium. E o
tricoteceno encontrado com maior prevaléncia em alimentos, destinados a animais em
todo mundo. A adocdo de boas praticas agricolas pode diminuir, mas ndo evitar a
contaminacdo de cereais por essa micotoxina, que representa um risco permanente para a
salde de animais e humanos (AWAD et al., 2019). A presenca de DON nas dietas de
frangos de corte e suinos pode afetar parametros zootécnicos, ocasionando a diminuicao
do ganho de peso, diminuicdo do consumo de racdo e afetando a sintese proteica
(PINTON e OSWALD, 2014).

A ingestdo de DON normalmente resulta em uma série de sinais clinicos como
vomito, diarreia, queda no consumo de racao e ganho de peso. O efeito da exposicdo de
DON em diferentes espécies animal estd relacionado com duracdo e dose ingerida. A
exposicdo de DON pode comprometer as células intestinais por duas razdes principais.
Em primeiro lugar o epitélio intestinal é exposto diretamente a altas doses dessa
micotoxina. Em segundo lugar, o epitélio intestinal é um tecido que apresenta rapida
renovacdo e divisdo celular, e essas células podem ser afetadas pela inibicdo da sintese
proteica, ocasionada por essa micotoxina, gerando assim, uma taxa de mitose diminuida
(GHAREERB et al., 2014). Esse fator pode resultar em falhas no mecanismo imunolégico
dos animais intoxicados, os deixando susceptiveis a infeccbes secundarias
(ANTONISSEM et al., 2014).

2.1.4. Toxina T-2
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A toxina T-2 pertence ao grupo dos tricotecenos do tipo A, sendo produzida por
fungos do género Fusarium, principalmente o F. sporotrichoides (CHAUDHARI et al.,
2009). Em frangos de corte, a presenca dessa toxina esta relacionada com decréscimo no
ganho de peso e com lesdes na cavidade oral dos animais intoxicados (WEBER et al.,
2010).

Com relacdo ao seu metabolismo, a toxina T-2 apresenta um carater lipofilico e pode
ser absorbida imediatamente ap0s sua ingestdo, ou mesmo pelas vias respiratoria e
cutanea. A meia vida dessa micotoxina no plasma sanguineo dos animais afetados
geralmente € curta, podendo ser eliminada em até 48 horas apds sua ingestéo, dependendo
da dose ingerida. Apos o contato, essa toxina ndo se acumula em doses significativas nos
6rgdos (MACKEI et al., 2020).

2.2. MICOTOXINAS E ESTRESSE OXIDATIVO

Durante a respiragdo celular aerdbica, diversas espécies reativas de oxigénio
(EROs) séo geradas, como o peroxido de hidrogénio e o radical superoxido
(RODRIGUES e GOMES, 2012). O organismo possui defesas naturais contra esses
compostos, e enzimas como catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) atuam
minimizando os efeitos toxicos das EROs, visto que, a SOD é capaz de dismutar o radical
superoxido em perdxido de hidrogénio e a catalase promove a transformacédo do peroxido
de hidrogénio em agua e oxigénio. A atuacdo dessas enzimas vai neutralizar as EROs e
minimizar os efeitos citotoxicos dessas moléculas (MARY et al., 2012). Porém, o estresse
oxidativo surge quando a producdo de EROs excede a capacidade das defesas
antioxidantes do organismo, e com isso leva a danos nas proteinas, lipidios e DNA
(HWANG e KIM, 2007).

A formacdo de EROs pode levar a danos nas macromoléculas celulares e como
consequéncia desse estresse oxidativo, ocorre morte celular por meio de mecanismos
apoptoticos e necréticos (WANG et al., 2016). O dano oxidativo aos lipidios presentes
nas células do organismo ird induzir o aumento da peroxidacao lipidica. A intensidade da
peroxidacdo pode ser medida através da mensuracdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS). O malonaldeido (MDA) faz parte do TBARS e é o0 aldeido mais

abundante na peroxidacéo lipidica (ZHOU et al., 2015). Por outro lado, o dano oxidativo
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a proteinas pode ser estimado realizando a mensuracdo de grupos carbonil, por meio de
métodos espectrofotométricos (LEVINE et al.,2000).

A presenca de micotoxinas na dieta podem promover o desbalanco entre sistema
antioxidante do organismo dos seres vivos e a producao de espécies reativas de oxigénio.
Essa acdo citotoxica das micotoxinas pode levar ao estresse oxidativo e com isso
predispor os animais a doengas infecciosas (THEUMER et al., 2010).

Estudos tem demonstrado que as aflatoxinas séo capazes de inibir a enzima
antioxidante GSH e aumentar a peroxidacéo lipidica no figado de frangos de corte (MA,
et al., 2015). A diminuicdo da expressdo de GSH pode reduzir a capacidade hepatica de
conjugar metabolitos reativos e aumentar o dano causado por essas substancias toxicas
(MA, et al. 2015). Taranu et al. (2019) comprovaram que adi¢io de 300 pg.kg™ de
aflatoxina a dieta de suinos foi capaz de aumentar os niveis plasmaticos de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), indicando aumento da peroxidaréo lipidica e
diminuindo a capacidade antioxidante total desses animais. Porém Sridhar et al. (2015)
ndo observaram diferenga significativa nos niveis de malonaldeido (MDA), que é um

produto da peroxidagao lipidica em aves tratadas com 1 mg.kg* de aflatoxina por 42 dias.

Kulanthaivel et al. (2012) comprovaram que as AFs sdo capazes comprometer
capacidade antioxidante do organismo de ratos, promovendo decréscimo da atividade
sérica das enzimas CAT, SOD e glutationa peroxidase (GPx), assim como queda nos
niveis séricos de glutationa nos animais intoxicados. Migliorini et al. (2017) avaliaram o
efeito de aflatoxinas na dieta de codornas, e concluiram que 200 pg.kg™* desse metabolito
toxico é o suficiente para elevar os niveis séricos de TBARS e diminuir a quantidade
sérica de proteinas totais e albumina no soro desses animais.

A citotoxicidade induzida por fumonisinas tem ganhado consideravel atencéo.
Estudos realizados in vitro sugerem um papel importante dessas micotoxinas na geragao
de estresse oxidativo e consequente apoptose em células expostas a FB1 (DOMIJAN et
al., 2015; BERNABUCCI et al., 2011).

Poerch et al. (2014) observaram que a adicdo de 100 mg.kg™ de FB; na dieta de
frangos de corte é capaz de aumentar significativamente os niveis de MDA nesses
animais, produto da peroxidagdo lipidica. Assim como, demonstraram acréscimo
significativo na atividade da enzima CAT no figado dos animais intoxicados.

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio entre a producdo de

radicais livres e a defesa antioxidante endogena do organismo, o que leva a peroxidacéo
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lipidica, oxidacdo de proteinas, danos ao DNA e consequente apoptose (ESTEVEZ,
2018). Micotoxinas como o0 DON podem promover o aumento da producgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), assim induzir peroxidagdo lipidica, alterar status
antioxidante e a integridade das membranas celulares. Isso ird aumentar a apoptose e
afetar a salde das aves de producdo (MISHRA e JHA, 2019).

Avaliando os efeitos oxidativos de DON, Awad et al. (2014) observaram que 10
mg.kg™ dessa toxina é capaz de aumentar significativamente o nivel de TBARS no jejuno
de frangos de corte. Porém nédo constataram incremento do nivel de TBARS no plasma e
duodeno desses mesmos animais, indicando que a mucosa jejunal € mais sensivel a
toxicidade induzida por DON. Da mesma forma de Souza et al. (2020) mostraram um
aumento nos niveis de TBARS e diminuicdo de GSH no jejuno de frangos intoxicados
com 19,3 mg.kg™* de DON. Esse aumento da peroxidacéo lipidica pode afetar algumas
organelas, como a mitocéndria levando a apoptose (SILVA et al., 2018.)

As proteinas sdo alvos constantes das EROs e que a carbonilagdo causa uma
importante modificacdo da estrutura e funcdo da proteina, podendo levar a protedlise
(MISHRA et al. 2014). Porém, Holanda e Kim (2020) ndo observaram diferenca
siginicativa nos nives de proteina carbonilada (CARB) no jejuno de leitbes intoxicados
com 2 mg.kg™ de DON.

Tricotecenos como a Toxina T-2 sdo compostos toxicos capazes de promover
aumento da producdo de EROs, e com isso aumentar a peroxidacao lipidica e prejudicar
o0 equilibrio antioxidante do organismo (WU et al., 2014). Essa micotoxina promoveu um
aumento da concentracdo hepéatica de MDA em frangos de corte suplementados com 1,5
mg.kg? com apenas 7 dias de ingestdo dessa toxina e também ocasionou um decréscimo
do nivel de glutationa nesses animais, 0 que reitera a acdo da toxina T-2 sobre o sistema
antioxidante do organismo (Leal et al., 1999). Da mesma forma, Yin et al. (2020) também
observaram aumento nos niveis de MDA e decréscimo na atividade de SOD, CAT e GSH-

Px no tecido hepético de frangos alimentados com 2 mg.kg™ de toxina T-2.

2.3. MICOTOXINAS E O INTESTINO

O trato gastrointestinal € a primeira barreira fisiolégica contra esses agentes
toxicos presentes nos alimentos, os quais podem afetar potencialmente as funcgdes

intestinais (OSWALD, 2019). A mucosa intestinal atua como uma barreira seletiva, por
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um lado permitindo a passagem de agua, eletrdlitos e nutrientes para a circulacdo
sisttmica e por outro inibindo a translocagdo de agentes e substancias nocivas ao
organismo do animal (WIJTTEN et al., 2011). O consumo de alimentos contaminados
por micotoxinas pode induzir a danos histoldgicos no tecido intestinal. Em suinos
alimentados com dietas contaminadas sao observadas lesGes epiteliais, atrofia multifocal,
fusdo das vilosidades, vacuolizacdo citoplasmatica dos enterdcitos e edema da Iamina
propria (BRACARENSE et al., 2012).

Outro importante efeito das micotoxinas € 0 aumento da permeabilidade intestinal,
ocasionando maior taxa de passagem de patdégenos do lumen intestinal para a circulacéo
sisttmica (AKBARI, 2017). Isso aumenta a suscetibilidade dos animais a diversas
doencas infecciosas como, por exemplo, enterite necrética induzida por Clostridium
perfringens e coccidiose em frangos de corte (ANTONISSEN et al., 2014b; GRENIER
et al., 2016), Salmonella typhimurium e colibacilose em suinos (OSWALD et al., 2003;
VANDENBROUCKE et al., 2011).

A microbiota do intestino de aves representa um conjunto de microrganismaos, nos
quais estdo incluidos bactérias, fungos e virus (HOLMES et al., 2011). Esses agentes
desempenham papel fundamental na satde intestinal, podendo auxiliar no metabolismo
de componentes da dieta (JANDHYALA et al., 2015), ou mesmo modulando a populagéo
de microrganismos patogénicos por meio da exclusdo competitiva, promovendo assim,
protecdo do hospedeiro contra infecces (DONALDSON et al., 2016).

O numero e a composi¢do da microflora intestinal varia consideravelmente entre
0s segmentos intestinais. O ceco é considerado como o segmento que abriga a maior
quantidade de microorganismos em todo trato gastrointestinal. O desequilibrio entre
bactérias benéficas e nocivas ao intestino é denominado de disbiose. Quando isso ocorre
pode haver reducdo ou até mesmo auséncia de algumas coldnias de bactérias, enquanto
outras se encontram abundantes, fato que pode promover inflamagéo da mucosa intestinal
(VICUNA et al. 2015).

Com relacdo a aflatoxina, a maioria dos estudos se concentra em investigar seus
efeitos hepatotoxicos e imunotdxicos. Poucos estudos foram realizados para avaliar o
efeito das AFs sobre a permeabilidade intestinal. YUNUS et al. (2010), investigaram o
efeito da aflatoxina por meio de uma avaliacéo in vitro, e concluiram que essa micotoxina

sO pode afetar o epitélio intestinal em exposi¢Ges agudas.
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Os estudos relacionando as aflatoxinas ao dano da integridade intestinal sdo muito
contraditorios. Galarza-Seeber et al. (2016) constataram que a AFB1 ndo é capaz de
promover aumento na permeabilidade intestinal, porém esse metabdlito toxico é capaz de
aumentar o numero de bactérias Gram-negativas no ceco de frangos de corte desafiados
com 2 mg.kg* de AFB:. Por outro lado, Chen et al. (2016) evidenciaram que 1,5 mg.kg"
! de AFB; é capaz de promover aumento da permeabilidade intestinal de frangos de corte,
porém ndo impactou a altura das vilosidades e profundidade de criptas.

Utilizando uma dose de 40 pg.kg™ Liu et al. (2017) verificaram que a AFB1 ndo
¢ capaz de alterar a microbiota ileal de frangos de corte, ndo mostrando alteracdo na
contagem de E.coli e Lactobacillus spp. no intestino desses animais. Poloni et al. (2020)
observaram que a adicdo de 100 ug.kg? de aflatoxinas na dieta de frangos de corte foi
capaz de causar danos no intestino. Nesse estudo a altura das vilosidades e a area absortiva
total foi significativamente menor, em compara¢do com o grupo controle, sem a adigédo

de aflatoxinas.

Diversos estudos tém demostrado o comprometimento da barreira intestinal induzido
por fumonisinas. Bouhet et al. (2004) avaliaram o efeito de FB1 sobre uma linhagem
celular epitelial intestinal de suinos (IPEC-1), onde constaram que essa micotoxina foi
capaz de reduzir a resisténcia elétrica transepitelial (TEER), promovendo um bloqueio da
proliferacdo de células intestinais. De modo geral, a presenca de fumonisinas no intestino
pode aumentar a apoptose celular e danificar a barreira, aumentando a permeabilidade
intestinal (LIEW e MOHD-REDZWAN, 2018).

Antonissen et al. (2014) concluiram que a presenca de 20 mg.kg™ de fumonisinas
na dieta de frangos de corte pode diminuir a altura das vilosidades e profundidade de
criptas intestinais. Tambem podem promover uma mudanca na microbiota intestinal,
induzindo a proliferacdo de Clostridium perfringens e predispondo as aves intoxicadas a
desenvolver quadros de enterite necrética. Seguindo a mesma linha de pesquisa,
OSWALD et al. (2003) comprovaram que a presenca de FB1 na dieta de suinos pode
promover aumento da translocacdo de E. coli patogénica do lumen intestinal para a
circulacdo sistémica. Esses resultados evidenciam o efeito negativo de fumonisinas sobre
a mucosa intestinal, reduzindo a renovagdo celular e consequentemente afetando a
absorcéo de nutrientes.

A FB1 pode induzir reduc¢éo no nimero de células intestinais devido a diminuicéo

da proliferacdo celular associado ao aumento apoptotico e diminui¢do da TEER. Dietas
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contaminadas com essa micotoxina podem levar a atrofia e fusdo das vilosidades e
provocar um decréscimo da expressdo da proteina de adesdo do intestino como E-
caderina. Bracarence et al. (2012) concluiram que FB1 na dose de 6 mg.kg™ pode reduzir
significativamente os niveis de ocludina no intestino de suinos intoxicados, e quando
associada ao deoxinivalenol é capaz e reduzir a E-caderina nesses animais. Esse fato eleva
a proliferacdo de bactérias oportunistas no intestino e aumenta a translocacdo para os
6rgédos (BASSO et al., 2013). De Angelis et al. (2005) testaram o efeito de fumonisinas
utilizando células caco-2 e concluiram que essa micotoxina pode diminuir a TEER com
apenas seis horas de exposicdo. Ainda sobre a mucosa intestinal, a presenca de
fumonisinas na dieta pode causar uma série de lesdes nas células como necrose apical do
vilo intestinal, vacuolizacdo citoplasmatica de enterdcitos e edema da lamina propria.
Sabe-se que a producdo de muco pelas células caliciformes desempenha um papel
fundamental para a protecdo da integridade das células intestinais. Estudos sugerem a
presenca de fumonisinas pode ocasionar alteracdo na contagem de células caliciformes
(BRACARENSE et al., 2012).

Outros parametros a serem avaliados em casos de intoxicacdo de aves por FB1 sdo
a mensuracao da altura das vilosidades e profundidade de criptas. Antonissen et al. (2015)
evidenciaram que a presenca de fumonisinas na dieta de frangos de corte foi capaz de
reduzir significativamente a altura das vilosidades e profundidade de criptas no ileo.
Porém no presente estudo a relacdo vilosidade/cripta ndo foi alterada. Ja Rauber et al.
(2013) puderam observar alteracdo na relacdo vilosidade/cripta em frangos intoxicados
com 200 mg.kg™ de fumonisinas.

Se tratando de DON, diversos estudos tém demonstrado o efeito toxico causado
por essa toxina no epitélio intestinal, evidenciando efeitos como aumento da
permeabilidade e translocacdo bacteriana, impacto na proliferacéo e diferenciacdo celular
e modulagdo na capacidade imunoldgica da mucosa intestinal (CHEAT, 2016; AWAD,
2019; PINTON; OSWALD, 2014; BROOM, 2015).

As células epiteliais intestinas sdo expostas a DON logo ap6s sua ingestdo. Wu et
al. (2018) constataram que a presenca de 10 mg.kg™ de DON na dieta de frangos de corte
com 21 dias de idade foi capaz de promover diminuicdo da altura de vilosidades e
aumento da profundidade de criptas no duodeno dos animais intoxicados. Nesse mesmo
estudo os autores investigaram a expressdo das proteinas de juncéo claudina-1 e ocludina
e concluiram que a ingestdo de 10 mg.kg™ de DON é capaz de diminuir significativamente

a expressdo dessas proteinas no jejuno de frangos intoxicados, o que pode aumentar a
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permeabilidade desse 6rgdo. Da mesma forma Yunus et al. (2012) concluiram que frangos
intoxicados com 12,2 mg.kgde DON apresentaram diminuicdo na altura de vilosidades
apos duas semanas de exposi¢do. Nesse mesmo estudo pardmetros como altura e largura
de vilosidades e profundidade de criptas no jejuno ndo foram afetados. Seguindo a mesma
linha de pesquisa, Osselaere et al. (2013) avaliaram o efeito de DON no intestino de
frangos de corte, e concluiram que 7,5 mg.kg! dessa micotoxina pode promover
alteracdes na altura das vilosidades e profundidade de criptas no duodeno e jejuno desses
animais.

Uma possivel explicacdo para esses achados histoldgicos é que DON pode
provocar um efeito irritante na mucosa ou suprimir a sintese proteica por meio do
bloqueio da enzima Peptidil-transferase (AWAD et al. 2008), e com isso diminuir a
mitose das células intestinais. As células maduras vao migrando para o topo da vilosidade
e se diferenciando, e DON pode ser responsavel por uma proliferacao celular reduzida
(OSSELAERE et al., 2013a).

Outro efeito importante da exposicdo do intestino a DON é a mudanca na
microbiota desse 6rgdo. Danos a mucosa do duodeno e jejuno podem modificar o fluxo
de nutrientes e como consequéncia alterar a composicao da microbiota cecal (LUCKE et
al., 2018). Em frangos, a presenca dessa micotoxina na dieta pode elevar a contagem de
E. coli no jejuno e ceco desses animais. Além disso, a contagem dessa bactéria pode estar
aumentada no baco e figado de frangos expostos a DON, o que sugere alteracdes
provocadas por esse metabdlito toxico na permeabilidade intestinal (AWAD et al., 2019).

J4, quando a avaliamos a acdo da toxina T-2 no organismo das aves, podemos
afirmar que essa toxina também pode trazer danos ao intestino dos animais. Verificando
o desempenho de perus, frente ao desafio com 982 pg.kg? de toxina T-2, Sklan et al.
(2003) observaram diminuigéo na altura e largura de vilosidades no duodeno e jejuno dos

animais intoxicados.

2.4. MICOTOXINAS, PARAMETROS BIOQUIMICOS E LESOES
HISTOPATOLOGICAS

O figado é considerado o 6rgdo alvo para a maioria das micotoxinas e alteracdes
nesse orgao podem refletir em mudancgas nos metabolitos sorologicos, como proteinas
totais, albumina e também na atividade sérica de algumas enzimas como AST e ALT. A

les&o hepatica se da pela tentativa de detoxificagdo do organismo dos animais acometidos.
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Essas modificacGes no perfil bioquimico podem servir como indicador da presenca desses
metabdlitos toxicos nas dietas de frangos de corte (ALI RAJPUT et al., 2017).

Sridhar et al. (2015) constataram um aumento da atividade sérica das enzimas
AST e ALT em aves intoxicadas com 1 mg.kg™ de aflatoxina, visto que o figado é o
principal 6rgdo alvo dessa micotoxicose e pode haver comprometimento do tecido
hepatico, e com isso elevar a atividade sérica dessas enzimas. Nesse mesmo estudo, 0s
autores evidenciaram queda no nivel de proteinas totais e albumina em aves intoxicadas,

assim como decréscimo na quantidade sérica de colesterol.

Outra preocupacdo importante em respeito as aflatoxinas, séo seus efeitos sobre
os Orgdos linfoides dos animais intoxicados. A bursa de Fabricius é um 6rgéo linfoide
primario, que desempenha a funcdo de maturacéo de Linfocitos B nas aves. A presenca
de aflatoxinas na dieta de frangos pode prejudicar o desenvolvimento desse oOrgao,
promovendo aumento da infiltracdo de células inflamatorias e deplecéo linfoide, assim
diminuindo o peso relativo dessa estrutura e prejudicando a resposta imune da ave (GUO,
et al., 2020).

Tricotecenos como deoxinivalenol e a toxina T-2 sdo potentes inibidores da
sintese proteica, podendo afetar tecidos com maior divisdo celular, como é o caso do
figado e intestino (OSSELAERE et al., 2013b). A inibi¢do da sintese proteica ocorre por
meio ligacdo com consequente do blogueio da enzima peptidil-transferase. Com isso a
toxina T-2 é capaz de inibir a sintese de DNA e RNA e interferir na sintese de
fosfolipidios de membrana (LI et al., 2011).

Yang et al. (2016) comprovaram gue essa micotoxina é capaz de elevar a atividade
plasmatica das enzimas ALT e AST em frangos intoxicados com 4 mg.kg™. Porém nesse
mesmo estudo, esses parametros ndo foram afetados quando administrada uma dose de 1
e 2mg.kg . Os autores também constataram que a dose de 2 mg.kg™ foi capaz de provocar
decréscimo nos niveis plasmaticos de proteinas totais desses animais.

Na tentativa de correlacionar os efeitos de toxina T-2 com alteracdo em
parametros bioquimicos, Singh et al. (2020) fizeram a mensuracédo de proteinas totais,
colesterol e acido Urico de frangos intoxicados com 200 pg.kg™ dessa toxina e observaram
diminuicgdo significativa nos nives séricos de proteinas totais e colesterol e aumento do

acido Urico no soro desses animais.



23

3. ARTIGO

EFEITO DAS MICOTOXINAS NO ESTRESSE OXIDATIVO,
PARAMETROS BIOQUIMICOS SERICOS, MICROBIOTA CECAL E
MORFOMETRIA INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE

D. Liberalesso, A. L. Veronese, B. R. Schavetock, D. Wissmann, G. V.
Folletto, P. Dilkin, S. A. Botton e H. F. Santos

(Artigo submetido a revista Acta Scientiae Veterinariae)



24

TITULO
Efeito das Micotoxinas no Estresse Oxidativo, Parametros Bioquimicos
Séricos, Microbiota Cecal e Morfometria Intestinal de Frangos de Corte
Effect of Mycotoxins on Oxidative Stress, Serun Biochemical Parameters,
Cecal Microbiota and Gut Morphometry in Broilers Chickens
Diogo Liberalesso!, Arian Luis Veronese!, Bruno Ruberto Schavetock?,
Daiani Wissmann?, Gabriela Vidal Folletto!, Paulo Dilkin', Sénia de Avila Botton?,
Helton Fernandes dos Santos!

!Laboratério Central de Diagndstico em Patologias Aviarias, Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. CORRESPONDENCE: Santos,
H. F.

Icdpa.ufsm@gmail.com - Tel.: +55(55) 32208072] Avenida Roraima n. 1000,

prédio 44, sala 5151. CEP 97105-900 Santa Maria, RS, Brazil.

RESUMO
Background: Na avicultura, as micotoxinas sdo alvo de constante preocupagéo, pois
trazem prejuizos, diminuindo a producdo e comprometendo a sanidade dos plantéis

avicolas. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos toxicos causados por aflatoxinas,



25

fumonisinas, deoxinivalenol e toxina T-2 em frangos de corte, avaliando marcadores de
danos oxidativos, bioquimica sérica, morfometria intestinal e analise da microbiota cecal.
Materials, Methods & Results: Foram utilizados 60 frangos, machos, mantidos de 1-28
dias de idade, distribuidos aleatoriamente em 5 grupos, sendo: T1 (dieta basal, controle
negativo), T2 (dieta basal + 2,8 mg.kg™* de aflatoxinas), T3 (dieta basal + 120 mg.kg™ de
fumonisinas), T4 (dieta basal + 50 mg.kg™ de deoxinivalenol) e T5 (dieta basal + 3 mg.kg"
! de toxina T-2). Foram realizadas analises na bioquimica sérica: proteinas totais,
albumina, acido drico, colesterol, triglicerideos, calcio, fosforo, alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST); cultivos e contagem de coliformes totais e
Lactobacillus spp. no ceco desses animais; medicdo da altura das vilosidades e
profundidade de criptas jejunais e, por fim, mensurados a capacidade antioxidante total
(TAC), substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e proteina carbonilada
(CARB). A presenca de aflatoxinas na dieta das aves promoveu decréscimo nos niveis
séricos de proteinas totais, albumina e colesterol (P < 0,05). Fumonisinas promoveram
aumento da atividade de AST (P < 0,05). A adicdo de toxina T-2 na dieta dos frangos
promoveu aumento da atividade de ALT e decréscimo nos niveis de proteinas totais (P <
0,05). Deoxinivalenol ndo alterou os pardmetros bioquimicos no presente estudo e 0s
niveis de acido Urico e triglicerideos ndo foram alterados com a presenca das micotoxinas
nas dietas. O grupo de aves que receberam aflatoxinas e fumonisinas apresentaram menor
altura das vilosidades jejunais (P < 0,05) e deoxinivalenol foi capaz de diminuir a
profundidade das criptas na regido do jejuno (P < 0,05). A contagem de coliformes totais
no ceco das aves foi aumentada em todos os tratamentos contaminados com micotoxinas
(P < 0,05), entretanto a contagem de Lactobacillus ndo foi alterada (P > 0,05). O nivel de

TBARS e CARB no plasma dos animais ndo sofreu alteragdo com a presenca de
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micotoxinas nas dietas (P > 0,05), porem a TAC foi aumentada nos tratamentos com
aflatoxinas e deoxinivalenol (P < 0,05).

Discussion: De acordo com a literatura, a presencga de micotoxinas na avicultura implica
em uma série de efeitos toxicos, imunossupressdo e consequentemente afetando a
produtividade dos animais. Estudos tém observado os efeitos das micotoxinas em
parametros bioquimicos, concluindo que aflatoxinas, fumonisinas e tricotecenos possuem
capacidade de bloquear a sintese proteica, afetar as func6es hepaticas e elevar a atividade
sérica de enzimas, indicando dano neste érgdo, corroborando com nosso estudo. Ao
mesmo tempo as micotoxinas sdo capazes de interagir com a microbiota intestinal,
promovendo alteracbes importantes na composicdo e funcdo dos microrganismos
presentes no intestino, assim como afetar o desenvolvimento desse 6rgdo. Conforme
resultados do nosso estudo, as micotoxinas estdo envolvidas na inducdo de estresse
oxidativo, sendo que um dos mecanismos de toxicidade desses compostos ocorre pela
formacédo de espécies reativas de oxigénio, as quais podem promover lesdes nos tecidos
do organismo, promover aumento de compostos marcadores de peroxidacao lipidica
como o TBARS e alterar o sistema antioxidante do organismo.

Palavras-chave: Micotoxinas, estresse oxidativo, microbiota cecal, bioquimica sérica,
morfometria intestinal.

Abstract

Background: In poultry farming, mycotoxins are a constant concern, as they cause losses,
reducing production, and compromising the health of poultry flocks. This study aimed to
evaluate the toxic effects caused by aflatoxins, fumonisins, deoxynivalenol, and T-2 toxin
in broiler chickens, evaluating markers of oxidative damage, serum biochemistry,

intestinal morphometric, and analysis of the cecal microbiota.
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Materials, Methods & Results: Sixty male poultrys kept from 1-28 days of age were
used, randomly distributed into 5 groups: T1 (basal diet, negative control), T2 (basal diet
+ 2.8 mg.kg™ of aflatoxins), T3 (basal diet + 120 mg.kg™ fumonisins), T4 (basal diet +
50 mg.kg? deoxynivalenol) and T5 (basal diet + 3 mg.kg? toxin T-2). Serum
biochemistry analyzes were performed: total proteins, aloumin, uric acid, cholesterol,
triglycerides, calcium, phosphorus, alanine aminotransferase (ALT), and aspartate
aminotransferase (AST); cultures and counting of total coliforms and Lactobacillus spp.
In the cecum of these animals; measurement of the height of the villi and depth of jejuna
crypts and, finally, the total antioxidant capacity (TAC), thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), and carbonyl protein (CARB) were measured. The presence of
aflatoxins in the diet of poultrys promoted a decrease in serum levels of total protein,
albumin, and cholesterol (P < 0.05). Fumonisins promoted an increase in AST activity (P
< 0.05). The addition of T-2 toxin to the poultry diet promoted an increase in ALT activity
and a decrease in total protein levels (P < 0.05). Deoxynivalenol did not change the
biochemical parameters in the present study, and uric acid and triglyceride levels were
not altered with the presence of mycotoxins in the diets. The group of poultrys that
received aflatoxins and fumonisins had a lower height of the jejuna villi (P < 0.05) and
deoxynivalenol was able to decrease the depth of the crypts in the jejunum region (P <
0.05). The total coliform count in the cecum of the poultrys was increased in all treatments
contaminated with mycotoxins (P < 0.05), however, the Lactobacillus count was not
changed (P > 0.05). The level of TBARS and CARB in the plasma of the animals did not
change with the presence of mycotoxins in the diets (P > 0.05), but the TAC was increased
in treatments with aflatoxins and deoxynivalenol (P < 0.05).

Discussion: According to the literature, the presence of mycotoxins in poultry farming

implies a series of toxic effects, immunosuppression, and consequently the productivity
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of animals. Studies have observed the effects of mycotoxins on biochemical parameters,
concluding that aflatoxins, fumonisins, and trichothecenes can block synthetic protein,
affecting liver functions and increasing serum enzyme activity, causing damage to this
organ, corroborating our study. At the same time, like mycotoxins, they can interact with
the intestinal microbiota, promoting important changes in the composition and function
of microorganisms present in the intestine, as well as affecting the development of this
organ. According to the results of our study, mycotoxins are involved in the induction of
oxidative stress, and one of the toxicity components composed by the formation of
reactive oxygen species, which can promote effects on the body's tissues, promote an
increase in compounds of lipid peroxidation such as TBARS and alter the body's
antioxidant system.

Keywords: Mycotoxins, oxidative stress, cecal microbiota, serum biochemical, gut

morphometry

INTRODUCAO

Micotoxinas sdo substancias tdxicas produzidas por fungos filamentosos a partir
da ativacdo de seu metabolismo secundario [4]. As principais espécies fungicas
produtoras de micotoxinas pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
[42]. A presenga em excesso dessas toxinas na dieta de frangos causa prejuizos
econdmicos, diminuindo a produgdo e comprometendo a sanidade dos plantéis avicolas
[15].

Um importante mecanismo citotoxico das micotoxinas envolve a geragdo de
radicais livres [54]. O desequilibrio entre a formacdo de espécies reativas de oxigénio

(EROs) e as defesas antioxidantes do organismo pode causar danos a lipidios, proteinas
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e provocar alteracbes no DNA dos animais afetados [66]. Diversos estudos tém
demostrado a inducgéo de estresse oxidativo por micotoxinas [43,39,29,41]. Além disso,
as micotoxinas podem inibir a sintese proteica, e alterar parametros bioquimicos séricos
dos animais afetados [36].

O trato gastrointestinal € a primeira barreira fisiologica contra esses agentes
toxicos presentes nos alimentos, os quais podem afetar potencialmente as funcgdes
intestinais [3] podendo induzir a danos histoldgicos nesse tecido [13]. Outro efeito da
exposicdo do intestino a micotoxinas é a mudanca na microbiota desse 6rgdo. Danos a
mucosa podem modificar o fluxo de nutrientes e com isso alterar a composic¢do da
microbiota cecal [40].

O objetivo desse estudo foi avaliar os danos causados pelas principais micotoxinas
de interesse na avicultura: aflatoxinas, fumonisinas, deoxinivalenol e toxina T-2.
Avaliou-se parametros bioquimicos séricos, morfometria intestinal, contagem e
caracterizacdo da microbiota cecal e marcadores de estresse oxidativo no plasma de

frangos de corte intoxicados.

MATERIAIS E METODOS

Design experimental e alojamento das aves

Foram utilizados 60 pintos da linhagem Cobb 500, machos, com 1 dia de idade,
mantidos até os 28 dias de idade. Os animais foram dispostos aleatoriamente em 5 grupos,
com 12 animais cada (duas repeticbes com 6 animais cada) de acordo com a presenca de
micotoxinas na dieta. Sendo T1 (dieta basal, controle negativo), T2 (dieta basal + 2,8
mg.kg de aflatoxinas), T3 (dieta basal + 120 mg.kg™* de fumonisinas), T4 (dieta basal +
50 mg.kg* de deoxinivalenol) e T5 (dieta basal + 3 mg.kg™ de toxina T-2). Os animais

foram alojados em gaiolas experimentais com 0,25m? de area. Cada gaiola contém um
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comedouro tipo calha e um bebedouro tipo nipple. O experimento foi conduzido dentro
de salas com temperatura controlada e exaustor para troca de ar. A temperatura da sala
foi mantida conforme a exigéncia da linhagem, 1 dia (32-33°C), 2-7 dias (29-30°C), 8-14
dias (27-28°C), 15-21 dias (24-26°C) e 22-28 dias (21-23°C) a iluminacéo utilizada (42

lux) foi continua durante todo periodo experimental.

Dietas experimentais

Todos os frangos receberam dieta e 4gua ad libidum, sendo dieta a base de milho
e farelo de soja fornecida em trés fases: dieta inicial (0-8 dias), dieta de crescimento | (9-
18 dias) e crescimento Il (19-28 dias). As micotoxinas utilizadas no experimento foram
oriundas partir de cultivo de cepas dos fungos Aspergillus parasiticus (aflatoxinas),
Fusarium moniliforme (fumonisinas), Fusarium graminearum (deoxinivalenol) e
Fusarium sporotrichioides (toxina T-2) conforme (ISMAEL & PAPENBROCK, 2015)

[31].

Estresse oxidativo

Para mensuracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), proteina
carbonilada (CARB) e capacidade antioxidante total (TAC), o sangue foi coletado das
aves com 28 dias de idade da veia jugular em tubos com heparina, e posteriormente
centrifugado a 3500 g para obtencdo de sua fracdo liquida. O plasma foi separado em
microtubos e congelado a -20° C até o momento das analises. Os testes de TBARS, CARB
e TAC foram realizados seguindo a metodologia de Ohkawa et al., (1979), Joshi et al.,
(2006) e Lee et al., (2017) respectivamente [44,34,37]. Para essas analises foram

utilizados os kits comerciais: Sigma-Aldrich®, Bio-Rad Laboratories®® e Life
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Technologies®®. O leitor de microplacas usado nos testes foi o EZ Read 200

(Biochrom®)*.

Série bioquimica

Para realizar as analises bioquimica clinicas, coletou-se sangue em tubos com gel
formador de coagulo, aos 28 dias de idade das aves, por puncdo da veia jugular.
Posteriormente foi centrifugado a 3500 g para obtencédo de sua fracao liquida. O soro foi
separado e armazenado em freezer a -20°C até 0 momento dos testes. Foram mensurados
por espectrofotometria os niveis séricos de proteinas totais, albumina, acido urico,
colesterol total, triglicerideos, calcio, fosforo e verificada a atividade enzimatica de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Todos os testes
utilizaram kits comerciais Labtest Diagndstica®. O espectrofotdmetro utilizado foi um

modelo semiautomatico (Bio-200L°®)°.

Contagem da microbiota cecal

Apbs 28 dias, 12 aves por tratamento foram eutanasiadas por deslocamento cervical e
seus intestinos expostos. O ceco foi coletado de forma asséptica e transferido para uma
embalagem estéril até o laboratorio. Realizou-se contagem de Lactobacillus spp. e
coliformes totais. Para isso, foi coletado 1 g de contedo cecal, diluido em 9 mL de
solucdo salina 0,85% estéril e homogeneizado por 3 minutos. Posteriormente realizou-se
diluicbes na série de 10 a 10° e 0,1mL dessas e semeadas em duplicatas em meios
seletivos para Lactobacillus spp. e coliformes; Man Rogosa Sharpe (Kasvi®)’ e
MackConkey (Merck Millipore®)?, respectivamente. As culturas foram incubadas a 37°C
por 24 horas para contagem de coliformes. Para a determinagdo de Lactobacillus spp. as

amostras foram incubadas em anaerobiose a 37°C por 48 horas para posterior contagem
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das coldnias [8]. Os valores das contagens bacterianas foram expressos em logio UFC/g

de conteudo cecal conforme (CALIK et al., 2017) [17].

Morfologia intestinal

A morfologia intestinal foi realizada a partir de por¢des do jejuno e fixadas em
formaldeido 10% por 48 horas. Em seguida, esses segmentos intestinais foram
desidratados e embebidos em parafina. Cada bloco de parafina foi cortado em secGes de
5um de largura e colocados em lamina de vidro. Posteriormente esses cortes foram
corados com hematoxilina e eosina e avaliados com microscopio da marca (Opticam
Microscopy Technology®)8 modelo O500R FLUO. Para a mensuragdo da altura de
vilosidades e profundidade de criptas foram avaliados 5 vilos por amostra por meio do
software OPTHD (Opticam Microscopy Technology®)® conforme Jahanian, et al. 2017

[33].

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através de analise estatistica descritiva (média
e coeficiente de variacdo) e submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
teste de Bonferroni a 5% de significancia para comparacéo das médias. A anélise foi feita

a partir do programa estatistico (Statgraphics®)®, versdo Centurion XV.

RESULTADOS
Avaliacao de estresse oxidativo
Aos 28 dias de experimento, verificou-se que a presenca de aflatoxinas e
deoxinivalenol nas dietas de frangos de corte influenciaram na capacidade antioxidante

total (P < 0,05) promovendo aumento do pardmetro no plasma dos animais intoxicados.
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Nos tratamentos contendo fumonisinas e Toxina T-2 ndo foram encontradas diferencas
significativas em relacdo ao grupo que nao recebeu micotoxinas (P > 0,05). Ndo foram
encontradas diferencas significativas nos niveis plasmaticos de TBARS e CARB nos
tratamentos contaminados com aflatoxinas, fumonisinas, deoxinivalenol e toxina T-2 (P

> 0,05) conforme tabela 1.

Analises bioquimicas

A adicdo das micotoxinas testadas na dieta de frangos néo influenciou nos niveis
séricos de &cido drico e triglicerideos com P > 0,05. Os valores de proteinas totais foram
reduzidos com a presenca de aflatoxinas e toxina T-2 nas dietas das aves (P < 0,05). Os
niveis de albumina e colesterol apresentaram decréscimo com a presenca de aflatoxinas
na dieta em comparacdo com o grupo controle (P < 0,05). Todos 0s grupos que receberam
a adicdo de micotoxinas nas dietas mostraram um aumento significativo nos niveis de
fosforo sérico (P < 0,05). J4, para os valores de calcio sérico, a presenca de aflatoxinas,
deoxinivalenol e toxina T-2 foi capaz de elevar os niveis desse mineral em relagcdo ao
grupo controle negativo (P < 0,05). A atividade sérica da enzima AST foi aumentada com
a presenca de fumonisinas na dieta (P < 0,05), assim como a atividade de ALT apresentou
elevacdo no grupo que foi adicionado a toxina T-2 na ra¢do, em relacdo ao grupo controle

negativo (P < 0,05), conforme tabela 2.

Contagem microbiota cecal

A adigéo de micotoxinas na dieta promoveu aumento da contagem de coliformes
no conteddo cecal de todos os grupos que receberam as dietas contaminadas com
micotoxinas em relagdo ao grupo controle negativo (P < 0,05). Entretanto, a contagem de

Lactobacillus spp. ndo diferiu entre os grupos testados (P > 0,05), conforme a tabela 3.
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Morfologia intestinal

Conforme apresentado na tabela 4, a presenca de aflatoxinas e fumonisinas na
dieta de frangos foi capaz de diminuir significativamente a altura das vilosidades no
jejuno dos frangos intoxicados (P < 0,05), enquanto apenas DON alterou a profundidade
das criptas (P < 0,05). O mesmo ocorreu com a relacdo entre altura de vilosidade e
profundidade de cripta, onde apenas a presenca de DON foi capaz de elevar esse

parametro (P < 0,05).

DISCUSSAO

As micotoxinas constituem um grupo de substancias, que possuem moléculas com
estrutura muito variavel. Além disso, cada micotoxina possui um mecanismo de a¢do
préprio, com sinais clinicos dependentes da dose ingerida e tempo de exposicdo a essas
substancias [6].

Durante a respiracao celular aerdbica, diversas espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo
geradas, como o perdxido de hidrogénio e o radical superédxido [51]. Porém, o organismo
possui defesas naturais contra esses compostos, e enzimas como catalase e superdéxido
dismutase (SOD), que atuam minimizando os efeitos toxicos das EROs [43]. Nesse
contexto, o estresse oxidativo surge quando a producdo de EROs excede a capacidade das
defesas antioxidantes do organismo, e com isso leva a danos nas proteinas, lipidios e DNA
[30]. No presente estudo, apds 28 dias de experimento, os frangos ndo apresentaram
aumento dos niveis plasmaticos de TBARS nos tratamentos contendo micotoxinas. Ao

mesmo tempo, a capacidade antioxidante total se elevou significativamente nos grupos
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que receberam aflatoxinas e deoxinivalenol, e teve uma tendéncia a aumentar nos
tratamentos com fumonisinas e toxina T-2.

A formacdo de EROs pode levar a danos nas macromoléculas celulares e como
consequéncia desse estresse oxidativo, ocorre morte celular por meio de mecanismos
apoptoticos e necrdticos [66]. O dano oxidativo aos lipidios presentes nas células do
organismo levard ao aumento da peroxidacdo lipidica. A intensidade da peroxidacao pode
ser medida através da mensuracdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS) nos tecidos ou plasma [68]. O sistema antioxidante do organismo, pode ser
avaliado mensurando as substancias individualmente, como glutationa, acido ascorbico,
verificando a atividade de enzimas como catalase (CAT) ou mensurando a capacidade
antioxidante total (TAC). Essa Gltima engloba um pool de antioxidantes, sem especifica-
los e consiste em uma andlise simples e de importante significado [12].

Conforme observado, os efeitos citotoxicos das micotoxinas envolvem a geracdo de
EROs, promovendo peroxidacdo lipidica e afetando a sintese de proteinas. Esses
metabolitos toxicos possuem a capacidade de promover a peroxidacao lipidica [46] e ao
mesmo tempo podem comprometer o sistema antioxidante do organismo, provocando
gueda da atividade enzimaética de SOD, CAT e GSH-Px [65].

Quando chega ao figado, a aflatoxina sera biotransformada e ativada, ocorrendo a
formacdo do composto 8,9-epdxido de aflatoxina, que possui alta toxicidade, com
capacidade de promover ligacGes covalentes aos &cidos nucleicos. Nesse momento da
biotransformagdo pode ocorrer a formagdo de EROs [2]. A presenca de 2,8 mg.kg™ na
dieta de frangos, ndo foi suficiente pra elevar os niveis de TBARS e CARB no plasma
desses animais, porém estudos comprovam a acdo dessa micotoxina na peroxidacéo

lipidica [28,35].
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Ja, as fumonisinas possuem estrutura molecular semelhante as bases esfingdides, como a
esfinganina (SA) e esfingosina (SO), inibindo competitivamente a enzima ceramina
sintase, 0 que promove um aumento da relagdo SA:SO, causando defeitos nas membranas
celulares [61]. Além disso, 0 acumulo dessas bases esfingdides pode estimular a producgéo
de EROs [21]. Na presente pesquisa, aos 28 dias de idade, ndo foi possivel observar o
acréscimo nos niveis de TBARS no plasma de frangos que consumiram fumonisinas,
porém [24] encontraram aumento de TBARS no tecido hepatico de frangos intoxicados
com essa micotoxina, e algumas enzimas antioxidantes como GST podem estar
aumentadas em casos de exposi¢do a fumonisinas, indicando uma resposta do sistema
antioxidante do animal [26]. Entretanto, ndo foi possivel verificar aumento da TAC no
plasma das aves intoxicadas com fumonisinas.

Os tricotecenos, como DON e toxina T-2 também sdo compostos toxicos capazes de
promoverem a formacdo de EROs, induzindo peroxidacdo lipidica e comprometendo o
sistema antioxidante [67]. Estudos anteriores mostram que DON ¢é capaz de elevar 0s
niveis de TBARS no jejuno de frangos de corte [58], mas pode ndo elevar esse marcador
de peroxidacao lipidica no plasma desses animais [9], 0 mesmo foi observado na presente
pesquisa. A toxina T-2 é capaz de elevar a peroxidacdo lipidica no figado de ratos
intoxicados, mas ao mesmo tempo induzir aumento da atividade de SOD e GST nesses
animais, mostrando a ativacao do sistema antioxidante do organismo [22].

Os dados sobre os parametros bioquimicos de aves intoxicadas por micotoxinas podem
ser muito inconsistentes e mostrar variagdes entre as pesquisas [5]. No presente estudo a
adicdo de 2,8 mg.kg™ de aflatoxinas na dieta de frangos de corte reduziu os niveis séricos
de proteinas totais (20,73%) e albumina (30,23%). Isso se deve a inibicdo promovida por

essa toxina na enzima RNA-polimerase, levando a diminuigdo na sintese de proteinas nos
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animais intoxicados [53]. Diversos estudos comprovam o efeito dessa micotoxina sob a
sintese proteica [1,11,52].

Tricotecenos como DON e toxina T-2 sdo reconhecidamente potentes inibidores da
sintese proteica. 1sso ocorre por meio ligacdo com consequente do blogueio da enzima
peptidil-transferase. Com isso esses compostos sdo capazes de inibir a sintese de DNA e
RNA e interferir na sintese de fosfolipidios de membrana [38,62]. Da mesma forma que
[55,36], no presente estudo apenas a toxina T-2 foi capaz de diminuir os niveis de
proteinas totais.

Em algumas ocasides micotoxinas podem alterar a atividade sérica de enzimas hepaticas
como AST e ALT, o que indica lesdo nesse 6rgdo, porém, o aumento dessas enzimas ndo
pode ser considerado um marcador de doenca hepatica ocasionada pela ingestdo dessas
substancias toxicas [59,]. E 0 aumento da atividade de enzimas como ALT em frangos
que consumiram dietas contaminadas com micotoxinas pode ocorrer mesmo sem lesdes
histopatoldgicas [20]. Como demonstrado nesse estudo, outras pesquisas também
relataram aumento da atividade da enzima AST em frangos intoxicados com fumonisinas
[48,57] ou de ALT em frangos que ingeriram toxina T-2 [63].

Dietas contaminadas com aflatoxinas podem causar diminui¢do nos niveis séricos de
colesterol total, visto que essa toxina pode inibir a biossintese e transporte desse
metabdlito devido a lesdo hepatica [56]. Isso pode explicar a reducéo de 36,5% nos niveis
séricos de colesterol dos frangos que receberam as dietas contaminadas com aflatoxinas
nesse estudo.

A presenca de micotoxinas na dieta dos animais pode atuar promovendo decréscimo nos
niveis séricos de célcio e fosforo, por conta da baixa ingestdo de alimentos, ou mesmo
devido a lesdo ocasionada por esses metabdlitos tdxicos no intestino dos animais, o que

diminui a absor¢do [6]. Porém em algumas ocasides, micotoxinas podem causar leséo no
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tecido renal, diminuindo a taxa de filtracdo glomerular em com isso elevar os niveis
séricos de calcio e fosforo no soro de animais intoxicados [16]. O que pode explicar 0s
dados obtidos nesse estudo, ja que a presenca de todas micotoxinas testadas promoveram
aumento nos niveis de fdésforo sérico e apenas o tratamento com fumonisinas nédo
apresentou elevacao no nivel de calcio no soro das aves intoxicadas.

A mucosa intestinal atua como uma barreira seletiva, por um lado, permitindo a passagem
de agua eletrolitos e nutrientes, e por outro atuando como uma barreira de defesa contra
patdgenos [10]. A microbiota presente nesse 6rgao desempenha importantes funcgdes, tais
como sintese de vitaminas, digestdo de alimentos [40] e também participa da modulagéo
da reposta imunologica e protecdo contra a colonizacao de patogenos [14].

O intestino é o primeiro alvo das micotoxinas e local de sua absor¢do. A presenca desses
metabolitos toxicos nas dietas pode comprometer a funcdo desse 6rgdo. No presente
estudo foi possivel observar diminuicdo na altura de vilosidades no jejuno de frangos que
consumiram aflatoxinas. Da mesma forma [32,47] também verificaram diminuicdo das
vilosidades jejunais de frangos intoxicados com essa toxina. O mesmo ocorreu com a
presenca de fumonisinas nas dietas de frangos, onde a presenca dessa toxina foi capaz de
diminuir a altura das vilosidades intestinais. Dados semelhantes, obtidos por [48],
confirmam a hipltese que essas substancias toxicas sdo capazes de prejudicar o a
diferenciacdo e o desenvolvimento de células intestinais, e, com isso diminuir a area de
absorcdo de nutrientes. Dados de pesquisas anteriores, nos mostram que DON ¢é capaz de
alterar a morfometria do intestino, promovendo alteracdo na profundidade de criptas
jejunais de aves intoxicadas [45], bem como observado nessa pesquisa. Mas diferente que
[50], ndo foi possivel verificar diminui¢do na altura das vilosidades do jejuno de frangos

que receberam DON na dieta.
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A microbiota intestinal pode reagir com esses metabolitos toxicos de muitas formas, seja
se ligando as micotoxinas, diminuindo sua absorcdo, ou mesmo, ativando essas
micotoxinas, tornando-as moléculas mais toxicas. Seja qual for o mecanismo envolvido,
a presenca de micotoxinas no trato gastrointestinal pode levar a disbiose e provocar
doencas [27].

No presente estudo, as aves de todos os tratamentos contaminados com micotoxinas
apresentaram aumento na contagem de coliformes totais. A presenca de aflatoxinas na
dieta de aves pode promover mudancas na microbiota cecal, fazendo com que aumente a
contagem de bactérias Gram-negativas no contetdo desse 6rgdo [25]. Também foi
observado a mudanca da microbiota intestinal em animas intoxicados com deoxinivalenol
[40,64], e fumonisinas [7].

Algumas espécies de Lactobacillus, como o Lactobacillus aviarius estdo relacionados
com o bom desenvolvimento das aves. E a alta abundéncia desses microrganismos é um
indicador de salde intestinal, pois promovem a producdo de bacteriocinas e acidos
organicos, que inibem a multiplicacéo e acdo de patdgenos [18]. Assim como no presente
estudo, [60] ndo encontraram diferencas significativas na contagem de Lactobacillus spp.
no ceco de frangos intoxicados com aflatoxinas e [19] ndo observou diferenca na

contagem desses microrganismos no ceco de leitdes intoxicados com fumonisinas.

CONCLUSAO
A adicdo de aflatoxians nas dietas de frangos de corte promoveu altera¢des na sintese de
proteinas e colesterol nos animais testados e também provocou aumento da atividade de
enzimas de extravasamento como AST e ALT. Da mesma forma, conforme os dados
apresentados, micotoxinas foram capazes de influenciar na microbiota cecal, promovendo

aumento da contagem de coliformes em todos o0s grupos desafiados com esses metabolitos
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toxicos, o que demostra a sua interacdo com 0s microrganismos do intestino. Aos 28 dias
de idade, as micotoxinas ndo elevaram os niveis de TBARS e CARB nesse estudo, porém
nos grupos de desafiados com aflatoxinas de deoxinivalenol foi possivel observar uma
resposta do sistema antioxidante do organismo, elevando os niveis de TAC no plasma.
Todavia, novos estudos sdo necessarios, para acompanhar e melhor elucidar os efeitos
das micotoxinas no organismo das aves. Também foi possivel observar que as aflatoxinas
e fumonisinas promoveram diminuic¢do na altura das vilosidades jejunais, assim como
deoxinivalenol alterou a profundidade das criptas dessa se¢do intestinal, confirmando os

efeitos das micotoxinas sob a mucosa intestinal.
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Tabela 1. Valores médios (n=12) de TBARS, CARB e TAC encontrados em frangos
de corte intoxicados com 2,8 mg.kg™ de aflatoxinas, 120 mg.kg™ de fumonisinas, 50
mg.kg* de deoxinivalenol e 3 mg.kg™ de toxina T-2.

Tratamentos Estatistica
Item Tl T2 T3 T4 T5 CV! (%) P-value
TBARS? 48,07 4441 4521 3382 33,00 381  0,0811
CARB® 1,69 1,89 1,44 1,62 1,47 295  0,1909
TAC* 3136,2" 3644,7° 3614,8° 3632,1% 3543,6% 11,2 0,0176

a-b= médias das colunas com letras diferentes diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05).
1CV: Coeficiente de variagdo (%).

2TBARS: substincias reativas ao &cido tiobarbitirico, valores expressos em nmol
TBARS/mL de plasma.

3CARB: Proteina carbonilada. Valores expressos em nmol/mg de proteina.

*TAC: capacidade antioxidante total. Valores expressos em TAC/mg de proteina.

T1: tratamento controle negativo (dieta basal); T2: dieta com aflatoxinas; T3: dieta com
fumonisinas; T4: dieta com deoxinivalenol e T5: dieta com toxina T-2.
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Tabela 2. Valores da série bioquimica (n=12) de frangos de corte intoxicados com 2,8
mg.kg? de aflatoxinas, 120 mg.kg* de fumonisinas, 50 mg.kg™* de deoxinivalenol e 3

mg.kg? de toxina T-2.

Tratamentos Estatistica
Item Tl T2 T3 T4 T5 CV! (%) P -value
Proteinas totais (g/dL)  2,73% 2,18° 3,14 2,66% 2,48° 12,6 <0,0001
Albumina (g/dL) 1,290 0,9° 1,28 1,16 1,19° 139  <0,0001
Acido Urico (mg/dL) 64 625 664 669 537 42,7 0,7603
Colesterol (mg/dL) 1335 84,8 132,8° 128,0* 115,0° 17,2 <0,0001
Triglicerideos (mg/dL) 65,56 51,54 64,75 76,41 68,17 36,9 0,2148
Célcio (mg/dL) 9,91° 11,32* 10,42° 10,9 11,16 7,0 0,0002
Fosforo (mg/dL) 9,52° 11,32% 11,22% 12,1* 12,12 8,8 <0,0001
ALT (U/L) 9,42 10,27° 10,74° 10,28° 13,122 24,6 0,0150
AST (U/L) 243,9° 273,0° 361,1° 2555° 313,5° 23,9 0,0198

a-c= médias das colunas com letras diferentes diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05).
1CV: Coeficiente de variagdo (%).

T1: tratamento controle negativo (dieta basal); T2: dieta com aflatoxinas; T3: dieta com
fumonisinas; T4: dieta com deoxinivalenol e T5: dieta com toxina T-2.
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Tabela 3. Avaliagio da microbiota cecal (n=12) de frangos intoxicados com 2,8 mg.kg™
de aflatoxinas, 120 mg.kg* de fumonisinas, 50 mg.kg™ de deoxinivalenol e 3 mg.kg™ de

toxina T-2 (valores expressos em log10 UFC / g de conteudo cecal).

Tratamentos Estatistica
Item Tl T2 T3 T4 T5 CV! (%) P-value
Coliformes totais  7,91° 8,92 8,77 8,56 8532 4.8 0,0001
Lactobacillus spp. 2,74 2,19 248 258 237 19,5 0,0999

a-b= médias das colunas com letras diferentes diferem pelo teste de Bonferroni (P,0,05).
1CV: Coeficiente de variagio (%).

T1: tratamento controle negativo (dieta basal); T2: dieta com aflatoxinas; T3: dieta com
fumonisinas; T4: dieta com deoxinivalenol e T5: dieta com toxina T-2.
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Tabela 4. Avaliacao da morfometria jejunal (n=12) de frangos de corte intoxicados com

2,8 mg.kg™ de aflatoxinas, 120 mg.kg* de fumonisinas, 50 mg.kg™ de deoxinivalenol e
3 mg.kg™* de toxina T-2.

Tratamentos Estatistica
Item T1 T2 T3 T4 T5 CVv!  P-value
(%)

AVZ  1261,36* 1037,78° 1012,68° 1169,41* 1147,82% 12,2 <0,0001
PC3 173,212  159.47%  163,11* 133,27° 165,642 15,0 <0,0001

AV:PC*  7,25° 6,6° 6,4° 8,42 7,01P 15,8 <0,0001

a-c= médias das colunas com letras diferentes diferem pelo teste de Bonferroni (P<0,05).
1CV: Coeficiente de variagio (%).

ZAV: Altura de vilosidades (um).

3PC: Profundidade de criptas (um).

“AV:PC: Relacgdo altura de vilosidades, profundidade de criptas.

T1: tratamento controle negativo (dieta basal); T2: dieta com aflatoxinas; T3: dieta com
fumonisinas; T4: dieta com deoxinivalenol e T5: dieta com toxina T-2.
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4. CONCLUSAO

Micotoxinas sdo substancias toxicas capazes de interferir em diferentes sistemas
do organismo das aves. A presenca desses metabolitos secundarios como aflatoxinas,
fumonisinas, deoxinivalenol e toxina T-2 nas dietas de frangos de corte é causa de grande
preocupacdo na cadeia de producdo avicola. Essas micotoxinas estdo diretamente
relacionadas com a perda de produtividade e aumento de custos. O conhecimento acerca
da acdo dessas toxinas nos parametros bioquimicos sericos, no padrées histologicos de
determinados tecidos e interacdo com a microbiota intestinal é de suma importancia.
Essas alteracdes nos ajudam a compreender o verdadeiro mecanismos de acdo exercido
pelas micotoxinas no organismo das aves. E com isso possibilita a melhor tomada de
deciséo afim de evitar a ingestdo desses metabolitos toxicos, assim garantindo melhores

condicdes sanitarias aos animais e maior seguranca alimentar ao homem.
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