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RESUMO

AVALIACAO DA PROTEINA TOTAL E PESO RELATIVO DO FIGADO DE
FRANGOS DE CORTE SUPLEMENTADOS COM ACIDOS ORGANICOS E
DESAFIADOS COM AFLATOXINAS, FUMONISINAS E DEOXINIVALENOL.

AUTORA: Daiani Wissmann
Orientador: Helton Fernandes dos Santos

A contaminacdo por fungos nas racdes é considerada um obstaculo a producédo
avicola, algumas espécies de fungos filamentosos produzem metabdlitos toxicos conhecidos
como micotoxinas, as quais apresentam importantes mecanismos tdéxicos, levando ao
comprometimento da funcdo de diversos 6rgdos, interferindo na hematologia no perfil
bioquimico e ocasionando aumento relativo do peso de 6rgdos de animais desafiados. Para
inibicdo no desenvolvimento de fungos nas ragdes a utilizacdo de &cidos organicos €
considerada como uma forma alternativa a ser acrescentada na dieta de frangos. O presente
estudo objetivou avaliar a proteina total e o peso relativo do figado de frangos de corte
desafiados com micotoxinas e o efeito de diferentes acidos organicos adicionados a dieta
basal. Para o experimento utilizou-se 1296 aves de corte, machos, distribuidos em 6
tratamentos, todos os grupos foram desafiados com um conjunto de micotoxinas nas
concentragcdes de 0,15mg/kg de aflatoxinas +50,0mg/kg de fumonisinas + 25,0mg/kg de
deoxinivalenol, exceto controle negativo. Os acidos organicos foram distribuidos entre os
tratamentos, onde T3 recebeu a adicdo dos produtos (A, B, C), T4 (A, B), T5 (B, C) e T6 (C),
sendo os produtos A e B acrescentados na racdo e o C adicionado a agua. Os resultados do
trabalho demonstram que aos 42 dias frangos desafiados com micotoxinas e que receberam a
inclusdo de &cidos organicos apresentaram niveis séricos mais elevados de proteinas totais do
gue o controle negativo. Podendo ainda observar que a inclusdo das micotoxinas durante este
periodo ndo interferiu no peso relativo do figado. A conclusdo do presente estudo atribui o
aumento relativo na concentracdo sérica de proteina total como resposta inflamatéria e a
adicdo dos &cidos organicos nao impediu este processo. Conclui-se ainda que as
concentragOes das doses utilizadas de micotoxinas ndo interferem no peso relativo do figado.

Palavras-chave: Avicultura. Bioquimica sérica. Micotoxinas.



ABSTRACT

EVALUATION OF TOTAL PROTEIN AND LIVER RELATIVE WEIGHT OF
BROILERS SUPPLEMENTED WITH ORGANIC ACIDS AND CHALLENGED
WITH AFLATOXINS, FUMONISINS AND DEOXYNIVALENOL.

AUTHOR: Daiani Wissmann
ADVISOR: Helton Fernandes dos Santos

Fungal contamination in rations is considered an obstacle to poultry production, some
filamentous fungi species produce toxic metabolites known as mycotoxins, which have
important toxic mechanisms, leading to impairment of the function of several organs,
interfering with hematology in the biochemical profile and causing relative increase in organ
weight from challenged animals. To inhibit the development of fungi in the diets, the use of
organic acids is considered as an alternative form to be added to the diet of broilers. The
present study aimed to evaluate the total protein and relative liver weight of broilers
challenged with mycotoxins and the effect of different organic acids added to the basal diet.
For the experiment, 1296 male broilers were used, distributed in 6 treatments, all groups were
challenged with a set of mycotoxins at concentrations of 0.15mg/kg of aflatoxins +50.0mg/kg
of fumonisins + 25.0mg /kg deoxynivalenol, except negative control. Organic acids were
distributed among the treatments, where T3 received the addition of products (A, B, C), T4
(A, B), T5 (B, C) and T6 (C), with products A and B added in the ration and the C added to
the water The results of the work demonstrate that at 42 days, broilers challenged with
mycotoxins and that received the inclusion of organic acids had higher serum levels of total
proteins than the negative control. It can also be observed that the inclusion of mycotoxins
during this period did not affect the relative weight of the liver. The conclusion of the present
study attributes the relative increase in serum total protein concentration to the inflammatory
response and the addition of organic acids did not prevent this process. It is also concluded
that the concentrations of the doses used of mycotoxins do not interfere with the relative
weight of the liver.

Key words: Poultry. Serum Biochemistry. Mycotoxins
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1. INTRODUCAO

A producéo de aves vem se intensificando ha décadas para atender o aumento na
demanda mundial por consumo de carne, no entanto as mudancas nas praticas de producao
apresentam diversos e importantes desafios sobre a saide animal (BHATTACHARYA &
RAHA, 2002). Entre os desafios presentes na avicultura esta a crescente pressao estabelecida
sobre o uso profilatico de antimicrobianos como promotores de crescimento adicionados a
alimentacdo das aves, esta oposicdo sobre a ndo utilizacdo de antimicrobianos se deve a
crescente presenca de bactérias resistentes em animais e humanos (KOPECHY et al., 2012).

Para isso a industria vem buscando estratégias modernas em substituicdo a utilizagdo
de antimicrobianos e entre as alternativas estd o uso de &cidos organicos como aditivos a
racdo na producdo animal (SHEIKH et al., 2010). Os acidos organicos sao conhecidos por
apresentarem efeito antimicrobiano e produzir efeito inibidor no desenvolvimento de fungos
nas racdes (BYRD et al., 2001).

A contaminacdo por fungos nas racdes é considerada um obstaculo a producédo
avicola, pois acabam tornando-se uma importante preocupacao para a saude animal e humana
(DRASTIG et al., 2016). Algumas espécies de fungos filamentosos produzem metabdlitos
toxicos chamados de micotoxinas, ocasionando a contaminacdo da matéria prima para a
producdo da racgdo, sendo este um problema recorrente, apresentando efeitos adversos sobre a
producdo animal (GRECO et al., 2014). Entre as principais micotoxinas presentes na racéo
estdo as ocratoxinas, aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona e deoxinivalenol (DARWISH et
al., 2014).

As micotoxicoses comprometem o desempenho animal, interferem na hematologia e
no perfil bioquimico dos animais desafiados (DAGHIR, 2008). Por tanto a avaliacdo destas
variaveis pode facilitar o diagnostico de micotoxicoses (OGUZ et al., 2000). O peso relativo
do figado também pode ser utilizado como indicador de toxicidade associado a ingestdo de
micotoxinas (ANDRETTA et al., 2011). Com este intuito o presente estudo objetiva avaliar a
proteina total e o peso relativo do figado de frangos de corte desafiados com um conjunto de
trés micotoxinas (aflatoxinas, fumonisinas e deoxinivalenol) e o efeito de diferentes acidos

organicos adicionados a dieta basal.

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1 MICOTOXINAS NA AVICULTURA

Alguns fungos que contaminam cereais produzem metabolitos tdxicos secundérios
conhecidos como micotoxinas, estruturalmente compreendem um grupo de substancias com
baixo peso molecular. As micotoxicoses sdo prevalentes na producdo mundial de cereais e a
sua ocorréncia na avicultura comercial interfere negativamente na producdo, pois, estas
substadncias apresentam importantes mecanismos toxicos, as quais levam ao
comprometimento da funcdo de diversos érgédos incluindo a carcinogénese (ANDRETTA et
al., 2011).

O principal dano atribuido as micotoxinas se refere as baixas concentracdes na ragao,
que sdo capazes de alterar o desempenho animal na produtividade devido a perda no ganho de
peso, reducdo da taxa de sintese proteica e mudancas no metabolismo energético (ARAVIND
et al., 2003), comprometendo o sistema imunol6gico das aves, tornando-as susceptiveis a
doencas infecciosas (LOPES et al., 2006).

Entre as micotoxinas que podem afetar o desempenho na producdo avicola estdo as
aflatoxinas produzidas por fungos do género Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus
sendo os tipo B1, B2, G1 e G2 os mais conhecidos de um modo geral. Os animais afetados
apresentam efeitos imunossupressores, hepatotdxicos e nefrotéxicos (OLIVEIRA et al.,
2018). A aflatoxina também é conhecida pelo seu efeito mutagénico e carcinogénico (VAN
EGMOND & JONKER, 2002). Além disso, aves que sdo expostas a aflatoxina B1,
apresentam reducao da digestibilidade de nitrogénio e aminoacidos e demonstram ainda perda
de nitrogénio enddgeno e uma barreira intestinal prejudicada (CHEN et al.,2016). No entanto,
entre um dos principais efeitos toxicos atribuidos a esta micotoxina esta a reducéo da sintese
proteica, levando a uma queda dos niveis de proteina plasmatica, principalmente albumina e
globulinas alfa e beta (TESSARI et al., 2005).

O deoxinivalenol (DON) micotoxina pertencente aos Tricotecenos do tipo B,
produzidos pelos fungos Fusarium graminearum e Fusarium culmorum sdo encontrados
comumente no milho e no trigo (AUDENAERT et al., 2013). O DON apresenta-se como uma
preocupacdo a saude publica, pois resiste a todos os processamentos entrando prontamente na
cadeia alimentar (OSWALD, 2006). Um importante aspecto da DON é sobre seu efeito toxico
no trato intestinal. No geral as aves ndo apresentam tanta sensibilidade quando comparado a
outras espécies (RAZZAZI-FAZELI et al., 2003). Entre tanto avaliagcbes em frangos de corte
demonstram que mesmo que em baixas concentracfes (3 a 4 mg/kg na dieta) a DON afeta
negativamente a funcdo da barreira intestinal, aumenta a disponibilidade de proteina no lumen

intestinal, aumentando a porcentagem de enterite necrotica subclinica (ANTONISSEN et al.,



11

2014). Segundo BONDY & PESTKA (2000) os aspectos do DON sobre o sistema imune
podem variar de acordo com a concentracdo e tempo de exposic¢do, exercendo fungdo de
estimulacdo a imunossupressdo. Esta micotoxina ao se ligar a subunidade 60S do ribossomo
induz uma resposta de estresse, seguido da elevacdo de prostaglandinas e devido a alta
expressdo do fator nuclear KB (NF-KB) ocorre a indugdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias (ROCHA et al., 2005).

Outra importante micotoxina amplamente encontrada em racdes e alimentos humanos
é a Fumonisina micotoxina produzida por fungos do género Fusarium, principalmente pelo F.
verticillioides, as fumonisinas encontradas pertencem as familias “B”(FB), onde a FB1 € a
mais abundante, os principais efeitos atribuidos a esta micotoxina estdo a inibicdo da sintese
de esfingolipidios (KNUTSEN et al., 2018). Os efeitos atribuidos as fumonisinas estdo o
bloqueio na fase mitdtica das células epiteliais do intestino, diminuindo sua proliferacéo
(BOUHET et al., 2004). Seus efeitos também podem ser observados na diminui¢do de
citocinas liberadas pelas células intestinais, interferindo no recrutamento das células
inflamatdrias na defesa intestinal (OSWALD et al., 2003).

2.2 ACIDOS ORGANICOS

Acidos orgénicos apresentam-se normalmente como componentes normais de tecidos
de plantas e animais. Sdo formados através da fermentacdo microbiana do trato intestinal,
considerados uma importante fonte energética aos hospedeiros (HUYGHEBAERT et al.,
2011). Séo formados por uma estrutura quimica definida como R-COOH (KHAN & IQBAL,
2016). Além disso, exercem uma acdo antimicrobiana, atuam diminuindo o pH do trato
gastrointestinal superior das aves, sendo assim, associado a alteracGes na mucosa intestinal
(PANDA et al., 2009).

Estes aditivos sdo considerados como uma forma alternativa a ser acrescentada na
dieta de frangos para melhorar o desempenho zootécnico (VIOLA & VIEIRA, 2007).
Podendo ser utilizados em diversas formas tanto individual como em misturas, quando se
apresentam na forma de sais sdo de facil manipulagdo para a incorporagdo na alimentacéo,
dissolvendo-se facilmente em &gua, sdo menos volateis e considerados assim menos
prejudiciais (HUYGHEBAERT et al., 2011). Os acidos mais utilizados na dieta animal séo os
de cadeia curta como &cido propibnico, acético, formico, butirico, fumarico (FARIA et

al.,2009). O acético é considerado uma fonte de energia para as células apds sofrer alteracdes
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pelos ciclos dos acidos tricarboxilicos e o &cido férmico por atuarem na transferéncia de
carbonos (VIOLA et al., 2008).

2.3 UTILIZACAO DOS ACIDOS ORGANICOS NA AVICULTURA

A crescente pressdo em proibir a utilizagdo de antibioticos como melhoradores de
crescimento na dieta animal se deve ao risco de transferéncia de residuos para o ser humano,
em muitos paises Europeus a utilizacdo deste tipo de promotores adicionados a racdo animal
foi estritamente proibida (WALDROUP et al.,2003). Para isso em substituicdo ao uso dos
antimicrobianos os &cidos organicos vém surgindo com enorme potencial, sua adicdo nas
dietas de frangos atua melhorando a qualidade da racdo e tem sido aceito oficialmente pela
Unido Europeia (RICKE, 2003).

Acidos organicos sdo compostos que apresentam acdo antimicrobiana e antifingica
esses por sua vez podem atravessar a membrana celular e se dissociar dentro da célula
causando ruptura da membrana, inibicdo de reacdes metabolicas essenciais, diminui¢do do pH
e acumulo de anions téxicos levando a inibicdo do crescimento de microorganismos
(GUIMARAES., et al. 2018).

Alem disso, possuem ainda outras atividades bioldgicas, melhorando a atividade
intestinal, pois sdo considerados de facil acesso de energia para as vilosidades, melhorando
sua diferenciacdo e multiplicacdo, resultando em melhor eficiéncia e absorcdo de nutrientes,
contribuindo com a melhora no quadro geral de saude e desempenho dos frangos (ADIL et al.,
2011). Outros aspectos importantes no modo de acdo dos acidos sdo considerados, como a
acidificacdo da dieta, aumentando a acdo da pepsina através da reducdo do pH estomacal
reduzindo a taxa de esvaziamento e fazendo com que ocorra o aumento da digestdo dos
peptideos (BELLAVER, 2005).

2.4 MICOTOXICOSES E O SEUS IMPACTOS SOBRE A PROTEINA TOTAL E O PESO
RELATIVO DO FIGADO

As aflatoxinas apresentam como principal 6rgdo alvo o figado e as alteragdes
bioguimicas ocasionadas por esta micotoxina resultam em uma diminui¢do da concentracdo
sérica de proteina total, albumina e globulinas. Além disso, durante a conversdo biologica das
aflatoxinas um grande nimero de metabolitos é gerado os quais se ligam ao DNA e RNA e
inibem a sintese de proteinas danificando a estrutura do figado (ALl RAJPUT et al., 2017),
aves desafiadas com aflatoxinas apresentam aumento no peso relativo do figado podendo esta

alteracdo ser atribuido a degeneracao gordurosa (ANDRETTA et al., 2011)
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Outra importante micotoxina reconhecida pela inibicdo da sintese de proteinas esta o
deoxinivalenol, esta toxina ao atingir 6rgdos de alta proliferacdo como sistema digestivo e
imunolodgico resulta em alteracdo da funcdo e estabilidade destes sistemas. O DON pode
afetar o peso relativo de 6rgdos como figado, baco e coracdo, no entanto estes resultados
podem variar conforme a concentragéo, diferenca de ragas e sexo e o dano tecidual causado
pela toxina podem ser refletidos no aumento ou atrofia do 6rgédo (CHEN et al., 2017).

O aumento do peso de 6rgdos também pode ser observado em intoxicacGes causadas
por fumonisinas, amplamente encontrada em todo o mundo causando diversos problemas a
salde animal, no entanto as apresentacfes de seus efeitos toxicos podem variar conforme
espécie animal tempo de exposicdo e dose em maiores concentragdes podem levar a quadros
de necrose hepatica multifocal. O mecanismo de acdo das fumonisinas esta baseada na
inibicdo da enzima ceramida sintase que causa uma interrup¢cdo no metabolismo dos
esfingolipidios sendo este importante para a integridade da membrana celular, regulacéo de
receptores de superficie e bombas de ions importantes para a integridade e funcionamento das
células (SORIAN et al., 2005).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 EXPERIMENTO

Para realizacdo deste experimento todas as diretrizes de bem estar animal foram
sequidas, tendo a aprovacdo pela comissdo de uso e bem estar dos animais do Instituto
Solucdes Analiticas, Microbiolégicas e Tecnoldgicas (SAMITEC) sob ndmero de avaliacao
E001/01/2021. O design experimental foi randomizado e 1296 aves de corte, machos da
linhagem Cobb 500¢, foram distribuidos em 6 tratamentos com 9 replicatas com 24 animais
em cada grupo, sendo estes mantidos no experimento do primeiro aos 42 dias de idade. Todos
0s grupos receberam dieta basal seguindo as recomendacdes estabelecidas pelo NRC (1994) e
agua na forma ad libitum durante todo periodo experimental.

As micotoxinas utilizadas no experimento foram produzidas no Instituto Solucdes
Analiticas, Microbioldgicas e Tecnologicas (SAMITEC) sendo utilizada para producéo de
aflatoxina (B1, B2, G1 e G2) fungo do género Aspergillus parasiticus sendo suas
concentragdes demonstradas na Tabela 1-, para Fumonisina (B1,B2) utilizou-se o fungo
Fusarium moniliforme apresentadas na Tabela 2- e Deoxinivalenol obtido a partir do
Fusarium graminearum. A dose utilizada de Aflatoxinas foi de 0,15mg/kg a qual encontra-se
abaixo da dose letal para frangos (DLsp- 0,3 a 9,0 mg/kg) (MCKEAN et al., 2006) Para
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Deoxinivalenol a dose empregada 25,0 mg/kg, esta também abaixo da letalidade (DLso- 140
mg/kg) para aves de um dia (PESTKA,2007). A dosagem de Fumonisina utilizada foi de
50,0mg/kg seguindo a orientacdo da ( Us Food and Drug Administration, 2001) a qual

estabelece este valor como o nivel maximo aceitavel em dietas de aves.

Tabela 1- Tipo e concentragdo de Aflatoxina.

Tipo Concentracéo (%0)
Bl 93.8
B2 2.1
Gl 34
G2 0.7

Fonte: Autor, 2022.

Tabela 2- Tipo e concentracdo de Fumonisinas.

Tipo Concentracédo (%0)
B1 95.8
B2 4.2

Fonte: Autor, 2022.

Os nomes dos produtos comerciais utilizados neste experimento nédo serdo divulgados
conforme restricdes impostas pela empresa fabricante. Para isso os produtos serdo designados
por letras como: A composto por mistura de acidos e butiratos, B composto por minerais de
argila esmectita, biopolimero de glicose e B-glucanos e C composto por uma combinagdo de
acido acético e acido formico. A adicdo dos produtos A e B foram feitas através da racéo e o

produto C através da dgua A representacdo experimental pode ser observada na Tabela 3-.
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Tabela 3- Representacéo do delineamento experimental.

Tratamentos Micotoxinas mg/kg Produtos

Aves Aflatoxina Fumonisina Deoxinivalenol A B C
T1 216 - - - - - -
T2 216 0,15 50,0 25,0 - - -
T3 216 0,15 50,0 25,0 1,0kg/t 1,5kg/t 1,0L/m’
T4 216 0,15 50,0 25,0 1,0kg/t 1,5kag/t -
T5 216 0,15 50,0 25,0 - 1,5kg/t 1,0L/m?
T6 216 0,15 50,0 25,0 - - 1,0L/m?
Total 1296

Fonte: Autor, 2022.
3.2 DOSAGEM DA PROTEINA TOTAL

As andlises foram realizadas aos 21, 35 e 42 dias do experimento. Para a mensuragédo
dos parametros, 18 aves de cada tratamento foram utilizadas, sendo
coletado aproximadamente 2 ml de sangue da veia ulnar com auxilio de agulha (0,7x25mm)
e seringa de 3 ml, sendo as amostras transferidas para tubos sem anticoagulantes. Apo6s a
coleta, os tubos permaneceram em posicdo vertical por um periodo de 30 a 60 minutos em
temperatura ambiente 15 a 25°C e apds este periodo centrifugados a uma velocidade de 3000
rpm, para obtencgédo do soro.

A analises de amostra de soro foram medidas por um analisador semi automatico (Bio
Plus 200®) utilizando- se kit comercial da empresa Labtest®, sendo a proteina total
mensurada pelo método de biureto (SKEGGS & HOCHSTRASSER, 1964).

3.3 PESO RELATIVO DO FIGADO

Para obtencdo das amostras, as aves foram pesadas individualmente aos 21 35 e 42
dias do experimento e respectivamente em cada periodo 18 aves de cada tratamento foram
sacrificadas humanitariamente, para realizacdo da excisdo das amostras de figado, sendo estes
coletados, pesados de forma individual em balanga de precisdo e expressos em gramas, para
assim se obter o peso relativo do 6rgéo.
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica foi realizada no programa estatistico Statgraphics, verséo
Centurion XV-. Os dados obtidos foram testados para normalidade dos residuos e submetidos
a analise de variancia (ANOVA). Diferencas entre as médias foram comparadas pelo teste de

Duncan, considerando significativo a 5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que frangos alimentados com 0,15mg/kg de aflatoxinas +50,0mg/kg de
fumonisinas + 25,0mg/kg de deoxinivalenol por 21 e 35 dias ndo demonstraram diferencgas
entre os grupos avaliados apresentando diferenca somente aos 42 dias do experimento onde
pode-se observar niveis séricos mais elevados de proteinas totais do que o controle negativo
(P<0,05), sendo que este aumento pode estar relacionado ao processo inflamatério gerado
pela adicdo das micotoxinas e a inclusdo dos acidos organicos ndo impediu esse processo. Os

dados das dosagens de proteina total podem ser observados na Tabela 4- e na Figural-.

Tabela 4- Dosagem de proteina total (PT) de frangos de corte avaliados nos dias 21, 35 e 42

alimentados com dietas contendo micotoxinas e suplementadas ou ndo com diferentes acidos

0rganicos.
Tratamentos PT g/dL CV% PT g/dL CV% PT g/dL CV%
21d 35d 42d

T1CN 2,694 9,7 2,826 18,0 2,755 ¢ 10,6
T2 DB+M 2,127 9,4 3,015 10,5 3,045 ab 14,5
T3 DB+M+A+B+C 2,543 10,7 2,958 8,3 2,925 abc 9,5
T4 DB+M+A+B 2,679 12,8 2,998 9,6 3,199 a 10,1
T5 DB+ M+ B+C 2,696 12,1 2,858 10,1 2,868 bc 13,1
T6 DB+M+C 2,652 11,4 2,733 10,3 2,960 abc 13,8
Média 2,665 11,0 2,898 111 2,959 11,9
Valor de P 0,6411 0,1175 0,0225

Fonte: Autor, 2022.*CN = Controle negativo, * DB= dieta basal * M= micotoxinas administradas 0,15 mg/kg de
Aflatoxinas (Afla) 50mg/kg de Fumonisinas (Fumo) + 25mg/kg de Deoxinivalenol (Don), *Produto (A), Produto
(B) Produto C. *CV= coeficiente de variagdo. * Analise estatistica obtida através de andlise de variancia

(ANOVA) 5%. e método de Duncan. *valores do dia 42 com letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica
(P<0,05). PT= Proteina plasmaética g/dL.
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Figura 1- Dosagem de proteina total (TP) de frangos de corte avaliados nos dias 21,35 e 42
apos alimentacdo com dietas contendo adicdo de diferentes &cidos organicos e desafiados com

micotoxinas.
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Fonte: Autor, 2022.*CN = Controle negativo, * DB= dieta basal * M= micotoxinas administradas 0,15mg/kg de
Aflatoxinas (Afla) + 50mg/kg de Fumonisinas (Fumo) + 25 mg/kg de Deoxinivalenol (Don), *Produto (A),
Produto (B), Produto (C).

Segundo JONES, (1999) em quadros de inflamacGes agudas e crdnicas pode ocorrer
elevacdo das proteinas devido a elevagdo das globulinas com diminuicdo da albumina. Para
MARIN et al. (2003) a exposicdo a doses subclinicas de aflatoxinas podem induzir um
processo inflamatorio e gerar um discreto aumento nas fracbes gamaglobulinas, o que pode
estar contribuindo com os resultados observados no presente estudo. No entanto para
ABDEL-FATTAH et al.(2008) e KAMAL & RAGAA (2014) aves suplementadas com acidos
organicos apresentaram um aumento relativamente perceptivel, embora insignificante, na
concentragdo sérica de proteina total quando comparados a grupos ndo suplementados, sendo
esta elevacgdo atribuida ao proprio acido, pois estes sdo acidos graxos que modificam o pH
estomacal e ao serem absorvidos geram um aumento na concentragao sérica de globulinas.

Nossos resultados demonstram que frangos desafiados com micotoxinas e que
receberam a adicdo dos acidos organicos apresentaram niveis séricos mais elevados de
proteinas aos 42 dias de experimento do que o controle negativo (P<0,05) ndo estando em
concordancia com os resultados encontrados por ANDRETTA et al (2012) pois este observa
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que aves desafiadas com micotoxinas: aflatoxinas, deoxinivalenol, T2, ocratoxinas,
zearalenona e fumonisinas apresentam uma concentracdo de proteina sérica 14% menor
qguando comparados ao grupo nao desafiado e 18% menor em grupos desafiados com
aflatoxinas, em seu estudo cada 1 mg /kg de aflatoxinas representou em uma reducédo de 5%
na concentracdo sanguinea de proteina total. A reducdo da sintese de proteina causada pela
aflatoxina pode estar atribuida ao bloqueio da sintese de RNA resultando em uma inibi¢do da
sintese proteica pelo figado (DEL BIANCHI et al., 2005).

Em contraposicdo aos nossos resultados também estd a pesquisa realizada
por TESSARI et al.(2005) a qual desafiou frangos de corte com diferentes concentragdes de
aflatoxinas (50 e 200 pg de aflatoxina B1/kg) observando aos 28 dias de experimento uma
reducdo da proteina sérica, no entanto em seu estudo pode observar que aos 41 dias as aves
ndo apresentam mais diferencas estatisticas nos valores de proteina quando comparados ao
grupo controle. Os autores sugerem que as aves sofreram uma adaptacdo as toxinas através da
exposicao continua.

No presente estudo a avaliacdo da variavel peso relativo do figado ndo apresentou
diferencas significativas (P>0,05) entre os 6 grupos avaliados conforme demonstrado na

Tabela-5 e Figura 2-.

Tabela 5- Peso relativo do figado de frangos de corte avaliados nos dias 21, 35 e 42

alimentados com dietas contendo micotoxinas e suplementadas ou ndo com diferentes acidos

organicos.
Tratamentos PRF % CV% PRF% CV% PRF% CV%
21d 35d 42 d

T1CN 2,71 15,6 2,08 10,3 1,74 11,5
T2 DB+M 2,68 13,9 2,08 11,2 1,76 13,2
T3 DB+M+A+B+C 2,59 12,2 1,92 13,9 1,69 13,8
T4 DB+M+A+B 2,73 12,2 2,0 13,4 1,76 12,4
T5 DB+ M+ B+C 2,64 11,9 2,01 13,4 1,77 9,9
T6 DB+M+C 2,70 12,8 1,98 6,3 1,83 121
Média 2,68 131 2,01 11,4 1,76 121
Valor P 0,8504 0,3851 0,6101

Fonte: Autor, 2022..*CN = Controle negativo, * DB= dieta basal * M= micotoxinas administradas 15 mg/kg de

Aflatoxinas (Afla) 50mg/kg de Fumonisinas (Fumo) + 25mg/kg de Deoxinivalenol (Don), *Produto (A), Produto

(B) Produto C. *CV= coeficiente de variacdo. * PRF= Peso relativo do figado.
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Figura 2- Peso relativo de frangos de corte avaliados nos dias 21,35 e 42 ap6s alimentacao
com dietas contendo adicdo de diferentes acidos organicos e desafiados com micotoxinas.

3
2,5
2 ET1CN
u T2 DB+M
1,5
= T3 DB+M+A+B+C
1 u T4 DB+M+A+B
m T5 DB+ M+ B+C
0,5 m T6 DB+M+C
0
21d 35d 42d
PRF % PRF% PRF%

Fonte:Autor, 2022.*CN = Controle negativo, * DB= dieta basal * M= micotoxinas administradas 0,15mg/kg de
Aflatoxinas (Afla) + 50mg/kg de Fumonisinas (Fumo) + 25mg/kg de Deoxinivalenol (Don), *Produto (A) (B) e
Produto (C).

Segundo estudo realizado por ANDRETTA et al. (2011) a presenca de aflatoxina na
concentracdo de 0,95 mg/kg, fumonisinas 112.8 mg/kg e deoxinivalenol 4,29 mg/kg
aumentou o peso relativo do figado em 15%, sendo esta variavel utilizada como indicador de
toxicidade associado a ingestdo de micotoxinas, e 0 aumento desse 6rgdo pode ser atribuido a
degeneracgédo gordurosa . Contudo, segundo OTT et al.(2004) somente aves alimentadas com
dietas contendo niveis de aflatoxinas acima de 3mg/kg irdo apresentar aumento do peso do
figado. Por tanto neste estudo a ndo observacdo de diferenca estatistica no peso relativo do

figado pode estar baseada na concentracdo das doses utilizadas.

5. CONCLUSAO

A conclusédo do presente estudo atribui 0 aumento relativo na concentragdo sérica de
proteina total como resposta inflamatoria e a adigdo dos acidos orgénicos ndo impediu este
processo. Conclui-se ainda que as concentragdes das doses utilizadas de micotoxinas nao
interferem no peso relativo do figado.
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Avaliacdo da proteina total e peso relativo do figado de frangos de corte suplementados com

acidos organicos e desafiados com Aflatoxinas, Fumonisinas e Deoxinivalenol.
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ABSTRACT

Fungal contamination in rations is considered an obstacle to poultry production, some
filamentous fungi species produce toxic metabolites known as mycotoxins, which have
important toxic mechanisms, leading to impairment of the function of several organs,
interfering with hematology in the biochemical profile and causing relative increase in organ
weight from challenged animals. To inhibit the development of fungi in the diets, the use of
organic acids is considered as an alternative form to be added to the diet of broilers. The
present study aimed to evaluate the total protein and relative liver weight of broilers
challenged with mycotoxins and the effect of different organic acids added to the basal diet.
For the experiment, 1296 male broilers were used, distributed in 6 treatments, all groups were
challenged with a set of mycotoxins at concentrations of 0.15mg/kg of aflatoxins +50.0mg/kg
of fumonisins + 25.0mg /kg deoxynivalenol, except negative control. Organic acids were
distributed among the treatments, where T3 received the addition of products (A, B, C), T4
(A, B), T5 (B, C) and T6 (C), with products A and B added in the ration and the C added to
the water The results of the work demonstrate that at 42 days, broilers challenged with
mycotoxins and that received the inclusion of organic acids had higher serum levels of total
proteins than the negative control. It can also be observed that the inclusion of mycotoxins
during this period did not affect the relative weight of the liver. The conclusion of the present
study attributes the relative increase in serum total protein concentration to the inflammatory

response and the addition of organic acids did not prevent this process. It is also concluded

1 Universidade Federal de Santa Maria, Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, CEP
97105900, Santa Maria, RS, Brasil. E-mail: wissmanndaiani@gmail.com .Autor para correspondéncia




30
31

32

33

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

10

that the concentrations of the doses used of mycotoxins do not interfere with the relative
weight of the liver.

Keywords: Poultry, Serum Biochemistry, Mycotoxins

RESUMO

A contaminacdo por fungos nas racdes € considerada um obstaculo a producdo
avicola, algumas espécies de fungos filamentosos produzem metabdlitos toxicos conhecidos
como micotoxinas, as quais apresentam importantes mecanismos téxicos, levando ao
comprometimento da funcdo de diversos oOrgdos, interferindo na hematologia no perfil
bioquimico e ocasionando aumento relativo do peso de 6rgdos de animais desafiados. Para
inibicdo no desenvolvimento de fungos nas ragdes a utilizacdo de &cidos organicos €
considerada como uma forma alternativa a ser acrescentada na dieta de frangos. O presente
estudo objetivou avaliar a proteina total e o peso relativo do figado de frangos de corte
desafiados com micotoxinas e o efeito de diferentes acidos organicos adicionados a dieta
basal. Para o experimento utilizou-se 1296 aves de corte, machos, distribuidos em 6
tratamentos, todos os grupos foram desafiados com um conjunto de micotoxinas nas
concentracdes de 0,15mg/kg de aflatoxinas +50,0mg/kg de fumonisinas + 25,0mg/kg de
deoxinivalenol, exceto controle negativo. Os acidos organicos foram distribuidos entre os
tratamentos, onde T3 recebeu a adi¢do dos produtos (A, B, C), T4 (A, B), T5 (B, C) e T6 (C),
sendo os produtos A e B acrescentados na racdo e o C adicionado a agua. Os resultados do
trabalho demonstram que aos 42 dias frangos desafiados com micotoxinas e que receberam a
inclusdo de &cidos organicos apresentaram niveis séricos mais elevados de proteinas totais do
que o controle negativo. Podendo ainda observar que a inclusdo das micotoxinas durante este
periodo ndo interferiu no peso relativo do figado. A conclusdo do presente estudo atribui o
aumento relativo na concentracdo sérica de proteina total como resposta inflamatoria e a
adicdo dos &cidos orgéanicos ndo impediu este processo. Conclui-se ainda que as

concentragOes das doses utilizadas de micotoxinas ndo interferem no peso relativo do figado.
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INTRODUCAO

A producdo de aves vem se intensificando ha décadas para atender o aumento na
demanda mundial por consumo de carne, no entanto as mudancas nas praticas de producao
apresentam diversos e importantes desafios sobre a saide animal (BHATTACHARYA &
RAHA,2002). Entre os desafios presentes na avicultura esta a crescente pressao estabelecida
sobre o uso profilatico de antimicrobianos como promotores de crescimento adicionados a
alimentacdo das aves, esta oposicdo a ndo utilizacdo de antimicrobianos se deve a crescente
presenca de bactérias resistentes em animais e humanos (KOPECHY et al.,2012).

Para isso a industria vem buscando estratégias modernas em substituicdo a utilizacao
de antimicrobianos e entre as alternativas estd o uso de acidos organicos como aditivos a
racdo na producao animal (SHEIKH et al., 2010).0s &cidos organicos sao conhecidos por
apresentarem efeito antimicrobiano e produzir efeito inibidor no desenvolvimento de fungos
nas ragdes ( BYRD et al., 2001).

A contaminacdo por fungos nas racdes é considerada um obstadculo a producdo
avicola, pois acabam tornando-se uma importante preocupacao para a satde animal e humana
(DRASTIG et al., 2016). Algumas espécies de fungos filamentosos produzem metabolitos
toxicos chamados de micotoxinas, ocasionando a contaminacdo da matéria prima para a
producdo da racgdo, sendo este um problema recorrente, apresentando efeitos adversos sobre a
producdo animal (GRECO et al., 2014). Entre as principais micotoxinas presentes na racao
estdo as ocratoxinas, aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona e deoxinivalenol (DARWISH et
al., 2014).

As micotoxicoses comprometem o desempenho animal, interferindo na hematologia e
no perfil bioquimico dos animais desafiados (DAGHIR, 2008). Por tanto a avaliagdo destas
variaveis pode facilitar o diagnostico de micotoxicoses (OGUZ et al., 2000). O peso relativo
do figado também pode ser utilizado como indicador de toxicidade associado a ingestdo de
micotoxinas (ANDRETTA et al., 2011). Com este intuito o presente estudo objetiva avaliar a
proteina total e o peso relativo do figado de frangos de corte desafiados com um conjunto de
trés micotoxinas (aflatoxinas, fumonisinas e deoxinivalenol) e o efeito de diferentes acidos

organicos adicionados a dieta basal.
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MATERIAL E METODOS

Experimento

Para realizacdo deste experimento todas as diretrizes de bem estar animal foram
sequidas, tendo a aprovacdo pela comissdo de uso e bem estar dos animais do Instituto
Solugdes Analiticas, Microbioldgicas e Tecnoldgicas (SAMITEC) sob nimero de avaliacéo
E001/01/2021. O design experimental foi randomizado e 1296 aves de corte, machos da
linhagem Cobb 500®, foram distribuidos em 6 tratamentos com 9 replicatas com 24 animais
em cada grupo, sendo estes mantidos no experimento do primeiro aos 42 dias de
idade. Todos os grupos receberam dieta basal seguindo as recomendagdes estabelecidas pelo
NRC (1994) e agua na forma ad libitum durante todo periodo experimental.

As micotoxinas utilizadas no experimento foram produzidas no Instituto Solucgdes
Analiticas, Microbiolégicas e Tecnoldgicas (SAMITEC) sendo utilizada para produgdo de
aflatoxina (B1,B2,G1 e G2) fungo Aspergillus parasiticus sendo suas concentragdes
demonstradas na tabela 1, para Fumonisina (B1,B2) utilizou-se o fungo Fusarium
moniliforme apresentadas na tabela 2 e Deoxinivalenol obtido a partir do Fusarium
graminearum. A dose utilizada de Aflatoxinas foi de 0,15mg/kg a qual encontra-se abaixo da
dose letal para aves (DLso- 0,3 a 9,0 mg/kg) (MCKEAN et al.,2006). Para Deoxinivalenol a
dose empregada 25,0 mg/kg, abaixo da letalidade (DLso- 140 mg/kg) para aves de um dia
(PESTKA,2007). A dosagem de Fumonisina utilizada foi de 50,0mg/kg seguindo a orientacdo
da (Us Food and Drug Administration,2001) a qual estabelece este valor como o nivel
maximo aceitavel em dietas de aves.

A adicdo dos produtos A e B foram feitas através da racdo e o produto C através da
agua. O produto comercial A é composto por uma mistura de acidos e butiratos, o produto
B é composto por Minerais de argila esmectita, biopolimero de glicose e B-glucanos e o
produto C € composto por uma combinacao de acido acético e acido férmico. A representacéo
experimental pode ser observada na tabela 3.

As analises foram realizadas aos 21, 35 e 42 dias do experimento. Para a mensuracao
dos parametros, 18 aves de cada tratamento foram utilizadas, sendo
coletado aproximadamente 2 ml de sangue da veia ulnar com auxilio de agulha (0,7x25mm)
e seringa de 3 ml, sendo as amostras transferidas para tubos sem anticoagulantes. Apos a
coleta, os tubos permaneceram em posi¢do vertical por um periodo de 30 a 60 minutos em
temperatura ambiente 15 a 25°C e apds este periodo centrifugados a uma velocidade de 3000

rpm, para obtencao do soro. As analises de amostra de soro foram medidas por um analisador
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semi automatico (Bio Plus 200®) utilizando- se kit comercial da Labtest®, sendo a proteina
mensurada pelo método de biureto (SKEGGS; HOCHSTRASSER, 1964).

Peso relativo do figado

Para obtencdo das amostras, as aves foram pesadas individualmente aos 21, 35 e 42
dias do experimento e respectivamente em cada periodo 18 aves de cada tratamento foram
sacrificadas humanitariamente, para realizacdo da excisdo das amostras de figado, sendo estes
coletados, pesados de forma individual em balanca de precisdo e expressos em gramas, para

assim se obter o peso relativo do 6rgéo.

Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada no programa estatistico Statgraphics, versdo
Centurion XV®. Os dados obtidos foram testados para normalidade dos residuos e
submetidos a analise de variancia (ANOVA). Diferencas entre as médias foram comparadas

pelo teste de Duncan, considerando significativo a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que frangos alimentados com 0,15mg/kg de aflatoxinas +50,0mg/kg de
fumonisinas + 25,0mg/kg de deoxinivalenol por 21 e 35 dias ndo demonstraram diferencas
entre os grupos avaliados apresentando diferenca somente aos 42 dias do experimento onde
pode-se observar niveis séricos mais elevados de proteinas totais do que o controle negativo
(P<0,05), sendo que este aumento pode estar relacionado ao processo inflamatorio gerado
pela adi¢do das micotoxinas e a inclusdo dos acidos organicos ndo impediu esse processo. Os
dados das dosagens de proteina total podem ser observados na Tabela 4-. Segundo JONES,
(1999) em quadros de inflamagbes agudas e crbnicas pode ocorrer elevacdo das proteinas
devido a elevacdo das globulinas com diminuigdo da albumina Para MARIN et al. (2003) a
exposicao a doses subclinicas de aflatoxinas podem induzir um processo inflamatorio e gerar
um discreto aumento nas fracbes gamaglobulinas, o que pode estar contribuindo com o0s
resultados observados no presente estudo. No entanto como observado por ABDEL-FATTAH
et al.(2008) e KAMAL & RAGAA (2014) aves suplementadas com acidos organicos
apresentaram um aumento relativamente perceptivel, embora insignificante, na concentracdo

sérica de proteina total quando comparado ao grupo ndo suplementado, sendo esta elevacao
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atribuida ao proprio &cido, pois estes sdo &cidos graxos que modificam o pH estomacal e ao

serem absorvidos geram um aumento na concentragdo sérica de globulinas. .

Nossos resultados demonstram que frangos desafiados com micotoxinas e que
receberam a adicdo dos acidos organicos apresentaram niveis séricos mais elevados de
proteinas aos 42 dias de experimento do que o controle negativo (P<0,05) ndo estando em
concordancia com os resultados encontrados por ANDRETTA et al (2012) pois este observa
que aves desafiadas com micotoxinas: aflatoxinas, desoxinivalenol, T2, ocratoxinas,
zearalenona e fumonisinas apresentam uma concentracdo de proteina sérica 14% menor
guando comparados ao grupo nao desafiado e 18% menor em grupos desafiados com
aflatoxinas, em seu estudo cada 1 mg /kg de aflatoxinas representou em uma reducéo de 5%
na concentracdo sanguinea de proteina total. A reducdo da sintese de proteina causada pela
aflatoxina pode estar atribuida ao bloqueio da sintese de RNA resultando em uma inibicdo da
sintese proteica pelo figado (DEL BIANCHI et al.,2005).

Em contraposicdo aos nossos resultados também estd a pesquisa realizada
por TESSARI et al. (2005) a qual desafiou frangos de corte com diferentes concentracdes de
aflatoxinas (50 e 200 pg de aflatoxina B1/kg) observando aos 28 dias de experimento uma
reducdo da proteina sérica, no entanto em seu estudo pode observar que aos 41 dias as aves
ndo apresentam mais diferencas estatisticas nos valores de proteina quando comparados ao
grupo controle. Os autores sugerem que as aves sofreram uma adaptacdo as toxinas através da
exposicao continua.

No presente estudo a avaliacdo da varidvel peso relativo do figado ndo apresentou
diferencas significativas (P>0,05) entre os 6 grupos conforme demonstrado na tabela 5.
Segundo estudo realizado por ANDRETTA et al (2011) a presenga de aflatoxina na
concentragdo de 0,95 mg/kg, fumonisinas 112.8 mg/kg e deoxinivalenol 4,29 mg/kg
aumentou o peso relativo do figado em 15%, sendo esta variavel utilizada como indicador de
toxicidade associado a ingestdo de micotoxinas, e 0 aumento desse 6rgdo pode ser atribuido a
degeneracgédo gordurosa . Contudo, segundo OTT et al. (2004) somente aves alimentadas com
dietas contendo niveis de aflatoxinas acima de 3ppm irdo apresentar aumento do peso do
figado. H& ndo observacdo de diferenca estatistica neste estudo pode estar baseada na

concentragéo das doses utilizadas.

CONCLUSAO
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A conclusdo do presente estudo atribui 0 aumento relativo na concentracéo sérica de proteina
total como resposta inflamatoria e a adigdo dos acidos organicos ndo impediu este processo.
Conclui-se ainda que as concentracfes das doses utilizadas de micotoxinas nao interferem no

peso relativo do figado..
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Tabela 1- Tipo e concentragdo de Aflatoxina.

Tipo Concentracéo (%0)
B1 93.8
B2 2.1
G1 34
G2 0.7

Fonte: Autor, 2022.
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Tabela 2- Tipo e concentragdo de Fumonisinas.

Tipo Concentracéo (%)
B1 95.8
B2 4.2

Fonte: Autor, 2022.
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Tabela 3- Representacéo do delineamento experimental.

Tratamentos

T1

T2

T3

T4

T5

T6

Total

Micotoxinas mg/kg Produtos
Aves Aflatoxina Fumonisina Deoxinivalenol A B C
216 - - - - - -
216 0,15 50,0 25,0 - - -
216 0,15 50,0 25,0 1,0kg/it 15kg/t 1,0L/m®
216 0,15 50,0 25,0 1,0kg/t 1,5kag/t -
216 0,15 50,0 25,0 - 1,5kg/t 1,0L/m®
216 0,15 50,0 25,0 - - 1,0L/m®
1296

Fonte: Autor, 2022.
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Tabela 4- Dosagem de proteina total (PT) de frangos de corte avaliados nos dias 21, 35 e 42

alimentados com dietas contendo micotoxinas e suplementadas ou ndo com diferentes acidos

organicos.
Tratamentos PTg/dL CV% PTg/dL CV% PT g/dL CV%
21d 35d 42d

T1CN 2,694 9,7 2,826 18,0 2,755 ¢ 10,6
T2 DB+M 2,727 9,4 3,015 10,5 3,045 ab 14,5
T3 DB+M+A+B+C 2,543 10,7 2,958 8,3 2,925 abc 9,5
T4 DB+M+A+B 2,679 12,8 2,998 9,6 3,199a 10,1
T5 DB+ M+ B+C 2,696 12,1 2,858 10,1 2,868 hc 13,1
T6 DB+M+C 2,652 114 2,733 10,3 2,960 abc 13,8
Média 2,665 11,0 2,898 11,1 2,959 11,9
Valor de P 0,6411 0,1175 0,0225

Fonte: Autor, 2022. CN = Controle negativo, * DB= dieta basal * M= micotoxinas administradas 15 mg/kg de
Aflatoxinas (Afla) 50mg/kg de Fumonisinas (Fumo) + 25mg/kg de Deoxinivalenol (Don), *Produto (A), Produto
(B) Produto C. *CV= coeficiente de variagdo. * Analise estatistica obtida através de andlise de varidncia
(ANOVA) 5%. e método de Duncan. *valores com letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica
(P<0,05). PT= Proteina plasmética g/dL.



460 Tabela 5- Peso relativo do figado de frangos de corte avaliados nos dias 21, 35 e 42
461  alimentados com dietas contendo micotoxinas e suplementadas ou ndo com diferentes acidos

462  organicos.

Tratamentos PRF % CV% PRF% CV%  PRF% CV%
21d 354 42d

T1CN 271 15,6 2,08 10,3 1,74 115
T2 DB+M 2,68 13,9 2,08 11,2 1,76 13,2
T3 DB+M+A+B+C 2,59 12,2 1,92 13,9 1,69 13,8
T4 DB+M+A+B 273 12,2 2,0 13,4 1,76 12,4
T5 DB+ M+ B+C 2,64 11,9 2,01 13,4 1,77 9,9
T6 DB+M+C 2,70 12,8 1,98 6,3 1,83 12,1
Média 2,68 13,1 2,01 11,4 1,76 12,1
Valor P 0,8504 0,3851 0,6101

463 Fonte: Autor. CN = Controle negativo, * DB= dieta basal * M= micotoxinas administradas 15 mg/kg de
464 Aflatoxinas (Afla) 50mg/kg de Fumonisinas (Fumo) + 25mg/kg de Deoxinivalenol (Don), *Produto (A), Produto
465 (B) Produto C. *CV= coeficiente de varia¢do. * PRF= Peso relativo do figado.
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