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RESUMO

Disserta¢ao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITOS DAS AFLATOXINAS NO PANCREAS EXOCRINO E
DESEMPENHO DE FRANGOS DE CORTE
Autor: Alexandro Marchioro

Orientador: Carlos Augusto Mallmann
Santa Maria, 27 de setembro de 2012.

Vérios estudos relacionam os problemas com a saude de aves de producdo com as
intoxicacdes decorrentes da ingestdo de aflatoxinas. Porém, tem-se a necessidade da
realizagdo de pesquisas que aprofundem ainda mais o conhecimento dos efeitos das
aflatoxinas sobre os sistemas envolvidos na digestdo e no aproveitamento dos ingredientes das
dietas, com isso, o objetivo desse trabalho, foi avaliar semanalmente os efeitos das aflatoxinas
sobre a atividade das enzimas digestivas (a-amilase, lipase e tripsina) no pancreas, parametros
zootécnicos ao final de cada fase de producao e histologia do pancreas de frangos de corte
intoxicados aos 42 dias de experimento. Para tanto, foram utilizados 1080 pintos de corte, da
linhagem Cobb, machos, de 1 dia de idade. Foi empregado delineamento experimental
totalmente casualizado, no qual as aves foram divididas em quatro tratamentos com 18
repeticdes. Cada repeticao foi composta por 15 aves, totalizando 270 animais por tratamento.
Os tratamentos foram definidos conforme a concentracdo de aflatoxinas adicionadas na dieta:
T1=0 mg/kg de aflatoxinas na ragdo; T2=0,7 mg/kg de aflatoxinas na ragdo; T3=1,7 mg/kg de
aflatoxinas na racao e T4=2,8 mg/kg de aflatoxinas na racdo. As coletas dos pancreas foram
realizadas em uma ave de cada repeticao, escolhida ao acaso, aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de
idade, totalizando dezoito aves de cada tratamento. O pancreas de cada ave foi
homogeneizado com d4gua destilada, congelado em nitrogénio liquido, liofilizado e
armazenado a -20 °C. O consumo de racdo, peso corporal e conversdo alimentar foram
mensurados aos 21, 35 e 42 de experimento. Fragmentos de pancreas de 6 aves de cada
tratamento foram coletados aos 42 dias de idade, mantidos em formol 10% para avaliacao
histopatologica. A inclusdo de aflatoxinas na dieta promoveu um aumento significativo nas
atividades das enzimas lipase e a-amilase nos tratamentos T3 e T4. A atividade especifica de
tripsina apresentou diferenga significativa somente no tratamento T4. As aflatoxinas
induziram efeito negativo sobre o desempenho zootécnico, bem como alteragdes
histopatologicas comprometendo o pancreas exdcrino das aves. As enzimas pancreaticas
desempenham um papel crucial na digestdo e absor¢cao de macromoléculas ingeridas, portanto
a influéncia na atividade dessas enzimas causada pelas aflatoxinas afeta diretamente a
digestibilidade da dieta levando a prejuizos na produtividade dos animais.

Palavras-chave: Micotoxinas, a-amilase, lipase, tripsina, atividade enzimatica, aves.



ABSTRACT

Master's Dissertation
Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

EFFECTS OF AFLATOXINS IN THE EXOCRINE PANCREAS AND
PERFORMANCE OF BROILER CHICKENS
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Several studies have related the problems with the health of poultry production with
poisoning resulting from ingestion of aflatoxins. However, there is a need to conduct further
research to deepen knowledge of the effects of aflatoxin on the systems involved in digestion
and utilization of the diet ingredients, with this, the objective of this study was to evaluate the
effects of aflatoxin weekly on the activity of digestive enzymes (a-amylase, lipase and
trypsin) in the pancreas, zootechnical parameters at the end of each stage of production and
histology of pancreas of broilers intoxicated for 42 days of experiment. For this, we used
1080 broiler chicks, the Cobb males, 1 day old. Was completely randomized experimental
design, in which the birds were divided into four treatments with 18 replications. Each
replication consisted of 15 birds, totaling 270 animals per treatment. The treatments were
defined as the concentration of added dietary aflatoxin: T1 = 0 mg / kg of aflatoxin in feed,
T2 = 0.7 mg / kg of aflatoxin in feed; T3 = 1.7 mg / kg of aflatoxin in feed and T4 = 2.8 mg /
kg of aflatoxin in feed. The samples of the pancreas were performed in a bird each repetition,
chosen at random, at 7, 14, 21, 28, 35 and 42 days, totaling eighteen birds per treatment. The
pancreas of each bird was homogenized with distilled water, frozen in liquid nitrogen,
lyophilized and stored at -20 °C. Feed intake, body weight and feed conversion were
measured at 21, 35 and 42 of the experiment. Fragments of pancreas of 6 birds from each
treatment were collected at 42 days of age, maintained in 10% formalin for histopathological
evaluation. The inclusion of aflatoxins in the diet caused a significant increase in the activities
of the enzymes a-amylase and lipase in treatments T3 and T4. The specific activity of trypsin
only significant difference in treatment T4. Aflatoxins induced negative effect on live
performance, as well as histopathological changes affecting the exocrine pancreas of birds.
The pancreatic enzymes play a crucial role in digestion and absorption of ingested
macromolecules, so the influence on the activity of these enzymes caused by aflatoxins
directly affects the digestibility of the diet leading to losses in productivity of animals.

Key words: Mycotoxins, a-amylase, Lipase, Trypsin, Poultry.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Esquema da biotransformacdo da aflatoxina B; e seus metabolitos, conforme OMS
083 e a et h bt n bt et b e bt b e 14

Figura 2- Mecanismo de acdo das enzimas Sobre 0S SUbStratos. .......ccceeeveeereveeecieesiereesreeenne 17



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Efeito de diferentes concentragdes de aflatoxinas no peso corporal, consumo de
ragdo e conversao alimentar de frangos de corte intoxicados durante 42 dias. ....... 34

Tabela 2- Atividade das enzimas a-amilase, lipase e tripsina em frangos de corte aos 7, 14, 21,
28, 35 e 42 dias de idade, alimentados com diferentes concentragdes de aflatoxinas
118 TAGAD. .. ututreeeeeeeeeeuurreeeereeeeeeeaaartrereeaeeasaaassrassaaaseseasasssssessasesesaassssesseaseeeaasssresesaeens 35



ANOVA
AFB,

Ca

Cl
CNPq
FAO
IARC
LAMIC
OMS
ppb

ppm
RASAF

RDC
UFSM
Ubabef
UE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Atividade de Agua

Andlise de variancia

Aflatoxina B,

Célcio

Cloro

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
Food and Agriculture Organization
International Agency for Research on Cancer
Laboratorio de Analises Micotoxicologicas
Organizacdo Mundial da Saude

Partes por bilhdo

Partes por milhao

Rapid Alert System for Food and Feed
Resolugdo de Diretoria Colegiada
Universidade Federal de Santa Maria

Unido Brasileira de Avicultura

Unido Européia



SUMARIO

1. INTRODUQGAOQ ...uuuueeeeerererernreresesesesesesessssssssssesssssssssssssssssessssssssssssasasasoses 10
2. REVISAO DE LITERATURA ...uuoeeueeeeeerereneeerssesesssssssssssssssssssssssssssesssssens 11
2.1 MICOtOXIMAS.ceiiererarrecsssrsreessssassesssssnssesssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssesssssasssssssassssssssnssssss 11
2,11 ASTATOXINGS ..viiiiiiiiiee ettt et e ettt e e et e e e ette e e e eeaaeeeeeeabaeeeeeaaaeeeeansseeeeeensaeaeeennreas 12
2.2 ENZIMAS.ccciiiiirraniioissseniossssansecsssssssesssssasssssssasssssssssssasssssasssssssssssssssssssssssssassssssssassssssssssssssssans 17
2.2.1 Enzimas digeStiVAS €T AVES .....cueeerireeruieeeiiieeeiieesieeesseeesseeessseeessseesssseessssesssssessssesensnes 18
3. CAPITULO I - EFFECTS OF AFLATOXINS ON PERFORMANCE

AND EXOCRINE PANCREAS OF BROILER CHICKENS....ccccceeeccecccenee 22
INTRODUCTION ....ccccceeeeeeeeneneeecccccceeesessssssssssccssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 23
MATERIAL AND METHODS ... cctttttttereeeeeccccceeeeeensasssesscccesssssssssssssssscsssssssns 24
RIESULT S cteetttteeeeeeecceceeeeeeeesssssssccccsssssssssssssssssccssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 26
DISCUSSION ...eeeeeeeeeeeeeeenneeseeecccceeessesssssssssssccessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 27
REFERENCES .....aeeeeeettteeeenneeeecccccesesessssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 31
ACKNOWLEDGEMENTS ... cceteeteteeenneeeeeccccceseesssssssssssssscsssssssssssssssssscssssssans 33
4. CONCLUSOES .....uoerrerrrrerrnsnssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessasens 37
5. REFERENCIAS .....cevueruerrenensnssnssssssssssssessessssessesssssssssssssssssessassassassasssassens 38

0. ANEXO...uuuiniuiriinnnensnensaensnnssncsssesssesssesssssssssssssssssssassssssssssssasssssssassssssssssssases 43



1. INTRODUCAO

A contaminacdo dos alimentos por fungos representa um sério risco, tanto para satude
animal quanto para a saude humana. As micotoxinas comegaram a receber maior importancia
cientifica a partir de 1960, quando as aflatoxinas foram responsaveis pela mortalidade de mais
de 100.000 aves na Europa. Com o avango das pesquisas, ficou evidente que as mesmas
possuem propriedades extremamente toxicas a todos os mamiferos. Desta forma, cada vez
mais, as micotoxinas vém recebendo espago no cenario mundial. BENITEZ (2002) afirma que
um quarto dos graos produzidos no mundo estdo contaminados por micotoxinas. O Brasil, um
dos lideres na produg¢do de alimentos agricolas e de commodities, possui condi¢des
ambientais excelentes para o crescimento de fungos micotoxigénicos. Dentre as micotoxinas
existentes, a aflatoxina, produzida por fungos do género Aspergillus, ocorre frequentemente
em graos, como o milho, o qual se destaca como cereal de grande importancia, constituindo
cerca de 70% das racdes formuladas para aves e suinos (SANTOS, 2010).

O Brasil atualmente ocupa posicdo de destaque mundial no mercado de frango de
corte. Dados publicados no ultimo relatorio da Unido Brasileira de Avicultura (Ubabef),
demonstram que o Brasil produziu, no ano de 2011, 13.058 milhdes de toneladas de carne de
frango, o que representa um crescimento de 6,8% em relacdo a 2010 e um recorde na historia
do setor. Com este desempenho, o Brasil destaca-se como o terceiro maior produtor mundial
de carne de frango, ficando atras apenas da China e Estados Unidos (UBABEF, 2012).

Existem varios estudos que relacionam os problemas com a satide de aves de produgao
com as intoxicacdes decorrentes da ingestdo de aflatoxinas. Embora tais estudos sejam de
importancia para a micotoxicologia, tem-se a necessidade da realizacdo de trabalhos que
aprofundem ainda mais o conhecimento dos efeitos das aflatoxinas sobre os sistemas
envolvidos na digestdo e no aproveitamento dos ingredientes das dietas. Com isso, objetivou-
se nesse trabalho, avaliar semanalmente os efeitos das aflatoxinas sobre a atividade das
enzimas digestivas (o-amilase, lipase e tripsina) no pancreas, pardmetros zootécnicos ao final
de cada fase de produgdo e histologia do pancreas de frangos de corte intoxicados aos 42 dias

de experimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Micotoxinas

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos, de baixo peso molecular e nao
antigénicos (QUIN et al., 2005), produzidos por algumas espécies de fungos, sobretudo dos
géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Estes fungos estdo associados a producdo de
aflatoxinas, ocratoxinas, esterigmatocistina, patulina, rubratoxina B, dcido penicilico, citrina,
zearalenona e tricotecenos, sendo estas micotoxinas comprovadamente toxicas em alimentos
(ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).

Metabdlitos secundarios ndo sdo substancias essenciais ao crescimento ou manutencao
dos fungos, e sua sintese ocorre no final da fase log de crescimento (DEMAIN et al., 2005). A
producao de micotoxina esta diretamente relacionada com o crescimento do fungo, entretanto,
a presenga da toxina também ndo indica a contaminacdo flingica, ja que estas podem ser
destruidas durante as etapas de preparagdo da ragdo (GONCALEZ et al., 2001).

Estima-se que existam de 100 a 250 mil espécies fungicas. Destas, cerca de 200 sdo
capazes de produzir micotoxinas, mas somente 30 sdo efetivamente responsaveis por casos de
micotoxicoses (GOMPERTZ et al., 2008). Diferentes espécies de fungos podem produzir um
mesmo tipo de micotoxina, assim como, uma unica espécie pode produzir mais de um tipo de
toxina (BACK, 2004). Atualmente ja foram identificadas pelo menos 300 micotoxinas
(BORGES et al., 2004).

Existem algumas condi¢des que predispdem a produgdo de micotoxinas pelos fungos:
umidade, temperatura, aeragdo, tipo e disponibilidade de substrato (PITT & HOCKING,
2009). Para que os fungos desenvolvam-se adequadamente no substrato, ¢ necesséaria a
disponibilidade de agua (MALLOZZI & CORREA, 1998). Além de fatores relativos as
condigdes ambientais necessarias para a producdo de micotoxinas pelos fungos, existem
também fatores relativos ao proprio fungo, como as diferentes espécies e cepas
(KOZAKIEWICZ & SMITH, 1994).

A International Agency for Research on Cancer (1993) classifica as substancias de
acordo com seu potencial carcinogénico. No caso das micotoxinas, a aflatoxina foi
classificada como carcinogénica para humanos (Grupo 1), a ocratoxina e as fumonisinas como

possiveis carcinogénicos (Grupo 2B), e zearalenona, deoxinivalenol (DON) e toxina T-2
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como substancias nao classificadas (Grupo 3). As micotoxinas sdo consideradas um problema
mundial e a Organiza¢do de Agricultura e Alimentos das Nagdes Unidas (FAO) estimou que
mais de 25% da producdo mundial de alimentos encontra-se contaminada com algum tipo de

micotoxina (BENITEZ, 2002).

2.1.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo produzidas principalmente por fungos do género Aspergillus (A.
flavus e A. parasiticus). Atualmente sao conhecidos 18 compostos similares designados pelo
termo aflatoxina, porém, os principais sdo identificados como Bj, By, G; ¢ G, (RICHARD,
2007), sendo a B; a mais téxica. Sdo compostos de natureza cristalina, termoestaveis,
superando 200°C e ndo sdo afetadas pelo frio. Soltiveis em solventes polares, como
cloroférmio e metanol, e insoliveis em gorduras e 6leos. Sao relativamente instaveis quando
expostas a luz e a radiagdo ultravioleta. Sao destruidas na presenca de amonia, hipoclorito ou

solucdes fortemente alcalinas. Além disso, sdo incolores, inodoras e nao alteram o sabor dos

alimentos (BORETTI, 1998).

Distribuicdo e prevaléncia

A presenga e a magnitude da contaminacdo dos alimentos por aflatoxinas variam em
razdo de fatores geograficos, sazonais e também das condigdes de cultivo, colheita e
armazenamento dos produtos agricolas. Os cultivos em zonas tropicais € subtropicais sao
mais propensos a contaminagdo do que em regides temperadas, pois as condi¢des Otimas para
a producao de toxinas predominam nas regides de elevada umidade (RODRIGUEZ, 2002). Os
fungos toxigénicos podem invadir e desenvolverem-se em uma grande variedade de
substratos como cereais, sementes ¢ alimentos durante as fases de crescimento, cultivo,
colheita, transporte processamento ¢ armazenamento. No entanto, a presenca de fungos nao
significa necessariamente a presenca das toxinas, pois nem todos sdo produtores delas. Da
mesma forma, a presenga das toxinas ndo necessariamente pode estar relacionada a presenca
do fungo produtor, pois aquela apresenta grande estabilidade em graos, mesmo apds a
deterioragdo do fungo. Em cereais estocados, os fatores como umidade relativa do ar de 80 a
85%, com Aw superior a 0,7 em cereais, e temperatura entre 24 ¢ 35°C representam boas

condi¢cdes para a produgdo de aflatoxinas (MALLMANN & DILKIN, 2007). Resultados de
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analises, realizadas no Laboratério de Anélises Micotoxicoldgicas (LAMIC) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) durante os ultimos 17 anos, demonstraram que a ocorréncia
de aflatoxinas no milho, apresenta uma frequéncia de positividade de 46% nas 68.420
amostras analisadas na rotina desse laboratério, com uma média de contaminagdo de 9,1
ng/kg (LAMIC, 2012).

Na Unido Européia (UE), no ambito da gestdo dos riscos, desenvolveu-se o RASFF
(Rapid Alert System for Food and Feed), que ¢ uma ferramenta para gerir incidentes e crises
alimentares, permitindo estabelecer o panorama no que se refere as tendéncias dos perigos de
segurancga alimentar que afetam os consumidores Europeus. A andlise dos dados do relatério
anual do RASFF referente ao ano de 201 1mostra que as micotoxinas sdo os agentes quimicos
que envolveram maior nimero de notificagdes. De um total de 635 notificagdes, 585

correspondem a presenga de aflatoxinas.

Absor¢do e metabolismo das aflatoxinas

A absorcao das aflatoxinas ocorre pela passagem do meio externo, geralmente por
uma barreira composta por membranas, para o meio interno do organismo, alcancando a
corrente sanguinea. Em decorréncia da composicao lipidica das membranas que compdem as
células, a lipossolubilidade do xenobidtico absorvido assume fundamental importincia,
facilitando o transito por essa barreira. Assim, as aflatoxinas, por sua alta lipossolubilidade,
podem ser facilmente absorvidas pela pele, pulmodes e trato gastrintestinal (FERNANDEZ,
1994).

Uma vez absorvida, a aflatoxina B; ¢ imediatamente ligada, de forma irreversivel, a
albumina e, em menor escala, a outras proteinas. Formas de aflatoxinas ligadas e ndo ligadas a
proteinas séricas espalham-se pelos tecidos, especialmente o figado. Depois de depositada no
figado, as aflatoxinas sdo biotransformadas pelo sistema microssomal hepatico em
metabolitos toxicos: aflatoxina B,, e epoxido de aflatoxina. Estes metabolitos reativos tém a
habilidade de ligar-se de forma covalente com constituintes intracelulares (WYATT, 1991). O
mecanismo de acdo das aflatoxinas na célula animal ocorre, na maioria das vezes, através de
alteracdes dos processos basicos (como no metabolismo de carboidratos, lipidios e esteroides)
e de alteracdes da fungdo mitocondrial, da sintese proteica e de 4cidos nucléicos, constituindo-
se estes ultimos nos principais sitios de a¢ao das aflatoxinas. Todos esses efeitos primarios
somados a acdo direta sobre enzimas proteinas ou coenzimas, determinam efeitos secundarios

que alteram a regulagdo da atividade metabolica da célula afetada (UENO, 1991).
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AFLATOXINA B,
SISTEMA REDUTASE
SISTEMA ENZIMATICO CITOPLASWATICO
MICROSSOMAL DO FIGADO
AFLATOXICOL

EPOXIDAGAC HIDRATAGAO HIDROXILAGAO o0-DESMETILAGAO

8, 9 EPOXIDO DE
AFLA TOXINA AFEEE AFM1 AFQ1 AFF1E1
LIGACAQ INIBI AN
CDUALEN[;TE COM D[:f; EXCRETADO
ACIDOS ENZIMAS PELO LEITE EXCRETADOS
NUCLEICOS (DNA) \\ NA BILE E URINA
MUTAGEI}IESE REDUQﬁO DA
TERATOGENESE SINTESE
CARCINOGEMNESE PROTEICA

Fonte: adaptado de OMS, 1983.

Figura 1 — Esquema da biotransformacao da aflatoxina B, e seus metabolitos.

Efeito das aflatoxinas sobre as aves

Com relagdo as espécies exploradas na avicultura comercial, a susceptibilidade de
intoxicag¢dao por aflatoxinas ¢ maior em patos, seguidos de perus, gansos, faisdes e frangos
(MULLER et al., 1970). MALLMANN et al. (2009) afirmam que mesmo entre individuos de
uma mesma espécie, a resposta a exposicao de aflatoxinas pode variar de acordo com a raga,
sexo, idade e composicao da dieta entre outros fatores.

Quando as aflatoxinas sdo ingeridas pelos animais podem, produzir diversos efeitos
deletérios a saude, sobretudo pelas suas propriedades carcinogénicas, teratogénicas,
mutagénicas, hemorragicas e desenvolvimento de carcinomas hepaticos. Os efeitos tdxicos

destas aflatoxinas podem afetar o desempenho metabdlico em aves como conversagao
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alimentar ¢ ganho de peso (KUMAR et al., 2007; MALLMANN & DILKIN, 2007). Na
avicultura industrial, ra¢des contaminadas mesmo com doses inferiores a 75 ug/kg de
aflatoxina causam redugdes de até 10% no peso das aves (LAZZARI, 1997). TESSARI
(2004) demonstrou que niveis a partir de 50 pg/kg de AFB; causam uma redugao no ganho de
peso corporeo de frangos de corte ao final do experimento. CARDOSO (2007), administrando
aflatoxinas em frangos de corte até os 21 dias de idade, observou reducdo no ganho médio de
peso do grupo que foi inoculado somente com aflatoxinas na dose de 2 mg/kg.

O figado ¢ o 6rgao mais lesado resultando em uma série de danos ao metabolismo das
proteinas, carboidratos e lipideos (HOERR, 1997), a degeneracdo gordurosa hepdtica e
proliferacdio dos ductos biliares induzem diversas alteragdes séricas, principalmente
constatadas pelo aumento da atividade das enzimas, coagulopatias e diminui¢do na produgao
de proteinas (OLIVEIRA & GERMANO, 1997). SANTIN et al. (2003) relataram, além da
reducdo no desempenho, alteragdes patologicas em importantes 6rgaos, como rim e figado, e
alterag¢des no sistema imunologico das aves. Outros 6rgdos como intestino, bago, linfonodos e
rins também podem sofrer alteragdes, principalmente em animais monogastricos como aves €
suinos (MARIN et al., 2002). Alteragdes histopatologicas no figado de frangos de corte como
degeneracdo hepatica, hiperplasia e infiltracao de heterofilos, foram observadas por TESSARI
(2004).

Na aflatoxicose aguda os sinais clinicos observados sdo prostacdo, anorexia, ictericia
e, dependendo da dose ingerida, alta mortalidade. J& a aflatoxicose cronica nao ¢ facilmente
reconhecida, pois prejudica a produtividade do lote. Sinais clinicos como depressao, perda de
apetite, penas arrepiadas, paralisia e diarreia foram observadas em frangos de corte por
(LEESON et al., 1995). A aflatoxicose também causa consideravel reducdo nos niveis de
proteinas plasmaticas, influindo na produgdo de hemoglobinas, no mecanismo de coagulacao
sanguinea e na sintese de importantes sistemas enzimaticos que, associados ao aumento da
fragilidade capilar, provocando hemorragias generalizadas (BURAGAS, 2005).

Em surtos de aflatoxicose, uma das caracteristicas mais marcantes, ¢ a ma absor¢ao, na
qual prejudica a eficiéncia alimentar e eleva o custo de produgdo. A ma absor¢cao manifesta-se
como particulas mal digeridas de racao na excreta das aves e estd associada com esteatorréia
ou excrecdo aumentada de lipideos. Em frangos de corte a esteatorréia ¢ causada devido a o
impacto causado pelas aflatoxinas na atividade das enzimas pancreaticas, principalmente
sobre a lipase, e pela diminuicdo dos sais biliares, necessarios para digestdo e absor¢ao das

gorduras (MALLMANN et al., 2007).
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O dano mais proeminente a producdo animal decorre do efeito de baixas
concentragdes de aflatoxinas nas ragdes, insuficientes para desencadear quadro perceptivel,
mas capazes de alterar o desempenho animal, prejudicando a lucratividade. A perda no ganho
de peso ¢ determinada pela reducdo nas taxas de sintese proteica e por alteracdes no
metabolismo energético, comprometendo o sistema imunoldégico dos animais e tornando-os
propensos a patologias infecciosas (ARAVIND et al., 2003). A sensibilidade do sistema
imunologico para a imunossupressao induzida pela aflatoxina pode ser manifestada pela
depressao da atividade dos linfocitos T ou B e do comprometimento da fungdo efetora dos
macrofagos (CORRIER, 1991). Ocorre aplasia do timo e da bursa de Fabricius, redug¢do do
nimero ¢ da atividade de células T, supressdo da atividade fagocitaria e reducdo dos
componentes humorais, como complemento (C4), interferon e imunoglobulinas IgG e IgA
(PIER, 1992). Estas alteragdes contribuem para ocorréncia de infeccdes concomitantes,
sobretudo por agentes virais e bacterianos. Frangos alimentados com 300 pg/kg de aflatoxinas
na dieta apresentaram diminui¢do dos niveis séricos de albumina e globulinas, como também

redugdo da sintese proteica pelo figado (GHOSH, 1990).

Limite maximo de aflatoxinas para aves de produgdo

Considerando a toxicidade das aflatoxinas, a legislacdo brasileira estabeleceu limites
maximos seguros para as aflatoxinas presentes em alimentos destinados a alimentag¢ao animal
¢ humana. O Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento com a Portaria
MA/SNAD/SFA N°. 07, de 09/11/88 estabelece o limite maximo de 50 pg/kg para essas
micotoxinas em ragdes destinadas ao consumo animal (BRASIL, 1988). MALLMANN et al.,
(2007) observou que o limite maximo de aflatoxinas em racoes (50 pg/kg) adotado pela
legislagao brasileira nao pode ser considerado seguro na criacdo de frangos de corte, uma vez
que niveis bastante inferiores acarretaram alteragdes em alguns parametros hematologicos,
sendo, portanto, potencialmente capaz de afetar o desempenho das aves. Assim, com base em
experimentos realizados in vivo, novas recomendagdes foram estabelecidas com relagdo aos
limites seguros de micotoxinas para ra¢des de frangos de corte. De acordo com LAMIC
(2012), estes limites sdo de 0, 2 e 5 pg/kg de aflatoxinas, para frangos de corte em fase inicial,
crescimento e final, respectivamente, estando bem abaixo dos valores descritos pela portaria

ministerial citada.
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2.2 Enzimas

As enzimas sdo proteinas com propriedades catalisadoras sobre as reagdes que
ocorrem nos sistemas bioldgicos. Elas apresentam um elevado grau de especificidade sobre
seus substratos acelerando reacdes especificas sem serem alteradas ou consumidas durante o
processo. As enzimas sdo sintetizadas por células vivas e atuam em quase todas as reagoes
quimicas do metabolismo dos organismos vivos e, portanto, também estdo presentes nos
varios alimentos, atuando na hidrélise do material alimenticio em compostos mais simples.
(NELSON & COX, 2002).

Segundo BOYER (2005) as moléculas de enzimas contém uma fenda especial
denominada sitio ativo, que contém aminodcidos cujas cadeias laterais criam uma superficie
complementar ao substrato. Isso permite que as enzimas atuem na ruptura de determinadas
ligagdes quimicas. O sitio ativo liga-se ao substrato, formando um complexo enzima-substrato
que sera convertido a enzima e produto (Figura 2). Qualquer que seja 0 mecanismo catalitico
de uma reagdo, uma vez que as moléculas de substrato tenham reagido, a enzima separa-se
dos produtos, liberando a molécula de enzima para novas reagdes. Portanto, as enzimas nao

sdo consumidas nas reagdes que catalisam.

"‘H‘Susmro A enzima altera ligeiramente a sua O '

forma & medida que o substrato se liga Plodutog
Q.1t10 Afivo
Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
sitio ativo da enzima enzima-substrato enzima-produto sitio ativo da enzima

Fonte: BRONDANI, 2010.

Figura 2 — Mecanismo de ag¢do das enzimas sobre os substratos.

A catélise enzimatica ¢ essencial para os sistemas vivos. Nas condigdes bioldgicas
relevantes, as reagdes nao catalisadas tendem a ser lentas. A maioria das moléculas biologicas
sdo muito estaveis nas condi¢des internas das células com pH neutro, temperaturas amenas e
ambiente aquoso. Além disso, muitos processos bioquimicos corriqueiros sao desfavoraveis

ou improvaveis no ambiente celular sem a presenca das enzimas. As enzimas contornam estes
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problemas ao proporcionarem um ambiente especifico adequado para que uma dada reagdo
possa ocorrer mais rapidamente (NELSON & COX, 2010).

O processo digestivo, em termos gerais, ¢ a transformagdao do alimento no trato
digestorio em compostos mais simples (aminoacidos, acidos graxos, glicerol, acticares) para
que sejam transportados aos tecidos, via corrente sanguinea. Para que estas alteragdes
ocorram, ¢ necessaria a presenca de enzimas digestivas ao longo do trato digestério

(DE SILVA & ANDERSON, 1995).

2.2.1 Enzimas digestivas em aves

As enzimas digestivas ja se encontram ativas no embrido das aves, assim como
mecanismos de absor¢do de nutrientes no intestino. Enzimas extracelulares, secretadas pela
endoderme do saco vitelino, atuam sob o substrato, permitindo a absor¢do dos produtos da
digestao, inclusive de macromoléculas (SKLAN & NOY, 2000).

Na eclosdao, o sistema digestivo da ave estd anatomicamente completo, mas sua
capacidade funcional de digestdo e absor¢do ainda estd imatura, se comparado a de aves
adultas (OVERTON & SHOUP 1964; CHAMBERS & GREY, 1979, apud MAIORKA et al.,
2002). No periodo imediatamente apos a eclosdo, o peso do intestino do pintinho aumenta
com maior velocidade do que o seu peso corporal como um todo. Este processo de rapido
desenvolvimento atinge um pico méaximo por volta de 6 a 8 dias para o intestino, entretanto,
outros 6rgaos do sistema digestério como o pancreas e moela ndo apresentam o mesmo ritmo
de crescimento quanto ao seu peso relativo (SKLAN & NOY, 2000). As aves nascem com
alguma reserva enzimatica no pancreas, que tende ser reduzida até o quinto ou sexto dia de
vida e, posteriormente, aumentada novamente até atingir producdes maximas aos 10 dias de
idade (NITSAN et al., 1991).

Atualmente a primeira semana representa 17% da vida do frango de corte e ¢ nesta
fase, estendendo-se até a segunda semana, onde se estabelecem transformagdes fundamentais
para o desenvolvimento e terminacao das aves. Logo apds a eclosdo, os pintinhos ja interagem
fortemente com o ambiente procurando bicar e ingerir particulas, o que leva a mudangas na
estrutura morfofisioldgicas do trato gastrointestinal. Com a ingestdo de alimentos, a

maturacao dos orgaos digestorios € acelerada (e induz a producdo de secrecdes digestivas),
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assim como a utilizagdo das reservas do saco vitelino, possivelmente devido ao aumento de
intensidade de movimentos antiperistalticos no intestino (MAIORKA et al., 2002).

O pancreas ¢ um Orgdo com caracteristicas endocrinas e exdcrinas. Diretamente
envolvido com a digestdo estd a por¢cdo exdcrina que possui duas fungdes: 1) secrecdes de
suco rico em ions bicarbonato e agua, para elevar o pH acido do conteudo proveniente da
moela que flui para o duodeno; e 2) secre¢do de enzimas para a digestdo luminal de proteinas,
carboidratos e gorduras. As enzimas proteoliticas sao as que degradam as proteinas, sendo a
tripsina a mais abundante. A enzima para a digestao de carboidratos ¢ a amilase pancreatica.
A digestdo de gorduras ¢ feita pela lipase pancreatica. Essas sdo a trés principais enzimas
digestivas, presentes na regido duodenal liberadas pelo pancreas em frangos de corte
(MAIORKA et al., 2002). A alimentacdo de pintinhos estimula a secre¢do das enzimas
pancreaticas e a utilizacao de niveis adequados de sddio € essencial para os mecanismos de
absor¢do de nutrientes (em especial glicose e aminoacidos) pela mucosa intestinal (NOY &
SKLAN, 2000).

A lipase (triacilglicerol ester hidrolase), presente no suco pancredtico dos animais,
catalisa a hidrolise dos triacilglicer6is em dacidos carboxilicos em solugdo aquosa. Essa
enzima ¢ ativada em solventes organicos hidrofobicos com pequena quantidade de agua, onde
ocorre o equilibrio quimico (JAEGER & REETZ, 1998). Essa enzima ¢ capaz de realizar uma
reagdo hidrolitica muito rapida entre duas fases ndo misciveis. O substrato encontra-se na fase
lipidica, enquanto moléculas de agua, necessarias para a hidrolise, estdo presentes na fase
aquosa. A reacdo enzimatica ocorre na interface oleo - dgua, favorecida pela colipase, que ¢
um cofator proteico liberado pelo pancreas que permite a interagdo da lipase com goticulas de
gordura na luz intestinal. Os sais biliares e a colipase alteram o pH o6timo da lipase
pancreatica de 8,5 para 6,0, beneficiando um incremento em sua atividade, pois o pH da
por¢ao superior do intestino delgado, principal local de agdo da enzima, estd normalmente
entre 6,0 ¢ 6,5 (SMITH et al., 1988; MORAN, 1985).

A digestdo dos lipidios ocorre com o auxilio de enzimas e de emulsificantes que
permitem uma maior area para a acdo da enzima lipase pancredtica. Grande parte deste
processo ocorre no duodeno, jejuno e ileo. Quando as gorduras provenientes do estdmago
ingressam no intestino delgado encontram um ambiente alcalino (pH=5,8 - 6,0) que permite
uma atuagdo da bile produzida no figado e armazenada na vesicula biliar. A bile tem por
funcdo emulsificar os lipidios, aumentando superficie dos mesmos com a formacdo de
microgoticulas de gordura (FREEMAN, 1985). Segundo este mesmo autor, esta fina

subdivisdao a bile, tem por proposito expor uma superficie apropriada para a agao da lipase
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pancredtica na interface 6leo - agua. A lipdlise ¢ uma funcdo diretamente relacionada com a
area de superficie exposta ao substrato da presente enzima. A colipase ¢ requerida para a
ativacdo e funcionamento da lipase no substrato. Uma estreita relacao cinética ¢ conhecida e
ela age por interagdo entre a colipase, sais biliares e lipase.

A o-amilase presente no suco pancreatico de animais (a-1,4-glucano-4-glucano
hidrolase) ¢ uma endoglicosidase que catalisa a hidrdlise das ligagdes (1-4)-a-D-glicosidicas
do amido, amilose, amilopectina, glicogénio e varias maltodextrina (YOON & ROBYT,
2003). Em aves ¢ a principal enzima envolvida no processo de hidrolise de sacarideos e na
digestdio do amido, quase exclusivamente, pois elas ndo possuem a-amilase salivar
(MORAM, 1982). O principal local da digestdo do amido e do glicogénio ¢ o intestino
delgado, pois as enzimas amidoliticas ndo estdo presentes no suco gastrico. A hidrélise do
amido pela o-amilase ¢ rapida, sendo geralmente completada no momento em que os
conteudos intestinais alcangam a juncao do duodeno e jejuno (SMITH et al., 1988; NELSON
& COX, 2002; BERG et al., 2002). A hidrélise do amido se inicia no papo pela agdo
fermentativa de microrganismos com baixa producdo de acido latico e 4acido acético,
contribuindo com aproximadamente 3% da necessidade energética do animal. Assim, a
digestao dos carboidratos realmente acontece quando o bolo alimentar entra em contato com a
a-amilase pancreatica no duodeno da ave (ROSTAGNO, 1994).

A atividade da a-amilase ¢ praticamente desprezivel até o segundo dia de idade,
apenas entre o segundo e o sétimo dia € que existe um aumento na secre¢ao desta enzima. Isto
se deve provavelmente a quase auséncia de carboidratos no saco vitelino, e esta demora na
secrecdo destas enzimas deve-se a adaptagdo das secre¢des aos nutrientes ingeridos pelo
pintinho nas primeiras horas. MORAN (1985) observou que a secrecdo de a-amilase ¢
substrato-dependente, sendo influenciada pela quantidade de amido da dieta. Atividade
enzimatica de a-amilase ¢ dependente de fons Ca™ ¢ CI. Um fon Ca"™" é firmemente ligado a
cada molécula da enzima e remove totalmente a supressio da atividade. Os ions Ca'"
aumentam a taxa de hidrolise dos triacilglicerdis ao interagirem com os acidos graxos livres,
formando sais de calcio insoluveis melhorando as condigdes do meio para a agdo da enzima
(SMITH et al, 1988). A perda de fons Ca’" na digesta causa varias mudancas
conformacionais que aumentam a sensibilidade para que a digestdo pela tripsina acontega. O
cloro também ¢ necessdrio para a atividade de a-amilase, entretanto, ndo esta ligado a
molécula como o Ca’™". Outros anions podem suprir o requerimento para atividade de a-

amilase em frangos, mas o ion CI ¢ o mais eficiente (MORAN, 1982).
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O suco pancreatico contém ainda o tripsinogénio e o quimiotripsinogénio, formas
inativas em que sdo secretadas as enzimas proteoliticas tripsina e quimiotripsina. Sendo
produzidas na forma inativa, as proteases nao digerem suas células secretoras. Na luz do
duodeno, o tripsinogénio entra em contato com a enteroquinase, enzima secretada pelas
células da mucosa intestinal, convertendo-se a tripsina, que por sua vez contribui para a
conversao do precursor inativo quimiotripsinogénio em quimiotripsina, enzima ativa. A
tripsina e a quimiotripsina hidrolisam polipeptidios, transformando-os em oligopeptideos. A
pepsina, a tripsina e a quimiotripsina rompem ligacdes peptidicas especificas ao longo das
cadeias de aminoacidos (ERLANGER et al., 1961).

DUNNINGTON; SIEGEL (1995) verificaram que a atividade relativa de tripsina de
frangos selecionados para alto/baixo peso vivo aos 42 dias de idade teve o mesmo
comportamento da amilase (niveis mais elevados aos 10 dias), s6 que continuou aumentando
até 15 dias de idade. Da mesma forma, a atividade especifica de tripsina no pancreas de
frangos de corte do nascimento até 20 dias, em estudo realizado por NITSAN et al. (1991),
diminuiu durante os 6 primeiros dias apds nascimento e aumentou cerca de 10 - 20% aos 14
dias de idade.

As mudangas nas atividades das enzimas digestivas afetam diretamente a
digestibilidade dos nutrientes presentes na dieta, afetando o desenvolvimento dos animais.
RICHARDSON & HAMILTON (1987), observaram um aumento significativo da atividade
da lipase e da a-amilase em aves de postura que receberam 4 mg de aflatoxina B;/kg na dieta.
Por outro lado, OSBORNE & HAMILTON (1981) relataram que a aflatoxicose causou, além
de mé absor¢do dos nutrientes da dieta, esteatorréia e reducdo dos sais biliares, diminui¢do na
atividade das enzimas pancreaticas lipase, tripsina, amilase e RNAse em frangos de corte aos
21 dias de idade. MATUR et al. (2010) constatou que a presenca de aflatoxinas na dieta em
niveis de 100 pg/kg causa efeitos adversos sobre as enzimas hepaticas e sobre as enzimas

digestivas em poedeiras.



4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir do trabalho desenvolvido permitem concluir que as

aflatoxinas promovem:

1. piora no desempenho zootécnico (ganho de peso, consumo de racdo e conversao
alimentar) em frangos de corte até os 42 dias de idade;

2. aumento da atividade das enzimas endogenas no pancreas em frangos de corte
intoxicados com aflatoxinas;

3. alteragdes histologicas no pancreas exocrino das aves comprometendo diretamente sua

funcao.

Comprovados os efeitos das aflatoxinas sobre a producdo e excrecdo das enzimas
digestivas, podem-se elaborar estratégias para reformular as dietas afetadas por estas
micotoxinas aumentando o aporte enzimatico com a suplementacdo de enzimas exdgenas
(industriais) visando corrigir a caréncia das enzimas pancredticas causadas por esta

intoxicagao.
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