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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacao em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

ESTUDO META-ANALITICO DAS INTERA(}@ES PRODUTIVAS E NUTRICIONAIS
DAS MICOTOXINAS NA ALIMENTACAO DE SUINOS E FRANGOS DE CORTE
AUTOR: INES ANDRETTA
ORIENTADOR: PAULO ALBERTO LOVATTO
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 18 de fevereiro de 2010.

Dois trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de estudar, através de meta-
andlise, a relacdo das micotoxinas com o desempenho e o peso de 6érgaos de suinos e
frangos de corte. As bases de dados totalizaram 13.196 suinos (85 artigos publicados entre
1968 e 2010) e 37.371 frangos de corte (98 artigos, entre 1980 e 2009). A meta-andlise foi
realizada através de trés analises sequenciais: estudos graficos, de correlacdo e de
variancia-covariancia. Suinos desafiados por micotoxinas apresentaram reducao de 18% no
consumo de racdo e de 21% no ganho de peso. Frangos de corte desafiados apresentaram
reducdo de 12% no consumo de ragdo e 14% no ganho de peso. As micotoxinas com maior
impacto sobre o desempenho foram deoxinivalenol e aflatoxinas para os suinos, e
ocratoxinas e aflatoxinas para as aves. A concentragdo de micotoxinas nas dietas e a idade
dos animais ao desafio foram as varidveis que mais ajustaram o coeficiente de
determinacdo nas equacgOes para estimar o efeito das micotoxinas sobre o ganho de peso.
O efeito das micotoxinas sobre o crescimento foi maior nos animais jovens. Além disso, a
andlise de residuos mostrou que a maior parte da variagdo no ganho de peso foi explicada
pela variacdo no consumo de racgdo (87% nos suinos e 65% nas aves). A varia¢cao no ganho
de peso em animais desafiados também foi influenciada pela ingestdo de nutrientes, como
proteina e metionina. O efeito das micotoxinas sobre o ganho de peso foi maior nos suinos
machos (-19%) que nas fémeas (-15%). A taxa de mortalidade e alguns parametros
hematolégicos também foram influenciados pelas micotoxinas nos frangos de corte. O peso
relativo dos 6rgdos aumentou nos suinos (figado, rins e coracdo) e nas aves (figado, rins,
pulmdes e moela) desafiadas. As micotoxinas influenciam o desempenho, os indices
produtivos e o peso dos 6rgdos em suinos e frangos de corte. No entanto, a magnitude
destes efeitos varia com o tipo e a concentracdo de micotoxinas, o sexo e a idade do animal,

bem como com fatores nutricionais.

Palavras-chave: aflatoxinas; deoxinivalenol; micotoxicologia; nutricdo; tricotecenos



ABSTRACT
Master Dissertation
Programa de Pos-Graduacao em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

META-ANALYTICAL STUDY OF PRODUCTIVE AND NUTRITIONAL
INTERACTIONS OF MYCOTOXINS IN PIGS AND BROILERS
AUTHOR: INES ANDRETTA
ADVISOR: PAULO ALBERTO LOVATTO
Site and Date of Defense: Santa Maria, February, 18, 2010.

Two studies were performed in order to evaluate, through meta-analysis, the
relationship of mycotoxins with performance and organ weights in pigs and broilers. The
databases totaled 13,196 pigs (85 articles published between 1968 and 2010) and 37,371
broilers (98 articles, between 1980 and 2009). Meta-analysis followed three sequential
analyses: graphical, correlation and variance-covariance. Pigs challenged by mycotoxins
reduced feed intake by 18% and weight gain by 21% in relation to the control group.
Challenged broilers presented a reduction of 12% in feed intake and 14% in weight gain.
Mycotoxins with the greatest impact on performance were deoxynivalenol and aflatoxins in
pigs, and ochratoxins and aflatoxins in broilers. The mycotoxin concentration in diets and the
animal age at challenge were the variables that more improved the coefficient of
determination in equations for estimating the mycotoxin effect on weight gain. The mycotoxin
effect on growth was greater in younger animals. In addition, the residual analysis
demonstrated that the greater part of the variation in weight gain was explained by the
variation in the feed intake (87% in pigs and 65% in broilers). The variation in weight gain in
challenged animals was also influenced by nutrient ingestion, such as protein and
methionine. The mycotoxin effect on growth was greater in male pigs (-19%) compared to
females (-15%). Mortality rate and some hematological parameters were also influenced by
mycotoxins in broilers. Relative weight of organs increased in challenged pigs (liver, kidneys
and heart) and broilers (liver, kidneys, lungs and gizzard). Mycotoxins influence on
performance, productive indexes and organ weight in pigs and broilers. However, the
magnitude of the effects varies with the type and concentration of mycotoxin, sex and age of

the animal, as well as nutritional factors.

Keywords: aflatoxins; deoxynivalenol; mycotoxicology; nutrition; trichothecenes
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INTRODUCAO

A suinocultura e a avicultura tém se destacado nas ultimas décadas como
atividades dinamicas, com alta produtividade e que utilizam tecnologias recentes e
inovadoras. Nestes sistemas de criagao, graves problemas produtivos e econdmicos
podem ser gerados a partir da presenca de fatores interferentes no desempenho dos
animais, com destaque para a contaminacao de dietas por micotoxinas.

As micotoxinas s@o substancias produzidas por linhagens especificas de
fungos filamentosos pertencentes a diversos géneros, em especial Aspergillus,
Fusarium e Penicillium. Em condi¢6es favoraveis, estes fungos se desenvolvem nas
culturas de graos ainda no campo ou durante o armazenamento (PITT, 2000).

Estruturalmente, as micotoxinas formam um grupo complexo de substancias
com ocorréncia natural em diversos substratos, inclusive em alimentos destinados
ao consumo humano e animal. Cerca de 45% de todas as amostras de alimentos no
Brasil apresentam contaminacdo por aflatoxinas, fumonisinas ou deoxinivalenol
(MALLMANN et al.,, 2007). Além da elevada prevaléncia, as micotoxinas s&o
importantes pela toxicidade aos animais, que inclui alteragbes em funcgbes
metabdlicas importantes (HUSSEIN & BRASEL, 2001).

As micotoxicoses sdo problemas graves, frequentemente associados com
prejuizos na producdo animal (DAGHIR, 2008). Porém, 0s mecanismos de
toxicidade sdo especificos a cada tipo de micotoxina e seus efeitos toxicos podem
variar com diversos fatores (D'MELLO & MACDONALD, 1997). Neste contexto, 0s
resultados observados em intoxicacBes naturais ou experimentais sdo geralmente
inconstantes e pouco conclusivos em alguns aspectos.

Diante do cenario brasileiro de prevaléncia de micotoxinas e das lacunas
observadas em micotoxicologia, nos pareceu oportuno e necessario estudar os
efeitos das micotoxinas em suinos e frangos de corte através da meta-analise, como
forma de integrar diferentes variaveis e estabelecer respostas ajustadas a
diversidade experimental. Nosso problema de pesquisa e as questdes a serem
respondidas sdo apresentados nesta dissertacao através de um estudo bibliografico,
dois artigos cientificos, uma discussédo geral e as conclusbes e perspectivas mais

importantes.



CAPITULO 1

ESTUDO BIBLIOGRAFICO

1.1. Micotoxinas em um cenario geral

Nas ultimas décadas, o aumento da demanda intensificou atividades como a
suinocultura e a avicultura, concentrando a producdo e maximizando a eficiéncia
técnico-econdbmica nestes setores. As alteracdes nas praticas de manejo
apresentaram um efeito notavel na evolucdo dos desafios sanitarios. Assim, na
medida em que se intensificou a producdo, aumentou a necessidade de controlar os
prejuizos causados pelos diversos agentes potencialmente patogénicos aos animais.

Alguns dos mais importantes entraves produtivos possuem origem alimentar.
Isto porgue os cereais, componentes principais nas dietas de suinos e aves, estao
sujeitos a contaminacao por uma microbiota diversa, que varia em sua composicao
com as condicdes climaticas no campo e com os processos de colheita, transporte e
armazenamento (LACEY & MAGAN, 1991).

Os fungos podem alterar direta e indiretamente a qualidade dos cereais,
influenciando  negativamente em  algumas  propriedades dos  grdos
(BHATTACHARYA & RAHA, 2002). A contaminacdo pode favorecer a deterioracao
dos cereais, provocando descoloracdo, aquecimento da massa de graos e
diminuindo severamente o valor nutricional do produto armazenado (MAGAN et al.,
2003). Além disso, em condi¢do de estresse, alguns fungos produzem metabdlitos
téxicos denominados micotoxinas (DILKIN, 2002).

A palavra micotoxina é derivada de: "mukes"” referindo-se a "fungos" do grego
e "toxicum" referindo-se a "veneno" do latim (BHAT et al., 2010). A principal via de
producdo das micotoxinas envolve o metabolismo fungico secundario. As rotas
secundérias diferem do metabolismo priméario na natureza aleatoria da sua ativacao,
na diversidade de compostos formados e na especificidade das cepas envolvidas
(YIANNIKOURIS & JOUANY, 2002). Embora alguns metabdlitos secundarios
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possam causar ou agravar doencas em plantas, ha poucas evidéncias de que a
producdo de micotoxinas aumente a capacidade de crescimento fungico (BENNETT
& KLICH, 2003). Embora ndo sejam completamente conhecidas as razfes pelas
quais os fungos produzam micotoxinas, se reconhece que o metabolismo secundario
ndo esta associado diretamente com o desenvolvimento ou com a sobrevivéncia
fungica.

Fatores ambientais, como umidade e temperatura s&o criticos para o
desenvolvimento fungico. O nivel inicial de contaminacdo, o periodo de
armazenamento e a integridade fisica e sanitaria dos grdos também modulam a
prevaléncia dos fungos em condi¢des naturais (YU et al., 2008). A contaminac¢ao dos
graos pode iniciar no campo, antes mesmo da colheita, e persistir ou mesmo evoluir
durante o armazenamento. Em alguns casos, os fungos toxigénicos possuem
ligacdo ecoldgica com os cereais, sendo que algumas espécies sao patogénicas
para as culturas, enquanto outras se apresentam como contaminantes de ambiente.
Contudo, a populacéo fungica observada naturalmente na producédo de alimentos &
dominada por trés géneros: Aspergillus, Fusarium e Penicillium (PITT, 2000).

Assim como o desenvolvimento fungico, a sintese de micotoxinas depende de
condi¢cdes ambientais favoraveis. Entdo, a atividade micotoxigénica nos grdos deve
ser analisada no contexto do ecossistema fungico, a fim de compreender a
dominancia de certas espécies em condicBes ambientais especificas (MAGAN et al.,
2003). Deste modo, as espécies do género Fusarium, agentes patogénicos comuns
para as plantas em crescimento, produzem micotoxinas antes ou imediatamente
apos a colheita. Ja os géneros Aspergillus e Penicillium, mais comumente
observados como contaminantes durante a secagem dos cereais, sdo reconhecidos
pela producao de toxinas de armazenamento (YU et al., 2008).

Entre 300 e 400 compostos sao atualmente identificados como micotoxinas
(ABDEL-WAHHAB & KHOLIF, 2008). Destes, apenas algumas dezenas recebem
atencdo como ameacas para a saude humana e animal (BENNETT & KLICH, 2003).
As micotoxinas formam um conjunto heterogéneo de compostos naturais com baixo
peso molecular. O grupo apresenta grande diversidade de estruturas quimicas, o
que imprime efeitos bioldgicos variados nos animais. Além disso, as toxinas
apresentam atividades toxicas complexas e sobrepostas e, em funcdo de sua

natureza especifica, podem ser carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas,
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estrogénicas, neurotdxicas ou imunotdxicas, dentre outras complicacdes
metabdlicas (D'MELLO & MACDONALD, 1997).

Embora todas as micotoxinas apresentem origem fungica, nem todos o0s
compostos produzidos por fungos podem ser considerados micotoxinas. O alvo e a
concentracdo necessaria para a manifestacdo da toxidade s&o importantes nesta
definicdo. Assim, sdo consideradas micotoxinas apenas os produtos fangicos que,
em baixas concentracfes, sdo toxicos para animais vertebrados (BENNETT &
KLICH, 2003). Excluem-se desta denominacédo, portanto, os metabdlitos fungicos
com toxicidade em plantas (fitotoxinas) e aqueles com toxicidade em animais,
porém, apenas em altas concentracdes (etanol, por exemplo).

A classificacdo das micotoxinas é complexa e pode variar em funcédo da
tematica proposta para a pesquisa (D'MELLO & MACDONALD, 1997; BENNETT &
KLICH, 2003). De maneira geral, estes compostos podem ser classificados pelo
fungo produtor (por exemplo: toxinas Fusarium, toxinas Aspergillus, toxinas
Penicillium), pelo 6rgdo ou sistema afetado nas intoxicacdes (hepatotoxinas,

nefrotoxinas, neurotoxinas, imunotoxinas), pela estrutura quimica, dentre outras.

1.2. Importancia das micotoxinas na alimentagao animal

O risco micotoxicolégico existe desde os primérdios da agricultura (PITTET,
1998). Algumas alusdes a micotoxicoses sdo encontradas no Antigo Testamento
(SCHOENTAL, 1984). Outras referéncias relacionam as micotoxinas com
acontecimentos histéricos, como o declinio da civilizacdo Etrusca e a crise em
Atenas (toxinas Fusarium); ou fatos misteriosos, como as mortes de Vvarios
arqueologos no Egito (ocratoxina A) (ABDEL-WAHHAB & KHOLIF, 2008). Porém, as
micotoxinas receberam atencao cientifica apenas a partir da década de 60, quando
as aflatoxinas foram relacionadas com a morte de milhares de perus na Europa
(MALLMANN & DILKIN, 2007).

Uma estimativa genérica € de que um quarto dos cereais produzidos no
mundo apresente contaminacao por micotoxinas (CAST, 2003). Pela prevaléncia em

produtos destinados a alimentacdo animal, as micotoxinas sao consideradas

entraves para a manutencgdo de indices técnicos satisfatorios. Quando séo ingeridas,
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as micotoxinas produzem uma ampla gama de efeitos nocivos nos animais, tais
como reducdo na produtividade, aumento da incidéncia de doencas devido a
imunossupressao, lesbes em oOrgaos vitais, interferéncia sobre a capacidade
reprodutiva e, em casos extremos, a morte (BENNETT & KLICH, 2003; ABDEL-
WAHHAB & KHOLIF, 2008). De maneira geral, as micotoxinas expressam seus
efeitos através de alguns mecanismos primarios. Queda na ingestdo de alimento e
alteracdes na absorcao de nutrientes sédo alguns destes mecanismos (HAUSCHILD
et al., 2006; ANDRETTA et al., 2010). Além disso, a interferéncia sobre os sistemas
enddécrino e exocrino também é observada como desencadeadora das
sintomatologias nas intoxicacdoes (GAUMY et al., 2001).

As micotoxinas geram graves problemas de ordem sanitaria que variam com
a forma de intoxicacdo. As manifestacBes crbnicas, envolvendo doses baixas ou
moderadas, sdo mais prevalentes (DILKIN, 2002). Além da dose ingerida, a
estrutura quimica e o mecanismo de acao de cada micotoxina podem ser base para
a compreensdo dos efeitos patoldégicos observados. Como as micotoxinas
apresentam estruturas e mecanismos diferenciados, nos pareceu conveniente
apresentar uma breve descricdo das principais micotoxinas envolvidas em

intoxicacfes de suinos e aves.

1.3. Principais micotoxinas e toxicologia em suinos e aves

1.3.1. Aflatoxinas

As aflatoxinas sao substancias com toxicidade elevada, produzidas por
fungos do género Aspergillus, principalmente A. flavus, A. parasiticus e, em menor
quantidade, A. nominus e A. pseudotamarii (COULOMBE, 1993). Sdo conhecidos
cerca de 17 compostos similares designados por aflatoxinas. Apesar da estrutura
guimica semelhante, estes compostos diferem pela frequéncia em contaminacfes
naturais e pelo grau de atividade biologica, sendo mais toxica a aflatoxina B1,
seguida por G1, B2 e G2 (OLIVEIRA & GERMANO, 1997). Estas substancias

possuem diversas propriedades, como mutagénicas e teratogénicas, e a aflatoxina
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Bl é descrita como o mais potente pro-carcindgeno conhecido (MEISSONNIER et
al., 2005).

As aflatoxinas tém sido encontradas em aproximadamente 38% das racfes
para suinos no Brasil (DILKIN, 2002), impactando na atividade de forma expressiva.
ApOs ingeridas pelos animais, as aflatoxinas séo absorvidas pelo trato gastrintestinal
e chegam ao figado, onde sofrem reac¢fes diversas (SHARMA & FARMER, 2004;
MALLMANN & DILKIN, 2007), como ilustrado na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Fluxo de biotransformacéo da aflatoxina B1
Fonte: Adaptado de Mallmann & Dilkin (2007).

O figado é o principal 6rgéo atingido pelas aflatoxinas, sendo a necrose com
infiltracdo de células inflamatérias frequentemente observada em intoxicacdes
agudas (MEISSONNIER et al., 2005). A acdo hepatotdéxica da micotoxina pode, em
parte, explicar as alteracbes no desempenho dos animais que recebem dietas
contaminadas. Os metabdlitos derivados das aflatoxinas reagem com
macromoléculas celulares como o DNA e o RNA, interferindo nas propriedades

funcionais do figado e na sintese proteica (OLIVEIRA & GERMANO, 1997). A
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ligacdo com estas moléculas forma adutos e representa a lesdo primaria das
aflatoxinas (GUO et al., 2006).

Relatos de aflatoxicose incluem imunossupressao, alteracfes na sintese e
cinética de algumas enzimas e no metabolismo de proteinas e lipideos (MARIN et
al., 2002). Suinos desafiados por aflatoxinas (0,8 mg kg™) apresentam reducdo no
coeficiente de metabolizagdo da energia e na retengao relativa de nitrogénio
(HAUSCHILD et al., 2006). Outros sinais clinicos de aflatoxicose em suinos e aves
sao anorexia, imunossupressao e hepatopatias (MARIN et al., 2002).

A aflatoxicose pode ocorrer por exposicdo cronica ou aguda. Na primeira
(doses baixas por longo tempo) ocorrem manifestacbes neoplasicas, perdas
produtivas e imunossupressao. Na exposicdo aguda (doses altas) ocorrem lesdes
bioquimicas graves com morte celular, hepatopatias agudas e subagudas, podendo
levar o animal a obito (OLIVEIRA & GERMANO, 1997; MEISSONNIER et al., 2005).

A interferéncia na sintese proteica altera a biologia celular em diversos
sistemas. Nas células hepaticas ocorre degeneracdo gordurosa e proliferacdo dos
ductos biliares, que induzem a varias alteracfes séricas (OLIVEIRA & GERMANO,
1997). Outra consequéncia € a diminuicdo nos niveis de fatores de coagulacdo, o
que gera hemorragias. Nas aves, estas hemorragias ocorrem principalmente nos
musculos do peito e da coxa, prejudicando o rendimento dos cortes na industria
(GIACOMINI et al., 2006). Intestino, baco, linfonodos e rins também podem ser

afetados, principalmente em animais ndo ruminantes (MARIN et al., 2002).

1.3.2. Tricotecenos

Os tricotecenos sdo um grupo de micotoxinas sesquiterpenoides produzidas
por varias espécies de fungos, principalmente do género Fusarium. Sao
reconhecidos cerca de 180 representantes deste grupo de micotoxinas com
distribuicdo cosmopolita, frequentes em cereais como trigo, milho, cevada e aveia.

Genericamente, os tricotecenos sdo descritos como irritantes da pele e
agentes inflamatorios com rapida destruicdo das células em divisdo (SANTIN et al.,

2001). Além disso, a administracao de tricotecenos inibe a sintese de DNA e RNA
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ao nivel ribossomal, o que caracteriza as micotoxinas como potentes inibidores da
sintese proteica (MALLMANN & DILKIN, 2007).

Os tricotecenos constituem uma familia com alta similaridade quimica
(DESJARDINS et al.,, 1993) e sao subdivididos em macrociclicos (roridinas,
miotoxinas, miofitocenos e verrucarol) e ndo-macrociclicos. Os tricotecenos nao-
macrociclicos sdo ainda classificados em tipos A, B, C e D, sendo os dois primeiros
de maior importancia. Os principais representantes do grupo A sao a toxina T2, a
toxina HT2 e o diacetoxiscirpenol; enquanto os principais integrantes do grupo B séo
o deoxinivalenol (também conhecido por vomitoxina) e o nivalenol. Nesta reviséo,
serdo apresentados apenas as toxinas T2 e o deoxinivalenol, por serem as
substéancias estudadas nos trabalhos que compde a base de dados.

A toxina T2 é considerada a micotoxina mais potente do grupo. A exposicao a
altas doses da toxina resulta em diarreia, vOmito e danos hematopoiéticos. Lesdes
causticas no trato digestorio superior ocorrem ap0s o contato direto com a toxina.
Em suinos, podem causar lesGes no focinho (pelo contato com a toxina na dieta) e
perianais (devido ao contato com a toxina ainda remanescente nas fezes)
(MALLMANN & DILKIN, 2007). Em aves, as lesdes orais decorrentes da intoxicagéo
se traduzem em necrose, erosdes ou ulceracdes na base da lingua, no palato e na
comissura do bico (DERSJANT-LI et al., 2003). Essas lesGes orais inicialmente se
apresentam como degeneracdo hidropica do tecido, consequéncia de desequilibrio
no controle do gradiente osmético em nivel de membrana citoplasmatica e de
interferéncia nos mecanismos de absor¢cdo, eliminacdo de agua e eletrélitos
intracelulares. Macroscopicamente, a area afetada apresenta aumento do volume
tecidual, tonalidade palida e perda de elasticidade no tecido. Em suinos e aves,
devido ao desconforto causado pelas lesbes orais, ocorre diminuicdo na ingestao de
alimentos e, consequente, perda de peso.

O deoxinivalenol, também conhecido como vomitoxina, é outro representante
importante dos tricotecenos. A intoxicacdo com esta micotoxina é relacionada com
prejuizos no desempenho dos animais, especialmente com recusa do alimento,
vOomitos e lesbes no trato gastrintestinal (MALLMANN & DILKIN, 2007). Em
decorréncia desta intoxicacdo também sao relatadas nefrose branda, reducéo do
tamanho da tireoide, hiperplasia da mucosa gastrica e alteracbes em parametros
hematoldgicos e imunoldgicos (HE et al., 1993; KUBOSAKI et al., 2008).
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Doses agudas de deoxinivalenol podem induzir vémitos em suinos, enquanto
0 prejuizo ao crescimento € o principal efeito nas intoxicagdes com doses baixas. Da
mesma forma que nas intoxicacdes por toxina T2, os efeitos ho consumo voluntéario
de alimento podem ser relacionados com as lesdes orais, que dificultam a ingestao
de racdo (KUBENA et al., 1989; FAIXOVA et al., 2007). Outra possivel explica¢éo
envolve a atividade da serotonina, um importante neurotransmissor responsavel por
caracteristicas de comportamento e apetite. A partir da inibicdo da sintese proteica,
ha um aumento do nivel sérico de aminoacidos circulantes, entre eles, do triptofano.
Como este aminoacido é precursor da serotonina, h4 um aumento demasiado em
sua producao, o que resulta em animais prostrados e com excesso na sensacao de
saciedade (SMITH & SEDDON, 1998).

1.3.3. Ocratoxinas

Ocratoxinas sdo compostos toxicos produzidos por espécies dos géneros
Penicillium e Aspergillus geralmente em condi¢cdes inadequadas de armazenamento
(MARQUARDT & FROHLICH, 1992). As ocratoxinas sdo observadas tanto em
climas tropicais quanto em climas temperados e sédo frequentes em amostras de
aveia, cevada, trigo e milho. Diversas formas de ocratoxinas ja foram identificadas,
sendo A e B as mais importantes.

A micotoxina tem recebido atencdo consideravel nos udltimos anos, nao
apenas pelos prejuizos causados na produtividade animal, mas também pelos
efeitos adversos na salde humana. A toxicidade das ocratoxinas varia amplamente
em funcdo do sexo, da espécie animal e da via de administracdo. Para diversas
espécies, incluindo suinos e aves, as ocratoxinas sao consideradas muito toxicas,
sendo o rim o principal érgdo alvo (MARQUARDT & FROHLICH, 1992; POHLAND et
al.,, 1992). Entre seus efeitos sdo observadas toxicidade cardiaca e hepatica
(PFOHL-LESZKOWICZ & MANDERVILLE, 2007).

As ocratoxinas sdo rapidamente absorvidas no estdbmago, propriedade
favorecida pelo ambiente acido, e mais lentamente no intestino delgado. Uma das

7

caracteristicas toxicocinéticas mais relevantes das ocratoxinas é a alta afinidade
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com proteinas plasmaticas, 0 que permite a persisténcia da toxina no sangue e
favorece sua manifestacdo toxica (CERAIN et al., 2000). Os principais sinais nas
intoxicacdes agudas sdo anorexia, perda de peso, polidipsia, polidria, hemorragia no
trato digestorio e desidratacdo (MALLMANN & DILKIN, 2007).

O principal mecanismo de acdo das ocratoxinas € a inibicdo competitiva da
sintese proteica (CERAIN et al., 2000). Adicionalmente, a toxina afeta o0 metabolismo
renal de carboidratos, danificando o epitélio dos tubulos proximais, o que diminui a
reabsorcdo de eletrdlitos e aumenta a excrecdo de agua através de diurese
osmatica (LEESON et al.,, 1995). Outros mecanismos de agdo propostos para as
ocratoxinas incluem peroxidacdo lipidica e sequestro de calcio microssomal
(POHLAND et al., 1992; CERAIN et al., 2000).

Em frangos de corte e em suinos, foram descritos prejuizos no desempenho e
lesbes intestinais e renais graves (ELLING et al., 1975; PRIOR et al., 1980). Além
disso, muitas organelas nas células epiteliais podem ser danificadas, sendo comum
a ocorréncia de prejuizos na integridade de membranas (PFOHL-LESZKOWICZ &
MANDERVILLE, 2007).

1.3.4. Fumonisinas

Fumonisinas sao micotoxinas recentemente descobertas. S&o substancias
fortemente polares pertencentes ao grupo das toxinas produzidas por fungos do
género Alternaria e Fusarium, especialmente F. verticilloides ou F. moniliforme e F.
proliferatum (MALLMANN & DILKIN, 2007). Vinte e oito séries de fumonisinas
estruturalmente relacionadas ja foram isoladas e descritas (VOSS et al., 2007).
Destes analogos (classificados em tipos A, B, C ou P), as fumonisinas B1, B2 e B3
sdo as mais frequentes em alimentos (LINO et al.,, 2004). A fumonisina B1 é o
metabdlito mais tdéxico e abundante deste grupo, representando cerca de 70% da
concentracéao total de fumonisinas em racdes naturalmente contaminadas.

A producdo de fumonisinas nos gréos acontece especialmente no periodo
pré-colheita, em condicbes de alta umidade e temperaturas amenas. O F.

verticilloides € um dos patégenos mais frequentes em grdos como o milho. Pela



22

relacdo, as fumonisinas sao mundialmente encontradas como contaminantes
naturais neste cereal e em seus derivados (POZZI et al., 2002).

Quando ingeridas, as fumonisinas apresentam baixa biodisponibilidade,
sendo rapidamente metabolizadas e excretadas (NORRED et al., 1998). O modo
proposto para a acdo das fumonisinas relaciona sua toxicidade com interferéncia na
biossintese de esfingolipidios (MALLMANN & DILKIN, 2007). Estes compostos,
encontrados nas membranas das células (especialmente das nervosas), sao
importantes na comunicacao e diferenciacdo celular, na regulacdo de fatores do
crescimento e da permeabilidade nas células endoteliais (MINAMI et al., 2004;
SORIANO et al., 2005).

As diferentes séries de fumonisinas sdo analogas das bases esfingoides,
como a esfinganina, e atuam inibindo a esfinganina N-aciltransferase e a esfingosina
N-aciltransferase (ceramida sintetase), responsaveis pela biossintese dos
esfingolipidios (MINAMI et al., 2004). Uma breve descricdo do ciclo metabdlico
envolvendo as fumonisinas é apresentada na Figura 1.2.

As consequéncias imediatas da inibicdo da ceramida sintetase sdo aumento
da esfinganina intracelular e, em menor grau, de esfingosina (YOO et al., 1992). No
entanto, um acumulo das bases esfingoides s6 ocorre quando a capacidade de
metabolizacdo destas bases for ultrapassada (RILEY et al., 1994).
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Em condicdo de homeostase, a concentracdo de esfingosina é 3 a 5 vezes
maior que a de esfinganina, mas pela acdo das fumonisinas, pode ocorrer uma
mudanca nesta relacéao (Sa/So) (MINAMI et al., 2004). A reducéo dos esfingolipidios
complexos e o acumulo de intermediarios bioativos interferem em processos como o
crescimento e a diferenciacéo celular, o que pode explicar parte da toxicidade das
fumonisinas (PIVA et al.,, 2005). Entretanto, seu efeito toxico parece nado ser
unicamente relacionado com a inibicdo da ceramida sintetase e, provavelmente,
diversos eventos bioquimicos sdo necessarios para a manifestacdo plena da
toxicidade (POZZI et al., 2002). Como 0s outros mecanismos continuam pouco
elucidados, a perturbacdo no metabolismo dos esfingolipideos é considerada evento
chave aos demais sinais toxicos.

Os suinos estdo entre os animais domésticos mais sensiveis aos efeitos das
fumonisinas. Na espécie, a manifestacdo clinica mais relevante € o edema
pulmonar. Fisiologicamente, o edema pulmonar pode ser causado por insuficiéncia
ventricular, que aumenta a pressao hidrostatica nos capilares dos pulmdes, e pelo
aumento da permeabilidade vascular apés as les6es nos alvéolos (HASCHEK et al.,
2001). Outras manifestacbes caracteristicas em intoxicacdes de suinos por
fumonisinas sdo dispnéia, cianose, ictericia, hidrotérax e morte (DILKIN et al., 2004;
MALLMANN & DILKIN, 2007). Sinais de insuficiéncia cardiaca obtidos com
fumonisina B1, incluindo disfuncéo ventricular esquerda, podem ser associados aos
efeitos inotrépicos negativos do fator de necrose tumoral a, que reduz a
contratilidade cardiaca (SORIANO et al., 2005). Nos suinos e em outros animais
domésticos, as fumonisinas podem induzir degeneracdo hepatocelular, alteractes
no sistema imune, inibicdo metabdlica em vérios tecidos e efeitos deletérios sobre a
morfologia intestinal (D'MELLO & MACDONALD, 1997; DILKIN et al., 2004).

1.3.5. Zearalenona

A zearalenona € uma micotoxina estrogénica nao esterdide, quimicamente
descrita como uma lactona do acido fendlico resorcilico (GAUMY et al., 2001). A

micotoxina € produzida por varias espécies de fungos do género Fusarium,
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principalmente F. culmorum, F. graminearum e F. crookwellense, as quais colonizam
cereais, especialmente em estacdes com umidade elevada e temperatura amena
(PLACINTA et al., 1999). Bastante resistente a maioria dos tratamentos utilizados no
fabrico dos alimentos, esta micotoxina possui metabolismo complexo, onde
predominam reagdes de conjugacao (GAUMY et al., 2001).

Os efeitos toxicos da zearalenona estdo associados principalmente a
problemas reprodutivos, demonstrando atividade anabdlica e estrogénica em varias
espécies (DIEKMAN & GREEN, 1992). Entre os animais domeésticos, 0s suinos
possuem a maior sensibilidade a presenca da zearalenona (BAUER et al., 1987).

ApGs a ingestdo, a micotoxina é rapidamente absorvida pelas células do trato
gastrintestinal (RAMOS et al.,, 1996), sendo a absorcdo estimada em 85% nos
animais monogastricos (MALEKINEJAD et al., 2005). A flexibilidade na conformacéao
espacial da zearalenona e dos produtos de sua biotransformacao hepética permite a
competicdo com o 17B-estradiol (Figura 1.3) por receptores estrogénicos das células
uterinas, hipotalamicas, hipofisarias e das glandulas mamarias (KUIPER-GOODMAN
et al.,, 1987). Esta interacdo incrementa a sintese proteica e se manifesta pelo

aumento de volume nos tecidos do trato reprodutivo (BAUER et al., 1987).
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Figura 1.3 — Semelhang¢as na conformacao da zearalenona e do 17B-estradiol

A zearalenona apresenta maior efeito estrogénico comparada ao 17p-
estradiol devido ao modo de agéo e ao tempo de permanéncia dos metabdlitos no
nacleo das células (GAUMY et al., 2001). A alta sensibilidade dos suinos pode ser

explicada pela metabolizacdo da micotoxina predominantemente em a-zearalenol.
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Este processo pode ser considerado ativador da toxina, uma vez que o isbmero a é
0 mais téxico dos metabdlitos da zearalenona (MALEKINEJAD et al., 2006).

A zearalenona apresenta atividade anabdlica e estrogénica em varias
espécies e seus efeitos toxicos sao frequentemente associados com complicacdes
nas fungbes reprodutivas (DIEKMAN & GREEN, 1992). Na suinocultura, o0s
principais efeitos da micotoxina sao reducgéo na taxa de concepc¢édo acompanhada de
repeticdo de cio, nascimento de leitdes fracos e natimortos e, muitas vezes, surtos
da sindrome dos membros abertos (MALEKINEJAD et al., 2006).

Embora pouco explorados, os efeitos toxicos da zearalenona podem interferir
na sintese lipidica e proteica dos animais (SZKUDELSKA et al.,, 2002). A
zearalenona ndo € associada a baixos indices de desempenho (D'MELLO &
MACDONALD, 1997). Em leitoas jovens, a micotoxina ndo influencia a conversao
alimentar e o ganho de peso (GREEN et al., 1990; ANDRETTA et al., 2008;
ANDRETTA et al., 2010). A zearalenona também n&o altera a digestibilidade das
dietas e o metabolismo proteico ou energético de suinos (HAUSCHILD et al., 2007).
Porém, algumas alteracdes metabdlicas sdo descritas em ratos quando desafiados
por niveis elevados da micotoxina (NOGOWSKI, 1996; SZKUDELSKA et al., 2002).
Assim, efeitos negativos no desempenho dos suinos poderiam ser esperados
guando da exposicdo alimentar a altas concentracdes de zearalenona, evidenciando
mecanismos adicionais de toxicidade (ABID-ESSEFI et al., 2004).

Estudos relativos as propriedades mutagénicas, carcinogénicas e
teratogénicas da zearalenona sdo ainda antagbnicos. Porém, a atividade
estrogénica por si s6 pode ndo explicar os diversos, e aparentemente adversos,
efeitos da micotoxina nos animais domésticos (ABID-ESSEFI et al., 2004). Outros
mecanismos, apesar de ainda pouco conhecidos, também poderiam ser estudados

como fatores influentes sobre o desempenho dos animais.

1.4. Lacunas em micotoxicologia

Os anos entre 1960 e 1975 foram denominados como “a corrida do ouro” em
micotoxicologia (BENNETT & KLICH, 2003). Neste periodo, o interesse de diversos
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cientistas foi combinado com a disponibilidade de financiamento para as pesquisas
na area. Assim, boa parte das informacdes disponiveis é relativamente recente.

A qualidade da literatura na area € variavel. O campo de pesquisa em
micotoxinas é grande e segmentado. Isto faz com que algumas areas apresentem
pesquisas mais precisas, enquanto outras ainda carecem de informacdes. De forma
geral, os conhecimentos sobre estrutura quimica, biossintese, espécies fungicas
produtoras e manifestacdes clinicas sdo bem descritos.

A rapida progressdo e a diversidade de sinais clinicos sdo fatores que
dificultam o estudo e o diagndstico das intoxicacdes por micotoxinas (WHITLOW &
AGLE JR., 2002). Apesar disso, os critérios de estabelecimento das micotoxicoses
sdo bem estudados. As principais lacunas estdo em areas que relacionam os perfis
toxicoldgicos nos animais com os diversos fatores com influéncia potencial.

A gravidade da micotoxicose depende de fatores como o tipo de micotoxina
envolvida, a dose ingerida, o periodo da exposicdo e o0 estado nutricional do
individuo. Os sinais observados nas micotoxicoses também variam com a idade,
saude e sexo do animal exposto (BENNETT & KLICH, 2003). O sinergismo entre as
substancias € outro fator que pode influenciar os efeitos toxicos observados (SMITH
& SEDDON, 1998). Assim, o estudo das relacdes entre os fatores influentes é

complexo e constitui uma das areas de maior interesse em micotoxicologia.

1.5. Meta-anéalise

1.5.1. Contextualizagéo

Em diversas areas de pesquisa, inclusive em produgdo animal e em
micotoxicologia, o volume de dados a ser considerado por profissionais e
pesquisadores esta em constante expansdo. O aumento no numero de publicacdes
e na velocidade da divulgacdo destes trabalhos tornou praticamente impossivel ler,
avaliar criticamente e sintetizar o estado do conhecimento atual em determinadas

areas.
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O maior numero de trabalhos publicados pode nao refletir avancos
qualitativos, pois muitos estudos possuem resultados pouco conclusivos, geralmente
devido ao pequeno numero de observacfes. Assim, a diversidade de informacdes
existentes pode ndo atender a determinadas expectativas dos pesquisadores. Neste
contexto, as revisbes tornaram-se ferramentas essenciais para acompanhar
evidéncias que se acumulam em um determinado campo de interesse.

A meta-analise foi definida por Glass (1976) como a analise estatistica de
uma grande colecao de resultados em estudos individuais com o objetivo de integrar
suas respostas. Porém, o esforco para combinar os resultados de muitos estudos
individuais ndo € novo. Antes mesmo desta data, diversos trabalhos foram
desenvolvidos utilizando técnicas estatisticas para combinar ou reunir dados preé-
existentes (LUIZ, 2002), como o trabalho com vacinas contra a febre tifoide realizado
por Karl Pearson em 1904 (LITTELL et al., 2008).

Conforme a definicdo anterior, a meta-analise € uma técnica desenvolvida
para integrar os resultados de diversos estudos em um mesmo tema de pesquisa e
extrair informacdes adicionais destes dados (LEANDRO, 2005). O termo também se
refere a um conjunto de procedimentos para estimar a direcdo e a magnitude dos
efeitos (ALLEN, 2002).

O interesse pela técnica tem aumentado nos ultimos anos. Em uma busca por
“‘meta-analysis”, utilizando o Google Académico, foi possivel observar 61 mil
referéncias para o termo entre os anos de 1990 e 2000, e 849 mil referéncias entre
2000 e 2010. Referéncias recentes (desde 2010) sdo também bastante expressivas,
em numero de 46 mil, valor proximo ao observado para toda a década de 90. Entre
0s pesquisadores brasileiros, o interesse pela técnica parece recente. A busca pelo
mesmo termo em revistas brasileiras, utilizando o Scielo, resultou em 142 artigos, a
maior parte (77% do total) publicada a partir de 2006 em ciéncias da saude (81% do
total).

A Figura 1.4 apresenta os resultados da busca via Scopus pelo termo “meta-
analysis” em titulos, resumos e palavras-chaves de artigos cientificos. A evolu¢do no
uso do termo € exponencial, alcancando aproximadamente 35 mil publicacfes nos

ultimos 5 anos.
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Figura 1.4 — Evolucéo das publicagdes cientificas envolvendo meta-analise

Embora a meta-analise tenha iniciado nas ciéncias sociais e de
comportamento, a medicina é a area de pesquisa que mais avancou no uso da
técnica, provavelmente pelas dificuldades préticas, riscos, custos e implicacbes
éticas que envolvem os experimentos com seres humanos (LUIZ, 2002). A meta-
analise ainda ndo esta bem estabelecida na agropecuéria, embora em algumas de
suas areas seja comum a analise conjunta de experimentos, como no melhoramento
genético. Na busca pelo termo “meta-analysis” no Scielo (em periédicos brasileiros)
foram encontrados apenas 18 trabalhos com temas relacionados a agropecuaria
(sete produzidos pelo Grupo de Modelagem Animal — GModel — UFSM).

1.5.2. Vantagens e objetivos da técnica

A meta-analise é uma das varias técnicas que podem ser utilizados para
revisar uma area de pesquisa (DURLAK & LIPSEY, 1991). Porém, se distingue da
revisdo bibliografica usual pela aplicagdo de uma ou mais técnicas estatisticas

(LUIZ, 2002). Devido ao aumento do tamanho das amostras por combinacdo dos
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estudos, a sintese produzida por meta-analise sobre um conjunto de dados com boa
validade reduz o grau de incerteza sobre os resultados (LOVATTO et al., 2007).

O principal objetivo da sintese € entender os resultados de um estudo no
contexto de todos os outros (BORENSTEIN, 2009). As principais razfes para utilizar
a técnica sdo resumir os resultados em um dominio de investigagdo, aumentar o
poder estatistico de uma comparacao, investigar como os resultados podem variar
em funcéo das caracteristicas dos estudos revisados, oferecer recomendacdes para
investigacdes futuras e extrair implicacbes praticas (DURLAK & LIPSEY, 1991,
LEANDRO, 2005). A meta-analise também pode ser Gtil em caso de resultados
aparentemente conflitantes ou para avaliar efeitos adicionais que demandam
caracteristicas de delineamento ndo compativeis com os testes individuais
(WHITEHEAD, 2002).

Entre as principais vantagens da revisdo sistematica e da meta-analise estdo
tornar o estudo mais transparente (EGGER et al., 2001) e impor disciplina ao
processo de revisdo (LITTELL et al., 2008). Sob o ponto de vista préatico, uma das
principais vantagens da meta-analise € otimizar os resultados obtidos em pesquisas
anteriores, sem despender de grande volume de recursos financeiros. Além disso, a
meta-analise pode ser utilizada como recurso para tomada de decisdo em diversas
areas do conhecimento, avaliando varidveis moderadas em funcdo das
caracteristicas de delineamento, tratamento ou unidade experimental (LITTELL et
al., 2008).

A meta-andlise permite obter estimativas mais precisas que em uma série de
pequenos estudos. Determinados efeitos, como o estudo da relacdo dose-resposta
ou comparacdes entre parcelas especificas da populacdo (como categorias de idade
ou sexo), que dificilmente seriam passiveis de estudo em trabalhos isolados (GOOD
& HARDIN, 2009). Isto porque a maioria dos trabalhos quando individualizados sao
muito pequenos para responder com confianga a todas as questdes abordadas pela
pesquisa ou para permitir a tomada de decisédo (LOVATTO et al., 2007).

Diversas das caracteristicas descritas para as areas que poderiam ser bem
exploradas utilizando meta-analise s&o observadas em micotoxicologia e em
producdo animal. Existe uma grande diversidade de estudos envolvendo
contaminagdes de dietas com micotoxinas para suinos e aves. Estes estudos,

apesar de contemplar um grande volume de informagdo, ndo sdo conclusivos em
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diversos aspectos. Os trabalhos apresentam resultados variados e os fatores de
variacao sdo pouco explorados para o estudo deste efeito. Além disso, o custo para
a realizacdo dos ensaios e as dificuldades (praticas e éticas) de protocolos
experimentais impedem a caracterizacdo e a quantificacdo dos diversos fatores
potencialmente moduladores. Assim, a meta-anélise pode ser adequada para o
estudo da relacdo entre as micotoxinas e as respostas de desempenho em suinos e

frangos de corte.



CAPITULO 2

Este capitulo € apresentado de acordo com as normas para publicacdo na
Revista Animal.

Artigo submetido em Marco de 2011, Revista Animal.
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Running head: Meta-analysis of mycotoxins in pig feed

Meta-analytical study of productive and nutritional

interactions of mycotoxins in growing pigs

Abstract
A meta-analysis was carried out in order to study the association of mycotoxins with

performance and organ weights in growing pigs. Eighty five articles published
between 1968 and 2010 were utilized, totaling 1,012 treatments and 13,196 animals.
Meta-analysis followed three sequential analyses: graphical, correlation and
variance-covariance. Mycotoxin presence in diets was seen to reduce the feed intake
by 18% and the weight gain in 21% in relation to control group. Deoxynivalenol and
aflatoxins were the mycotoxins with the greatest impact on the feed intake and
growth of pigs, reducing by 26 and 16% in the consumption of feed and by 26 and
22% in the weight gain. The mycotoxin concentration in diets and the animal age at
challenge were the variables that more improved the coefficient of determination in
equations for estimating the effect of mycotoxins on weight gain. The mycotoxin
effect on growth was greater in younger animals. In addition, the residual analysis
demonstrated that the greater part of the variation in weight gain was explained by
the variation in feed intake (87%). The levels of protein and methionine in diets could
influence the feed consumption and the weight gain of challenged animals. The
weight gain in challenged pigs demonstrated a positive correlation with the
methionine level in diets (0.68). The mycotoxin effect on growth was greater in males
compared to females. The reduction in weight gain was of 15% in the female group
and 19% in the male group. Mycotoxin presence in pig diets has interfered in the

relative weight of liver, kidneys and heart. Mycotoxins influence on performance and
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organ weight in pigs. Although, the magnitude of the effects varies with type and
concentration of mycotoxin, sex and age of animal, as well as nutritional factors.

Keywords: aflatoxins, deoxynivalenol, nutrition, swine, trichothecenes.

Implications

The mycotoxin effect on animal performance is recognized. However, this
effect may be modified by several factors, which is noticeable in the large variability
observed in previous results. This study is innovative, because it seeks to understand
and quantify interactions among mycotoxins and other factors such as nutrition, sex
or growth phase of the pigs. The meta-analysis used the complementarities among
previous studies in order to highlight gaps in mycotoxicology, hardly studied in
traditional experimental designs. Furthermore, to assist in understanding the
mycotoxin effects, this approach can support in the determination of dynamic growth

standards for challenged animals.

Introduction

Mycotoxins constitute a group of substances with diverse structures, produced
by secondary metabolism from toxigenic fungi. It is estimated that 25% of the world’s
cereal production demonstrates contamination by mycotoxins (CAST, 2003). Apart
from this high prevalence, these substances play an important role in a range of toxic
mechanisms, which includes the compromising of several metabolic functions in both
humans and domestic animals.

Mycotoxicoses are common and important in swine production, since pigs are
considered to be very sensitive to mycotoxin effects. Mycotoxins can interfere in pig
feed intake and growth (D’Mello et al., 1999, Dersjant-Li et al., 2003). However, the

animal susceptibility is influenced by several factors, such as sex and age (Cote et
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al., 1985, Dortant et al., 2001). Furthermore, each mycotoxin possesses an action
mechanism with different clinical manifestations, according to the ingested dose
(Coulombe Jr, 1993, Hussein and Brasel, 2001). In this context, the results observed
in previous publications with pigs challenged by mycotoxins are usually variable and
inconclusive in some aspects, such as the relationship of mycotoxins with nutritional
components in diet.

An alternative to this problem is the meta-analytic technique which allows
integrating different variables and establishing systematic responses adjusted to the
diversity of available experimental publications. In addition, to help to understand the
mycotoxin effects, this approach can contribute to the determination of growth
patterns for challenged animals. Although, this study was performed with the
objective of investigating, through meta-analysis, the relationship of mycotoxins with
organ weights and performance in challenged pigs according to nutrition, age and

Sex.

Material and methods

Indexed publications with in vivo experiment results on pigs challenged by
mycotoxins were selected. Different online data sources were search with keywords
in several languages (English, Portuguese, Spanish, French and Italian). The main
criteria for the publication selection were: (a) experimental intoxications with
mycotoxins, (b) nursery, growth or finish phases, (c) performance response (feed
intake and weight gain) and complementary results, such as organ weight. After the
selection of the articles and the subsequent exploratory analysis, the information
relative to the proposed theoretical model and other variables were tabulated, in

order to permit a descriptive analysis on those studies included in the database. This
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information was selected from the sections of material and methods or results in the
articles, and tabulated using a database from an electronic data spreadsheet.

The methodology used for defining the dependent and independent variables,
as well as for data encoding followed the proposals described in the literature
(Sauvant et al.,, 2005; Lovatto et al., 2007). Some encoding were used with a
qualitative grouping criteria, such as recourses for associating homogeneous groups
in certain characteristics and including them in the analytical models as a variation
source. In this particular, the main encodings used were for the challenge (control or
contaminated diets) and for the mycotoxin type being studied (control diet or
contaminated with specific mycotoxins). Other encodings were used as moderating
variables in the analysis with the purpose of considering the variability of the
compiled studies (article, inter and intra effects). For encoding the article effect (or
general effect), specific sequential numbers was used for each study inserted in the
database. The inter codification was formed by uniting the general encoding with
sequential numbers in such a way so as to give a specific code for each different
treatment within the database. The intra codification, similarly to previous procedure,
was attributed to each group with repeated measurements (body weight, age,
mycotoxin concentration in diets).

The analyzed variables were the experimental characteristics (challenge
period, type and concentration of mycotoxins in diets, animal age, body weight and
sex), diet composition, nutrient ingestion, performance (feed intake, weight gain and
feed conversion ratio) and relative weight of the organs (liver, kidneys, lungs, heart,
spleen and uterus). For better comparison of averages, the daily weight gain and
feed intake variables were corrected for the animal metabolic weight (adjusted

variable = variable/kg of body weight"0.6).
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The meta-analysis followed three sequences analysis: graphical (to control the
database quality and observe the biological coherence of data); correlation (between
the diverse variables, to identify the related factors); and variance-covariance (to
compare the groups and obtain the prediction equations). The factors with the
highest correlation coefficients and the codifications for general, intra and inter
effects were used in the models for variance-covariance analyses (Lovatto et al.
2007). Regression equations were obtained through the analysis of variance-
covariance using the GML procedure. The variance decomposition was used to
observe the intensity of model variables on the response under analysis. All the

analytical studies were made through the MINITAB 15 (2007) software.

Database characterization

Database was composed from 85 articles (list available upon consultation with
the authors), published between 1968 and 2010 (mode: 2002), and occupied 1,012
lines and 62 columns in an electronic spreadsheet. The most frequently used
periodicals were: Journal of Animal Science (25% of the articles), Archives of Animal
Nutrition (5%), Journal of Veterinary Diagnostic Investigation (5%), Animal Feed
Science and Technology (4%), and Food and Chemical Toxicology (4%). The greater
part of the experiments was performed in American (28% of the articles), French
(23%), German (18%), Canadian (15%) and Brazilian institutions (10%).

The study included a total of 13,196 pigs, with an average of 17 animals per
treatment (mode: 12). The average initial age of the animals was 44 days (ranging
from 21 to 160, mode: 28) and the final average age was 68 (from 27 to 224, mode:

56) days. Piglets in the nursery were used in 64% of the studies. The growth phase
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was studied in 18%, the finish phase in 3% and the whole period (growth and finish)
in 15% of the articles.

Genetics were addressed in 64% of the articles (from this, 44% of the animals
used were from known crossed origins, 32% used commercial genetics and 24%
used pure bred). The largest number of studies (37%) used mixed sex groups, 34%
used male pigs, 15% females and 14% of the studies did not define the sex.

The average allotment area was 1.56 m? per animal, with 4 pigs per
experimental group. The average duration of the experiments was from 26 days, and
168 days being the longest. Accommodation using pens for 88% of the studies and
metabolic cages were utilized in 5% of the papers (7% of the authors did not define
the installation type used in the experiments).

The feed system was ad libitum in 81% of the studies, controlled or restricted
accounted for 5% and for the remaining 14% the authors did not define how the feed
was given. Corn and soybean-meal were the main ingredients in 43% of the diets.
Average nutritional density was 3,229 kcal/kg of metabolizable energy (ranging from
2,961 to 3,427 kcal/kg); 18.9% of crude protein (12 to 29.4%) and 0.32% of total
methionine (0.29 to 0.40%). The average concentration of mycotoxins in the diets
was from 0.485 ppm for aflatoxins (O to 4 ppm), from 3.63 ppm for deoxynivalenol (0
to 72 ppm), from 1.14 ppm for zearalenone (0 to 9 ppm) and from 23.2 ppm for

fumonisins (0 to 120 ppm).

Results and discussion

Mainly Effects on the Performance
The feed intake presented a negative correlation with the concentration of

aflatoxins (-0.20; P < 0.01) and deoxynivalenol in diets (-0.22; P < 0.01). Despite the
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significance, the correlations were low, indicating that other factors, apart from the
mycotoxin dosage, may have interfered in the feed consumption of challenged
animals.

The mycotoxin presence in diets reduced the feed intake by 18% (P < 0.05)
(Table 2.1). The feed intake was 16% lower (P < 0.05) in animals that consumed
diets containing aflatoxins and 26% lower (P < 0.05) in animals that received diets
containing deoxynivalenol in comparison to control groups. The feed consumption
data adjusted for the animal metabolic weight was also inferior (P < 0.05) in groups
fed diets contaminated with mycotoxins (-16%), aflatoxins (-11%) and deoxynivalenol
(-18%). Fumonisins and zearalenone did not alter (P < 0.05) the pig feed intake.

Mycotoxins reduced (P < 0.05) by 12% the crude protein intake and by 12%
the methionine intake. The same variables were influenced (P < 0.05) in the groups
challenged by aflatoxins, deoxynivalenol and fumonisins.

The dip that was observed in the feed consumption variables could be
attributed to specific action mechanisms of each toxin. Some substances, such as
alimentary toxins, can also act as limiting factors in the diet selection, since animals
may relate the consumption of contaminated feed with discomfort sensations
(Hedman et al., 1997; Forbes, 2007). In naturally contaminated diets, a reduced
consumption can also be related to organoleptic changes caused by fungal
contaminants (Akande et al., 2006). However, each mycotoxin has a diverse mean
throught which it can reduce feed consumption and, in some cases, this mechanism
is not fully know.

Pigs challenged by mycotoxins presented a feed conversion ratio 14% worse
(P <0.05) in relation to the animals in the control group. Deoxynivalenol increased (P

< 0.05) the feed conversion by 25%. This variable was also influenced (P<0.05) in
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animals that received diets containing aflatoxins (+12%) and fumonisins (+6%).
Zearalenone did not influence (P > 0.05) the weight gain or the feed conversion in
pigs, as had been observed in previous studies (Andretta et al., 2008).

Weight gain was 21% lower (P < 0.05) in pigs challenged by mycotoxins than
in control group (Table 2.2). Aflatoxins, deoxynivalenol and fumonisins reduced (P <
0.05) weight gain by 22, 26 and 10% respectively. The weight gain adjusted for
animal metabolic weight was 17% lower (P < 0.05) in pigs fed with diets containing
mycotoxins, 13% in groups challenged by aflatoxins, 23% by deoxynivalenol and
13% by fumonisins.

The variance decomposition demonstrated that 87% of variance in weight gain
was due to the feed consumption (P < 0.01) and only 4% due to the presence of
mycotoxins in diets (P < 0.01). The decrease in protein synthesis is the primary
mechanism by which mycotoxins reduce weight gain in animals. This interference is
observed in intoxications by aflatoxins and trichothecenes (Lindemann et al., 1993,
Lin et al., 2006, Wallea et al., 2009). Pigs fed diets containing aflatoxins presented
reduction in the energy metabolism and in nitrogen retention (Hauschild et al., 2006).
Direct upsets in the functioning of some organs, especially liver, and the partition of
nutrients for activities besides body growth, also increases the animal demand for
protein and energy (Hamilton, 1977) and could also contribute to the deleterious
effect on performance of challenged pigs.

In general, the reduction in the growth rate in challenged animals is explained
by combined effects of reduction in feed consumption and in the efficiency of protein
deposition. In our study, it was possible to observe that the greater part of variation in

weight gain is explained by the variation in feed intake. Thus, an increase in
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nutritional density of diets could be studied as an alternative to reduce the mycotoxin

effects in animal growth.

Interaction with dosage, age and sex

The mycotoxin concentration in the diets was one of the most explanatory
variables for calculating the reduction in weight gain (Figure 2.1). For each additional
1 ppm of aflatoxin in the diets, there was a reduction of 3.9% in pig weight gain.
Similarly there was a reduction of 0.28% in the weight gain per ppm of
deoxynivalenol and 0.17% per ppm of fumonisins in the diets.

The inclusion of age as a co-variable in the equations for estimating the
reduction in weight gain on challenged animals (Table 2.3), improved the
determination coefficient of models for all studied mycotoxins (on average of 27
perceptual points). The mycotoxin effect on pig weight gain does not appear to be
constant in all growth phases. Since, the effect of mycotoxins on growth was greater
in younger pigs.

It is likely that the sensitivity observed in young animals is associated with a
reduced capacity or quantity of hepatic enzymes for detoxification. Some studies with
rats suggest that young animals are deficient in key factors involved in hepatic bio-
transformation of aflatoxin B1 (Klein et al., 2002). Furthermore, the quantity of the
aflatoxin-glutathione transferase conjugate is greater in adult animals, suggesting a
greater capacity for detoxification within this category (Behroozikha et al., 1992).
Therefore young animals’ livers can be considered less efficient in the mycotoxin
elimination metabolism, which determines an increase in the resistance with the

maturity.
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The mycotoxin effect on the performance on the male pigs was greater than
on the females. The mycotoxin presence in diets reduced feed intake by 6% in
females and by 10% in males. The reduction in weight gain was 15% in female group
and by 19% in male group. Furthermore, challenged females presented a feed
conversion ratio 8% worse, whilst the feed conversion ratio for males was 10% worse
in relation to respective control groups.

A similar relationship was observed in pigs challenged by aflatoxins to the feed
intake (reduction of 24% in females and of 30% in males) and weight gain (reduction
of 23% in females and 27% in males). The deoxynivalenol effect was even more
pronounced in males compared to females for feed intake (reduction of 3% in
females and 20% in males) and weight gain (reduction of 2% in females and by 34%
in males).

The sex influence on the sensitivity to mycotoxins had already been reported
in rodents (Gurtoo and Motycka, 1976, Castegnaro et al., 1998) and in birds (Bryden
et al., 1980). In challenged pigs, clinical and immunological parameters can also be
influenced by sex (Cote et al., 1985, Rotter et al., 1996, Marin et al., 2006). Some
authors suggest that the greater susceptibility of males would be related to
differences in the mycotoxin hepatic metabolism (Gurtoo and Motycka, 1976,

Castegnaro et al., 1998). Although, this hypothesis needs to be confirmed.

Nutritional interactions

Considering only the animals that consumed diets containing mycotoxins,
there was a positive correlation between weight gain and daily ingestion of protein
(0.27; P < 0.01) and methionine (0.68; P < 0.01). In addition, the ingestion of

methionine presented a strong correlation with weight gain in animals challenged by
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aflatoxins (0.78; P < 0.01), deoxynivalenol (0.70; P = 0.04) and fumonisins (0.65; P <
0.01).

Adjusting the nutritional content in diets could influence the growth of
challenged pigs. The equations for estimating the pig weight gain on the basis of
ingestion of nutrients are presented in Table 2.4. In pigs challenged by mycotoxins,
there was an increase of 1.2 g in the daily weight gain for each increase in one unit of
ingested methionine (g of methionine/kg of animal metabolic weight). A similar
relationship was observed for aflatoxins, where for each increase of one ingested unit
of methionine, there was an increase of 1.8 g in the daily weight gain.

Methionine is an amino acid with an important hepatic-protective role, as it has
anti-oxidant and anti-toxic properties. The relationship between the methionine levels
and the performance of challenged animals may involve an endogenous system that
minimizes the effect of toxic products, through glutathione (Reed, 1990). This way of
detoxification assists in the elimination of the aflatoxin form activated by epoxidation.
The metabolite is highly interactive and can be connected with macromolecules, such
as DNA, RNA and proteins (Lin et al., 2006). These links represent the primary
biochemical lesion produced by aflatoxins and determine the reduction in protein
biosynthesis and, consequently, in the animal growth. Conversely, aflatoxin-epoxide
can also be connected with glutathione, constituting an important way of
detoxification of this composite (Fatemi et al., 2006). However, the level of
glutathione in the cells is dependent on the availability of cysteine, an amino acid
partially formed by methionine. Therefore, the increase in methionine ingestion can
increase the hepatic glutathione content (Seligson and Rotruck, 1983), and

consequently, the excretion of metabolites and the detoxification (Coffey et al., 1989).
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Organs

The mycotoxin presence in diets interfered (P < 0.05) in the relative weight of
liver, kidneys and heart (Table 2.5). Aflatoxins increased (P < 0.05) the relative
weight of liver by 19%, kidneys by 18% and heart by 11%, but did not influence (P >
0.05) the weight of lungs or spleen. Deoxynivalenol increased (P < 0.05) the relative
weight of liver by 19%, kidneys by 21% and heart by 13%, without influencing (P >
0.05) the relative weight of spleen. Fumonisins did not influence the weight of
kidneys and spleen, but increased the relative weight of liver, heart and lungs.
Zearalenone did not influence (P > 0.05) the relative weight of liver, kidneys and
spleen, but increased (P>0.05) the relative weight of uterus by 22%.

In generally, the liver was the main target organ for mycotoxins. The
correlation between the relative weight of liver is positive when subjected to diet
concentration of deoxynivalenol (0.48; P < 0.05) and aflatoxins (0.65; P < 0.01). For
each 1 ppm of aflatoxins in diet, an increase of 0.29% is expected in the relative
weight of the liver (-2.47+0.29ppm; R? 0.79). Changes in the hepatic functions are
observed in pigs fed with diets containing aflatoxins (Meissonnier, 2007) and the

increase in the organ weight can be attributed to the fatty liver (Newberne, 1969).

Conclusions and perspectives

The meta-analysis performed in this study allowed to address and quantify
systematically the association of mycotoxins with productive alterations in pigs.
Animals fed with diets containing mycotoxins presented a reduction in feed intake,
weight gain, feed conversion ratio and final body weight in relation to the control
group. The mycotoxin ingestion interferes with the relative weights of liver, kidneys

and heart. Deoxynivalenol and aflatoxins are the mycotoxins with the greater impact
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on feed intake and growth. In addition to assisting in understanding the mycotoxin
effects, this approach can support in the determination of dynamic standards for the
growth of the challenged animals. The results of this study indicate a possibility to
explore the relationship of mycotoxins with several factors, such as age and sex of
the animals, mycotoxin type and concentration, and ingestion of protein or

methionine.
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Table 2.1 Feed intake and nutrient ingestion, obtained through meta-analysis, for
pigs challenged by mycotoxins (MYC), aflatoxins (AFLA), deoxynivalenol

(DON), fumonisins (FMN) or zearalenone (ZEA)

Variables MYC AFLA DON FMN ZEA
Daily feed intake (kg)
Control 1.48 1.31 1.66 1.27 1.14
Challenged 1.21 1.10 1.24 1.27 0.92
RSD? 0.18 0.14 0.13 0.11 0.16
pb * *kk *kk ns ns
R® 0.96 0.78 0.87 0.84 0.91
Adjusted daily feed intake (g/kg BW®®)
Control 195.2 190.6 209.5 176.2 161.5
Challenged 169.8 168.9 171.2 168.6 159.0
RSD 4.2 2.5 3.1 6.9 5.0
P *% *kk *kk ns ns
R® 0.71 0.66 0.55 0.85 0.51
Daily ingestion of crude protein (g/kg BW%°)
Control 38.1 36.7 40.0 38.8 31.8
Challenged 33.6 32.2 34.6 35.8 29.9
RSD 0.2 4.6 4.1 5.2 3.6
P *kk *kk *% * ns
R? 0.66 0.49 0.49 0.60 0.49
Daily ingestion of methionine (g/kg BW®®)
Control 0.59 0.58 0.58 0.60 0.56
Challenged 0.52 0.49 0.53 0.54 0.53
RSD 0.07 0.06 0.08 0.07 0.05
P *kk *kk * * ns
R? 0.66 0.59 0.65 0.60 0.49

2 Residual standard deviation.
b Significance level indicated by " P > 0.05, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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Table 2.2 Performance, obtained through meta-analysis, for pigs challenged by
mycotoxins (MYC), aflatoxins (AFLA), deoxynivalenol (DON), fumonisins

(FMN) or zearalenone (ZEA)

Variables MYC AFLA DON FMN ZEA
Daily weight gain (g)
Control 646 713 633 595 531
Challenged 511 557 467 537 447
RSD?# 19 10 88 12 17
pb *kk *kk *kk *% ns
R? 0.83 0.35 0.57 0.50 0.74
Adjusted daily weight gain (g/kg BW®®)
Control 87.2 90.7 84.1 92.0 85.8
Challenged 72.6 78.8 64.9 80.4 65.9
RSD 5.4 5.8 9.39 2.9 6.5
P K%k *kk K%k *% ns
R? 0.67 0.43 0.46 0.52 0.58
Feed conversion ratio (g/g)
Control 2.37 2.58 2.43 2.06 2.05
Challenged 2.71 2.89 3.04 2.18 2.10
RSD 0.39 0.39 0.40 0.34 0.22
P ** * * * ns
R? 0.98 0.52 0.43 0.57 0.86

2 Residual standard deviation.
b Significance level indicated by " P > 0.05, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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Table 2.3 Equations, obtained through variance-covariance analysis, to estimate the
reduction (%) in average daily weight gain in pigs challenged by aflatoxins,

deoxynivalenol or fumonisins

Mycotoxin Animal age
Challenge Intercept concentration 9 R?
(days)
(ppm)
Aflatoxins -24.71 -0.094 0.232 0.98
Deoxynivalenol -18.97 -0.001 0.114 0.96

Fumonisins -6.001 -0.009 0.038 0.93
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Table 2.4 Equations, obtained through variance-covariance analysis, to estimate the

daily weight gain (kg) of pigs fed with diets containing mycotoxins relative

to the ingestion of crude protein or total methionine

Daily nutrient ingestion (g/kg BW®®)

2

Challenge Intercept Protein Methionine R
Mycotoxins -0.188 0.004 0.75
-0.064 1.197 0.73
Aflatoxins -0.094 0.018 0.82
-0.363 1.810 0.74
Deoxynivalenol -0.063 0.002 0.86
-0.037 1.227 0.67
Zearalenone -0.059 0.015 0.92
-0.026 1.117 0.62
Fumonisins -0.154 0.024 0.84
-0.138 1.259 0.73
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Table 2.5 Relative organ weights, obtained through meta-analysis, for pigs
challenged by mycotoxins (MYC), aflatoxins (AFLA), deoxynivalenol

(DON), fumonisins (FMN) or zearalenone (ZEA)

Variables MYC AFLA DON FMN ZEA

Liver (% BW)

Control 3.15 2.49 3.59 2.59 3.16

Challenged 3.21 2.96 4.44 2.74 3.20
RSD? 0.33 0.35 0.28 0.23 0.23
pb *kk K%k *kk K%k ns
R? 0.98 0.75 0.99 0.71 0.66

Kidneys (% BW)

Control 0.62 0.45 0.78 0.47 0.55

Challenged 0.67 0.53 0.99 0.48 0.52
RSD 0.04 0.02 0.04 0.04 0.02
P ** * **k% ns ns
R? 0.99 0.44 0.99 0.40 0.68

Lungs (% BW)

Control 1.19 1.18 - 1.19 -

Challenged 1.22 1.21 - 1.25 -
RSD 0.11 0.17 - 0.01 -
P ns ns _ * _
R? 0.50 0.46 - 0.46 -

Heart (% BW)

Control 0.44 0.45 0.40 0.42 -

Challenged 0.47 0.50 0.45 0.53 -
RSD 0.03 0.04 0.02 0.04 -
P * ns *xk ns _
R? 0.84 0.74 0.91 0.60 -

Spleen (% BW)

Control 0.32 0.17 0.44 0.20 0.15

Challenged 0.28 0.16 0.42 0.18 0.15
RSD 0.02 0.02 0.02 0.02 0.00
P ns ns ns ns ns
R? 0.99 0.64 0.99 0.52 0.41

Uterus (% BW)

Control - - - - 2.37

Challenged - - - - 2.89
RSD - - - - 0.36
F) - - - - **%%
R? - - - - 0.92

? Residual standard deviation.
b Significance level indicated by " P > 0.05, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001.
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Figure 2.1 Reduction in average daily weight gain, obtained through variance-

covariance analysis, in pigs challenged by aflatoxins, deoxynivalenol or

fumonisins relative to mycotoxin concentration in diets
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META-ANALYSIS OF MYCOTOXINS IN BROILER FEED

Meta-analytical study of productive and nutritional interactions of

mycotoxins in broilers

ABSTRACT

A meta-analysis was carried out to study the association of mycotoxins with performance,
productive indexes and organ weights in broilers. Ninety-eight papers published between
1980 and 2009 were used, totaling 1,401 diets and 37,371 animals. Meta-analysis followed
three sequential analyses: graphical, correlation and variance-covariance. The mycotoxin
presence in diets reduced (P < 0.05) feed intake by 12% and weight gain by 14% compared to
control group. Ochratoxins and aflatoxins were the mycotoxins with the greatest impact on
feed intake and bird growth, reducing (P < 0.05) feed ingestion by 17 and 11%, and weight
gain by 20 and 11%. The mycotoxin concentration in diets and the animal age at challenge
were the variables that more improved the coefficient of determination for equations to
estimate mycotoxin effect on weight gain. The mycotoxin effect on growth proved to be
greater in young poultry. The residual analysis revealed that 65% of the variation in weight
gain was explained by the feed consumption. The variation in weight gain of challenged
broilers in relation to unchallenged ones was also influenced by nutrient ingestion, such as
protein and methionine. Mortality was 8.8 and 2.8 times greater (P < 0.05) in groups that
received diets with deoxynivalenol or aflatoxins. Mycotoxins also increased (P < 0.05) the
relative weight of liver by 15%, of kidneys by 11%, of lungs by 9% and of gizzard by 3%.
Mycotoxins influenced broiler performance, productive indexes and organ weights. However,
the magnitude of the effects varies with type and concentration of mycotoxin, animal age and
nutritional factors.

Key Words: Aflatoxin, Poultry, Deoxynivalenol, Nutrition, Trichothecene.
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INTRODUCTION

Some fungi contaminant in cereals produce secondary toxic metabolites called
mycotoxins. In general, these metabolites have no importance in normal development of fungi
and are produced as an adaptive response to environmental conditions (Pitt, 2000).
Structurally, mycotoxins compose a complex group of low molecular weight substances,
naturally occurring in diverse substrates, including foods for human and animal consumption.

Twenty-five percent of the world’s cereal production is estimated to be contaminated
by mycotoxins (CAST, 2003). Besides their high prevalence, mycotoxins are important due to
the diversity of toxic mechanisms, which include carcinogenesis and compromising of several
metabolic functions in animals (Hussein & Brasel, 2001; Miazzo et al., 2005).

Mycotoxicoses are an important problem in commercial poultry farming, interfering
negatively in several productive variables. Mycotoxins can reduce feed intake and broiler
weight gain (Kubena et al., 1997; Gentles et al., 1999; Daghir, 2008). However, their toxicity
mechanisms are specific to each mycotoxin type and the effects observed in animals are
varied and modulated by several factors (D'Mello & Macdonald, 1997). Besides being
inconsistent, the results are little conclusive in some aspects, especially in the relationship
between mycotoxins and nutritional components of diets.

In face of the variability in experimental results, it would be interest to study the
effects of mycotoxins in broilers through meta-analysis, a technique that allows integrating
different variables and establishing systematic responses adjusted to experimental diversity. In
addition, to help to understand the mycotoxin effects, this approach can contribute to the
determination of growth patters to challenged animals. Although, this study was performed, at
using meta-analysis, to investigate the relationship of mycotoxins with performance,

productive indexes and organ weights in broilers.
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MATERIALS AND METHODS

Indexed publications with in vivo experiment results on broilers challenged by
mycotoxins were selected. The research strategy for papers was to consult different online
data sources with keywords in several languages (English, Portuguese, Spanish, French and
Italian). The main criteria for selecting publications were: (a) experimental intoxications with
mycotoxins, (b) commercial broiler strains, and (c) responses of animal performance and
organ weights. After selection of the studies and the subsequent exploratory analysis,
information related to the proposed theoretical model and other variables were tabulated in
order to permit the descriptive analysis of studies included into the database. The information
was selected from material and methods and results sections in the articles and then tabulated
in a database.

The methodology for defining dependent and independent variables and for data
encoding followed the propositions described in literature (Sauvant et al., 2005; Lovatto et al.,
2007). Some encoding were used with qualitative grouping criteria as a resource to associate
groups that are homogenous in certain characteristics and include them in analytical models as
a variation source. In this particular, the main encodings used were for challenge (control or
contaminated diets) and for mycotoxin type under study (control or contaminated diets for
specific mycotoxins). Other encodings were used in analyses as moderating variables with the
objective of considering the variability of compiled studies (article, inter and intra effects). A
specific sequential number was attributed to each study inserted in the database for
codification of the article effect (general). Inter codification was formed by uniting the
general encoding and sequential numbers, to attribute a specific code to each database
treatment. Intra codification, similarly to previous procedure, was attributed to groups with

repeated measurements (body weight, age, mycotoxin concentration in diets).
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The analyzed variables were experimental characteristics (challenge period,
mycotoxin type and concentration in diets, broiler age, body weight and sex), diet
composition, nutrient ingestion (crude protein and total methionine), performance (feed
intake, weight gain and feed conversion ratio), productive indexes (productive efficiency and
mortality index) and relative weight of organs (liver, kidneys, lungs, gizzard, heart, bursa and
proventricle). For a better comparison of averages, daily weight gain and feed intake data
were corrected for the animal metabolic weight (Adjusted variable = Variable/Body
weight0.75). The productive efficiency index (PEI) was calculated from data available in the
papers, considering [PEI=(BW*SI)/(FC*A)*100]; BW= average body weight in grams; Sl=
survival index [100-mortality], in %; FC= feed conversion ratio; A= age, in days.

The meta-analysis followed three sequential analyses: graphical (to control database
quality and observe biological coherence of data), correlation (between the diverse variables
to identify related factors) and variance-covariance (to compare the groups and obtain the
prediction equations). The factors with higher coefficients of correlations and the
codifications for general, inter or intra effects were used in the models for variance-
covariance analyses (Lovatto et al., 2007). Regression equations were obtained through the
variance-covariance analysis using the GLM procedure. The variance decomposition was
used to observe the intensity of model variables on the response under analysis. The
dispersion measure used to evaluate the results was the residual standard deviation since it
better characterizes intra and model variability. All analyses were made using MINITAB 15

(2007) software.

Description of the Database
The database occupied 1,401 lines and 189 columns on a spreadsheet composed from

of 98 articles (available upon consultation with the authors) published between 1980 and 2009
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(mode: 2004). The most frequently periodicals in the database were: Poultry Science (30% of
the papers), The Journal of Applied Poultry Research (6%), International Journal of Poultry
Science (6%), Ciéncia Rural (5%) and Research in Veterinary Science (4%). Most of the
experiments were conducted in American (28% of the papers) and Brazilian (19%)
institutions.

The studies included in the database totaled 37,731 broilers, with an average of 253
animals per paper (mode: 140) and 58 per treatment (mode: 30). The genetics was described
in 64% of the papers (54% Ross, 17% Cobb, 11% Arbor and 7% Hubbard). Initial average
age of the broilers was 9 days (ranging from 1 to 43, mode: 1) and final average age was 27
days (from 7 to 56, mode: 21). Average experiment duration was 18 days and the longest
being 55 days. Most (61%) of the papers used male broilers, 4% used females, 16% mixed
lots and 18% did not describe broiler gender in the study. The installations used included
boxes (57%) and cages (26%), and 17% of the authors did not present the installation type.

Corn and soybean meal were the main ingredients, used in 65% of the diets. Average
nutritional density was 3,088 kcal/kg of metabolizable energy (ranging from 2,651 to 3,941
kcal/kg), 21.1% of crude protein (18 to 25.5%) and 0.57% of average total methionine (0.35
to 0.85%). Average mycotoxin concentrations were 0.95 ppm for aflatoxins (0 to 5 ppm); 4.29
ppm for deoxynivalenol (0 to 15 ppm); 2.87 ppm for T2 toxin (0 to 13.5 ppm); 0.78 ppm for
ochratoxins (0 to 4.18 ppm); 5.05 ppm for zearalenone (0 to 111 ppm) and 112.8 ppm for

fumonisins (0 to 400 ppm).

RESULTS AND DISCUSSION

Performance
Mycotoxin concentration in diets presented a negative correlation with daily feed

intake (- 0.24; P < 0.01), with daily weight gain (- 0.30; P < 0.01) and with broiler final body
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weight (- 0.27; P < 0.01). Broiler weight at the end of the experiments also presented a
negative correlation with the concentration of aflatoxins (- 0.22; P < 0.01), deoxynivalenol (-
0.35; P =0.04), T2 toxin (- 0.19; P = 0.03), ochratoxins (- 0.18; P = 0.04), fumonisins (- 0.15;
P = 0.03) and zearalenone (- 0.15; P = 0.04). Although significant, the correlations were low
indicating that other factors may interfere in broiler performance.

Myecotoxins reduced (P < 0.05) feed intake by 12% and animal weight gain by 14%
(Table 3.1). This negative interference (P < 0.05) was maintained after adjusting feed
consumption and weight gain data to animal metabolic weight. Mycotoxins influenced
negatively (P < 0.05) the broiler feed conversion ratio by 7%. Furthermore, final weight of
broilers that received diets containing mycotoxins was 14% lower (P < 0.05) compared to
control animals.

The mycotoxins with the greatest impact on feed intake were ochratoxins and
aflatoxins, reducing (P < 0.05) the variable by 17 and 11%. Interference (P < 0.05) in daily
feed intake was also observed in broilers that were given diets with deoxynivalenol (- 9%) and
T2 toxin (- 7%).

The observed reduction in feed intake can be attributed to the specific action
mechanisms of each toxin. Frequent oral lesions found in trichothecene intoxication are an
example (Sokolovi¢ et al., 2008). Some substances, like alimentary toxins, also act as limiting
factors in diet selection, since animals relate their consumption with metabolic consequences
of discomfort (Forbs, 1995). However, each mycotoxin has a diverse means through which it
can reduce feed consumption, and in some cases, this mechanism is not fully known.

Feed conversion ratio was worse (P < 0.05) in animals that received diets with
aflatoxins (6%), deoxynivalenol (12%), T2 toxin (6%) and ochratoxins (8%) in relation to the
respective control groups, but was not influenced (P > 0.05) by the ingestion of fumonisins

and zearalenone. Broilers fed diets containing ochratoxins presented a 20% reduction (P <
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0.05) in daily weight gain and 22% in final body weight. The reduction (P < 0.05) in the same
variables was 11 and 9% for contaminations with aflatoxins, 8 and 5% for T2 toxin and 5 and
6% for deoxynivalenol. Zearalenone and fumonisins did not influence (P > 0.05) broiler
growth,

The variance decomposition demonstrated that 65% of the variation in weight gain is
due to feed consumption (P < 0.01) and only 3% to the presence of mycotoxins in diets (P <
0.01). The negative interference of aflatoxins and trichothecenes on nutrient absorption and
protein synthesis can influence weight gain in challenged animal (Verma et al., 2002). Direct
disturbance in the functions of some organs, especially the liver, and the partition of nutrients
for activities besides body growth also increases challenged animal demands for protein and
energy (Hamilton, 1977). Thus, the explanation for disturbance in challenged broiler growth
is in the association of a reduction in feed intake with alterations in protein deposition
efficiency. This meta-analysis permitted observing that most of the variation in weight gain
was explained by the variation in feed consumption. Thus, the increase in nutritional density

of diets could be studied as a practice to reduce the mycotoxin effects on animal growth.

Interactions Between Performance and Nutrition in Challenged Animals

Weight gain in non-challenged animals increased 2.08 g with each gram of protein
ingested (Table 3.2). The same proportion in challenged animals was 2.05 g. The difference
between regression coefficients in the equations for weight gain suggests alterations in
challenged animal metabolism with the possible use of nutrients for other functions besides
body growth.

Variation in weight gain of challenged broilers in relation to unchallenged ones was

also influenced by nutrient ingestion, such as protein and methionine. Deficit in broiler weight



62

gain caused by aflatoxins was 0.23% lower with each one gram increase in daily protein
ingestion and 7.3% lower with each one gram increase in daily methionine ingestion.

Weight gain had a positive correlation with methionine content in contaminated diets
(0.25; P < 0.01). Analyzing only data from aflatoxin challenged broilers, the correlation
between weight gain and methionine content was higher (0.50; P < 0.01).

The interaction between nutrient intake and challenged broiler performance show that
some mycotoxins, like aflatoxins, increase the need for diet protein to obtain a certain
productivity index. Furthermore, some nutrients have important functions in mycotoxicoses.
For example, methionine is related to an oxidation-reduction process that uses hepatic
glutathione, partially formed by methionine and cysteine, as a means for detoxifying
metabolites such as aflatoxin B;-epoxide (Reed, 1990; Fatemi et al., 2006). However,
nutritional practices are still little studied as methods of reducing the effect of mycotoxins in

domestic animals.

Mycotoxin Dosage and Broiler Age

The mycotoxin type had a differentiated influence on animal weight gain. For each
ppm of aflatoxins in diets, there is an expected reduction of 16% in broiler weight gain
(Figure 3.1). Likewise, there is an expected reduction of 1.2% in weight gain per ppm of
deoxynivalenol; 4.25% per ppm of T2 toxin and 13.3% per ppm of ochratoxins in diets.

The inclusion of age as a co-variable in equations for estimating the reduction in
weight gain of challenged broilers improved (on average 20 perceptual points) the
determination coefficient of the models for all mycotoxins studied (Table 3.3). Equations
indicated that the effect of mycotoxins on broiler weight gain is not constant in all growth
phases. Since that, the effect of mycotoxins on growth was greater in young broilers.

Although these equations are empirical, the inclusion of age as a variable makes them
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dynamic, permitting their application in mathematical models. These results are important
because the lack of dynamic information makes several models deficient since it does not

simulate animal growth considering the effect of sanitary challenges, like mycotoxins.

Mortality, Productive Efficiency Index and Organ Weights

The presence of aflatoxins and deoxynivalenol in diets increased (P < 0.05) mortality,
whereas T2 toxin and fumonisins did not influence (P > 0.05) this index (Table 3.4). The
increase observed in mortality rates of lots that were given contaminated diets can be
considered a direct effect of mycotoxins, but it is probable that the immunosuppressive action
of these substances in chronic intoxications can increase the incidence of secondary infections
and be relevant in the observed condition (Bouhet & Oswald, 2005). Mycotoxin action on
target organs can also contribute on the mortality rate variability among mycotoxins. Liver
damage, for example, reduces detoxification activity, collaborating towards a worsening of
observed clinical charts.

The mycotoxin concentration in the diets presented a negative correlation with the
productive efficiency index (-0.61; P < 0.01). Challenged groups presented a 40% reduction
(P < 0.05) in the productive efficiency, which was influenced (P < 0.05) by aflatoxins,
deoxynivalenol and T2 toxin.

The relative weight of liver presented a positive correlation with the dose of
mycotoxins (0.23; P < 0.01), aflatoxins (0.40; P < 0.01), deoxynivalenol (0.23; P = 0.03) and
fumonisins (0.31; P = 0.02). Presence of mycotoxins in diets increases relative weight of liver
by 15% (P < 0.05), kidneys by 11%, lungs by 9% and gizzards by 3% (Table 3.5). The
proventricle was 2.3 times heavier (P < 0.05) in challenged birds, however the mainly effect

appears to be of the aflatoxin. The relative weight of the heart was influenced (P < 0.05) only
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by the presence of aflatoxins. Bursa and pancreas weights were not influenced (P > 0.05) by
mycotoxins studied.

Aflatoxins presented the most important effects of all mycotoxins on organ weight.
Broilers challenged by aflatoxins presented a 22% increase (P < 0.05) in relative liver weight,
36% in kidneys, 29% in lungs, 23% in the proventricle, 10% in the heart and 4% in the
gizzard. Each 1 ppm of aflatoxin in the diet increased the relative weight of the liver by 0.23%
(2.89 + 0.23 * ppm; R% 0.72).

The liver is affected by most mycotoxins. Alterations in liver functions are observed in
broilers challenged by aflatoxins (Maciel et al., 2007) and the increase in this organ weight
can be attributed to fatty degeneration (Safameher, 2008). Furthermore, some alterations in
blood circulation in liver can be related to cardiac hypertrophy (Lee et al., 2007).

Mycotoxins are important in poultry industry due to the severe damage to animal
health and profitability of the productive system. The meta-analysis performed in this study
allowed to addressing and quantifies systematically the association of mycotoxins with broiler
performance. In addition to assist in understanding the effects of mycotoxins, this approach
collaborated to the determination of dynamic standards for the growth of challenged animals.
The results of this study point to the possibility of exploring the relationship of mycotoxins
with several factors, such as animal age, mycotoxin type and concentration, and ingestion of

protein and methionine.
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Table 3.1 Performance, obtained through meta-analysis, for broilers challenged by
mycotoxins (MYC), aflatoxins (AFLA), deoxynivalenol (DON), toxin T2 (T2),

ochratoxins (OCHR), fumonisins (FMN) or zearalenone (ZEA)

Variables MYC AFLA DON T2 OCHR FMN ZEA
Daily feed intake (g)
Control 84.01 87.58 95.04 64.43 68.03 67.07 88.36
Challenged 73.91 78.07 86.57 59.63 56.39 59.61 78.94
RSD ! 19.02 17.12 11.53 7.34 16.82 11.84 10.53
P 2 Kk k KKk ns *kk * ns ns
Adjusted daily feed intake (g/g BW )
Control 96.30 95.62 102.00 97.06 94.56 96.06 98.93
Challenged 94.33 93.90 102.38 92.00 90.99 94.72 99.91
RSD 18.95 18.68 21.33 4.75 10.04 12.34 17.42
P * * ns * * ns ns
Daily weight gain (g)
Control 42.29 43.48 41.51 36.57 38.22 34.21 42.99
Challenged 36.45 38.49 39.53 33.52 30.55 31.16 37.82
RSD 7.05 6.58 7.59 6.07 4.97 8.93 7.76
P *hk *hk *k *k*k *% ns ns
Adjusted daily weight gain (g/g BW °7)
Control 60.79 60.02 56.57 71.16 60.66 69.22 51.82
Challenged 58.40 56.22 55.76 63.47 56.99 65.92 49.74
RSD 11.16 11.89 12.34 3.88 6.09 8.00 8.35
P Kk * ns *kk ns ns ns
Feed conversion ratio (g/g)
Control 1.73 1.75 191 1.59 1.71 1.60 2.07
Challenged 1.85 1.86 2.13 1.68 1.85 1.60 2.33
RSD 0.29 0.28 0.54 0.09 0.15 0.16 0.92
P *k* **k*%* * **k* * ns ns
Body weight (g)
Control 1,075 1,130 1,292 667 935 698 1,533
Challenged 923 1,034 1,215 635 733 619 1,556
RSD 61 60 99 10 51 19 10
P **k* **k*k * **k*k * ns ns

! Residual standard deviation.
ZSignificance level values indicated by ™ P > 0.05, * P < 0.05, ** P <0.01, *** P < 0.001.
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Table 3.2 Equations, obtained through variance-covariance analysis, to estimate the daily
weight gain or the reduction in weight gain in challenged broilers relative to the

ingestion of crude protein or total methionine

Nutrient ingestion (g/day)

H 2

Challenge Unit Intercept Protein Methionine R
Control g 9.36 2.08 0.94
Mycotoxins g 7.42 2.05 0.91
Mycotoxins % -32.26 1.42 0.92
% -36.44 16.32 0.89
Aflatoxin % -18.14 0.23 0.85
% -24.92 7.27 0.87
Deoxynivalenol % -32.60 0.68 0.75

% -28.47 9.14 0.62
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Table 3.3 Equations, obtained through variance-covariance analysis, to estimate the

reduction (%) in average daily weight gain in broilers challenged by aflatoxins,

ochratoxins, deoxynivalenol or T2 toxin

Mycotoxin Animal age
Challenge Intercept concentration g R?
(days)
(Ppm)
Aflatoxins -5.92 -16.19 0.129 0.95
Ochratoxins -34.71 -13.92 0.551 0.55
Deoxynivalenol -38.90 -1.21 0.86 0.83
Toxin T2 -48.80 -4.66 1.32 0.55
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Table 3.4 Productivity indexes, obtained through meta-analysis, for broilers challenged by
mycotoxins (MYC), aflatoxins (AFLA), deoxynivalenol (DON), toxin T2 (T2) or

fumonisins (FMN)

Variables MYC AFLA DON T2 FMN
Mortality, %
Control 4.49 3.12 0.83 2.03 1.05
Challenged 9.50 8.73 7.03 5.20 3.20
RSD* 5.35 5.32 5.65 0.96 0.62
P 2 *xk *xk * ns ns
Productive efficiency index
Control 261.4 269.1 214.3 216.3 175.0
Challenged 156.6 155.5 162.2 148.5 144.7
RSD 21.0 10.5 23.0 13.1 21.1
P *kKk *kKk * *kKk ns

! Residual standard deviation.
% Significance level indicated by ™ P > 0.05, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P <0.001.
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Table 3.5 Relative weight of organs, obtained through meta-analysis, in broilers challenged
by mycotoxins (MY C), aflatoxins (AFLA), deoxynivalenol (DON), toxin T2 (T2),

ochratoxins (OCHR) or fumonisins (FMN)

Organ MYC AFLA DON T2 OCHR FMN
Liver (% BW)
Control 2.84 2.79 244 3.14 3.29 2.96
Challenged 3.27 3.41 2.59 2.97 3.58 3.29
RSD ! 0.20 0.26 0.48 0.26 0.34 0.11
P 2 *%x *kk * ns ns *
Kidneys (% BW)
Control 0.740 0.667 0.573 0.573 1.055 0.679
Challenged 0.820 0.910 0.618 0.622 1.039 0.756
RSD 0.060 0.087 0.038 0.035 0.084 0.074
P **kx **k* ns ns ns ns
Lungs (% BW)
Control 0.118 0.121 0.120 0.117 0.123 0.085
Challenged 0.129 0.156 0.110 0.097 0.195 0.101
RSD 0.035 0.021 0.014 0.027 0.013 0.012
P ** *k*k ns ns *k*k **
Gizzard (% BW)
Control 2.22 2.15 2.30 2.35 2.03 231
Challenged 2.29 2.24 2.19 2.40 2.20 247
RSD 0.15 0.13 0.16 0.10 0.05 0.09
P *k*k *kh*k ns *kh*k *kh*k *
Heart (% BW)
Control 0.691 0.676 0.602 0.719 0.695 0.878
Challenged 0.705 0.745 0.611 0.699 0.750 0.897
RSD 0.037 0.057 0.019 0.020 0.018 0.031
P ns Fodk ns ns ns ns
Bursa (% BW)
Control 0.244 0.226 0.300 0.248 0.210 0.252
Challenged 0.236 0.229 0.315 0.265 0.205 0.240
RSD 0.052 0.052 0.049 0.020 0.016 0.054
P ns ns ns ns ns ns
Pancreas (% BW)
Control 0.341 0.334 0.240 0.388 0.360 0.500
Challenged 0.349 0.329 0.213 0.407 0.450 0.545
RSD 0.041 0.041 0.021 0.026 0.070 0.026
P ns ns ns ns ns ns
Proventricle (% BW)
Control 0.583 0.619 0.520 0.626 0.600 0.441
Challenged 1.364 0.762 0.679 0.599 0.740 0.506
RSD 0.030 0.076 0.074 0.058 0.027 0.019
P * ORI ns ns ns ns

! Residual standard deviation.
ZSignificance level indicated by ™ P > 0.05, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P <0.001.
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Figure 3.1 Reduction in average daily weight gain, obtained through variance-covariance

analysis, in broilers challenged by aflatoxins, ochratoxins, deoxynivalenol or T2

toxin relative to mycotoxin concentration in diets
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CAPITULO 4

Discussao Geral

Ao elaborar um trabalho de meta-anélise sempre fica a impressdo de que
alguns aspectos cientifico-analiticos poderiam ter sido mais bem explorados e
apresentados. No caso de nosso trabalho, isso nao foi diferente. As bases de dados
construidas usam a mesma teméatica, mas cobrem duas espécies. Isso permite um
bom aprofundamento analitico. No entanto, como a dissertagdo € baseada em
artigos cientificos, optamos por apresentar dois, um sobre suinos e outro sobre
aves, 0 que limitou a apresentacao de alguns dados. Por essa razdo optamos, nesta
discussdo geral, evitar a redundancia com o que foi apresentado nos capitulos
anteriores e colocar a luz do debate algumas informagfes inéditas.

Os trabalhos apresentados nesta dissertacdo foram desenvolvidos utilizando
critérios e metodologias semelhantes para a selecéo das publicacbes, construcéo da
base de dados e analise. Uma das preocupac¢fes fundamentais no periodo inicial da
pesquisa foi com o viés de publicacdo, destacado como um dos principais problemas
na realizacdo de uma meta-analise e considerado uma ameaca para a validade
deste método (BORENSTEIN, 2009).

Por vezes, o viés é definido como a publicacdo ou nao publicacdo de estudos,
dependendo da direcdo e significancia estatistica dos resultados. No entanto,
existem inimeros mecanismos potenciais de supressdo das informacdes que
também sdo considerados viés, tais como: viés de linguagem (inclusdo seletiva de
estudos publicados em determinada lingua, sobretudo inglés); viés de
disponibilidade (inclusdo seletiva de estudos que séo facilmente acessiveis ao
pesquisador); viés de custo (inclusdo seletiva de estudos que estdo disponiveis
gratuitamente); viés de familiaridade (inclusédo seletiva de estudos somente da area

de atuacdo), e viés de desfecho (selecdo de estudos em funcdo da direcédo e
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significancia estatistica dos resultados) (LEANDRO, 2005; ROTHSTEIN et al., 2005;
BORENSTEIN, 2009).

Na construcdo das bases de dados, alguns critérios foram observados para
atenuar os problemas de viés acima citados. A busca de trabalhos foi realizada em
diversas bases digitais (utilizando Google Académico, Scopus, Scielo, HighWire e
PubMed) e com palavras-chave em diversos idiomas (inglés, portugués, espanhol,
francés e italiano). Foram incluidos apenas dados de trabalhos publicados em
revistas indexadas, considerando o aceite para publicacdo como critério subjetivo
para sua qualidade metodolédgica. A inclusdo apenas de trabalhos publicados se
baseou também na evidéncia de que estes estudos geralmente apresentam efeito
maior na analise que aqueles ndo publicados (SMITH, 1980).

Os resultados (positivos ou negativos) ndo foram tomados como critério para
a inclusdo dos artigos nas bases de dados. Entretanto, é reconhecido que alguns
pesquisadores tendem a publicar apenas dados significativos ou positivos, em vista
de uma possivel influéncia da qualidade dos estudos sobre a direcédo e a forca dos
resultados da pesquisa (LOVATTO et al., 2007). Em areas onde a meta-analise &
mais desenvolvida, como as ciéncias da saude, existem jornais com seccdes
especificas para a publicagdo dos chamados “resultados negativos” (ROTHSTEIN et
al., 2005). Nas demais areas, como na producdo animal, resta reconhecer o
problema e trabalhar da melhor maneira a fim de reduzi-lo.

Uma das alternativas para melhor estudo dos efeitos esta no uso de
ponderacdes para tamanho de amostra, partindo do pressuposto de que a precisao
na estimativa do efeito do tratamento aumenta com o tamanho da amostra dos
estudos. Em ambos os trabalhos desta dissertacdo, o uso de ponderagéo para
tamanho de amostra nao influenciou o coeficiente de determinacdo nas principais
analises. Melhores coeficientes de determinacdo foram obtidos com o uso das
codificagBes para os efeitos geral, inter ou intra. Esta condi¢cdo pode ser atribuida ao
fato da ponderacdo para tamanho de amostra n&o atender outros fatores de
heterogeneidade, como a sensibilidade individual aos efeitos das micotoxinas e a
elevada variabilidade nos resultados praticos desta area de pesquisa.

A descricdo das bases de estudo foi apresentada nos capitulos anteriores,

mas cabem algumas comparagdes quanto suas principais caracteristicas. A base de



75

dados em suinos foi composta por 85 artigos e 13.196 animais, enquanto a de
frangos de corte englobou 98 trabalhos e 37.731 aves. Ambas podem ser
consideradas bases extensas, envolvendo um nimero de animais ndo viavel para
um unico estudo convencional (com desafio in vivo).

Os trabalhos incluidos na base de suinos foram publicados a partir de 1968,
enquanto que na base de aves, os trabalhos mais antigos datam de 1980. Pela
distribuicdo temporal dos estudos, pode-se inferir que o0 interesse pela
micotoxicologia foi anterior na suinocultura e, embora igualmente importante,
posterior na avicultura.

A maioria dos experimentos incluidos nas bases foi realizada em instituicdes
americanas (28%). Pesquisas realizadas em instituicGes brasileiras foram mais
numerosas na base de frangos de corte. Embora em menor quantidade, elas
apresentaram boa representatividade no conjunto de artigos, sendo 10% na base de
suinos e 19% na base de aves.

A concentracdo média das micotoxinas nas dietas foi outra caracteristica com
variacdo nos trabalhos utilizados (Figura 4.1). As diferencas nas doses testadas em
suinos ou aves, em especial no caso da zearalenona e das fumonisinas, refletem

variagcdo na sensibilidade de cada espécie aos efeitos toxicos das substancias.

AFLA Frangos FMN Frangos
AFLA Suinos FMN Suinos
0 2 4 6 8 0 200 400 600
| |
DON Frangos ZEA Frangos |
DON Suinos ‘ ‘ ‘ | ZEA Suinos
0 20 40 60 80 6 50 100 150
mConcentracdo média da micotoxina nas dietas, ppm @Concentragdo maxima da micotoxina nas dietas, ppm
Figura 4.1 — Variacdo nas concentracbes médias e maximas de aflatoxinas (AFLA),

deoxinivalenol (DON), fumonisinas (FMN) e zearalenona (ZEA) nas bases de

dados
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As micotoxicoses séo frequentes e importantes na suinocultura e na avicultura
comercial, uma vez que ambas as espécies sdo consideradas muito sensiveis aos
efeitos toxicos destas substancias. Quando presentes nas dietas, as micotoxinas
podem interferir no consumo de alimento e no crescimento dos animais,
prejudicando seu desempenho produtivo (D'MELLO & MACDONALD, 1997,
DERSJANT-LI et al., 2003; DAGHIR, 2008).

Os resultados observados nas meta-analises apontam para a influéncia das
micotoxinas sobre o desempenho dos animais, porém, com variacdo em funcéo de
diversos fatores. O consumo de racdo dos suinos apresentou correlacdo negativa
com a dose de aflatoxinas e de deoxinivalenol. No caso das aves, a concentragao de
micotoxinas nas dietas apresentou correlacdo negativa com o consumo diario de
racdo, com o ganho diario de peso e com o peso vivo final dos animais. Apesar de
significativas, as correlac6es observadas entre as varidveis de desempenho e as
concentragbes de micotoxinas nas dietas foram baixas. Esta relagdo pode indicar
qgue outros fatores, além da dose de micotoxinas, interferem no desempenho dos
animais.

A presenca de micotoxinas nas dietas reduziu em 18% o consumo de rag&o
nos suinos e em 12% nos frangos de corte. As ocratoxinas (-17%) e as aflatoxinas
(-11%) foram as micotoxinas com maior impacto sobre o consumo de ragcdo nos
frangos de corte. Nos suinos, as micotoxinas de maior impacto sobre esta variavel
foram o deoxinivalenol (-18%) e as aflatoxinas (-11%).

A reducdo observada no consumo de racdo pode ser atribuida aos
mecanismos de acdo especificos de cada toxina. Um exemplo sé@o as lesdes orais
frequentes nas intoxicagdes por tricotecenos (BRAKE et al., 2000). Estas lesdes
podem reduzir o consumo voluntério de racdo por meio de sensacao de desconforto
no momento da apreensao e ingestao do alimento.

As toxinas alimentares estdo entre as substancias que podem atuar como
fatores limitantes na sele¢éo das dietas, uma vez que 0s animais relacionam seu
consumo com consequéncias metabodlicas de desconforto (FORBES, 2007). Em
dietas naturalmente contaminadas, o menor consumo de racdo também pode ser
devido as alteracbes organolépticas provocadas pelos fungos contaminantes

(AKANDE et al., 2006). Entretanto, cada micotoxina apresenta um meio diverso pelo
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qual pode reduzir o consumo de alimento e, em alguns casos, este mecanismo nao
é totalmente conhecido.

De modo geral, o efeito das micotoxinas sobre a conversdo alimentar e o
ganho de peso foi maior nos suinos em relacdo aos frangos de corte. Suinos
desafiados por micotoxinas apresentaram conversao alimentar 14% pior em relagao
aos demais. Nos frangos de corte, a piora observada na variavel foi de 7%. O ganho
de peso foi 21% inferior nos suinos e 14% inferior nas aves desafiadas em relacao
aos respectivos grupos controle. Algumas micotoxinas, no entanto, nao
influenciaram o ganho de peso dos animais. Zearalenona e fumonisinas n&o
interferiram no crescimento das aves. Os suinos ndo foram influenciados em seu
ganho de peso pela zearalenona.

O decréscimo na sintese proteica € o principal mecanismo pelo qual as
micotoxinas reduzem o ganho de peso dos animais. Essa interferéncia é observada
principalmente em intoxicagfes por aflatoxinas e tricotecenos (LINDEMANN et al.,
1993; VAN DE WALLE et al., 2010). A perturbacdo direta nas funcdes de alguns
orgaos, em especial do figado, e a particdo de nutrientes para atividades alheias ao
desenvolvimento corporal também aumentam as exigéncias para proteina e energia
dos animais desafiados (HAMILTON, 1977). Animais alimentados com dietas
contendo aflatoxinas podem apresentar decréscimo na sintese de algumas enzimas
digestivas (SWAMY et al., 2002), danos na mucosa (TEJADA-CASTANEDA et al.,
2008) e reducédo no coeficiente de metabolizacdo da energia e na retencdo relativa
de nitrogénio (HAUSCHILD et al., 2006). Por isso, a explicacdo para a perturbacao
no crescimento dos animais desafiados estd na associacao da reducédo no consumo
de racdo com as altera¢cbes na eficiéncia de absorcédo e deposicao de nutrientes. Em
nosso estudo, foi possivel observar que a maior parte da variagdo no ganho de peso
foi explicada pela variagdo no consumo de alimento. Assim, 0o aumento da
densidade nutricional das dietas poderia ser estudado como pratica para amenizar
os efeitos das micotoxinas sobre o crescimento dos animais.

Além do desempenho dos animais em intoxica¢gdes com micotoxinas isoladas,
as meta-andlises permitiram estudar alguns efeitos das micotoxinas quando em
associacOes. Este estudo € importante, uma vez que as interacbes entre as

micotoxinas sao complexas e podem implicar em efeitos diferentes dos observados
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em contaminagdes isoladas ou em resultados aditivos, com a associagao dos efeitos
téxicos individuais (SMITH & SEDDON, 1998; SPEIJERS & SPEIJERS, 2004). Os
niveis seguros para uma determinada substancia também podem ser alterados pela
interacdo com outras micotoxinas (HUFF et al., 1988).

Os resultados do estudo com micotoxinas combinadas n&o foram
apresentados nos capitulos anteriores, por isso, eles serdo expostos e discutidos
nesta unidade. O consumo diario de racéao dos suinos foi reduzido (P<0,05) em 14%
pelas formas isoladas de contaminacdo e em 42% por associacdes de micotoxinas
(Tabela 4.1). As médias de consumo de racdo ajustadas para o peso metabdlico dos
animais ou para peso vivo (por covariancia) também foram menores (P<0,05) nos

grupos alimentados com dietas contendo micotoxinas em associacao.

Tabela 4.1 — Desempenho, obtido por meta-analise, de suinos alimentados com dietas

controle (C), contendo micotoxinas isoladas (MI) ou em associacédo (MA)

Tratamentos P DPR
C M MA
Desempenho
Consumo diario de racdo (CR), kg 1,482 1,27° 0,86°¢ 0,07
CR por peso metabdlico, g/lkg PM 1952 179° 118°¢ ok 14
CR ajustado?, kg 1,322 1,19° 1,14° 0,04
Ganho diario de peso (GP), kg 0,642 0,53° 0,35° % 0,05
GP por peso metabolico, g/kg PM  87,2¢ 75,7° 55,2° ok 8,4
GP ajustado?, kg 0,582 0,50° 0,45° * 0,03
Conversao alimentar (CA) 2,322 2,66° 2,75° * 0,08
CA ajustada’ 2,18% 2,49° 2,42° w* 0,12
Orgéos
Coracao, %PV 0,44 0,43 0,52 ns 0,04
Figado, %PV 3,152 3,21° 3,29° * 0,17
Rins, %PV 0,62 0,64 0,63 ns 0,08
Pulmées, %PV 1,192 1,25° 1,27° w021

P Probabilidade: *, ** ou *** (significativo a 5, 1 ou 0,1% de probabilidade pelo Teste F).
abe) etras diferentes na mesma linha diferem pelo Teste de Tukey (P<0,05).

PPR Desvio padréo residual.

PM Peso metabdlico (Peso vivo™0,6).

! variaveis ajustadas por covariancia para peso vivo.
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O ganho médio diario foi 17% menor (P<0,05) nos suinos desafiados por
micotoxinas isoladas e 45% menor (P<0,05) nos desafiados por associagdo de
micotoxinas. Relacdo semelhante foi observada apds ajuste da variavel para peso
vivo ou metabdlico. O ganho de peso ajustado para peso vivo foi 22% menor
(P<0,05) nos animais desafiados por micotoxinas associadas em relacdo aos
desafiados por substancias isoladas. Porém, a forma de apresentacdo das
micotoxinas (se isoladas ou em associa¢ao) nao influenciou (P>0,05) na conversao
alimentar e nos pesos relativos dos 6rgaos estudados.

Cada 1 ppm de micotoxinas nas dietas reduziu em 2,33 g o consumo diario
dos suinos nas contaminacg@es isoladas (Y=1355-2,33M; R2=0,67; sendo M a dose
de micotoxinas nas dietas, em ppm) e em 5,87 g nas contaminacfes por micotoxinas
associadas (Y=1384-5,87M; R2=0,77). Da mesma forma, o aumento em 1 ppm na
concentracdo de micotoxinas nas dietas representou reducdo de 1,75 g no ganho
diario de peso nas contaminacdes isoladas (Y=570-1,75M; R2=0,68) e de 3,72 g nas
contaminagdes por associacdo de substancias (Y=605-3,72M; R2=0,79).
Comparacbes com doses de micotoxinas especificas ndo foram possiveis pela
diversidade de combinacdes testadas nos trabalhos da base. As equacdes obtidas,
embora ndo considerem a variagéo nas diferentes substancias, podem quantificar o
aumento no efeito das micotoxinas quando em associacao, inferindo efeito aditivo
nestas condicoes.

A base de dados em frangos de corte ndo permitiu analise estatistica dos
dados quanto a forma de apresentacdo das micotoxinas (se isoladas ou em
associacao). Entretanto, os poucos trabalhos obtidos testando esse tipo de efeito
apontam para um comportamento semelhante ao observado nos suinos. A
associacado de ocratoxinas e toxina T2, por exemplo, reduziu em 14% o consumo
diario de racdo e em 45% o peso vivo final das aves em relagcdo aos grupos
submetidos a contaminacdo pelas mesmas micotoxinas em suas formas isoladas
(GARCIA et al., 2003). As ocratoxinas aumentaram em 27% a conversao alimentar
guando associadas com acido ciclopiazénico (GENTLES et al., 1999) e em 17%
qgquando associada com aflatoxinas (SAKHARE et al.,, 2007) em relacdo aos
tratamentos contaminados com apenas uma dessas micotoxinas. Efeitos aditivos

das micotoxinas sobre a reducdo no ganho de peso das aves também foram
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observados nos trabalhos de Kubena et al. (1997a, 1997b), Verma et al. (2002) e
Miazzo et al. (2005).

Assim como a interacao entre as substancias, outros fatores podem interferir
na magnitude com que micotoxinas atuam sobre a produtividade dos animais. A
concentracdo de micotoxinas nas dietas foi uma das variaveis mais explicativas para
estimar a redugao no ganho de peso dos animais desafiados. A inclusao da idade
como covariavel nas equacdes para estimar a redu¢cdo no ganho de peso dos
animais alimentados com micotoxinas também melhorou a precisdo dos modelos
para todas as micotoxinas estudadas (em média 27 pontos percentuais no estudo
com suinos e 20 pontos percentuais no estudo com aves). Embora estas equacgtes
sejam empiricas, a inclusdo da idade como covaridvel as torna dinamicas,
possibilitando sua aplicacdo em modelos matematicos. Estes resultados séao
importantes, pois a falta de informagdes torna diversos modelos deficientes por nédo
simularem o crescimento dos animais considerando o efeito de desafios sanitarios,
como das micotoxinas.

Outra observacdo importante nas equacdes foi que o efeito das micotoxinas
sobre o ganho de peso dos animais ndo € constante em todas as fases de
crescimento, sendo maior nos suinos e nas aves jovens. E provavel que a
sensibilidade observada nos animais jovens esteja associada com menor
capacidade ou quantidade de enzimas hepéticas para ativacdo e desintoxicacao.
Estudos em ratos sugerem que animais jovens sao deficientes em fatores envolvidos
na biotransformacgédo hepética da aflatoxina B1 (KLEIN et al., 2002). Além disso, a
quantidade de conjugado aflatoxina - glutationa transferase € superior em animais
adultos, sugerindo maior capacidade de detoxificacAo nesta categoria
(BEHROOZIKHA et al.,, 1992). Assim, o figado de animais jovens pode ser
considerado menos eficiente no metabolismo de eliminacdo das micotoxinas, o que
determina um aumento da resisténcia na maturidade fisiologica.

Nos suinos, o efeito das micotoxinas sobre o desempenho foi maior nos
machos em relacdo as fémeas. A influéncia do sexo sobre a sensibilidade as
micotoxinas ja foi relatada em outras espécies, como os frangos de corte (BRYDEN
et al., 1980) e também nos suinos, com relacdo aos parametros clinicos e

imunologicos (MARIN et al., 2006). Alguns autores sugerem que a maior
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susceptibilidade dos machos estaria relacionada com diferengas no metabolismo
hepético das micotoxinas (CASTEGNARO et al., 1998). Entretanto, esta hipétese
precisa ser confirmada. Nas aves, o0 estudo da influencia do sexo sobre o
desempenho dos animais desafiados nao foi possivel por caracteristicas especificas
da base de dados.

As observagOes acerca das interagdes nutricionais sugerem que o ajuste do
conteudo nutricional das dietas para suinos e aves desafiados por micotoxinas pode
influenciar seu desempenho. As principais observacdes relacionaram a ingestao de
metionina com o desempenho dos animais desafiados por aflatoxinas. A metionina é
um aminodcido com importante funcdo hepato-protetora, pois apresenta
propriedades antioxidantes e antitoxicas. A relacdo dos niveis de metionina com o
desempenho dos animais desafiados pode envolver um sistema endégeno que
minimiza o efeito de produtos tdxicos através da glutationa (REED, 1990). Esta rota
de desintoxicacdo auxilia na eliminacdo da forma ativada por epoxidacdo da
aflatoxina B1. O intermediario € altamente reativo e pode ligar-se com sitios
nucleofilicos de macromoléculas; como DNA, RNA e proteinas (LIN et al., 2006).
Estas ligagbes representam a lesdo bioquimica priméria das aflatoxinas e
determinam reducdo na sintese proteica e, consequentemente, no crescimento dos
animais. Porém, a aflatoxina-epéxido também pode ser conjugada com glutationa
reduzida, constituindo uma via importante de detoxificacdo (FATEMI et al., 2006).

O nivel de glutationa nas células é dependente da disponibilidade de cisteina,
um aminoéacido parcialmente formado por metionina. Assim, o0 acréscimo na ingestao
de metionina pode aumentar a glutationa hepatica (SELIGSON & ROTRUCK, 1983),
consequentemente, a excre¢cdo de metabdlitos e a desintoxicacdo (COFFEY et al.,
1989). Todavia, as praticas nutricionais ainda sdo pouco estudadas como métodos
capazes de reduzir o efeito das micotoxinas e mais trabalhos nesta area séao
necessarios para confirmar o efeito protetor e definir niveis de suplementagao.

Por caracteristicas da base de dados, a mortalidade e o indice de eficiéncia
produtiva foram estudados apenas em frangos de corte. O aumento observado nas
taxas de mortalidade de lotes que recebiam dietas contaminadas pode ser
considerado um efeito direto das micotoxinas, mas € provavel que a acgao

imunossupressora destas substancias possa aumentar a incidéncia de infeccbes
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secundérias e ser relevante na condi¢do observada (BOUHET & OSWALD, 2005). A
acdo das micotoxinas sobre 6rgdos alvo também pode contribuir para as taxas de
mortalidade. Danos hepaticos, por exemplo, reduzem as atividades de
desintoxicacao, colaborando para o agravamento dos quadros clinicos observados.

O peso dos o6rgdos foi estudado em suinos e frangos de corte. Das
micotoxinas, as aflatoxinas apresentaram os efeitos mais pronunciados sobre o peso
relativo dos érgéos. Além disso, o figado foi o principal érgdo alvo para a maioria das
micotoxinas. Alteracbes nas funcbes hepaticas sdo observadas em animais
alimentados com dietas contendo aflatoxinas (MACIEL et al., 2007) e o0 aumento no
peso deste 6rgdo podem ser atribuidas a degeneracdo gordurosa (SAFAMEHER,
2008). Além disso, algumas alteracfes na circulacdo sanguinea no figado podem
causar hipertrofia cardiaca (LEE et al.,, 2007). O funcionamento intenso ou as
propriedades irritativas de algumas micotoxinas também podem ser fatores
influentes sobre o peso de 6rgéos especificos (HOERR et al., 1982).

Alguns parametros sanguineos foram estudados na base de frangos de corte.
Como estes resultados ndo foram incluidos nos trabalhos apresentados nos
capitulos anteriores, os mesmos serdo apresentados e discutidos nesta unidade. A
Tabela 4.2 apresenta as variaveis de hemograma nos frangos de corte desafiados
por micotoxinas ou por aflatoxinas.

A globulina corpuscular média e as concentracfes de eritrécitos, mondcitos,
eosinofilos, baséfilos e de trombdcitos ndo foram influenciadas (P>0,05) pela
presenca de micotoxinas ou de aflatoxinas nas dietas. Porém, as micotoxinas
reduziram (P<0,05) em 5% a concentracao sanguinea de hematocritos e em 15% de
hemoglobina. Da mesma forma, a concentracdo de hematodcritos e de hemoglobina
foi reduzida (P<0,05) pelas aflatoxinas em 6 e 20%, respectivamente. Frangos de
corte desafiados por micotoxinas apresentaram concentragdes sanguineas inferiores
(P<0,05) de leucdcitos (-25%), heterofilos (-2%) e linfocitos (-2%). A presenca de
aflatoxinas nas dietas também reduziu (P<0,05) as concentracfes de leucocitos (-
10%), heterofilos (-2%) e linfocitos (-4%). Estes dados corroboram na caracterizagéo
de algumas micotoxinas, em especial das aflatoxinas, como substancias com efeitos

sobre a hematopoiese e a resposta imune (OGUZ et al.,, 2003). No caso das
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aflatoxinas, a producdo de diversas células pode ser afetada por alteracdes na
formacao de substancias humorais, como as citocinas (CORRIER, 1991).

Tabela 4.2 — Hemograma, obtido por meta-analise, de frangos de corte alimentados com dietas

controle (C) ou com micotoxinas (M)

Micotoxinas Aflatoxinas
C M P DPR C M P DPR

Série vermelha
Eritrécitos, pm mm™ 236 254 ns 0,30 233 244 ns 0,32

Hematocritos, % 31,0 294 * 24 332 31,1 ** 25
Hemoglobina, g dL™ 986 840 ** 0,70 9,26 7,38 *** 0,63
HCM, pg 285 246 ns 3,3 26,0 252 ns 3,7

Série branca
Leucocitos, ><103uL'l 248 18,6 * 1,2 241 21,8 * 3,7

Heterofilos, % 34,6 33,9 * 6,2 37,4 36,5 * 6,3
Linfocitos, % 53,1 52,0 * 56 56,3 54,3 * 57
Mondcitos, % 3,60 4,10 ns 0,07 3,76 454 ns 0,10
Eosindfilos, % 152 201 ns 0,77 165 242 ns 0,80
Basofilos, % 241 3,46 ns 0,08 269 399 ns 0,10

Trombdcitos, x10°* pL* 235 26,3 ns 2,8 293 253 ns 2,6
Desvio padrao residual.

P Probabilidade: ns (ndo-significativo); *, ** e *** (significativo a 5, 1 e 0,1% de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F).

DPR

Os parametros bioquimicos nos frangos de corte desafiados por micotoxinas
ou por aflatoxinas sdo apresentados na Tabela 4.3. Os resultados sugerem que
algumas enzimas plasmaticas podem ser utilizadas para o diagndstico das
micotoxicoses. Como sdo indices mais sensiveis em relacdo as variaveis de
desempenho, sua determinacdo poderia indicar o quadro de intoxicagdo com
antecedéncia aos demais sintomas (OGUZ et al., 2000).

A concentracdo de fosfatase alcalina foi 54% superior (P<0,05) nos animais
desafiados por micotoxinas e 47% superior nos alimentados com dietas contendo
aflatoxinas. A concentracdo sérica de alanina aminotransferase foi 12% superior
(P<0,05) nos animais desafiados por micotoxinas e 17% superior naqueles

desafiados por aflatoxinas. A concentracdo de aspartato aminotransferase foi 16%
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superior (P<0,05) nos animais desafiados por micotoxinas e 14% superior nas aves

desafiadas por aflatoxinas.

Tabela 4.3 — Parametros bioquimicos, obtidos por meta-analise, de frangos de corte

alimentados com dietas controle (C) ou com micotoxinas (M)

Micotoxinas Aflatoxinas
C M P DPR C M P DPR
Funcao hepatica
FA,UL? 12,0 185 ** 24 13,6 20,0 *** 27
ALT, UL 7,38 824 ** 202 6,19 7,23 ** 206
AST, U L* 284 329 * 25 284 324 * 26
GGT,UL™? 16,4 17,4 ns 3,5 17,3 190 * 1,2
LDH, U L* 397 456 ns 15 411 414 ns 19
Funcao renal
Acido Urico, mg dL™ 739 5,08 * 0,97 717 577 * 0,88
Ureia, mg dL™ 3,83 3,94 ns 0,28 3,95 4,05 ns 0,28
Creatinina, mg dL™ 0,82 0,63 * 0,08 0,77 0,67 * 0,06
Gerais
Glicose, mg dL™ 251 212 ns 19 239 210 * 20
Creatinoquinase, U L™ 1867 1364 * 48 2003 1870 ** 98
Triglicerideos, mg dL™ 989 605 * 8,8 81,2 60,9 * 1111
Albumina, g dL™ 1,33 1,11 * 0,1 1,34 1,07 ** 0,2
Globulina, g dL™ 1,90 188 * 0,93 2,15 2,03 * 0,69
Protefnas totais, g dL™ 3,09 260 *** (0,51 3,12 255 ** 0,20
Colesterol total, mg dL™ 141 121 ~* 17 139 106 *** 20
Célcio plasmatico, mgdL™ 8,36 7,91 ** 0,91 9,01 8,16 *** 0,88
Fosforo plasmatico, mgdL™® 597 524 * 0,25 6,25 5,49 ** 0,24

P"R Desvio padréo residual.

P Probabilidade: ns (ndo-significativo); *, ** e *** (significativo a 5, 1 e 0,1% de probabilidade,

respectivamente, pelo teste F).

A concentracdo de y-glutamil transferase nao foi influenciada (P>0,05) pela

presenca de micotoxinas nas dietas. Porém, a variavel foi 10% superior (P<0,05) nos

animais desafiados por aflatoxinas, condi¢cao que indica colestase biliar e hiperplasia

de ductos (BORSA et al., 1998). A presenca de micotoxinas ou de aflatoxinas nas

dietas ndo alterou (P>0,05) a concentracdo plasméatica de lactato desidrogenase em

frangos de corte.
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Cada 1 ppm de aflatoxinas nas dietas aumentou em 37,5% o conteudo
sanguineo de fosfatase alcalina, em 24,7% de y-glutamil transferase, em 27,8% de
alanina aminotransferase e em 8,49% de aspartato aminotransferase (Figura 4.2). O
aumento nas concentracbes séricas de alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, fosfatase alcalina e y-glutamil transferase séo reconhecidos como
indicios de lesdo na integridade da membrana de células hepaticas.
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Figura 4.2 — Variacdo percentual nas concentragdes séricas de enzimas e de proteinas totais

em funcéo da concentracéo de aflatoxinas nas dietas para frangos de corte

As micotoxinas reduziram (P<0,05) as concentracdes de acido urico (-31%),
de creatinoquinase (-27%) e de creatinina (-23%). As mesmas variaveis foram
influenciadas (P<0,05) pela presenca de aflatoxinas nas dietas, sendo 20% inferiores
para acido Urico, 7% inferiores para creatinoquinase e 13% inferiores para creatinina
nos animais desafiados em relagédo ao controle. A concentracdo de ureia néo foi
influenciada (P>0,05) pela presencga de micotoxinas ou de aflatoxinas nas dietas.

O comportamento da creatinoguinase em animais desafiados nédo €
constante. O aumento nos niveis séricos desta substancia pode refletir danos
celulares com extravasamento do contetudo para o sangue (KUBENA et al., 1997b).
A relacdo nédo foi observada em nosso trabalho e a condicdo se deve,

provavelmente, a reducdo na sintese proteica. Toxicidade renal pode ser indicada
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pela reducdo nos niveis de creatinina, como descrito em trabalhos anteriores
(GLAHN et al., 1991; HARVEY et al., 1993). J4 o decréscimo observado nos niveis
de acido uUrico pode ser explicado por alteracbes na eficiéncia de utilizacdo dos
aminoacidos, em sistemas enzimaticos, na filtracdo renal, nas taxas de reabsorcao
ou por fatores ainda ndo conhecidos (SWAMY et al., 2002). Entretanto, em diversos
trabalhos da base de dados o nivel de &cido (rico apareceu aumentado,
provavelmente como evidéncia de injarias nos hepatécitos, onde a substancia é
produzida (GLAHN, 1993).

A concentragdo de glicose nao foi influenciada (P>0,05) pela presenca de
micotoxinas nas dietas. Entretanto, as aflatoxinas reduziram (P<0,05) em 12% a
concentracdo plasmatica de glicose nos frangos de corte. Animais desafiados por
micotoxinas apresentaram niveis plasmaticos inferiores (P<0,05) para triglicerideos
em 39%, albumina em 17%, globulina em 1% e colesterol total em 14%. As
aflatoxinas reduziram (P<0,05) em 25% a concentragdo de triglicerideos, em 20% de
albumina, em 6% de globulina e em 24% o colesterol total.

A interferéncia sobre os niveis plasmaticos de albumina pode ser devido a
danos em células hepéticas e ao comprometimento nas fungcfes de sintese proteica
nos animais desafiados (TUNG et al., 1975; FAIXOVA et al., 2007). O transporte e o
perfil plasmético de lipideos também podem ser influenciados pelas lesGes hepéticas
provocadas pelas micotoxinas, em especial pelas aflatoxinas. A reducdo na
concentracdo sérica de colesterol causada pelas aflatoxinas pode ser relacionada
com inibicdo na biossintese do composto, com danos hepaticos e com mudanca da
concentracdo do colesterol circulante para o figado (KUBENA et al., 1993).

Micotoxinas e aflatoxinas reduziram (P<0,05) em 5 e 9% a concentracdo de
calcio no sangue. O fésforo inorganico plasmatico foi 12% inferior (P<0,05) nos
grupos desafiados por micotoxinas e aflatoxinas. As alteracbes nas concentracdes
sanguineas de calcio e fosforo nas condi¢cdes de intoxicacdo podem refletir a
reducdo no consumo de alimento pelos animais e também um possivel prejuizo na
capacidade de absorgéo destes nutrientes no trato gastrointestinal (KUBENA et al.,
1989). A hipocalcemia também pode ser associada com deficiéncia secundaria de
vitamina D (SERGEEV et al., 1990), enquanto que a reducédo no nivel de fosforo

plasmatico pode ser associada com disfuncao renal (MANNING & WYATT, 1984).
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A concentragdo sanguinea de proteinas totais foi 14% inferior (P<0,05) nos
animais desafiados por micotoxinas e 18% inferior nos desafiados por aflatoxinas.
Cada 1 ppm de aflatoxinas nas dietas representou 5,5% de reducdo no contetudo
sanguineo de proteina total (Figura 4.1). Além da concentracdo de aflatoxinas nas
dietas, o periodo de fornecimento das ra¢gfes contaminadas também influenciou a
concentracdo de proteinas totais nos frangos de corte. Cada dia de fornecimento
representou 0,012% de reducdo no conteddo de proteinas séricas nos animais
desafiados (y=3,95-0,105A+0,007A%-0,012D+0,003D?% R2=0,75; onde A= dose de
aflatoxinas nas dietas, em ppm e D= periodo de fornecimento de dietas
contaminadas, em dias). Estas alteracbes sdo provavelmente associadas com o
comprometimento de funcbes como o transporte de aminoacidos e a sintese
proteica, comuns nas aflatoxicoses.

A inclusdo de aditivos anti-micotoxinas em dietas contaminadas com
aflatoxinas reduziu (P<0,05) em 12% a concentracdo plasmatica de fosfatase
alcalina, em 8,2% de alanino aminotransferase, em 2,8% a concentracdo de
aspartato aminotransferase e em 17% de y-glutamil transferase em relacdo aos

animais desafiados e ndo tratados (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 — Variacdo nos parametros bioquimicos de frangos de corte desafiados por

aflatoxinas em func&o do fornecimento de aditivos anti-micotoxinas nas dietas

Variaveis % P Variaveis % P
FA, UL 12,0 = Acido Urico, mg dL™ 76  *
ALT,UL? 8,24 i Creatinoquinase, U L™ 59 ns
AST,UL? 2,84 i Ureia nitrogénio, mg dL™ 24 ns
GGT, u L™ 17,4 * Creatinina, mg dL™ +9,3 *

PPR Desvio padrao residual. © Probabilidade: ns (ndo-significativo); *, ** e *** (significativo a 5, 1 e 0,1%

de probabilidade, respectivamente, pelo teste F).

A inclusdo de aditivos anti-micotoxinas nas dietas aumentou (P<0,05) em
7,6% a concentracdo de &cido arico e em 9,3% a concentracdo de creatinina
plasmatica nos frangos de corte desafiados e tratados em relacdo aos animais

desafiados e ndo tratados. Os niveis de creatinoquinase e de ureia ndo diferiram
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(P>0,05) nos grupos desafiados em funcdo do fornecimento de aditivo anti-
micotoxinas. O mecanismo basico de protecdo oferecido pelos aditivos testados
envolve o sequestro das micotoxinas no trato digestorio por meio de adsorcdo
(PHILLIPS et al., 1995).

A meta-andlise realizada neste trabalho permitiu abordar e quantificar, de
forma sistemética, a associacdo das micotoxinas com as altera¢cdes produtivas nos
suinos e nos frangos de corte. Além de auxiliar na compreensao dos efeitos das
micotoxinas, a abordagem pode colaborar na determinacédo de padrées dinamicos
para o crescimento dos animais desafiados. Alteracdes em variaveis de bioquimica
sérica foram identificadas em frangos de corte desafiados por micotoxinas.
Entretanto, parte das respostas dos animais em situacfes de desafio por
micotoxinas podem variar com diversos fatores. Algumas caracteristicas
relacionadas com a contaminacgéo (como o tipo e a concentracdo de micotoxinas nas
dietas) ou com o animal (como idade, sexo e espécie) podem influenciar no perfil
toxicoldgico observado. O trabalho permitiu uma abordagem sistémica e evidenciou

areas que carecem de mais estudo.



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A meta-andlise realizada neste estudo permitiu abordar o tema de forma
sistematica e quantificar a associacdo das micotoxinas com alteracdes produtivas
em suinos e frangos de corte.

As micotoxinas influenciam o desempenho, os indices produtivos e o peso
dos érgaos em suinos e frangos de corte. No entanto, a magnitude desses efeitos
varia com o tipo e a concentracdo de micotoxinas, o sexo e a idade do animal, e com
fatores nutricionais.

Os resultados obtidos apontam para a possibilidade de explorar a relacdo das
micotoxinas com os diversos fatores estudados, como forma de reduzir os efeitos
adversos das micotoxinas em variaveis produtivas de suinos e aves. As informacdes
geradas também poderdo ser de grande valia para a integracdo dos efeitos das

micotoxinas em modelos de crescimento de suinos e frangos de corte.
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