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RESUMO

LEITAO, Danielle Fabido Gomes Moreira. Avaliacdo da eficacia de aditivo anti-micotoxina
através de analise morfométrica e histopatolédgica do trato reprodutivo de leitoas e de leitbes
pre-puberes experimentalmente intoxicados por zearalenona. 2017. 90 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinérias, Sanidade Animal). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina que causa uma série de problemas de ordem reprodutiva,
estando relacionada ao hiperestrogenismo em leitoas. Medidas preventivas que impegam o
crescimento fangico nem sempre séo eficientes, sendo necessario o uso de aditivos anti-micotoxinas
(AAM), que sdo produtos adicionados a racéo, capazes de adsorver, biotransformar ou neutralizar as
micotoxinas, impedindo o desenvolvimento da micotoxicose. A parede celular de Saccharomyces
cerevisiae virou foco de inumeros estudos, sendo utilizada como AAM, pois possui alta capacidade
de ligacdo, e de adsorc¢do as micotoxinas. Tendo em vista tais consideragdes, 0 objetivo deste trabalho
foi analisar os efeitos da zearalenona sobre pardmetros bioquimicos séricos, e parametros
histopatoldgicos e morfométricos do trato reprodutivo de leitoas e leitdes pré-plberes intoxicadas
experimentalmente com diferentes doses desta micotoxina e assim, avaliar a eficacia do aditivo anti-
micotoxina a base de parede celular de leveduras na prevencdo da micotoxicose. O periodo
experimental foi de 21 dias. Foram utilizados oito leitdes pré-puberes, cujas dietas apresentaram
quatro niveis de inclusdo de ZEA (0,0; 0,25; 0,6 e 2,0 mg Kg* ou ppm). Foram realizadas analises
morfométricas de comprimento e largura dos testiculos. E ainda, foram realizadas mensuracoes
histologicas nos testiculos, e avaliagdes histopatoldgicas do: testiculo direito e esquerdo, epididimo
direito e esquerdo (cabeca, corpo e cauda), ducto deferente direito e esquerdo, prostata, glandula
bulbouretral e vesicula seminal, e analise da bioquimica sérica. Foram também utilizadas 48 leitoas
pré-puberes, cujas dietas apresentaram dois niveis de inclusdo de aditivo anti-micotoxina (AAM) (0,0
e 0,2%) e trés niveis de inclusdo de ZEA (0,25; 0,6 e 2,0 mg Kg* ou ppm), sendo realizadas analises
histomorfométricas da vagina proximal e distal, Gtero proximal, médio e distal, ovério direito e
esquerdo e andlises histopatoldgicas do figado, rins e dos 6rgédos citados anteriormente, além de
andlise da bioquimica sérica. A inclusdo de ZEA na dieta das leitoas interferiu nos indices normais
da bioguimica sérica, como também provocou alteracdes histoldgicas dose dependentes nas duas
porcdes da vagina e nas trés por¢des uterinas, figado e rins. Nos ovarios também foram observadas
alteracdes dose dependentes, ocorreu aumento no numero de foliculos atrésicos, sendo que em leitoas
que consumiram 2 ppm de ZEA foi observado escasso desenvolvimento folicular e abundante estroma
de tecido conjuntivo. Com relacdo a histomorfometria, o efeito hiperestrogénico dose dependente foi
pronunciado na vagina proximal, o0 mesmo ndo ocorreu nas trés porgOes uterinas. A ZEA ndo
interferiu na histomorfometria dos foliculos ovarianos ndo atrésicos. Ndo houveram alteracdes
significativas na histomorfometria e na morfometria dos testiculos dos leitbes pré-puberes. Ja na
avaliacdo histopatologica dos 6rgdos reprodutores e glandulas acessérias dos leitdes houve
principalmente hiperemia dos vasos e infiltrado inflamatorio nos animais que consumiram ZEA nas
suas diferentes concentragdes. A adicdo do AAM em questdo nas dietas das leitoas contendo ZEA
demonstrou ser uma alternativa para reducdo dos efeitos toxicos desta micotoxina. As inclusdes
crescentes de ZEA na dieta de leitdes pré-puberes ndo alteraram a morfométria e histomorfométria
dos testiculos. No entanto, causa alteracdes inespecificas na estrutura histologica de 6rgéos do sistema
reprodutor e glandulas acessorias. Mais trabalhos sobre este tema sdo necessarios para definir
claramente o papel da ZEA sobre histologia dos érgéos reprodutivos de machos suinos.

Palavras chaves: micotoxinas, adsorvente, Saccharomyces cerevisiae, suinos



ABSTRACT

LEITAO, Danielle Fabiio Gomes Moreira. Evaluation of effectiveness of anti-mycotoxin additives
through morphometric and histopathological analysis of the reproductive tract of male and
female piglets experimentally intoxicated with zearalenone. 2017. 90 p. Thesis (Doctor’s Degree
in Veterinary Sciences, Animal Health) Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin that causes a lot of problems in the reproductive tract, being related
to the hyperestrogenism in gilts. Preventive measures to prevent fungal growth are not always
effective, the use of anti- mycotoxin additives (AMA), which are added to food products, capable of
adsorbing, or neutralizing biotransform mycotoxins, preventing the development of mycotoxicosis
are required. The cell wall of Saccharomyces cerevisiae has become the focus of numerous studies
and is used as AMA, because it has high binding capacity, and adsorption of mycotoxins. The
objective of this study was to analyze the effects of zearalenone on serum biochemical parameters
and histopathological and morphometric parameters of the reproductive tract of pre-pubertal male
and female piglets experimentally poisoned with different doses of this mycotoxin and to evaluate
the effectiveness of the anti-mycotoxin additive made of yeast cell wall in the prevention of
mycotoxicosis. The trial period had a total duration of 21 days. Eight pre-pubertal male piglets were
used, whose diets presented four levels of ZEA (0.0, 0.25, 0.6 and 2.0 mg kg or ppm).
Histomorphometric analyzes of the testis length and width were performed. Histological
measurements were also performed on the testicles and histopathological evaluations of the right and
left testicles, right and left (head, body and tail) epididymis, right and left deferent duct, prostate,
bulbourethral gland and seminal vesicle, and biochemistry serum analysis. In addition, 48 prepubertal
female piglets were used, whose diets presented two levels of inclusion of anti-mycotoxin additive
(AMA) (0.0 and 0.2%) and three levels of ZEA (0.25; 0.6 and 2.0 mg kg™ or ppm). And still
histomorphometric analyzes of the proximal vagina, distal vagina, proximal uterus, medial uterus,
distal uterus, right and left ovary, and histopathological findings of the liver, kidneys and organs
previously mentioned, and analysis of biochemistry serum. The inclusion of ZEA in gilts diet
interfered with the normal levels of serum biochemistry, but also caused dose-dependent histological
changes in the two portions of the vagina, in the three portions of uterus, liver and kidney. Dose-
dependent alterations were also observed in the ovaries; there was an increase in the number of atresic,
and gilts that consumed 2 ppm of ZEA, there was little follicular development and abundant
connective tissue stroma. Regarding histomorphometry, the dose-dependent hyperestrogenic effect
was pronounced in the proximal vagina, the same did not occur in the three portions of uterus. ZEA
did not interfere in the histomorphometry of non-atretic ovarian follicles. There were no significant
changes in the histomorphometry and morphometry of the testes of the prepubertal male piglets. In
the histopathological evaluation of the reproductive organs and accessory glands of the male piglets
there was mainly hyperemia of the vessels and inflammatory infiltrate in the animals that consumed
ZEA in their different concentrations. The addition of the AAM in diets of female piglets
experimentally intoxicated with zearalenone has been shown to be an alternative to reduce the toxic
effects of this mycotoxin. Increasing inclusions of ZEA in the diet of prepubertal male piglets did not
alter the morphometry and histomorphometry of the testis. More work in this theme is needed to
clearly define the ZEA role on the reproductive organs histology of male pigs.

Key words: mycotoxins, adsorbents, Saccharomyces cerevisiae, swines
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tratamentos, tbulos epididimarios de aspecto histoldgico habitual,
exibindo na luz de poucos tabulos material eosinofilico e auséncia
de espermatozoides. A - controle negativo, sem alteraces; B - 0,25
ppm ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma
peritubular e hiperemia dos vasos; C - 0,6 ppm ZEA, infiltrado
leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia
dos wvasos; D - 2,0 ppm ZEA, infiltrado leucocitario
linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia dos vasos.

Fotomicrografia do corpo do epididimo dos leitdes dos quatro
tratamentos, tubulos epididimarios de aspecto histologico habitual,
exibindo na luz de poucos tabulos material eosinofilico e auséncia
de espermatozoides: A - controle negativo, sem alteracées; B - 0,25
ppm ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma
peritubular e hiperemia dos vasos; C - 0,6 ppm ZEA, infiltrado
leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia
dos vasos; D - 2,0 ppm ZEA, infiltrado leucocitario
linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia dos vasos.

Fotomicrografia da cauda do epididimo dos leitbes dos quatro
tratamentos, tabulos epididimarios de aspecto histologico habitual,
exibindo na luz poucos tubulos de material eosinofilico e auséncia
de espermatozoides: A - controle negativo, infiltrado leucocitario
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linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia dos vasos; B
- 0,25 ppm ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no
estroma peritubular e hiperemia dos vasos; C - 0,6 ppm ZEA,
infiltrado leucocitario linfoplasmocitéario no estroma peritubular e
hiperemia dos vasos; D - 2,0 ppm ZEA, infiltrado leucocitario
linfoplasmocitério no estroma peritubular e hiperemia dos vasos.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura possui grande importancia para o agronegécio brasileiro, ja que 0 nosso
pais atualmente possui destaque no ranking mundial de producdo e exportacdo de carne suina.
Sendo assim, qualquer fator que afete negativamente a producdo, causa prejuizos em toda a
cadeia produtiva.

Neste contexto, deve-se ressaltar a importancia dos contaminantes naturais de racdes,
fungos e micotoxinas, que acarretam perdas consideraveis as criacdes de suinos. Os fungos sdo
decompositores naturais de matéria orgénica que utilizam diversos substratos como fonte de
nutrientes para o seu metabolismo. Esses microrganismos estdo presentes de forma natural no
campo, a partir da colonizacdo em gréos podem produzir micotoxinas.

As micotoxinas sdo compostos toxicos, seu consumo provoca efeitos negativos a sanidade
dos animais, como diminuicdo do ganho de peso, aumento da conversdo alimentar e ainda,
efeitos deletérios para 6rgaos e sistemas.

A zearalenona (ZEA) é uma micotoxina produzida por fungos do género Fusarium, F.
graminearum e F. roseum, sendo assim, esses fungos sdo espécies basilares produtoras de ZEA.
O arroz, o trigo, a cevada e, principalmente, o0 milho sdo os principais substratos, 0s quais a
ZEA esta presente. E fundamental destacar que a ZEA é responsavel por provocar efeitos
estrogénicos, pois sua estrutura molecular é similar a do estrogeno, se ligando nos receptores
de estrogénio, causando hiperestrogenismo, principalmente, em fémeas suinas. Machos suinos
também podem apresentar alteragdes decorrentes do consumo de ZEA, como reducéo da libido
e ligeira queda da qualidade espermatica, interferindo nos parametros reprodutivos.

Vale ressaltar ainda, que existem poucas pesquisas sobre o impacto da ZEA no sistema
reprodutivo dos machos, e os trabalhos disponiveis, na literatura, sdo contraditorios. As
pesquisas que mostram alteracdes histopatoldgicas e morfométricas de cada segmento do trato
reprodutivo de machos e fémeas, bem como as alteracbes decorrentes de diferentes
concentracdes desta micotoxina, sdo praticamente escassas na literatura mundial.

As micotoxinas quando ja produzidas ndo dificilmente retiradas do substrato, uma das
formas de reduzir a biodisponibilidade das micotoxinas se da através do uso de uso de aditivos
anti-micotoxinas (AAM). Aditivos anti-micotoxinas séo produtos incorporados nas dietas dos
animais, capazes de se ligar as micotoxinas ainda no trato gastrointestinal, impedindo que sejam
absorvidas.

Muitas substancias sdo utilizadas com o AAM, a parede celular de leveduras (PCL) é
um exemplo de substancia enteroadsorvente. S8o utilizados cultivos de Saccharomyces
cerevisiae, pois sua parede celular possui componentes capazes de adsorver as micotoxinas dos
alimentos. A parede celular de S. cerevisiae é composta basicamente por -glucanos, e manano-
oligossacarideos (MQOS). As pesquisas mostram que existe um processo de adesdo das
micotoxinas aos componentes celulares da parede.

Diante do exposto, se torna evidente a necessidade de aprofundamento nos estudos das
micotoxinas, tendo em vista que 0 consumo desses compostos provoca efeitos deletérios a satde
dos animais, afetando seu desempenho produtivo e reprodutivo. Além disso, também ¢é
necessario buscar novos AAM, que sejam altamente eficazes contra os efeitos toxicos das
micotoxinas, ja que estas afetam consideravelmente a producdo animal. E ainda, testar a eficacia
de um produto com base nas alteracGes histopatoldgicas e morfométricas, causadas no principal
sitio de acdo desta micotoxina.

Desta forma, este estudo é essencial, considerando que ndo ha dados especificos na
literatura acerca dos efeitos doses dependentes de ZEA sobre os parametros de bioguimica
sérica, bem como sobre os parametros histopatologicos e morfométricos do trato reprodutivo
de leitoas e de leitdes pré-puberes. Do mesmo modo, que ndo ha estudos sobre a eficacia de
produtos, originados a partir de uma nova cepa de levedura sobre diferentes concentracdes de
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ZEA, e dos parametros estudados, pois sua capacidade de adsor¢do varia em funcdo da
micotoxina e de sua concentracao.

1.1 Hipdtese

Alteracdes reprodutivas de leitoas e leitbes pré-puberes intoxicados experimentalmente
por ZEA sdo doses dependentes. E ainda, as alteracfes reprodutivas causadas pela ZEA séo
inibidas pela substancia enteroadsorvente a base de parede celular de leveduras adicionada na
ragdo animal, que reduz os efeitos da micotoxicose.

1.2 Objetivo Geral

Analisar os efeitos da zearalenona sobre pardmetros bioquimicos séricos, e parametros
histopatoldgicos e morfométricos do trato reprodutivo de leitoas e leitbes pré-puberes
intoxicadas experimentalmente com diferentes doses desta micotoxina e assim, avaliar a
eficacia do aditivo anti-micotoxina a base de parede celular de leveduras na prevencdo da
micotoxicose.

1.3 Objetivos Especificos

a) Realizar biometria testicular de leitdes experimentalmente intoxicados com
zearalenona;

b) Avaliar as alteracdes histopatologicas dos testiculos, glandulas acessoérias, ducto
deferente e das trés porcbes epididimarias de leitbes experimentalmente intoxicadas pela
zearalenona;

c) Realizar anélise histomorfométrica do testiculo direito e esquerdo;

d) Avaliar as alteracfes histopatoldgicas das duas por¢des da vagina, das trés porcdes
uterinas, ovarios, figado e rins de leitoas experimentalmente intoxicadas pela zearalenona;

e) Realizar andlise histomorfométrica das duas por¢des da vagina, das trés porcdes
uterinas, ovarios, figado e rins de leitoas experimentalmente intoxicadas pela zearalenona;

f) Avaliar a bioquimica sérica destes animais;

g) Correlacionar os resultados obtidos com as diferentes doses de zearalenona.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Suinocultura no Brasil

A carne suina é a mais consumida em todo o mundo, possui excelente fonte de proteinas,
vitaminas (do complexo B, By, B2, Be, B12), potéssio, zinco e ferro, com sabor e textura Unica.
As proteinas presentes na carne suina possuem alto valor bioldgico, que ajudam na renovagao
das fibras musculares do organismo do ser humano (BIERNATH, 2013).

A suinocultura no Brasil foi fundamentada em um sistema de criagdo extensivo, que tinha
em torno de 100 racas proprias, originadas de paises asiaticos e da india que se adaptaram muito
bem ao clima tropical, com alta rusticidade e grande resisténcias as enfermidades. Os animais
eram produzidos para a producdo de banha, muito utilizada na conservacdo e no preparo de
alimentos. Além disso, a criacdo de suinos de subsisténcia era muito predominante
(FAGANELLO, 2016).

No entanto, a partir da metade do século XX, o plantel brasileiro se modificou, assim
como o sistema de cria¢do. Sendo assim, na década de 60 ocorreu a adocdo do sistema de
criagdo intensivo. Aos poucos, a producdo de carne foi ganhando destaque, principalmente
guando os 0leos vegetais foram ganhando espaco na elaboracédo de alimentos e a refrigeracédo
passou a substituir a banha na conservagdo (FAGANELLO, 2016).

Logo, o sistema de criacdo de suinos passou por grandes mudancas ao longo dos anos, e
cresceu consideravelmente nas Gltimas décadas. Este crescimento ocorreu devido a introducéao
da suinocultura moderna, um sistema novo de producdo com avangos nas areas de genética,
nutricdo, producdo e controle de enfermidades (LOPES, 2009). As mudancas na genética
garantiram uma reducdo de 31% na gordura da carne, reducdo de 10% no colesterol e uma
reducdo de 14% nas calorias, 0 que tornou a carne mais magra, nutritiva e saborosa
(GASTARDELO e MELZ, 2014).

E ainda, o controle sanitario estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) e por outros 6rgdos competentes também contribui para a qualidade
do produto final. As fiscalizacGes e os selos de qualidade emitidos por estes 6rgdos garantem a
seguranca alimentar da carne suina (BIERNATH, 2013).

Atualmente a China é o maior produtor mundial de carne suina, a Unido Europeia ocupa
0 segundo lugar no ranking mundial de producéo, seguido pelos Estados Unidos em terceiro e
pelo Brasil em quarto. Os Estados Unidos ocupam o primeiro lugar no ranking de exportacdo
mundial, em segundo a Unido Europeia, seguido pelo Canada em terceiro e o Brasil na quarta
posicdo. Em relacdo ao ranking mundial de importacdo de carne suina, o Japdo ocupa a
lideranca (Figura 1) (LYRA, 2015).

Desta forma, atualmente, o Brasil ocupa o quarto lugar no ranking mundial de producao
e exportacdo de carne suina (Figura 2), tendo a Russia, como o principal pais comprador do
Brasil. Os estados brasileiros responsaveis pela produgdo de suinos sdo Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Parana e Minas Gerais (Figura 3) (LYRA, 2015).

Apesar do lugar de destaque do Brasil com relagdo as exportagdes de carne suina, ainda
é 0 mercado interno que absorve mais de 80% da producdo brasileira. Em termos absolutos, a
quantidade consumida s tem crescido no Brasil, dado 0 aumento da populacdo e da renda. No
entanto, em termos per capita, 0 consumo de carne suina no Brasil cresce de forma gradativa.
Em 2013, o consumo médio per capita anual do brasileiro ficou em media 15,1 Kg (LYRA,
2015).



Figura 1: Mercado mundial de carne suina (Mil toneladas).
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Figura 2: Producdo brasileira de carne suina (Mil toneladas).
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Figura 3: Estados exportadores de carne suina em 2015.
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Fonte: Associagdo Brasileira de Proteina Animal (2015).

A producéo de suinos gera uma renda direta para mais de 730 mil pessoas, totalizando
2,7 milhdes de pessoas que tém como renda direta e/ou indireta a suinocultura. Para 0 mercado
externo os produtos oriundos dos suinos brasileiros possuem menor custo beneficio quando
comparados a outros paises. O sistema de criacdo de suinos no Brasil é fundamentado na
integracdo vertical, e na alta disponibilidade de insumos para a alimentacdo dos animais, como
o milho e a soja, e ainda ha investimentos em tecnologia. A extensdo territorial do Brasil é um
outro fator favoravel a criacdo de suinos, que permite que haja ampliacdo do plantel de animais
sem comprometer os recursos naturais (GONCALVES e PALMEIRA, 2006).

No ano de 2015, estudos mostram que o setor suinicola no Brasl gerou R$ 62,57 bilhdes
de PIB (Produto Interno Bruto), e em torno de 126 mil empregos diretos e mais de 900 mil
empregos indiretos. Nesse mesmo ano, o abate anual do Brasil foi de 39 milhdes de animais
(GOMES, 2016).

2.2 Micotoxinas

As micotoxinas sdo caracterizadas por serem metabolitos secundarios toxicos, produzidos
por alguns fungos filamentosos. Os fungos, de modo geral, sintetizam diferentes metabolitos e
enzimas que sdo necessarios para seus processos celulares e para producéo de energia, sendo
esses essenciais para a sobrevivéncia desses microrganismos, que fazem parte do metabolismo
primario. Metabdlitos secundarios néo estdo diretamente envolvidos a processos essenciais do
microoganismo. As micotoxinas fazem partes das substancias produzidas pelo metabolismo
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secundario (ABID, 2012). Os fungos toxigénicos podem produzir uma ou mais micotoxinas. E
importante ressaltar, que nem todos os fungos sdo toxigénicos, assim como nem todos 0s
metabdlitos secundarios sdo toxicos (HUSSEIN e BRASEL, 2001).

A contaminacdo fungica e a producédo de micotoxinas em plantas, cereais e grdos podem
ocorrer durante qualquer momento da cadeia de produgdo desses insumos. O consumo de
produtos que contenham micotoxinas resulta em uma micotoxicose, termo utilizado para
designar a ingestdo e a exposicdo a esses metabdlitos toxicos, que pode ocorrer tanto em seres
humanos quanto em animais. A micotoxicose pode ser priméaria ou secundaria, a primaria se da
pela ingestédo direta de alimentos contendo micotoxinas; ja a micotoxicose secundaria se da pelo
consumo de produtos de origem animal provenientes dos que ingeriram estas toxinas fngicas
durante a sua alimentacdo (MALLMANN e DILKIN, 2007).

Assim, a micotoxicose pode ser aguda ou crénica. A micotoxicose aguda ocorre quando
sdo ingeridas doses altas de micotoxinas, que, na maioria das vezes, causa uma série de sinais
e sintomas muito caracteristicos que facilitam sua identificacdo; em contrapartida, a
micotoxicose crbnica se da pelo consumo de doses baixas a moderadas, nesse caso 0s sinais
clinicos ndo sdo percebidos (SANTANA, 2012). O grau de toxicidade pelo consumo das
micotoxinas é determinado pela quantidade ingerida, pelo tempo de ingestdo, pela presenca de
duas ou mais micotoxinas no mesmo alimento. Existem espécies de animais que sdo mais
sensiveis a determinadas micotoxinas, por exemplo a espécie suina e os equideos, além disso,
0 sexo, a idade e o estado imunoldgico também podem influenciar ABRUNHOSA et al., 2012).

O efeito toxico decorrente da ingestdo de micotoxinas pode ser potencializado devido ao
efeito sinérgico que ocorre entre duas ou mais micotoxinas. O efeito aditivo entre duas ou mais
micotoxinas ocorre quando o resultado é o mesmo que a soma individual da sintomatologia
isolada de cada micotoxina. No que tange, ao efeito antagdnico, ocorre este quando o
desdobramento total decorre do consumo de duas ou mais micotoxinas, sendo menor, neste
caso, a soma do efeito deletério individual de cada metabdlito toxico (ROSMANINHO et al.,
2001).

As micotoxinas ja sdo descritas a séculos, acredita-se que uma das 10 pragas do Egito
tenha sido causada pelo consumo desses compostos, dizimando seres humanos e animais. Um
episddio que ocorreu na Franca, na ldade Média, chamado de “Fogo Sagrado de Santo
Antbnio”, aconteceu devido ao consumo de grdos contaminados com alcaloides do ergot,
metabolito secundario toxico (RICHARD, 2007).

Os alcaloides do ergot possuem estrutura quimica diversa, podendo exercer atividade no
sistema nervoso central ou vasoconstriccdo. O acontecimento, na Idade Média, foi marcado
pelo consumo de cereais contaminados com essas substancias, e as pessoas que consumiram
tinham ataques, alucinacOes e gangrena nas extremidades do corpo (bracos e pernas). A
populacdo se dirigiu até as igrejas para rezar e pedir socorro, no entanto, muitos acometidos
faziam peregrinagOes até o templo de Santo Antonio, localizado na parte central da Franca.
Muitos desses individuos, que peregrinavam ao templo de Santo Anténio, eram “curados” de
forma milagrosa. O povo acreditava que estavam sendo curados por Santo Anténio, porém a
“cura” se dava em decorréncia da mudanca de local. Dessa forma, as pessoas paravam de ingerir
alimentos contaminados com alcaloides do ergot (COSTA, 1998).

Alcaloides do ergot sdo produzidos, principalmente, pelos fungos Claviceps purpurea e
C. paspali, que invade o ovério da planta, se desenvolve e produz uma massa micelial compacta,
chamada de esclerdcitos (Figura 4), que contém inimeras substancias incluindo os alcaloides
do ergot. Os esclerdcitos caem no ch&o, apds a maturacgao e continuam viaveis, essas estruturas
germinam, produzindo esporos (ascosporos) que se dispersam no vento ou na dgua da chuva,
dando inicio a um novo ciclo de infec¢do em vegetais e plantas, sendo mais comum no trigo e
no centeio (MALLMANN e DILKIN, 2007).



Figura 4: Esclerdcito, ou “espordo”.

Fonte: Mallmann e Dilkin (2007).

Entre os anos de 1800 e 1900, muitos pesquisadores reconheciam que os fungos eram
capazes de produzir metabdlitos secundarios, a partir disso surgiu o interesse pelo estudo da
toxicidade desses compostos (RICHARD, 2007). Porém, apenas em 1960, surgiu a
micotoxicologia moderna, devido a morte de 100 mil perus no Reino Unido por causa
desconhecida, o episddio foi chamado de “doencga X dos perus”. Muitos estudos, pesquisas €
hipdteses foram feitos para estabelecer a causa mortis, entretanto, somente através de estudos
microbioldgicos, com solventes dos ingredientes da racédo, foi possivel identificar que a causa
era uma toxina, aflatoxina, produzida pelo fungo Aspergillus flavus, presente no amendoim,
ingrediente incorporado na ragdo (JOUANY et al., 2005; MALLMANN e DILKIN, 2007).

Existem mais de 300 micotoxinas identificadas, e em torno de 350 espécies de fungos
toxigénicos (SANTANA, 2012). Estima-se que aproximadamente 25% dos gréos e cereais no
mundo estdo contaminados com micotoxinas (MARIN et al., 2013). Um estudo recente com
1100 amostras de insumos coletadas ao redor do mundo mostrou que 70% dessas amostras
estavam contaminadas com micotoxinas (PIERRON et al., 2016).

As micotoxinas de maior importancia sdo: aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas,
deoxinivalenol, outros tricotecenos e zearalenona (MARROQUIN-CARDONA et al., 2014).
Uma grande variedade de fungos € responsavel pela producdo de micotoxinas, principalmente,
fungos pertencentes ao género Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium e Claviceps
(Tabela 1) (MARIN et al., 2013).

Tabela 1: Principais micotoxinas e espécies produtoras.

Micotoxina Espécies fungicas produtoras
Aflatoxinas Aspergillus flavus, A. parasticus

Ocratoxina A Penicillium verrucosum, A. ochraceus, A. niger
Alcaloides do ergot Claviceps purpurea, C. paspali

Tricotecenos Fusarium spp.

Zearalenona Fusarium graminearum

Fumonisinas Fusarium verticillioides

Fonte: adaptada de Bryden (2012).



Existem inlmeras micotoxinas que possuem baixa incidéncia ou sdo desconhecidas, que
emergem ou sdo introduzidas por mudancas climaticas que afetam a distribuicdo de
determinados fungos. Dessa forma, micotoxinas emergentes surgem gracas aos avancgos de
técnicas de deteccédo e de equipamentos de analise (FELS-KLERX et al., 2009). As principais
micotoxinas emergentes séo: fusaproliferina, moniliformina, beauvericina e eniatinas, essas
produzidas por espécies pertencentes ao género Fusarium. E ainda, altenueno, alternariol,
alternariol monometil éter, altertoxina e acido tenuazdnico como micotoxinas emergentes
produzidas por espécies do género Alternaria (MARIN et al., 2013).

O crescimento fangico e a producdo de micotoxinas sdo influenciados por inUmeros
fatores, como umidade, temperatura, nivel de oxigénio, grau de danificacdo do gréo e/ou cereal,
grau de umidade do gréo e a presenca dos esporos fungicos. Além disso, a atividade agua do
grdo é outro fator determinante que influencia no crescimento fungico. A producdo de
micotoxina pode ocorrer ainda no campo durante o processo de desenvolvimento e maturacéo
da planta, como também apds a colheita, durante o transporte, na estocagem ou no
armazenamento do gréo (Figura 5) (COVER et al., 2012; PLEADIN et al., 2012).

Figura 5: Fatores que afetam a producdo de micotoxinas.
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Danos por insetos ou aves

Fumgzos

Armazenamento

Temparatura
Unudade
Fonte: Bryden (2012).

Portanto, qualquer planta, grdo ou cereal estara suscetivel a contaminagdo por
micotoxinas em algum momento da cadeia produtiva de alimentos. As micotoxinas possuem
estabilidade térmica, uma vez produzida, por mais que 0 grdo passe por um processamento
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térmico, esses metabolitos toxicos continuam até o final da cadeia de produgdo, sendo ingeridos
por animais e seres humanos (BRYDEN, 2012). Logo, as micotoxinas possuem destaque no
cenario global, j& que, de modo geral, possuem propriedades teratogénicas, mutagénicas,
carcinogeénicas, estrogénicas, neurotdxicas, podendo também causar efeitos deletérios para o
sistema imune (YANG et al., 2015).

O consumo desses metabdlitos causa impacto negativo na producao animal. O principal
problema est4 associado com a diminuicdo do desempenho produtivo, causado pela ingestdo
cronica dessas substancias, podendo ou ndo acompanhar sinais clinicos patoldgicos. Muitas
micotoxinas provocam diminui¢cdo do consumo de racdo, no ganho de peso e aumento da
conversdo alimentar (BRYDEN, 2012).

A biodisponibilidade dos nutrientes é afetada quando h& contaminacao por fungos, ja que
0 metabolismo fungico acompanhado pela producdo de micotoxinas interfere na composicédo
dos nutrientes. E ainda, existem as micotoxinas que causam distdrbios de ordem reprodutiva,
tanto em fémeas como em machos, interferindo na gestacao e no desenvolvimento embrionario,
provocando abortos. As micotoxinas provocam imunossupressao, pois interferem na resposta
celular, em fatores humorais e na resposta do sistema imune (BRYDEN, 2012). O consumo
dessas substancias por animais, gera residuos pela metabolizagdo no organismo, havendo
presenca desses metabdlitos em 6rgdos internos, na musculatura e no leite
(BURANATRAGOOL et al., 2015).

Em paises desenvolvidos, a preocupacdo fica por conta da contaminacdo da cadeia
produtora de alimentos, do risco para a salde humana, e do impacto na salde e na producéo
animal. No que concerne aos paises em desenvolvimento, a maior preocupacéo fica a cargo da
regulacdo das micotoxinas, para reduzir a exposi¢cdo aos seres humanos e animais, e com 0
custo adicional para o produtor para atender as exigéncias da regulacédo internacional com a
venda de insumos como gréos, cereais e até mesmo produtos de origem animal (BRYDEN,
2012). Os limites estabelecidos pela Unido Européia para produtos e subprodutos destinados a
alimentacao animal encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Limites Maximos de Tolerancia para ingredientes destinados a alimentacdo animal.

Micotoxinas Descricdo do produto Limite maximo de tolerancia (ppm)

Deoxinivalenol Cereais e seus subprodutos Racdes e 8
concentrados para suinos 0,9

Zearalenona Cereais e seus subprodutos Produtos 2
a base de milho 3
Racdes e concentrados para leitdes e 0,1
marras
Racdes e concentrados para suinos e 0,25
suinos de terminacéo

Ocratoxina A Cereais e seus subprodutos Racdes e 0,25
concentrados para suinos 0,05

Fumonisina B1 + B; Milho e produtos a base de milho 60

Racdes e concentrados para suinos

5

Aflatoxina B, Racdes e concentrados para suinos 0,02
(excetos animais jovens)

Fonte: Jornal Oficial da Unido Européia (2006).
Aqui no Brasil, com enfoque na alimentacdo humana, a Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) determinou os Limites maximos tolerados (LMT) de micotoxinas em
alimentos comercializados, que se aplicam as empresas que importam, produzem, distribuem e
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comercializem determinadas categorias de bebidas, alimentos e matérias primas, de acordo com
a Resolucdo RDC n° 59, de 26 de dezembro de 2013.

Com relacdo aos limites méximos tolerados de micotoxinas a produtos e subprodutos
utilizados na alimentacdo animal, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) instituiu a Portaria MA/SNAD/SFA n.° 07, de 06 de novembro de 1988, publicada no
Diéario Oficial da Unido de 09 de novembro de 1988 — secéo I, pagina 21.968. Essa portaria
estabelece que o limite maximo tolerado de aflatoxinas totais em produtos ou insumos
destinados a alimentacdo animal ndo pode ultrapassar 50 ppb, nao havendo limite para outras
micotoxinas.

Em 2006, o MAPA organizou um grupo de trabalho sobre micotoxinas em produtos
destinados a alimentagdo animal, publicado no Diario Oficial da Unido de 25 de maio de 2006
— secdo 2, pagina 5. Esse documento sugere os limites maximos tolerados em produtos
destinados a alimentacdo animal, sendo uma proposta para uma futura regulamentacéao (Tabela
3ed).

Tabela 3: Limites Maximos de Tolerancia para ingredientes destinados a alimenta¢cdo animal.

Micotoxinas Descricdo do produto Limite maximo de tolerancia (ppb)
Aflatoxinas B1, B2, G1, G2 Milho gréo e subprodutos 20
Fumonisinas B1 e B2 Milho gréo e subprodutos 10.000
Trigo gréo e seus subprodutos 10.000
Deoxinevalenol Trigo gréo e seus subprodutos 4.000

Fonte: Mapa (2006).

Tabela 4: Limites Maximos de Tolerancia para racdes destinadas a alimentacdo animal.

Micotoxinas Descricdo do produto Limite méaximo de
toleréncia (ppb)
Aflatoxina B1 Ragfes, concentrados e  outros 10

alimentos completos para animais de
todas as espécies nas fases pré-inicial e

inicial

Fumonisina B1 e B2 Racdes e concentrados para 5.000
monogastricos, exceto aves domeésticas
Racbes e concentrados para aves 10.000
domésticas

Zearalenona Racbes e concentrados para suinos 100
adultos
Racgdes e concentrados para suinos nas 50
fases pré-inicial, inicial e marrds

Deoxinivalenol Racdes e concentrados para suinos 1.000

Ocratoxina A Racgbes e concentrados para suinos e 50

alimentos para cées

Fonte: Mapa (2006).

2.3 Micotoxinas na Suinocultura

Dentro de todas as espécies animais, 0S suinos sao 0s mais sensiveis ao consumo de
micotoxinas, aves e ruminantes, por exemplo, sdo consideradas espécies “mais resistentes”,
porém com baixa sensibilidade (GUERRE, 2015). No que tange a alta sensibilidade dos suinos,
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as micotoxinas podem se manifestar através do consumo excessivo de grdos e cereais nas suas
dietas, como também por meio da metabolizacdo desses compostos (PIERRON et al., 2016).

O nivel de contaminagdo de produtos destinados a alimentacdo dos suinos, geralmente,
sdo de baixos a moderados, o que resulta em diminuicdo de parametros zootécnicos e
imunossupressdo, provocados pelo consumo cronico de micotoxinas, gerando perdas
econémicas. Existem seis micotoxinas que sdo frequentemente encontradas em insumos e
racOes destinados & alimentagdo de suinos, sdo essas: aflatoxinas, ocratoxina A, fumonisinas,
tricotecenos e zearalenona (PIERRON et al., 2016).

2.3.1 Aflatoxinas

Existem em torno de 20 substancias que sdo denominadas aflatoxinas, porém apenas as
aflatoxinas B1, B2, G1 € G2 que possuem maior importancia toxicologica. As principais espécies
produtoras sdo Aspergillus flavus e A. parasiticus. A aflatoxina M1 é um produto metabolico
proveniente da biotransformacéo da aflatoxina By, encontrada em fluidos corporais como leite
e urina (RICHARD, 2007).

O clima quente e os periodos de seca, 0 armazenamento de graos e/ou outros subprodutos
em locais Umidos, com temperatura acima de 20° sdo fatores importantes que podem
desencadear a producdo de aflatoxinas pelos fungos produtores. As aflatoxinas séo encontradas,
principalmente, no milho, no amendoim, nas sementes oleaginosas e no farelo de algodao
(RICHARD, 2007).

O consumo de aflatoxinas provoca, principalmente, danos hepaticos e possui
propriedades carcinogénicas (PIERRON et al., 2016). A quantidade ingerida pelos animais e a
idade sdo fatores determinantes no desenvolvimento da sintomatologia clinica, na qual a
manifestacdo de sinais e sintomas poderéa ser aguda, subaguda ou crénica. O figado € o 6rgdo
alvo dessa toxina, provocando hemorragias, ictericias, necrose e lipidose hepatica em casos
agudos. A sintomatologia aguda é a mais comum em leitdes, quanto mais novo o animal, maior
sera o risco do curso da intoxicacdo ser letal (STOJANAC et al., 2015).

Numa intoxicacdo cronica, o consumo de doses baixas a moderadas de aflatoxinas
ocasiona 0 aumento do peso do figado, dos rins, do baco e do pancreas, e também ocorre a
diminuicdo do desempenho zootécnico, diminuindo o0 consumo de racéo e a taxa de crescimento
dos suinos, além do efeito imunossupressor (MOK et al., 2013). E ainda, as aflatoxinas causam
efeitos deletérios no sistema reprodutivo, como endometrite, edema de glandula maméria e
diminuigéo da leitegada (MALLMANN e DILKIN, 2007).

A toxicidade das aflatoxinas no sistema imune é para todas as espécies, incluindo os
suinos. A exposicao as aflatoxinas provoca a diminuicéo dos titulos de anticorpos e a queda da
ativacdo de macréfagos (STOJANAC et al., 2015). Em experimento com leitdes desmamados,
durante quatro semanas, que consumiram doses baixas de aflatoxinas, os pesquisadores
concluiram que ocorreu alteracdo da resposta inflamatoria, devido a diminuigdo da sintese de
citocinas pro-inflamatorias e ao aumento de citocinas anti-inflamatorias. Os leitGes expostos as
aflatoxinas, ainda no Gtero, pelo consumo desses metabdlitos tdxicos por suas progenitoras,
tiveram alteracao da capacidade funcional de macrofagos e neutréfilos (PIERRON et al., 2016).

Esses metabdlitos sdo rapidamente absorvidos no trato gastrointestinal por serem
altamente lipofilicos, também sdo facilmente absorvidos pelos pulmdes e pela pele. Apos
absorcdo, as toxinas caem na corrente sanguinea e séo distribuidas para 6rgaos e tecidos. As
aflatoxinas By, B2 e M1 sdo comumente encontradas em baixos niveis em orgaos e tecidos
musculares (MALLMANN e DILKIN, 2007).

O figado é o orgdo alvo, no qual ha maior concentracdo desses metabolitos. A
biotransformac&o ocorre no figado, porém, pesquisadores relatam que em suinos também pode
ocorrer, através da mucosa nasal, inclusive, pode gerar carcinoma no trato respiratorio superior.
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No figado, as enzimas sdo responsaveis pela metabolizacdo, que torna as moléculas mais
hidrofilicas através de processos de oxidacdo, reducéo e hidrolise, os quais sdo realizados pelo
organismo com intuito de facilitar a eliminacdo das aflatoxinas. A detoxificacdo gera produtos
como aflatoxina Mz, Q1, P1 e B2a que S0 menos tOXicos que seus precursores. Também ocorre
a formacdo do aflatoxicol, que retorna ao organismo como aflatoxina Bl pelo sistema de
reductase citoplasmatica. A aflatoxina B também pode ser metabolizada, gerando 8,9- epoxi
aflatoxina que possui propriedades covalentes com acidos nucleicos, diminuindo sua producéo,
provocando efeito mutagénico, teratogénico e carcinogénico (MALLMANN e DILKIN, 2007).

Nos Estados Unidos, os limites sdo determinados pela agéncia reguladora, FDA — Food
and Drug Administration, responsavel pelo controle de alimentos tanto para humanos como
para animais. No caso do milho e produtos/subprodutos derivados do amendoim, destinados a
alimentacéo de suinos, na fase de terminacéo, devem possuir concentracdo maxima de 200 ppb
de aflatoxinas totais. No que concerne a alimentacdo de reprodutores suinos, o milho e
produtos/subprodutos derivados do amendoim devem possuir concentracdo maxima de 100 ppb
aflatoxinas totais. J& o milho destinado a alimentacdo de leitGes, deve possuir concentracdo
méaxima de 20 ppb aflatoxinas totais. E por fim, outros insumos devem possuir concentracao
maxima de 20 ppb aflatoxinas totais (RICHARD, 2007).

2.3.2 Ocratoxinas

A ocratoxina A é o principal metabdlito, com maior importancia toxicoldgica, de um
grupo com um total de sete compostos téxicos (MALLMANN e DILKIN, 2007; RICHARD,
2007). As ocratoxinas sdo produzidas por fungos pertencentes ao género Aspergillus, como A.
ochraceus, A. secdo Nigri e Penicillium, P. verrucosum e P. nordicum (MARIN et al., 2013).
As ocratoxinas sdo frequentemente encontradas em graos e cereais e em seus subprodutos,
como por exemplo, café, cacau, vinho, cerveja, pimentas, frutas secas. Também estdo presentes
em produtos de origem animal, oriundos de animais expostos ao consumo dessa toxina em suas
dietas (ARMANDO et al., 2012). Esses compostos possuem alta estabilidade térmica, apenas
temperaturas acima de 250° sdo suficientes para reduzir a concentracdo dessas toxinas. A
espécie suina é altamente sensivel ao consumo dessa micotoxina (MARIN et al., 2013).

A ocratoxina A possui estrutura quimica similar com o aminoéacido fenilalanina, por isso,
existe um efeito inibitério em enzimas que utilizam esse aminoéacido, inibindo a sintese de
proteinas, e ainda, em nivel celular provoca danos na mitocondria, peroxidacdo de lipidios e
apoptose de inumeras células (MARIN et al., 2013). O 6rgéo alvo da ocratoxina A sdo 0s rins,
sendo uma substancia nefrotoxica que possui propriedades carcinogénicas e teratogénicas
(ARMANDO et al., 2012).

Apdbs 0 consumo, essa micotoxina € rapidamente absorvida no estbmago e no intestino
delgado, sendo eliminada através da bile, onde & novamente absorvida. Em seguida, ha
distribuicdo através da corrente sanguinea, e ligacdo com albumina e outras macromoléculas,
essa ligacdo torna o metabdlito biodisponivel por mais tempo, até se desprender e ir para o
figado e rins.

A biotransformacao ocorre em varios 0rgaos, gerando varios outros Compostos que serao
eliminados pelos rins. O processo de eliminacdo é dependente do grau de ligacéo da toxina com
as macromoléculas. Suinos que consomem 1 ppm de ocratoxina A, 0 organismo demora em
média 4 dias para biotransformar e eliminar a toxina a niveis ndo detectaveis (MALLMANN e
DILKIN, 2007).

A ocratoxina A também interfere no metabolismo dos carboidratos, interferindo na
gliconeogénese. Ha diminuicdo na producdo de uma enzima que tem importante papel na
gliconeogénese, que converte componentes intermediarios do acido citrico em glicose e
glicogénio. Dessa forma, as reacOes sdo afetadas, 0 que causa danos nos néfrons, provocando

12



disfuncédo renal (MALLMANN e DILKIN, 2007). Os sinais clinicos nos animais s&o polidipsia
e poliuria, devido a nefropatia, porque ha degeneracdo dos tubulos contorcidos renais e fibrose
intersticial (MARIN et al., 2013).

O consumo de pequenas doses de ocratoxinas ndo provocam sintomatologia renal classica
descrita anteriormente, porém ocorre diminuicdo do ganho de peso, aumento da conversdo
alimentar, diminuicdo da taxa de crescimento e maior susceptibilidade as doencas
(WISNIEWSKA-DMYTROW et al., 2013). Vale destacar, que as ocratoxinas causam efeitos
deletérios no sistema imune, provocando reducdo no baco, nos linfonodos, na resposta de
anticorpos, assim como provocam alteragdes no nimero e na funcdo de células do sistema
imune e na modulacédo e producdo de citocinas (MARIN et al., 2013). Segundo Marin et al.
(2013), doses acima de 1 ppm de peso vivo sdo responsaveis por uma toxicidade aguda para
suinos.

2.3.3 Tricotecenos

Os tricotecenos sdo constituidos por um grupo de micotoxinas, categorizadas em quatro
tipos, A, B, C e D (NATHANAIL et al., 2016), de acordo com a variagdo funcional de suas
estruturas quimicas, acetoxi e hidroxilo (MARIN et al., 2013). Existem mais de 200 metabolitos
identificados como tricotecenos (NATHANAIL et al., 2015). Esses compostos séo produzidos
por fungos pertencentes ao género Fusarium, Cefalosporium, Myrothecium, Stachybotrys e
Trichoderma. As micotoxinas presentes nos grupos A e B possuem maior importancia
toxicoldgica (Tabela 5), ja as micotoxinas presentes nos grupos C e D sdo consideradas menos
importante (MALLMANN e DILKIN, 2007; MARIN et al., 2013; PINTON e OSWALD,
2014).

Tabela 5: Tricotecenos dos grupos A e B.

Tipo Micotoxina Principal Fungo produtor
A Toxina T-2, Toxina HT-2, F. sporotrichoides, F. poae, F. oxysporum, F.
Diacetoxyscirpenol (DAS), semitectum e F. equiseti
Neosolaniol
B Nivalenol, Deoxinivalenol F. graminearum, F. culmorum, F. crookwellense, F.
(DON), 4-acetil-nivalenol sporotrichoides, F. poae, F. tricinctum e F.
(Fusarenon -X), 3-acetil- acuminatum

deoxinivalenol (3-Ac-DON)

Fonte: Mallmann e Dilkin (2007).

As micotoxinas T2, DAS e HT-2 sdo comumente encontradas em cereais e grdos, como
trigo, aveia, centeio, cevada, milho e os subprodutos e derivados (LATTANZIO et al., 2012).
Deoxinivalenol (DON) e as outras toxinas que pertencem ao grupo B também estdo presentes
em cereais, como milho, trigo, centeio, cevada e aveia e seus subprodutos e derivados (PINTON
e OSWALD, 2014).

De modo geral, os tricotecenos interferem na sintese de proteinas de células eucariéticas,
ocorre ligacdo com a subunidade 60S ribossomal e interacdo com a enzima peptiltransferase.
Como existe variacdo quimica nas moléculas de cada micotoxina, que pertecem ao grupo dos
tricotecenos, a interacdo e inibicdo da sintese de proteinas varia, dependendo da estrutura
guimica especifica de cada tricoteceno (MARIN et al., 2013). Apds o0 consumo, apenas 1% €
absorvido no trato gastrointestinal ocorrendo acdo caustica no local, a micotoxina atinge a
corrente sanguinea sendo distribuida no figado, rins, pele, tecido adiposo, muscular e bile. A
biotransformacao ocorre no figado e sdo produzidos outros compostos que séo eliminados pelos
rins e nas fezes. A eliminacdo pelo organismo é rapida, o que possibilita que ndo haja residuos
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em produtos de origem animal, com excec¢éo do tecido adiposo (MALLMANN e DILKIN,
2007).

Os suinos sdo mais sensiveis a intoxicacéo por deoxinivalenol (DON). Os sinais clinicos
agudos normalmente envolvem vomito, recusa do alimento, inflamag&o do trato gastrointestinal
e dermatites. A intoxicagdo cronica e frequente, sendo caracterizada por diminui¢do do ganho
de peso e diminuicao do consumo de racdo (PINTON e OSWALD, 2014). O DON interfere na
sinalizacdo neuroenddcrina, na resposta imunoldgica, nos hormdnios do crescimento, e no
sistema nervoso central. Ha interferéncia na sinalizacdo neuroenddcrina que afeta a producgéo
de serotonina. A serotonina esté relacionada com a secre¢do de horménios que controlam o
apetite. O DON também provoca altera¢fes no sistema imune, ativa citocinas pré-inflamatorias
que provocam a recusa do alimento, induzindo alteracdes especificas no sistema nervoso
central, e ainda induz a liberacdo de hormonios de saciedade provocando anorexia (PINTON e
OSWALD, 2014; TIEMANN et al., 2008).

Pierron et al. (2016) relataram em seus estudos, que o efeito imunossupressor ou
imunoestimulador de DON ¢é dependente da dose ingerida pelos animais, do tempo e da
frequéncia do consumo, que pode favorecer ou ndo uma resposta inflamatdria, podendo
aumentar os niveis de IgA no soro sanguineo. Doses acima de 2 ppm de DON na racéo ja sdo
consideradas doses altas que provocam alteracGes na mucosa gastrica e intestinal. As alteracdes
histopatol6gicas na mucosa do intestino sdo severas, havendo atrofia multifocal, fusdo das
vilosidades, necrose apical das vilosidades, vacuolizacdo citoplasmatica dos enterdcitos e
edema na lamina propria. O exato mecanismo de a¢do, de como essas lesGes acontecem, ainda
ndo esta bem elucidado (PINTON e OSWALD, 2014). E ainda, doses acima de 20 ppm de DON
na ragdo induzem ao vomito e a recusa do alimento (BRYDEN, 2012).

O consumo de nivalenol, que também constitui o tipo B dos tricotecenos, induz
diminuicdo do desempenho zootécnico dos animais, reduzindo o ganho de peso e 0 consumo
de racdo, e ainda aumenta o peso relativo dos 6rgdos e causa severa leucopenia. Porém, em um
ensaio in vivo com leitBes, que consumiram durante trés semanas nivalenol em suas dietas, ndo
ocorreu alteracdo no peso vivo e no peso relativo aos Orgdos, entretanto, no exame
macroscopico dos orgaos, ocorreu diferenca entre os animais-controles e o grupo de animais
intoxicados. Os rins e o trato gastrointestinal dos animais intoxicados apresentaram lesdes e na
microscopia houve reducdo no nimero de células no baco (GEREZ et al., 2015).

2.3.4 Fumonisinas

As fumonisinas sao produzidas por fungos do género Fusarium, F. napiforme, F. dlamini
e F. nygamai, sendo F. verticillioides e F. proliferatum como as principais espécies produtoras
dessa micotoxina. Esses metabdlitos sdo encontrados, principalmente, no milho e nos seus
subprodutos (CORTINOVIS et al., 2014; MARIN et al., 2013). O clima seco, quente e umido,
durante a maturacdo do grdo, séo fatores de estresse importantes, que desencadeiam a produgéo
de fumonisinas pelos fungos produtores (RICHARD, 2007). As fumonisinas possuem
estabilidade térmica quando expostas ao calor, s6 havendo uma pequena degradacdo em
temperaturas superiores a 150° C e durante processos de fermentacdo (MARIN et al., 2013).

No total existem 12 compostos que sdo denominados fumonisinas, 0s compostos mais
importantes séo da série B, sendo fumonisina B1, B2 e Bz. A fumonisina B1 (FB1) é o metabdlito
mais frequente, que possui maior importancia toxicoldégica (CORTINOVIS et al., 2014;
MARIN et al., 2013). A FB; inibe a sintese de uma enzima, ceramida sintase, que participa da
reacdo de transformacdo dos esfingolipidios. Os esfingolipidios possuem papel fundamental na
manutencdo da integridade da membrana celular, na regulagdo dos receptores de superficie
celular, na bomba de ions e no suporte de sistemas vitais para o funcionamento e sobrevivéncia
das celulas (MALLMANN e DILKIN, 2007).
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Ao inibir a ceramida sintase ha acumulo intracelular de esfinganina e diminuicdo da
esfingosina (MARIN et al., 2013). O acumulo de esfinganina gera uma série de efeitos toxicos
para os rins, figado e possui propriedades carcinogénicas (BRYDEN, 2012). Desse modo,
provocam uma série de efeitos toxicos que variam entre as espécies de animais domésticos
(PIERON et al., 2016), por exemplo em equinos a ingestdo de FB; causa necrose da substancia
branca do cérebro (RICHARD, 2007).

Os suinos assim como o0s equinos também sdo sensiveis a ingestdo de fumonisinas, a
ingestdo desses metabolitos nos suinos esta relacionado ao edema pulmonar e ainda produz
efeitos sendo cardiotdxicos. A sintomatologia clinica engloba diminui¢do do consumo de ragéo,
dispneia, fraqueza, cianose seguida de morte. Quando realizado o exame post mortem, 0s
animais apresentam edema intersticial e interlobular nos pulmdes e hidrotorax (MARIN et al.,
2013). Doses acima de 12 ppm de FB1 costumam ser letais para a espécie suina. Estudos
apontam que o intestino e o figado também sdo érgdos afetados pelo consumo dessa toxina
(BUREL et al., 2013). E importante perceber, que o edema pulmonar ocorre porque ha aumento
da permeabilidade capilar, no entanto, existem pesquisadores que relatam que ocorre uma série
de mudancas na dindmica cardiaca, por essa razdo ha o edema pulmonar, causado pela
deficiéncia de contragdo do coragdo (MALLMANN e DILKIN, 2007).

Doses baixas de FB1 ndo interferem no desempenho zootécnico, entretanto, interferem na
colonizagdo de patdégenos como Escherichia coli havendo diminuicdo na resposta inflamatoria
local e alta permeabilidade no epitélio intestinal (BUREL et al., 2013). A maturacao das células
detentoras de antigenos também ¢é afetada, ocorrendo diminui¢do na expresséo intestinal de
interleucinas. E ainda, ha interferéncia na reposta de células T- helper, diminuindo a resposta
humoral (PIERON et al., 2016). Apo6s a ingestdo, entre 3-6%, é absorvido pelo trato
gastrointestinal, e o restante é eliminado através das fezes. Quando absorvida, a FB; atinge a
corrente sanguinea, sendo distribuida por 6rgdos e tecidos. A eliminacdo € rapida,
principalmente, quando a ragcdo contaminada é substituida (MALLMANN e DILKIN, 2007).

2.3.5 Zearalenona

Zearalenona (ZEA) é um hormonio responsavel pela reproducao sexuada em espécies de
Fusarium (GAJECKA et al., 2012), mas que também é uma micotoxina estrogénica, sendo 6-
(10-hydroxy-6-oxo-trans-1- undecenyl) {3 lactona éacido resorcilico (Figura 6), com estrutura
guimica ndo esteroidal (BURANATRAGOOL et al., 2015). E ainda, possui estrutura cristalina,
insolGvel em agua, porém solGvel em substancias aquosas alcalinas e em solventes organicos,
e possui ponto de fusdo de 164°C (DOLL e DANICKE, 2011).

Figura 6: Estrutura quimica da zearalenona.
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Fonte: Buranatragool et al. (2015).
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A ZEA ¢ produzida por uma série de espécies pertencentes ao género Fusarium, como F.
graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti e F. semitectum. Essa toxina possui
distribuicdo global, sendo encontrada principalmente no milho, sorgo, cevada, trigo, aveia,
gergelim e os seus subprodutos (MARIN et al., 2011; JIANG et al., 2012; SHOEVERES et al.,
2012; STOPA et al., 2014; ). A producdo de ZEA, normalmente, acontece ainda no campo, ja
que as espécies produtoras de ZEA estdo presentes no campo e invadem as plantas. No entanto,
a producdo dessa toxina pode ocorrer em condigfes ruins de estocagem do gréo ou de seus
subprodutos. As concentracdes de ZEA em grdos, produtos, subprodutos e nas racOes
destinadas a alimentagdo de animais variam muito, sendo dependente das variagdes climéticas,
tendo em vista que a ZEA possui alta estabilidade térmica, acima de 150° C, e sua degradacgéo
sO é observada em temperaturas extremamente altas ou sob condigdes alcalinas (MARIN et al.,
2013; ZATECKA et al., 2014).

Estudos feitos na Europa mostraram que os niveis de contaminacéo por ZEA variam de
pequenas concentracdes em ppb até 8 ppm de ZEA no trigo, aveia, cevada e centeio. Em paises
do continente Africano e da Asia essas concentragdes chegam em mais de 600 ppm de ZEA em
determinados substratos (MARIN et al., 2011).

Uma pesquisa instituida nos ultimos cinco anos com o objetivo de analisar a incidéncia
de ZEA em grdos utilizados na alimentacao de animais de producdo na provincia de Shandong
na China, onde analisaram 1389 amostras. Os resultados mostraram a presenca de ZEA em
69,15% das amostras, a maior concentracao de ZEA detectada em grdos foi de 4,33 ppm, a
média detectada nas amostras foi de 0,97 ppm (CHEN et al., 2015).

As espécies de Fusarium sobre determinadas condi¢des produzem mais de 150 derivados
de ZEA, como a-zearalenol e B-zearalenol (Figura 7 e 8), que sdo encontrados em doses
extremamente baixas ainda no campo, porém essas substancias sdo produzidas durante a
metabolizacdo da ZEA em organismos de mamiferos (GAJECKA et al., 2012).

Figura 7: Estrutura quimica do a-zearalenol.
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Fonte: Buranatragool et al. (2015).

Figura 8: Estrutura quimica do p-zearalenol.
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Fonte: Buranatragool et al. (2015).
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A estrutura quimica da ZEA e de seus principais metabdlitos é similar com a estrutura
quimica do 17 B-estradiol, e possuem afinidade pelos receptores estrogénicos (CHEN et al.,
2015). Por essa razdo a ZEA ¢é considerada uma micotoxina estrogénica, compete com 17 3-
estradiol pela ligagdo com os receptores de estrogénio, sendo distribuida em tecidos que
possuam receptores de estrogénio, como Utero, vagina, celulas intersticiais do testiculo e
foliculos ovarianos (ZATECKA et al., 2014).

A distribuicdo dos receptores estrogénicos € um tema contraditorio, ja que estdo
distribuidos de forma irregular nos tecidos. Receptores o estrogénicos estdo presentes nos
0ss0s, nas glandulas mamarias, no sistema urinario, reprodutivo, cardiovascular e nervoso. Ja
0s receptores 3 estrogénicos estdo presentes no sistema reprodutor e disgestivo. Esses
receptores desempenham uma funcéo diferente em processos de proliferacdo e diferenciacéo
em tecidos alvos. Os receptores 3 estrogénicos modulam os receptores o estrogénicos, inibindo
a proliferacdo dependente de estrogénio e promovendo apoptose. A ZEA e seus metabolitos sdo
agonistas dos receptores o estrogénicos e parcialmente antagonistas dos receptores
B estrogénicos (Gajecka et al., 2016).

A ZEA e seus metabdlitos interagem diretamente com os receptores citoplasmaticos do
17p estradiol e h& translocacdo dos sitios receptores para o nucleo. No nucleo ocorre
estimulacdo de RNA que desencadeia a sintese de proteinas, causando os sinais clinicos de
estrogenismo (MOSTROM, 2012).

A ZEA e seus componentes como descrito anteriormente possuem alta afinidade de pelos
receptores estrogénicos, agem nesses receptores para ativar a transcricao dos genes estrogénicos
responsivos tanto in vivo quanto in vitro. A ZEA também aumenta a expressao de GRP78
(proteina 78 reguladora de glicose) e CCAAT (potencializador de proteina homdloga de
proteina de ligacdo — CHOP), dois genes marcadores relacionados com o estresse dos receptores
estrogénicos. ZEA pode induzir fatores de apoptose e como também outros fatores que induzem
morte celular. Além disso, a-zearalenol e B-zearalenol podem induzir perda do potencial de
membrana mitocondrial, como também fatores de inducdo de apoptose e liberacdo
citoplasmatica do citocromo (JI et al., 2017).

Os suinos sdo muito sensiveis a ingestdo da ZEA, e também hé efeitos deletérios severos
em ratos e camundongos. Apds o consumo de ragdo contaminada pela ZEA, essa toxina é
rapidamente absorvida, estima-se que entre 80 a 85% seja absorvido, e rapidamente distribuida
pela corrente sanguinea (MALLMANN e DILKIN, 2007; ZATECKA et al., 2014). A ZEA é
metabolizada principalmente no figado, porém ha metabolizacdo nas células da granulosa (no
ovario) e na mucosa intestinal de suinos, sendo reduzida em o e 3 zearalenol, zearalanona, o e
B zearalanol (FRIZZELL et al.,, 2015; MARIN et al., 2011). Existem diferengas na
biotransformacdo entre as espécies. Os suinos convertem a ZEA principalmente em o
zearalenol, que possui maior afinidade pelos receptores estrogénicos. Os metabolitos da ZEA
possuem maior toxicidade que a prépria ZEA, a toxicidade é classificada da seguinte forma:
zearalanona > [ zearalenol > o zearalenol > ZEA (MARIN et al., 2011). No entanto, segundo
Frizzell et al. (2015), a zearalenol possui 0 maior potencial estrogénico, seguido pela ZEA,
sendo que a ZEA é 70 vezes menos estrogénica que a zearalenol.

A biotransformacdo da ZEA ocorre primeiro através da hidroxilagdo que resulta na
formagdo de o e [ zearalenol, por reacOes catalisadas por 3o e 3p desidrogenase
hidroxiesteroide. Apds, ha conjugacao da ZEA e de seus metabdlitos com o &cido glucurdnico,
reacdo catalisada pela glucuronil-difosfato-uridina-transferase (TEIXEIRA et al., 2011,
ZINEDINE et al., 2007).

A conjugacdo da ZEA e de seus metabolitos com o acido glucurdnico facilita a
eliminacdo dessa micotoxina pela urina e pelas fezes. Esses compostos tambem s&o eliminados
pela bile, no entanto devido ao ciclo enterohepéatico ha um prolongamento da meia vida da ZEA
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e diminuigdo da sua excrecdo (FRIZZELL et al., 2015). Estima-se que a meia vida da ZEA e
de seus metabolitos sdo de 87 horas, quando doses moderadas séo consumidas (MALLMANNe
DILKIN, 2007).

Os sinais e sintomas em suinos decorrentes da ingestdo da ZEA variam de acordo com a
dose, com o sexo, o tempo de exposicéo e a fase reprodutiva (ZATECKA et al., 2014). De modo
geral, em fémeas suinas a ZEA estd associada com o hiperestrogenismo caracterizado pelo
edema da vulva e aumento do peso dos 6rgdos do trato reprodutivos, e ainda ha diminuicdo da
fertilidade, reducéo do tamanho da leitegada, aborto, prolapso retal e vaginal, nascimento de
leitdes fracos e alteracdo nos niveis de progesterona e estradiol (BENZONI et al., 2008;
CHATOPADHYAY et al., 2012; DUMITRESCU et al., 2014; MARIN et al., 2011).

Poucos estudos abordam os efeitos da ZEA sobre pardmetros zootécnico de suinos, essa
toxina e seus metabolitos ndo diminuem a taxa de crescimento e/ desempenho produtivo, efeitos
deletérios de performance produtiva apenas ocorrem quando h& contaminacdo da ZEA e
deoxinivalenol (OLIVER et al., 2012).

Leitoas pré-pUberes sdo as mais sensiveis ao consumo de ZEA, doses a partir de 0,2 ppm
ja sdo suficientes para desencadear sinais clinicos de hiperestrogenismo (BENZONI et al.,
2008). O aumento do tamanho da vulva € o sinal clinico classico em leitoas pré-puberes, sendo
bem elucidado na literatura (Figura 9). Além disso, ha aumento do peso total dos érgdos do
trato reprodutivo, e maior desenvolvimento das glandulas endometriais (GAJECKA et al.,
2011; OLIVER et al., 2012).

Figura 9: Edema vulvar: a) leitoa pré-pubere do grupo controle (0,0 ppm de ZEA) e b) leitoa
pré-pUbere intoxicada com 0,25 ppm de ZEA.

Fonte: Arquivo pessoal (2012).

O limite de tolerancia para que ndo haja sintomatologia clinica em leitoas é uma dose de
aproximadamente 0,05 ppm por Kg de racdo (OLIVER et al., 2012). Leitoas pré-puberes sdo
sexualmente imaturas e por essa razao possuem niveis basais de estrégeno. A ZEA provoca alta
expressdao de RNA mensageiro e niveis altos de proteinas nos receptores estrogénicos nas
células alvo do sistema reprodutivo. Logo, ha uma elevada concentracéo inter-orgénica de um
analogo exogeno do estrégeno em comparacdo com o estrégeno enddgeno produzido pelo
organismo, ocorrendo queda da atividade do estrégeno enddgeno seguido de biotransformactes
modificadas de substancias enddgenas, incluindo hormonios sexuais, em nivel local e
sisttmico. E ainda hd modificagdo nos niveis de expressdo e de atividade do percurso de
enzimas esteroidogéneses (CAMARGO et al., 2009; GAJECKA et al., 2012).

O consumo de ZEA interfere nos niveis normais de hormonios, podendo interferir na
sintese e no metabolismo de hormonios esteroides, afetando a sinalizagdo hormonal normal,
resultando em um desequilibrio enddcrino. Essa toxina ainda pode causar alteragdo no eixo
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ovario hipotalamo-pituitaria, como também suprime a secre¢do de FSH (horménio foliculo
estimulante) nos ovarios, quanto maior a concentracao de ZEA menor sera o nivel FSH no soro
sanguineo (CHEN et al., 2015).

Outro ponto importante com relacdo a alteracdo enddcrina, a ZEA funciona como um
substrato competitivo por enzimas envolvidas na sintese e no metabolismo de horménios
esterdides. E ainda, a e B zearalanol interferem na sintese de progesterona em cultivo de células
da granulosa de fémeas suinas, de acordo com sua fase reprodutiva, idade e concentracdo desta
micotoxina (CHEN et al., 2015).

Doses de 200 ppb de ZEA por Kg de peso vivo em leitoas sexualmente imaturas
desencadeiam processos de apoptose nas camadas das células da granulosa de foliculos mais
desenvolvidos, como também atresia folicular (MINERVINI e DELL’AQUILA, 2008). Ja em
matrizes suinas em idade reprodutiva os efeitos deletérios também incluem alteracOes
reprodutivas, como pseudogestacdo, atrofia ovariana e mudangas no endométrio. Ensaios in
vivo com concentragcfes 25 a 100 ppm de ZEA por Kg de ragdo fornecida a fémeas multiparas
provocou estro prolongado, pseudogestacdo e infertilidade (CORTINOVIS et al., 2013;
MINERVINI e DELL’AQUILA, 2008).

A infertilidade ocorre devido aos efeitos da ZEA nos ovarios, os foliculos maduros
sofrem degeneragdo, por mais que haja sinais de estro, ndo ha ovulacdo. A ZEA funciona de
forma similar ao estradiol inibindo a liberacdo de horménio foliculo-estimulante (FSH), dessa
forma deprime a maturacdo dos foliculos ovarianos durante a fase pré-ovulatéria
(CORTINOVIS et al.,, 2013; MINERVINI e DELL’AQUILA, 2008). Em fémeas suinas
gestantes, a exposicdo a ZEA é um fator determinante, que pode provocar aborto ou morte
embrionaria. O consumo de 1 ppm de ZEA por Kg de peso vivo, fornecido na racdo durante
sete a dez dias ap0s a inseminacao artificial (1A) ndo interferiu na gestacdo. Quando o consumo
ocorreu dois dias ap0s a IA, houveram alteracdes degenerativas nos embrides, essas alteracdes
se tornam mais severas ap0s o 13° dia ap6s a IA. Durante a gestacdo, a ZEA reduz a
sobrevivéncia embrionaria, como também diminui o peso dos fetos. Existe transferéncia da
ZEA e de seus metabdlitos através da placenta, que provocam efeitos teratogénicos nos fetos,
e ainda a leitegada pode nascer com sinais clinicos de hiperestrogenismo (MINERVINI e
DELL’AQUILA, 2008).

Em machos suinos, a ZEA diminui em 30% o peso dos testiculos, como também reduz a
fertilidade pois induz diminuicdo da qualidade, da viabilidade espermatica e da
espermatogénese. Em cachacos jovens, o consumo de ZEA diminui os niveis de testosterona,
da libido e induz feminizagdo. Em contrapartida nos cachagos adultos, a ZEA ndo provoca
efeitos deletérios no potencial reprodutivo dos animais (CORTINOVIS et al., 2013;
FARNWORTH e TRENHOLM, 1983; MINERVINI e DELL’AQUILA, 2008).

Foi realizado um experimento in vivo com cachacos adultos, com duracgdo de 55 dias,
esses animais foram expostos a 1 ppm de ZEA por Kg de racdo. Ao final desse experimento,
ndo foi observado efeito deletério na espermatogénese dos animais intoxicados. Ensaios in vitro
tambem foram feitos e indicaram que a ZEA diminui a motilidade e viabilidade de células
espermaticas de suinos. Pesquisadores ainda relatam que a ZEA diminui a capacidade dos
espermatozoéides de se ligaram a zona peltcida, como também provoca danos na cromatina da
célula espermatica, interferindo na fertilizacdo e no desenvolvimento embrionario normal
(CORTINOVIS et al., 2013; KLINEFELTER e HESS, 1988; LIU et al., 2014).

Alguns estudos mostram que ZEA e os seus metabolitos interferem no potencial
enddcrino, em nivel de sinalizacéo dos receptores nucleares e com isso ha alteragao na producao
de hormdnios como a testosterona; outros provaram que a ZEA reduz a secre¢do de testosterona
tanto in vivo como in vitro. Sendo assim, essa toxina influencia na expressdo de algumas
enzimas produtoras de esteroides a nivel de RNA mensageiro (LIU et al., 2014). A ZEA se liga
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nos receptores estrogénicos dos testiculos, interferindo no fator de transcri¢do do crescimento,
da proliferacéo e da diferenciacéo celular (CHEN et al., 2015).

A ZEA e a zearalanol inibem de forma significativa a secrecéo de testosterona induzida
por gonadotrofina cori6nica, em humanos. Essa inibi¢do esta associada com a diminuicdo da
transcricdo de esterdide dehidrogenase 3B-hydroxi, de enzimas de clivagem da cadeia lateral
do citocromo P450 e de proteinas reguladoras esteroidogénicas (CHEN et al., 2015).

A toxicidade da ZEA ainda inclui genotoxicidade, imunotoxicidade, sendo também
carcinogénica. A genotoxicidade induz a formagéo de adutos e fragmentacdo no DNA (LIU et
al., 2014). Com relagéo aos efeitos deletérios no sistema imune, hd um aumento da sintese de
citocinas inflamatdrias e inflamagdo cronica no trato reprodutivo de suinos. A ZEA em
diferentes concentracdes reduz os niveis de interferon produzidos pelo baco. No entanto, poucos
estudos abordam essa temaética, sendo que a maioria das pesquisas sdo feitas em ratos ou
camundongos, e os resultados ainda sao inconsistentes (PIERON et al., 2016; REN et al., 2016).

2.4 Aditivo Anti-Micotoxina

As estratégias adotadas como boas préaticas agrondémicas que impedem a producéo de
micotoxinas pelos fungos toxigénicos ndo sdo eficientes. Além disso, uma vez que haja
producdo de micotoxinas é muito dificil reduzir a concentracdo desses metabdlitos nos graos e
nos seus subprodutos (BRYDEN, 2012).

Alguns métodos foram desenvolvidos visando a diminuicdo dos efeitos deletérios
causados pelo consumo das micotoxinas para a producdo animal, em geral, através da
diminuicdo da contaminacdo do alimento, detoxificacdo do alimento e por produtos que
impecam a absorcdo das micotoxinas pelo trato digestivo dos animais (CARAO et al., 2014).
A diminuicdo da contaminacdo de grdos e/ou dos seus subprodutos pode ocorrer através da
diluicdo com outro substrato que ndo esteja contaminado. Esse € um método simples, porém
em muitos paises essa pratica ndo é permitida, e 0 seu sucesso depende do grau de contaminacéo
e da disponibilidade de um grdo que n&o esteja contaminado (BRYDEN, 2012).

A detoxificacdo do alimento se da através de métodos fisicos e quimicos (ARMANDO et
al., 2012). Dessa forma, a micotoxina deve ser inativada em compostos ndo toxicos, os fungos
se ainda estiveram presentes devem ser inativados para que nao haja producdo de mais
micotoxina. O grdo, o subproduto e/ou a ragdo devem permanecer com seu valor nutritivo, ndo
havendo alteracdo de suas caracteristicas, e devem continuar sendo palataveis (CARAO et al.,
2014).

Os métodos fisicos incluem a utilizacdo de solventes e tratamentos térmicos, como 0 uso
de aquecimento (extrusdo). Com relagéo aos solventes, normalmente, se utilizam etanol a 95%,
acetona aquosa a 90%, isopropanol a 80%, hexanometanol, metanol-agua, acetronitrila-agua,
hexanoetanol-agua e acetona-hexano-4gua. A utilizacdo desses solventes remove as
micotoxinas e ndo ha reducdo do valor nutritivo do alimento. No entanto, esse € um metodo
caro e had grandes problemas relacionados ao descarte dessas substancias quimicas
(ARMANDO et al., 2012; CARAO et al., 2014).

Com relagdo ao tratamento téermico, sempre sera dependente do nivel de contaminagéo
do produto, da temperatura utilizada no substrato, o tempo de exposi¢cdo, umidade, pH e
concentragdo ionica do alimento. A extrusdo também faz parte do tratamento térmico, sendo
um método muito utilizado na inddstria, que inativa as micotoxinas através de um
processamento de cozimento por extrusdo, utilizando temperaturas severas. Porem, ndo sao
todos os gréos que podem ser extrusados. A irradiacdo também € um método fisico que utiliza
trés tipos de energia ionizante, como a radiacdo gama, feixe de elétrons ou raios-X (CARAO et
al., 2014).
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Ja nos métodos quimicos sdo utilizados gas amoniaco, hidroxido de aménia, solucao
liquida de hidroxido de sddio e acido propidnico. A utilizacdo desse método possibilita que as
micotoxinas sejam reduzidas a compostos menos toxicos, contudo sdo técnicas pouco préticas,
inseguras, que necessitam de equipamentos caros e reduz a qualidade nutricional e sensorial do
gréo e/ou do seu subproduto (ARMANDO et al., 2012; CARAO et al., 2014).

Aditivos anti-micotoxinas (AAM) sdo produtos incluidos nas dietas dos animais, que séo
capazes de adsorver, neutralizar ou biotransformar as micotoxinas, ainda no trato
gastrointestinal dos animais, dessa forma ha reducéo dos seus efeitos deletérios (ARMANDO
et al., 2012; CARAO et al., 2014; KELLER et al., 2012). Aditivos anti-micotoxinas devem
reduzir os niveis de micotoxinas no sangue de forma que néo haja interferéncia no desempenho
produtivo e/ou reprodutivos dos animais. Logo, os adsorventes tém como atribuicéo evitar as
micotoxicoses (ZAVIEZO, 2006). Além disso, a utilizacdo de AAM ¢é uma alternativa viavel
que garante que ndo haja residuos de compostos quimicos no meio ambiente, ndo havendo
nenhum tipo de impacto ambiental, sendo uma alternativa segura, viavel e econdmica (SELIM
etal., 2014).

De acordo com a Portaria n°® 13 de 24 de Maio de 2006 do Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), foi proposto ao Ministério pelo grupo técnico de trabalho
sobre micotoxinas em alimenta¢ao animal a substituicao do termo “adsorvente de micotoxinas”
pela denominagdo geral “Aditivos anti-micotoxinas” (AAM). Para serem considerados AAM e
entrarem no mercado, produtos novos devem passar por ensaios individuais in vitro e in vivo a
fim de garantir a seguridade, capacidade e inocuidade do produto em relacdo a satde animal
(BRASIL, 2006).

Muitas substancias estdo sendo estudadas nos altimos 15 anos e estdo sendo utilizadas
como produtos adsorventes incluidos na racdo dos animais. As substancias adsorventes podem
ser inorganicas ou organicas (CARAO et al., 2014; JOUANY, 2007).

Aluminosilicatos de sodio e célcio hidratados sdo exemplos de AAM inorganicos
(CARAO etal., 2014; JOUANY, 2007), assim como silicatos e aluminosilicatos que sio argilas,
e ainda ha aluminosilicato de magnésio hidratado. Bentonitas e zedlitas sdo argilas especiais de
origem vulcanica. Argilas modificadas com uso de permutas catidnicas também sdo utilizadas
como AAM inorganicos. Todos esses compostos possuem poros inorganicos que contém anéis
tetraedros de silicato, havendo moléculas de carga positiva e negativa. Dessa forma, as
micotoxinas sao adsorvidas pelos poros, e ficam ligadas por cargas elétricas (JOUANY, 2007).

As pesquisas feitas com adsorventes inorganicos mostram alguns resultados positivos,
como agentes ligantes as aflatoxinas em experimentos com aves. A capacidade de adsor¢do é
dependente do tamanho da molécula e da carga elétrica da micotoxina, e da estrutura da argila.
No entanto, sua eficacia ndo foi comparada em experimentos com outras micotoxinas, como as
fumonisinas e ZEA. Além disso, outros estudos mostram que as argilas adsorvem
micronutrientes e possuem efeitos na biodisponibilidade de minerais. E ainda, existem
pesquisas que relatam que argilas naturais podem estar contaminadas com dioxinas (JOUANY,
2007).

Portanto, a eficacia dos AAM inorganicos é relativa, sendo que muitos estudos
comprovam que esses produtos nao séo bons agentes adsorventes de micotoxinas. Logo, uma
nova abordagem vem sendo estudada, que sdo 0s adsorventes organicos. Em 1980,
pesquisadores estudaram que fibra de aveia era capaz de reduzir os efeitos toxicos da ZEA em
ratos, porém o mecanismo de acdo de como esse efeito de atenuagdo dos sinais clinicos de
hiperestrogenismo acontecia ndo foi elucidado. Posteriormente, foram feitas pesquisas que
apontavam que fracGes da parede celular de Saccharomyces cerevisiae possuiam ampla
capacidade de adsorcdo as micotoxinas. Cepas de S. cerevisiae sdo utilizadas pois séo
consideradas seguras (ARMANDO et al., 2012; JOUANY, 2007).
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A parede celular de levedura (PCL) esta presente em todas as leveduras e funciona como
uma protecdo fisica e osmotica. A parede celular garante a estrutura e forma de S. cerevisiae
durante a formacdo de pseudohifa e reproducdo, e mede 110-200 nanometros. A PCL é
composta de 1,3- B-glucanos e 1,6-B-glucanos e quitina (Figura 10), que juntos constituem de
50-60% do peso seco da parede celular. A outra camada da PCL é formada por mananoproteinas
glicosiladas, que sdo responsaveis pelo reconhecimento celula-célula. Esses componentes estao
cruzados em varios sentidos, ligados por ligacdes covalentes (Figura 11). A parede celular
representa 15-30% do peso seco da célula total (ORLEAN, 2012; YIANNIKOURIS et al.,
2004; ZHANG et al., 2016).

Figura 10: Esquematizacdo dos componentes da parede celular Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 11: Relacdo entre os componentes de parede celular de Saccharomyces cerevisiae.
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Fonte: Lipke e Ovalle (1998).

Os B 1-3, 1-6 glucanos sdo oligossacarideos constituidos por monémeros de glicose
ligados entre si por meio de ligagdes -glicosidicas e separados em fragdes de acordo com a sua
solubilidade. Essas fragGes possuem quantidades diferentes de 8 glucanos (ORLEAN, 2012).
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O mecanismo envolvido no processo de adsor¢do das micotoxinas a PCL ainda é pouco
conhecido. Alguns pesquisadores relatam que haja uma correlagéo entre a quantidade de
glucanos e eficacia de ligacdo as micotoxinas. Estudos feitos com ZEA, aflatoxina B,
deoxinivalenol mostraram capacidade de adsor¢do dessas toxinas pelos componentes da parede
celular. Por outro lado, pesquisas atribuem que cepas vivas de leveduras sdo capazes de
biodegradar as micotoxinas (ARMANDO et al., 2012; WANG et al., 2012).

Estudos in vitro com parede celular de S. cerevisiae mostraram que existe uma capacidade
de adsorcdo com as micotoxinas de forma dose dependente, porém hé saturacdo quando néo
existem mais pontos de ligacdo disponiveis. A capacidade de adsor¢do dos
mananooligossacarideos nesse experimento foi de 95%, as micotoxinas que tiveram maior
resposta de ligacdo a PCL foram ZEA e FB1 (SHETTY e JESPERSEN, 2006).

Parede celular de S. cerevisiae possui uma capacidade consideravel de adsorcdo a ZEA,
B-glucanos sdo os principais componentes envolvidos nesse papel de ligagcdo. No entanto, 0s
glucomananos também possuem capacidade de ligacédo, indicando que existem mais de um alvo
no mecanismo de ligacdo aos componentes da parece celular (SHETTY e JESPERSEN, 2006).

Alguns estudos confirmam que a reducgdo dos efeitos tdxicos decorrentes da ingestdo de
micotoxinas, quando adicionados na dieta de animais AAM a base de parede celular de S.
cerevisiae ocorre por adesdo aos componentes da PCL ao invés de ocorrer por meio de ligacGes
covalentes ou pelo metabolismo da levedura. Por mais que s6 haja parede celular, ndo havendo
célula viva, ndo ocorre uma perda da capacidade de ligacdo (SHETTY e JESPERSEN, 2006).

Resultados de ensaios in vivo com animais de producéo utilizando PCL de S. cerevisiae
mostraram que houve uma melhora no desempenho zootécnico, de parametros hematolégicos,
enzimas hepaticas, creatinina, proteinas plasmaticas quando comparados aos grupos de animais
que consumiram somente AFB;1. Nesse estudo os resultados indicam efeito significativo da
capacidade de adsorcdo de micotoxina. E ainda, estudo com frangos de corte mostraram que
houve capacidade de ligagcdo de 77% das micotoxinas a PCL de S. cerevisiae, quando ocorreu
a utilizacdo de mananos oligossacarideos modificados a capacidade de ligacdo as micotoxinas
foi de 95% (SELIM et al., 2014).

Além disso, cepas de S. cerevisiae também estdo sendo utilizadas como prebioticos (PCL)
e probidticos (células vivas) por serem ricas em vitaminas e aminoacidos que favorecem a
microbiota intestinal benéfica. Logo, S. cerevisiae possui componentes que fortalecem o
sistema imune e as defesas dos animais, favorecendo o desempenho zootécnico de animais de
producdo (SELIM et al., 2014).

A principal caracteristica das leveduras é a reproducéo rapida na presenca de agucares,
sendo assim, organismos fermentadores. A biomassa de leveduras é utilizada na producédo de
fermentos para panificacdes, de industrias de bebidas fermentaveis, como cerveja e vinhos.
Logo, possuem grande importancia industrial, pois possuem ampla variedade de componentes
uteis (COSTA, 2004).

A utilizacdo da biomassa de leveduras pode ser de forma integral, ativa ou inativa, ou de
apenas alguns componentes, como parede celular total ou de alguns dos seus conteidos. Na
forma ativa as leveduras s&o usadas nos processos fermentativos de inddstrias para producgéo
de bebidas alcoodlicas e na panificacdo. As leveduras ativas ou vivas, também podem ser
fornecidas aos animais na alimentacdo, como probidticos que favorecem a saude do trato
gastrointestinal. As leveduras ndo sdo organismos que fazem parte da microbiota intestinal, ndo
se aderem no epitélio intestinal, mas favorecem a microbiota benéfica, diminuindo a pressédo
exercida pelos microrganismos patogénicos (COSTA, 2004).

Na forma inativa, as leveduras podem ser usadas na alimentagdo humanal e animal,
devido ao seu teor nutricional, alto teor de proteina, vitaminas do complexo B e minerais. As
leveduras inativadas ou autolisadas se abrem e geram dois subprodutos que sdo separados por
centrifugas, o extrato de levedura e a parede celular. O extrato de levedura é soltvel e rico em
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proteinas, ja a parede celular é insolUvel, separada do extrato de levedura, torna-se seca e é
ensacada na forma de pé para ser utilizada na dieta de animais de producdo (ARAUJO, 2014;
COSTA, 2004).

As leveduras sdo recebidas das industrias de bebidas alcodlicas e de panificacdo. As
leveduras séo armazenadas, havendo controle da temperatura para que ndo haja nenhuma
interferéncia negativa na sua qualidade. O fluxograma (Figura 12) a seguir mostra de forma
didatica todo o processo para obtencdo da parede celular (ARAUJO, 2014; COSTA, 2004).

Figura 12: Fluxograma do sistema de obtencdo de Parede Celular de Levedura.
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O produto final em p6 pode ser obtido através de dois equipamentos: o Drum Dryer ou 0
Spray Dryer. O que determinard qual equipamento serd utilizado é o produto final a ser
adquirido (ARAUJO, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Experimento | (Leitoas Pré-Puberes)
3.1.1 Local do experimento

O local do ensaio in vivo foi o Setor de Suinocultura (Figura 13) pertencente a
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizado na cidade de Seropédica/RJ.

Figura 13: Galp&o do ensaio in vivo.

Fonte: Arquivo pessoal (2012).
3.1.2 Unidades experimentais

Foram utilizadas 48 leitoas pré-puberes Topigs (Reprodutor: Topigs Tyboar; Matriz:
Topygs C40), que foram recebidas com trinta e 34 de idade, com peso inicial médio de 8 Kg,
as quais foram alojadas em baias do tipo suspensa. Os animais adquiridos estavam vacinados
contra os agentes causadores de doencas: Mycoplasma hyopneumoniae e Actynobacillus
pleuropneumoniae.

3.1.3 Producéo do nucleo de contaminagdo por ZEA

O nucleo de ZEA foi produzido no laboratério do Nucleo de Pesquisas Micoldgicas e
Micotoxicoldgicas (NPMM), situado no Projeto Sanidade Animal (PSA), convénio da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) com a Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ).

Utilizou-se a cepa de Fusarium graminearum UNC 3639, mantida em placa de Petri em
meio BDA (agar batata dextrose) (Figura 14).
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Figura 14: Fusarium graminearum cultivado em placa de Petri.

Fonte: Arquivo pessoal (2012).

A ZEA foi produzida através da fermentacao controlada tendo o arroz branco polido como
substrato de acordo com Jiménez at al. (1996). Realizou-se uma solucdo de dgua destilada com
os esporos fungicos cultivados, que foi adicionada ao arroz.

Apdbs um periodo de 30 dias (Figura 15), todo o nucleo foi autoclavado, com o objetivo
de inativar os esporos flngicos, para se obter apenas a micotoxina. Apés ser autoclavado, o
nucleo foi posto em estufa de secagem a 50°C, durante 15 dias, e triturado. Posteriormente, todo
o nucleo foi acondicionado em embalagens plasticas atoxicas, embalado a vacuo e armazenado
em freezer, até a sua utilizagéo.

Figura 15: Arroz com cultivo de Fusarium graminearum.

Fonte: Arquivo pessoal (2012).

3.1.4 Extracao e quantificacdo da ZEA

Foi feita uma solucédo de acetonitrila e 4gua destilada (84 mL de acetonitrila e 16 mL de
agua destilada), com 25 gramas do nucleo de ZEA. Esta solugéo foi colocado em shaker por 40
minutos, posteriormente, filtrada em papel filtro QUANTY®JP40 12,5 cm. Apos a filtragem,
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foi retirado 5 mL do filtrado, posto em tubo de ensaio, com mais 50 pl de &cido acético glacial.
Posteriormente, houve a purificacdo (Figura 16) pela coluna de extragdo MYCOSEP® 226
AFLAZON" (RomerLabs®) e retirou-se 2 mL do extrato, para a determinacdo da concentragio
através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Figura 16: Esquematizacédo da purificacdo do extrato contendo a micotoxina.
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Fonte: http://www.romerlabs.com/en/products/mycotoxins/mycosep-multisep
3.1.5 Contaminacéo da racéo experimental

O nucleo foi acrescentado a racdo das leitoas na devida proporcdo, através de um
misturador mecanico tipo “Y” (Figura 17), a fim de se obter a concentracdo de 0,25; 0,6 e de

2,0 ppm de ZEA por Kg de racao.

Figura 17: Misturador mecanico tipo “Y”.

Fonte: Arquivo pessoal (2012).
3.1.6 Aditivo anti-micotoxina

O produto comercial & base de PCL utilizado como AAM no estudo foi o Safwall®
(Safwall®, comercializado pela empresa Phileo Lesaffre Animal Care Ltda, Sdo Paulo, Brasil).
Trata-se de um produto totalmente livre de residuos de antibiéticos, metais pesados, produtos

quimicos, e contaminantes microbianos, que apresenta a seguinte composicdo quimica:
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umidade 5% max., proteina 28% max., fosforo 1% min., B-glucanos 23% min., MOS 21% min.,
matéria seca 95% min., gordura 20% min. e cinzas 4% méax. Em sua composicdo fisica
apresentou-se coloracdo creme a dourado, odor tipico de levedura e sem evidéncias de
impurezas. O nivel de inclusdo utilizado no experimento seguiu a dose maxima recomendada
para o produto pelo fabricante, isto é 2 g Kg™ ou 0,2%.

3.1.7 Delineamento experimental

Os animais passaram por um periodo de sete dias de adaptacao, e o periodo experimental
foi de 21 dias. As leitoas foram distribuidas em delineamento experimental de blocos ao acaso,
em um total de oito tratamentos. Cada tratamento tinha seis animais distribuidos em trés baias
(dois animais por baia) (Figura 18). Os tratamentos consistiram de:

TO1 = Dieta com 0 ppm de ZEA e 0,0% de AAM

T02 = Dieta com 0 ppm de ZEA e 0,2% de AAM (2,0 Kg/ton)

TO3 = Dieta com 0,25 ppm de ZEA e 0,0% de AAM

TO04 = Dieta com 0,25 ppm de ZEA e 0,2% de AAM (2,0 Kg/ton)

TO5 = Dieta com 0,6 ppm de ZEA e 0,0% de AMM

T06 = Dieta com 0,6 ppm de ZEA e 0,2% de AMM (2,0 Kg/ton)

TO7 = Dieta com 2,0 ppm de ZEA e 0,0% de AAM

T08 = Dieta com 2,0 ppm de ZEA e 0,2% de AAM (2,0 Kg/ton)

A proporcdo de zearalenona utilizada, o nimero de animais por tratamento e todas as
andlises estavam de acordo com o estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, dentro da Portaria n® 13 de 24 de Maio de 2006, inclusive, a porcentagem de
adsorvente usada seguiu as recomendacdes do fabricante.

Figura 18: Fémeas alojadas nas baias.

Fonte: Arquivo pessoal (2012).

3.1.8 Manejo

Cada baia era provida de bebedouro do tipo chupeta e comedouro semi automatico, onde
as fémeas receberam agua e ragdo a vontade. As leitoas foram pesadas ap0s o recebimento e
distribuidas nas unidades experimentais. Os animais foram monitorados diariamente, trés vezes
ao dia, ao longo de todo o experimento. Além disso, realizou-se 0 monitoramento diario da
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temperatura (termometro data logger portétil) no local do experimento, com o registro das
temperaturas maxima, minima e atual.

A érea experimental dispunha de cortinas, para o controle da ventilagdo, levando em
consideracdo o conforto térmico dos animais para a fase de creche. E ainda, utilizou-se o
sistema de iluminacdo continuo da sala, com 24 horas de luz, natural e/ou artificial. Vale
mencionar que as baias eram limpas diariamente, com auxilio de pa e vassoura, e pelo menos
duas vezes na semana, as baias eram lavadas com lavadora de alta pressao.

3.1.9 Dieta

A dieta utilizada foi formulada atendendo as exigéncias nutricionais da fase de creche. A
composicao nutricional encontra-se na Tabela 6.

Tabela 6: Composicéo da dieta utilizada durante o periodo experimental (fase de creche)”.

Ingredientes Unidade Fase Inicial (creche)
Milho Kg 642,93
Farelo de Soja Kg 280,00
Farinha de Carne Kg 42,00
Oleo Kg 23,00
Sal Kg 5,00
Calcério Kg 2,00
Lisina Kg 1,80
Microminerais Kg 1,00
Vitaminas Kg 1,00
Metionina Kg 0,70
Colina 60% Kg 0,37
Coxistac**® Kg 0,20
TOTAL Kg 1000

* Dados fornecidos pelo fabricante ** Coxistac ® 12%: anticoccidiano

3.1.10 Abate

No 21° dia de experimento todos os animais foram abatidos, trés animais de cada
tratamento, tendo sido respeitado o periodo médio de seis horas de jejum alimentar e dieta
hidrica. A insensibilizacdo foi feita por eletronarcose, seguindo os principios do abate
humanitario. Realizou-se a laparotomia para a retirada dos 6rgaos do trato reprodutor, figado e
rins, para anélise histopatoldgica e histomorfométrica.

3.1.11 Processamento do material para exame histopatolédgico e histomorfométrico

Todo o processamento e analise histopatologica, e histomorfométrica foi realizado na
Escola de Veterinaria, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, na Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) — Campus Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Os 6rgdos coletados primeiramente foram acondicionados em formol 10% tamponado
nas primeiras 24 h, e apds, em alcool 70%, a fim de inativar as enzimas, conservando assim a
estrutura celular mais proxima de como se apresentam in vivo, sem a agdo autolitica celular. As
amostras do figado, dos rins, da vagina proximal e distal; do Gtero proximal, médio e distal; do
ovario direito e esquerdo das trés feméas de cada tratamento foram armazenadas até o
processamento.
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A clivagem foi realizada em todos os fragmentos coletados, no que se refere a vagina, foi
clivado aproximadamente 0,5 cm de diametro abrangendo todas as camadas desse 6rgéo,
obtidos da porgéo proximal e distal em relacdo a vulva. Os fragmentos uterinos cortados foram
de aproximadamente 0,5 cm de didmetro, abrangendo todas as camadas uterinas, obtidos da
porcdo proximal, media e distal em relagdo a cervix. Os ovérios (direito e esquerdo) foram
cortados medial-longitudinalmente. No que concerne aos demais orgaos, figado e rins foram
seccionados e obtidos dois fragmentos de aproximadamente 1,0 cm de cada 6rgéo.

Na etapa de diafanizacdo, os fragmentos passaram por um tratamento em solugédo
composta por alcool /xilol (50:50), xilol I e xilol 11, sendo que o tempo de processamento em
cada uma das etapas foi de uma hora, trinta minutos e trinta minutos, respectivamente.
Imediatamente apds a retirada do xilol 11, os fragmentos dos 6rgdos foram embebidos em
parafina histologica liquida (estufa a 60°C), passando por uma bateria de parafina I, parafina Il
e parafina 111, a temperatura de 60°C. O material processado permaneceu uma hora nesta etapa,
sendo vinte minutos em cada bateria de parafina.

Os blocos de parafina foram cortados em micr6tomo e foram obtidos cortes semifinos
(5 um). Os cortes histologicos foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina, segundo
metodologia de Langeron (1949), com modificacfes. Apos a parafina dos cortes ser removida
por duas passagens, de trinta minutos cada, em recipientes contendo xilol, foi feita a hidratacéo
em séries decrescentes de alcoois, permanecendo as ldminas por cinco minutos em cada alcool.
Em seguida, apds cinco minutos em agua corrente, foi realizada a coloracéo pela hematoxilina
e nova lavagem.

As laminas contendo os cortes histologicos foram transferidas para recipiente contendo
eosina, lavadas em agua e desidratadas, por sucessivas e rapidas passagens, em series crescentes
de alcoois. Para a diafanizacdo do material recorreu-se a duas passagens em xilol, cada uma
delas com cinco minutos de duracdo. A montagem das laminas e das laminulas foi realizada
utilizando o Béalsamo do Canada.

3.1.12 Analises histopatoldgicas e histomorfometricas

As andlises histopatoldgicas foram feitas com apenas uma seccao histolégica dos 6rgdos
do trato reprodutivo (vagina proximal e distal; Gtero proximal, médio e distal; ovario direito e
esquerdo), e do figado e dos rins das leitoas pré-puberes.

As avaliacdes histopatoldgicas foram realizadas em microscopio de luz Nikon Eclipse
Ci®, nas objetivas de 4x, 10x e 20x, acoplado ao sistema digitalizador de imagens e software
Lumenera INFINITY®,

No que se refere as analises histomorfométricas das leitoas pré-puberes, a partir da vagina,
proximal e distal, e do utero proximal, médio e distal, foi utilizada uma seccéo histoldgica e
desprezada outras trés secdes subsequentes, até totalizar quatro sec¢fes histologicas. Foram
mensuradas as espessuras do epitélio, da mucosa (considerando apenas a base das pregas
vaginais como ponto inicial das mensuracgdes), da camada muscular (Figura 19) e da camada
adventicia das duas porc¢des da vagina. E ainda, foram mensuradas as espessuras do epitélio
luminal, do endométrio (considerando apenas a base das proje¢des uterinas como ponto inicial
das mensuragdes), do miométrio e do perimétrio, das trés por¢des uterinas. Em cada seccao
histologica, foram feitas quatro medidas diametralmente opostas para todas as camadas
histoldgicas descritas anteriormente nas duas porc¢des da vagina e nas trés porcdes uterinas.
Portanto, a espessura de cada camada foi obtida pela média de 16 medidas. Para a mensuracéao
do epitélio foi utilizada a objetiva de 10x e para as demais camadas foi utilizada a objetiva de
4X.
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Figura 19: Fotomicrografia da vagina proximal, para visualizagdo da mucosa e da camada
muscular. HE. 20x.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

Para a analise histomorfométrica do ovario direito e esquerdo foi utilizada uma secc¢do
histoldgica e desprezadas outras trés subsequentes, até totalizar trés secgdes histologicas. Foram
considerados apenas foliculos ndo atrésicos. A mensuracdo foi realizada através do didmetro
folicular e do didmetro oocitario (Figura 20), expressos pela média entre diametro maior e
didmetro minimo dos foliculos primordiais, foliculos primarios unilaminar e foliculos priméarios
multilaminar. A classificagdo dos foliculos ovarianos foi de acordo com as descri¢cGes da
Tabela 7, segundo Flaws et al. (1997).

Para cada classe de foliculo ovariano foram analisados dez foliculos, em cada seccéo.
Portanto, as medidas do diametro folicular e do didmetro oocitario para cada classe de foliculo
foi obtida pela média de 30 medidas. Para as mensuracGes dos foliculos foi utilizada a objetiva
de 20x. Nao foi possivel realizar a histomorfometria dos foliculos ovarianos das fémeas que
foram intoxicadas com 2 ppm de ZEA (TO7 e T08), por ndo haver o nimero suficiente de
foliculos ndo atrésicos.
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Figura 20: Fotomicrografia do foliculo primério multilaminar, para visualizacdo da
mensuracdo do diametro oocitario. HE. 20x.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

Tabela 7: Classificacdo dos tipos de foliculos.
Tipos de foliculos

Foliculo primordial Odcito envolvido por uma camada de células foliculares
pavimentosas

Foliculo primario unilaminar Odcito circundado por uma Unica camada de células
foliculares cubicas

Foliculo primario multilaminar Odcito envolto por diversas camadas foliculares, mas sem a
presenca de antro e células da teca em torno do foliculo

Foliculo atrésico Presenca de nucleos picnoticos e/ou corpos apoptéticos entre

as células da granulosa, separagdo das células da granulosa
da membrana basal e alteracGes na forma do oécito
Fonte: Flaws et al. (1997).

Novamente, as avaliagbes histomorfométricas foram feitas no microscopio de luz Nikon
Eclipse Ci® acoplado ao sistema digitalizador de imagens e software Lumenera INFINITY®.

3.1.13 Analises da bioquimica sérica

Cerca de 4 mL de sangue de cada animal, trés leitoas de cada tratamento, foram
coletados no momento da sangria, durante a seccdo dos grandes vasos. O sangue foi
imediatamente transferido para tubos sem EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético) para
obtenc&o do soro, e estocado em freezer a -20°C, pois 0 congelamento tem minimo efeito sobre
o0s analitos que foram analisados.

As amostras foram centrifugadas a (500 x g) por 5 minutos para obtencdo do soro. O
soro de cada animal foi separado em microtubos e identificados. Sendo assim, foram analisados
as seguintes enzimas nas leitoas pré-puberes: alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina (ALP), uréia e creatinina. As analises foram realizadas em analisador bioquimico semi-
automatico CELM-SBA-200.

33



3.2 Experimento 11 (Leitbes Pré-Puberes)
3.2.1 Local do experimento

O local do ensaio in vivo foi o0 Setor de Suinocultura pertencente a Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizado na cidade de Seropédica/RJ.

3.2.2 Unidades experimentais

Foram utilizados oito leitbes pré-puberes da linhagem Topigs, com idade inicial de 44
dias e peso inicial médio de 15 £ 0,48 Kg. Os animais foram alojados em baias do tipo suspensa,
sendo dois animais alocados em uma baia. Os animais adquiridos foram vacinados contra os
agentes causadores de doencas: Mycoplasma hyopneumoniae e Actynobacillus
pleuropneumoniae.

3.2.3 Ensaio in vivo em leitdes pré-puberes

A producéo do nucleo de contaminacdo por ZEA, a extracdo e quantificacdo da ZEA, a
contaminacédo da racdo experimental, 0 manejo e a dieta seguiram 0s mesmos protocolos do
ensaio in vivo das leitoas pré-puberes descritos anteriormente.

3.2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos, sendo a baia a unidade experimental. Os animais foram alojados em baias do tipo
suspensa, sendo dois animais alocados por baia (Figura 21). Os leitGes passaram por um periodo
de adaptacdo de sete dias, e o periodo experimental foi de 21 dias. Os tratamentos consistiram
em quatro niveis de ZEA:

Dieta com 0 ppm de ZEA = Controle Negativo
Dieta com 0,25 ppm de ZEA

Dieta com 0,6 ppm de ZEA

Dieta com 2,0 ppm de ZEA

Figura 21: Machos alojados nas baias.

Fonte: Arquivo pessoal (2014).
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3.2.5 Parametros analisados no experimento in vivo

A biometria do testiculo direito e esquerdo foi obtida através da mensuracdo do
comprimento e da largura dos testiculos. Para medir o comprimento, foi considerado o testiculo,
incluindo a cauda e a cabeca do epididimo, e a largura foi mensurada na regido média de cada
testiculo no sentido latero-medial. A medicdo foi feita atraves de um paquimetro digital (Figura
22).

Figura 22: Biometria testicular, mensuracdo do comprimento e da largura do testiculo.

Fonte: Arquivo pessoal (2014).
3.2.6 Abate

Ao final do periodo experimental de 21 dias todos os animais foram abatidos, dois animais
de cada tratamento, vale ressaltar que foi respeitado o periodo médio de seis horas de jejum
alimentar e dieta hidrica, e foi feito insensibiliza¢do por eletronarcose, seguindo 0s principios
do abate humanitario. Realizou-se a laparotomia para a retirada das glandulas sexuais
acessorias, e ainda dos 6rgdos do trato reprodutor, testiculos, ducto deferente direito e esquerdo,
cabeca, cauda e corpo do epididimo direito e esquerdo, para andlise histopatoldgica e
histomorfométrica.

3.2.7 Processamento do material para exame histopatologico e histomorfométrico

Todo o processamento e analise histopatoldgica, e histomorfométrica foi realizado na
Escola de Veterinaria, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, na Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) — Campus Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Os o6rgéos coletados primeiramente foram acondicionados em formol 10% tamponado
nas primeiras 24 h, e apés, em alcool 70%, a fim de inativar as enzimas, conservando assim a
estrutura celular mais préxima de como se apresentam in vivo, sem a acédo autolitica celular.

A clivagem foi realizada em todos os fragmentos coletados, no que se refere as amostras
do testiculo direito e esquerdo; da cauda, do corpo e da cabeca do epididimo direito e esquerdo;
do ducto deferente direito e esquerdo; e da glandula bulbouretral, da vesicula seminal e prostata
dos dois machos de cada tratamento que foram armazenados até o processamento. A clivagem
dos fragmentos coletados dos leitdes foi de aproximadamente 0,5 cm de didametro abrangendo
toda porcdo medial do testiculo direito e esquerdo. Ja os demais 6rgdos, os cortes foram de
aproximadamente 0,5 cm de didmetro de cada.
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Na etapa de diafanizacdo, os fragmentos passaram por um tratamento em solucéo
composta por alcool /xilol (50:50), xilol I e xilol 11, sendo que o tempo de processamento em
cada uma das etapas foi de uma hora, trinta minutos e trinta minutos, respectivamente.
Imediatamente apds a retirada do xilol Il, os fragmentos dos 6rgdos foram embebidos em
parafina histologica liquida (estufa a 60°C), passando por uma bateria de parafina I, parafina Il
e parafina 111, a temperatura de 60°C. O material processado permaneceu uma hora nesta etapa,
sendo vinte minutos em cada bateria de parafina.

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo e foram obtidos cortes semifinos
(5 um). Os cortes histologicos foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina, segundo
metodologia de Langeron (1949), com modificacdes. Apds a parafina dos cortes ser removida
por duas passagens, de trinta minutos cada, em recipientes contendo xilol, foi feita a hidratacéo
em série decrescente de alcoois, permanecendo as laminas por cinco minutos em cada alcool.
Em seguida, ap6s cinco minutos em agua corrente, foi realizada a coloracdo pela hematoxilina
e nova lavagem.

As laminas contendo os cortes histologicos foram transferidas para recipiente contendo
eosina, lavadas em agua e desidratadas, por sucessivas e rapidas passagens, em séries crescentes
de alcoois. Para a diafanizagdo do material recorreu-se a duas passagens em xilol, cada uma
delas com cinco minutos de duracdo. A montagem das laminas e das laminulas foi realizada
utilizando o Béalsamo do Canada.

3.2.8 Andlises histopatoldgicas

As andlises histopatoldgicas foram feitas com apenas uma sec¢do histologica de cada
Orgdo do trato reprodutivo (testiculo direito e esquerdo; ducto deferente direito e esquerdo;
cabeca, cauda e corpo do epididimo direito e esquerdo) e das glandulas acessorias (prostata,
glandula bulbouretral e vesicula seminal) dos leitdes.

As avaliacBes histopatoldgicas foram realizadas em microscopio de luz Nikon Eclipse
Ci®, nas objetivas de 4x, 10x e 20x, acoplado ao sistema digitalizador de imagens e software
Lumenera INFINITY®,

3.2.9 Andlises histomorfométricas

Com relacdo a analise histomorfométrica dos orgdos dos leitdes pré-puberes, as
mensuracdes histologicas foram feitas apenas nos testiculos, obtendo-se sete imagens
equidistantes de uma secdo histologica do testiculo direito e de uma secdo histologica do
testiculo esquerdo. Em cada imagem, foram realizadas oito mensurac@es equidistantes da altura
do epitélio do tabulo seminifero e oito mensuracdes equidistantes da distancia entre os tabulos
seminiferos (Figura 23). Portanto, a altura do epitélio do tubulo seminifero e a distancia entre
0s tubulos seminiferos foram obtidas pela média de 58 medidas cada. A avaliacdo
histomorfométrica foi feita em objetiva de 20x, no microscopio de luz Nikon Eclipse
Ci®acoplado ao sistema digitalizador de imagens e software Lumenera INFINITY®.
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Figura 23: Fotomicrografia do testiculo direito, para visualizagdo das mensuracdes das
variaveis. HE. 20x.

Fonte: Arquivo pessoal (2016).
3.2.10 Analises da bioquimica sérica

Cerca de 4 mL de sangue de cada animal foram coletados no momento da sangria,
durante a seccdo dos grandes vasos. O sangue foi imediatamente transferido para tubos sem
EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético) para obtencéo do soro, e estocado em freezer a -
20°C, pois o congelamento tem minimo efeito sobre os analitos que foram analisados.

As amostras foram centrifugadas a (500 x g) por 5 minutos para obtencdo do soro. O
soro de cada animal foi separado em microtubos e identificados. Sendo assim, foram analisados
as seguintes enzimas nos leitdes pré-puberes: fosfatase alcalina (ALP), ureia e creatinina. As
analises foram realizadas em analisador bioquimico semi-automatico CELM-SBA-200.

3.3 Analises Estatisticas

Para as analises estatisticas dos dados de histomorfometria das leitoas, utilizou-se analise
de variancia em arranjo fatorial 4x2, usando o teste SNK (Student-Newman-Keuls). O nivel de
significancia para informar as diferencas foi de p<0,05. As andlises foram conduzidas usando
0 programa computacional estatistico InfoStat®, versdo 2008.

Ja os dados dos leitdes, foram conduzidas andlises estatisticas para morfometria e
histomorfometria testicular. As variaveis foram submetidas a analise de variancia em arranjo
fatorial 4x2.0 nivel de significancia para informar as diferencas foi de p<0.05. Os dados foram
paramétricos e utilizou-se 0 SNK (Student-Newman-Keuls). As analises foram conduzidas
usando o programa computacional estatistico InfoStat®, versao 2008.

E ainda, os dados da bioquimica sérica dos leitdes e das leitoas foram submetidos ao Teste
exato de Fisher, com nivel de significancia de p< 0,05, para saber se existe uma associacdo
entre a ZEA e cada pardmetro da bioquimica sérica dos animais. As anélises foram conduzidas
usando o programa computacional R® (R Development Core Team, 2009). Vale mencionar que
ndo foi aplicada a avaliacdo estatistica para as anélises histopatoldgicas, todos os resultados
foram apresentados em tabelas Unicas. As avaliagfes histopatologicas foram feitas pelos
achados encontrados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Resultados Experimento | (Leitoas Pré-Puberes)
4.1.1 Anédlise da bioquimica sérica

Os resultados dos efeitos da ZEA sobre a bioquimica sérica das leitoas estéo dispostos na
Tabela 8.

Tabela 8: Efeito dos tratamentos sobre a bioquimica sérica das leitoas pre-puberes ao 21°dia
de experimento’.

Bioquimica sérica

Tratamentos ALT ALP Ureia Creatinina
T01: Opppm ZEA + 0.0% AAM" 4100 26033 25.00 1,0
T02: Oppm ZEA + 0.2% AAM 4933 314,00 28,00 1,0
T03: 0,25ppm ZEA + 0.0% AAM 6066 283,33 2433 0,96
T04: 0,25ppm ZEA + 0.2% AAM 6233 395,66 20,00 0,96
T05: 0,6 ppm ZEA + 0.0% AAM 5433 367,66 19,33 0,93
T06: 0,6 ppm ZEA + 0.2% AAM 56,33 467,66 19,66 0,96
T07: 2,0ppm ZEA + 0.0% AAM 4333 271,66 17,00 1,06
T08: 2,0 ppm ZEA + 0.2% AAM 4566 312,66 29,66 1,06

! Resultados expressos em médias

* AAM= Aditivo anti-micotoxina

Teste Exato de Fisher = ALT: p-valor=0,0227; ALP: p-valor=0,3145; Ureia: p-valor=<0,0001; Creatinina:<0,0001
Valores de referéncia= ALT: 31-58; ALP: 118-395; Ureia: 21-64,2; Creatinina: 1-2,7

Ocorreu associacdo significativa entre a ZEA e ALT, ureia e creatinina, ocorrendo
alteracdo dos niveis normais desses parametros. Os niveis de ALT foram maiores que os valores
de referéncia nos grupos que consumiram 0,25 ppm ZEA com ou sem a adicdo do AAM (T03
e T04). Os niveis de ureia foram menores nos grupos de animais que consumiram 0,6 ppm ZEA
(TO5 TO6) e no grupo de leitoas que consumiram 2,0 ppm de ZEA (T07). Nao houve associacao
estatistica significativa entre a ZEA e alteracdo dos niveis de ALP, porém os niveis do grupo
experimental TO6 foram maiores que 0s niveis normais para a espécie.

Com relagdo a creatinina houve alteragcdo dos niveis normais, diminuicdo dos valores,
para 0S grupos experimentais pertencentes ao tratamento T03, T04, T05 e T06. A adicdo do
AAM nédo demonstrou efeito protetor, ja que foi observado alteracdo dos niveis dos parametros
bioquimicos em grupos que consumiram o produto a base de parede celular de levedura.

Marin et al. (2013) realizaram um experimento com leitoas pré-puberes de um més de
idade, que foram intoxicadas com 0,3 ppm de ZEA. Nesse estudo os autores avaliaram
pardmetros da bioquimica sérica; ureia, creatinina, fosfatase alcalina (ALP), alanina
aminotransferase (ALT), albumina, proteinas totais, gama glutamiltransferase (GGT), e outras
enzimas. Os resultados desses autores mostraram que adicdo de ZEA apenas interferiu na
atividade de ALT e GGT, havendo diminui¢cdo no grupo de leitoas que consumiram ZEA, o
resultado desse estudo observou aumento da enzima ALT.

A ZEA esta associada a efeitos hepatotoxicos, provocando diminuigdo das enzimas
hepaticas, o aumento de ALT também esta relacionado com necrose e degeneracdo dos
hepatocitos (MARIN et al., 2013).

Em acordo com Sutkevicien et al. (2009) que observaram em suas pesquisas que suinos
machos adultos intoxicados com 1 ppm de ZEA, durante 60 dias, tiveram aumento significativo
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dos niveis de ALT em compara¢do com animais do grupo controle, 0 aumento dessa enzima se
da pelo estimulo que a ZEA provoca nos processos metabolicos do figado.

A ZEA é metabolizada no figado, e estudos com ratos indicam que o metabolismo
hepatico é afetado, ocorrendo aumento de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase no soro sanguineo dos animais que consumiram essa micotoxina
(SUTKEVICIEN et al., 2009).

4.1.2 Analises histomorfométricas

Os resultados da histomorfometria dos érgdos do aparelho reprodutor das leitoas dos
grupos experimentais estdo expostos na Tabela 9.

Tabela 9: Efeito dos tratamentos sobre a histomorfometria do trato reprodutivo das leitoas’.

Orgéo Tratamentos (um)

T01 T02 T03 T04 TO5 TO6 T07 TO8 E.E"
VP- epitélio 14,58 14,46 109,73° 87,03° 150,72°  108,42°  262,80° 210,39¢ 11,3
VP- mucosa 244,78 217,322 1544,45™ 1304,30° 1352,36°  1385,50°  2128,81¢ 1723,62¢ 89,4
VP- muscular 481,65° 522,44  1188,76° 1055,26° 144562° 1255,69° 1311,82° 1170,19° 116,6
VP- adventicia 327,74° 323,10% 307,072 313,15° 370,95° 398,08° 361,58° 337,76° 21,8
VD- epitélio 14,04 14,317 49,26% 34,28 108,26° 69,28° 29,68% 28,37 9,5
VD- mucosa 213,71° 207,46  453,75° 323,56% 462,4° 401,74°  428,04° 327,62 35,8
VD- muscular 519,52° 553,68*  1507,80° 1575,89° 1576,73°  1410,33°  1882,00° 1288,81° 196,2
VD- adventicia 383,68° 386,95 561,76 437,17 497,68  44592% 44734 366,59° 38,3
UP- epitélio 15,79 15,18° 23,23 19,85% 23,26° 24,60° 24,97° 23,43° 1,7
UP- 776,85% 758,35%  1170,41%* 1172,03%* 1056,71®  1339,66°  822,28° 797,33 93,7
endométrio
UP- miométrio 479,39  493,28% 658,29° 629,78% 628,92 685,89° 423,28° 405,117 49,5
UP- perimetro 26,75° 29,41° 31,332 28,94° 26,94° 26,822 25,172 23,14° 1,3
UM- epitélio 18,12% 14,53 22,26 21,47 23,14 22,89 28,43° 24,39 1,8
UM- 732,81° 771,16a°  1078,52 1188,37°¢ 1151,89° 1164,64° 1097,07™ 926,723 83,7
endométrio
UM- 413,56* 473,87 566,14 592,26 639,26 665,38 449,23 387,73 33,3
miométrio
UM- 27,49° 33,882 29,29° 27,22* 27,32% 25,942 24,362 23,73* 2,1
perimetrio
UD- epitélio 16,49° 16,44° 22,01 20,72 22,26 24,20 25,34¢ 25,28° 0,95
uD- 733,012 778,818  1054,53% 1079,59* 1085,38*  1060,82*  1007,79° 834,00? 78,7
endométrio
UD- miométrio 489,542 438,222 477,922 489,45* 474,16% 463,10% 472,72% 473,67% 43,0
UD-perimetrio 29,167 30,60% 38,532 26,84° 26,0° 24,272 28,85° 24,58° 2,4
OD- FP - DF 35,89° 32,322 33,4° 34,29 33,88° 35,85° - - 0,48
OD-FP- DO 31,11° 27,30° 29,022 29,78% 28,43 30,71 - - 0,54
OD-FPU- DF 64,29° 62,62° 66,07° 65,52° 64,51° 68,40° - - 15
OD-FPU- DO 48,72° 41,522 46,38° 44,73 41,28% 47,81° - - 1,0
OD-FPM- DF 118,267 116,822 120,252 114,82° 125,357 118,09? - - 2,5
OD-FPM-DO 63,5° 59,15° 65,96° 63,16° 58,39° 66,57° - - 2,2
OE-FP- DF 34,55 31,832 33,63° 36,78° 34,510 36,13¢ - - 0,57
OE-FP- DO 29,46% 27,43 28,86% 30,71° 28,81% 30,49% - - 0,53
OE-FPU- DF 66,91° 64,88° 65,41° 65,04° 66,07° 67,812 - - 1,51
OE-FPU-DO 44,48 41,062 45,85 43,24 44,93® 48,43° - - 1,3
OE-FPM-DF 123,257 118,917 122,00? 114,69? 130,452 118,192 - - 6,7
OE-FPM-DO 60,83% 56,69? 65,18? 59,042 60,16° 62,18? - - 2,6

! Resultados expressos em médias

@ Médias com letras distintas nas linhas diferem estatisticamente pelo Teste SNK (p<0,05)

" Erro padrdo da média

VP, vagina proximal; VD, vagina distal; UP, Gtero proximal; UM, Gtero médio; UD, Utero distal; OD, ovario
direito; FP, foliculo primordial; DO, didmetro folicular; DO, didmetro oocitario; FPU, foliculo primério
unilaminar; FPM, foliculo priméario multilaminar.

Houve diferenga estatistica significativa em trés camadas histologicas da vagina
proximal, ndo havendo diferenca entre os tratamentos na camada adventicia desse 6rgdo. O
epitélio da vagina proximal foi mais sensivel a ZEA, ndo havendo diferenca significativa entre
0s animais dos grupos controle (TO1 e T02), que foram significativamente diferentes dos demais
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grupos. N&o ocorreu diferenca significativa entre as leitoas do grupo T03 e T04, por mais que
a espessura do epitélio das leitoas que consumiram ZEA com a adicdo do AAM foi menor
(TO4). O mesmo né&o ocorreu na concentracdo de 0,6 e 2,0 ppm, houve diferenga significativa
entre as leitoas do grupo TO5 e T06, e entre as leitoas do grupo TO7 e TO8, com menor espessura
do epitélio no grupo de animais que consumiram ZEA + AMM. No epitélio da vagina proximal
podemos observar o efeito dose dependente relacionado ao aumento da concentracdo de ZEA,
a espessura do epitélio aumentou conforme o aumento dos niveis de ZEA.

Com relacdo a mucosa, novamente ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos
controles, as leitoas intoxicadas com 0,25 e 0,6 ppm de ZEA foram estatisticamente iguais. O
efeito de reducdo da espessura da mucosa da vagina devido a inclusdo do AAM foi observado
no grupo de leitoas T08. Ja na camada muscular desse 6rgéo, a diferenga estatistica observada
ocorreu apenas entre 0s grupos controles com os demais grupos, ndo havendo diferenca entre
0s animais intoxicados com as trés concentragdes de ZEA, com ou sem a inclusdo do AAM.

Na vagina distal a atenuacao dos efeitos hiperestrogénicos devido a inclusdo do aditivo a
base de PCL ocorreu apenas na concentracdo de 0,6 ppm, ja& que foi observada diferenca
significativa entre as leitoas do grupo T05 e T06, sendo que as leitoas do grupo TO06
(ZEA+AAM) tiveram menor espessura do epitélio. O mesmo resultado ndo foi observado nos
demais grupos (T03, T04, TO7 e TO08), j& que houve igualdade estatistica no epitélio dessas
leitoas com as leitoas dos grupos controle (TO1 e T02). Na mucosa da vagina distal, as leitoas
cuja a dieta houve inclusdo do AAM, T04 e T08, houve igualdade estatistica com a mucosa das
leitoas do grupo T01 e TO2, o0 mesmo n&o foi observado na concentragéo de 0,6 ppm de ZEA.
E ainda, ndo foi observado diferenca significativa entre as trés doses de ZEA, o efeito
hiperestrogénico nessa camada foi igual para as trés concentracbes de ZEA. Com relacdo a
camada muscular desse 6rgdo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos intoxicados com
ou sem a presenca do AAM, apenas entres esses grupos com os animais do grupo controle,
novamente os efeitos deletérios provocados pela ZEA foram constantes, ndo havendo um efeito
dose dependente. A camada adventicia ndo sofreu influéncia da ZEA, pois as leitoas que
consumiram ZEA com ou sem a presenca do AAM possuiram igualdade estatistica com as
leitoas dos grupos TO1 e TO2, com excecado das leitoas do grupo T08 que possuiram igualdade
estatistica apenas com o grupo controle (T01) e com os demais tratamentos que consumiram
ZEA e ZEA com AAM.

Com relacdo as trés por¢des uterinas, os resultados foram 0s mesmo no perimétrio ndo
havendo diferenca entre os tratamentos. No epitélio do GUtero proximal ndo foi observado
diferenca estatistica entre as leitoas que consumiram as trés concentragcbes ZEA com ou sem a
inclusdo do AAM, apenas o grupo TO4 apresentou igualdade estatistica com 0s grupos
controles. No endométrio a igualdade estatistica das leitoas intoxicadas com ZEA ocorreu entre
0s grupos T03, T04, TO5, TO7 e TO8 com as leitoas do grupo controle, apenas as leitoas do
grupo TO6 tiveram maior espessura de endometrio, ndo havendo igualdade estatistica com as
leitoas do grupo TO1 e T06. O miométrio também ndo foi um bom indicador dos efeitos
hiperestrogénicos da ZEA, ja que a histomorfometria das leitoas que consumiram ZEA com ou
sem a presenca do AAM possuiram igualdade estatistica com as leitoas dos grupos T01 e/ou
TO2.

O epitélio do utero medio das leitoas que consumiram a maior concentracdo de ZEA sem
a inclusdo do aditivo a base de PCL (TQ7) tiveram a maior espessura, sendo 0 Unico grupo que
ndo teve igualdade estatistica com as leitoas do grupo controle, os demais tratamentos
possuiram igualdade estatistica com o grupo TO1, ndo ocorreu diferenca estatistica entre 0s
animais intoxicados com ZEA. E ainda sobre o epitélio do Gtero médio, as leitoas do grupo T03,
TO7 e TO8 tiveram igualdade estatistica com as leitoas do grupo T02. J& no miométrio as leitoas
do grupo TO5 e TO6 tiveram a maior espessura de miométrio, ndo havendo diferenca entre esses
grupos, que também foram iguais estatisticamente as leitoas que consumiram 0,25 ppm de ZEA
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com ou sem a inclusdo do AAM. As leitoas dos grupos TO7 e T08 tiveram igualdade estatistica
com as leitoas do grupo controle, 0 mesmo ocorreu com as leitoas T03 e T04 que foram iguais
estatisticamente com o grupo T02.

Com relacao ao utero distal ndo houve diferenca histomorfométrica significativa entre os
tratamentos no endométrio e no miométrio. J& no epitélio do Utero distal ocorreu diferenga
significativa entre as leitoas dos grupos controle (TO1 e T02) com relacdo aos demais
tratamentos, ndo foi observada diferenca entre as trés concentracfes de ZEA, independente da
inclusdo do AAM. E ainda, as leitoas que consumiram 2,0 ppm de ZEA (TO7 e T08) tiveram a
maior espessura epitelial.

Logo, o efeito hiperplasico foi observado no epitélio do Utero proximal nos trés niveis de
inclusdo de ZEA, ndo havendo diferenca entre as doses, sem efeito dose dependente. Ja nas
outras camadas uterinas o efeito hiperestrogénico foi pontual em uma ou duas doses, ndo sendo
observado nas trés porcdes do Utero.

Ja que no endométrio do utero proximal o efeito hiperplasico ocorreu apenas na
concentracdo de 0,6 ppm. J& no Gtero médio houve hiperplasia significativa no epitélio apenas
das leitoas que consumiram 2,0 ppm de ZEA. No endométrio do utero médio o resultado
significativo de hiperplasia ocorreu na concentracdo de 0,25 e 0,6 ppm de ZEA. No miométrio
desse Orgao o espessamento significativo ocorreu apenas na concentracao de 0,6 ppm. E ainda,
no Utero distal o efeito hiperplasico foi observado apenas no epitélio, sendo que as leitoas que
consumiram 2,0 ppm tiveram a maior espessura de epitélio, seguidas pelas leitoas que
consumiram 0,25 e 0,6 pmm, porém n&do houve diferenca significativa entre os trés niveis de
ZEA.

Na histomorfometria do ovario direito os resultados do foliculo primordial (DF)
indicaram gue houve diferenca estatistica significativa entre os grupos controle (T01 e T02).
Porém a ZEA né&o alterou a histomorfometria desses foliculos, ja que as leitoas do grupo T03 e
TO5 apresentaram igualdade estatistica com as leitoas do grupo T02, as leitoas do grupo T04
apresentam igualdade estatistica com os grupos controle (TO1 e T02), e por fim as leitoas do
grupo T06 apresentaram igualdade estatistica com o grupo controle (T01).

Os resultados foram similares com relacdo a histomorfometria do foliculo primordial
(DO) havendo diferencga significativa entre as leitoas dos grupos controle (T01 e T02). A ZEA
ndo influenciou na histomorfometria desse foliculo, ja que as leitoas do grupo T03 e T04
apresentaram igualdade estatistica com os grupos controle, as leitoas do grupo TO05
apresentaram igualdade estatistica com o grupo T02, e as leitoas do grupo T06 apresentaram
igualdade estatistica com o grupo TO1.

Novamente houve diferenca estatistica significativa no foliculo priméario unilaminar entre
0s grupos controle (TO1 e T02). Como também a inclusdo de ZEA ndo provocou alteraces
nesse parametro, ja que as leitoas do grupo T03 e T06 apresentaram igualdade estatistica com
as leitoas do grupo T01, as leitoas do grupo TO5 apresentaram igualdade estatistica com o grupo
T02, e TO4 com os grupos controle (TO1 e T02). N&o ocorreu diferenga significativa entre 0s
tratamentos com relagéo a histomorfometria do foliculo primério unilaminar (DF) e no foliculo
primario multilaminar (DF e DO).

Ja no ovério esquerdo, a histomorfometria do foliculo primordial (DF) diferiu
significativamente entre os grupos controle (TO1 e T02), todos os tratamentos que consumiram
ZEA com ou sem a inclusdo do AMM apresentaram igualdade estatistica apenas com o grupo
TO1. Ja no DO do foliculo primordial os grupos controle apresentaram igualdade estatistica,
sendo que as leitoas do grupo T03, TO5 e TO6 apresentaram igualdade estatistica com 0s grupos
controle, e 0 grupo T04 apresentou igualdade estatistica apenas com o grupo TO1.

Com relagdo ao foliculo priméario unilaminar (DO), os grupos controle também
apresentaram igualdade estatistica, assim como a histomorfometria desse foliculo no grupo
TO03, TO4 e TO5 néo diferiram significativamente dos grupos controle (TO1 e T02), o grupo T06
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apresentou igualdade estatistica apenas com o grupo TO1. O didmetro folicular e oocitario dos
demais foliculos do ovario esquerdo ndo diferiram significativamente entre os tratamentos.

Observando os resultados das trés concentracdes de ZEA, verifica-se o efeito dose
dependente, aumento da dose aumento da resposta, no epitélio da vagina proximal, sendo uma
regido com uma alta sensibilidade a ZEA. As demais camadas desse 6rgéo sofreram influéncia
da ZEA, tendo um aumento bem expressivo, mas com valores préximos de altura de mucosa e
camada muscular entre o0s seis grupos intoxicados. A atenuacdo dos efeitos da ZEA devido a
inclusdo do AAM na dieta das leitoas ocorreu na concentracdo de 0,6 e 2,0 ppm.

Com relacdo a vagina distal, ndo houve efeito dose dependente, e os valores das camadas
histologicas sdo proximos nas trés concentragdes de ZEA. A camada muscular desse 6rgéao
demonstrou ser a regido mais sensivel de resposta a exposi¢do por ZEA, jé no epitélio ndo foi
observado um efeito hiperplasico como observados na vagina proximal. Por se tratar de uma
regido de transicdo entre a vagina e o Utero, a resposta da vagina distal foi similar ao do Utero.

Em acordo com Wang et al. (2012), que também evidenciaram o sinal classico de
hiperestrogenismo em leitoas, e o seu decréscimo pelo uso de uma substancia adsorvente, que
sequestra a ZEA ainda no trato gastrointestinal, reduzindo o efeito estrogénico da ZEA. Jiang
et al. (2012) também obtiveram o mesmo resultado, metaplasia celular vaginal.

Em fémeas sexualmente imaturas, como as leitoas desse estudo, que possuem niveis basais
de estrogeno enddgeno, em razdo do alto metabolismo e da baixa taxa de sintese de estrogénio,
guando intoxicadas com ZEA, respondem rapidamente as biotransformac@es provocadas pela
substancia exdgena, e os efeitos sdo rapidamente notados no trato reprodutivo, em especial na
vagina (GAJECKA et al., 2012).

Muitos trabalhos na literatura mostram que o efeito da ZEA no Utero esta relacionado ao
aumento do peso desse 6rgdo em leitoas pré-puberes (MALLMANN e DILKIN, 2007;
MOSTROM, 2012; TEIXEIRA et al., 2011). Porém, os resultados encontrados neste estudo
mostraram que as alteracGes histomorfométricas provocadas pela ZEA no Utero estdo presentes
no epitélio, sem haver um aumento muito pronunciado na espessura, inferior a 11 micrometros
quando comparado a espessura do epitélio dos grupos controle, e nem sempre estdo presentes
nas outras camadas uterinas. O aumento do peso do utero pode estar associado com aumento
da secrecéo glandular pelas glandulas uterinas.

Em acordo com Teixeira et al. (2011) que também descreveram em seu estudo aumento
significativo da espessura do epitélio uterino em leitoas que consumiram 0,75 ppm de ZEA.
Esses autores relatam que a ZEA funciona estimulando a sintese de proteina pelo Gtero, em
especial na histologia do Utero as alteracdes de hipertrofia e hiperplasia ficam restritas as células
epiteliais da mucosa e das glandulas uterinas.

Porém, Doll et al. (2004) ndo encontraram aumento na altura do epitélio uterino e na
altura do epitélio das glandulas uterinas, porém houve aumento do peso do Utero nas leitoas que
consumiram 0,42 ppm de ZEA.

Gajecka et al. (2012) concluiram em seus estudos que a ZEA induz um aumento da
espessura de todas as camadas uterinas, com exce¢do do miométrio. O Utero é sensivel a
substancias estrogénicas, que desencadeiam um processo inflamatério que pode lesionar
permanentemente esse 6rgao (STOPA et al., 2014).

A histomorfometria uterina pode ndo ser um parametro crucial para estudo dos efeitos
toxicos da ZEA. Através da histomorfometria dos 6rgdos do aparelho reprodutivo podemos
determinar com precisdo quais sdo 0s 6rgdos mais sensiveis a exposi¢do a ZEA, pela producao
de efeitos toxicos importantes. Dessa forma, pelo monitoramento desses 6rgédos podemos tanto
monitorar a contaminacao natural da ZEA no campo, como também estabelecer e regulamentar
limites minimos aceitaveis de ZEA nas ra¢des destinadas a suinos aqui no Brasil.

Resultados similares com desse estudo foram descritos por Stopa et al. (2014), os efeitos
hiperestrogénicos no utero foram mais pronunciados nas menores doses de ZEA do que néao
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maior concentracdo. Esses autores explicam que a ZEA pode exercer um efeito estimulante ou
adaptativo no nimero e na atividade das glandulas endometriais, sendo que concentracdes altas
dessa toxina tem um efeito inibidor na atividade glandular. E ainda, a quantidade de receptores
estrogénicos no utero diminuem com o aumento da concentracdo de ZEA, porque devido a
redundancia funcional causada pelos altos niveis de substancias andlogas ao estrogeno de vérias
origens.

O epitélio da vagina proximal € sensivel a ZEA, o0 mesmo ndo ocorre no epitélio da por¢do
distal desse orgao. O epitélio do Utero também ndo demonstrou ser sensivel a toxina, ja que ndo
foi observado hiperplasia das células epiteliais. A auséncia de resposta hiperestrogénica pelo
epitélio da vagina distal pode estar associada ao fato de ser uma regido muito préxima e ja de
transicao ao Utero, tendo dessa forma a mesma resposta que o Gtero.

A ZEA na concentracdo de 0,25 e 0,6 ppm néo afetou o didametro folicular e o didmetro
oocitério dos foliculos ovarianos, ja que os diametros desses animais foram estatisticamente
iguais aos dos animais dos grupos controle. Esse resultado pode ter ocorrido pois s6 foram
considerados foliculos ndo atrésicos. A ZEA interfere na histologia ovariana, hd um aumento
no numero de foliculos atrésicos, pois nos animais que consumiram 2,0 ppm de ZEA nao houve
namero suficiente de foliculos ndo atrésicos para a mensuragdo dos didmetros.

Em acordo com Schoevers et al. (2012), a integridade dos foliculos diminuiu com o
aumento das concentracdes de ZEA. A ZEA foi responsavel por diminuir a quantidade de
foliculos ndo atrésicos. O efeito deletério dessa toxina nos ovarios esta relacionado com danos
nos foliculos primordiais, primarios e secundarios, a degeneracdo ocorre principalmente no
odcito, pelo processo de autofagia (SHOEVERS et al., 2012). Cortinovis et al. (2013)
reportaram que a ZEA em diferentes doses causou um efeito dose dependente na degeneracéo
dos foliculos. Altas concentraces de ZEA provocam diminuicdo da proliferacdo de células da
granulosa, provocando apoptose e necrose nos foliculos, resultado similar ao desse estudo.

Muitos pesquisadores afirmam através de suas pesquisas que a ZEA interfere
principalmente no aparelho reprodutivo, sem que haja nenhuma alteracdo significativa em
parametros zootécnicos e no desempenho produtivo dos animais (ANDRETTA et al. 2008;
DOLL etal., 2004; SPERANDA et al. 2006; TEIXEIRA et al., 2011). Sendo assim, o impacto
da ZEA fica restrito a reprodutores, podendo interferir diretamente no desempenho reprodutivo,
provocando grandes prejuizos econdmicos para o produtor.

Os resultados desse estudo propdem que houve um efeito de atenuacgéo devido ao uso do
AAM, nas trés concentracdes de ZEA, principalmente na vagina, que foi o érgdo mais sensivel
aos efeitos hiperestrogénicos. Zhang et al. (2016) mostraram em seu trabalho que S. cerevisiae
biodegrada a ZEA, pelo mecanismo de adsor¢do dos componentes presentes em sua parede
celular (B-glucanos e manonoproteinas). Armando et al. (2012) reportaram em seu estudo que
existe uma variacdo da capacidade de adsorcdo entre diferentes cepas de S. cerevisiae, mas que
todas as cepas testadas foram capazes de adsorver a ZEA. Em concentra¢des baixas de ZEA
(1 e 5 pug mlt) a capacidade adsorcdo entre as cepas variou de 48 a 87%, em concentragdes
altas dessa toxina (20 e 50 ug ml™) a variagdo foi 41 a 6.7%. O fator determinante para a maior
capacidade de adsorcdo a ZEA foi a espessura da parede celular, quanto mais espessa maior
capacidade de a ligacao.

Jouany et al. (2005) relataram em seu estudo que os B—glucanos desempenham o papel
mais importante na adsor¢do a mictoxina, devido a sua estrutura 3-D com a existéncia de
eletroestatica e interacdes hidrofobicas entre unidades de glicose sdo os fatores chave da
eficiéncia de adsorgdo a ZEA.
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4.1.3 Anélises histopatoldgicas

N&o foram observadas alteracfes macroscopicas no figado e nos rins dos animais. As
alteracdes histopatoldgicas (e seus graus) presentes no figado das leitoas dos oito tratamentos
estéo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Alteragdes histopatoldgicas observadas no figado dos animais dos oito tratamentos,
abatidos aos 21 dias.

Alteracdes histopatoldgicas TOl TO02 TO3 TO04 TO5 TO6 TO7 TO8
Infiltrado de células basofilicas + + + + ++ o+ttt
Nno espaco porta

Ectasia de capilares sinusoides - - + - ++ o+ +++ 4+
Espessamento de tecido - - + - ++ o+ ++ ++
conjuntivo no espaco

interlobular

Hiperemia da veia centro - - - + ++ 4+ +++ 4+

lobular e no espaco porta
@Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Nos cortes histologicos do grupo controle (TO1) e dos animais que receberam dieta base
com 0,2% do AAM (T02) foram observadas apenas uma alteracdo, infiltrado discreto de células
basofilicas no espaco porta. Nos animais intoxicados com 0,25 e 0,6 ppm de ZEA (T03 e T05)
sem a adicdo do AAM as lesdes encontradas tiveram maior intensidade quando comparadas as
lesGes presentes nos grupos que foram administrados nas dietas 0 AAM. Os resultados ja ndo
foram 0s mesmos para 0s animais que ingeriram a maior concentracdo de ZEA (T07 e T08), as
alteracdes histopatoldgicas tiveram o mesmo grau de intensidade, ndo havendo mais o efeito de
atenuacdo das alteracdes histopatoldgicas pelos animais que ingeriram o AAM (Figura 24).

Figura 24: Fotomicrografia do espaco porta do figado das leitoas dos oito tratamentos: A-B -
Espaco porta com discreto infiltrado (seta), T01-T02; C - Hiperemia e infiltrado inflamatorio
no espago porta (seta), disposi¢do normal dos hepatdcitos e espago porta normal, T03; D -
Hiperemia, infiltrado inflamatorio no espaco porta, ectasia dos capilares sinusoides (seta), T04;
E-F-G-H - Hiperemia, infiltrado inflamat6rio no espago porta, ectasia dos capilares sinusoides,
espessamento do espaco interlobular (seta), TO5-T06-T07-T08. HE. 20x.
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Os resultados apresentados referentes a histopatologia do figado foram similares aos
descritos por Dumitrescu et al. (2014), que relataram muitas das alteracOes
morfohistopatologicas descritas no presente estudo, como espessamento de tecido conjuntivo
no espaco interlobular, infiltrado inflamatdrio, ectasia de capilares sinusoides, em leitGes
intoxicados experimentalmente com 0,25 ppm de ZEA durante 18 dias.

No entanto, Tiemann et al. (2008), observaram apenas um discreto espessamento de
tecido conjuntivo no espaco interlobular, como lesdo microscépica do tecido hepético de
fémeas suinas que consumiram trigo naturalmente contaminado com 0,358 ppm de ZEA por 35
dias. Chatopadhyay et al. (2012), relataram danos hepéaticos em camundongos que consumiram
doses diarias de 50 ppb, 100 ppb e 200 ppb de ZEA por Kg de peso corporal, durante 14 dias.

Dados na literatura mostram que existe hepatotoxicidade causada pela ZEA, havendo
aumento das concentracGes das aminotransferases hepaticas (alanina-aminotransferase e
aspartato aminotransferase) no plasma sanguineo. O processo exato que desencadeia a injuria
hepética é complexo, sabe-se que ocorre ativacdo dos hepatdcitos, e consequentemente injdria
tecidual mediada por radicais livres e ainda ha peroxidacgao de lipideos (CHATOPADHYAY
etal., 2012).

A incluséo de 0,2% de AMM na dieta dos animais que consumiram as duas menores
doses de ZEA (0,25 e 0,6 ppm) foi responsavel pela atenuacdo das alteracdes vistas nos animais
que nédo receberam o aditivo. O AAM diminuiu a intensidades dos efeitos da ZEA sobre o
parénquima hepatico, pois diminuiu a biodisponibilidade dessa toxina diminuindo sua
absorcao.

As lesdes histopatoldgicas (e seus graus) presentes nos rins das leitoas dos oito
tratamentos estdo expostos na Tabela 11.

Tabela 11: Alteracdes histopatolégicas observadas nos rins dos animais dos oito tratamentos,
abatidos aos 21 dias.

Alteraces histopatologicas TOL TO02 TO03 TO04 TO5 TO6 TO7 TO8
Processo degenerativo das células - - - - + - +++ 4
tubulares

Infiltrado inflamatorio - - + + ++ o+ +++  ++
intersticial, peritubular e

perivascular

Hiperemia - - + - ++ + +++ 4+
Aumento do espaco capsular - - - - + + +++ 4+
Corpusculo renal de tamanho + + + + ++ 4+t
diferente

2| _egenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Novamente, no grupo TO1 e TO2 ocorreu apenas uma Unica alteracdo, corpusculos renais
de tamanhos diferentes no parénquima renal. Nos animais intoxicados com 0,25 ppm de ZEA
(TO3) foram observadas alteracdes, de intensidade discreta. Houve o efeito protetor no grupo
de leitoas T04 (0,25 ppm de ZEA+ 0,2% de AAM), visto que néo foi observado em nenhuma
das secg0es histologicas hiperemia (Figura 26).

Ja no grupo de animais intoxicados com o segundo nivel de inclusdo de ZEA sem adicao
do AAM (T05) ocorreram mais alteracfes no parénquima renal, que na sua grande maioria
foram moderadas. A incluséo de 0,2% de AAM no grupo TO06 foi suficiente para reverter lesdes,
degeneracéo das células tubulares, diminuir a hiperemia renal e o infiltrado inflamatorio. As
leitoas que consumiram 2,0 ppm de ZEA com ou sem a adicdo do AAM (TO7 e TO08)
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apresentaram as mesmas alteragcdes em grau intenso, havendo apenas diminuic¢do na intensidade
do infiltrado inflamatorio nas fémeas que consumiram AAM (Figura 25).

Figura 25: Fotomicrografia do cdrtex renal das leitoas dos oito tratamentos A-B - Tubulos
renais e glomérulos sem particularidades, corpusculo renal de tamanhos diferentes glomérulos
(seta), TO1 e TO2; C - Hiperemia, infiltrado linfoplasmocitario mutifocal (seta), TO3; D -
Infiltrado linfoplasmocitario multifocal (seta), TO4; E - Infiltrado linfoplasmocitario multifocal,
células tubulares degeneradas (seta), TO5; F - Infiltrado linfoplasmocitario multifocal e
aumento do espago capsular, T06; G-H - Aumento da celularidade em tufo glomerular,
infiltrado linfoplasmocitario na zona medular e cortical, hiperemia e fibrose, T07 e T08. HE.
20xX.
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No parénquima renal, Dumitrescu et al. (2014), encontraram resultados iguais ao deste
estudo. Os leitdes do grupo controle, que consumiram dieta base ou dieta base com a adi¢édo de
um produto adsorvente, apresentaram corpusculos renais de diferentes dimens6es. Nos animais
intoxicados com ZEA, os resultados desses autores mostram que houve compressédo glomerular
e metaplasia.

As modificacgdes histopatoldgicas no parénquima renal provocadas pela ZEA se dao sobre
a membrana do epitélio das células, tendo impacto na agdo das mitocéndrias celulares e na
composicao de fluidos intra e extracelulares (DUMITRESCU et al., 2014).

As alteracdes histopatologicas (e seus graus) presentes nas duas por¢des da vagina das
leitoas dos oito tratamentos estdo apresentados na Tabela 12 e 13.

Tabela 12: AlteracOes histopatoldgicas observadas na vagina proximal dos animais dos oito
tratamentos, abatidos aos 21 dias.

Alteracodes TOlL T02 TO3 T04 TO5 TO6 TO7 T08
histopatoldgicas

Espessamento da camada - - + + +++  + +++ +++
muscular

Espessamento do epitélio - - ++ + ++ +++
Infiltrado inflamatério na + + + + ++ ++ +++ +++
submucosa

Infiltrado inflamatdrio na - - + + ++ ++ +++ +++
camada adventicia

Hiperemia na camada - - + + ++ 4+ ++
adventicia

Hiperemia na submucosa - - + + ++ e+t +++
Infiltrado inflamatério na - - + - ++ +t

camada muscular

@Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Tabela 13: Alteraces histopatoldgicas observadas na vagina distal dos animais dos oito
tratamentos, abatidos aos 21 dias

Alteracdes TO1 TO02 TO3 TO4 TO5 TO6 TO7  TO8
histopatoldgicas

Espessamento da - - ++ + +++  ++ +++ +++
camada muscular

Espessamento do epitélio - - + - ++ o+ - -
Infiltrado inflamatério + + + + ++ ++ +++ +++
na submucosa

Infiltrado inflamaté6rio - - + + ++ ++ +++ +++
na camada adventicia

Hiperemia na camada - - + + ++  ++ +++
adventicia

Hiperemia na - - + - ++  ++ +
submucosa

Infiltrado inflamatorio - - + - ++ ++ +++ +++

na camada muscular

2egenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).
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As analises histopatoldgicas mostraram a presenca de um discreto infiltrado inflamatério
na submucosa das duas porc¢des vaginais dos grupos controles. De modo geral os graus de
intensidade das lesdes foram mais evidentes a medida que a concentracdo de ZEA aumentou.
O AAM foi responsavel pela atenuacdo da intensidade de algumas lesfes nas concentracdes de
0,25; 0,6 e 2 ppm de ZEA (Figura 26 e 27).

Figura 26: Fotomicrografia da vagina proximal das leitoas dos oito tratamentos: A-B - Epitélio,
camada muscular e serosa sem particularidades, e camada submucosa superficial ha um leve
infiltrado linfoplasmocitario, T01-T02; C-D-F-G-H - Epitélio de revestimento exibe
hiperplasia, camada submucosa ha hiperemia e infiltrado linfoplasmocitario, T03-T04-T05-
T06-TO7-T08. HE. 4X.
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Figura 27: Fotomicrografia da vagina distal das leitoas dos oito tratamentos: A-B - Epitélio,
camada muscular e serosa sem particularidades, e camada submucosa superficial ha um leve
infiltrado linfoplasmocitario, T01-T02 ; C - Epitélio de revestimento com hiperplasia, na
camada submucosa ha infiltrado linfoplasmocitario, camada muscular espessada e hiperémia,
TO03, D - Epitélio de revestimento com hiperplasia, na camada submucosa héa infiltrado
linfoplasmocitario, camada muscular espessada, T04; E-F-G-H - Epitélio de revestimento com

hiperplasia, na camada submucosa ha infiltrado linfoplasmocitario, camada muscular espessada
e hiperemia, T06-T07. HE. 4x.
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Os sinais de hiperestrogenismo foram evidentes na por¢éo proximal da vagina. Teixeira
etal. (2011), também evidenciaram na histologia vaginal hiperplasia e irregularidade do epitélio
em leitoas intoxicadas com 0,75 ppm de ZEA. Em acordo com Marin et al. (2013), os autores
relatam que a ZEA é indutora de inflamacao em 6rgéos reprodutivos de leitoas.

A sindrome estrogénica € mais evidente em leitoas pré-puberes e induz lesbes como
hiperemia e espessamento do tecido vaginal (MINERVINI e DELL’AQUILA, 2008). Essas
alteragBes ocorrem devido ao baixo desenvolvimento do sistema enddcrino enddgeno, que irdo
causar intensa proliferacdo celular, levando a metaplasia vaginal (JIANG et al., 2012).

A Tabela 14 mostra os resultados referentes as alteracdes histopatoldgicas nos dois
ovarios.

Tabela 14: Alteracoes histopatoldgicas observadas no ovério direito e esquerdo dos animais
dos oito tratamentos, abatidos aos 21 dias.

Alteracdes histopatoldgicas TOl TO02 TO3 TO04 TO5 TO6 TO7 TO8
Hiperemia + + ++ + ++ ++ +++  ++
Desenvolvimento folicular +++ A+ A+ 4+ ++ - -
Odcitos danificados + + ++ 4+ +++  ++
Foliculo ovariano danificado + + ++ 4+ +++  ++
Aglomerados de foliculos +++ +++ ++  +++ + ++ - -
primordiais com distribuicéo

regular

Estroma de tecido conjuntivo - - - - - - +++ 4

@ Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Foram observados 0os mesmos resultados para os grupos controles. Os resultados entre 0s
grupos intoxicados com 0,25 ppm de ZEA foram os mesmos, diferindo apenas em algumas
alteracdes com menor grau de intensidade nos animais aonde houve a inclusdo do aditivo. As
mesmas alteragdes foram observadas nos animais que consumiram 0,6 ppm de ZEA, mais uma
vez houve um efeito protetor, observado na histopatologia das leitoas do grupo T06. Os ovarios
das leitoas intoxicadas com 2 ppm tiveram escasso desenvolvimento folicular, os foliculos
presentes apresentavam-se degenerados, e também foi observado tecido conjuntivo em
abundancia. Ndo houve diferenga histopatoldgica entre as leitoas do grupo TO7 e T08 (Figura
28).

Figura 28: Fotomicrografia dos ovarios das leitoas dos oito tratamentos: A-B - Aspecto
histologico habitual, com leve hiperemia dos vasos, sendo observados foliculos primordiais e
foliculos primérios, T01-T02; C - Hiperemia dos vasos, sendo observados foliculos primordiais
e foliculos primarios degenerados, T03; D - Hiperemia dos vasos, sendo observados foliculos
primordiais e foliculos primarios degenerados, T04; E-F - Hiperemia dos vasos, sendo
observados foliculos primordiais e foliculos primarios degenerados, TO5 e T06; G-H -
Abundante estroma de tecido conjuntivo e escasso desenvolvimento folicular, hiperemia dos
vasos ovario, TO7-T08. HE. 4x.

54






Gajecka et al. (2011) realizaram um experimento com leitoas, com duas concentragdes
de ZEA (20 e 40 ppb por Kg de peso corporal) os danos observados nos ovarios foram mais
expressivos na maior concentragdo da micotoxina, resultado similar ao encontrado neste estudo.
Os autores relataram principalmente danos nas células da granulosa dos foliculos, odcitos
danificados, necrose e atresia dos foliculos ovarianos.

A ZEA diminui as atividades proliferativa das células dependentes de estrogénio, e causa
um processo de degeneracdo nas células da granulosa, e ainda inibe a secre¢cdo de horménio
foliculo-estimulante (FSH) em animais sexualmente imaturos. Nos ovarios de leitoas pré-
puUberes 0 dano ocorre principalmente em foliculos em desenvolvimento (GAJECKA et al.,
2011).

No entanto, Chen et al. (2015) obtiveram resultados diferentes na intoxicacao
experimental de leitoas pré-puberes que consumiram 1,1 ppm de ZEA, nessas fémeas houve
estimulo de desenvolvimento folicular. Porém, nos grupos experimentais de leitoas intoxicadas
com 2 e 3,2 ppm de ZEA foi observado nimerosos foliculos ovarianos atrésicos, em acordo
com os resultados encontrados neste estudo. O que observamos no nosso estudo foi um aumento
gradativo de foliculos atrésicos, como também uma diminuicéo gradativa no desenvolvimento
folicular, até que as leitoas que consumiram 2 ppm de ZEA ndo houve desenvolvimento
folicular.

De acordo com esses pesquisadores, a ZEA na concentracdo de 2 e 3,2 ppm causa um
rapido desenvolvimento folicular de foliculos primordiais e também a formacdo de foliculos
atrésicos em um curto periodo de tempo, por essa razdo que nao é possivel identificar na analise
histopatoldgica foliculos ovarianos (CHEN et al., 2015).

Com relagéo ao desenvolvimento folicular, Chen et al. (2015) descreveram que as leitoas
do grupo controle foram observados um grande ndmero de foliculos em varios estagios de
desenvolvimento, com a presenca de muitos foliculos primordiais, poucos foliculos priméarios
e nenhum foliculo maduro. Os resultados descritos pelos autores anteriormente foram similares
aos deste estudo.

Chen et al. (2015) descreveram que as leitoas que foram intoxicadas com 1,1 ppm de ZEA
houve desenvolvimento de foliculos primordiais no cortex dos ovarios, odcitos de tamanhos
regulares com formado oval ou redondo. Neste estudo a partir da concentracao de 0,25 ppm ja
observamos a presenca de foliculos primordias degenerados, e com aumento de ZEA nas dietas
ocorreu aumento no nimero de foliculos primodias e primarios degenerados.

O numero de foliculos primordiais e de foliculos priméarios observados no cértex ovariano
foi estatisticamente menor nos tratamentos que consumiram 2 e 3,2 ppm de ZEA quando
comparados ao grupo controle, no estudo de Chen et al. (2015). E ainda, as leitoas que
consumiram 3,2 ppm de ZEA foi observado odcitos com atrofia ou degenerados em foliculos
primordiais (CHEN at al., 2015). Resultados similares aos encontrados neste estudo, ja que na
analise histopatologica também observamos um ndmero menor de foliculos primordias e de
foliculos primarios nas leitoas que consumiram ZEA na concentracdo de 0,6 ppm (T05) e nas
leitoas que consumiram 2 ppm de ZEA (T07 e T08).

Chen et al. (2015) também investigaram o nimero de células apoptoticas presentes nos
ovarios em sua pesquisa, as leitoas que consumiram 1,1 ppm de ZEA tiveram um numero
significativamente menor de células opoptoticas do que as leitoas do grupo controle. As leitoas
que consumiram 2 e 3,2 ppm de ZEA houve um numero alto de células normais, sem haver
células apoptoticas.

As lesdes histopatologicas (e seus graus) presentes nas trés porcoes uterinas das leitoas
dos oito tratamentos foram iguais e estdo expostas em uma tabela Gnica (Tabela 15).
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Tabela 15: Alteraces histopatoldgicas observadas no Utero proximal, médio e distal dos
animais dos oito tratamentos, abatidos aos 21 dias.

Alteracdes histopatoldgicas TO1 TO2 TO3 TO4 TO5 TO6 TO7 TO8
Hiperemia - - + + e
Endométrio  com infiltrado + + + + ++  ++ HHE
inflamatorio

Irregularidade no epitélio uterino  + + ++ o+ ++ 4+ ++ +
Lamen das glandulas uterinas - - + - ++ ++ ++ +
dilatadas

2| egenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Foram observadas poucas alteraces nas trés porcOes uterinas dos animais dos grupos
controles (TO1 e T02). O efeito dose dependente foi observado nas trés porcdes uterinas,
ocorrendo maior intensidade das alteracdes histoldgicas, conforme o aumento da concentragao
da micotoxina. Nos animais intoxicados com 0,25 ppm de ZEA (T03) as analises histoldgicas
mostraram 0s mesmos resultados para as trés porgdes uterinas, sendo que no grupo T04 ocorreu
atenuacdo da irregularidade do epitélio e auséncia de dilatacdo no lumen das glandulas uterinas.
Os resultados referentes aos grupos T05, T06, TO7 e TO8 evidenciam a presenga de todas as
alteracdes histopatoldgicas. Ndo foram observadas diferencas no grau de intensidade das
alteracdes entre os grupos TO5 e T06. Nas leitoas do grupo TO8 foi observado discreta
irregularidade no epitélio uterino e o lumem das glandulas com discreta dilatacéo, ja no grupo
TO7 essas alteracGes foram moderadas. Logo, o uso do AAM esté associado a um menor grau
de intensidade das alteracGes histopatoldgicas nas concentracdes de 0,25 e 2,0 ppm de ZEA
(Figura 29)

Figura 29: Fotomicrografia do Utero das leitoas dos oito tratamentos: A-B - Aspecto
histologico habitual com endomeétrio, miométrio e perimétrio sem particularidades, TO1-T02;
C - Endométrio com infiltrado linfoplasmocitario, hiperemia e glandulas com lumen dilatados,
TO3; D - Endométrio com infiltrado linfopocitario e hiperémico, T04; E-F-G-H - Endométrio
com infiltrado linfoplasmocitario, hiperemia e glandulas com lumen dilatados, TO5-T06-T07-
T08. HE. 10x.
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Gajecka et al. (2012), relataram que também houve presenca discreta de infiltrado
inflamatdrio abaixo do epitélio do grupo controle no exame histopatolégico do Utero. O
experimento realizado por esses pesquisadores foi feito com duas concentracOes de ZEA (20 e
40 ppb por Kg de peso corporal) em leitoas pre-puberes. As alteraces observadas nos dois
grupos intoxicados experimentalmente estdo em acordo com o presente estudo, havendo
hiperemia, infiltrado inflamatdrio no endométrio, irregularidade no epitélio uterino e dilatacao
das glandulas uterinas. No grupo intoxicado com a maior dose ainda foi relatado, necrose no
miometrio e fibrose endometrial.

Alteragdos na estrutura morfoldgica do utero, também foram descritas por Chen et al.
(2015), ZEA pode afetar o desenvolvimento e a estrutura morfoldgica das camadas uterinas em
leitoas pre-pUberes, porque essa micotoxina reduz a secregdo de hormdnios luteinizantes e de
progesterona.

O aumento do nivel estrogeno (enddgeno ou exdgeno) provoca vasodilatacdo e
neovascularizacdo, sendo essas umas das principais alteracdes histopatoldgicas observadas no
Utero observadas de fémeas intoxicadas por ZEA (STOPA et al., 2014), em acordo com este
estudo.

Leitoas pré-puberes possuem baixos niveis de estrégeno enddgeno, o que possibilita
efeitos deletérios, como lesdes e proliferacdo de células dependentes de hormonio, para a saude
do animal, quando o organismo € suplementado com doses de estrdgeno exdgeno. Ja em fémeas
adultas a combinacdo da atividade do estrégeno endégeno com o fitoestrogeno causa alteractes
leves no utero (GAJECKA et al., 2012). E ainda, a ZEA é um anélogo do estrogénio, esses
compostos parecem regular a resposta imune presente no trato reprodutivo de fémeas. Portanto,
as células de defesa e a intensa hiperemia observadas nos animais intoxicados sao decorrentes
dos niveis circulantes desse analogo do estrégeno (CAMARGO et al., 2009).

A atenuacdo das lesdes histopatoldgicas nos grupos de animais que consumiram o0 AAM
também foi demonstrada por Jiang et al. (2012). Os autores evidenciaram as alteraces
histopatoldgicas no trato reprodutivo de leitoas e mostraram que a adicdo do AAM na dieta
reduziu os efeitos deletérios causados pelo consumo da ZEA.

4.2 Resultados Experimento Il (Leitdes Pré-Puberes)
4.2.1 Anélises da bioquimica sérica

Os resultados obtidos nas analises da bioquimica sérica dos leitdes pré-puberes estdo
apresentados na Tabela 16. No que se refere a cada parametro analisado, fosfatase alcalina
(ALP), uréia e creatinina, ndo ocorreu associagdo entre a ZEA e desses pardmetros. Os valores
de ureia dos animais que consumiram 2 e 0,25 ppm de ZEA ficarm abaixo dos valores de
referéncia, porém ndo houve associagéo estatistica significativa entre o0 consumo de ZEA com
a alteracdo dos niveis de ureia. Os valores de ALP e creatinina ficaram dentro dos valores de
referéncia.

59



Tabela 16: Efeito dos tratamentos sobre a bioquimica sérica dos leitdes pré-puberes ao 21°dia
de experimento®.

Bioquimica sérica

Tratamentos ALP Ureia Creatinina
Controle 3245 23,5 1,25
negativo
0,25 ppm ZEA 307,0 16,0 1,05
0,6 ppm ZEA 359,5 23,0 1,10
2,0 ppm ZEA 268,5 13,5 1,20

! Resultados expressos em média
Teste Exato de Fisher = ALP: p-valor=1,00005; Ureia: p-valor=0,4286; Creatinina: p-valor=1,0000
Valores de referéncia = Ureia: 21-64,2; ALP: 118-395; Creatinina: 1-2,7

Teixeira et al. (2011), ndo observaram diferenca significativa para os parametros da
bioquimica sérica de leitoas intoxicadas com 0,75 ppm de ZEA, em acordo com os resultados
deste estudo. Esses autores relatam em seu trabalho que leitoas expostas a 3 ppm de ZEA
ocorreu um aumento dos niveis de enzimas hepéticas (aspartato aminotransferase e gama
glutamil transferase), havendo acéo téxica para o figado. No entanto, estudos que mostram a
influéncia da ZEA sobe parametros da bioguimica sérica de suinos € escasso (TEIXEIRA et al.,
2011).

4.2.2 Andlises histomorfométricas
Com relagdo ao comprimento testicular direito e esquerdo (Tabela 17 e 18), ndo foi
observado diferenca significativa entre 0s grupos experimentais no 1° dia de experimento, como

também néo foi observado diferenca estatistica no 21° de experimento.

Tabela 17: Efeito das diferentes doses de ZEA sobre a biometria testicular direita
(comprimento) dos leitdes ao 1° e 21° dia de experimento?.

Combrimento Tratamentos

Testith)JIar (mm)  controle  025ppm  06ppm 2,0 ppm p-valor
negativo ZEA ZEA ZEA

1° Dia 58,24%+1,83 50,48%+0,25 60.18%+1,07 55,50%+402 0,14

21° Dia 72,83%+7,47 59,01°+1,16 66.60%t6,18 67,94°+2,06 0,19

! Resultados expressos em médias+ Desvio padrdo
@ Médias com mesma letra nas linhas indicam igualdade pelo Teste de Fisher para p>0,05
ZEA = zearalenona (ppm or mg kg1).

Tabela 18: Efeito das diferentes doses de ZEA sobre a biometria testicular esquerda
(comprimento) dos leitdes ao 1° e 21° dia de experimento?,

Combrimento Tratamentos

TesticFl)JIar (mm)  Controle 025ppm  06ppm 2,0 ppm p-valor
negativo ZEA ZEA ZEA

1° Dia 56,30%+6,04 51,04°+0,52 60,27%+1,05 57,87%+5,37 0,30

21° Dia 68,65°+7,21 59,10°+0,76 65,93+6,34 65,57%+2,34 0,38

! Resultados expressos em médias+ Desvio padrdo
2 Médias com mesma letra nas linhas indicam igualdade pelo Teste de Fisher para p>0,05
ZEA = zearalenona (ppm or mg kg1).
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ComparacgBes com dados de pesquisas anteriores ndo sdo possiveis, pois este estudo
representa o primeiro acerca da biometria testicular.

De acordo com Benzoni et al. (2008), a intoxicacdo experimental por baixas doses de
ZEA em leitbes pré-puberes causa diminuicdo da libido, reducdo do nivel de testosterona no
plasma sanguineo e retarda o aparecimento do comportamento sexual. Os autores ainda relatam
gue em ensaios in vivo com machos suinos adultos ocorreu diminuicdo do peso testicular e
diminuicdo da motilidade espermaética nos animais que consumiram ZEA.

Existe uma diferenca, ainda ndo explicada, na metabolizacdo da ZEA por machos e
fémeas, visto que administrando a mesa dose em machos e fémeas suinas, a concentracéo de
ZEA e de seus metabdlitos no plasma sanguineo das fémeas é maior que nos machos
(BENZONI et al. 2008).

Os resultados foram os mesmos que 0s anteriores, ndo ocorreu diferenca estatistica
significativa entre os grupos intoxicados com diferentes concentragfes de ZEA para largura do
testiculo direito e esquerdo no 1° e no 21° dia de experimento (Tabela 19 e 20). A inclusdo das
trés concentracdes de ZEA néo interferiu no comprimento e na largura testicular dos leitdes
pré-puberes, ja que houve igualdade estatistica com o grupo controle.

Tabela 19: Efeito das diferentes doses de ZEA sobre a biometria testicular direita (largura) dos
leitdes a0 1° e 21° dia de experimento?.

Laraura Tratamentos
Testi?:ular (mm) Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm p-valor
negativo ZEA ZEA ZEA
1° Dia 25,97°+1,73 26,61°+1,24 29,00%+0,14 26,97%+0,91 0,19
21° Dia 30,13+3,00 32,89°+0,47 34,00°t5,62 28,53%+0,40 0,41

! Resultados expressos em médias+ Desvio padrdo
@ Médias com mesma letra nas linhas indicam igualdade pelo Teste de Fisher para p>0,05
ZEA = zearalenona (ppm or mg kg™?).

Tabela 20: Efeito das diferentes doses de ZEA sobre a biometria testicular esquerda (largura)
dos leitdes ao 1° e 21° dia de experimento®.

Larqura Tratamentos
Testi%ular (mm) Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm p-valor
negativo ZEA ZEA ZEA
1° Dia 25,80%+2,72 26,24°+0,78 29,06%+0,69 25,68%+2,20 0,26
21° Dia 30,70°+0,66 31,65°+1,55 32,35%t4,07 28,08%+1,28 0,28

! Resultados expressos em médias+ Desvio padrdo
8 Médias com mesma letra nas linhas indicam igualdade pelo Teste de Fisher para p>0,05
ZEA = zearalenona (ppm or mg kg).

Pesquisadores apontam que o testiculo é sensivel a ZEA. O consumo de ZEA leva a uma
diminuicdo da producéo de testosterona, no entanto o mecanismo de como a ZEA interfere no
metabolismo de machos ainda é desconhecido (LIU et al. 2014).

A andlise dos resultados do histomorfometria dos testiculos ndo detectou nenhuma
significancia estatistica quanto a distancia entre os tibulos seminiferos e a altura do epitélio dos
tubulos seminiferos para os quatro niveis de inclusdo de ZEA (Tabela 21 e 22). Portanto, a
inclusdo de ZEA nas dietas ndo afetou a histomorfometria dos 6rgaos.
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Tabela 21: Efeito das diferentes doses de ZEA sobre a espessura do epitélio dos tubulos
seminiferos dos leitdes ao 21° dia de experimento’.

Espessura do Tratamentos

epitelio dos Controle  0,25ppm 0,6 ppm 2,0 ppm p-valor
tabulos negativo ZEA ZEA ZEA

seminiferos (um)

Testiculo 12,10%+0,97 10,72%+1,09 11,14%+0,77 10,35%+1,23 0,45
esquerdo

! Resultados expressos em médias+ Desvio padrdo
@ Médias com mesma letra nas linhas indicam igualdade pelo Teste de Fisher para p>0,05
ZEA = zearalenona (ppm or mg kg).

Tabela 22: Efeito das diferentes doses de ZEA sobre a distancia entre os tibulos seminiferos
dos leitdes ao 21° dia de experimento®.

Distancia entre os Tratamentos
tabulos seminiferos  Controle  0,25ppm 0,6 ppm 2,0ppm  p-valor
(Lm) negativo ZEA ZEA ZEA

Testiculo direito  13.38°£0,07 14,07°+0,83 14,01%+0,21 14,43+087 0,24

Testiculo esquerdo  14,76°+2,52 1557°+1,61 13,50°+0,42 13,04°+0,13 0,41
! Resultados expressos em médias+ Desvio padréo
@ Médias com mesma letra nas linhas indicam igualdade pelo Teste de Fisher para p>0,05
ZEA = zearalenona (ppm or mg kg™?).

Novamente ndo existem dados na literatura mundial para serem comparados com 0s
resultados deste estudo, acerca da histomorfometria testicular de leitdes experimentalmente
intoxicados por ZEA.

Segundo Wang et al. (2014) pouco se sabe sobre os efeitos da ZEA sobre parametros
reprodutivos de machos. Em seus estudos os autores mostraram através de ensaios in vitro que
a exposicdo a baixas doses de ZEA causa autofagia das células Leydig presentes nos testiculos,
sendo um mecanismo de protecdo contra a citotoxicidade dessa micotoxina, causando uma
diminuicédo das células intersticiais do testiculo de ratos.

De modo geral, os poucos trabalhos que abordam estudos com machos intoxicados por
ZEA mostram que o consumo dessa micotoxina reduz em 30% o peso dos testiculos, reduz a
qualidade e a viabilidade espermatica. Em cachagos ocorre diminuicdo da producdo de
testosterona (MINERVINI; DELL’AQUILA, 2008).

Os valores obtidos nas mensuragdes dos animais sugerem que ndo existem alteragdes no
parénquima testicular. A auséncia de resposta a ZEA por esses animais pode ser atribuida ao
fato de que leitbes pré-puberes ainda ndo possuem acao do eixo hipotdlamo-hipdfise-testiculo.
Portanto, ainda ndo ha desenvolvimento do parénquima testicular, como também néo existe a
producdo de testosterona e de células espermaéticas. A interferéncia da ZEA sobre pardmetros
histomorfométricos poderia ocorrer através de um maior tempo de ingestdo da micotoxina, ou
através da intoxicagdo experimental de machos jovens no inicio ou durante a fase reprodutiva.

A variacao do “n” amostral de duas repeticdes por cada grupo experimental pode levar a
um aumento do intervalo de confianca das medidas nas comparagdes entre os grupos. Com isso
pode-se estar igualando valores que sdo distintos quando ha aumento da amostragem para
limites superiores ao grau de liberdade dez na variancia do erro. Nos valores observados o grau
de liberdade do erro € 7. A auséncia de repeti¢ces dos tratamentos ocorreu devido a limitagdes
orcamentarias ndo sendo respeitado o grau de liberdade do erro.
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4.2.3 Anélises histopatologicas
As alteracOes histopatoldgicas (e seus graus) presentes nas glandulas acessorias dos
leitBes dos quatro tratamentos experimentais estdo apresentadas nas Tabelas 23, 24 e 25.

Tabela 23: Alteragdes histopatoldgicas observadas na vesicula seminal dos animais dos quatro
tratamentos apos 21 dias de experimento.

Alteracoes Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm
Histopatologicas negativo ZEA ZEA ZEA
Infiltrado inflamatdrio - ++ - -
Hiperemia ++ ++ ++ ++

Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Tabela 24: AlteracGes histopatoldgicas observadas na glandula bulbouretral dos animais dos
quatro tratamentos apés 21 dias de experimento.

Alteracodes Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm
Histopatoldgicas negativo ZEA ZEA ZEA
Infiltrado inflamatdrio em - + - -
tecido adiposo periglandular

Hiperemia - + + -

Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Tabela 25: Alteracbes histopatologicas observadas na prostata dos animais dos quatro
tratamentos apds 21 dias de experimento.

Alteracoes Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm
Histopatoldgicas negativo ZEA ZEA ZEA
Hiperemia - + ++ ++
Infiltrado inflamatdrio - + +

Hemorragia - + -

Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Com relagdo a vesicula seminal, os animais do grupo controle apresentaram apenas
hiperemia, alteracdo que também foi observada nos animais dos demais grupos. Nos leitbes que
consumiram 0,25 ppm de ZEA ainda foi observado infiltrado inflamat6rio no estroma da
vesicula seminal (Figura 30).

63



Figura 30: Fotomicrografia da vesicula seminal dos leitdes dos quatro tratamentos de aspecto
histologico habitual com mucosa pregueada, e por vezes exibindo secre¢édo eosinofilica na luz
dos tabulos. A - controle negativo, hiperemia; B - ZEA 0,25 ppm, infiltrado linfoplasmocitério
multifocal e hiperemia; C - ZEA 0,6 ppm, hiperemia; D - ZEA 2,0 ppm, hiperemia. (HE). 10X.
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Com relagdo a glandula bulbouretral, ndo foram observadas alteragdes histolégicas nos
animais do grupo controle negativo, assim como nos animais que consumiram a maior
concentragdo de ZEA (2,0 ppm). Apenas os animais que ingeriram 0,6 ppm e 0,25 ppm de ZEA
apresentaram modificacdes na glandula bulbouretral (Figura 31), com hiperemia, e hiperemia
e infiltrado inflamatdrio, respectivamente.

Figura 31: Fotomicrografia da glandula bulbouretral dos leitdes dos quatro tratamentos de
aspecto histologico habitual exibindo epitélio secretor. A - controle negativo, sem alteracGes;
B - ZEA 0,25 ppm, infiltrado linfoplasmocitario em tecido adiposo periglandular; C - ZEA 0,6
ppm, hiperemia; D - ZEA 2,0 ppm, sem altera¢cfes. HE. 10X.
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Com relacéo a prostata, ndo foram verificadas alteragdes histopatoldgicas neste 6rgdo nos
leitbes do grupo controle. Nos animais dos grupos 2,0 ppm ZEA e 0,25 ppm ZEA as
modificacOes histologicas encontradas na prostata foram hiperemia, infiltrado inflamatério e
hemorragia, ocorrendo apenas diferenca no grau de intensidade desses achados. Ja no grupo
tratado com 0,6 ppm de ZEA foram observadas duas alteracBes histopatoldgicas no érgéo,
hiperemia e infiltrado inflamatorio. (Figura 32).

Figura 32: Fotomicrografia da prostata dos leitbes dos quatro tratamentos de aspecto
histologico habitual por vezes exibindo secrecdo eosinofilica na luz dos tubulos: A - controle
negativo, sem alteragdes. B - 0,25 ppm ZEA, hiperemia, infiltrado linfoplasmocitério e
hemorragia multifocal no estroma fibromuscular; C - 0,6 ppm ZEA, hiperemia e infiltrado
linfoplasmocitario no estromacfibromuscular; D - 2,0 ppm ZEA, hiperemia, infiltrado
linfoplasmocitario proximo as trabéculas e pontos hemorragicos. HE. 10X
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A inclusdo de ZEA nas dietas ndo provocou alteracdo histoldgica dessas glandulas. De
modo geral os achados encontrados nesses tecidos foram discretos a moderados. N&o foi
observado maior grau de alteragdo conforme o aumento na concentragdo de ZEA, ndo havendo
um efeito dose dependente.

Baixos niveis de estrogénio existem no sistema reprodutivo de machos, e sdo
responsaveis por estimular a espermatogénese e a sintese de esteroides. A ZEA interfere nas
acOes mediadas pelo estrogeno enddgeno, e causa efeitos negativos em orgdos reprodutivos de
machos (JIANG et al., 2012). A exposicdo dos machos a analogos do estrogeno causa
inflamacdo de glandulas acessodrias, como a préstata e outras mudancas que afetam a fertilidade
e a funcéo reprodutiva destes individuos (KLINEFELTER e HESS, 1988). Klinefelter e Hess
(1988), relataram que a ZEA provoca efeito deletério nos orgdos do aparelho reprodutivo de
machos suinos jovens, resultado similar ao encontrado neste estudo.

Farnworth e Trenholm (1983) realizaram um experimento com 12 leitbes recém
desmamados com peso inicial médio de 10,95 Kg, a ZEA foi adminstrada em capsulas de
gelatina por vai oral durante 4 dias consecutivos, nas concentragdes de 0, 5, 10 e 15 ppm por
Kg de peso corporal. Os resultados desses autores mostraram gue 0s animais do grupo controle
tiveram os orgdos do aparelho reprodutivo (testiculos, glandula bulbouretral e vesicula seminal)
mais pesados do que os animais que consumiram a ZEA, embora essa diferenca ndo foi
significativa, nenhuma anélise histopatoldgica foi realizada.

As alteracdes histopatoldgicas (e seus graus) presentes no testiculo direito e esquerdo dos
leitdes pré-puberes foram iguais, e estdo apresentados e uma tabela Gnica (Tabela 26).

Tabela 26: AlteracGes histopatoldgicas observadas no testiculo direito e esquerdo dos animais
dos quatro tratamentos apds 21 dias de experimento.

Alteracoes Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm
Histopatologicas negativo ZEA ZEA ZEA
Hiperemia + + + +

Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Ocorreu hiperemia discreta nos testiculos dos animais dos quatro tratamentos (Figura 33).
A hiperemia pode ser um processo fisiolégico ou patoldgico, quando patolégico esta
relacionada com processo inflamatorio agudo. Nesse estudo os resultados encontrados nédo se
tratam de um processo patoldgico, pois ndo foi observado infiltrado inflamatério, degeneragéo
ou necrose. As alteracBes inespecificas observadas nas laminas testiculares podem estar
relacionadas com o aumento de fluxo sanguineo e/ou diminuicéo da resisténcia pré-capilar, ndo
podendo ser atribuida a ingestdo de ZEA.

Figura 33: Fotomicrografia dos testiculos dos leitdes dos quatro tratamentos com parénquima
imaturo com presenca de tubulos seminiferos em desenvolvimento e grande quantidade de
células de Leydig no tecido intersticial, auséncia de espermatogénese. A - controle negativo,
vasos hiperémicos; B - 0,25 ppm ZEA, vasos hiperémicos; C - 0,6 ppm ZEA, vasos
hiperémicos; D - 2,0 ppm ZEA, vasos hiperémicos. HE. 10X.
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Jiang et al. (2012) realizaram um ensaio in vivo com 18 leitdes com idade inicial de 21
dias, que foram intoxicados com 1 ppm de ZEA e o0 experimento teve duracgéo total de 22 dias.
Na analise histopatoldgica dos testiculos desses animais os autores ndo encontraram nenhuma
alteracdo, no grupo intoxicado e no grupo controle.

Na tabela 27 estdo relacionadas as alteragdes (e seus graus) histopatoldgicas encontradas
no ducto deferente direito e esquerdo dos leitbes pré-puberes, as lesdes e seus graus foram iguais
e estdo disposto em uma tabela Unica.

Tabela 27: AlteracBes histopatoldgicas observadas no ducto deferente direito e esquerdo dos
animais dos quatro tratamentos ap0s 21 dias de experimento.

Alteracoes Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm
histopatoldgicas negativo ZEA ZEA ZEA
Hiperemia - - + ++
Infiltrado inflamatoério na - + + +
submucosa

Infiltrado inflamatoério na - + + +
serosa

Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

A ZEA provocou alteragdes nos ductos deferentes, as lesdes encontradas foram discretas,
havendo apenas hiperemia moderada nos animais do intoxicados com 2 ppm de ZEA, e
auséncia de hiperemia no grupo que ingeriu 0,25 ppm de ZEA. Pode ter ocorrido um efeito dose
dependente na hiperemia dos ductos deferentes, porém o mesmo nao ocorreu com o infiltrado
inflamatorio (Figura 34). Nos leitdes do grupo controle ndo foram encontradas modificagdes
histopatoldgicas.

Figura 34: Fotomicrografia dos ductos deferentes dos leitdes dos quatro tratamentos de aspecto
histologico habitual exibindo epitélio pseudoestratificado e camada muscular espessada: A -
controle negativo, sem alteragcBes; B - 0,25 ppm ZEA, infiltrado linfoplasmocitario na
submucosa e na serosa; C - 0,6 ppm ZEA, hiperemia dos vasos, infiltrado linfoplasmocitario na
submucosa e na serosa; D - 2,0 ppm ZEA, hiperemia dos vasos, infiltrado linfoplasmocitario
na submucosa e na serosa. HE. 10X.

72



73



Muitos estudos abordam os efeitos da ZEA em fémeas, porém pouco ainda se sabe sobre
os efeitos dessa Fusarium toxina em machos (WANG et al., 2014, BENZONI et al., 2008). N&o
existem dados cientificos para serem comparados com os resultados deste estudo, referentes a
histopatologia de ducto deferente de leitbes pre-puberes intoxicados com ZEA.

Segundo Marin et al. (2013), a ZEA pode induzir a inflamacgao em 6rgaos e tecidos, sendo
responsavel por resposta inflamatdria no baco, na corrente sanguinea e em 6rgéos reprodutivos.
No presente estudo ocorreu indugdo do processo inflamat6rio em 6rgéos do trato reprodutivo.

Nas Tabelas 28, 29 e 30 estdo relacionadas as alteracdes histopatoldgicas encontradas nas
trés porcles (cabeca, corpo e cauda) do epididimo direito e esquerdo, as lesdes foram iguais e
estdo dispostas em tabela Gnica para cada porcao epididimal.

Tabela 28: AlteracGes histopatologicas observadas na cabeca do epididimo direito e esquerdo
dos animais dos quatro tratamentos apés 21 dias de experimento.

Alteracodes Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm
histopatoldgicas negativo ZEA ZEA ZEA
Infiltrado inflamatdrio no + ++ ++ ++
estroma peritubular

Hiperemia + + + +

Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Tabela 29: Alteracdes histopatologicas observadas no corpo do epididimo direito e esquerdo
dos animais dos quatro tratamentos apés 21 dias de experimento.

Alteracodes Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm
histopatoldgicas negativo ZEA ZEA ZEA
Infiltrado inflamatorio no + ++ ++ ++
estroma peritubular

Hiperemia + + + +

Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Tabela 30: AlteracGes histopatoldgicas observadas na cauda do epididimo direito e esquerdo
dos animais dos quatro tratamentos apds 21 dias de experimento.

Alteracoes Controle 0,25 ppm 0,6 ppm 2,0 ppm
histopatoldgicas negativo ZEA ZEA ZEA
Infiltrado inflamatdrio no + +++ ++ ++
estroma peritubular

Hiperemia + ++ ++ ++

Legenda: ausente (-); discreta (+); moderada (++); intensa (+++).

Hiperemia e infiltrado inflamatdrio discretos foram encontrados na microscopia do
epididimo dos leitdes do grupo controle negativo. Nos demais tratamentos esses achados foram
discretos a moderados, na por¢do da cabega e corpo do epididimo direito e esquerdo. Na porcao
caudal epididimaria foram observadas alteracGes mais intensas nos animais que consumiram
2,0 ppm de ZEA, nos demais grupos a intensidade das alteragdes foi moderada (Figuras 35, 36
e 37).
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Figura 35: Fotomicrografia da cabeca do epididimo dos leitdes dos quatro tratamentos, tubulos
epididimarios de aspecto histoldgico habitual, exibindo na luz de poucos tubulos material
eosinofilico e auséncia de espermatozoides. A - controle negativo, sem alteragdes; B - 0,25 ppm
ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia dos vasos;
C-0,6 ppm ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia
dos vasos; D - 2,0 ppm ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular
e hiperemia dos vasos. HE. 10X.
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Figura 36: Fotomicrografia do corpo do epididimo dos leitdes dos quatro tratamentos, tubulos
epididimarios de aspecto histoldgico habitual, exibindo na luz de poucos tubulos material
eosinofilico e auséncia de espermatozoides: A - controle negativo, sem alteragdes; B - 0,25 ppm
ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia dos vasos;
C-0,6 ppm ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia
dos vasos; D - 2,0 ppm ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular
e hiperemia dos vasos. HE. 10x.
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Figura 37: Fotomicrografia da cauda do epididimo dos leitdes dos quatro tratamentos, tubulos
epididimérios de aspecto histologico habitual, exibindo na luz poucos tdbulos de material
eosinofilico e auséncia de espermatozoides: A - controle negativo, infiltrado leucocitério
linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia dos vasos; B - 0,25 ppm ZEA, infiltrado
leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia dos vasos; C - 0,6 ppm ZEA,
infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia dos vasos; D - 2,0
ppm ZEA, infiltrado leucocitario linfoplasmocitario no estroma peritubular e hiperemia dos
vasos. HE. 10x.
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Benzoni et al. (2008) sugeriram em seu trabalho que a ZEA interferiu na funcdo
epididimal, apos ingestdes continuas de baixas doses dessa toxina por cachagos. Os achados
histopatoldgicos encontrados nesse trabalho ndo podem ser atribuidos a ZEA, pois as mesmas
alteracdes foram encontras nos animais do grupo controle.

A ingestdo cronica de ZEA pode comprometer a puberdade e fertilidade de suinos machos
visto que alteracdes inflamatdrias foram observadas nas glandulas acessorias e nas trés porcoes
do epididimo. Mais trabalhos sobre este tema sdo necessarios para definir claramente o papel
da ZEA sobre histologia dos érgdos reprodutivos de machos suinos, sendo necessario maior
namero de animais e mais repeticdes por tratamento.

81



5 CONCLUSOES

A inclusdo de ZEA ndo altera os niveis normais da bioquimica sérica dos leitbes pré-
puberes, porém o consumo de ZEA pelas leitoas foi suficiente para alterar os niveis normais de
ureia, creatinina e alanina aminotransferase, afetando a bioquimica sérica desses animais.

A ZEA induz respostas distintas de espessamento ou auséncia de estimulo proliferativo
em cada camada histolégica dos érgdos do trato reprodutivo, como também em cada porcao do
aparelho reprodutor das leitoas pré-puberes. O AAM utilizado nesse estudo foi eficaz nas
diferentes concentracdes de ZEA, pois reduz as alteracdes hiperestrogénicas nos 6rgaos do trato
reprodutivo.

As lesdes séo expressivas conforme o aumento da concentragdo de ZEA, tendo um efeito
dose-dependente, quanto maior a concentracdo maior foi o efeito deletério para os 6rgdos do
trato reprodutivo, figado e rins das leitoas. O AAM teve como funcdo de atenuar os efeitos
toxicos decorrentes da ingestdo da ZEA, sua eficacia é comprovada perante a diminuicao das
alteracOes histopatoldgicas, e ndo pela auséncia total de lesGes e/ou alteragcdes quando
comparados aos animais controles.

As inclusdes crescentes de ZEA na dieta de leitGes pré-puberes ndo alteram a morfométria
e histomorfométria dos testiculos. No entanto, causa altera¢fes inespecificas na estrutura
histologica de 6rgdos do sistema reprodutor e glandulas acessorias.
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