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RESUMO

BRAGA, Auro César. Micotoxinas na dieta dos equinos: influéncia sobre a digestéo, o
metabolismo e o desempenho. 67f. Tese (Doutorado em Ciéncia Tecnologia e Inovagédo
em Agropecuéria), Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds Graduacao, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Objetivou-se verificar o efeito das micotoxinas sobre os principais parametros fisioldgicos,
bioquimicos e hematologicos dos equinos. A pesquisa foi conduzida na Escola de
Sargentos das Armas (ESA), em Trés Coragdes, MG. O periodo experimental total foi de
40 (quarenta) dias, divido em duas fases, uma pré-experimental de 12 (doze) dias e a fase
experimental de 28 (vinte e oito) dias. Na fase experimental, os animais foram distribuidos,
de forma homogénea, em delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcela
sub-dividida, com trés tratamentos com quatro animais cada, sendo o animal a unidade
experimental. Diariamente, durante a fase experimental, foi fornecido aos animais um
quilograma de racdo concentrada preparada, com 50 ppb ou 100 ppb de AFB;, conforme o
tratamento preconizado, sendo essa a quantidade maxima consumida por animal,
independentemente do peso. Durante as 4 semanas de duracdo do experimento, uma vez
por semana foram coletadas amostras de sangue, tendo como objetivo a verificacdo da
sanidade animal por meio do monitoramento da fungdo hematoldgica, renal e hepatica, por
meio da avaliacdo dos indices hematimétricos e da bioquimica sanguinea. O desempenho
foi avaliado pelo exercicio fisico intervalado realizado aos 21 dias da fase experimental. O
exercicio constou de um aquecimento prévio de 17 (dezessete) min ao trote e ao passo
seguido de trés galopes de 450 m/min, com monitoramento da frequéncia cardiaca (FC)
entre 0s galopes. Previamente ao exercicio e imediatamente ap6s o 3° galope, foram
monitorados os parametros fisioldgicos e sanguineos que continuou por um periodo de ate
48 horas apds o exercicio. Ao final da fase experimental, os animais foram submetidos ao
ensaio de digestdo, pelo método de coleta parcial de fezes, utilizando-se o LIPE® como
indicador. Os resultados dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos e da
digestibilidade da dieta foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Observou-se que a presenca de aflatoxina na
dieta influenciou as taxas de globulos brancos, especialmente os granuldcitos, a atividade
sérica da Creatina Quinase e da Fosfatase Alcalina (FAL), que apresentou maiores valores
no tratamento com 100 ppb AFB; No exercicio, a presenca da AFB; influenciou a
atividade da FAL, que apresentou médias superiores no tratamento com 100 ppb,
possivelmente decorrente da acdo hepatotoxica associada das micotoxinas presentes nos
alimentos. Ndo se observou agdo das micotoxinas, nas concentragdes utilizadas na
digestibilidade dos nutrientes, contudo, a presenca de micotoxinas nos alimentos,
representa uma ameaca silenciosa para 0s animais, especialmente os equinos.

Palavras-chave: Aflatoxina. Digestibilidade. Hematologia
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ABSTRACT

BRAGA, Auro César. Mycotoxin in horses’s diets: effects on digestion, metabolism
and performance. 67p. Thesis (Doctor in Science Technology and Innovation in
Agriculture). Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s Graduagdo, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

The objective was to verify the effect of mycotoxins on the physiological, biochemical and
hematological parameters of horses. The research was conducted at School Sergeants of
Arms (ESA), in Trés Coracdes, MG. The total experimental period was 40 (forty) days,
split into two phases, one pre-experimental of 12 (twelve) days and the experimental phase
of 28 (twenty eight) days. Along experimental phase, the animals were homogeneously
distributed in a completely randomized design in a split/splot arrangement, with three
treatments with four animals each, the animal being the experimental unit. In this phase, a
one kg of concentrated meal prepared with 50 ppb or 100 ppb of AFB; was fed daily to the
animals, according to the recommended treatment. During the 4-week duration of the
experiment, blood samples were collected once a week to verify animal health by
monitoring hematological, renal and hepatic function, by means of the evaluation of
hematimetric indices and blood biochemistry. The performance was assessed by the
physical exercise effort performed at 21 days of the experimental phase. The exercise
consisted of a previous warm-up of 17 (seventeen) min at a trot and followed by three
gallops of 450 m / min, with heart rate (HR) monitoring between the gallops. Before the
exercise and immediately after the third gallop, the physiological and blood parameters
were monitored along of 48 hours after exercise. At the end of the experimental phase, the
animals were submitted to the digestion test, using the partial feces collection method, with
LIPE® as an indicator. The results of the hematological, biochemical and physiological
parameters and the diet digestibility were submitted to analysis of variance (ANOVA) and
compared by the Tukey test at 5% of significance. The presence of aflatoxin in the diet
influenced white blood cell rates, especially granulocytes, serum creatine kinase activity
and alkaline phosphatase (FAL), which presented higher values in the treatment with 100
ppb AFB;. In response to exercise, the presence of AFB; influenced FAL activity, which
presented higher averages in the treatment with 100 ppb, possibly due to the associated
hepatotoxic action of mycotoxins in the diets. There was no action of mycotoxins at
concentration used in the digestibility of nutrients; however, the presence of mycotoxins in
food exposes the animals to continual risk, especially the equines.

Key words: Aflatoxin. Digestibility. Hematology.
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RESUMEN EXTENDIDO

BRAGA, Auro Cesar Braga. Micotoxinas en dietas de equinos: influencias sobre la
digestion, metabolismo y desempefio. 67p. Tesis (Doctorado en Ciencia Tecnologia e
Innovacion en Agropecuaria). Pro-reitoria de Pesquisa e Pds Graduacdo, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

1. Introduccion

La dieta de los equinos se compone principalmente de pastos y forrajes de heno y
cereales, que se ofrecen en forma de una nutricion equilibrada concentrada. Los principales
productos alimenticios que comprenden el concentrado equino son: maiz, avena, trigo,
soja, entre otros. Estos alimentos estan continuamente sometidos a la contaminacién con
hongos productores de micotoxinas, ya sea antes, durante o después de la cosecha, asi
como el proceso de almacenamiento. Las micotoxinas son metabolitos secundarios
producidos por los hongos filamentosos que causan un efecto toxico (micotoxicosis)
cuando son ingeridos por los animales superiores. En Brasil, varias micotoxinas se han
identificado en los alimentos para consumo humano y animal. Sin embargo, debe tenerse
en cuenta la importancia de la aflatoxina, fumonisina, ocratoxina, zearalenona y
tricotecenos, no sélo por la ocurrencia frecuente, sino también por el alto potencial
toxigenico interés demostrado en la cria de animales. También se destacan las pérdidas
econdémicas debido a la ingestion de alimentos contaminados con micotoxinas, que se
estima en US $ 5 mil millones en los Estados Unidos y Canada. Aunque esta presente
reconocida importancia en la salud publica, la sanidad animal, no hay reglas uniformes de
los limites de las micotoxinas en los diferentes paises, sobre todo en los paises del
MERCOSUR (Brasil / Argentina). Los alimentos mas afectados son aquellos que no han
sufrido ninguna transformacion o industrializacion. Es importante tener en cuenta en la
evaluacion de los efectos toxicos de las micotoxinas, no sélo informacién sobre la ingesta
de dosis individuales, sino también ser considerado como el potencial para la interaccion
sinergismo, especialmente entre las aflatoxinas y otras micotoxinas, tales como las
fumonisinas, ochratoxina y tricotecenos. Raymond et al. (2005) hacen hincapié en que una
preocupacion, especialmente para caballos de deporte es que la ingesta crénica de bajos
niveles de micotoxinas afectam al rendimiento, sin embargo, la presentacion de los
sintomas clinicos evidentes en los animales. Por lo tanto, la presente investigacion tiene
como objetivo verificar si los actuales niveles de micotoxinas, aflatoxina B; (AFB;) en los
alimentos, segun las leyes en vigor, afectar a la salud equina ejercen influencia sobre las
variables fisioldgico, bioguimicos y hematologicos de caballos.

2. Material y Métodos

El experimento se llevé a cabo en la Escuela de Sargentos de Armas (ESA), la
latitud 21 42'15.6 " Sur y longitud 45 ° 15'18.9 " de longitud oeste, el Ejército de Brasil en
Tres Corazones, Minas Gerais. Doce caballos, siendo nueve hembras y tres machos de las
razas mestizos y brasilefios ecuestres, con edad entre 5 y 8 afios y el peso corporal de
458.02 + 22.09 kg. El periodo experimental fue de 40 (cuarenta) dias, dividido en dos
fases, una preventiva de doce (12) dias y la fase experimental de 28 (veintiocho) dias.
Durante la fase experimental, los animales fueron distribuidos, homogéneamente en un
disefio completamente al azar en el disefio de parcelas sub-dividida, con tres tratamientos
con cuatro animales cada uno, siendo los animales de la unidad experimental. EI nimero
de animales se defini6 en vista de la complejidad del experimento y la disponibilidad de
insumos, particularmente el nucleo que contiene las aflatoxinas. Los animales fueron
alimentados con dos (2) kg de alimentacion a 05 h y de dos (2) kg as 17 h; heno de alfalfa
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alas 10 hy 13 h y tifton a 20 h. Durante el periodo de prueba, la temperatura media fue de
21° C grados y la media URAr fue 62,4%. La fase experimetal tuvo duracion de 28 dias.
Diario, em la alimentacion de 17 h, se proporciond a los animales un kilogramo de
alimento concentrado preparado con 50 ppb o 100 ppb de aflatoxina By, como tratamiento
recomendado, que es la cantidad méxima consumida por animal, independientemente de su
peso. Durante la duracion de 4 semanas del experimento, una vez a la semana por la
mafana, los ocho (08) horas, se recogieron muestras de sangre, comenzando el 20 de junio,
es decir, primer dia del experimento, y esta coleccion control o pre-experimento. Las otras
colecciones siguieron los siete (7), catorce (14), 21 (veintiuno) y 28 (veintiocho) dias de
alimentacion, con el objetivo de verificar la salud de los animales a través de la supervision
de hematoldgica, renal y hepatica. Monitorizacion de la funcion y el metabolismo renal o
hepatica se realiz6 por evaluacién de los parametros bioquimicos de la sangre. El
rendimiento fue evaluado por el ejercicio fisico intervalo de 11 de julio, después de 21 dias
de la fase experimental. En el dia, la temperatura promedio era de 21,5° C grados, con un
minimo de 12,2° C y un maximo de 28,1° C grados y URAr medio fue de 62,4%. Para
realizar la prueba de esfuerzo, los animales fueron sometidos previamente a la formacion
fisica estandar por cincuenta (50) minutos por 5 (dias) dias a la semana, en las primeras
tres semanas de la fase experimental. El ejercicio de entrenamiento en flexion, intercalando
el paso y el trote, de modo que, para la realizacién del ejercicio de evaluacion de intervalo,
todos tenian el mismo condicionamiento fisico. EIl ejercicio consistié en un calentamiento
previo de 17 (diecisiete) min trote y paso seguido por tres galopes 450 m / min, con
monitorizacion de la frecuencia cardiaca (FC) entre los galopes, por lo que los animales
podriam ir al siguiente galope cuando la FC hasta un 60-70 bpm. Para la evaluacion del
rendimiento, antes del ejercicio e inmediatamente después de la 3% galope, que fueron
controlados frecuencia respiratoria (FR) y FC y realiza el muestreo de sangre para el
analisis del volumen globular, glucosa, lactato y la sangre bioquimica, que continu6 en los
tiempos de recogida después de el ejercicio, por un periodo de 48 horas. Al final del
periodo experimental, los animales se sometieron a la prueba de la digestion por el método
de recoleccion parcial de las heces, mediante admistration del LIPE® como un indicador
siguiendo la metodologia descrita por Saliba et al. (2003) y Saliba et al. (2013). Durante
seis (6) dias, del 21 al 26 dia de la fase experimental, se administro una capsula de 500 mg
LIPE®, a la alimentacion de las diecisiete (17) horas. Después de 48 (cuarenta y ocho)
horas, comenzo la recogida de heces, al mismo tiempo, directamente en el recto durante 5
(cinco) dias. Muestras diarias por animal, formadas al final del periodo de recogida de una
muestra compuesta, que se congelo a -18 ° C para el analisis de las muestras de heces. Las
feces y los alimentos empleados fueron analizados para materia seca, nitrogeno y extracto
etéreo de acuerdo con la metodologia descrita Silva (2002). Los andlisis de fibra en acido
detergente se realizaron de acuerdo con el método descrito por Van Soest (1967) y Van
Soest et al. (1991). Los resultados hematoldgicos, bioquimicos y de los parametros
fisiologicos y la digestibilidad de los alimentos se sometieron a analisis de varianza
(ANOVA) en el esquema de parcela subdividida y se compararon los parametros la prueba
de Tukey al 5% de significacion utilizando el Andlisis del Sistema Estadistico y Genético -
SAEG (SAEG, 2007).

3. Resultados y Discusion

3.1 Los casos de micotoxinas

Los resultados para las micotoxinas en los alimentos de la base de la dieta utilizada
en este estudio fueron 5.620 ppb de deoxinivalenol (DON), 708.03 ppb para la zearalenona
(ZEA) y 560 ppb para la fumonisina B1 (FB1). Estas cantidades muestran que la presencia
de micotoxinas en la alimentacion de los caballos es un problema grave en todo el mundo y
en Brasil, si las condiciones meteoroldgicas favorables para la multiplicacion de hongos
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productores (CALONI; CORTINOVIS, 2010; SCHULZ, 2015). La presencia simultanea de
DON, ZEA y FB1 en la alimentacion equina, debe posiblemente la presencia de maiz en la
constitucion de la misma. Como se ha sefialado Liesener et al. (2010) estudiaron la
presencia de micotoxinas en 62 diferentes tipos de alimento concentrado suministrado a los
caballos que, tanto en la categoria de alimentos clasificados como mezclas de cereales
(cebada, trigo, avena y maiz) y en el grupo de alimentos en granulos, no habia clara
relacion entre la proporcion de un grano particular sobre la presencia de una micotoxina
especifica. Sin embargo, después de analizar individualmente la comida que se indique que
las micotoxinas tienen un perfil de distribucion especifica y maiz, entre los cultivos
evaluados, mostro que el aumento de la susceptibilidad a la contaminacion con DON, ZEA
y FB1. Caloni; Cortinovis (2010) sefialan que la aparicion simultanea de micotoxinas de
Fusarium como DON y ZEA es un tema importante a observar, debido a sus implicaciones
en la salud y el bienestar animal.

3.2 Hematologia

Los resultados de hematologia obtenidos por colecciones semanales durante 28 dias
(Tabla 1) demostraron un efecto del tiempo para todos los parametros estudiados. Buscado
con estos analisis para observar la posible interaccion de las aflatoxinas en los procesos
hematol6gicos equinos. Se encontr6 que habia una influencia directa de la aflatoxina
blanco de los niveles de aflatoxinas y en funcion del tiempo en los niveles de monocitos.
Para otros pardmetros no hubo influencia de la aflatoxina, como era de esperar. Es
importante destacar que la presencia de DON en la dieta de los caballos basa en esta
investigacion. Uno de los primeros signos observados en los cerdos es la negativa de
alimentos y la pérdida del peso. Ademas, exposicion a los tricotecenos induce anorexia,
letargo, somnolencia y ataxia y posiblemente disminucion de la funcion inmune
(CORTINOVIS et al. 2012). Caloni; Cortinovis (2010) informaron que los caballos
alimentados durante 40 dias con cebada contaminada de manera natural con DON entre 36
y 44 ppm, no mostraron efectos tales como rechazo de la comida o la alteracion de
hematologia y bioquimica y la sangre, lo que sugiere que a medida que los rumiantes,
caballos son relativamente resistentes a los efectos adversos de DON.

Tabla 1 - Valores medios de hematologia de caballos alimentados durante 28 dias con
diferentes concentraciones de AFB; en la dieta

Significacién (P<0,05) Valores
Média oY N de
(%) AFB; Tempo AFB;*Tempo referencia
Volumen corpuscular (%) 33,8 58 0,33492 0,0011 NS 38-42"
Eritrocitos (10° uL™) 7,5 5,9 NS  0,0016 NS 7-11*
Hemoglobina (g dL™) 11,4 55  0,2533 0,0000 NS 11-17*
VCM (fL) 454 0,9 NS  0,0032 NS 42-47
CHCM (%) 33,7 1,1 NS  0,0000 NS 31-38,6°
Leucdcitos totales (10° puL™) 7.9 85  0,0783 0,0009 0,3252 6-11*
Linfocitos (10° uL™) 35 16,2 NS  0,0027 0,1244 2-5,5
Monocitos (10% uL™) 1,4 17,6 NS  0,0280 0,0254 0,2-0,8"
Segmentados (10° uL™) 2,9 12,3 0,0000 0,0010 0,0276 2,3-8,6°

'ROSE; HODGSON (1994); “CARLSON (1993); ROBINSON (1997);
CV: Coeficiente de variacion;

VCM: Volumen corpuscular medio;

CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
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4.3 Bioquimica de la sangre

Hemos tratado de evaluar los efectos de las aflatoxinas en la bioquimica sanguinea,
utilizando como indicadores de metabolitos y enzimas (Tabla 2). El perfil bioquimico del
plasma puede ser utilizado como un indicador de los procesos de adaptacion del cuerpo,
energia, proteinas y metabolismo mineral, y proporcionar informacion sobre las
condiciones de la funcion hepatica y renal (GONZALEZ; SILVA, 2006).

Tabla 2 - Valores medios de bioguimica sérica de caballos alimentados durante 28 dias
con diferentes concentraciones de AFB; en la dieta

Significacion (P<0,05) Valores
Parametros Média CV° . AFB; X de
AFB,  Tiempo Tempo referencia
Proteinas totales (g dL™) 53 22,4 0,0731 0,0002 0,1332 5.2-7.9°
Albuminas (g dL™) 21 230 NS  0,0002 0,1437  2.6-3.7°
Globulinas (g dL™) 32 224 0,0914 00004 0,1264 2.6-4.0°
Colesterol (mg dL™) 86,2 202 02112 0,0002 0,0902  75-150°
Ureia (mg dL™) 295 204 0,2436 0,0000 NS 24-48!
Creatinina (mg dL™) 09 146 0,2453 0,0000 NS 1,1-1,8
?Lj"rl'_‘_al)e'“tam” Transferase 77 218 02679 01816 03309  4,3-13°
Aspartato Transferase (U L) 2887 24,0 0,0580 0,2085 NS 150-400*
Creatina Kinase (U L™) 2954 324 0,0229 0,0000  0,4400 100-300
Lactato desidrogenase (U L") 8452 38,0 0,090 0,3195 NS 162-412°
Fosfatase alcalina (U L™) 67,7 209 00119 0,0262 NS 100-500*

'Rose; Hodgson (1994); Robinson (1997); *Gonzalez; Silva (2006); *Kerr (2002); >Thomassian (2005)
®CV: Coeficiente de variacion;

3.4 Resultados del Rendimiento Fisico

3.4.1 Parametros fisiologicos

No hubo interferencia de la presencia de aflatoxina B; en los resultados de la
frecuencia respiratoria (FR) y cardiaca (FC) en respuesta al ejercicio (P> 0,05). La
frecuencia respiratoria y cardiaca fueron controlados en el pre-ejercicio, inmediatamente
después hasta de 20 minutos. Los resultados muestran una respuesta natural de los caballos
al ejercicio, con un aumento de la FR con el FC, inmediatamente después del ejercicio, con
tendencia de retorno a la basal nives en el tiempo de 20 min. Entre las respuestas
metabdlicas observadas en el ejercicio, hay una mayor capacidad de oxigenacion de la
sangre a través de las tasas de FC y FR aumentados, a la contraccion esplénica que
conduce a aumentar el numero de globulos rojos en la sangre (aumento de VG y
hemoglobina) y los intentos de los animales para mantener termorregulacion
(GONZALEZ; SILVA, 2006; KINGSTON, 2008). Los valores difieren de los observados
por Paludo et al (2002), en animales de raza BH, que tenia FC 40,83 + 4,71 y 16,67 + 3,05
FR, el pre-ejercicio y 53, 67 + 8,24 y 37,33 £ 11.5 para FC y FR, respectivamente, después
del ejercicio.

3.4.2 Parametros de la sangre

La inclusion de aflatoxina en la dieta no afect6 a los pardmetros de la sangre en el
afio, con la excepcion de la actividad de la enzima Fosfatase Alcalina. Se esperaba que la
presencia de aflatoxinas en conjuncién con otras micotoxinas, en particular, la FB podria
revelar cambios en el perfil hemaética durante el ejercicio. EI consumo de dosis bajas de

Xii



micotoxinas, durante periodos prolongados puede afectar a la salud y el rendimiento del
caballo. (RAYMOND et al., 2005). El higado juega un papel centralizador en el
metabolismo, la sintesis y distribucion de nutrientes a los 6rganos periféricos por el
torrente sanguineo (GONZALEZ; SILVA, 2006), por lo tanto, era de esperar que
micotoxinas hepatotoxicas podrian afectar el metabolismo hepético, que influyen en los
resultados de bdsqueda. Sin embargo, los cambios evidentes son los observados, como
resultado de la realizacion del ejercicio adecuadamente, sin la interferencia de la
aflatoxina.

3.5 Digestibilidad de los nutrientes

Los niveles de aflatoxinas no afectaron el consumo de nutrientes (P> 0,05). La
ingesta media de materia seca fue 10,99 kg / animal / dia, aproximadamente el 2,40% del
peso del cuerpo, conveniente para los animales con un promedio de 450 kg, segn la NRC
(2007). La presencia de micotoxinas en la dieta no afecto la digestibilidad de los nutrientes
(P> 0,05), como era de esperar. Bryden (2012) reportado que con niveles de contaminacion
de 0,7 a 7,6 mg / kg de DON vy la zearalenona por encima de 0,45 mg/kg aumentado la
proteina cruda y la energia metabolizable verdadera y la disponibilidad de los aminoacidos
de la avena y maiz. La presencia de micotoxinas en los niveles encontrados en las dietas
experimentales, asi como las posibles interacciones entre ellos no fueron suficientes para
cambiar el consumo y la digestibilidad aparente de los nutrientes estudiados. Es de destacar
gue no se observo en este estudio rechazo del alimento y pérdida de peso en los grupos de
animales estudiados. Deduce que los caballos no fueram sensibles a la accion de las
micotoxinas en los niveles estudiados. Las aflatoxinas causan una serie de alteraciones
metabdlicas estan asociados con dafios en el higado, enzimas digestivas y la reduccion de
la inmunosupresién (GLAHN et al 1994; GIACOMINI et al 2006; SALIM et al 2011.).
Estos efectos pueden ocurrir en baja y prolongada exposicion. En consecuencia, aunque se
han utilizado niveles bajos, el tiempo de observacion ha sido posiblemente no suficiente
para causar efectos en el metabolismo del animal, las variables observables.

4. Conclusiones

En materia de salud, la presencia de aflatoxinas en las dietas resultado en
aumentado de las tasas de glébulos blancos, especialmente de segmentados, lo que sugiere
una mayor respuesta inmune en los tratamientos de 50 ppb y 100 ppb de aflatoxina B1.

Resultado en la influencia de la actividad sérica de la Creatina quinasa (CK) y de
Fosfatasa alcalina (FAL) que tuvo el promedio mas alto en el tratamiento con 100 ppb de
aflatoxina B, lo que es posiblemente debido a la accion hepatotoxicos asociada de estas
micotoxinas en los alimentos.

En el rendimiento, en respuesta al ejercicio, la presencia de aflatoxinas influy6 en la
actividad de la FAL, que tuvo promedios mas altos en el tratamiento con 100 ppb, lo que
sugiere una accion hepatotoxicos asociada de estas micotoxinas en los alimentos.

No habia ninguna accién de los niveles de micotoxinas utilizados en la ingesta y la
digestibilidad de los nutrientes, sin embargo, la presencia de micotoxinas en los alimentos
animales exponer continuamente la situacion de riesgo, en particular caballos.

Palabras-clave: Aflatoxina. Digestibilidad. Hematologia
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1 INTRODUCAO

A importancia do Agronegocio Cavalo na economia brasileira foi dimensionada por
Lima (2006). O setor envolve mais de 30 segmentos, distribuidos entre insumos, criacéo e
destinacdo final e compde a base do chamado Complexo do Agronegdcio Cavalo, sendo
atualmente, responsavel pela geracdo de 3,0 milhdes de empregos diretos e indiretos,
movimentando cerca de R$ 16,0 bilhdes de reais (BRASIL, 2016).

A dieta dos equinos é composta basicamente por forragens em pastagens e feno e, por
cereais, oferecidos na forma de alimento concentrado balanceado. Os principais alimentos que
compdem o concentrado dos equinos séo: milho, aveia, trigo e farelo de soja, entre outros.
Esses alimentos estdo continuamente sujeitos a contaminacdo por fungos produtores de
micotoxinas, seja antes, durante ou apos a colheita, bem como no processo de armazenagem.
As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos que causam
efeito toxico (micotoxicoses) quando ingerido por animais superiores. Fusarium, Aspergillus
e Penicillium sdo os agentes mais abundantes que produzem estas toxinas e podem
contaminar alimentos para seres humanos e animais (KELLER, 2009).

No Brasil, diversas micotoxinas tém sido identificadas nos alimentos. Todavia, deve-se
destacar a importancia das aflatoxinas (AF), fumonisinas (FB), ocratoxinas (OTA),
zearalenona (ZEA) e tricotecenos, ndo apenas pela ocorréncia frequente, mas também pelo
elevado potencial toxigénico, demonstrado nos animais de interesse zootécnico
(BALDISSERA et al. 1993). Ressaltam-se, ainda, as perdas econémicas devido a ingestdo de
racBes contaminadas com micotoxinas, sendo estimadas em US$ 5 bilhdes nos Estados
Unidos e Canada (BRASIL, 2006).

A legislacdo brasileira (BRASIL, 1988) estabelece para qualquer matéria prima a ser
utilizada diretamente ou como ingrediente para ra¢des destinadas ao consumo animal, um
limite maximo para as aflatoxinas de 50 ppb e ndo determina limites para as demais
micotoxinas. Para uso na alimentagdo humana, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), por meio da RDC numero 7, de 18 de fevereiro de 2011, estabeleceu limites para
as principais micotoxinas, sendo que os limites de fumonisinas para os derivados do milho
sdo da ordem de 1,0 a 1,5 ppm (BRASIL, 2011). Muito embora apresentem reconhecida
importancia em satde publica e na sanidade animal, ndo ha uma regulamentacdo uniforme
para os limites de micotoxinas nos diferentes paises, em particular nos paises do MERCOSUL
(Brasil/Argentina). Esse fato reforca a necessidade do desenvolvimento de pesquisas sobre a
avaliacdo toxicoldgica de micotoxinas nas espécies animais, principalmente em modelos in
vivo, conforme recomendado pelo MAPA (BRASIL, 2006).

Acresce de importancia a caréncia de literatura envolvendo o efeito das micotoxinas
nessa espécie. Zachariasova et al. (2014) analisaram 343 amostras de alimentos e subprodutos
para alimentacdo animal, utilizados na Europa e Reino Unido e verificou alta incidéncia de
micotoxinas. Os alimentos mais afetados foram aqueles que ndo sofreram nenhum tipo de
processamento ou industrializacdo. Para os autores € importante observar na avaliacdo de
efeitos toxicos das micotoxinas, ndo so informacBes sobre a ingestdo de doses individuais,
mas também ser considerado o seu potencial de sinergismo e interacdo, especialmente entre as
aflatoxinas e outras micotoxinas, como as fumonisinas, ochratoxina A e tricotecenos.
Raymond et al. (2005) destacaram que uma preocupacdo, especialmente para 0s equinos de
esporte é que a ingestdo cronica de baixos niveis de micotoxinas pode afetar o desempenho,
sem, contudo, a apresentacdo de sintomas clinicos evidentes nos animais.

Apesar das micotoxinas apresentarem indmeros efeitos adversos sobre a saide animal,
muito pouco se sabe sobre seus impactos na alimentacdo de equinos, indicando a necessidade
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de estudos especificos para essa espécie (LIESENER et al. 2010). Geralmente, dados sobre a
presenca de micotoxinas nos alimentos destinados ao consumo equino sdo raros e, Sao
restritos principalmente & fumonisina. Diante dos problemas sanitarios e econémicos gerados
pelas contaminacdes, é surpreendente que se tenha pouca informacéo disponivel na literatura.

Estudos realizados por Liesener et al. (2010) avaliaram a presenca de micotoxinas em
62 tipos distintos de alimentos concentrados fornecidos aos equinos e, observaram que, tanto
na categoria de alimentos classificados como misturas de gréos (cevada, trigo, aveia e milho),
quanto no grupo de alimento peletizado, ndo houve relagéo evidente entre a percentagem de
um determinado cereal com a presenca de uma micotoxina especifica. Entretanto, apds
analisarem os alimentos individualmente, observaram que as micotoxinas apresentam um
perfil de distribuicdo especifico e que o milho, dentre os cereais avaliados, foi o que
apresentou maior susceptibilidade a contaminagdes com Desoxinivalenol (DON), Zearalenona
(ZEA) e Fumonisina B; (FB;), justificando a importancia em desenvolver estudos para uma
regulamentacéo especifica no Brasil para os niveis seguros de micotoxinas no milho, quando
este for fornecido para o0 consumo dos equinos.

Nesta pesquisa, os limites de aflatoxina B; (AFB;) a serem testados sdo aqueles
previstos pela legislacdo em vigor, uma vez que ha um limite de 50 ppb para a AFB; no
alimento, mas ndo ha um limite quanto a quantidade de alimento a ser ingerida pelo animal,
ou seja, um equino pode consumir 01 (um) kg de uma racdo com 50 ppb de AFB;, enquanto
outro poderia consumir 5 (cinco) ou mais kg, com a mesma concentragdo. Do ponto de vista
legal, as racdes estdo dentro dos parametros, mas 0 equino que consumir maior quantidade de
racdo estard, no final, ingerindo maior quantidade de micotoxinas, o que podera, com o
decorrer do tempo, causar reflexos na sua satde e performance. A hipotese do estudo é que a
presenca de AFB; na dieta dos equinos, mesmo na concentracdo autorizada pela legislacéo
brasileira para alimentacdo animal (50 ppb de AFB;), em conjunto com outras micotoxinas
influenciam negativamente no aproveitamento dos nutrientes, afeta o desempenho e
compromete a sanidade dos equinos.

O objetivo geral do estudo foi o de verificar se a concentragdo da micotoxina aflatoxina
B: (AFB;) na dieta prevista na legislacdo em vigor e, em conjunto com outras micotoxinas,
afeta a sanidade equina exercendo influéncia na digestéo, no metabolismo e desempenho dos
animais. Como objetivos especificos: i) verificar a influéncia da AFB; na concentracdo de 50
ppb, na sanidade equina; ii) verificar a presenca de micotoxinas nos alimentos que compdem a
dieta dos equinos; e iii) verificar a necessidade de aperfeicoamento da legislacdo para
micotoxinas na alimentagcdo animal, em especial para a espécie equina.



2. REVISAO DE LITERATURA

A indastria do cavalo movimenta mais de 30 segmentos a ela relacionados, gerando
divisas, emprego e renda. Estudado por Lima et al. (2006) e por Oliveira et al. (2015), esse
segmento do agronegécio tem mostrado franca expansdo. Atualmente gera aproximadamente
3,0 milhoes de empregos diretos e indiretos e movimenta cerca de R$ 16,0 bilhGes de rais
(BRASIL, 2016). A despeito disso, muito ha que ser estudado, énfase pode ser dada a
industria da alimentacdo equina, seja na produgéo de racbes comerciais, fenos e recentemente,
6leos e aditivos.

Os alimentos que compdem a dieta dos equinos, composta por forragens e cereais, estao
continuamente sujeitos a contaminagdo por fungos produtores de micotoxinas, em todas as
fases do processo produtivo. Das commodities utilizadas na fabricacdo de alimentos para
animais, o milho é a mais utilizada no Brasil e, € uma fonte de energia com boa relagédo
custo/beneficio nas dietas dos equinos que, geralmente, sofre intenso processamento industrial
para garantir maior digestibilidade do amido. Devido a importancia desse grao na alimentacédo
animal, estudos relacionados a qualidade sanitaria da matéria prima se intensificaram
principalmente no que diz respeito a contaminagcfes por micotoxinas. A preocupacao se
concentra no armazenamento dos gréos, isto porque, a deterioragdo do milho por fungos, com
consequente producdo de micotoxinas, ocorre em um ambiente influenciado pelo homem, no
qual podem ocorrer alteracBes por interacdo entre fatores fisicos, quimicos e biol6gicos.
Bryden (2012) esclareceu que os principais fatores fisicos sdo a mistura de gréos, a umidade
relariva do ar (URAr), a temperatura, danos mecanicos; 0s quimicos sao oxigénio, didxido de
carbono, pesticidas e fungicidas; os bioldgicos sdo o stress, a variedade da planta e a presenca
de insetos.

Keller (2009) analisou 60 amostras de diferentes racGes comerciais, aveia e racao
preparada na fazenda, coletadas de diferentes estabelecimentos hipicos localizados no Rio de
Janeiro e Seropédica, entre junho de 2003 a junho de 2006 verificaram que 0s géneros mais
frequentemente isolados foram Aspergillus (43%), Penicillium (26%) e Fusarium (11%),
sendo que os alimentos, aveia e racdo batida apresentaram as maiores contagens. 75% das
amostras apresentaram contaminacdo com FB1, com niveis de 0 a 8,5 ppm. Apenas duas
amostras foram negativas para contaminacdo por AFB; com intervalo de 0,5 a 99,4 ppb. Os
autores recomendam estabelecer limites méaximos de contagens fungicas para espécies
potenciais produtoras de aflatoxinas (AFs) e fumonisinas (FBs) na alimentacao dos equideos.

Segundo Chulze et al. (2010) os principais fungos e micotoxinas associados a
contaminacfes do milho sdo o Aspergillus flavus que produz aflatoxina; Fusarium
verticillioides e F. proliferatum que produzem as fusariotoxinas, como tricotecenos,
zearalenona e fumonisinas. Nesse sentido, 0s equinos tornam-se vulneraveis a intoxicacdo
por aflatoxinas e, principalmente, as fumonisinas (FINK-GREMMLES; SPRONK, 2013),
pois, dentre os herbivoros, os equinos sdo mais susceptiveis quando comparados aos
ruminantes. Isto ocorre porque nos ruminantes, uma vez que o alimento contaminado chega
ao rumen, a microbiota atua como uma barreira de protecdo contra 0s metabolitos toxicos
produzidos pelas plantas e micotoxinas. J& 0s equinos possuem o intestino delgado como o
local priméario de absor¢do de compostos xenobidticos, anterior ao processo fermentativo,
tornando-os mais sujeitos que 0s ruminantes a intoxicacdes por alimentos contaminados
(FINK-GREMMLES; SPRONK, 2013).

Em revisdo realizada por Caloni; Cortinovis, (2010), observaram que uma estacéo
Umida seguida por um periodo de baixa temperatura, aumenta a probabilidade do Fusarium e
suas micotoxinas estarem presentes nos grdos. A alta umidade favorece o crescimento do
fungo, enquanto que baixas temperaturas, a producdo de micotoxinas. O Fusarium spp
requerem um teor de umidade de 25% e sua toxinogenesis é estritamente influenciada pela
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temperatura e atividade de agua (Aa). Os autores ressaltam que as micotoxinas do Fusarium
sdo capazes de induzir tanto efeitos agudos, como crénicos. Os efeitos observados estdo
relacionadas com niveis da dose e a duracdo da exposicdo. A ocorréncia simultanea de
Fusarium micotoxinas, como o desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA) é uma questdo
importante a ser observada, devido a suas implicacfes sobre a saude e 0 bem-estar animal.

2.1 Micotoxinas e Micotoxicoses

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos dos
generos Fusarium, Aspergillus, Penicillium e Claviceps que causam um efeito toxico
(micotoxicoses) quando ingerido por animais superiores. Fumagali et al. (2008) relataram que
esses metabdlitos aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma espécie, pois sdo
responsaveis por diversas atividades biolégicas com este fim como, por exemplo, podem atuar
como antibidticos, antifingicos e antivirais para proteger o fungo ou a planta dos patégenos,
além de apresentar atividades antigerminativas ou toxicas para outras espécies.

As micotoxicoses sdo caracterizadas por sindromes difusas, porém com predominio de
lesBes em determinados 6rgdos, como figado, rins, tecido epitelial e sistema nervoso central,
dependendo do tipo de toxina. E possivel a ocorréncia simultinea de duas ou mais
micotoxinas em determinado substrato e, normalmente, apresentam efeito sinérgico
aumentando o risco em relacdo a saude e a sanidade animal (BINDER, 2007; KELLER, 2009;
ZACHARIASOVA et al., 2014). As principais micotoxinas na alimenta¢do dos equinos, sua
origem e efeitos clinicos no cavalo, estdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1- Principais micotoxinas na alimentacéo dos equinos, sua origem e efeitos clinicos

Micotoxina Fungo Efeitos clinicos Toxina/metabolito
envolvido
Aflatoxina Aspergillus spp Efeitos hepatotdxicos, Aflatoxina B1
depresséo, anorexia, (B2, G1, G2)
imunossupressao.
Fumonisina Fusarium Leucoencefalomalacia Fumonisina B1

verticilloides equina, desordem hepaticae (B2, B3)
cardiovascular
Tricotecenos Fusarium spp.  Ativacdo dopaminérgicado  Deoxynivalenol,
SNC, efeito citotoxico Nivalenol, Toxina T-2
direto, colicas e desordem
gastrointestinal.
Zearalenona Fusarium spp.  Ativacdo dos receptores de  Zearalenona, a-

estrdgeno, desordens ZOL (B-ZOL)
reprodutivas.
Alcaldide de Rhizoctonia Ativacdo colinérgica, efeitos  Slaframina,
indolizidina leguminicola parassimpaticomiméticos, swainsonina
particularmente salivacédo
excessiva.

Adaptado de Vendrig; Fink-Gremmels (2014).

2.2 Aflatoxinas

Aflatoxinas (AFs) sdo micotoxinas produzidas por Aspergillus flavus ou A. parasiticus
durante o cultivo e no armazenamento de cereais. Atualmente sdo conhecidos 17 compostos
similares designados por aflatoxinas, porém os principais tipos identificados sédo B1, B2, G1 e
G2. As aflatoxinas sdo consideradas as mais potentes substancias carcinogénicas conhecidas e
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a aflatoxina B; (AFB;) é a principal substancia hepatocarcinogénica em animais, sendo
classificada pela Agencia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC) na classe 1B
(carcinogenico para humanos). Seus efeitos variam de acordo com espécie, idade, sexo e
condigdes gerais nutricionais (WHO, 1993; BINDER, 2007). As aflatoxinas causam uma série
de alteracBes metabolicas, estando associadas com danos hepaticos, reducdo das enzimas
digestivas e imunossupressdo. Esses efeitos podem ocorrer sob baixos niveis e tempo
prolongado de exposicdo, resultando em sérias ameacas para a saide humana e animal, uma
vez que os sintomas relacionados com as aflatoxicoses podem estar ausentes ou mesmo serem
imperceptiveis. (GLAHN et al. 1994; GIACOMINI et al. 2006; SALIM et al. 2011).

As aflatoxinas sdo insollveis em agua e resistentes a altas temperaturas. Sao
componentes lipossoltveis facilmente absorvidas pelo sistema gastrintestinal. Depois de
absorvidas sdo transportadas pela albumina sérica e distribuidas pelo organismo e podem ser
encontradas nos musculos, rins e tecido adiposo. Muitas destas toxinas sdao removidas do
sangue no figado, onde, dentro dos hepatdcitos, ligam-se a macromoléculas como DNA,; sites
de esteroides endoplasmaticos e a certas enzimas. No figado, sdo produzidos uma variedade
de metabdlitos, cujas taxas variam de acordo com as espécies. Os metabolitos podem ser
conjugados lipo ou hidrosoluveis e sdo excretados atraves da bile. As aflatoxinas e seus
metabolitos sdo excretados na urina e fezes, e a completa eliminacdo pode levar vérios dias
(REED et al. 2004). As maiores concentracfes de AFB; sdo encontradas no figado, onde €
metabolizada, produzindo um composto toxico e prejudicial a AFB;- epoxido (HAUSCHLID,
2007). A AFB; 8,9-epoxido reage com DNA para formar um persistente aducto. Desta forma,
a AFB; inibe a sintese de proteinas e a formagéo das enzimas necessérias para 0 metabolismo
energético e para a mobilizacao das gorduras (CALONI; CORTINOVIS, 2011).

Reed et al. (2004) esclareceram que aflatoxicoses agudas e cronicas séo relatadas em
uma variedade de espécies animais, incluindo seres humanos. No entanto, relatos clinicos de
equinos doentes estdo relacionados a intoxicacdo aguda. A DLs oral, aguda, de aflatoxina B;
para cavalos é maior que 2,0 ppm. Os autores citaram danos hepaticos e transtornos
gastrintestinais em equinos que consumiram alimentos contendo de 2 a 50 ppb de AFB; e
relataram que a toxicidade das aflatoxinas pode ser aumentada pela riboflavina, exposicéo a
luz e por dietas baixas em proteinas, colina e vitamina B12.

De acordo com os autores, 0s sinais clinicos relacionados a uma intoxicacdo aguda de
aflatoxina incluem anorexia, temperatura elevada, aumento dos batimentos cardiacos e da taxa
respiratoria, ataxia, depressdo, letargia, convulsao, ictericia, sangue nas fezes, célica e morte.
Estes sinais foram observados em cavalos intoxicados experimentalmente com dosagens de 2
a 5 ppm. Os sinais comegcam cerca de 4 horas apds a dosagem e as mortes ocorrem de 68
horas a 32 dias apo6s a intoxicacdo. Relatam, também, que a concentracdo de AFB; no
alimento necessdria para causar uma intoxicacdo crénica em cavalos ndo estd bem
estabelecida. Sinais de intoxicacdo crénica em outras espécies incluem reducdo da eficiéncia
alimentar, anemia, anorexia e ocasionalmente aborto.

De acordo com Reed et al. (2004) a hepatotoxicidade das aflatoxinas esta relacionada
da sua capacidade de ligar-se as macromoléculas intracelulares. A AFB; liga-se a0 DNA
nuclear e inibe a sintese de RNA, e subsequentemente inibe a sintese de enzimas e outras
proteinas. As aflatoxinas também se ligam aos ribossomos endoplasmaéticos, resultando em
desagregacdo ribossomal. Metabolitos de AFB; podem se ligar a macromoléculas celulares e
muitos dos efeitos citotoxicos da AFB; sdo resultados dessas ligacdes que propriamente da
prépria da acdo da micotoxina. Segundo Berg et al. (2002) no processo natural de
detoxificacdo, alguns componentes sdo convertidos por enzimas em substancias com atividade
altamente mutagénica. A enzima Citocromo P450 converte a aflatoxina B; em um epdxido
altamente reativo, capaz de reagir com N-7 4&tomo da guanosina para formar um aducto que



frequentemente leva a transversdo da Guanina-Citosina (G-C) em Timina-Adenina (T-A),
ocasionando mutacdes celulares (Figura 1).
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Figura 1 — No processo de detoxificacdo a aflatoxina B; € ativada pela enzima Citocromo
P450 para uma forma altamente reativa, capaz de modificar bases nitrogenadas como a
Guanina no DNA, levando a mutagdes. Adaptado de Berg et al. (2002).

Morte de equinos tem sido relatadas em intoxicagdes a campo e experimentais.
Vesonder et al. (1991) relataram que trés equinos morreram e outros ficaram doentes apds a
ingestdo de milho contaminado com 114, 10 e 6 ppb de aflatoxina B;, B, e M,
respectivamente. A necropsia revelou intensa necrose hepatica, sugestivo de contaminacéo
por aflatoxina. O exame micologico do milho revelou 95% das colénias como Aspergillus
flavus. De acordo com Reed et al. (2004) intoxicacdes experimentais em equinos com
aflatoxinas ocasionaram elevacao das concentracdes séricas de aspartato transferase (AST),
alanina aminotransfrase, gama glutamil transferase (GGT), iditiol desidrogenase e arginase.
Outras anormalidades incluem hipoglicemia, hiperlipidemia, linfopenia e elevacdo das
proteinas.

Caloni; Cortinovis (2011), em reviséo sobre intoxicagdes experimentais por AFB; em
equinos relataram que, embora inconclusivas, as aflatoxicoses podem ocorrer com
concentracBes entre 0,5 e 1,0 mg/kg na matéria natural da dieta total, as quais induzem
mudancas clinicas e danos hepaticos, dependendo do tempo de exposicdo. O figado é érgédo
alvo em todos os animais afetados, onde a toxina induz a necrose centrolobular. Os cavalos
sofrem com a aflatoxicoses evidenciando sinais clinicos inespecificos, como tosse,
inapeténcia, depresséo, febre, tremor e ataxia.

2.3 Fusariotoxinas

Fusariotoxinas s@o micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium spp, que
contaminam uma grande variedade de alimentos incluindo cereais e fenos, por todo 0 mundo.
Surtos espontaneos de Fusarium micotoxicoses tém sido reportados em todos 0s continentes.
As fusariotoxinas incluem a zearalenona, a fumonisina e os tricotecenos (CALONI;
CORTINOQVIS, 2010).



A Zearalenona é uma fusariotoxina que ocorre naturalmente em milho, cevada, aveia,
feno e sorgo. Sua ocorréncia € favorecida por alta umidade e baixas temperaturas. Para a
formacdo de quantidades significativas de ZEA s&o necessarias temperaturas entre 12 e 14°C,
mas pode ocorrer abaixo de 10° C e até em temperaturas abaixo de 0 °C.

A ZEA se liga aos receptores de estrogeno celulares, ativando o gene da transcricéo.
Como resposta clinica, ocorre o alargamento do uUtero, prolapso vaginal e retal, aborto e
infertilidade, sendo o suino a espécie mais susceptivel. (CALONI; CORTINOVIS, 2010).
Gimeno e Quintanilla (1983) relataram surtos naturais em equinos consumindo alimentos
contendo aproximadamente 2,7 ppm de ZEA na matéria natural. As éguas expostas recusaram
o alimento, apresentaram edema de vulva, prolapso vaginal e flacidez severa da genitalia.

Os tricotecenos sdo metabolitos produzidos por varias espécies de fungos do género
Fusarium, o qual necessita de condicOes de alta umidade e baixas temperaturas para a
toxigénese. Os tricotecenos sdo divididos, com base na sua estruturas quimicas em quatro
grupos. Desoxinivalenol (DON), também conhecido como vomitoxina, nivalenol, micotoxina
(T-2) e diacetoxiscirpenol (DAS) sdo os tricotecenos que co-ocorrem mais frequentemente em
alimentos (PLACINTA et al. 1999). As principais fontes de tricotecenos sao graos de cereais,
tais como milho, trigo, centeio e aveia contaminados. Um dos primeiros sinais observaveis em
suinos € a recusa do alimento e a perda de peso. A exposi¢ao aos tricotecenos nessa especie
induz a anorexia, letargia, sonoléncia e ataxia e possivelmente a diminuicao da fungdo imune.
Os autores relatam a diminuicdo da resisténcia aos microrganismos infecciosos, como virus e
bactérias. Em comparacdo com outras espécies, informacdes relacionadas com os efeitos
destas micotoxinas em equino é escassa e inconsistente. Cavalos alimentados durante 40 dias,
com cevada naturalmente contaminada com DON entre 36 e 44 ppm, ndo apresentaram
efeitos, tais como recusa de alimento ou alteracao da bioquimica e hematologia sanguinea,
sugerindo que assim como 0s ruminantes, os cavalos sao relativamente resistentes aos efeitos
adversos da DON (CALONI ; CORTINOVIS, 2011; CORTINOVIS et al. 2012).

Cortinovis et al. (2012) analisaram 72 amostras de matérias-primas para alimentacao de
equinos de criatdrios situados no norte da Italia, quanto a presenca de desoxinivalenol (DON)
e da toxina T-2, utilizando o método ELISA. DON foi detectado em 38,9% das amostras
testadas, a niveis entre 0,2 e 1,9 mg/kg, sendo as maiores concentra¢des observadas no milho.
A toxina T-2 foi encontrada no milho e farelo de arroz em niveis que variaram de 12-102
mg/kg, com uma incidéncia global de 12,3% nas amostras analisadas. Nessas amostras, a
toxina T-2 foi encontrada apenas em combinacdo com DON. Os autores relataram quanto a
presenca de DON, que embora os niveis detectados ndo sejam elevados, a exposic¢ao a longo
prazo pode representar uma ameaca para a salde do cavalo.

Raymond et al. (2005) verificaram a performance de equinos ao exercicio alimentados
durante 21 dias com rag¢Ges contaminadas com fusariotoxinas. As racdes continham até 11
ppm de DON e 0,8 ppm de ZEA e, 0s autores ndo observaram altera¢cdes na hematologia e
bioquimica sérica, embora tenha ocorrido diminuicdo do consumo e perda de peso, variaveis
que podem influenciar na resposta ao exercicio.

As fumonisinas sdo micotoxinas produzidas por fungos dos generos Fusarium
verticillioides e F. prolifertum e sdo naturalmente contaminantes dos cereais, mais comumente
do milho e derivados. As fumonisinas mais comuns sdo a B1 (FB;), FB, e FB3 que tem
ocorréncia natural em niveis significativos nos produtos a base de milho e derivados
destinados a alimentacdo humana e animal, em varios paises do mundo. A FB; € a mais
comum e a mais tdxica, sendo, portanto, a mais estudada do ponto de vista toxicoldgico. FB»,
e FB; sdo, nessa ordem, menos frequentes e diferem estruturalmente da FB; no numero e na
localizagéo do grupo hidroxila na molécula base de hidrocarboneto. A similaridade estrutural
das fumonisinas com a base dos esfingoides; esfinganina (Sa) e esfingosina (So) compromete
a formacéo dos esfingolipidios (MERRIL et al. 2001; SORIANO et al. 2005).
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Figura 2 - Similaridade estrutural entre a fumonisina B; e as bases precursoras dos
esfingolipidios (esfingosina e esfinganina). Adaptado de Wang et al. (1991).

Estudos conduzidos por Wang et al. (1991) evidenciaram que a fumonisina B1 atua na
reacdo catalizada pela esfingosina N-aciltransferase (ceramida sintetase), inibindo a
conversao da esfinganina para N-acil esfinganina, reacdo necessaria para a formacdo da
esfingosina, base dos esfingolipidios. Como resultado ocorre acumulo de esfinganina celular.
A esfiganina é conhecida por ser uma molécula altamente bioativa, capaz de inibir as
proteinas quinases celulares, o transporte de ions e varias enzimas. Dessa forma, a destruicéo
da funcdo de barreira endotelial celular pode ser devido ao acumulo de esfinganina
(RAMASANY et al. 1995). Estudos realizados com hepatdcitos de roedores demonstraram
que as fumonisinas bloqueiam a formacéo de esfingolipidios. Essa interrupcdo provoca um
acumulo de esfinganina (Sa) e esfingosina (So) e constitui 0 mecanismo pelo qual se
manifestam os efeitos de toxicidade aguda e carcinogenicidade das fumonisinas. Os
esfingolipidios sdo importantes para a manuten¢do da integridade da membrana celular, além
de regulacdo de receptores de superficie celular, bombas de ions e outros sistemas vitais para
o funcionamento e sobrevivéncia da célula (RAMASAMY et al 1995). A exposi¢do dos
animais as fumonisinas causam alteracGes no metabolismo dos esfingolipidios em muitos
tecidos, no soro e em menor grau na urina, evidenciadas por mudanga na taxa de esfinganina
(Sa) e esfingosina (So). Essas alteracdes ocorrem muito rapidamente e com baixos niveis de
exposicao. Dessa forma, a taxa Sa/So pode ser usada como biomarcadores para diagndstico de
exposicdo as fumonisinas. (SORIANO et al. 2005; VOSS et al. 2007). As fumonisinas B; e B,
sdo pouco absorvidas no trato gastrointestinal, rapidamente excretadas e pouco acumuladas
nos tecidos, embora pequenas quantidades sejam encontradas no figado e rins. Apesar da
baixa absorcdo, ocorre circulacdo entero-hepatica, sendo excretadas pela bile (SHEPARD et
al. 1995; SORIANO et al. 2005; VOSS et al. 2007).
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Figura 3 - Mecanismo de acao das Fumonisinas, adaptado de Keller (2009).

2.4 Leucoencefalomalacea

Em equinos, as micotoxicoses estdo relacionadas com ragGes a base de milho
contaminado por Fumonisinas (FB), produzidas por Fusarium sp. Estas micotoxinas
produzem uma doenca neuroldgica aguda e fatal, caracterizada por sintomas neurotdxicos, a
Leucoencefalomalacea equina ou LEME (THIEL et al. 1991; KELLER, 2009). Atualmente,
28 estruturas moleculares sdo conhecidas pelo termo fumonisina, porém a toxina
predominante produzida pela linhagem de Fusarium verticillioides é a fumonisina B; (FB,).
Os equinos, entre as espécies animais estudados, sdo 0s mais sensiveis a FB1 e 0s primeiros
sinais clinicos podem ser observados a partir de concentragbes > 10mg/kg no alimento
(FINK-GREMMLES; SPRONK, 2013).

Para Reed et al. (2004) alimentos contendo concentracGes superiores a 10 mg/kg de
fumonisina sdo fatais para equinos. Ross et al. (1991) analisaram amostras de alimentos
associados a 45 casos confirmados de surtos de LEME, ocorridos em varias regides dos
Estados Unidos, observaram contaminacdo com FB; com niveis variando entre 1 a 126 ppm.
A maioria das amostras apresentaram niveis acima de 10 ppm. A concentracdo de FB, foi de
20 a 40% da FB;. A duracdo meédia dos surtos variou de 7 a 35 dias, com baixa morbidade e
alta morbidade.

Em reproducéo experimental da LEME em equino que recebeu 0,125 mg/kg de peso
vivo de FB; purificada, por via endovenosa, durante nove dias (dose total de 276 mg),
Marasas et al. (1998) observaram sinais clinicos da micotoxicose apds o 8° dia evidenciados
como apatia, tremores musculares, paresia do labio inferior e da lingua, convulsdes tetanicas e
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morte. A necropsia, foram observados edema cerebral acentuado e necrose da medula
oblonga. Em anélise do soro sanguineo, os autores observaram pequena elevacao das enzimas
aspartato transferase (AST) e gama glutamil transferase (GGT).

Salles-Gomes et al. (2003) relatam surto de LEME em um estabelecimento hipico
localizado em Brasilia - D.F, no ano de 1994, onde dos 58 animais acometidos, 41 vieram a
Obito. Os sinais clinicos apresentados foram depressdo sensorial e inapeténcia seguida de
perda da acuidade visual, incoordenacdo motora, cabeca pendida para um dos lados,
incapacidade de mastigacdo e degluticdo, mioclonismo dos masseteres e movimentos de
pedalagem. Ao exame histoldgico verificou-se degeneragdo intensa da substancia branca e
tumefacdo da massa cerebral. A analise dos alimentos envolvidos (concentrado balanceado)
verificou-se niveis de FB; entre 5 e 10ppm.

Duas sindromes clinicas estdo associadas a intoxicacdo relacionada ao consumo de
milho contaminado com fumonisina B;. A mais comum é a sindrome neurotéxica ou LEME,
mas em alguns cavalos pode ocorrer a sindrome hepatotoxica. Estas sindromes podem ocorrer
de forma independente ou concorrente. A exposi¢do do cavalo a altas doses de fumonisina
aumenta a probabilidade da sindrome hepatotdxica. Baixas doses favorecem a forma
neurotdxica, sendo esta a mais frequentemente. O curso clinico da LEME é geralmente curto
com inicio dos sinais, seguido por morte dentro de horas ou dias. Os animais mais velhos séo
mais susceptiveis que 0s jovens e 0s sinais clinicos podem ocorrer entre 3 a 4 semanas apos a
ingestdo de alimentos contaminados. O comeco dos sinais clinicos é tipicamente abrupto e a
morte ocorre entre 2 e 3 dias (REED et al. 2004; VOSS et al. 2007).

Santos et al. (2013) analisando um surto de LEME em equideos da regido leste do
Mato Grosso, observaram indices de mortalidade entre 12,5 a 71,42% e letalidade de 100%. O
autor verificou que a maior incidéncia ocorreu nos animais adultos (80%) em relacdo aos
animais jovens (20%). Nos dez casos da doenca, a forma de maior cronicidade, foi verificada
nos potros (2/20%) com nove meses de idade, com curso clinico de dez (1/10%) a vinte e
nove dias (1/10%). Diferente dos animais adultos que apresentaram curso variando de 24 h ao
méaximo de 48 h (3/30%) ou mesmo morte stbita (5/50%). Ambas as categorias (jovens e
adultos) receberam a mesma suplementacdo e os niveis observados foram de 6,6 mg/kg de
fumonisina no concentrado equino.

Em estudo realizado com pdneis, alimentados durante 10 dias com dietas contendo 44
ppm de FB1, Wang et al. (1992) observaram aumento de cerca de 2,7 vezes no nivel de
esfinganina. O aumento das enzimas séricas ocorreu apds 10 dias de alimentacdo, indicando
que os niveis de esfinganina e esfingosina podem ser utilizados como marcadores da
exposicdo animal a fumonisina. Kaneko et al. (2008) relataram que a intoxicacao cronica de
suinos com fumonisinas esta associada com a elevacdo da bilirrubina sérica total, ALP, AST,
GGT e colesterol. Essas toxinas sdo capazes de inibir a enzima N-acetil transferase resultando
na perda do complexo esfingolipidio e acimulo da esfinganina e esfingosina nos tecidos e
plasma.

Sydenham et al. (1992) - 1° relato de fumonisinas no Brasil - analisando 21 amostras
de milho e subprodutos associados com casos suspeitos e confirmados de micotoxicoses, em
fazendas do Estado do Parana, coletadas no periodo de julho/85 a outubro/90, verificou que a
totalidade das amostras estavam contaminadas com niveis detectaveis de FB; e FB,, com
excecdo de uma amostra que ndo continha toxina e de duas que ndo detectou FB2. Os niveis
de FB; nas amostras foram mais altos que a FB,. Dos 21 casos de micotoxicoses descritos, 12
estavam relacionados & LEME. Nesses casos os niveis de fumonisinas encontrados foram de
0,2 a 38,5 ppm paraa FB1 e 0,1 a 12 ppm de FB2, com concentracdo média de 12 e 4,1 ppm,
respectivamente. Essas médias foram similares aquelas encontradas por Thiel et al. (1991) nos
EUA, com concentragdo média de 7,7 ppm de FB; e 3,1ppm de FB,. Nessas analises a FB1
foi a mais produzida, correspondendo a 60 e 93% da % determinada nos alimentos. Em 98
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amostras de alimentos associados a 45 casos de LEME, em varias localidades do EUA, Ross
et al. (1991) observaram concentracdes de FB; entre 1 e 126 ppm, com a maioria das amostras
acima de 10 ppm. Esses dados sugerem que alimentos com concentra¢des de FB; acima de 10
ppm n&do sdo seguros para 0s equinos.

2.5 Limites legais

A Legislacdo Brasileira, BRASIL (1988) estabelece para qualquer matéria prima a ser
utilizada diretamente ou como ingrediente para racdes destinadas ao consumo animal, um
limite maximo para as aflatoxinas de 50 ppb.

Essa legislagdo, entretanto, ndo é uniforme. O MERCOSUL atraves da Resolugdo n° 25
de 2002, estabeleceu limites para as aflatoxinas no milho em gréo e derivados, de no maximo
20 ppb. Na Argentina, a legislacéo limita a AFB; para milho e subprodutos, em 5 ppb e para o
somatorio das aflatoxinas (B, By, Gi1, G2), 0 maximo de 20 ppb. Acresce de importancia que
o limite estabelecido pela comunidade europeia para as matérias primas para racoes € de 50
ppb para AFB; e para concentrados prontos para consumo € de 10 ppb. Limite inferior ao
utilizado no Brasil. Ressalta-se, todavia, que cada pais da Comunidade Econémica Europeia
(CEE) possui uma legislacdo propria para as micotoxinas, com limites muitas vezes inferiores
aqueles estabelecidos pela CEE.

A CEE, em sua Diretiva n° 32 de 7/05/02 (UNIAO EUROPEIA, 2002), relativa as
substancias indesejaveis nos alimentos para animais, considerando em seu artigo 7° que
“impossivel eliminar totalmente a presenca de substancias indesejaveis, mas ¢ importante que
a sua concentracdo em produtos destinados a alimentacdo animal seja reduzida, tendo em
vista a toxicidade aguda da substancia, a sua capacidade de bioacumulagéo e de degradacéo e
provocar efeitos indesejaveis e prejudiciais”, estabelece para AFB1, um limite de 20 ppb, para
0 milho e seus subprodutos destinados a alimentacéo animal.

A CEE (UNIAO EUROPEIA, 2003) considerando que a aflatoxina B; é uma substancia
cancerigena genotdxica, detectada no leite sob a forma do seu metabolito aflatoxina M1
destaca a conveniéncia de manter os teores maximos de aflatoxina tdo baixos quanto
razoavelmente possivel para proteger a saude publica. Préticas corretas de manipulacéo e
secagem podem manter baixos os teores de aflatoxina nas diferentes matérias-primas para a
alimentacdo animal, existindo processos de descontaminacéo eficazes destinados a reduzir os
teores de AFB;. E conveniente que o mesmo teor maximo de AFB; seja aplicavel a todas as
matérias-primas para a alimentacdo animal.

De acordo com comunicado do Departamento Federal de Economia da Suica (SUISSE,
2008), os limites maximos, recomendados pela CEE, para fumonisinas nas racdes com 88%
de matéria seca, é de 5mg/kg para suinos; 20 mg/kg para frangos e bovinos jovens e de 50
mg/kg para bovinos adultos e vacas leiteiras, ndo havendo referéncias para equinos. Todavia,
Zachariasova et al. (2014) ressaltaram que das mais de 300 micotoxinas conhecidas
atualmente, somente cinco delas (aflatoxina B;, fumonisinas, desoxinivalenol, zearalenona e
ochratoxina A) sdo reguladas pela legislacdo europeia para a alimentacdo animal (Tabela 2).
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Tabela 2 — Recomendacdo da Unido Europeia sobre valores maximos de micotoxinas nos
produtos destinados a alimentag&o animal®.

. . - . i . Limite
Micotoxina Matérias-primas para alimentacéo animal
primasp : mg/kg (ppm)*
Desoxinivalenol  Cereais e produtos a base de cereais com excec¢ao
(DON) dos subprodutos do milho 8
Subprodutos do milho 12
Cereais e produtos a base de cereais com excecdo
Zearalenona dos subprodutos do milho 2
(ZEA) Subprodutos do milho 3
.. Milho e produtos a base de milho. 60
Fumonisinas
(B1 + B2) Alimentos complementares e alimentos completos
para equino e outros equideos, coelhos, animais
pet, suinos 5

"Recomendacéo da Comissdo Europeia, de 17/08/06 (Uni&o Europeia, 2006); “Teor de umidade de 12%

O Food and Drug Administration (USFDA, 2001), recomenda um limite maximo de 5
ppm para fumonisina no milho e subprodutos derivados. Ressalta, entretanto, que para a dieta
total do equino esse valor ndo pode exceder 20%, totalizando, no maximo 1 ppm de
fumonisina. No Brasil, ndo h& regulamentacdo especifica para as fumonisinas. A legislacdo
militar estabelece um limite maximo de 5 ppm para as ra¢fes equinas, desde que ndo exceda
20% da dieta total do animal (BRASIL, 2012) (Tabela 3).

Tabela 3 — Fumonisina total (FB1 + FB2 + FB3) na dieta total das vérias espécies’.

Fumonisina total max (ppm)

Espécie animal Fator alimentar®>  Milho e subprodutos .
) X Dieta total
do milho na dieta
Equideos 0,2 5 1
Ruminantes®
Lactacdo 0,5 30 15
Reproducéo 0,5 30 15

(1) Adaptado de US Food and Drug Administration (USFDA, 2001);
(2) % de milho ou subprodutos do milho na racéo total;
(3) Inclui bovinos, ovinos, caprinos e outros ruminantes;

E importante ressaltar, que embora n&o estabeleca limites para a maioria das micotoxinas,
0 MAPA, por meio da Instrucdo Normativa N° 4 (BRASIL, 2007), determinou que “O
estabelecimento ndo deve aceitar nenhuma matéria prima ou ingrediente que contenha
parasitas, microrganismos, substancias toxicas ou estranhas, que ndo possam ser reduzidas a
niveis aceitaveis na industrializacdo. O produto final deve atender os padrdes de identidade e
qualidade especificos” e “o estabelecimento deve garantir a origem, qualidade e inocuidade da
matéria-prima, ingrediente ¢ embalagem” (BRASIL, 2007).
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2.6 Perfil Bioguimico Sanguineo

O perfil bioquimico do plasma é utilizado como indicador dos processos adaptativos do
organismo, do metabolismo energético, proteico e mineral, além de oferecer informacdes
sobre as condigcbes do funcionamento hepético e renal (GONZALEZ; SILVA, 2006). De
acordo com o0s autores, quanto ao metabolismo energético sdo considerados 0s niveis
sanguineos de glicose, colesterol e acidos graxos livres. No proteico, 0s niveis de proteina
totais, albumina e globulinas. No perfil metabdlico, inclui-se o quadro hematico, para avaliar
anemias, desidratacdo e processos infecciosos, bem como as enzimas e outros metabolitos que
permitam avaliar o funcionamento hepatico e renal. Para a funcédo hepatica, utiliza-se como
indicadores metabdlitos o colesterol, a albumina e enzimas como a asparato aminotransferase
(AST), y-glutamil transferase (GGT), lactato desidrogenase (LDH) e a sorbitol desidrogenase
(SDH). Como indicadores da fungéo renal sdo quantificados a ureia e a creatinina.

2.6.1 Proteinas totais

As proteinas sdo o mais abundante componente do plasma, podendo chegar a 60 a 70
g/l. As principais proteinas plasmaticas sdo a albumina, globulinas e fibrinogénio. Estdo
envolvidas em multiplas fungbes; manutencdo da pressdo osmotica e da viscosidade do
sangue; transporte de nutrientes, metabdlitos, hormonios e produtos de excrec¢do; regulacdo do
pH sanguineo e participacdo na coagulacdo sanguinea. As proteinas sanguineas sdo
sintetizadas principalmente pelo figado, sendo que a taxa de sintese estd diretamente
relacionada com o estado nutricional do animal, com os niveis de proteina na dieta e com a
funcionalidade hepéatica. A concentracdo de proteinas totais pode estar aumentada na
desidratacdo por hemoconcentragdo. Animais mais velhos apresentam teores de proteinas
totais mais elevados, especialmente a fracdo gama das globulinas. A diminui¢do ocorre nas
falhas hepaticas, transtornos intestinais e renais, nas hemorragias ou por deficiéncia na
alimentagdo (GONZALEZ; SILVA, 2006).

2.6.2 Albumina e globulina

A albumina é sintetizada no figado e contribui com 80% da osmolaridade do plasma
sanguineo. Constitui-se numa importante reserva proteica, além de atuar no transporte de
amino&cidos, metais e bilirrubina. A concentracdo de albumina é afetada pelo funcionamento
hepatico, pela disponibilidade de aminoacidos, por perdas durante doencas e pelo equilibrio
hidroeletrolitico. O aumento de albumina esta relacionado a desidratacdo e sua diminuicéo
ocorre no parasitismo, no dano hepatico cronico e no déficit alimentar de proteinas.
(GONZALEZ; SILVA, 2006). A concentracdo de globulinas é obtida pela diferenca de
concentracdo entre proteinas totais e a aloumina. Podem ser divididas em trés grupos a, ¢ vy.
Estdo envolvidas no transporte de metais, lipidios e bilirrubina, bem como papel na
imunidade (fragdo y). As globulinas sdo importantes indicadoras de processo inflamatorio.
Mudangas na concentracdo de globulinas geralmente refletem uma inflamagdo ou doenca,
embora a hidratacdo possa impactar a concentracdo de globulinas (GONZALEZ; SILVA,
2006; KINGSTON, 2008). Kaneko et al. (2008) ressaltam uma correlacdo negativa entre a
concentracdo de albuminas e globulinas. Em um processo infeccioso agudo ou crénico, pode
ocorrer um aumento das globulinas e inibicdo da sintese da albumina no figado como
mecanismo compensatdrio para manter constante o nivel proteico total e a pressdo osmotica
sanguinea. Por outro lado, numa disfuncdo hepética, o nivel de albumina cai e o de globulinas
aumenta. Sob o ponto de vista clinico, uma variacdo na taxa entre albumina/globulinas é mais
importante que a proteina total, pois esta tende a permanecer constante.
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2.6.3 Uréia e creatinina

A ureia e a creatinina sdo importantes indicadores da fungdo renal (KERR, 2002). A
ureia é sintetizada no figado a partir da amoénia proveniente do catabolismo de aminoacidos e
da reciclagem de aménio do intestino grosso (ruminantes) e excretada pelos rins. Os niveis de
ureia sdo analisados em relacdo ao nivel de proteina na dieta e ao funcionamento renal.
Podem estar aumentados com a idade ou com dietas ricas em proteinas e por fontes de
Nitrogénio N&o Proteico (NNP) ou em casos de faléncia renal (KERR, 2002).

A creatinina plasmética € um composto nitrogenado resultante da degradagdo da
creatina e da fosfocreatina presente no tecido muscular esquelético (KERR, 2002).
Aproximadamente 95 % da fosfocreatina estd contida no mdsculo esquelético e sua
degradacéo para creatinina ocorre de maneira constante, proximo de 2% do total de creatina,
diariamente. A excregdo de creatinina ocorre por via renal, ndo sendo reabsorvida ou
reaproveitada pelo organismo. Desta forma, os niveis de creatinina plasmatica refletem a taxa
de filtragdo renal, sendo que altos niveis de creatinina indicam uma deficiéncia na
funcionalidade renal. (GONZALEZ ; SILVA, 2006; KANEKO et al. 2008). De acordo com
Coles (1984), as concentracdes séricas normais de creatinina sdo da ordem de 1,0 a 1,9 mg/dL
e de uréia entre 10,0 e 20,0 mg/ dL. Doretto et al. (2007) analisando 163 amostras de soro
sanguineo de equinos de ambos 0s sexos e clinicamente sadios, encontraram valores séricos
de 1,67 + 0,21 mg/dL de creatinina e 41,79 10,77 de ureia.

2.6.4 Glicose e lactato

Carboidratos na forma de glicose constituem a principal fonte de energia para a célula
animal, sendo vital para fungdes como o metabolismo do cérebro. A glicose passa por uma
série de reacOes intermediarias fosforiladas até ser oxidada a CO, e H,O. O nivel de glicose
tem poucas variacbes em funcdo dos mecanismos homeostaticos bastante eficientes no
organismo, o0s quais envolvem o controle endocrino. Segundo Kerr, (2002) a concentracao de
glicose pode aumentar no stress cronico e em até 15 mmol/l, imediatamente ap06s o exercicio
devido a descarga de adrenalina. Cavalos subalimentados apresentam, com frequéncia,
hipoglicemia e hiperlipemia. A mobilizagdo de lipidios nessa espécie pode ser excessiva,
podendo ocasionar danos hepaticos, muitas vezes, fatal (GONZALEZ; SILVA, 2006).
Kingston (2008) relata que o fluxo de glicose do sangue para 0 musculo e subsequentemente
para a mitocondria fornece uma pequena quantidade (<10%) da energia usada durante
exercicio intenso, provavelmente devido as limitagdes na taxa de transporte desses
componentes durante o exercicio.

O lactato é um produto intermediario do metabolismo dos glicideos, sendo o produto
final da glicolise anaerdbica. Na presenca suficiente de oxigénio, o acido pirtvico entra no
Ciclo de Krebs, gerando CO, e H,O e energia. Em condi¢des de anaerobiose, como na
atividade fisica intensa ou prolongada, o &cido pirtvico é convertido em é&cido lactico, em
reacdo intermediada pela enzima Lactato desidrogenase (LDH). Todavia, devido a
inexisténcia no musculo da enzima glicose 6-fosfatase, responsavel pela reconversdo da
reacdo glicose — lactato; o acido latico presente no musculo € transportado pela corrente
sanguinea para o figado, onde ocorre ressintese da glicose. Posteriormente, a glicose
sintetizada é carreada para 0 musculo, onde ocorre a formacdo de moléculas de glicogénio
(ciclo de Cori), (KANEKO et al. 2008). De acordo com Kingston (2008), as medidas dos
batimentos cardiacos e a concentracdo de lactato sanguineo sdo as bases para teste do
exercicio em equinos atletas. A taxa dos batimentos cardiacos é expressa em uma velocidade
constante subméaxima, como V200 (velocidade na qual os batimentos cardiacos atingem 200
por minuto). Em alguns estudos, igualmente validos, a taxa utilizada tem sido de V14 € V170.

14



2.6.5 Colesterol

Segundo Gonzalez; Silva (2006), o colesterol nas espécies animais pode ser tanto de
origem exogena proveniente dos alimentos, como enddgena, sendo sintetizado a partir da
Acetil CoA, principalmente no figado. A biossintese de colesterol ¢ inibida com a ingestao de
colesterol exdgeno. O colesterol € precursor dos &cidos biliares, que fazem parte da bile, e dos
hormdnios esteroidais. Os niveis sanguineos de colesterol podem estar aumentados no
hipotiroidismo, em obstrucdes biliares, na diabete mellitus ou em dietas ricas em carboidratos
ou gorduras. Os niveis estdo baixos quando ha deficiéncia de alimentos energéticos, em uma
lesdo hepato-celular, no hipertiroidismo ou em uma alimentacéo deficiente em energia.

2.7 Avaliacdo Hematologica dos Equinos

A hematologia ¢ o estudo dos elementos celulares do sangue, os quais podem ser
divididos em trés categorias: (1) eritrécitos, hemécias ou células vermelhas; (2) plaguetas ou
trombdcitos e (3) leucocitos ou células brancas. O 6rgédo central da formacdo das células do
sangue é a medula 6ssea (KERR, 2002).

2.7.1 Eritrocitos

Eritrécitos, hemécias ou gldbulos vermelhos sdo as células do sangue responsaveis pelo
transporte de hemoglobina no organismo. S&o constituidos de 60 a 70% de agua, 28 a 35% de
hemoglobina e até 5% de substancias organicas e inorganicas. Nos animais jovens e adultos o
eritrocito origina-se na medula Ossea, sua producdo e destruicdo ocorrem de forma
balanceada, sendo que o total de eritrdcitos se mantém constante. A funcdo primordial das
hemacias consiste em conduzir a hemoglobina (KERR, 2002). O hematdcrito ou volume
globular (VG) é o volume ocupado pelas hemacias numa amostra de 100 mL de sangue total.
Consiste na separacao dos sangue por centrifugacdo em tres partes: volume das hemécias
(volume globular), volume de leucdcitos e plaquetas e o plasma. Segundo Matos; De Matos,
(1988), o volume globular esta intimamente relacionado com o tamanho e o ndmero dos
gl6bulos vermelhos. E expresso em percentagem ou como uma fragdo decimal (35% = 0,35).
Os valores normais variam com as espécies, sendo da ordem de 0,30 + 0,40, em animais de
grande porte.

2.7.2 Hemoglobina (Hb)

E uma metaloproteina cuja fungdo é transportar oxigénio pelo sangue. E produzida no
figado e sua degradacéo leva a formacéo de bilirrubina. O nivel de Hb é um indicador da
quantidade de proteina na dieta. Estd aumentada com a idade e na desidratacdo. A reducéo do
nivel de hemoglobina e do hematocrito indicam anemia, a qual pode ser causada por varios
fatores, tais como: deficiéncia de proteinas ou minerais, principalmente ferro, cobre e cobalto;
hemdlise por intoxicacOes, defeitos congénitos e infeccbes virais especificas. A anemia fica
configurada quando a concentracdo de Hb é menor que 8 g/dl ou 0 hematdcrito € menor que
25%. De acordo com Carvalho ; Silva, (1988), os indices hematimétricos calculados a partir
do resultado da contagem de heméceas, concentragao de hemoglobina e valor do hematdcrico
sao utilizados para a classificacao das anemias. O Volume Corpuscular Médio (VCM) e a
Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) fornecem informacoes sobre a
morfologia das células vermelhas. O VCM expressa 0 volume individual médio do eritrdcito,
que no equino é de aproximadamente 45 fentolitro (fl) (KERR, 2002). A CHCM expressa em
percentagem a concentracao da hemoglobina nas hemaécias. A relacdo entre 0 VCM e CHCM
permite um aprofundamento sobre a classificagcdo dos diversos tipos de anemia. (MATOS; DE
MATOS, 1988; LORENZI, 2003).
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2.7.3 Leucécitos

O termo leucdcitos inclui todos os glébulos brancos do sangue e seus precursores. A
contagem total de globulos brancos permite uma avaliagdo da situacdo imunoldgica do
animal. No entanto, é necessario realizar a contagem diferencial dos glébulos brancos, através
da analise de um numero definido de células brancas, identificando-os como granuldcitos
(neutrofilos, eosindfilos e basofilos) e agranuldcitos (linfocitos e mondcitos) (MATOS; DE
MATOS, 1988; KERR, 2002; LORENZI, 2003). De acordo com Kerr, (2002), enquanto os
granulécitos e monadcitos sdo formados exclusivamente na medula dssea, os linfécitos sdo
formados, principalmente nos linfonodos e bago. Desta forma, uma aplasia de medula 6ssea,
atinge menos estas células.

2.8. Perfil Bioquimico Sanguineo dos Equinos em Exercicio

No exercicio, 0 organismo sofre uma série de respostas metabolicas, tais como (a)
aumento da capacidade de oxigenagdo do sangue mediante aumento da frequéncia respiratoria
e da contragdo esplénica que aumenta 0 numero de eritrécitos no sangue, com consequente
aumento do volume globular (VG) e da hemoglobina; aumento da produgdo de acido latico
qguando o metabolismo passa de aerobico a anaerdbico; o acido latico, por sua vez, pode afetar
a permeabilidade das membranas celulares, especialmente das células musculares e aumentar
a atividade de algumas enzimas no sangue, especialmente a Creatina quinase (CK);
desidratacéo, devido a perda de 4gua no suor e na respiragdo; mudancas no equilibrio acido-
basico, devido a hiperventilacdo que causa uma queda na concentracdo de CO,, com
tendéncia a alcalose e aumento do acido latico com tendéncia a acidose. As mudangas no
equilibrio vdo depender da duracéo e intensidade do exercicio e da adaptacdo do animal. Um
animal melhor treinado tem menor aumento de acido latico e maior capacidade de oxigenacéo
(KINGSTON, 2008).

De acordo com Gonzalez e Silva (2006), o uso do perfil metabdlico para avaliar a
adaptacdo ao exercicio deve incluir a standarizacdo dos valores referenciais para a raca, 0
sexo e a idade dos animais. Os melhores indicadores de adaptagdo ao exercicio sdo a
concentracdo delactato e atividade sérica das enzimas creatina quinase (CK), aspartato
aminotransferase (AST) e lactato desidrogenase (LDH). Em geral, animais adaptados tém
menores aumentos de &cido latico e de enzimas e retorno mais rapido aos valores basais apos
corrida ou exercicios fortes. Segundo Aguera et al. (1975) a frequéncia cardiaca, velocidade e
a concentracdo de lactato sanguineo estdo intimamente relacionadas. Velocidades alcancadas
com concentragdo de lactato de 2 e 4 mmol/l s&o denominadas de VL2 e VL4 e s&o utilizadas
para avaliar o grau de treinamento do cavalo. Nesse sentido, L150 e L200 representam a
concentracdo de lactato quando a frequéncia Cardiaca atinge 150 e 200 batimentos por
minuto, sendo um indicativo da capacidade fisica do exercicio. De acordo com Lindner
(2010) a frequéncia cardiaca, a velocidade, a concentracdo de lactato sanguineo, podem ser
usadas para comparacdes entre animais, mas principalmente para avaliar o progresso
individual em programas de treinamento.

2.8.1 Aspartato aminotransferase (AST)

Conhecida também pelo nome de transaminase oxaloacética (TGO), a AST é
encontrada principalmente no figado, nos eritrocitos e nos musculos esquelético e cardiaco,
sendo utilizada para avaliar lesdo muscular. Nos grandes animais é também utilizada para
investigar doencas hepaticas (KERR, 2002). Valores altos de AST e baixos de colesterol e de
albuminas revelam transtornos da funcéo hepética. A AST por ser uma enzima mitocondrial e
citossolica, necessita de lesbes significativas para ser liberada na corrente sanguinea
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(KANEKO et al. 2008). Por outro lado, a CK e a LDH por serem citossolicas e de tamanho
pequeno, conseguem ultrapassar a membrana celular mesmo que ndo exista um dano tecidual
muito grande, apresentando atividade sanguinea mais precocemente que a AST.
2.8.2 Creatina quinase (CK)

A CK esta envolvida no metabolismo energético. Possui quatro isoenzimas, todas no
tecido muscular (esquelético e cardiaco), cuja funcdo é fosforilar de forma reversivel a
creatina, como forma adicional de conservacao de energia em ligacdes fosfatadas. Seu nivel
estd aumentado em danos musculares devido a traumas, excesso de exercicio e miopatias
nutricionais que envolvem deficiéncia de selénio e vitamina E. A CK é a enzima mais
sensivel para indicar lesdo muscular. Sua meia-vida é curta e, apds um intenso aumento
inicial, retorna aos valores normais em 24-48 horas (KERR, 2002; GONZALEZ; SILVA,
2006).

2.8.3 Lactato desidrogenase (LDH)

A LDH catalisa a oxidacéo reversivel do lactato para piruvato com o cofator NAD". E
uma enzima presente em varios tecidos, em particular no musculo esquelético, musculo
cardiaco, figado e eritrocitos, mas também nos rins, 0ssos e pulmdes. Isoladamente a enzima
ndo € especifica para nenhum 6rgdo. A concentracdo de LDH nos eritrocitos é 150 vezes
maior do que no plasma, sendo um indicador de processo hemolitico. Qualquer intensidade de
hemdlise é prejudicial, pois o extravasamento de enzimas eritrocitarias incrementa a atividade
total da LDH no plasma. Les6es musculares de diferentes etiologias podem estar relacionadas
ao aumento da LDH. Devido ao tamanho e a longa meia-vida, permanecendo elevada, mesmo
algum tempo apds a lesdo, a LDH pode ser atil no diagnostico de lesdo muscular
(GONZALEZ; SILVA, 2006). Balogh (2001) demonstrou que, em cavalos de salto, a LDH
aumentou imediatamente apds o exercicio e se manteve elevada apds 24 horas, diferente da
CK que teve um pico ap0s o exercicio, mas voltou aos valores basais apds um dia.
Thomassian et al. (2007) em estudo objetivando determinar a atividade sérica das enzimas
AST, CK e LDH em cavalos da raca arabe, submetidos ao Teste Padrdo do Exercicio
Progressivo em esteira, verificaram que a atividade sérica das enzimas AST, CK e LDH
elevam-se imediatamente e retornam a valores semelhantes ao repouso, 30 minutos apds o
término do exercicio. A atividade enzimatica da AST eleva-se de 12 a 24 horas, da CK de 3 a
6 horas e da LDH, 24 horas ap0s o teste padrao do exercicio.

2.8.4 Gama glutamil transferase (GGT)

A GGT apresenta grande atividade nos rins e no figado, mas somente a GGT de
origem hepética é normalmente encontrada no plasma, pois a de origem renal é excretada na
urina. O aumento da atividade da enzima é indicativo de danos hepaticos, colestase e
proliferacdo dos dutos biliares em todas as espécies animais (KERR, 2002; KINGSTON,
2008). A meia vida da GGT em cavalos é de aproximadamente 3 dias. Balarin et al. (2005)
observaram aumento significativo da GGT em animais submetidos ao condicionamento fisico
por periodo de 12 meses, todavia, ndo se verificou aumento da atividade enzimatica, quando
esses mesmos animais foram submetidos a exercicios de diferentes intensidades.

Oliveira et al. (2014) em estudo para investigar a resposta ao exercicio de cavalos de
esporte alimentados com diferentes niveis de proteinas e teste de velocidade em esteira
variando de 6,0 até 10 m/s, verificaram que a concentracdo plasmatica de ureia foi afetada
pela dieta. Embora ndo tenham sido afetados pela dieta, as varidveis creatinina, volume
globular, glicose e lactatato foram influenciados pelo exercicio, da mesma forma que a
atividade sérica das enzimas AST, CK e LDH.

2.8.5 Fosfatase alcalina (FAL)
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A fosfatase alcalina é uma enzima largamente distribuida no organismo, estando
presente no intestino, figado, rins, leucécitos e nos 0ssos (osteoblastos). Possui varias
isoformas, sendo que a isoforma hepética é a que predomina no soro; assim, danos hepéticos
resultam em aumento da concentracdo de FAL em equinos (HANK et al. 1993; KERR, 2002).
Segundo Kingston (2008), um simples exercicio tem um minimo efeito sobre as enzimas
hepaticas. No entanto, aumento na atividade da FAL no soro tem sido reportado em equinos
com exercicio prolongado, como o enduro ou em trés dias ou mais de competi¢do. N&o esta
claro se esse aumento é de origem esquelética ou hepatica. As taxas de FAL variam
largamente entre as espécies, sendo que no equino, é da ordem de 0 a 599 UI/L (TRUEMAN
et al. 1983).

2.9 Digestibilidade dos Nutrientes

De acordo com Meyer (1995), digestivel corresponde a por¢cao do alimento que néo é
eliminada nas fezes, sendo absorvido através da parede do intestino. Nesse aspecto, 0s
equinos apresentam dois processos caracteristicos de aproveitamento dos alimentos: a
digestdo pré-cecal ou enzimatica que corresponde a porcao do intestino onde os alimentos sdo
submetidos a acdo de enzimas do organismo; e a pos-ileal, que ocorre no intestino grosso,
onde os alimentos ndo absorvidos na por¢do anterior sdo submetidos a agdo bacteriana
(Meyer, 1995; Lewis, 2000). Hintz (1979), relata que varios fatores podem afetar a digestao
dos equinos tais como a individualidade, a composi¢do quimica dos alimentos, quantidade
consumida, tipo de exercicio, processamento da matéria prima, tempo de transito e quantidade
de fibra na dieta e processos analiticos utilizados.

Bryden (2012), salientou que as micotoxinas podem reduzir a eficiéncia da conversdo
alimentar e prejudicar na utilizacdo dos nutrientes. O autor ressalta que contaminagdes com
niveis de DON de 0,7 a 7,6 mg/kg e zearalenona acima de 0,45 mg/kg aumentam a proteina
bruta e a energia metabolizavel verdadeira e a disponibilidade dos aminoécidos da aveia.
Milho contaminado com essas micotoxinas apresentaram o mesmo resultado. Fumonisinas em
niveis abaixo de 14,4 mg/kg ndo provocam efeitos adversos na proteina bruta, extrato etéreo
ou energia metabolizavel. Todavia, determinadas variedades de aveia mostraram
significativas mudancas na composicdo de aminoacidos quando contaminadas com variedades
toxigénicas de Aspergillus flavus.

Broom (2015) relatou que as micotoxinas causam efeitos no intestino ou na flora
intestinal. Esses efeitos podem ser aditivos ou sinérgicos quando maultiplas micotoxinas estdo
presentes. A maioria desses efeitos sdo negativos para a satde intestinal e incluem diminuicdo
da viabilidade das células, reducdo na concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta,
eliminacdo das bactérias benéficas e aumento na expressdo de genes envolvidos na
inflamacdo. Dessa forma, as micotoxinas podem influenciar na composicdo e/ou na
fermentacdo dos produtos da microbiota intestinal e assim, afetar a satde a performance dos
animais. Hauschild et al. (2007) observaram que concentracbes de 2 ppm de ZEA nédo
interferiu na digestibilidade das dietas e no metabolismo de suinos. Jo et al. (2016) em estudo
sobre os efeitos de dietas contento DON e ZEA, nas concentracdes de 10 mg/kg, na
digestibilidade aparente ileal de suinos, observaram reducdo na digestibilidade de alguns
aminoéacidos essenciais, em especial do triptofano, provavelmente ocasionado por lesdes no
epitélio intestinal ocasionado pela acdo da micotoxina DON. Sun et al. (2016) em estudo
sobre o impacto de baixas concentracfes de AF na alimentacdo de suinos, verificaram que
concentracdes de 20 pg/kg ndo foram suficientes para afetarem as varidveis soroldgicas e
hematolGgicas e o crescimento dos animais.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Escola de Sargentos das Armas (ESA), latitude 21°
42°15.6”" sul e longitude 45° 15°18.9”” oeste, Exército Brasileiro, em Trés Coracgdes, Minas
Gerais. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA /
UFRRJ), Protocolo n® 1212031017

Foram utilizados 12 equinos adultos, sendo 9 fémeas e 3 machos das racas Brasileiro de
Hipismo e mesticos, com idade entre 5 e 8 anos e peso corporal médio de 458,02 £22,09 kg.
O periodo experimental total foi de 40 (quarenta) dias, divido em duas fases, uma pré-
experimental de 12 (doze) dias e a fase experimental de 28 (vinte e oito) dias. Na fase pré-
experimental, procedeu-se a verificacdo dos dentes, pesagem e vermifugacdo. Os animais
foram alojados em paddocks e condicionados a dieta composta por feno de tifton (Cynodon
spp) e alfafa (Medicago sativa), racdo comercial, sal mineral e agua a vontade, elaborada
segundo o NRC (2007) para equinos adultos em mantenca (Tabela 4).

Tabela 4 — Composic&o quimica dos alimentos utilizados no ensaio (base MS)*

Item Concentrado Feno de Feno de
comercial Alfafa Tifton
Matéria Seca (MS) (%) 87,2 90,3 89,2
Proteina Bruta (PB) (%) 9,8 17,3 10,3
Extrato Etéreo (EE) (%) 3,1 3,0 2,0
Fibra em Detergente Neutro (FDN) (%) - 52,3 74,3
Fibra em Detergente Acido (FDA) (%) 3,4 34,1 40,2
DIVMS (%)* 94,6 59,2 64,2
ZEA 446,5 261,5 -
Micotoxinas® (ppb) DON 2.380 2.480 760
FB 560 - -

(1) Andlises realizadas no Laboratdrio de Nutricdo Animal da UFMG;
(2) Digestibilidade in vitro da Matéria Seca (DIVMS);
(3) Analises realizadas no Laboratdrio de Micologia (LAMICO) da UFMG

3.1. Producéo e Estimativa de Micotoxinas

A Aflatoxina B; utilizada foi produzida a partir da fermentacdo de arroz por uma
suspensao de esporos de Aspergillus parasiticus (NRRL 2999), conforme método descrito por
Shotwell et al. (1966), no Laboratério de Micologia da UFRRJ. O contetdo de AFB; contida
no arroz fermentado e moido (nucleo) foi extraida e purificada através de uma coluna de
Aflazon Mycosep®, conforme instrugdes de fabricacdo e quantificado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), obtendo-se a concentracdo de 4,25 ppm.

3.2. Fase Experimental

Os animais foram distribuidos, de forma homogénea, em delineamento inteiramente
casualizado em esquema de parcela sub-dividida, com trés tratamentos com quatro animais
cada, sendo o animal a unidade experimental. O nimero de animais foi definido tendo em
vista a disponibilidade de insumos, particularmente do nucleo contendo aflatoxinas.

A fase experimetal teve a duracdo de 28 dias. Os equinos permaneceram soltos em
paddocks durante o dia e foram alojados em baias individuais durante a noite. Os animais
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foram arragoados conforme o regime alimentar da Unidade Militar, sendo 2 kg de racdo as 05
h e 2 kg as 17 h; feno de alfafa as 10 h e de tifton as 13h e 20 horas. Durante o periodo
experimental, a temperatura média foi de 21° C e a URAr média foi de 62,4 %.

Diariamente, parte do nucleo foi diluido na racdo de forma a obter-se as concentracdes
desejadas de 50 e 100 ppb, utilizando a equacdo: Ci xVi = Cf x Vf, onde, Ci e Cf € a
concentracdo inicial e final e Vi e Vf, o volume inicial e final. No arragcoamento das 17 h, foi
fornecido um quilograma de racdo concentrada preparada, com 0, 50 ppb ou 100 ppb de
AFB;, conforme o tratamento preconizado, sendo essa a quantidade maxima de AFB;
consumida por animal, independentemente do peso. Essa quantidade, diferenciou o0s
tratamentos em TI (0 ppb AFB,), Tl (50 ppb AFB;) e TIlI (100 ppb AFB1) (Tabela 5)

Tabela 5 - Quantidade média das dietas experimentais, g/kg na matéria seca, contendo
diferentes concentracdes de AFB; e micotoxinas.

Tratamentos
Alimentos T T T
(Controle) (50 ppb AFB;) (100 ppb AFB;)
Feno (Tifton/alfafa) () 7.400 6.900 6.600
Concentrado Comercial (Q) 4.000 4.000 4.000
Concentracdo de micotoxinas (Jg)
AFB; 0 50 100
ZEA 2.758,1 2.687,5 2.655,2
DON 21.564,7 20.689,9 20.289
FB 2.240 2.240 2.240
Total () 11.400 10.900 10.600

Durante as 4 semanas de duracdo do experimento, uma vez por semana no periodo da
manhd, as 08 (oito) horas, foram coletadas amostras de sangue, iniciando-se no dia 20 de
junho, ou seja, no 1° dia do experimento, sendo essa a coleta controle ou pré-experimento. As
demais coletas se seguiram a 7 (sete), 14 (catorze), 21(vinte e um) e 28 (vinte e oito) dias de
alimentacdo, tendo como objetivo a verificacdo da sanidade animal por meio do
monitoramento da funcdo hematoldgica, renal e hepatica. Para avaliacdo hematoldgica, as
amostras de sangue foram coletadas em tubo a vacuo com EDTA (Vacutainer BD®) e
imediatamente apds a coleta, encaminhadas para analise no Laboratdrio Bioquimico da ESA.

Foram realizadas as andlises do volume globular (VG), pelo método de
microhematdcrito e a determinacdo do hemograma com o auxilio de um contador automatico
(Horiba ABX Micros 60®), sendo realizadas as seguintes analises: contagem global de
leucdcitos; contagem de hemacias, determinacdo dos teores de hemoglobina; calculo do
volume corpuscular médio (VCM); calculo da hemoglobina corpuscular média (HCM),
calculo da concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), célculo da
concentracdo de linfécitos, mondcitos e segmentados.

O monitoramento da fungdo renal, hepatica e do metabolismo foi realizado pela
avaliacdo dos pardmetros da bioquimica sanguinea. Amostras de sangue foram coletadas em
tubos a vacuo contendo fluoreto de sédio (vacuteiner BD®) para determinacdo de glicose e
em tubos a vacuo sem anticoagulante (vacuteiner BD®)) para determinagdo do colesterol,
ureia, creatinina, y-glutamil transferase (GGT), creatina quinase (CK), aspartato
aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH) e fosfatase alcalina (FAL). Apds a
coleta, as amostras foram centrifugadas a 7.000 rpm, por 10 minutos, para separacdo do
plasma e soro. Aliquotas de 1 (um) mL foram retiradas com pipeta automatica e armazenadas
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a -20°C, em tubos de polipropileno de 1,5mL, até o momento da analise. Posteriormente, as
analises foram realizadas pelo método enzimatico/colorimétrico em aparelho
espectrofotdbmetro marca SB 190 — CELM® (Cia Equiparadora de Laboratérios Modernos —
CELM.Brasil), sendo que as andlises de colesterol, proteina total e albumina forma realizadas
em aparelho Labmax progress® (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, Brasil). Para todas
as analises foram utilizados kits Labtest®.

3.2.1 Avaliacéo do desempenho

O desempenho foi avaliado pelo exercicio fisico intervalado realizado no dia 11 de
julho, aos 21 dias da fase experimental. No dia, a temperatura média foi de 21,5° C, sendo a
minima de 12,2° C e méaxima de 28,1° C e a URAr média foi de 62,4%. Para a realizacdo do
exercicio teste, os animais foram previamente submetidos a treinamento fisico padronizado,
por 50 (cinquenta) minutos, durante 5 (dias) dias por semana, nas trés primeiras semanas da
fase experimental. O programa de treinamento constou de exercicio de treinamento em
flexionamento, intercalando o passo e o trote, de forma que para a realizacdo do exercicio
teste, todos tivessem o mesmo condicionamento fisico. Para a realizagdo do exercicio teste, 0s
animais foram aleatoriamente divididos em 3 (trés) grupos com 4 (quatro) animais. O
exercicio teve inicio as 9:00 horas, finalizando as 12:06 h do mesmo dia, sendo realizado de
forma sequencial para cada grupo. O exercicio constou de um aquecimento prévio de 17
(dezessete) min ao trote e ao passo seguido de trés galopes de 450 m/min, com
monitoramento da frequéncia cardiaca (FC) entre os galopes, de forma que os animais
pudessem passar ao galope seguinte quando a FC estivesse em até 60-70 bpm. Para a
avaliacdo do desempenho, previamente ao exercicio e imediatamente apds o 3° galope, foram
monitoradas a FR e a FC e realizadas coletas sanguineas, para analise do volume globular,
glicose, lactato e da bioguimica sanguinea, que se prosseguiu nos tempos de coleta apds o
exercicio (Tabela 6).

Tabela 6 — Equivaléncia entre os momentos de coletas e o tempo, em minutos/horas.

Momentos de avaliacdo dos equinos durante o teste intervalado

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
Pré- Imediatamente 10 20 60 3 6 12 24 48
exercicio Pds exercicio min min min horas horas horas horas horas

A FC e a FR foram monitoradas com estetoscopio veterinario, Mod Littmann™?. As
amostras sanguineas foram coletadas utilizando-se agulha para coleta a vacuo (BD®) e tubos a
vacuo com EDTA (vacuteiner BD®) para a avaliacio do hemograma. Utilizou-se tubos a
vacuo com fluoreto de sodio (vacuteiner BD®)) para as determinagGes de glicose e lactato, e
em tubos a vacuo sem anticoagulante (vacuteiner BD®) para a obtencéo do soro sanguineo.
Apos a coleta, as amostras foram centrifugadas a 7.000 rpm, por 10 minutos, para separacao
do plasma e soro. Aliquotas de 1 (um) mL foram retiradas com pipeta automatica e
armazenadas a -20°C, em tubos de polipropileno de 1,5mL, até o momento da analise.
Posteriormente, as analises foram realizadas pelo método enzimatico/colorimétrico em
aparelho espectrofotdmetro marca SB 190 — CELM® (Cia Equiparadora de Laborat6rios
Modernos — CELM.Brasil), sendo que as andlises de colesterol, proteina total e albumina
foram realizadas em aparelho Labmax progress®. Para todas as analises utilizou-se Kits
Labtest®.

3.2.2 Ensaio de digestibilidade
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Ao final da fase experimental, os animais foram submetidos ao ensaio de digestdo, pelo
método de coleta parcial de fezes, utilizando-se o LIPE® como indicador, seguindo
metodologia descrita por Saliba et al. (2003) e Saliba et al. (2013). Durante 6 (seis) dias, do
21° a0 26° dia da fase experimental, foi administrada uma capsula de 500 mg de LIPE®, no
arragcoamento das 18 (dezoito) horas. Ap6s 48 (quarenta e oito) horas, iniciou-se a coleta de
fezes, no mesmo horario, diretamente na ampola retal, durante 5 (cinco) dias. As amostras
diarias, por animal, formaram ao final do periodo de coleta uma amostra composta, que foi
congelada a -18° C para posterior analise.

O LIPE é um marcador externo obtido da lignina isolada de Eucayiptus grandis e
enriguecido com grupos fenolicos, produzindo o hidroxifenil propano, que sdo usados para
estimar a ingestdo da Matéria Seca e a digestibilidade (SALIBA et al. 2003; SALIBA et al.
2013). A concentragdo de LIPE nas fezes foi determinada utilizando Espectroscopia de
infravermelho e a estimativa de producéo fecal obtida pela equagéo:

(Quantidade de marcador ingerida pelo animal, g)
(Concentragdo de LIPE nas fezes, g/%MS)

~ g
Prod Fecal (PF,—) =
roducao Fecal ( 'dia)

As amostras de fezes e dos alimentos utilizados foram analisadas quanto aos teores de
matéria seca, nitrogénio e extrato etéreo, segundo metodologia descrita Silva (2002). As
andlises de fibra em detergente acido foram realizadas segundo a metodologia descrita por
Van Soest (1967) e Van Soest et al. (1991). A digestibilidade dos nutrientes foi obtida com a
seguinte formula:

(Nutriente ingerido — Nutriente excretado nas fezes)

Digestibilidade Aparente (%) = (Nutriente ingerido) x100

A digestibilidade in vitro da Matéria Seca (DIVMS), foi calculada segundo
metodologia proposta por por Tilley & Terry (1963) com adaptacdes nos métodos
preconizados por Detmann et al. (2012), de acordo com a seguinte férmula:

DIVMS (%) = (MS do alimento incubado — MS do residuo) 100
T (MS do alimento incubado) x

3.3. Andlises Estatisticas

Os resultados dos parametros hematoldgicos, bioguimicos e fisiologicos e da
digestibilidade das dietas foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) em esquema de
parcela sub-dividida e as médias dos coeficientes de digestibilidade, das variaveis associadas
ao desempenho, parametros bioguimicos e nutricionais foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de significancia, utilizando o Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas — SAEG
(SAEG, 2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Ocorréncia e Consumo de Micotoxinas

Os resultados das concentracdes de micotoxinas nos alimentos da dieta foram de 5.620
ppb de DON, observados nos fenos de tifton e alfafa e no concentrado comercial, de 708 ppb
de ZEA, observados no feno de alfafa e no concentrado comercial e, de 560 ppb de FB;
observado no concentrado comercial. As quantidades de micotoxinas consumidas pelos animais
de acordo com o tratamento s&o expressos na Tabela 7.

Tabela 7 — Consumo médio de micotoxinas (ug /Kg MS) (ug /Kg PV), de acordo com o
tratamento experimental.

TI TII T HI
Variaveis (Controle) (50 ppb AFB;) (100 ppb AFB;)
KgMS KgPV KgMS KgPV KgMS KgPV
AFB,Y 0 0 4,6 0,1 9,4 0,2
Consumo de ZEA 2411 6,1 246,7 5,7 249,3 59
micotoxinas (Jug) DON 1.885,1 47,6 1.899,1 439 1.904,7 453
FB 195,8 4,9 205,6 4,8 210,3 5,0

(1) Quantidade maxima consumida por animal; PV: peso vivo

Estas quantidades revelam que a presenca de micotoxinas nos alimentos para 0s equinos
constitui um sério problema de escala mundial e no Brasil, deve-se as condicGes climaticas
favoraveis a multiplicacdo dos fungos produtores (CALONI; CORTINOVIS, 2010; SCHULZ,
2015). A presenca simultainea de DON, ZEA e FB; no concentrado equino, deve-se,
possivelmente, a presenca do milho na constituicdo da mesma, na proprorcao de 25 a 30%. Estes
resultados estdo em concordancia com os observados por Liesener et al. (2010) que ao
analisarem os alimentos individualmente, observaram que as micotoxinas apresentam um
perfil de distribuicdo especifico e que o milho, dentre os cereais avaliados, foi o que
apresentou maior susceptibilidade a contaminagdes com DON, ZEA e FB1,

Caloni; Cortinovis (2010) destacam que a ocorréncia simultdnea de micotoxinas
produzidas por Fusarium spp, como o DON e ZEA é uma questdo importante a ser observada,
devido a suas implicacbes sobre a salde e o bem-estar animal. Além disso, conforme
observado por Zachariasova et al. (2014) é frequente a ocorréncia simultdnea de micotoxinas,
com por exemplo FB; e DON em derivados do milho e DON e ZEA em fenos, colocando os
animais em situacdo de risco. Os resultados observados para DON, nesta pesquisa, foram da
ordem de 5,6 mg/kg de MS, sendo as concentragfes semelhantes no feno de alfafa e no
concentrado. Estas quantidades sdo superiores aquelas encontradas por Cortinovis et al.
(2012) quando analisaram 72 amostras de matérias-primas para alimentagdo de equinos em
propriedades situadas no norte da Italia, quanto a presenca de DON e da toxina T-2, utilizando
0 método ELISA. DON foi detectado em 38,9% das amostras testadas, a niveis entre 0,2 e 1,9
mg/kg de MS, sendo as maiores concentragdes observadas no milho.

Todavia, Caloni; Cortinovis (2011) e Cortinovis et al. (2012) observaram que cavalos
alimentados durante 40 dias, com cevada naturalmente contaminada com DON entre 36 e 44
mg/kg MS, nédo apresentaram efeitos, tais como recusa de alimento ou alteracdo da
bioquimica e hematologia sanguinea, sugerindo que assim como 0s ruminantes, 0S equinos
séo relativamente resistentes aos efeitos adversos da DON. Da mesma forma, Schulz, (2015),
em experimentacdo com equinos alimentados com fenos naturalmente contaminados com
DON em concentracdo variando de 9,37 a 18,6 mg/kg MS, durante 21 dias, ndo observaram
efeitos adversos a satde dos animais.
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As concentragcOes de ZEA detectadas nos alimentos ofertados aos grupos tratados, foram
de 261,5 ppb e 446,5 ppb para a alfafa e o concentrado comercial, respectivamente. Gimeno e
Quintanilla (1983) relataram surtos naturais em equinos consumindo alimentos contendo 2,7
ppm de ZEA por kg/MS. Os sinais clinicos observados nas éguas foram edema de vulva,
prolapso vaginal, flacidez da genitalia e recusa do alimento. Nesta pesquisa ndo foram
observadas sintomatologia clinica nos equinos, sugerindo que a quantidade de ZEA presente
nos alimentos da dieta ndo foram suficientes para provocar altera¢Ges clinicas nos equinos.
Ressalta-se que a quantidade observada foi inferior a diretiva da Unido Europeia (2006), de 3
ppm para subprodutos do milho destinado a alimentagdo animal.

A quantidade de FB; presente no concentrado comercial que compunha a dieta base e
ofertado aos grupos tratados foi de 560 ppb. Ross et al. (1991) analisaram amostras de
alimentos associados a 45 casos confirmados de surtos de LEME, ocorridos em varias regides
dos Estados Unidos e verificaram contamina¢do com FB; com niveis variando entre 1 a 126
ppm, sendo que a maioria das amostras apresentaram niveis acima de 10 ppm. Nos equinos,
0s primeiros sinais clinicos podem ser observados a partir de concentragcdes de > 10mg/Kg
MS de fumonisina no alimento (FINK-GREMMLES; SPRONK, 2013). Para Reed et al.
(2004) alimentos contendo concentragdes superiores a 10 mg/kg de MS de fumonisina sdo
fatais para equinos. Santos et al. (2013) observou surtos em equinos consumindo concentrado
comercial com niveis detectaveis de 6,6 mg/kg de FB;. Nesta pesquisa, ndo se observou sinais
clinicos compativeis com LEME, possivelmente devido as baixas concentra¢fes de FB; na
dieta, contudo devem ser avaliadas as alteracdes hematoldgicas e enzimaticas que podem estar
relacionadas com a presenca simultanea de varias micotoxinas.

N&o foram detectados niveis de AFB; nos alimentos que compunham a dieta base. A
AFB; foi produzida em laboratério e adicionada ao concentrado comercial nas concentracdes
de 50 e 100 ppb, conforme o tratamento preconizado, sendo essa a quantidade maxima
consumida pelo equino, independente do peso. Keller et al. (2007) encontraram concentragdes
que variaram entre 0,01 e 99,4 ppb de AFB; em alimentos para equinos, sendo o género
Aspergillus sp mais frequentemente encontrado e o Aspergillus flavus, a espécie prevalente
em 36% das amostras. Vesonder et al. (1991) relataram mortes de trés equinos apés a ingestao
de milho contaminado com 114, 10 e 6 ppb de aflatoxina By, B, e M, respectivamente. Diaz
et al. (2013) observaram, por um periodo de 9 anos, uma prevalenca de 7% de AF acima de
10 ppb (média de 91 ppb) em 1.617 amostras de alimentos produzidas na Carolina do Norte,
sendo que no milho grdo a prevaléncia foi de 9% em 231 amostras, com concentracdo media
de 170 ppb. Em revisdo realizada por Caloni; Cortinovis (2011) relataram que de 26 amostras
de alimentos para equinos, com predominancia da aveia grdo, analises detectaram a presenca
de 15 generos e 22 espécies fungicas, com prevaléncia de Alternaria alternata e A. flavus.
Todavia, ndo foi detectada a presenga de AFB;, sugerindo que o fungo precisa de condicdes
inapropriadas de estocagem para producdo da toxina. Os autores relataram que, embora
inconclusivas, as aflatoxicoses podem ocorrer com concentracdes entre 0,5 e 1,0 mg/kg na
matéria natural da dieta total, as quais induzem mudancas clinicas e danos hepéticos,
dependendo do tempo de exposicdo

4.2 Hematologia

Os resultados para hematologia obtidos por coletas semanais, durante 28 dias (Tabela 8)
demonstraram que houve interacdo da aflatoxina para os niveis de segmentados (P<0,05) e da
aflatoxina em funcdo do tempo nos niveis de mondcitos e de segmentados (P<0,05). Para as
demais variaveis observou-se apenas o efeito simples do tempo (P<0,05). Buscou-se com
essas analises observar a possivel influéncia da AFB; nos processos hematoldgicos do equino.
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Tabela 8 - Hematologia de equinos alimentados durante 28 dias com diferentes concentragcfes
de AFB; na dieta

o . 0 Significancia (P<0,05) Valores de
Variaveis Média CV % AFB; Tempo  AFB,*Tempo referéncia
Volume Globular (%) 338 58 03349 0,0011 NS 38-42"
Eritrocitos (10° uL™) 75 5,9 NS 0,0016 NS 7-11!
Hemoglobina (g dL™) 114 55  0,2533  0,0000 NS 11-17*
VCM (fL) 454 09 NS 0,0032 NS 42-47
CHCM (%) 337 11 NS 0,0000 NS 31-38,6°
Leucdcitos totais (10° pL™) 7.9 85  0,0783  0,0009 0,3252 6-11"
Linfocitos (10° uL™) 35 16,2 NS 0,0027 0,1244 2-5,5
Mondcitos (10% pL™) 1,4 176 NS 0,0280 0,0254 0,2-0,8"
Segmentados (10° uL™) 30 12,3 0,0000 0,0010 0,0276 2,3-8,6°

'ROSE; HODGSON (1994); “CARLSON (1993); >ROBINSON (1997)
VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
CV: Coeficiente de Variagéo.

Verificou-se elevacdo nos valores do Volume Globular (VG), (Tabela 9), Eritrocitos
(Tabela 10), da Hemoglobina (Tabela 11) e da Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM), (Tabela 12), observados aos 28 dias. Nao foi observado interagdo com o
tempo nessas variaveis (P>0,05). Contudo, mesmo ocorrendo elevacdo em relagdo a analise
anterior, dos 21 dias, os valores observados continuaram dentro dos limites clinicos normais
para 0s equinos.

Tabela 9 - Volume globular (VG %) médio de equinos alimentados durante 28 dias com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Significancia (P< 0,05)

1 0,
Tempo (dias) VG % AFB, Tempo AFB;*Tempo
Zero 32,6° 0,3492 0,0011 NS
7 33,38
14 32,98
21 34,2"8
28 36,0°

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 5,8%

Tabela 10 — Eritrdcitos (10° pL™) médio de equinos alimentados durante 28 dias com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Tempo (dias) Eritrécitos Significancia (P< 0,05)
P (10° uLY) AFB, Tempo AFB,*Tempo
Zero 7,15 NS 0,0016 NS
7 7,4°
14 7,3°
21 7,58
28 7,9%

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacéo (CV): 5,9%
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Tabela 11 — Hemoglobina (g dL™) média de equinos alimentados durante 28 dias com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

. Hemoglobina Significancia (P< 0,05)
Tempo (dias) (9 c?l_'l) AFB; Tempo AFB*Tempo
Zero 10,9° 0,2533 0,0000 NS
7 10,9°
14 10,7°
21 11,0°
28 135"

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 5,5%

Tabela 12 — Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM %) de equinos
alimentados durante 28 dias com diferentes concentracfes de AFB; na dieta

Significancia (P< 0,05)

Tempo (dias) CHCM (%) AFB; Tempo AFB,*Tempo
Zero 33,5° NS 0,0000 NS
7 33,18
14 32,5°
21 32,0°
28 37,5%

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacéo (CV): 1,2 %.

O condicionamento fisico pode levar ao aumento do Volume Globular (VG) e das
concentragOes de hemoglobina e por sua vez refletir no aumento da CHCM. De acordo com
Castejon et al. (2007) e Kingston (2008) o aumento do hematocrito e a elevacdo da
hemoglobina apds treinamento estd relacionado ao aumento da eritropoese devido a maior
producdo de eritropoetina, como consequéncia da hipoxia tecidual ocorrida no tecido
muscular durante o periodo de treinamento. Esse achado foi observado por Santiago et al.
(2013) em equinos submetidos a esforgco fisico em esteira de alta velocidade, contudo os
animais foram treinados por um periodo superior a 90 (noventa) dias.

Nesta pesquisa, 0s animais foram treinados até o periodo do exercicio teste intervalado,
ocorrido aos 21 dias da fase experimental. Comparativamente, o periodo utilizado pode ser
curto para que 0s animais obtivessem uma resposta ao condicionamento fisico. Contudo,
salienta-se que 0 exercicio teste ocorreu na semana anterior (aos 21 dias) e que esse resultado
pode ser reflexo do exercicio realizado. Todavia, também ndo se descarta que alteracdes na
coleta, processamento e analises pode ter refletido nos resultados dos exames, uma vez que as
coletas foram realizadas com os animais em repouso (O-OOSTERBAAN, 1998).

A CHCM (Tabela 12) expressa, em percentagem, a concentragédo da hemoglobina nas
hemacias. A relacédo entre 0 VCM e CHCM permite um aprofundamento sobre a classificacéo
dos diversos tipos de anemia. (MATOS; DE MATOQOS, 1988; LORENZI, 2003). Acredita-se
que a elevacdo da CHCM seja um reflexo do aumento da hemoglobina devido ao
condicionamento fisico (Kingston, 2008). Contudo, ndo se descarta possiveis alteracdes na
coleta e processamento que possam ter influenciado nesse resultado (O-OOSTERBAAN,
1998).

O VCM (Tabela 13) expressa o volume individual médio do eritrocito (KERR, 2002).
No decorrer deste experimento, observou uma redugdo no VCM, comparativamente a média
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dos valores basais. Os valores encontrados, embora significantemente menores, encontram-se
dentro dos limites fisiol6gicos para a espécie em estudo (ROSE; HODGSON, 1994).

Tabela 13 — Volume Corpuscular Médio (VCM fL) de equinos alimentados durante 28 dias
com diferentes concentracfes de AFB; na dieta

. Significancia (P< 0,05)
Tempo (dias) VEM (fL) AFB; Tempo AFB*Tempo
Zero 458" NS 0,0032 NS
7 45,38
14 45,28
21 45,4"8
28 45,4"8

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacéo (CV): 0,9%.

Os resultados para a série branca sdo mostrados na Tabela 14. Verificou-se efeito
simples dos tempos de coleta nas concentracbes de Leucocitos (P<0,05). N&o sendo
observado efeito do tratamento ou da aflatoxina no decorrer dos tempos de coleta (P>0,05).

Tabela 14 — Leucdcitos Totais (10° puL™) de equinos alimentados durante 28 dias com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Leucdcitos Significancia (P< 0,05)
Tempo (dias) (11(;(3)?:_3_1) AFB; Tempo AFB1*Tempo
Zero 8,1"8¢ 0,0783 0,0009 0,3252
7 8,5"
14 8,2"®
21 7,55¢
28 7,3¢

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 8,5%

Observou-se reducéo significativa (P< 0,05) na concentracdo de Leucocitos Totais por
efeito simples do tempo, observadas aos 21 e 28 dias. Esses resultados contradizem Kowal et
al. (2006) que ressaltam que o leucograma pode aumentar 10 a 30% de acordo com a duragéo
e a intensidade do exercicio. Ressalta-se, contudo, que nesta fase, 0s animais ndo estavam em
exercicio e as coletas foram realizadas com animal em repouso pela manhd. Todavia, 0s
valores encontrados estavam dentro dos parametros fisiologicos para a espécie (ROSE;
HODGSON, 1994).

A concentracdo média de linfdcitos (Tabela 15) foi influenciada pelo efeito simples do
tempo do experimento (P<0,05), ndo sendo observado interferéncia da aflatoxina (P>0,05).

Observou-se um comportamento erratico dos linfocitos dentro das semanas, com
elevacdo dos valores médios nas duas primeiras semanas e redugdo nas semanas seguintes.
Contudo, os valores encontrados encontram-se dentro dos limites basais para a espécie
(ROSE; HODGSON, 1994).
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Tabela 15 — Linfdcitos (10° uL™) de equinos alimentados durante 28 dias com diferentes
concentracdes de AFB; na dieta

. Linfdcitos Significancia (P< 0,05)
Tempo (dias) (10° uL™Y) AFB; Tempo AFB*Tempo
Zero 3,6"° NS 0,0027 0,1244
7 4,0
14 3,74
21 3,0°
28 3’4AB

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 16,25%.

Para os monacitos (Tabela 16), observou-se um efeito simples do tempo (P<0,05) e
interacdo da aflatoxina em relacdo ao tempo (P<0,05), embora a concentracdo de aflatoxina
somente, ndo tenha sido significativo (P>0,05).

Tabela 16 — Mondcitos (10° uL™) de equinos alimentados durante 28 dias com diferentes
concentragdes de AFB; na dieta

Tempo (dias) AFB; Significancia (P< 0,05)
P Controle 50 ppb 100 ppb AFB; Tempo  AFB;*Tempo
Zero 1,57 1,472 1,57 NS 0,0280 0,0254
7 1,17 1,5% 1,47
14 1,6" 1,47 1,67
21 1,1% 1,3% 1,478
28 1,57 1,57 1,17

Médias seguidas por letras maitsculas diferentes na linha, diferem pelo teste de Student Newman Keuls
(P<0,05);

Meédias seguidas por letras mindsculas diferentes na coluna, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05);

Coeficiente de Variacéo: 17,6 %

Observou-se variacdo na concentracdo de mondcitos, de forma irregular, no grupo
controle e no grupo com 100 ppb de AFB;. A interacdo da aflatoxina no decorrer do tempo foi
melhor observada no grupo com 100 ppb AFB;, com uma reducdo da concentracdo de
mondcitos aos 28 dias. Dilkin et al. (2003) estudaram os efeitos da exposi¢do cronica da
AFB; e FB; em leitdes desmamados durante 28 dias. As dietas continham variacdes de até 30
ppm de FB; e 50 ppb de AFB; na MS. Os autores ndo observaram diferengas significativas
entre 0s varios regimes de intoxicacdo e o grupo controle, com zero de micotoxinas, nos
resultados do leucograma, que incluia analises de Leucdcitos totais, neutrofilos, eosinofilos,
basofilos, linfocitos e mondécitos, CHCM, VCM e HCM.

Nesta pesquisa verificou-se interagdo da aflatoxina com o tempo na concentracdo de
segmentados (P< 0,05), Tabela 17.
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Tabela 17 — Segmentados (10° uL™) de equinos alimentados durante 28 dias com diferentes
concentracdes de AFB; na dieta

Tempo (dias) Segmentados (10° uL™?) Significancia (P< 0,05)
Controle 50 ppb 100 ppb AFB; Tempo AFB1*Tempo
Zero 2,35%® 3,37 3,6 0,0000 0,0010 0,0276
7 1,8%%® 2,85 42"
14 2,75 2,8/\B® 3,7
21 2,48 3,5" 4,0%
28 1,6° 2,550 3,77

Meédias seguidas por letras maitsculas diferentes na linha, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
Médias seguidas por letras mindsculas diferentes na coluna, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05)
Coeficiente de Variacdo (CV):12,3%

O tratamento com 100 ppb de AFB; apresentou concentracdo media de segmentados
superior. Houve variagdo da concentragdo no decorrer do tempo, embora ndo tenha
apresentado um padrdo uniforme. Procurava-se observar efeito imunogénico da aflatoxina nas
celulas brancas, ou mesmo um efeito aditivo ou sinérgico entre as micotoxinas presentes na
dieta (CAST, 2003). A maior concentracdo de segmentados nos tratamentos com 50 e 100
ppb de AFB; sugere maior resposta imunoldgica. Todavia, observando as médias durante as
semanas, para o tratamento 100 ppb, verifica-se que ndo houve diferencas significativas
quando da coleta do grupo no estado basal. Para os trés tratamentos observou-se uma reducao
na concentracdo de granuldcitos aos 28 dias, sendo significativo para o grupo controle e 50
ppb AFB;, E importante observar que a presenca de DON nos tratamentos poderia causar uma
diminuicdo da resposta imune (PLACINTA et al. 1999; CAST, 2003;) e que esta resposta
poderia ser maior no grupo com maior concentracdo de aflatoxina, devido a um possivel
efeito aditivo ou sinérgico. Contudo, o tratamento de 100 ppb de AFB; apresentou maior
concentracdo de granuldcitos, sugerindo que os equinos foram tolerantes aos efeitos adversos
dessa micotoxina, nas concentracdes utilizadas, durante o periodo observado. Nesse sentido,
este estudo concorda com reviséo realizada por Caloni; Cortinovis (2011) e Cortinovis et al.
(2012) que verificaram que cavalos alimentados durante 40 dias, com cevada naturalmente
contaminada com DON entre 36 e 44 ppm na MS, ndo apresentaram efeitos, tais como recusa
de alimento ou alteracdo da bioquimica e hematologia sanguinea. Da mesma forma, Schulz,
(2015), em experimentagdo com equinos alimentados durante 21 dias com fenos naturalmente
contaminados com DON em concentracdo variando de 9,37 a 18,6 ppm por kg/MS, ndo
observaram efeitos adversos a salde dos animais. Sun et al. (2016) verificaram que suinos
alimentados durante 5 semanas, com dieta contendo concentragdes de 20 ppb de AFB;, ndo
foram suficientes para afetar as varidveis sorolégicas e hematoldgicas e o crescimento dos
animais.

4.3 Bioquimica Sanguinea

Os resultados da bioquimica sérica dos equinos sdo apresentados na Tabela 18. Os
resultados demonstram que houve efeito simples do tempo (P<0,05) para as variaveis e ndo
houve efeito das aflatoxinas ou da interacdo do tempo com as aflatoxinas (P>0,05). Os valores
médios para proteina total, albumina e globulinas em funcdo do tempo sdo apresentados nas
tabelas 19 a 21.
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Tabela 18 — Valores médios da bioquimica sérica de equinos alimentados durante 28 dias
com diferentes concentracfes de AFB; na dieta

. . 0 Significancia (P< 0,05) Valores de
Parédmetros Média CV (%) AFB, Tempo AFB,*Tempo referéncia
Proteinas totais (g dL™) 5,3 22,4 0,0731  0,0002 0,1332 5.2-7.9°
Albuminas (g dL™) 2,1 23,0 NS 0,0002 0,1437 2.6-3.7°
Globulinas (g dL™) 3,2 224 0,0914  0,0004 0,1264 2.6-4.0°
Colesterol (mg dL™) 86,2 20,2 02112  0,0002 0,0902 75-150?
Ureia (mg dL™) 29,5 20,4  0,2436  0,0000 NS 24-48"
Creatinina (mg dL™) 0,9 14,6 0,2453  0,0000 NS 1,1-1,8"
GGT, (U LY 7,7 21,8  0,2679 0,1816 0,3309 4,3-13°
AST, (U LY 288,7 240  0,0580 0,2085 NS 150-400"
CK, (UL?Y 2954 324  0,0229 0,0000 0,4400 100-300"
LDH, (U L™ 845,2 380 0,090 0,3195 NS 162-412°
FAL, (U LY 67,7 20,9 00119 0,0262 NS 100-500*

'Rose; Hodgson (1994); “Robinson (1997);°Gonzélez; Silva (2006); *Kerr (2002); >Thomassian (2005)

Tabela 19— Proteina Total (g/dL™) sérica de equinos alimentados durante 28 dias com
diferentes concentracdes AFB; na dieta

Tempo (dias) Protel’nantaI Significancia (P<0,05)
(g/dL™) AFB; Tempo AFB;*Tempo
Zero 6,1’23 0,0731 0,0002 0,1332
7 6,4
14 4,1°
21 4,95¢
28 5,1ABC

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variagdo (CV): 22,4%.

Tabela 20 — Albumina (g/dL™) sérica de equinos alimentados durante 28 dias com diferentes
concentracOes de AFB; na dieta

Tempo (dias) Albumilna Significancia (P< 0,05)
(g/dL™) AFB; Tempo AFB;*Tempo
Zero 2,4’;B NS 0,0002 0,1437
7 2,6
14 1,6°
21 1,98¢
28 2,08¢

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 22,3%
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Tabela 21 — Globulina (g/dL™) sérica de equinos alimentados durante 28 dias com diferentes
concentracdes de AFB; na dieta

Tempo (dias) Globulilna Significancia (P< 0,05)
(g/dL7) AFB, Tempo AFB;*Tempo
zero 37 0,0914 0,0004 0,1264
7 3,8%
14 2,58
21 3,078
28 3,18

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo:22,4%.

Os resultados para as proteinas sanguineas e colesterol, oferecem informacges sobre o
metabolismo proteico e energético, como também indicam condi¢Bes da funcionalidade
hepatica (GONZALEZ; SILVA, 2006). Esperava-se que 0s tratamentos com 50 e/ou 100 ppb
de AFB; pudessem apresentar efeito na funcionalidade hepatica, com reflexos na producéo
das proteinas sanguineas (REED et al. 2004). Todavia, observou-se variacdo média das
proteinas no decorrer do tempo, possivelmente decorrente das dietas. Rosa et al. (2001)
observaram que a reducdo da proteina total, albuminas e globulinas foram indicativos de
aflatoxicoses em frangos, sendo a relacdo Albumina/Globulina, um importante parametro a
ser analisado.

Caloni; Cortinovis (2011), em reviséo sobre intoxicagdes experimentais por AFB; em
equinos relataram que, embora inconclusivas, as aflatoxicoses podem ocorrer com
concentrac@es entre 0,5 e 1,0 mg/kg de MS na dieta total, as quais induzem mudancas clinicas
e danos hepaticos, dependendo do tempo de exposicdo. Embora as quantidades de AFB;
presentes nesta pesquisa sejam inferiores as relatadas, possiveis danos hepéaticos poderiam
influenciar no metabolismo proteico e na atividade enzimatica. Todavia, os valores
observados para as proteinas totais, albuminas e globulinas permaneceram dentro dos valores
de referéncia para espécie (GONZALEZ; SILVA, 2006), sugerindo que as concentracdes
utilizadas ndo provocaram efeitos ou alteracfes na bioguimica sanguinea relacionada a
proteina total, albumina e globulina.

Os resultados do colesterol em funcdo do tempo (Tabela 22) ndo mostram efeito das
aflatoxinas ou da interacdo do tempo com as aflatoxinas (P>0,05).

Tabela 22 — Colesterol (mg/dL™) sérico de equinos alimentados durante 28 dias com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

. Colesterol Significancia (P< 0,05
Tempo (dias) (mg/dL™) AFB; : Tempo( EAFBl*Tempo
Zero 96,6"° 0,2112 0,0002 0,0902
7 102,74
14 69,1°
21 81,45¢
28 81,05¢

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 20,25%.

Os niveis de colesterol sdo um importante indicador do metabolismo energético.
Esperava-se que os tratamentos com maior concentracdo de aflatoxina, pudessem alterar a
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concentracdo de colesterol plasmatico e, portanto, influenciar no metabolismo energético.
Todavia, ndo se observou interacdo da aflatoxina, mas um efeito simples dos tempos de
coleta, sendo maior na segunda semana, revelando uma influéncia da dieta somente. Os
resultados observados estdo dentro dos parametros fisiologicos para a espécie (ROBINSON,
1997).

Os resultados das concentraces médias de Ureia e Creatinina em funcao do tempo sao
mostrados nas Tabelas 23 e 24, ndo sendo observado efeito das aflatoxinas ou da interacdo do
tempo com as aflatoxinas (P>0,05).

Tabela 23 — Uréia (mg/dL™) sérica de equinos alimentados durante 28 dias com diferentes
concentracdes de AFB; na dieta

. Uréia (mg/dL’ Significancia (P< 0,05)
Tempo (dias) i AFB, Tempo AFB*Tempo
Zero 28,5°¢ 0,2436 0,0000 NS
7 25,35¢
14 24.4¢
21 37,5
28 31,6"®

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 20,4%

Tabela 24 — Creatinina (mg/dL™") sérica de equinos alimentados durante 28 dias com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Creatinina Significancia (P< 0,05)
. -1
Tempo (dias) (mg/dL") AFB, Tempo AFB.*Tempo
Zero 0,97° 0,2453 0,0000 NS
7 0,61°¢
14 1,058
21 1,38%
28 0,72°

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 14,6%.

Voss et al. (1995) relataram o potencial nefrotoxico da FB; em ratos, ocasionado por
alteracGes no metabolismo dos esfingolipidios. Os niveis de aflatoxina utilizados poderiam
influenciar a funcéo renal, por uma possivel acdo sinérgica com a FB. Todavia, isso néo foi
observado. Os valores para ureia e creatinina sofreram alteragdes no decorrer do tempo. Os
maiores valores de ureia (Tabela 23) e creatinina (Tabela 24) ocorreram aos 21 dias de
experimento. Embora significantemente maiores que das demais coletas, os valores
encontram-se dentro dos parametros de referéncia para a espécie, segundo Rose; Hodgson
(1994).

A atividade da Creatina Quinase (Tabela 25) foram influenciados pela concentracéo de
aflatoxina, apresentado maior média no tratamento com 100 ppb AFB;, observando-se ainda
efeito simples do tempo com valores maiores aos 28 dias de experimento.

Alteracdes na atividade da CK e da AST indicam lesdo muscular ou exercicio fisico
(Fazio et al. 2011). Ndo se esperava influéncia da AFB; sobre a atividade da CK. E
importante frisar a ocorréncia simultanea de micotoxinas na dieta, principalmente a FB; e
uma possivel interacdo entre elas. A FB; reconhecidamente age no metabolismo dos
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esfingolipidios, podendo alterar a permeabilidade celular (RAMASANY et al. 1995), o que
poderia contribuir para a elevacdo dos niveis de CK. Contudo, as alteracbes nas
concentragOes podem estar relacionadas a variagdes na coleta e processamento das amostras,
resultando em maior valor para a coleta do 28° dia (O-OOSTERBAAN, 1998). Todavia, as
médias dos tratamentos permaneceram dentro dos valores fisiologicos de referéncia para a
espécie (ROSE; HODGSON, 1994).

Tabela 25 — Atividade da Creatina Quinase (CK, UI/L) de equinos alimentados durante 28
dias com diferentes concentracdes de AFB; na dieta

. CK (UI/L) Significancia (P< 0,05)
Tempo (dias) .
Controle 50 ppb 100 ppb  Média AFB; Tempo AFB;*Tempo
Zero 176,5 291,5 2235  230,5°° 0,0229 0,0000 0,4400
7 215,5 296,0 357,0  289,58%C
14 136,5 164,2 2585  186,4°
21 316,2 331,5 3375  3284°
28 349,7 498,7 4782  4422%
Média 238,98 316,4"®  330,9" -

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacéo (CV): 32,4%

Os valores médios da Fosfatase Alcalina (Tabela 26) foram influenciados pela
aflatoxina, apresentando maior atividade para o tratamento de 100 ppb AFB; (P<0,05).

Tabela 26 —Atividade da Fosfatase Alcalina (FAL, UI/L) de equinos alimentados durante 28
dias com diferentes concentracdes de AFB; na dieta

FAL (UI/L) Significancia (P< 0,05)
Tempo (dias) Controle  50ppb  100ppb  Média AF Tempo AF*Tempo
Zero 52,7 66,5 71,0 63,4°®  0,0119 0,0262 NS
7 58,3 67,8 94,7 73,6"°
14 43,3 50,3 84,3 59,2°
21 65,2 76,0 91,3 77,5%
28 56,2 60,2 77,5 66,6"°
Média 55,18 64,1°® 837" -

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV):20,9%

A FAL é uma enzima amplamente distribuida no organismo e o aumento da sua
atividade pode estar relacionado a fatores de origem 0ssea, gastrintestinal ou hepatobiliar
(TRUEMAN, 1983). Kerr et al. (2002) relatou que a isoforma hepética predomina no soro.
Hank et al. (1993) observaram que em equinos adultos, somente 17,9% da FAL encontrada no
soro € de origem dssea. Os maiores valores encontrados na atividade da FAL para o
tratamento 100 ppb de AFB;, podem estar relacionados a acdo hepatotoxica da aflatoxina,
além disso é possivel a ocorréncia de efeito sinérgico com a FB1, que em menor grau,
também possui efeito hepatotoxico (VOSS et al. 2007; BRYDEN, 2012). A concentracdo
média da FAL, nas coletas semanais ndo foram regulares. A maior média foi observada na 32
semana, aos 21 dias da fase experimental, em coleta anterior ao exercio fisico padronizado.
Trueman (1983) relataram que aumentos na atividade da FAL sdo frequentemente
inexplicados e que variagdes nos resultados podem sofrer influéncia da coleta e
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processamento das amostras. Os resultados observados estdo dentro dos valores de referéncia
para a espécie relatados por Trueman (1983), com variacdo de 0 a 599 UI/L. No periodo em
estudo, ndo foram observados sinais clinicos nos animais que indicassem qualquer alteracdo
patoldgica no sistema 0sseo ou gastrintesnal.

4.4 Desempenho
4.4.1 Parametros fisiologicos

N&o houve efeito significativo da AFB; sobre a Frequéncia Respiratoria e Cardiaca em
resposta ao exercicio, sendo observado apenas efeito simples do tempo (P<0,05), Tabela 27.

Tabela 27 — Frequéncia Respiratoria (FR) e Cardiaca (FC) de equinos submetidos ao
exercicio e alimentados com diferentes concentra¢fes de AFB; na dieta.

Significancia (P< 0,05)

o o 0
Variaveis Média CV (%) AFB, Tempo AFB, *Tempo

FR (resp/min) 13,25 21,45 NS 0,0000 NS

FC (bat/min) 66,95 16,03 NS 0,0000 NS

As frequéncias respiratoria (FR) e cardiaca (FC) foram monitoradas no pré-exercicio,
imediatamente ap6s 0 mesmo e nos tempos de 10 e 20 minutos (M3). Os resultados
encontrados evidenciam uma resposta natural dos equinos ao exercicio, havendo uma
elevacdo tanto da FR, com da FC, imediatamente ap0s o exercicio, com tendéncia de retorno
aos niveis basais, no tempo de 20 min. Os valores observados diferiram dos descritos por
Paludo et al (2002), em animais da raca Brasileiro de Hipismo (BH), que apresentaram FC de
40,83+4,71 e FR de 16,67+3,05, no pré-exercicio e de 53,67+8,24 e 37,33+11,5, para FC e
FR, respectivamente no pos-exercicio.

4.4.2 Parametros sanguineos

A inclusdo de aflatoxina na dieta ndo influenciou os pardmetros sanguineos no
exercicio (P>0,05), (Tabela 28), com excecdo da atividade da enzima FAL. Esperava-se que a
inclusdo de AFB; na dieta base, conjuntamente com outras micotoxinas, em especial a FB,
pudessem evidenciar alterac6es no perfil hematico, durante o exercicio.

Tabela 28 — Parametros sanguineos de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

o - 0 Significancia (P< 0,05)
Variaveis Média  CV (%) AFB, Tempo AFB,*Tempo
Volume Globular (%) 39,8 55 NS 0,0000 0,1709
Proteinas totais (gdL'l) 6,2 16,8 NS 0,0003 NS
Albuminas (g dL™) 2,4 17,1 NS 0,0001 0,2319
Colesterol (mg dL’l) 97,3 16,1 NS 0,0014 0,4034
Ureia (mg dL™) 33,4 10,4 NS 0,0000 0,4247
Creatinina (mg dL'l) 0,7 10,5 NS 0,0000 NS
GGT (UL 7,8 38,5 NS 0,0000 0,1161
AST (UL™ 271,3 16,3 0,0671 0,0000 0,1279
CK (ULY 323,7 27,8 0,3226 0,0000 NS
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LDH (U LY 936,3 36,5 0,2882 0,000 NS

FAL (U L™ 61,4 18,5 0,0227  0,3679 0,3625
Glicose (mg dL™) 74,8 20,2 NS 0,0000 NS
Lactato (mmol L™) 1,9 19,6 0,927 0,0000 NS

O consumo de baixas concentragbes de micotoxinas, por longos periodos pode
influenciar a saude e a performance do equino por acao nos sistemas hepatico e gastrintestinal
(Raymond et al. 2005; Broom, 2015). Com isso, era de se esperar que micotoxinas
hepatotdxicas pudessem prejudicar o metabolismo hepatico, influenciando nos resultados da
pesquisa. Contudo, as alteragfes observadas foram aquelas decorrentes do condicionamento
fisico do cavalo, efeito simples do tempo, ndo havendo interferéncia da aflatoxina.

O VG foi influenciado pelo exercicio, sendo evidenciado nos tempos de coleta (Tabela
29), ndo sendo observado efeito das aflatoxinas ou da interagdo do tempo com as aflatoxinas
(P>0,05).

Tabela 29 — Volume Globular (VG %) de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Significancia (P< 0,05)

Tempos de coleta VG (%) AFB, Tempo AFB,*Tempo
Pré-exercicio 34,2° NS 0,0000 NS
Imediatamente pos-exercicio 47,7%

10 min pos-exercicio 39,9°
20 min pos exercicio 37,4°

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 5,5 %.

Como esperado, imediatamente apds o exercicio (M1), o VG apresentou valor mais
elevado, cerca de 39% superior ao valor basal. A elevagdo do VG estd relacionado a
esplenocontracdo. De acordo com Kingston (2008) e McGowan (2008), o baco tem
capacidade de armazenar cerca de 50% dos eritrocitos do organismo. A liberacdo desses
eritrocitos no organismo ocorre em resposta ao estimulo simpatico ou ao aumento da
adrenalina circulante durante o exercicio.

Os valores para Proteina Total e Albumina em resposta ao exercicio (Tabelas 30 e 31)
ndo foram influenciadas pela inclusdo de aflatoxina na dieta ndo sendo observado efeito das
aflatoxinas ou da interacdo do tempo com as aflatoxinas (P>0,05).

Tabela 30 — Proteina Total (g dL™) sérica de equinos submetidos a exercicio e alimentados
com diferentes concentracfes de AFB; na dieta

Tempos de coleta Proteina ]’otal Significancia (P< 0,05)
(gdL™) AFB; Tempo AFB;*Tempo
Pré-exercicio 4,9° NS 0,0003 NS
Imediatamente pds-exercicio 7,04
10 min pos-exercicio 6,6"
20 min pds-exercicio 6,4"

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variagio (CV): 16,8 %.
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Tabela 31 — Albumina (g dL™) sérica de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Tempo AIbum_ilna Significancia (P< 0,05)
(gdL") AFB; Tempo AFB;*Tempo
Pré-exercicio 1,9° NS 0,0001 0,2319
Imediatamente pos-exercicio 2,8"
10 min pos-exercicio 2,5"
20 min pds-exercicio 2,6"

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variagéo (CV): 17,1 %.

A elevagdo na concentragdo das proteinas, observadas imediatamente apds o exercicio
(M1) que se permaneceu até o tempo de 20 minutos (M3) podem ser explicadas pela
hemoconcentracdo, com redistribui¢do de fluidos e eletrolitos do compartimento vascular para
0s espacgos extracelulares, com aumento da viscosidade do plasma (KINGSTON, 2008). A
perda de fluidos esta relacionada a duracédo e intensidade do exercicio e o retorno aos niveis
basais ocorre em até 30 minutos pos exercicio (KOWAL et al. 2006).

A concentracdo plasmatica do colesterol (Tabela 32) ndo foi influenciada pela
aflatoxina na dieta (P>0,05).

Tabela 32 — Colesterol (mg dL™) sérico de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Tempos de coleta Coleste(gl Significancia (P< 0,05)
(mg dL™) AFB; Tempo AFB;*Tempo
Pré-exercicio 81,4° NS 0,0014 0,4034
Imediatamente pds-exercicio 109,5"
10 min poés-exercicio 96,7°°
20 min pos-exercicio 101,8"

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 16,1 %.

A maior concentracdo de colesterol imediatamente apds o exercicio é decorrente do
aumento da viscosidade do plasma, devido a hemoconcentracdo (KINGSTON, 2008).
Todavia, os valores encontrados estdo dentro dos niveis referenciais para a espécie
(GONZALEZ; SILVA, 2006).

As concentracdes séricas de Ureia (Tabela 33) e Creatinina (Tabela 34) durante o
exercicio, ndo foram influenciadas pela adi¢do de aflatoxina na dieta (P>0,05).
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Tabela 33 — Ureia (mg dL™) sérica de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Tempos de coleta Ureia_1 Significancia (P< 0,05)
(mgdL™) AFB; Tempo AFB;*Tempo

Pré-exercicio 37,5"° NS 0,0000 0,4247

Imediatamente pos-exercicio 36,25

10 min pés-exercicio 28,85

20 min pds-exercicio 30,0°%F

60 min pés-exercicio 32,18

3 hr pos-exercicio 30,2°%F

6 hr pds-exercicio 33,4°5¢P

12 hr pos-exercicio 37,1°°

24 hr pés-exercicio 426"

48 hr pos-exercicio 26,3

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 10,4 %

Tabela 34 — Creatinina (mg dL™) sérica de equinos submetidos ao exercicio e alimentados
com diferentes concentracfes de AFB; na dieta até 48 horas

Tempo Creatini_rlla Significancia (P< 0,05)
(mg dL™) AFB; Tempo AFB;*Tempo
Pré-exercicio 1,47 NS 0,0000 NS
Imediatamente pos-exercicio 0,7°
10 min pés-exercicio 0,7°
20 min pds-exercicio 0,7°
60 min pds-exercicio 0,5°
3 hr pés-exercicio 0,6°
6 hr pos-exercicio 0,7°
12 hr pos-exercicio 0,8°
24 hr pés-exercicio 0,7%
48 hr pos-exercicio 0,5°

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variagéo (CV): 10,5 %

A concentragdo sérica de ureia foi pouco influenciada pelo exercicio. A uréia plasmatica
é resultado do catabolismo de aminoacidos, podendo ser influenciada por exercicios de longa
duracdo e alta intensidade Fazio et al. (2011). Snow et al. (1982) esclareceu que a via
preferencial de geracdo de energia utilizada pelo animal é a glicolitica e anaerobica,
compativel com as condi¢BGes do exercicio teste deste experimento. Assim as varia¢fes da
concentracdo de ureia, no decorrer do tempo, possivelmente sdo decorrentes do catabolismo
do nitrogénio, oriundo da alimentacdo dos animais, pois os mesmos foram alimentados
diversas ocasides, de acordo com o programa alimentar da Unidade.
Por outro lado, a concentracdo sérica de creatinina durante o exercicio foi inferior ao
valor basal, o que ndo € o esperado. De acordo com Fazio et al. (2011) durante o exercicio
ocorre aumento das concentragdes plasmaticas de creatinina devido a maior utilizagdo de
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fosfocreatina para a geracdo de energia muscular. Castejon et al. (2006) observaram que este
aumento é diretamente proporcional a intensidade do exercicio. Os valores estdo abaixo dos
encontrados por Santiago et al. (2013) avaliando o exercicio com cavalos de Concurso
Completo de equitacdo (CCE) e Godoi et al. (2009) avaliando dietas hiperlipidémicas para
equinos e também abaixo dos valores de referéncia para a espécie segundo Rose; Hodgson
(1984).

4.4.3 Parametros enzimaticos

As enzimas AST, CK, LDH e GGT néo foram influenciadas pelos niveis de aflatoxina
na dieta (P>0,05), sendo, todavia, influenciadas pelo exercicio, demonstrado nos tempos de
coleta.

Tabela 35 — Atividade da CK (U L™) de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentagcOes de AFB; na dieta

Significancia (P< 0,05)

Tempos de coleta CK(ULY
AFB; Tempo AFB;*Tempo

Pré-exercicio 328,4°¢ 0,3226 0,0000 NS
Imediatamente pos-exercicio 288,5¢

10 min pds-exercicio 343,3%¢

20 min pos-exercicio 484,34

60 min pds-exercicio 399,9"°

3 hr pos-exercicio 296,5¢

6 hr pds-exercicio 308,7°%¢

12 hr pos-exercicio 139,7°

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacéo (CV): 27,8%

Tabela 36 — Atividade da AST (U L™) de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Significancia (P< 0,05)

-1
Tempos de coleta AST (U L) AFB, Tempo AFB,*Tempo
Pré-exercicio 291,77°¢ 0,0671 0,0000 0,1279
Imediatamente pos-exercicio 326,6"
10 min pés-exercicio 245,6°°
20 min pés-exercicio 255,9°¢P
60 min pos-exercicio 268,6"5¢
3 hr pos-exercicio 209,2°
6 hr pds-exercicio 292,3A5¢
12 hr pés-exercicio 311,4°
24 hr pos-exercicio 304,2°B¢
48 hr pos-exercicio 207,5°

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 16,4 %.

A atividade da CK e da AST alteram em les6es musculares ou no exercicio, estando
relacionado ao aumento da permeabilidade celular por acdo do lactato (Fazio et al. 2011).
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Observando a atividade da CK (Tabela 34), verificou-se que ocorreu pico de atividade aos 20
minutos apos o exercicio (M3), com tendéncia de retorno aos valores basais 3 horas ap6s o
exercicio (M5). O-Oosterbaan (1998) relatou que a meia vida plasmatica de CK é muito curta,
em torno de 2 horas, resultado compativel com o observado neste experimento. Os valores
médios de CK se mostraram superiores aqueles observados por Oliveira et al. (2014) em
equinos da raca BH, em exercicio progressivo em esteira. Harris et al. (1990) relataram que
alguns animais podem ter altas atividades enziméticas fisiologicas da CK, ou ainda, que suas
enzimas sdo removidas mais lentamente da circulagdo, ou alguns animais podem apresentar
maior sensibilidade quanto a permeabilidade da membrana muscular celular com estimulo
semelhante de outros animais.

A atividade sérica da AST (Tabela 36) apresentou resultado padrdo ao exercicio
(THOMASSIAN et al. 2007). Observou-se pico da AST imediatamente ap0s o exercicio (M1)
e tendéncia de elevacdo 6 horas pds-exercicio (M6). As maiores concentracdes imediatamente
apos o exercicio (M1) estdo relacionadas ao processo fisioldgico de transferéncia de fluido
para 0 espaco extra vascular durante o exercicio resultando em maior atividade dessa enzima
por volume plasmaético, com retorno aos valores basais 30 minutos (KINGSTON, 2008).

A LDH (Tabela 37) ndo apresentou distribuicdo padrdo em resposta ao exercicio, sendo
observados picos enziméticos 12 horas pds-exercicio (M7).

Os resultados observados foram superiores aos valores observados por Oliveira et al.
(2014) para equinos em exercicio progressivo em esteira. No entanto, estdo proximos aos
valores médios observados por Lacerda et al (2006) para equinos da raca BH, que foram de
583+ 200 UI/L. Possivelmente esses resultados possam ter sidos influenciados pelo
processamento da amostra, pois a concentracdo de LDH pode ser alterada por hemdlise (O-
OOSTERBAAN, 1998; GONZALEZ; SILVA, 2006).

Tabela 37 — Atividade da LDH (U L™) de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Significancia (P< 0,05)

Tempos de coleta LDH (U LY
AFB; Tempo AFB;*Tempo

Pré-exercicio 932,0% 02882  0,0000 NS
Imediatamente pds-exercicio 750,25
10 min pés-exercicio 733,95
20 min pos-exercicio 693,9°
60 min pés-exercicio 1169,8"°
3 hr pos-exercicio 806,2"5¢
6 hr pds-exercicio 938,7°5¢
12 hr pds-exercicio 1257,4%
24 hr pés-exercicio 1156,5*
48 hr pbs-exercicio 823,9"%¢

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 36,5%

A atividade da GGT no exercicio (Tabela 38), ndo foi influenciada pela presenca de
aflatoxina na dieta (P> 0,05).
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Tabela 38 — Atividade da GGT (U L™) de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Significancia (P< 0,05)

-1

Tempos de coleta GGT (UL AFB; Tempo AFB,*Tempo
Pré-exercicio 6,2°" NS 0,0000 0,1161
Imediatamente pos-exercicio 7,2°P
10 min pés-exercicio 7,2°P
20 min pos-exercicio 6,2°P
60 min pos-exercicio 9,6"°
3 hr pés-exercicio 7,85¢
6 hr pos-exercicio 7,350
12 hr pos-exercicio 9,7%%
24 hr pés-exercicio 11,8%
48 hr pés-exercicio 5,0°

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variagéo (CV): 38,5 %

O aumento da atividade da GGT é indicativo de danos hepaticos, colestase e
proliferacdo dos dutos biliares em todas as espécies animais (KERR, 2002; KINGSTON,
2008). Animais submetidos ao condicionamento fisico por periodo prolongado podem
apresentar elevacdo na atividade da GGT (BALARIN et al. 2005). A GGT apresentou pico de
atividade cerca de 60 minutos apds o exercicio (M4), oscilando por até 24 horas (M7). O
periodo de treinamento fisico pré-exercicio foi de 3 semanas, curto, quando comprado aos 12
meses de treinamento citados por Balarin et al. (2005). Todavia, os valores observados foram
dentro dos niveis basais da espécie que variam de 4,3-13 (U L) (THOMASSIAN et al. 2005).

A atividade da FAL no exercicio (Tabela 39) foi influenciada pela inclusdo de
aflatoxina na dieta (P<0,05), apresentando maior valor para o tratamento com 100 ppb de
AFB;.

Tabela 39 — Atividade da FAL (U L™) de equinos submetidos ao exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Tratamentos Significancia
-1
FAL(UL") Controle 50 ppb 100ppb  AFB; Tempo AFB;*Tempo
51,75°  56,25"°  76,31"  0,0227 0,3679 0,3625

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 18,5%

A FAL é uma enzima amplamente distribuida no organismo, sendo que a isoforma
hepética é a que predomina no soro, sendo indicativa de danos hepéaticos em equinos (KERR,
2002). Kingston (2008) relatou que aumento na atividade da FAL no soro dos equinos ocorre
no exercicio prolongado, ndo sendo claro se esse aumento é de origem esquelética ou
hepatica. Trueman et al. (1983) afirmaram que aumentos na FAL sdo frequentemente
inexplicados e que a enzima pode ter origem nos 0ssos, intestino e em lesdes hepatobiliares,
sendo que concentracdes entre 0-599 UI/L sdo consideradas normais. Nesta pesquisa, 0S
animais foram submetidos ao condicionamento fisico por trés semanas e, embora, alguns
animais apresentassem melhor condicionamento fisico, os resultados referem-se as médias
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dos tratamentos, sendo a atividade da FAL no tratamento de 50 ppb superior ao controle e o
de 100 ppb, superior aos demais. Os animais ndo apresentaram sintomatologia clinica
relacionada ao aparelho gastrintestinal no periodo de observacdo. Hank et al. (1993)
observaram que em equinos adultos, somente 17,9% da FAL sérica € de origem 0ssea. Assim,
depreende-se que o resultado observado se refere, possivelmente, a FAL de origem hepatica
estando sua atividade diretamente influenciada pela concentracdo de AFB; da dieta, que
poderia ocasionar lesdes hepaticas no grupo com maior ndcleo toxigénico. Todavia, 0s
resultados observados encontram-se dentro dos valores clinicos considerados normais para a
espécie, de acordo com Trueman (1983).

4.4.4 Glicose e lactato

As concentracOes séricas de Glicose (Tabela 40) e Lactato (Tabela 41), ndo foram
influenciadas pela incluséo de aflatoxina na dieta (P>0,05).

Tabela 40 — Glicose (mg dL™) sérica de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes concentracdes de AFB; na dieta

Tempos de coleta Glicose1 Significancia (P< 0,05)
(mgdL™) AFB; Tempo AFB;*Tempo
Pré-exercicio 99,0" NS 0,0000 NS
Imediatamente pos-exercicio 57,3%
10 min pés-exercicio 66,2°F
20 min pés-exercicio 67,8°¢
60 min pos-exercicio 76,2°5¢P
3 hr pés-exercicio 63,6°°
6 hr pés-exercicio 71,45CPE
12 hr pés-exercicio 89,6"°
24 hr pos-exercicio 87,9"%¢
48 hr pos-exercicio 68,6°°F

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 20,2%.

ConcentracOes de glicose e lactato refletem o metabolismo energético do equino e a
performance. Tendo em vista que o figado exerce um papel centralizador no metabolismo,
sintetizando e distribuindo nutrientes aos Orgdos periféricos pela circulacdo sanguinea
(Gonzalez e Silva, 2006), esperava-se que micotoxinas hepatotdxicas pudessem influenciar no
metabolismo hepatico e na resposta do animal ao exercicio, 0 que ndo ocorreu. Maior
concentracdo de glicose foi observado no periodo de repouso (pré-exercicio). Segundo Kerr
(2002) a concentracdo de glicose aumenta no exercicio, devido a descarga de adrenalina.
Neste exercicio, observou-se diminuicdo nos niveis de glicose, que passou a ser recomposta a
partir da alimentacao do animal. Para P6so et al. (2004), alteragfes na concentracdo de glicose
dependem do tipo de exercicio, podendo aumentar ou diminuir no exercicio de curta duragao.
Os valores séricos observados para glicose foram superiores aos observados por Santiago et
al. (2013), em equinos da raga Brasileiro de Hipismo (BH) em fase inicial de treinamento em
Concurso Completo de Equitacdo, observados até o0 momento M4. Os valores de glicose estdo
dentro dos niveis séricos da espécie (ROSE; HODGSON, 1994).
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Tabela 41 — Lactato (mmol dL™) sérico de equinos submetidos a exercicio e alimentados com
diferentes niveis de AFB; na dieta

Tempos de coleta Lactato_1 Significancia (P<0,05)
(mmol dL™) AFB; Tempo AFB;*Tempo
Pré-exercicio 0,9 0,927 0,0000 NS
Imediatamente pds-exercicio 32"
10 min pés-exercicio 1,8°
20 min pds-exercicio 1,7°
60 min pés-exercicio 1,5°
3 hr pés-exercicio 1,48
6 hr pds-exercicio 1,7°

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo Teste de Tukey (P>0,05);
Coeficiente de Variacdo (CV): 19,6%

O pico na concentragdo de lactato ocorreu imediatamente ap6s o exercicio (M1). De
acordo com Evans et al. (2002), em equinos submetidos a exercicios de intensidade maxima,
observa-se 0 pico da concentracdo de lactato nos minutos iniciais do periodo de recuperacao.
O lactato € um produto intermediario do metabolismo dos glicideos, sendo o produto final da
glicdlise anaerdbica. Em condicBGes de anaerobiose, como na atividade fisica intensa ou
prolongada, o acido piravico é convertido em acido lactico, em reacdo intermediada pela
enzima Lactato desidrogenase (KANEKO et al. 2008). O Tempo de retorno do lactato aos
niveis basais € uma medida do condicionamento fisico dos animais (EVANS et al. 1995). Os
valores encontrados neste estudo sdo semelhantes aos observados por Santiago et al. (2013)
trabalhando com cavalos BH iniciantes em CCE, que verificou pico de lactato imediatamente
pos-exercicio (M1) e tendéncia de retorno aos niveis basais 60 minutos pos-exercicio, no
momento M4.

4.5 Digestibilidade dos Nutrientes

As concentragcOes de aflatoxina nas dietas ndo influenciaram o consumo dos nutrientes
(P>0,05). O consumo médio de matéria seca foi de aproximadamente 2,40 % do peso Vivo,
adequado para animais com média de 450 kg, conforme NRC (2007), (Tabela 41).

Tabela 42 — Consumo e coeficientes médios de digestibilidade dos nutrientes da dieta, com
diferentes concentracdes de AFB; (na MS)

Controle

Variaveis (0 ppb) 50 ppb 100 ppb Média DP? cVv?
CMS (PV%)* 2,5 2,3 2,4 2,4 0,2 6,8
Matéria Seca (%) 74,0 74,7 75,0 74,6 0,7 0,8
Proteina Bruta (%) 73,9 73,7 74,2 73,9 2,0 3,0
Extrato Etéreo (%) 81,5 81,8 82,6 81,9 1,1 1,3
FDN* (%) 73,3 73,6 73,7 73,5 0,3 0,4
FDA® (%) 69,0 68,1 67,1 68,1 2,0 2,9

(1) Consumo de Matéria Seca em Relacdo ao Peso Vivo; (2) Desvio Padrdo; (3) Coeficiente de Variagdo; (4)
Fibra em Detergente Neutro; (5) Fibra em Detergente Acido;
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A presenca de micotoxinas na dieta ndo afetou a digestibilidade dos nutrientes (P>0,05).
Bryden (2012) observou que contaminacdes com niveis de DON de 0,7 a 7,6 mg/kg e
zearalenona acima de 0,45 mg/kg aumentaram a proteina bruta, a energia metabolizavel
verdadeira e a disponibilidade dos aminoacidos da aveia e do milho.

A presenca de micotoxinas nas concentragdes inseridas nas dietas experimentais, bem
como possiveis interacbes entre elas ndo foram suficientes para alterar o consumo e o
coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes estudados. Ressalta-se que ndo foi
observado nesta pesquisa recusa dos alimentos, bem como perda de peso nos grupos de
animais estudados. Nesse sentido, 0s equinos 0s equinos ndo apresentaram efeitos adversos
nos parametros analisados, nas concentragdes de micotoxinas utilizados neste estudo.

As aflatoxinas causam uma série de alteracGes metabdlicas, estando associadas com
danos hepaticos, reducdo das enzimas digestivas e imunossupressdao (GLAHN et al. 1994;
GIACOMINI et al. 2006; SALIM et al. 2011). Esses efeitos podem ocorrer sob baixos niveis
e tempo prolongado de exposi¢do. Além disso, as micotoxinas causam efeitos no intestino e
na flora intestinal, que podem ser aditivos ou sinérgidos quando mdltiplas micotoxinas estdo
presentes. Dessa forma, as micotoxinas podem influenciar na composi¢cdo e/ou na
fermentacdo dos produtos da microbiota intestinal e assim, afetar a satde a performance dos
animais (BROOM, 2015). Concentracbes de 2 ppm de ZEA ndo interferiram na
digestibilidade das dietas e no metabolismo de suinos (HAUSCHILD et al. 2007). Todavia,
dietas contendo DON e ZEA nas concentragdes de 10 mg/kg influenciaram na digestibilidade
aparente ileal de aminoacidos em suinos (JO et al. 2016).

Este resultado pode ser devido a lesGes no epitélio intestinal ocasionado pela acdo da
micotoxina DON e pela susceptibilidade da espécie, ja que os suinos sdo considerados a
espécie mais susceptivel (SCHULZ et al. 2015). Sun et al. (2016) verificaram que
concentracOes de 20 ppb de AFB; na dieta, durante cinco semanas, nao foram suficientes para
afetar as variaveis soroldgicas e hematoldgicas e o crescimento de suinos. Schulz et al. 2015
observaram que equinos alimentados, durante 21 dias, com fenos naturalmente contaminado
com concetragdes de DON variando de 9,37 a 18,6 ppm por kg/MS, correspondendo a
ingestdo diaria de <5 a 75 mg/kg de peso vivo de DON. Os autores ndo observaram efeitos
adversos a saude dos animais.

Nesta pesquisa, a ingestdo média diaria de micotoxinas por kg de peso vivo, de acordo
com o tratamento, variou de [0 a 6,4] ppb de AFBy, [4,8 a 5,0] ppb de FBy, [7,6 a 8,2] ppb de
ZEA e [67,7 a 74,2] ppb de DON. Nesse sentido, embora as concentracdes utilizadas possam
ser consideradas baixas, o periodo de 28 dias ndo foi suficiente para observar efeitos
detectaveis sobre o0 consumo e a digestibilidade dos nutrientes da dieta.
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5. CONCLUSOES

A presenca de aflatoxina B; na dieta influenciam as taxas de glébulos brancos,
especialmente os segmentados, sugerindo uma maior resposta imunoldgicas nos equinos
consumindo dietas incrementadas com nucleo toxigénico.

Observa-se maior atividade sérica da creatinaquinase e da fosfatase alcalina nos equinos
consumindo dieta com 100 ppb AFB; possivelmente decorrente da acdo hepatotoxica
associada das micotoxinas presentes nos alimentos.

A presenca de micotoxinas ndo influencia as respostas fisiologicas, hematoldgicas e da
bioquimica sanguinea dos equinos em exercicio, exceto a atividade da fosfatase alcalina, que
apresentou maior atividade no tratamento com 100 ppb de AFB;, sugerindo acao hepatotoxica
associada das micotoxinas presentes nos alimentos.

A presenca de micotoxinas ndo demonstraram afetar o consumo alimentar, bem como a
digestibilidade dos nutrientes, nas condi¢Ges propostas no experimento.

Sugere-se a realizacdo de estudos com outras variaveis e variacdo no tempo, de modo
avaliar o efeito toxico das micotoxinas nos equinos.

Nas condi¢Bes propostas neste estudo, verifica-se que as micotoxinas constituem uma
ameaca silenciosa para os animais, especialmente os equinos, sugerindo-se o adequado ajuste
legal, de forma a protecdo dos animais.
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Anexo A — Relagdo de animais e peso no experimento

7. ANEXOS

RELACAO DE ANIMAIS E PESO NO EXPERIMENTO
NR NOME DATA | 20/06/16 | 27/06/16 | 04/07/16 | 11/07/2016 | 18/07/2016 | MEDIA
TRAT | ORD ANIMAL NASCI | PESO | PESO | PESO PESO PESO PESO
1 (controle) 1 OLINDA 2008 428 448 448 473 473 460,5
1 (controle) 2 REALEZA 2010 385 401 401 413 413 407
1 (controle) | 3 TREVO 2012 465 473 473 473 473 473
1 (controle) | 4 | ORGANIZADO | 2008 465 473 473 486 486 4795
2 (50 ppb) 5 TREGUA 2012 459 473 473 473 486 476,25
2 (50 pph) 6 OPINIAO 2008 471 473 486 486 486 482,75
2 (50 pph) 7 TAPIRUBA 2012 449 473 473 486 486 4795
2 (50 ppb) 8 RETINTA 2010 410 448 448 448 448 448
3(100pph) | 9 ONDA 2008 434 448 448 448 448 448
3(100ppb) | 10 TEOTONIA 2012 449 448 448 461 461 4545
3 (100 ppb) | 11 TIMOR 2012 441 436 448 448 461 448,25
3(100 ppb) | 12 ONCA 2008 428 436 436 436 448 439
Anexo B — Resultados da hematologia semanal, por animal
Animal OLINDA ‘ ‘ ‘ ‘ Tratamento ‘ ‘ Controle
01 DATA
EXAME Uu.M 20/jun | 27/jun | 04/jul | 11/jul | POSEX | 10 MIN | 20 MIN | 18/jul
Leucocitos totais 103/MM?3 7,1 6,3 6,2 5,6 54
Eritrécitos 10%MM3 | 7,64 | 8,07 | 7,87 | 7,04 8,81
Hemoglobina G/DL 11,1 | 116 | 11,1 | 9,7 14,3
HCT % 33,3 35 34,1 | 30,4 46,5 38,1 34,9 38,2
MCV flL3 44 43 43 43 43
MCHC % 33,3 33,2 32,6 32 37,5
LYM 103MM3 | 3,6 2,9 2,5 2,5 2,6
MON 103/MM3 1,1 1,0 1,4 1,0 1,4
GRA 103MM3 | 2,4 2,4 2,3 2,1 1,4
Animal REALEZA ‘ ‘ ‘ Tratamento | Controle
02 DATA
EXAME Uu.mM 20/jun | 27/jun | 04/jul | 11/jul | POSEX | 10 MIN 20 MIN | 18/jul
Leucécitos totais 103YMM3 7,7 3,9 7,7 6,4 6,5
Eritrcitos 10%/MM3 735 | 116 | 7,14 | 7,62 6,96
Hemoglobina G/DL 11,4 | 17,6 | 10,5 | 10,8 11,9
HCT % 343 | 545 | 325 | 35 54,4 82,5 38,4 31,8
VCM fL 47 47 46 46 46
MCHC % 33,3 32,3 | 32,2 | 30,9 37,5
LYM 103/MM3 3,6 2 3,5 2,7 3,2
MON 103/MM3 1,7 0,7 1,6 0,8 15
GRA 103/MM3 2.4 1.2 2.6 2.9 1.8
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Animal TREVO ‘ ‘ Tratamento ‘ Controle ‘ I
03 DATA
EXAME UM 20/jun | 27/jun 04/jul 11/jul | POSEX | 10 MIN | 20 MIN | 18/jul
Leucdcitos totais | 103mm? | 6,6 5,8 5,9 57 5,4
Eritrdcitos 10%mme | 6,75 | 6,39 6,94 7,02 7,38
Hemoglobina g/dL 10,4 9,6 10,3 10,3 12,8
HCT % 30,8 29 31,2 31,8 43,1 35,5 32,0 33,4
MCV fL 46 45 45 45 45
MCHC % 33,6 | 3372 33 32,3 38,3
LYM 103mm3 | 3,5 3 3,1 2,9 2,9
MON 103MM3 | 1.2 1,2 1,0 1,3 1,2
GRA 103MM3 | 1.9 1,6 1,8 15 1,3
Animal ORGANIZADO ‘ ‘ ‘ Tratamento | Controle ‘
04 DATA
EXAME U.M 20/jun | 27/jun | 04/jul | 11/jul | POSEX 10 MIN | 20 MIN | 18/jul
Leucaocitos totais 10%/mm3 8,1 9,2 9,9 7,5 7,7
Eritrécitos 10%/mm? 621 | 663 | 631 | 71 7,36
Hemoglobina G/DL 9,6 10,3 9,4 10,5 12,8
HCT % 28,7 30,5 28,7 32,7 46,4 38,3 36,2 33,7
MCV fL 46 46 45 46 46
MCHC % 33,6 33,7 328 | 32,1 38,1
LYM 103/mm3 3,7 5,7 4,5 3,3 3,9
MON 103/mm3 19 14 2,5 1,3 2,0
GRA 103/mm3 2,5 2,1 2,9 2,9 18
Animal TREGUA ‘ ‘ ‘ Tratamento ‘ 50 ppb ‘ ‘
05 DATA
EXAME UM 20/jun | 27/jun | 04/jul 11/jul POSEX | 10 MIN | 20 MIN | 18/jul
Leucdcitos totais 109MM3 | 10,2 | 11,2 9,1 8,4 8,2
Eritrdcitos 10MM3 | 7,89 | 7,87 | 7,53 7,98 8,15
Hemoglobina G/DL 116 | 11,2 | 10,5 11,2 13,3
HCT % 34,1 | 334 | 32,1 34,3 43,9 38,7 39,3 35,0
MCV fL 43 42 43 43 43
MCHC % 34 335 | 32,8 32,7 38,1
LYM 103MM3 52 7 5,1 3,5 4,4
MON 103MM3 15 1,4 1,2 11 15
GRA 103/ MM3 3,5 2,8 2,8 3,8 2,3

55




Animal OPINIAO Tratamento | 50 ppb
06 DATA
EXAME UM 20/jun | 27/jun | 04/jul 11/jul POS EX | 10 MIN | 20 MIN | 18/jul
Leucdcitos totais 103/MM3 9,3 115 9,0 9,3 7,9
Eritrocitos 106/MM3 | 6,86 7,79 | 6,89 8,18 8,01
Hemoglobina G/DL 11,9 125 | 110 13,1 15,0
HCT % 346 | 39,1 | 338 41,1 53,6 44,0 41,7 40
VCM fL 50 50 49 50 50
MCHC % 33,4 32 32,5 31,8 37,5
LYM 103MM3 3,9 6,3 4,1 3,8 3,7
MON 103MM3 1,7 2,4 2,3 1,7 2,1
GRA 103MM3 3,7 2,8 2,6 3,8 2,1
Animal TAPIRUBA Tratamento | 50 ppb
07 DATA
EXAME UM 20/jun | 27/jun | 04/jul 11/jul | POS EX| 10 MIN |20 MIN | 18/jul
Leucocitos totais | 103/MM3 8,0 9,5 8,8 7,5 8,3
Eritrocitos 106/MM3 8,26 8,44 8,41 7,69 8,87
Hemoglobina G/DL 11,7 11,7 11,4 10,5 14,1
HCT % 35,1 35,5 35,3 32,6 47,4 39,0 37,6 37,5
VCM fL 43 42 42 42 42
MCHC % 33,2 33,1 32,4 32,1 37,6
LYM 103 MM3 3,1 4,6 4,2 2,5 3,7
MON 103MM3 1,8 1,6 1,2 1,4 1,6
GRA 103MM3 3,1 33 34 3,6 3,0
Animal RETINTA Tratamento | 50 ppb
8 DATA
EXAME UM 20/jun | 27/jun | 04/jul 11/jul POS EX |10 MIN | 20 MIN | 18/jul
Leucdcitos totais | 103/MM3 6,2 5,8 6,7 6,2 6,6
Eritrécitos 10MM3 | 6,61 6,65 7,01 7.4 8,18
Hemoglobina G/DL 10,1 10 10,1 10,7 13,6
HCT % 29,8 29,8 31,2 33,3 49,3 39,9 40,3 36,8
VVCM fL 45 45 45 45 45
MCHC % 33,8 33,7 32,2 32,1 37,0
LYM 103MM3 2,8 2,8 3,2 2,3 3,1
MON 103MM3 0,7 0,7 0,9 0,9 0,8
GRA 103MM3 2,7 2,3 2,6 3,0 2,7
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Animal ONDA ‘ ‘ Tratamento ‘ 100 ppb ‘ | ‘
9 DATA
EXAME UM | 20/jun | 27/jun | 04/jul |  11/jul | POS EX | 10 MIN | 20 MIN | 18/jul
Leucdcitos totais | 103MM3 | 8,4 9,5 91 9,3 8,5
Eritrocitos 10°/MM3 | 6,79 71 | 649 6,99 7,69
Hemoglobina G/DL 112 | 116 | 10,6 11,5 14,6
HCT % 34 355 | 324 35,1 48,8 38,8 38,6 | 38,1
VCM flL 50 50 50 50 49
MCHC % 33 32,8 | 32,9 32,8 38,4
LYM 103MM3 | 3,1 2,7 2,4 3,0 3,0
MON 103MM3 | 15 1,9 1,9 1,4 1,3
GRA 103MM3 | 3.8 4,9 4,8 4,9 4,2
Animal TEOTONIA ‘ ’ Tratamento ‘ 100 ppb ‘ ‘ ‘
10 DATA
EXAME UM 20/jun | 27/jun | 04/jul 11/jul  |POS EX |10 MIN | 20 MIN | 18/jul
Leucocitos totais | 103/MM3 8,4 95 | 10,1 9,1 8,7
Eritrécitos 10°/MM3 722 | 7,99 | 8,32 8,37 8,34
Hemoglobina G/DL 106 | 115 | 11,7 11,8 13,4
HCT % 32,1 | 352 | 36,5 37,3 44,1 35,6 354 | 36,7
VCM fL 44 44 44 44 44
MCHC % 33,1 | 326 | 32 31,7 36,5
LYM 103/MM3 4,1 4,8 5 3,6 4,1
MON 103MM3 1,5 1,5 2 1,8 1,4
GRA 103MM3 2,8 3,2 3,1 3,7 3,2
Animal TIMOR | \ | Tratamento | 100 ppb | \
11 DATA
EXAME UM 20/jun | 27/jun | 04/jul 11/jul POS EX |10 MIN | 20 MIN | 18/jul
Leucdcitos totais | 103MM3 9 9,0 7,9 7,5 8,1
Eritrécitos 106/MM3 | 7,87 | 8,25 8,09 7,72 8,53
Hemoglobina G/DL 11,9 12,1 11,5 11,1 14
HCT % 351 | 36,2 35,7 34,3 47,9 38,8 38,1 38,0
VCM fL 45 44 44 44 45
MCHC % 339 | 333 32,2 32,3 36,9
LYM 103MM3 | 3,6 3,3 3,2 2,7 3,4
MON 103MM3 | 17 1,1 15 1,3 0,9
GRA 103MM3 | 37 4,6 3,2 3,5 3,8
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Animal ONCA ‘ ‘ ‘ Tratamento ‘ 100 ppb ‘ ‘ ‘
12 DATA
EXAME UM 20/jun | 27/jun | 04/jul 11/jul POS EX | 10 MIN | 20 MIN | 18/jul

Leucdcitos totais | 103MM3 8,2 7,8 7,9 6,7
Eritrdcitos 10%/MM3 5,63 6,77 6,97 7,0
Hemoglobina G/DL 8,8 10,1 10,4 12,1
HCT % 26,0 31,1 32,6 46,4 39,3 36,7 32,6
VCM fL 46 46 47 47
MCHC % 33,8 32,6 318 373
LYM 103/MM3 3 2,9 2,9 2,4
MON 103/MM3 1,1 1,3 1,0 0,7
GRA 103MM3 4,1 3,6 4,0 36
C- Resultados da atividade enzimatica semanal, por animal

Animal OLINDA ‘ ‘ \ Tratamento Controle

1 DATA

EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul 18/jul
AST U/L 256 271 329 295 188
GGT U/L 7 7 7 3 7
LDH U/L 340 874 752 582 554
CK mg/dL 196 277 123 320 423
UREIA mg/dL 24 27 25 41 22
CREAT mg/dL 0,94 0,61 1,24 1,33 0,65
FAL U/L 56 59 40 52 46
COL mg/dL 102 98 74 95 60
PT g/dL 6,2 6,3 4,5 5,8 4,2
ALB g/dL 2,7 2,6 2,0 2,4 1,7
GLOB g/dL 3,5 3,7 2,5 3,4 2,5

Animal REALEZA Tratamento Controle

2 DATA

EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul 18/jul
AST U/L 278 272 275 335 117
GGT U/L 7 7 7 4 4
LDH uU/L 728 850 874 1020 726
CK mg/dL 222 262 166 454 406
UREIA mg/dL 31 21 16 38 26
CREAT mg/dL 1,19 0,67 1,28 1,47 0,79
FAL U/L 61 60 53 71 63
CoL mg/dL 113 100 82 109 37
PT g/dL 6,4 5,8 4,8 6,3 2,1
ALB g/dL 2,5 2,3 18 2,3 08
GLOB g/dL 39 3,5 3,0 4,0 13
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Animal TREVO Tratamento Controle
3 DATA

EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul POS EX 18/jul
AST U/L 192 278 362 322 302 270
GGT U/L 4 4 7 4 4 7
LDH U/L 704 680 655 752 515 882
CK mg/dL 138 133 133 254 238 291
UREIA mg/dL 20 28 31 32 31 29
CREAT mg/dL 0,90 0,73 1,24 1,61 0,69 0,75
FAL U/L 48 62 42 81 54 57
COL mg/dL 96 114 85 94 111 102
PT g/dL 6,6 6,9 4,9 5,8 7,2 6,2
ALB g/dL 2,3 2,6 1,9 2,2 2,6 2,2
GLOB g/dL 4,3 4,3 3,0 3,6 4,6 4,0
GLI mg/dL 0 0 0 131 27
LACT mmol/dL 0 0 0 11 27

Animal | ORGANIZADO Tratamento Controle

4 DATA

EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul POS EX 18/jul
AST U/L 210 201 208 201 215 184
GGT U/L 7 7 7 4 7 7
LDH U/L 364 412 631 825 338 670
CK mg/dL 150 190 124 237 185 279
UREIA mg/dL 31 24 18 41 36 37
CREAT mg/dL 1,10 0,73 1,17 1,34 0,73 0,79
FAL U/L 46 52 38 57 47 59
COL mg/dL 112 83 56 79 100 83
PT g/dL 7,1 5,4 3,8 5,4 7,2 5,7
ALB g/dL 2,7 2,2 1,4 2,0 2,8 2,1
GLOB g/dL 4.4 3,2 2,4 3,4 4.4 3,6
GLI mg/dL 0 0 99 53
LACT mmol/dL 0 0 8 29

59



Animal TREGUA Tratamento 50 ppb
5 DATA

EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul 18/jul
AST U/L 346 328 329 329 162
GGT U/L 7 4 4 10 7
LDH U/L 534 1044 655 631 211
CK mg/dL 277 284 188 582 296
UREIA mg/dL 29 32 24 57 28
CREAT mg/dL 1,39 0,63 0,91 1,92 0,70
FAL U/L 70 78 42 100 34
COL mg/dL 104 104 58 66 66
PT g/dL 6,3 5,9 3,2 3,6 3,6
ALB g/dL 2,7 2,6 1,4 1,6 1,6
GLOB g/dL 3,6 3,3 1,8 2,0 2,0
GLIC mg/dL 0 0 0 62
LACT mmol/dL 0 0 0 10

Animal OPINIAO | | | | Tratamento | 50 ppb

6 DATA

EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul POS EX 18/jul
AST U/L 292 368 403 228 395 352
GGT U/L 7 15 7 4 I 15
LDH U/L 1311 922 1166 947 865 1192
CK mg/dL 410 345 198 264 301 517
UREIA mg/dL 26 22 20 36 40 37
CREAT mg/dL 1,09 0,69 0,96 1,44 0,89 0,81
FAL U/L 47 62 55 56 59 54
COL mg/dL 85 101 50 70 113 89
PT g/dL 6,0 6,6 3,1 4,6 7,6 6,2
ALB g/dL 2,3 2,5 1,2 1,7 2,9 2,3
GLOB g/dL 3,7 4,1 19 2,9 3,7 3,9
GLIC mg/dL 0 0 0 89 68
LACT mmol/dL 0 0 0 11 32
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Animal TAPIRUBA Tratamento 50 ppb
7 DATA
EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul POS EX 18/jul
AST U/L 298 266 275 302 305 377
GGT U/L 4 7 7 4 4 7
LDH U/L 825 437 655 1022 828 1678
CK mg/dL 194 263 131 302 440 546
UREIA mg/dL 30 23 28 34 32 26
CREAT mg/dL 0,78 0,44 0,85 1,22 0,57 0,66
FAL U/L 94 78 67 118 91 86
CoL mg/dL 113 93 61 98 112 86
PT g/dL 6,9 5,3 3,5 5,7 7,1 5,5
ALB g/dL 2,7 2,1 1,4 2,0 2,6 2,3
GLOB g/dL 4,2 3,2 2,1 3,7 4,5 3,2
GLIC mg/dL 0 0 0 151 63
LACT mmol/dL 0 0 0 11 45
Animal RETINTA \ | Tratamento | 50 ppb
8 DATA
EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul POS EX 18/jul
AST U/L 265 321 396 194 318 267
GGT U/L 10 22 15 29 15 7
LDH U/L 898 582 655 437 578 1209
CK mg/dL 285 292 140 178 255 636
UREIA mg/dL 30 26 26 25 33 29
CREAT mg/dL 0,78 0,61 0,97 1,06 0,64 0,72
FAL U/L 55 53 37 30 50 67
COL mg/dL 107 100 75 52 104 48
PT g/dL 7,0 6,0 4,4 2,9 6,4 2,7
ALB g/dL 3,0 2,8 2,0 1,3 3,0 1,2
GLOB g/dL 4,0 3,2 2,4 1,6 3,4 1,5
GLIC mg/dL 0 0 0 57 69
LACT mmol/dL 0 0 0 5 34
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Animal ONDA Tratamento 100 ppb
9 DATA

EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul POS EX 18/jul
AST U/L 237 396 275 322 349
GGT uU/L 7 4 7 7 7 7
LDH U/L 388 874 680 578 1219
CK mg/dL 150 374 363 291 187 675
UREIA mg/dL 29 27 35 34 35 45
CREAT mg/dL 0,76 0,5 0,58 1,2 0,62 0,66
FAL U/L 52 106 69 50 66 68
COL mg/dL 77 155 43 61 98 101
PT g/dL 4,9 10,9 2,6 3,9 6,5 6,9
ALB g/dL 2,1 4,6 1,1 1,7 2,8 2,9
GLOB g/dL 2,8 6,3 15 2,2 3,7 4,0
GLIC mg/dL 0 0 0 90 46
LACT mmol/dL 0 0 0 8 30

Animal TEOTONIA Tratamento | 100 ppb
10 DATA
EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul POS EX 18/jul

AST U/L 380 426 376 409 417 201
GGT U/L 7 4 7 4 7 7
LDH U/L 1311 1293 1287 2064 1630 673
CK mg/dL 343 480 252 463 432 335
UREIA mg/dL 36 26 26 37 36 29
CREAT mg/dL 0,92 0,51 0,96 1,19 0,63 0,52
FAL U/L 91 103 97 124 99 86
COL mg/dL 87 99 67 68 104 95
PT g/dL 5,8 6,6 4,3 4,4 7,0 57
ALB g/dL 2,4 2,6 1,8 1,8 2,8 2,1
GLOB g/dL 3,4 4,0 2,5 2,6 4,2 3,6
GLIC mg/dL 0 0 0 127 31
LACT mmol/dL 0 0 0 11 40
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Animal

TIMOR Tratamento 100 ppb
11 DATA
EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul 18/jul
AST U/L 204 241 416 376 369
GGT U/L 4 8 15 3 7
LDH U/L 631 947 1773 1069 695
CK mg/dL 194 314 219 330 590
UREIA mg/dL 25 24 23 36 28
CREAT mg/dL 0,75 0,49 1,12 1,36 0,77
FAL U/L 67 78 94 97 94
COL mg/dL 89 95 96 110 104
PT g/dL 4,9 4,9 5,1 5,9 54
ALB g/dL 1,8 1,8 1,9 2,1 2,1
GLOB g/dL 3,1 3,1 3,2 3,8 3,3
GLIC mg/dL 0 0 72
LACT mmol/dL 0 0 10
Animal ONCA | | Tratamento | 100 ppb
12 DATA
EXAME UM 20/jun 27/jun 04/jul 11/jul POS EX 18/jul
AST U/L 234 263 141 235 337 344
GGT U/L 7 15 15 4 7 15
LDH U/L 777 1093 971 1117 743 1311
CK mg/dL 207 260 200 266 228 313
UREIA mg/dL 31 24 21 39 39 43
CREAT mg/dL 1,05 0,71 1,37 1,44 0,75 0,87
FAL U/L 74 92 77 94 76 62
COL mg/dL 75 91 82 75 109 101
PT g/dL 5,2 6,0 5,3 4,9 7,2 7,1
ALB g/dL 1,9 2,2 2,0 1,9 2,7 2,6
GLOB g/dL 3,3 3,8 3,3 3,0 4,5 4,5
GLIC mg/dL 0 0 0 90 85
LACT mmol/dL 0 0 0 9 31
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Anexo D — Resultados fisioldgicos do Exercicio Teste

EXERCICIO TESTE - RESULTADOS FISIOLOGICOS

DADOS PRE EXERCICIO

POS EXERCICIO

1T 27T 3T 10 MIN | 20 MIN
TRATO ANIMAL TR|FC|FR|FR|FC|FR|FC |FR|FC|FR|FC|FR|FC
1 OLINDA 37,2132 |12 | 14 | 84 | 15 | 90 | 17 |102| 11 | 66 54
1 REALEZA 37 (32|12 | 13 | 78 | 16 | 96 | 16 | 96 | 10 | 60 54
1 TREVO 37,5 14 | 84 | 15 | 90 | 16 | 96 | 10 | 60 42
1 ORGANIZADO 37,3132 |16 | 22 | 132 | 18 | 108 | 21 |126| 11 | 66 | 10 | 60
2 TREGUA 37 |36 |20 | 20 | 120 | 20 | 120 | 20 |120| 10 | 60 48
2 OPINIAO 37,3128 | 8 | 20 | 120 | 21 | 126 | 24 |144| 10 | 60 54
2 TAPIRUBA 38,2136 |16 | 16 | 96 | 18 | 108 | 18 |108| 12 | 72 | 10 | 60
2 RETINTA 38,336 |14 | 18 | 108 | 21 | 126 | 23 |136| 11 | 66 | 8 | 48
3 ONDA 36 |12 | 15| 90 | 15 | 90 |14 |84 | 9 |54 | 9 | 54
3 TEOTONIA 38,1 15 | 90 | 18 | 108 | 25 |150| 15 | 90 | 10 | 60
3 TIMOR 37,8136 |12 | 18 | 108 | 21 | 126 | 23 |138| 11 | 66 | 10 | 60
3 ONCA 28 120 | 15 | 90 | 15 | 90 |17 |102| 9 |54 | 8 | 48
TR Temperatura Retal FR | Frequéncia Respiratéria | FC Frequéncia Cardiaca
1T 1° Teste 2T 2° Teste 3T 3° Teste

Anexo E — Resultados Bioquimicos do Exercicio Teste

PLANILHA 11/07 PRE-EXERCICIO (1° COLETA)

TGO | GGT | LDH |CK | U | CR |FAL |COL |PT |ALB | GLOB | G | LAC

OLINDA 295 | 3 | 582 [320/41]133| 52 | 95 |58| 24 | 34 [8 | 11
REALEZA 335 | 4 |1020 |454 38| 147 | 71 | 109 | 63| 23 4 138 9
TREVO 322 | 4 | 752 | 254 (32| 161 | 81 | 94 |58]| 22 36 |131| 11
ORGANIZADO | 201 | 4 | 825 |237|41|134| 57 | 79 |54]| 2 34 | 99 | 8
TREGUA 329 | 10 | 631 |582|57| 1,92 | 100 | 66 |3,6| 16 2 62 | 10
OPINIAO 228 | 4 | 947 | 264 /36| 144 | 56 | 70 |46 17 29 |8 | 11
TAPIRUBA 302 | 4 |1020|302|34|1122| 118 | 98 |57| 2 37 |151| 11
RETINTA 194 | 29 | 437 |178 25| 106 | 30 | 52 |29 13 16 |57 | 5
ONDA 275 | 7 | 680 |291|34| 12 | 50 | 61 |39]| 17 22 | 90 | 8
TEOTONIA 409 | 4 | 2064 |463|37| 1,19 | 124 | 68 |44 18 26 127 11
TIMOR 376 | 3 | 1069 |330|36| 1,36 | 97 | 110 |59 21 38 |72 ] 10
ONCA 235 | 4 | 1117 | 266 (39| 144 | 94 | 75 |49]| 19 3 0 | 9
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PLANILHA 11/07 POS-EXERCICIO (2° COLETA)

TGO | GGT | LDH |CK |U | CR |FAL | COL | PT |ALB| GLOB | G | LAC
OLINDA 241 7 418 | 240 |41| 0,63 | 42 95 63| 25 38 |61] 17
REALEZA 318 7 857 1452 131/069| 56 | 106 [64] 25 39 |[37] 29
TREVO 302 4 515 | 238 |31/069 | 54 | 111 |72] 2,6 46 |27| 27
ORGANIZADO 215 7 338 [ 185|36|0,73 | 47 | 100 |7,2| 28 44 53] 29
TREGUA 350 4 661 | 220|45/083 | 61 | 115 |68 2,8 4 69| 19
OPINIAO 395 7 865 | 30140/ 089 | 59 | 113 |76 29 4,7 68| 32
TAPIRUBA 305 4 828 | 4401321057 | 91 | 112 |71]| 2,6 45 |63] 45
RETINTA 318 15 578 | 255 |33]064 | 50 | 104 |64 | 3 34 69| 34
ONDA 322 7 578 | 187 |35] 0,62 | 66 98 |65| 2,8 3,7 46| 30
TEOTONIA 417 7 1630 | 432 |36/ 063 | 99 | 104 | 7 | 28 42 |31] 40
TIMOR 400 4 991 | 284 |35/0,76 | 98 | 147 [83] 31 52 |79] 42
ONCA 337 7 743 1228 139|075 ] 76 | 109 |7,2| 2,7 45 |85] 31

PLANILHA 11/07 +10MIN

TGO | GGT | LDH |[CK | U | CR |FAL |COL | PT | ALB | GLOB | G | LAC
OLINDA 145 7 345 |223129|059 | 38 81 |56] 23 33 |70 7
REALEZA 226 7 828 | 476|270, 77 | 49 | 132 |84 3 54 |75 13
TREVO 249 7 583 | 148 27| 0,76 | 58 73 48] 18 3 33| 22
ORGANIZADO 139 7 491 123627073 | 33 | 106 |79] 3 49 |79] 15
TREGUA 270 7 546 | 376 38| 100 | 74 84 |51] 272 29 |74 16
OPINIAO 278 7 716 [491131]0,81| 60 82 58] 22 36 |70| 13
TAPIRUBA 357 7 1831 | 384 |27 055 | 50 | 139 |96| 3,7 59 47| 19
RETINTA 242 15 653 | 37230082 | 52 85 |54] 25 29 |70 23
ONDA 415 4 554 |221[23|0,66 | 94 65 [45] 19 26 |62 23
TEOTONIA 302 4 653 [ 573 128|058 | 81 67 |44 17 2,7 49| 20
TIMOR 181 7 1061 | 338 |33|0,78 | 72 | 159 |94 | 3.3 6,1 92| 24
ONCA 144 7 546 | 282 126|071 | 81 87 6 | 2,2 38 |74 14
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PLANILHA 11/07 +20MIN

TGO | GGT | LDH | CK | U | CR |FAL | COL | PT |ALB | GLOB | G | LAC
OLINDA 195 | 7 369 | 410 (28| 07 | 11 | 81 |56| 24 | 32 |75] 11
REALEZA 273 | 7 | 1049 | 568 (31| 0,77 | 126 | 94 [59| 22 | 3,7 |73| 15
TREVO 152 | 4 | 342 |253/30|0,79 | 57 | 127 |81 3 51 |59| 16

ORGANIZADO 160 | 4 | 313 [347|28| 0,8 | 41 | 87 |62] 23 | 39 |74| 16
TREGUA 201 | 4 | 447 |374|45|/093 | 68 | 137 (83| 36 | 4,7 |74| 16
OPINIAO 206 | 7 | 1073 |675|33| 0,7 | 80 | 87 | 6 | 22 | 38 |68] 13
RETINTA 365 | 4 | 804 |585|29|074| 40 | 94 |57| 26 | 31 |[67] 20
TAPIRUBA 246 | 4 | 619 |809|30|059 | 50 | 111 |7.4| 2,7 | 47 |64| 23
ONDA 245 | 7 729 | 483 (17| 06 | 137 | 76 [51] 22 | 29 |[70| 16
TEOTONIA 305 | 4 | 1394 | 498 |27| 06 | 50 | 94 |65| 26 | 39 [37] 25
TIMOR 203 | 7 690 | 323 /37| 0,83 | 209 | 149 |83 | 3 53 |73| 25
ONCA 250 | 15 | 498 | 486 (25| 0,76 | 217 | 85 |57| 21 | 36 |[80| 15

PLANILHA 11/07 +3H

TGO GGT LDH CK | U CR G | LAC

OLINDA
REALEZA 225 4 610 306 26 0,55 53 11
TREVO 171 7 459 153 | 32 | 068 | 60 14

ORGANIZADO

TREGUA 255 7 415 272 | 38 | 074 | 59 12

OPINIAO
TAPIRUBA 197 7 678 617 | 28 | 057 | 68 17
RETINTA 191 15 454 214 | 26 | 063 | 68 14
ONDA 203 7 889 141 | 24 | 048 | 45 11
TEOTONIA 192 7 950 367 | 27 | 052 | 61 16
TIMOR 207 7 661 226 | 36 | 065 | 59 18

ONCA

PLANILHA 11/07 +6H

TGO GGT LDH CK U CR | G | LAC
OLINDA 257 7 546 219 | 28 0,67 | 66| 13
REALEZA 287 77 884 415 | 33 073 | 73| 17
TREVO 303 15 787 185 | 34 089 | 78| 14
ORGANIZADO 193 7 673 182 | 33 0,77 | 73| 17
TREGUA 354 7 731 267 | 50 091 | 70| 16
OPINIAO 324 7 879 289 | 34 081 |76 | 23
TAPIRUBA 326 7 937 690 | 332 | 0,68 |76 | 21
RETINTA 292 4 1122 | 270 | 31 055 | 73| 15
ONDA 324 7 884 287 | 32 06 |74| 22
TEOTONIA 366 4 1821 415 | 32 0,59 | 69 17
TIMOR 265 4 1365 | 277 | 31 063 | 65| 18
ONCA 217 7 636 209 | 31 071 | 64| 20
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PLANILHA 11/07 +12H

TGO GGT LDH CK U CR G
OLINDA 272 7 459 97 33 0,7 85
REALEZA 317 7 1370 223 40 0,8 95
TREVO 319 7 1591 75 38 0,83 90
ORGANIZADO 202 7 852 87 35 0,79 85
TREGUA 327 7 865 226 46 0,95 83
OPINIAO 343 15 1438 138 | 40 0,87 84
TAPIRUBA 355 7 1175 187 32 0,66 107
RETINTA 309 15 580 107 34 0,7 84
ONDA 312 15 1190 90 34 0,67 86
TEOTONIA 390 7 2492 189 35 0,65 93
TIMOR 283 7 1294 146 38 0,75 81
ONCA 308 15 1783 112 40 0,85 103
PLANILHA (+24 H - 12/07)
TGO GGT LDH CK U CR G
OLINDA 248 12 605 332 36 0,65 90
REALEZA 309 7 1336 360 39 0,68 84
TREVO 309 10 1202 226 41 0,76 87
ORGANIZADO 221 12 1326 249 43 0,74 82
TREGUA 322 11 1112 483 50 0,84 86
OPINIAO 302 10 913 388 46 0,75 89
TAPIRUBA 356 8 1520 305 | 40 0,59 98
RETINTA 282 20 631 221 44 0,65 86
ONDA 295 12 874 194 39 0,62 86
TEOTONIA 382 13 1678 416 40 0,56 81
TIMOR 335 11 1464 352 45 0,71 87
ONCA 282 16 1217 305 | 49 0,78 99
PLANILHA 13/07 (+48H)
TGO GGT LDH CK U] CR G
OLINDA 225 7 614 721 27 0,57 81
REALEZA 221 8 767 194 | 28 0,63 75
TREVO 238 3 653 416 25 0,68 80
ORGANIZADO 131 4 542 111 27 0,57 63
TREGUA 175 4 430 138 30 0,56 60
OPINIAO 239 4 1137 582 35 0,7 76
TAPIRUBA 248 4 1343 166 26 0,48 84
RETINTA 142 9 491 111 19 0,37 44
ONDA 162 4 408 83 21 0,41 50
TEOTONIA 269 4 1326 249 27 0,49 69
TIMOR 246 4 942 221 23 0,55 62
ONCA 194 5 1234 221 27 0,58 79

67



Anexo F — Composicdo Bromatoldgica dos alimentos utilizados no experimento (1)

MATERIAL | MS% | PB% | EE% FB% NDT% | DIVMS

Ragdo comercial | g7 15 | 976 | 313 3,42 50,88 | 94,63

cavalo
FDN=52
Feno alfafa 90,32 | 17,34 | 2,97 D A:% 49102/ 54,98 59,21
Fenotifton | 8914 | 1025 | 201 | TOIRON | G231 | eaza
Anexo G — Anélise proximal das fezes dos equinos experimento (1)
Nr ord Animal PB% EE% FDA%

01 ONCA 13,05 1,76 5,22

02 ONDA 13,05 2,01 5,27

03 TIMOR 12,64 1,98 5,34

04 OLINDA 12,95 1,93 5,47

05 RETINTA 13,81 1,96 5,50

06 TAPIRUBA 13,16 1,95 5,52

07 OPINIAO 12,71 1,89 5,45

08 TREVO 11,47 2,11 5,55

09 TREGUA 11,70 2,03 5,48

10 TEOTONIA 12,14 1,90 5,49

11 ORGANIZADO 13,76 1,95 5,48

12 REALEZA 11,43 1,77 5,24

@)

Analises realizadas no Laboratorio de Nutricdo Animal da UFMG,
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