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RESUMO

OLIVEIRA, Aguida Aparecida de. 2014. Efeito de diferentes aditivos anti-micotoxinas na
intoxicacdo experimental por aflatoxinas em frangos de corte. 104 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal) Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desempenho de trés aditivos anti-micotoxinas
(AAMs) a base de parede celular de levedura (PCL), em condi¢bes de intoxicacao
experimental por aflatoxina B; (AFB;) em frangos de corte até os 21 dias de idade. Os
produtos foram identificados como AAM A (100% de PCL da cepa A), AAM B (100% PCL
da cepa B) e AAM C (70% de PCL da cepa A + 30% de bentonita sddica). Foi utilizado o
delineamento em blocos ao acaso, sendo os tratamentos de cada analise individual
constituidos por: TO1 (dieta base), T02 (0,2% de AAM), T03 (1,012 mg Kg™* AFB;) e T04
(1,012 mg Kg™ de AFB; + 0,2 % de AAM). Os parametros avaliados foram peso vivo, ganho
de peso, consumo de ragdo, conversdo alimentar, peso absoluto dos 6rgaos, comprimento total
de intestinos, peso relativo e histopatologia de figado e rins, e analise bioquimica sanguinea —
aspartato amino transferase, alanina-amino-transferase, acido Urico e proteinas totais. A
adicdo de 1,012 mg Kg™ (ppm) de AFB; na dieta dos frangos de corte no presente estudo foi
capaz de alterar negativamente os pardmetros zootécnicos, afetar a concentracdo de acido
arico, diminuir peso absoluto de d6rgdos linféides, causar aumento aparente de comprimento
de intestinos, causar degeneracdo gordurosa no figado com areas dispersas de necrose, e
nefrose tubular renal. E nas mesmas condigdes experimentais a adicdo de AAM A e AAM B
atenuaram tais efeitos, exceto pela diminuicdo de peso de érgdos linféides. O AAM C nédo
conseguiu amenizar os efeitos. A mistura de AAMSs inorganico e organico provavelmente
continha quantidades insuficientes de ambos os produtos, ou interagiram impedindo a
adsorcdo da AFB; da dieta dos frangos. O presente estudo reforca a presenca dos efeitos
negativos que as aflatoxinas causam aos frangos de corte e sugere o0 uso dos aditivos a base de
PCL como boa alternativa, atentando para o fato de que a cepa da levedura interfere na
gualidade do AAM; e demonstra o efeito negativo do uso de misturas de AAMs inorganicos e
organicos. Mais estudos devem ser realizados acerca do assunto para melhor esclarecer o
mecanismo de acdo destes aditivos, incluindo estudos in vivo com AAMSs e co-ocorréncia de

micotoxinas, pesquisa de micotoxinas na matéria fecal e residuos em carne e ovos.

Palavras-chave: adsorventes, avicultura, fungos, figado, rins, levedura.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Aguida Aparecida de. Effect of different anti-mycotoxin additives on broiler
chickens intoxicated with aflatoxin B;. 2014. 104 p. Thesis. (Doctor’s Degree in Veterinary
Sciences, Animal Health) Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014.

This study aimed to evaluate the performance of three different anti mycotoxin additives
(AMA) based on yeast cell wall (YCW) in performance of broiler chickens intoxicated with
aflatoxin B; (AFB;) until 21 days of age. The products were identified as the AMA A (100%
YCW strain A), AMA B (100% YCW strain B) and AMA C (70 % YCW strain A + 30%
bentonite). The experimental design was randomized blocks, with treatments of each analysis
consisting of: TO1 (aflatoxin free diet), T02 (0.2% AAM), T03 (1.012 mg Kg ™ AFB;) and
T04 (1.012 mg Kg ™ AFB; + 0.2% AAM). The parameters evaluated were body weight,
weight gain, feed intake, feed conversion, absolute organ weight, intestine length, relative
weight and histopathology of liver and kidneys, and blood biochemistry analysis - aspartate
amino transferase, alanine amino transferase, uric acid and total protein. 1.012 mg Kg ™ of
AFB; in the diet of broilers in this study could negatively alter the performance parameters
and affect the concentration of uric acid, lower absolute weight of lymphoid organs, apparent
increase in length intestines, liver fatty degeneration and the emergence of scattered areas of
necrosis in liver and renal tubular nephrosis. And at the same conditions, the AMA 1 and
AMA 2 (0.2%) attenuated these effects, except for a decrease in weight of lymphoid organs.
AAM C failed to mitigate the effects. A mixture of organic and inorganic AMAS probably
contains insufficient amounts of both products, or interaction prevented the adsorption of
AFB; in broiler’s diet. This study confirms the negative effects that aflatoxins cause to broiler
chickens and suggests additives based on YCW as good alternative, with attention to the fact
that the yeast strain interferes with the quality of the AMAs; and demonstrates the negative
effect of mixtures of inorganic and organic AMASs. More studies should be conducted on the
subject to clarify the action mechanism of these additives, including in vivo studies with
AMAs and co-occurrence of mycotoxins, and evaluate the mycotoxin presence in faeces,

meat and eggs.

Key words: adsorbents, aviculture, fungi, liver, kidney, yeast.
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1 INTRODUCAO

A avicultura € o ramo da agricultura que trata principalmente da criacdo de frangos de
corte e galinhas poedeiras, e tem se destacado em territorio nacional por condi¢bes favoraveis
de clima e &rea, organizacdo da méo de obra e, biosseguridade, tornando o Brasil um dos
principais pélos avicolas do mundo. Toda evolucéo na avicultura de corte brasileira ocorreu
em trés décadas, e atualmente nosso pais é o terceiro colocado em producdo de carne de
frango e maior exportador mundial deste produto. Logo, problemas de sanidade que afetam as
criacBes devem ser tratados com mais cautela, tendo em vista 0s enormes prejuizos que
causam em criacOes de larga escala, dentre estes problemas encontram-se as micotoxinas.
Essas toxinas sdo produtos gerados durante o metabolismo secundario ap6s o crescimento
indesejavel de algumas espécies de fungos filamentosos.

O crescimento fungico pode ocorrer em uma grande diversidade de alimentos, e 0s
cereais constituintes da racio sdo um perfeito substrato de crescimento. E claro que o manejo
preventivo do crescimento fungico por boas praticas agricolas e de fabricacdo (de racGes e
insumos agricolas) é o ideal, porém nem sempre todo esforco é capaz de evitar por completo a
contaminacéo.

Muitas sdo as micotoxinas que afetam as aves, como aflatoxinas, fumonisinas,
ocratoxinas e tricotecenos, e diversas sdo as espécies de fungos atualmente conhecidas como
capazes de produzir uma ou mais toxinas, em funcdo do substrato, da cepa fungica envolvida,
da temperatura, umidade relativa e atividade aquosa, dentre outros fatores. Os fungos que as
produzem se desenvolvem bem usando os gréos e cereais como substratos, tais como milho, e
outros produtos base da fabricacdo de racGes e ndo se pode também descartar a possibilidade
desse crescimento fangico na racdo terminada, dependendo das suas condic¢Ges de transporte,
embalagem e armazenagem. E o pior, a grande estabilidade quimica das micotoxinas lhes
permite a persisténcia no alimento mesmo apds a morte dos fungos pelos processos comuns
de industrializacdo e embalagem. Dentre as espécies toxigenas isoladas a partir de cereais em
nosso pais destacam-se as pertencentes ao género Aspergillus.

Dentre as micotoxinas que afetam a avicultura mundial, as aflatoxinas, produzidas

principalmente pelos fungos Aspergillus flavus e A. parasiticus, merecem especial atencao.
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Sdo micotoxinas hepatotdxicas, imunossupressoras, que afetam direta e negativamente
parametros como consumo de alimento e ganho de peso e consequentemente geram muitos
prejuizos ao setor avicola. Os principais tipos de aflatoxinas identificados séo B1, Gy, B, e G,
em ordem de toxidez. Quando esta micotoxina é ingerida pelos animais pode depositar-se em
musculos ou ser excretada no leite, e estes alimentos tornam-se veiculos de micotoxicose
secundaria. A aflatoxina B; (AFB;) inclusive ja é reconhecidamente um perigoso
hepatocarcinégeno para animais e humanos. A legislacdo brasileira (BRASIL, 1996) admite
um nivel méximo de contaminaco por aflatoxinas totais (AF) equivalente a 20 pg Kg™ (ppb),
referente a qualquer matéria prima a ser utilizada diretamente ou ingrediente de ragdes
destinadas ao consumo animal. Para alimentos destinados ao consumo humano o limite
méximo tolerado varia de 1 ug Kg™ (cereais para alimentacio infantil) a 20 ug Kg* (milho e
farinhas de milho e derivados) (BRASIL, 2011), mas esses niveis ainda sdo altos se
comparados com os adotados pela Unido Européia, principalmente para alimentacdo animal, e
com o tempo, o ideal seria a diminuig&o desses limites estabelecidos.

Uma solucdo para diminuir a biodisponibilidade das aflatoxinas na alimentacao animal
¢ 0 uso de antioxidantes sintéticos e adsorventes inorganicos de micotoxinas, como
aluminosilicatos e as bentonitas. Apesar do avanco dos estudos nessa area, nao esta
completamente estabelecida qual a seguranca da presenca desses tipos de compostos quimicos
nos alimentos, e as possibilidades de obtencdo de novos compostos, que cumpram com 0S
requisitos ambientais e o0s requerimentos de seguranca alimentar sdo escassas.

Segundo a Portaria n° 13 de 24 de Maio de 2006 do Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), foi sugerida a susbtituicdo do termo “adsorvente de micotoxinas”
pela denominagdo geral aditivos anti-micotoxinas (AAM), deixando bem claro que essa
denominagdo incluia os produtos que, adicionados ao alimento para animais, eram capazes de
adsorver, inativar, neutralizar ou bio-transformar as micotoxinas (BRASIL, 2006). A maior
parte dos AAMs exerce dentro do animal um efeito de quimio-adsorcdo, e devem ter
capacidade para unir-se de uma forma eficaz as micotoxinas e bloquea-las no trato
gastrointestinal, dando lugar a compostos estaveis e irreversiveis que posteriormente serdo
eliminados pelas fezes. Desta forma, a bio-disponibilidade da micotoxina fica reduzida,
evitando os efeitos indesejaveis que esta produz.

Um desses produtos evidenciados como eficiente AAM é a PCL: A parede celular de
Saccharomyces cerevisiae possui como constituintes 0s mananos, responsaveis pela
propriedade prebidtica da parede (modificacdo da microflora e melhoria da integridade

intestinal, e modulagcdo do sistema imune principalmente), e a por¢do de B-glucanos, que
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também teria a capacidade de estimular o sistema imune, porém sua funcdo de interesse neste
estudo é a de adsorver micotoxinas ingeridas na dieta. Estes AAMs sdo capazes de ligar-se
eficientemente a diversas micotoxinas, como aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona. Porém
os resultados dos estudos sdo diversos, mostrando que provavelmente mais fatores interferem
para a eficiéncia da adsor¢édo, como diferencas entre cepas da levedura, condi¢cbes ambientais,
e quantidade glucomananas esterificadas na composicao do aditivo.

E necesséria a busca de novos AAMs que cumpram 0s requisitos ambientais e de
seguranca e que sejam altamente eficazes contra os efeitos toxicos das micotoxinas, ja que
estas afetam negativamente a produtividade da avicultura no Brasil. A PCL é um aditivo que
além de seguro ja € utilizado na alimentacdo animal ha décadas por ser considerado um
prebidtico capaz de melhorar o desempenho de frangos. Frente a isso, este trabalho propde-se
a avaliar trés diferentes aditivos anti-micotoxinas em uma intoxicacdo experimental por
aflatoxinas em frangos de corte até os 21 dias de idade. Cada um dos trés tem sua constituigdo
particular, porém todos possuem como base a PCL, mais especificamente parede celular de

diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae. Com base nisso propde-se:
1.2 Hipdtese

AAMs a base de PCL incorporados na alimentacdo animal sdo capazes de reduzir os
efeitos da aflatoxicose em frangos de corte, porém a composi¢do geral do produto influencia
na capacidade adsortiva do AAM.

1.3 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho de trés diferentes AAM a base de PCL em condicdo de

intoxicagao experimental por aflatoxinas em frangos de corte até os 21 dias de idade.

1.4 Objetivos Especificos

a) Producéo do nucleo de contaminagédo por AFB; em arroz;

b) Formacéo dos grupos experimentais dos ensaios in vivo;

c¢) Calcular ganho de peso, consumo de racao e conversdo alimentar;



d) Comparar peso absoluto dos 6rgdos, mensuracao de intestinos, e peso relativo de

figado e rins;

e) Proceder com andlises bioquimicas enzimaticas hepatica e renal;

f) Avaliacdo macroscopica e histopatologica de figado e rins;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Avicultura no Brasil e no Mundo

A avicultura é um ramo da agricultura que trata da criagdo de frangos de corte e
galinhas para a postura dentre outras, e tem se destacado nas Ultimas décadas no Brasil como
um dos setores agricolas que apresenta maior dinamismo. O seu crescimento é decorrente,
sobretudo, dos avancos tecnoldgicos nas areas de genética, nutri¢cdo, sanidade e manejo, 0s
quais possibilitaram a instalacdo de uma industria altamente eficiente e competitiva em todo o
mundo, particularmente no Brasil. Em um sistema com elevado grau de tecnificacdo e
instalacBes (Figura 1), tal como ocorre na avicultura de modo geral, qualquer fator que afete
negativamente a producédo, determina enormes prejuizos aos produtores (FRANCISCATO et
al., 2006; ROSMANINHO; OLIVEIRA; BITTENCOURT, 2001). Um exemplo disto foi a
recente propagacdo do virus influenza A (H1IN1), em que até 31 de julho de 2009 foi
reportado oficialmente pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), um total acumulado de
mais de 16 mil casos confirmados por laboratdrios oficiais, com mais de mil mortes, em todos

0s continentes. A industria avicola brasileira ndo foi acometida (SILVA, 2009).

die =
Figura 1: Exemplo de instalacdo no Brasil para a criacdo de grande nimero de aves para

corte Fonte: RUSSO; FREITAS, 2014



A evolucdo do Brasil no setor foi tdo grande, que no inicio da década de 70, eram

necessarios entre 65 e 70 dias para o crescimento e engorda de um frango de corte, que atingia

um peso médio final de 1,62 Kg, com um consumo aproximado de 2,2 a 2,4 Kg de ragédo para

1,0 Kg de ganho de peso, sendo a mortalidade média de 6 a 7%. Atualmente um frango de

corte atinge o abate em média com 2,50 kg de peso vivo, aos 42 dias de idade, com conversao

alimentar de 1,7 Kg de racdo para cada Kg de ganho de peso e uma mortalidade média entre 3

e 5% (SILVA, 2009).

O Brasil € o maior exportador e terceiro produtor (Figura 2) de carne de frangos do

mundo e o sétimo produtor de ovos. Somos o terceiro maior produtor de carne de frango, atras

apenas de Estados Unidos e da China, dois dos principais exportadores do produto,

respondendo por cerca de 45% das exportacbes mundiais. O sucesso da carne de frango

brasileira é tdo grande que ela é consumida em cerca de 150 paises.
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Figura 2: Principais paises exportadores da carne de frango no mundo (a) e maiores paises

produtores de carne de frango no mundo (b).

Fonte: BRAZILIAN CHICKEN (2009)



Segundo Homero (2010), o estado do Rio de Janeiro foi o bergo da avicultura nacional
no inicio dos anos 70, e hoje seu volume de producdo estd abaixo da média nacional, mesmo
sendo um grande estado consumidor. Potencial ndo falta, porém uma das solugdes é promover,
junto aos criadores, educacdo em higiene, controle sanitario, técnicas de manejo e os cuidados

necessarios no processamento, armazenamento e comercializagdo dos produtos.

2.2 Promotores de Crescimento, Probidticos e Prebidticos na Avicultura Mundial

Nos anos 50, pesquisadores descobriram que dosagens subclinicas de antimicrobianos
na racdo de aves melhoravam sensivelmente o crescimento e a eficiéncia de producéo.
Atualmente, algumas dessas substancias ainda sdo utilizadas em razdo dos beneficios que
apresentam na melhora da eficiéncia alimentar, diminuicdo da mortalidade e melhoria do
bem-estar das aves. Por outro lado, ha uma preocupacao crescente de que 0 uso dessas baixas
concentracdes de antimicrobianos provoque prevaléncia de microrganismos resistentes, e a
resisténcia possa ser transferida aos microrganismos patogénicos responsaveis por doencas
em humanos (DIONIZIO et al., 2002).

Os antibidticos promotores de crescimento (APCs) sdo capazes de combater o
crescimento bacteriano, possibilitando maior aproveitamento dos alimentos oferecidos as aves,
tendo em vista que estes séo direcionados ao desenvolvimento da musculatura, e ndo para
manutencdo do sistema imune. A eficicia na utilizacdo desses produtos estd diretamente
relacionada a um bom manejo e suporte nutricional correto (SOUZA, 2009). Eles podem
funcionar por varios mecanismos de acdo propostos: por efeito direto sobre o metabolismo
animal para aqueles que sdo absorvidos pela parede intestinal; por ndo recrutar a agdo da
resposta imune humoral; por efeito nutricional, na acdo sobre bactérias que competem por
diversos nutrientes com o hospedeiro; por efeito direto sobre o controle de bactérias
patogénicas (RUTZ; LIMA, 2001).

O primeiro questionamento envolvendo APCs surgiu na Gra-Bretanha ainda em 19609.
Devido ao aumento na ocorréncia de amostras de Salmonella Typhimurium resistentes a
varios antibidticos. O célebre Relatdrio Swann foi apresentado por cientistas ao Parlamento
Inglés recomendando que drogas como as tetraciclinas e as penicilinas, Uteis para tratamentos
em humanos, fossem banidas como APCs. O uso de tetraciclinas e penicilinas como APCs foi
banido em varios paises da Europa entre 1972 e 1974, porém continua permitido nos Estados
Unidos e outros paises. No Brasil, esta suspenso o uso de avoparcina e a fabricacao,

importacéo e uso de cloranfenicol, furazolidona e nitrofurazona (BRASIL, 2008).



Os aditivos atualmente autorizados no Brasil como promotores de crescimento de
frangos de corte s&o: avilamicina, eritromicina, haloquinol, colistina, flavomicina,
lincomicina, virginiamicina, bacitracina, espiramicina e enramicina (BRASIL, 2008).

Na década de 1980, a ocorréncia de amostras de bactérias multiresistentes em geral
chamou atencdo, levando a Suécia a banir voluntariamente de forma inovadora os APCs em
1986. Esta atitude foi pioneira no uso de principio de precaucdo, do qual a Comunidade
Européia tem se valido mais que os Estados Unidos, em geral adeptos de tomadas de atitudes
frente a conclusdes definitivas. Varios relatérios tém recomendado a reducdo ou eliminagéo
do uso de APCs nos Estados Unidos. Porém, um comité da Administracdo de Drogas e
Medicamentos (Food and Drug Administration - FDA) concluiu, em 1998, ndo haver
informacdo conclusiva de que o uso de APCs sdo a causa da resisténcia em bactérias que
infectam humanos. Baseados nesta conclusdo, os Estados Unidos ndo baniram APC algum,
embora alguns compostos, como a avoparcina, nunca tenham sido liberados para uso. Em
1995, 93% das ragdes de frangos continham pelo menos um APC nos Estados Unidos,
enguanto em 2002 apenas 60% eram formuladas com APCs, indicando que outros fatores,
além das disposicdes legais do pais, estdo induzindo a reducdo de seu uso. Duas cadeias de
lanchonetes, pelo menos, passaram a ter normas rigidas quanto ao uso de drogas em ragdes, 0
que pode ter funcionado como uma forma de restricdo (EMBRAPA, 2010).

Em geral, o bloco americano defende a utilizacdo de antibi6ticos, ja o europeu defende
a eliminacdo de sua utilizacdo. A preocupacdo é que, bactérias de resisténcia simples ou
maultipla, tal como salmonelas, que sdo patogénicas para humanos podem ser transferidas de
animais ou produtos animais para o homem. Além disso, plasmidios-R (fatores de
transferéncia de resisténcia a drogas) podem ser transferidos de bactérias Escherichia coli
para patdgenos humanos, produzindo agentes resistentes a vancomicina, como aconteceu com
o Staphylococcus aureus, por exemplo. E interessante observar que aqueles que se opdem a
acao européia de banir o uso de antibidticos como promotores de crescimento justificam
dizendo que se trata unicamente de barreira de mercado, sem base cientifica. E para alguns
cientistas, a preocupacdo do ponto de vista veterinario de que banir a utilizagdo de aditivos
antimicrobianos possa resultar no reaparecimento de certos problemas de satde animal. Por
outro lado, os que defendem banir a utilizacdo de APCs sustentam a sua hipétese dizendo que
0 uso sub-terapéutico prolongado pode reduzir a eficiéncia de agentes antimicrobianos a
niveis terapéuticos usados no tratamento de doencas animais e humanas. Apesar das
diferentes opinibes e evidéncias cientificas, varios autores mencionam casos de resisténcia

cruzada. Em conclusdo, o uso de APCs para animais tem sido exposto a debates assiduos
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(RUTZ; LIMA, 2001). Nesse contexto houve uma grande abertura e evolucdo no campo de
pesquisas da busca de um substituto a altura dos APCs. Merecem destaque os probioticos,
prebioticos e simbidticos.

A primeira informacdo sobre leites fermentados, influenciando a saude humana, foi
publicada por Ilya Metchnikoff (1907), pesquisador do Instituto Pauster de Paris, apds
observar a longevidade de camponeses bulgaros e atribuir o fato a dieta constituida
basicamente de leite fermentado. Pesquisando os componentes do leite, Metchnikoff isolou o
Bacillus bulgaricus, identificado depois como Lactobacillus bulgaricus (LODDI, 2001).

Estima-se que cerca de 90% da microbiota seja composta por bactérias facultativas
(aerdbicas e anaerdbicas) e produtoras de acido lactico (Lactobacillus spp, Bifidobacterium
spp.), incluidas as bactérias exclusivamente aerdbicas como Bacterioides spp., Fusobacterium
spp. e Eubacterium spp. Os 10 % restantes desta flora sdo constituidos de bactérias
consideradas nocivas ao hospedeiro, entre estas Escherichia coli, Salmonella spp.,
Clostridium spp. e outras. O desequilibrio, em favor das bactérias indesejaveis, resulta em
infeccdo intestinal severa que, em alguns casos, podem ser fatais (SOUZA, 2009). Portanto, o
uso de produtos probioticos contendo células de Lactobacillus spp., Bacillus spp. e leveduras
Saccharomyces cerevisiae podem exercer um bom efeito contra a colonizacdo de bactérias
patogénicas.

Probidticos sdo suplementos alimentares que contém bactérias ou leveduras vivas e
gue promovem efeitos benéficos ao hospedeiro, por favorecerem o equilibrio da microbiota
intestinal. Apresentam eficacia comprovada sobre a produtividade e satde animal. Desde a
década de 1990 eles vém sendo utilizados nas cria¢cbes comerciais de frangos de corte
(FARIA et al., 2009). Para serem considerados probi6ticos, os microorganismos devem ser
capazes de sobreviver no ecossistema intestinal e possibilitar, ao organismo, os beneficios da
sua presenca (SOUZA, 2009). Para os pintinhos eclodidos em incubatdrios, sem a
oportunidade de receber da ave mée e do ambiente a microflora natural, a susceptibilidade a
microrganismos patogénicos é maior. Logicamente, esse desequilibrio foi contornado ao
longo dos anos pelo uso de APCs, e atualmente o uso de probioticos se torna uma 6tima
solucdo (LODDI, 2001). Conclui-se dai, que, quanto mais cedo os animais receberem uma
administracdo de probioticos, melhor sera para o desempenho.

Os resultados de pesquisas com probidticos, até o momento, sdo bastante
contraditorios quanto a sua eficiéncia. Essa contradicdo observada entre os trabalhos justifica-
se mediante os dados obtidos em relacdo a idade do animal, tipo de probidtico utilizado,



viabilidade de microrganismos a serem agregados as racoes e as condi¢des de armazenamento
delas (GRANGEIRO, 2012).

A importancia da microflora intestinal no controle de agentes patogénicos pode ser
explicada pelo principio da exclusdo competitiva. O estabelecimento de uma flora microbiana
pode ser interpretada como complementar a func¢des digestivas do hospedeiro ao aumentar a
gama de enzimas digestivas e, em condi¢es normais, fornecer uma barreira contra a invasao
de patogenos. A fim de avaliar a eficiéncia de um probidtico, 0 mecanismo de acédo deve ser
definido a fim de que testes apropriados possam ser adotados e os parametros corretos
medidos (RUTZ; LIMA, 2001; SANTOS; GRANGEIRO, 2012). A maneira de atuagdo nao €
completamente entendida, mas inferéncias incluem: a) influéncia na atividade metabdlica
intestinal; b) promocéo de competicdo exclusiva com bactérias patogénicas; ¢) estimulacéo do
sistema imune; d) supressdo da producdo de amoénia; €) antagonismo direto (producdo de
acidos, bacteriocinas, peroxido de hidrogénio).

Os microrganismos utilizados como probioticos sdo Lactobacillus acidophilus, L.
plantarum, L. bulgaricus, L. casei, L. faecium, bactérias Gram positivas produtoras de acido
latico, habitantes naturais do trato gastrintestinal e que agem efetivamente como probidticos,
aderindo ao epitélio intestinal e colonizando o trato (FERREIRA; KUSSAKAWA, 1999;
SANTOS; GRANGEIRO, 2012).

Os probi6ticos sdo alternativas, de certa forma, viaveis aos promotores de crescimento
antimicrobianos na alimentacdo de frangos de corte. Apesar disso, ainda ha a necessidade de
outros estudos para identificar eventuais diferencas entre os probidticos existentes no mercado
brasileiro. InUmeros fatores podem interferir na resposta dos frangos frente aos probidticos,
como, por exemplo, idade do lote, desafio sanitario, tipo de microrganismo, agente
anticoccidiano, criagdo em gaiolas ou piso, entre outros (FARIA et al., 2009). Outra forte
alternativa em substiui¢cdo dos APCs sdo os prebidticos.

Embora o termo prebidtico tenha sido adotado somente em 1995, os estudos sobre eles
sdo mais antigos. Na década de 1950, a descoberta de que o leite humano possui compostos
gue atuam como inibidores da adesdo de bactérias patogénicas na superficie epitelial e
potencializam o crescimento das populacfes de bifidobactérias e lactobacilos, aliviando os
sintomas de encefalopatia hepatica em bebés incentivou outras exploragdes sobre o efeito do
consumo de compostos ndo digestiveis na microbiota intestinal (LIMA, 2008).

Para uma substancia ser classificada como prebi6tico, ela ndo pode ser hidrolisada ou
absorvida na parte superior do trato gastrointestinal, e deve ser um substrato seletivo para um

limitado nimero de bactérias comensais benéficas do célon, as quais terdo crescimento e/ou
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metabolismo estimulados, sendo capaz de alterar a microflora intestinal favoravel e induzir
efeitos benéficos intestinais ou sistémicos ao hospedeiro. Principais prebioticos: alguns
acucares absorviveis ou ndo, fibras, peptideos, proteinas, alcoois de acglUcares e 0s
oligossacarideos (DIONIZIO et al., 2002). Na literatura, existem relatos da administracdo de
prebidticos na forma de ragdo, sendo esta a mais praticada devido sua praticidade. A
administragdo em agua também é recomendada e usada para experimentos (SOUZA, 2009).

A principal forma de acdo dos prebioticos é sobre a modulacao benéfica da microbiota
nativa presente no hospedeiro. Os efeitos resultantes do uso de prebioticos sdo evidenciados
pelo crescimento das populagdes microbianas benéficas, pela melhora nas condi¢des luminais,
promovendo o aumento da superficie de absorcdo da mucosa intestinal, no sistema imune e
melhora no desempenho animal (ARAUJO et al., 2007). Estudos demonstram a capacidade de
prebidticos a base de PCL melhorando o consumo de alimento, conversdao alimentar e
principalmente o peso vivo em frangos de corte (ALBINO et al., 2006; FLEMMING;
FREITAS, 2005; GRAHAM; MCCRACKEN, 2005; KAMALZADEH; HOSSEINI;
MORADI, 2009).

As substancias que tém sido mais estudadas como aditivos na alimentacdo animal séo
os oligossacarideos  (OLS):  especialmente  mananoligossacarideos (MOS) e
frutoligossacarideos (FOS). S&o produtos comerciais obtidos por hidrélise parcial, acida ou
enzimatica, de polissacarideos ou por reacGes de transglicosilagdo. Porém, eles também
podem ser obtidos diretamente de sua fonte natural (vegetais, leite, PCL). Neste caso, 0S
alimentos usados na formulacdo das dietas devem fornecer niveis de OLS suficientes para
garantir a sua atuacdo como agentes prebiéticos (GRAHAM; MCCRACKEN, 2005).

Os mecanismos dos MOS s&o mais complexos, pois séo derivados da parede celular
interna de leveduras e seu primeiro modo de atuacdo é ligando-se a certas bactérias
patogénicas na area gastrointestinal. Essas bactérias ligadas aos MOS ndo podem aderir a
infeccdo iniciada no intestino. Algumas bactérias ndo possuem em suas membranas celulares
sitios de ligagéo para fixacdo dos OLS, como, por exemplo, a bactéria da classe Clostridia que
causa a enterite necrotica no intestino (SOUZA, 2009). A concentracdo desta bactéria, porém
também é reduzida quando os MOS sdo administrados, o que demonstra um segundo
mecanismo de atuacdo, a modulacdo ou preparacdo do sistema imune para uma infeccao
(ARAUJO et al., 2007).

Assim sendo, os MOS adicionados a dieta podem aderir as fimbrias bacterianas,
bloqueando adesdo das bactérias a superficie intestinal. Muitos OLS, quando administrados

aos animais, alcancam o colon sem sofrerem degradacdo, fornecendo um substrato
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particularmente disponivel para bactérias benéficas (ARAUJO et al., 2007). Estudos listam
trés modos de acdo para os MOS: a) adsor¢do de bactérias patogénicas contendo fimbria
(mecanismo receptor analogo ao do epitélio da parede intestinal), b) melhoria da salde da
parede intestinal (integridade e altura dos vilos) e c) estimulo a modulacdo imunogénica (atua
como um antigeno ndo patogénico tendo um efeito adjuvante) (ARAUJO et al., 2007). E
agora também se atribui a capacidade de adsorver micotoxinas, a fracdo de B-glucanos da
parede, mais especificamente. Logo, podemos dizer que adsorventes a base de parede de
leveduras Saccharomyces cerevisiae, possuem glucomananas esterificadas, e sdo capazes de
ligar-se eficientemente a diversas micotoxinas, como aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona
(ABREU et al., 2008; ROSSI et al., 2013; SANTIN et al., 2003).

Os FOS adicionados as racdes fornecem carboidratos fermentaveis para as bactérias
benéficas nativas que habitam o trato gastrointestinal, minimizando as populacbes de
bactérias patogénicas, como a Escherichia coli e Salmonella spp., por exclusdo competitiva
(SOUZA, 2009).

Lima (2008) afirma que os prebioticos sdo compostos biologicamente seguros a salde
humana e animal, o que justifica seu uso alternativo em substituicdo a certas drogas
veterinarias usadas na prevencao de alteracfes do trato gastrointestinal e/ou como promotoras
do crescimento.

Mais recentemente deu-se inicio ao uso do termo simbidticos que é a combinacdo de
probidtico e prebidtico. O produto pode melhorar a sobrevivéncia da flora, pela
disponibilidade do seu substrato que leva a uma fermentacdo, bem como pela
complementacdo da flora benéfica. Dessa forma essa associacdo possibilita a potencializacao
de ambos os componentes, sendo estes considerados como aditivos alimentares, que atuam
como alimentos funcionais. Dietas suplementadas com MOS ou combinag¢do de MOS com
acidificante e probiotico propiciam ganho de peso, conversao alimentar e altura de vilosidades
ao nivel de duodeno semelhantes a dietas suplementadas com antibi6ticos (ARAUJO et al.,
2007).

2.3 Os Fungos

Fungos séo organismos eucariotos pertencentes ao Reino Fungi, capazes de utilizar
uma grande variedade de substratos para obter carbono organico, possuem adaptagdes a uma
grande variedade de condicGes de vida. Por isso, colonizam inumeros habitats (aguas doces e

salgadas, terra, madeira, estrume, residuos queimados) e desempenham diversas funcdes nos
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ecossistemas, como decompositores ou parasitas, por exemplo. Por isso sdo comumente
isolados do solo e alimentos. Podemos dividi-los em unicelulares, como leveduras e
pluricelulares, que sdo os fungos filamentosos e basidiomicetos (PITT; HOCKING, 2009;
SAMSON et al., 2000).

Com a evolugdo das técnicas moleculares o Reino Fungi sofreu mudangas no arranjo
dos vérios filos nas ultimas décadas. O sub filo Eumycota (fungos verdadeiros) agora
reconhece quatro divisdes: os Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota.
Os géneros Penicillium e Aspergillus se enquadram dentro da divisdo Ascomycota, sdo fungos
dotados de septos regulares, e os conidios ndo estdo em esporangios (BRUNS et al., 1993;
BRUNS; WHITE; TAYLOR, 1991). O género Aspergillus compreende muitas espécies
benéficas na industria farmacéutica e na industria de alimentos e talvez seja o género fangico
mais conhecido no mundo. E um fungo filamentoso que apresenta como caracteristica
peculiar conidiéforos que formam uma vesicula precedida das fidlides e dos conidios, e em

alguns casos, da métula antes das fiélides (Figura 3).

Figura 3: Micrografia eletronica do género Aspergillus (200x).
Fonte: PRESCOTT; HARLEY; KLEIN (2002).

Por esta razdo o género foi catalogado em 1729 pelo padre italiano e bidlogo Pietro
Antonio Micheli, que atribui-lhe este nome ao observar sua micromorfologia e encontrar
semelhangas com seu instrumento de oficio, o aspergillum (borrifador de 4gua santa) (KLICH,
2002). Possuem agdes positivas e negativas ao homem. Por exemplo, Aspergillius niger é
importante na fabricacdo da progesterona e acido citrico; A. oryzae na fabricagdo do saqué
(vinho de arroz), enquanto que cepas de A. fumigatus sdo patdgenos e produtores de
micotoxinas (toxinas produzidas por fungos) e A. flavus, A. niger e A. ochraceus sdo alguns

exemplos (Tabela 1) de produtores de micotoxinas (LUBERTOZZI; KEASLING, 2009).
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Tabela 1. Potencial toxigeno das principais espéecies de Aspergillus que contaminam produtos

vegetais, com destaque para as principais produtoras de aflatoxinas.

Espécies de
Aspergillus

Micotoxinas

A. aculeatus
A. candidus

A. clavatus

A. carbonarius

A. carneus

A. flavus

A. fumigatus
A. niger agregados
A. niveus

A. nomius

A. ochraceus
A. oryzae

A. parasiticus
A. tamarii

A. terreus

A. versicolor

A. wentii

Acido Secaldnico D
Acido Kgjico, Candidulina, Terfenilina, Xantoacina
Citochalasina E, Patulina, Clavatol, Triptoquivalonas
Rubrofusarina B, Ocratoxina A

Citrinina

Aflatoxinas By e B, Aflatrem, Acido Aspergilico, Acido
Acido Acido 3-
Nitropropidnico, Paspalininas

A e

Fumigatinas,

Ciclopiazonico, Kojico, Aflavininas,

Fumitremorgens C, Gliotoxinas, Fumigaclavinas,

Fumitoxinas, Fumagilinas,  Espinulosinas,
Triptoquivalinas, Verruculogem

Ocratoxinas, Malforminas, Naftoquinonas

Citrinina

Aflatoxinas (B1, By, G; e G,), Acido Aspergilico, Acido
Kdjico

Acido Acido Acido

Secalbnico A, Xantomegnina, Viomeleina

Ocratoxinas, Penicilico, Kojico,
Acido Ciclopiazonico, Acido Kéjico, Acido 3-Nitropropidnico
Aflatoxinas (Bi1, By, G; e G), Acido Aspergilico, Acido
Kojico, Aflavininas

Acido Ciclopiazonico, Acido Kéjico

Citrinina, Patulina, Citreoviridina, Mevinolina, Territrems,
Acido Terréico, Terramide A

Esterigmatocistina, Versicolorinas, Nidulotoxinas

Metilxantonas, Acido 3-Nitropropiénico, Acido Kéjico

Fonte: PITT; HOCKING (2009).
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As principais espécies produtoras de aflatoxinas sdo pertencentes ao género
Aspergillus: A. flavus e A. parasiticus. Aspergillus flavus é mais comumente isolado de grdos
e cereais, porém ambos sdo contaminantes de alimentos. Macroscopicamente ambos
apresentam conidios abundantes com uma coloracdo que varia do verde ao verde-oliva
(Figura 4), com um suave micélio branco. Porém a maioria das cepas de A. parasiticus
apresenta colonias de coloracdo oliva escuro ou verde bem escuro. O reverso € pélido, e em
algumas colonias de A. flavus pode ser alaranjado, podendo haver presenca de exsudato
transparente e esclerocios (estruturas de resisténcia fangica). O aspecto das colbnias é

pulverulento, podendo aparentar flocoso no caso de A. flavus (SAMSON et al., 2000).

Figura 4: Aspergillus flavus crescendo sobre um gréo de milho
Fonte: CORNELL UNIVERSITY (2005).

Microscopicamente ambos apresentam vesiculas esféricas e radiadas. A. flavus
geralmente é bisseriado, mas pode se apresentar unisseriado como A. parasiticus, e a principal
diferencga entre eles é a rugosidade bem notada dos conidios e as vezes das estipes de A.
parasiticus (Figura 5) (KLICH, 2002; PITT; HOCKING, 2009; SAMSON et al., 2000).
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Figura 5: Microscopia (400 x) de Aspergillus parasiticus (a esquerda) e Aspergillus flavus (a
direita).
Fonte: PITT; HOCKING (2009).

Os fungos unicelulares sdo representados pelas leveduras. Elas podem reproduzir-se
por brotamento ou fissdo binaria, e podem ser aer6bicos obrigatérios ou anaerdbicos
facultativos (leveduras de interesse para uso na nutricdo animal). Na auséncia de oxigénio,
algumas leveduras obtém sua energia pela conversdo de carboidratos em etanol e gas
carbonico (fermentacdo). A levedura mais estudada no mundo é Saccharomyces cerevisiae
(Figura 6), conhecida como levedura de panificacdo, microorganismo considerado seguro
(Generally Recognised As Safe - GRAS), ndo patdégeno, ndo cancerigeno e ndo invasivo
(PITT; HOCKING, 2009; PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 2002).

Figura 6: Micrografia eletrénica (21000 x) de Sacharomyces cerevisiae, a levedura mais
estudada no mundo.
Fonte: PRESCOTT; HARLEY; KLEIN (2002).
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As leveduras tém sido usadas pelo homem h& milhares de anos para a producédo de
pdo, vinho e outros produtos alimenticios, sendo ainda um sub-produto da produgdo de
cerveja e mais recentemente, da producdo de etanol. Sua utilizacdo na nutricdo animal tem
sido feita considerando-se sua composicao nutricional. Tais produtos incluem leveduras vivas,
mortas, parede celular, contetdo celular e leveduras enriquecidas por minerais. O conteudo
celular, utilizado na alimentacdo de animais como prebi6tico, é isolado apds autolise ou
hidrolise acida e contém peptideos, proteinas e nucleotideos. O residuo da parede celular
(Figura 7) e formado basicamente por dois carboidratos: mananos e $-(1,3), (1,6) glucanos,
ambos indigeriveis pelas enzimas do trato gastrointestinal dos animais. Constituem mais da
metade da parede celular de levedura: em média, de 27% a 30% do peso seco da levedura
cada um, porém suas quantidades variam de acordo com a cepa (GRAHAM; MCCRACKEN,
2005).

Mananoproteina

g? faw ;t:lff ? T GIB'GIUTHO .
BN ,m:s}}"%}*% 1) |~ p-Ctucano + quitina

— Mananoproteina

Membrana

Figura 7: Esquema de parede celular de levedura.

Fonte: www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles

2.4 Micotoxinas e a Micotoxicologia

A micotoxicologia pode ser definida como o estudo das micotoxinas, dos fungos
produtores e das medidas de prevencdo e controle. Micotoxinas sdo metabolitos toxicos de
baixo peso molecular, produzidas como resultado do metabolismo secundario de alguns
fungos filamentosos. E o maior problema de satde de carater cronico que pode ser veiculado
pela alimentacdo (DAGHIR, 2008). Observamos sua presenga em uma grande diversidade de
produtos agricolas, e 0s géneros que abrangem a maioria das espécies produtoras de
micotoxinas sdo: Aspergillus, Fusarium e Penicillium (SASSAHARA; YANAKA; NETTO,

2003). Porém, s6 apenas ha algumas décadas o mecanismo de agdo dessas toxinas foi
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esclarecido, tendo assim o conceito completo de que fungos filamentosos crescendo em
alimentos produzem micotoxinas, e que estas sdo capazes de afetar 6rgdos e sistemas como o
figado, rins, sistema nervoso, enddcrino, e imune (PITT; HOCKING, 2009). Ha  muitos
séculos se conhece a toxicidade de certos fungos. Na década de 1850, relacionou-se a ingestado
de centeio infectado pelo fungo Claviceps purpurea com as caracteristicas clinicas do
ergotismo, e foi levantada a possibilidade de haver risco a salde humana e animal pela
ingestdo de alimentos mofados (SANTURIO, 2000). E a micotoxicose mais antiga de que se
tem conhecimento, varios surtos da doenca ocorreram na Europa durante a Idade Média. A
contaminacgéo do centeio por este fungo era tdo comum que estava inclusive representado nas
ilustracBes da espécie de centeio. As micotoxinas de Claviceps purpurea produzem uma
sensacdo de fogo nas extremidades do corpo (médos e pés) e alucinacBes, podendo levar a
morte (SERRA, 2005).

A primeira descoberta relevante para o0 mundo sobre a importancia dos metaboélitos
secundarios produzidos por fungos foi gracas a descoberta de Alexander Fleming em 1929, ao
perceber as potencialidades antibidticas da penicilina, produzida pela espécie Penicillium
notatum. A relevancia da descoberta a exploracdo da penicilina como agente terapéutico na
cura contra doencas bacterianas (SERRA, 2005). Esta foi uma feliz descoberta, porém muitos
metabdlitos produzidos por fungos apresentam alta toxidez a homens e animais.

O fato de que a ingestdo de cereais contaminados com fungos podia levar a doencas
foi também reconhecido na Russia, devido a ingestdo de cereais que foram deixados nos
campos ap6s o Inverno. A aleukia téxica alimentar (ATA) é uma toxicose que cursa com
gastroenterite, inflamacdo das mucosas e até sintomas neuroldgicos. A histéria conturbada de
guerras da Russia nem sempre permitiu a existéncia de mao-de-obra para a colheita dos
campos, 0 que se verificou na segunda guerra mundial e nos anos que a seguiram. Entre 1942-
1947, verificaram-se violentos surtos de ATA, levando a morte milhares de pessoas (SERRA,
2005; KRUGER, 2006).

Foi na década de 60 que ocorreu o fato mais marcante da histdria das micotoxinas.
Mais de cem mil perus morreram na Inglaterra por causa considerada indeterminada,
causando um prejuizo enorme aos criadores das aves. Enquanto o fator determinante da
doenca era desconhecido, reportava-se a ela como “doenga X dos perus” (SARGEANT et al.,
1961; CAMPOS, 1999). As investigacOes procederam, e a hipdtese levantada sobre um agente
externo causador, veiculado pelo alimento, levou ao exame dos ingredientes pela producédo de
extratos a partir de varios solventes, paralelamente a pesquisa microbioldgica. Foi assim que

se descobriu que a causa era uma toxina, produzida pelo fungo Aspergillus flavus. O nome
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dado a micotoxina foi inspirado no nome do fungo produtor - aflatoxina - que estava
ricamente presente no amendoim, ingrediente importado do Brasil presente na racdo dos
animais (SARGEANT et al., 1961). A partir deste ocorrido, diversos cientistas reuniram
esforcos e moveram suas pesquisas para a elucidacdo deste tema complexo que é a
micotoxicologia. Hoje sabe-se que dentre as micotoxinas que contaminam os alimentos, as
mais estudadas e de maior importancia econdémica sdo as aflatoxinas, a zearalenona, 0s
tricotecenos, as fumonisinas e a ocratoxina A (SASSAHARA; YANAKA; NETTO, 2003).

Recentemente foi reportado no Brasil um surto de beribéri ocasionado por uma
micotoxina. Beribéri é uma doenca carencial que pode ter outras causas, neste caso, a toxina
citreoviridina, produzida pelo fungo Penicillium citreonigrum, inibe a absor¢do da vitamina
B1 pelo organismo, o que causa o beribéri. A doenca levou mais de 40 pessoas a morte e
deixou cerca de 550 doentes nos anos de 2006 e 2007 no Maranh&o. Sua ocorréncia era
conhecida por estar implicada na ocorréncia de surtos de beribéri, por ingestdo de arroz
contaminado por este fungo no Japao em 1910, e quase cem anos depois o surto foi elucidado
e contornado gracas aos esforcos de micotoxicologistas e outros pesquisadores no Brasil
(ROSA et al., 2010).

A gravidade das micotoxicoses depende, entre outros fatores, da sua toxidez, do grau e
tempo de exposicédo, da idade e do estado nutricional do individuo. Micotoxinas sdo também
consideradas graves problemas em nivel socio-econdmico, sendo responsaveis por
elevadissimas perdas econdmicas na producédo de cereais, na reducao do valor nutricional dos
alimentos e ainda nas consequentes perdas devidas a doencas e mortes de animais e até
mesmo de grupos de animais alimentados com ragdes contaminadas (NOGUEIRA;
OLIVEIRA, 2006). Geralmente, a contaminacdo por micotoxinas se associa ao manejo
inadequado das plantagdes, colheita, armazenamento e transporte em condi¢des inapropriadas.
Os principais fatores a se considerar na producdo de micotoxinas por fungos em grdos sao:
umidade e temperatura (ASTORECA et al., 2009; ROSA et al., 2006).

As micotoxicoses podem ser primarias e secundarias. A micotoxicose primaria ocorre
com o consumo direto dos produtos contaminados, e a secundaria ocorre ao se ingerir leite,
carne, ovos ou derivados de animais que ingeriram alimento contaminado. A micotoxicose
ndo é contagiosa e o0 tratamento com drogas produz pouco ou nenhum efeito. Geralmente se
apresenta como surto associado com um alimento ou forragem especifica, onde o exame do
material suspeito revela a atividade fungica (LILLEHOJ, 1991). A principal via de
contaminacgdo é a digestiva, porém também é descrita a via aérea, onde diversas micotoxinas

ja foram detectadas em gréos de poeira organica e esporos de fungos. Foi relatado que estas
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substancias podem penetrar os alvéolos pulmonares, causando alteracbes imunoldgicas e
inflamatdrias locais, entre outros efeitos (SORENSON, 1999).

A identificacdo das espécies fungicas contaminantes € um importante sinalizador
qguanto a presenca de micotoxinas nos substratos, e indica 0 caminho para prevenir a sua
producdo. Entretanto, a identificacdo desses fungos nem sempre estdo ligados a deteccéo de
micotoxinas no produto analisado, pois, cepas dentro de uma mesma espécie podem néo
possuir a capacidade para sintese de micotoxinas, logo, sugere-se a realizacdo do perfil

toxigeno das espécies isoladas (FARIAS et al., 2000).

2.5 Micotoxinas na Avicultura

As micotoxinas que mais afetam a avicultura sdo as aflatoxinas, ocratoxina A,
fumonisinas e T-2 toxina. As aflatoxinas tém como alvo o sistema hepatico, causando
profundas alteracGes na sintese de proteinas nas aves. Sdo atualmente as mais estudadas
devido aos maiores impactos sobre o desempenho produtivo e reprodutivo das aves e
conseqlientemente maior impacto econémico Em segundo estdo as fumonisinas, tendo sua
atuacdo na interferéncia sobre a sintese dos esfingolipidios, principais constituintes da
membrana celular. A ocratoxina A tem sua agdo principalmente no sistema renal das aves,
afetando a filtracdo glomerular. E dentre os tricotecenos, a toxina T-2 provoca lesdes

necroticas orais e alteragdes no sistema nervoso (DAGHIR, 2008).

2.5.1 Aflatoxinas

Aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas principalmente por duas espécies fungicas do
género Aspergillus: A. flavus e A. parasiticus, que se desenvolvem naturalmente em géneros
alimenticios, como por exemplo, amendoim, milho, arroz, feijdo e trigo. Alguns substratos
sdo extremamente favoraveis ao crescimento de fungos aflatoxigénicos e a formacédo de
aflatoxinas. A contaminacdo natural de cereais, sementes oleaginosas, améndoas, amendoim e
especiarias é ocorréncia comum em inumeros paises (FREIRE et al., 2007). Em 1993, a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) considerou as aflatoxinas como
carcinogénicas para humanos (grupo 1) ( IARC, 1993).

O fungo A. flavus é capaz de produzir as aflatoxinas B; e B,, sendo a aflatoxina B; a
mais fregliente e mais toxica, é também reconhecida como 0 mais potente hepatocarcin6geno

para homem e animais. Ja A. parasiticus é capaz de produzir as aflatoxinas By, By, G; e G,
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ocorrendo principalmente nas Américas e na Africa. Caracterizam-se por apresentar alta
lipossolubilidade, baixo peso molecular, instabilidade a luz ultravioleta e estabilidade a altas
temperaturas (PITT; HOCKING, 2009; SAMSON et al.,, 2000). Em funcdo dessas
caracteristicas, sdo substancias facilmente absorvidas no trato gastrointestinal das aves
(DAGHIR, 2008). Ao alcangar a circula¢do sanguinea, podem ligar-se de forma reversivel as
proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, sendo entdo distribuida aos diversos
orgdos, como musculos, rins, tecido adiposo e figado, e é neste 6rgdo onde ocorre a maior
parte do processo de biotransformacéo das aflatoxinas. A AFB; é a que apresenta maior poder
toxigeno, seguida de Gy, B, e G; (Figura 8) (SAMSON et al., 2000).

aflatoxina B1 aflatoxina B2

aflatoxina G1 aflatoxina G2

‘ Figura 8: Estruturas quimica das quatro principais aflatoxinas.
Fonte: FREIRE et al. (2007).

Quando alimentos contendo aflatoxinas sdo consumidos pelas aves, rapidamente as
toxinas sdo absorvidas, acometendo o figado (Figura 9), degenerando-o, tornando-o palido e
com volume aumentado (ARAVIND et al., 2003; CARDOSO, 2007; GIACOMINI et al.,
2006; LOPES et al., 2006; MIAZZO et al., 2005; SANTIN et al., 2003; RAWAL; KIM,;
COULOMBE, 2010; TEDESCO et al., 2004). Os principais sinais clinicos em aves

intoxicadas por aflatoxinas incluem anorexia, letargia, palidez da crista, barbela e pes e sinais
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nervosos (DAGHIR, 2008). Estudos demonstram que a perda de peso e a diminui¢do do
consumo sao sinais comuns em frangos de corte intoxicados com aflatoxinas (CARDOSO,
2007; GIACOMINI et al., 2006; LOPES et al., 2006; MIAZZO et al., 2005; SANTIN et al.,
2003; TEDESCO et al., 2004; VALDIVIA et al., 2001; ZHAO et al., 2010).

Figura 9: Graus de modificacdo de cor e tamanho em figado de frangos de corte causados por
degeneracgédo grodurosa equivalentes a concentracdo de aflatoxinas: A- controle negativo; B —

1 mg Kg ™ de aflatoxina; C — 2 mg Kg ™ de aflatoxina; D — 3 mg Kg ™ de aflatoxina.
Fonte: ZHAO et al. (2010).

Os efeitos deletérios destas micotoxinas em frangos sdo mais intensos na fase inicial
de criacdo das aves (até os 21 dias de vida), porém o reflexo negativo sobre o ganho de peso é
persistente, comprometendo assim toda a criacdo (FRANCISCATO et al., 2006; GIACOMINI
et al., 2006; MIAZZO et al., 2005; ORTATATLI et al., 2005; RAWAL; KIM; COULOMBE,
2010; ROSA et al., 2001; SANTIN et al., 2003). Outros 6rgdos como intestino, baco,
linfonodos e rins também podem sofrer alteracGes, principalmente em animais monogastricos
como as aves e 0s suinos (MARIN et al., 2002; ORTATATLI et al., 2005). No caso dos rins
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pode ocorrer aumento do tamanho, invasdo leucocitaria e hemorragia intersticial, alteracGes
que também sdo vistas em casos de ocratoxicose (Figura 10), além de nefrose tubular renal
(AWAAD et al., 2011; VALDIVIA et al., 2001).
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ocratoxinas, exemplificando: 5- hemorragia intersticial macica; 6 — areas de necrose com
invasdo leucocitaria.
Fonte: AWAAD et al. (2011).

A degeneracdo gordurosa hepética (Figura 11) e proliferacdo dos ductos biliares
(Figura 12) séo as alteragdes microscopicas observadas (ORTATATLI et al., 2005; RAWAL;
KIM; COULOMBE, 2010; VALDIVIA et al., 2001; ZHAO et al., 2010) e induzem diversas
alteracbes séricas, constatadas principalmente por coagulopatias, diminuicdo das
concentracfes de proteinas totais, albumina, colesterol, glicose, acido urico, fdsforo
inorganico e célcio e aumento da atividade enzimatica da alanina aminotransferase (ALT) e
da aspartato aminotransferase (AST), (BATINA et al., 2005, DAGHIR, 2008;
FRANCISCATO et al., 2006; GIACOMINI et al., 2006; RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010;
TESSARI et al., 2006; VALDIVIA et al., 2001). A bursa e timo, 6rgdo linféides, sdo
diminuidos e ocorrem modifica¢fes na coloracdo e textura (TESSARI et al., 2006).
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Figura 11: Micrografia (400 x) de amostras de figado de frangos de corte intoxicados com
aflatoxinas. A: aparéncia normal do 6rgédo; B: degeneracdo gordurosa e congestdo dos vasos

centro-lobulares.
Fonte: ZHAO et al., (2010)

9 N »” "~ »

Figura 12: Micrografia (400 x) de amostras de figado de frangos de corte intoxicados com
aflatoxinas: A- congestdo da veia centro-lobular; B- gldbulos de gordura caracterizando uma

degeneracdo esteatosa; C- fibrose periportal; D- proliferacdo anormal de ductos biliares.
Fonte: ORTATATLI et al. (2005).
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A biotransformacdo das aflatoxinas em compostos ainda mais toxicos (Figura 13), leva
a diminuicdo da producdo de sais biliares, 0 que compromete o metabolismo de lipidios,
aumentando a excregdo de gordura, e como consequéncia queda no desempenho produtivo
dos animais (SANTURIO, 2000).
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Figura 13: Metabolismo das aflatoxinas no organismo das aves.
Fonte: SANTURIO (2000).

A legislacéo brasileira (BRASIL, 1996) admite um nivel méximo de contaminagéo por
aflatoxinas totais equivalente a 20 pg Kg™ (ppb), referente a qualquer matéria prima a ser
utilizada diretamente ou ingrediente de ra¢Oes destinadas ao consumo animal. Para alimentos
destinados ao consumo humano o limite maximo tolerado varia de 1 pg Kg™ (cereais para
alimentacdo infantil) a 20 pg Kg™® (milho e farinhas de milho) (BRASIL, 2011), mas esses
niveis ainda sdo altos se comparados com os adotados pela Unido Européia, que é de 4 ug
Kg™ para alimentacdo humana e 10 pg Kg™ para racdes prontas para consumo animal
(UNIAO EUROPEIA, 2001). Com base em esforgos mutuos de produtores e governo o ideal

seria a diminuicdo desses limites estabelecidos.
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2.5.2 Fumonisinas

A fumonisina B; (FB;) € o principal metabdlito produzido pelos fungos Fusarium
proliferatum, e F. verticillioides (SWAMY, 2004), sendo este ultimo o principal produtor,
além de ser uma micotoxina muito difundida no milho, que constitui hoje a base da
alimentacdo animal, e em aves tém associacdo com reducdo do desempenho, imunidade e
levar a mortalidade, comprometendo principalmente a criacdo industrial (LI et al., 1999). As
fumonisinas sdo estruturalmente similares aos esfingolipidios. Assim, 0 mecanismo de
toxicidade consiste na inibicdo da ceramida sintetase, enzima responsavel pela sintese de
esfingolipidios. Essa inibigdo acarreta aumento da concentracdo de esfinganina e esfingosina
no soro dos animais expostos a esta micotoxina (LEDOUX; WEIBKING; ROTTINGHAUS,
1997).

Estudos demonstram que fumonisinas sdo capazes de diminuir o desempenho de
frangos de corte, causar aumento do peso de 6rgdos como figado, pulméo e rins, provocar
diarréia e em alguns casos raquitismo. Na andlise histopatoldgica observamos necrose
hepatica multifocal e hiperplasia biliar (DAGHIR, 2008; LEDOUX; WEIBKING,;
ROTTINGHAUS, 1997), porém tais efeitos dependem das condi¢des de criacdo e quantidade
de fumonisinas na dieta. Li et al. (1999) em seus estudos por exemplo, ndo observaram queda
no desempenho zootécnico em frangos alimentados com 200 pg Kg* de FB;, entretanto
observaram diminuicdo na imunidade humoral e na supressdo de linfocitos, concluindo assim
gue a imunosupressdo € um dos grandes prejuizos causados pelas FB;, e esta pode
potencialmente piorar o desempenho dos animais. E Miazzo et al. (2005), somente
observaram piora no ganho de peso e na conversdo alimentar quando 200 mg Kg™ de FB;
foram administrados na dieta juntamente com 2,5 mg Kg™* de AFB;, porém a FB; isolada n&o

produziu efeitos.

2.3.3 Ocratoxina A

A ocratoxina A (OTA) é uma nefrotoxina com grande impacto na producao aviaria e
suina, responsavel pela denominada nefropatia micotoxica nestes animais (SCUSSEL, 1998).
Em frangos de corte, achados patologicos incluem desidratagdo grave e emagrecimento,
hemorragias proventricular e visceral, com depoésitos brancos de urato ao longo da cavidade
do corpo e 6rgdos internos. Como o0 6rgdo alvo é o rim, ha alteracdo da funcédo renal através

da necrose e ruptura dos tubulos proximais (DAGHIR, 2008), alteracdo do volume dos rins,
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alteracdo da osmolaridade da urina, aumento do volume de urina, diminui¢do do clearance,
diminuicdo da atividade enzimética do rim e desenvolvimento de adenomas e tumores renais
(NOGUEIRA,; OLIVEIRA, 2006).

As principais espécies de Aspergillus produtoras de OTA sdo A. ochraceus (DAGHIR,
2008), A. niger agregados, A. carbonarius. Algumas espécies de Penicillium sp. também
podem produzir ocratoxinas, como P. verrucosum, no entanto em nosso pais, com regides de
clima tropical e subtropical, destacam-se as espéecies A. ochraceus, A. niger agregados e A.
carbonarius (SCUSSEL, 1998).

Segundo a Agéncia Internacional de Investigacdo sobre o Cancer (IARC), a OTA foi
classificada como pertencente a categoria 2b, isto é, um possivel carcin6geno para 0 homem
com evidéncias para animais (LEGARDA; BURDASPAL, 1998). Baseada na sua
carcinogenicidade, a OMS propds um limite méximo de OTA de 5 pg Kg™ (ppb) em cereais
(ABARCA et al., 2001). Residuos da OTA foram encontrados no figado, rim e musculo de
aves dias ap0s a exposi¢do, mas ndo em ovos, gordura ou pele. Sugere-se entdo a importancia
da manutencao dos baixos niveis de ocratoxina no contetdo da alimentacdo, pois esta pode se
acumular em tecidos de aves e seus efeitos cancerigenos ao homem nédo podem ser excluidos
(DAGHIR, 2008).

2.5.4 Tricotecenos

As micotoxinas deste grupo sdo produzidas por diversos géneros de fungos: Fusarium,
Trichoderma, Myrothecium, Stachybotrys, Cylindrocarpon, e Trichothecium, do qual o nome
tricoteceno foi derivado. Apesar do grande nimero destes compostos na natureza, somente
pequena quantidade, menos de 10, tém sido detectados a partir de contaminagdo natural em
alimentos, tais como desoxinivalenol (DON), nivalenol, toxina T-2, diacetoxiscirpenol e
toxina HT-2. (DAGHIR, 2008; FREIRE et al., 2007) .Dentre estas a de maior preocupacao no
cenario da avicultura é a toxina T-2.

T-2 é um tricoteceno produzido por Fusarium tricinctum. Em estudos iniciais
lidar com tricotecenos em aves, foi visto que lesdes necroticas e alteragdes no sistema nervoso
(como posicionamento anormal de asas e convulsdes) podem ser produzidas em frangos
jovens alimentados com uma dieta contendo esta toxina. Estes estudos mostraram que 0 grau
de necrose oral foi dose-dependente, e que este foi o principal efeito da intoxicacdo por T-2
(Figura 14) (DAGHIR, 2008).
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Figura 14: LesGes orais provocadas por toxina T-2 em frango de corte.
Fonte: TECSA (2010).

As lesdes ocorreram a partir de doses que ndo foram capazes de prejudicar o ganho de
peso, consumo de ragdo ou mesmo a eficiéncia alimentar. Estas lesdes aparecem em primeiro
lugar no palato duro, ao longo da margem da lingua, e depois em torno do canto do bico. Sdo

lesGes altas, branco-amareladas e algumas vezes com textura caseosa (DAGHIR, 2008).

2.6 Aditivos Anti-Micotoxinas

O primeiro ponto a se pensar para controle das micotoxinas € prevencdo. Toda a
prevencdo e controle do crescimento fungico consiste em controlar seu ambiente por boas
praticas agricolas e de fabricacdo. A selecdo das sementes, rotacdo de culturas, cuidados no
campo e com maquinario, procedimentos corretos de secagem, armazenamento e transporte
sdo alguns dos pontos-chave a se trabalhar quando se trata de prevengdo. Mesmo com a
conscientizacdo do risco das micotoxinas e de como prevenir o problema, pesquisas
demonstram a presenca de fungos e micotoxinas em uma grande diversidade de alimentos
destinados a humanos e animais. No caso da avicultura, ha diversos relatos da contaminacgéo
do alimento produzido e destinado as aves por aflatoxinas e da colonizagdo por fungos
aflatoxigenos (ALMEIDA et al., 2009; DAGHIR, 2008; DALCERO et al., 1997; DALCERO
et al., 1998; KHAN et al., 2011; MAGNOLI, et al., 1998; ROSA et al., 2006;
ROSMANINHO; OLIVEIRA; BITTENCOURT, 2001; ROSSI et al., 2013; SALLE et al.,
2001), o que ressalta a importancia de estudos sobre alternativas para a prevencdo da

aflatoxicose na avicultura, que consiste, como para outras micotoxinas, na prevengdo do
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estabelecimento de fungos, e no uso de aditivos fungicidas e antimicotoxigenos. No caso de
aflatoxinas, também j& se sabe a correlacdo que existe entre niveis de zinco no alimento e
aumento da producdo da aflatoxina pelos fungos produtores, logo um controle mais rigoroso
dos niveis de zinco na fabricacdo de alimento é uma medida que também auxilia a inibir a
producdo da toxina (DAGHIR, 2008).

Décadas foram dedicadas a pesquisa sobre o assunto e atualmente diversos fungicidas
encontram-se em uso, contudo sua seguranca nos alimentos ndo esta completamente
estabelecida, e as possibilidades de obtencdo de novos compostos, que cumpram com 0S
requisitos ambientais e os requerimentos de seguranca sdo escassas (GOPALKRISHNAN;
BANUMATHI; SURESH, 1997).

Antioxidantes sintéticos, como o hidroxibutilanisol (BHA), o hidroxibutiltolueno
(BHT), e o propilgalato (PG), sdo comumente utilizados em alimentos para prevenir ou
retardar a oxidacdo lipidica, evitando assim o crescimento flngico e a producdo de
micotoxinas. Contudo, presume-se que sdo possiveis carcinégenos (MADHAVI;
SALUNKHE, 1996).

Desde o inicio dos anos noventa, estudos tém sido dirigidos para o uso de adsorventes
de aflatoxinas, naturais ou sintéticos, na tentativa de minimizar os efeitos da ingestdo de
alimento contaminado e da toxidez das aflatoxinas nas aves (OGUZ et al., 2002).

Segundo a Portaria n° 13 de 24 de Maio de 2006 do Ministério da Agricultura Pecuéria
e Abastecimento (MAPA), foi proposto ao Ministério pelo grupo técnico de trabalho sobre
micotoxinas em alimentagdo animal a substituicdo do termo “adsorvente de micotoxinas” pela
denominagdo geral “Aditivos anti-micotoxinas” (AAM), deixando bem claro que essa
denominacdo inclui os produtos que, adicionados ao alimento para animais, sdo capazes de
adsorver, inativar, neutralizar ou bio-transformar as micotoxinas. Para serem considerados
AAM e entrarem no mercado, produtos novos devem passar por ensaios individuais in vitro e
in vivo a fim de garantir a seguridade, capacidade e inocuidade do produto em relacdo a saude
animal (BRASIL, 2006).

O funcionamento dos adsorventes inorganicos baseia-se no fato das toxinas se ligarem
a estes produtos através de cargas elétricas, fazendo com que as toxinas ndo sejam absorvidas
pelos animais, e sejam eliminadas nas fezes. S&o argilas de origem vulcénica, como
aluminosilicatos e as bentonitas, adicionados a racdo animal (FRANCISCATO et al., 2006;
LOPES et al., 2006). Um dos inconvenientes do uso de substancias inorgénicas adsorventes
de micotoxinas é sua inespecificidade em sua capacidade de adsor¢do, jA& que podem

sequestrar moléculas de alto valor nutritivo da dieta (FRANCISCATO et al., 2006).
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Adsorventes a base de PCL, como por exemplo, Saccharomyces cerevisiae, possuem
glucomananas esterificadas, e sdo capazes de ligar-se eficientemente a diversas micotoxinas,
como aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona (ABREU et al., 2008; ARAVIND et al., 2003;
SANTIN et al., 2003). A PCL de S. cerevisiae que ja é usada nas racdes como aditivo
prebidtico (GIBSON; ROBERFRONID, 1995), possui como constituintes as mananos,
proteinas e B-glucanos (Figura 15). Os mananos sd80 0s responsaveis pela propriedade
prebidtica da parede ja explicada anteriormente, como a modificacdo da microflora, melhoria
da integridade intestinal, e reducdo do turnover e modulacdo do sistema imune no limen
intestinal. A porgdo de B-glucanos também teria a capacidade de estimular os globulos
brancos do sistema imune, porém sua funcéo nobre seria a de adsorver micotoxinas ingeridas
na dieta (GRAHAM; MCCRACKEN, 2005; YIANNIKOURIS et al., 2003).

Yiannikouris et al. (2003) demonstrou uma grande correlacdo entre a capacidade de
adsorcdo de zearalenona e a concentracdo de B-glucanos na parede celular (Figura 15) da
levedura. Aravind et al. (2003) observou que ragdo contaminada com aflatoxina, ocratoxina,
zearalenona e T-2 reduziu consumo (7%) e peso (9%) aos 35 dias, mas a inclusdo de
glucomananos esterificados recuperou consumo e peso a valores similares ao controle, além
de maior peso e conversédo (3,5 e 5%) quando glucomananos esterificados foram adicionados
ao controle. Chowdhury e Smith (2004) observaram maior producdo de acido Urico
plasmético e menor producdo de ovos (10% em 12 semanas) pela presenca de fusariotoxinas e
a inclusdo de glucomananos esterificados restaurou a producdo e o &cido Urico a niveis
normais.

Estudos anteriores demonstram a capacidade desses aditivos em recuperar 0 peso
corporal e melhorar o consumo de frangos de corte intoxicados com aflatoxinas (BENITES et
al., 2008), como também diminuir ou anular lesdes causadas no figado, rins (ARAVIND et al.,
2003) e normalizar as concentracfes de proteinas séricas, niveis de &cido drico, AST e ALT.
Porém os resultados dos estudos séo diversos, mostrando que provavelmente mais fatores
interferem para a eficiéncia da adsor¢do, como diferencas entre cepas da levedura, condicdes

ambientais, e quantidade glucomananas esterificadas na composi¢éo do aditivo.
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Figura 15: Em Al e A2 — unidades de B-glucanos encontrados em parede de leveduras e

alguns cereais; B — estrutura de parede celular de levedura.
Fonte: PARK et al. (2003).
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Porém a capacidade adsortiva se da gracas a reacdes enzimaticas de hidroxilacdo, de-
epoxilacdo ou deacetilacdo. Os produtos & base de PCL, mesmo possuindo constitui¢éo basica
semelhante, sdo diferentes e podem variar quanto a capacidade de adsorcdo e devem ser
testados individualmente para serem considerados como AAM (MALLMANN; DILKIN,
2007). Diversos trabalhos demonstraram a capacidade adsortiva in vitro, e demonstraram que
diferentes cepas agem de forma diferente (KELLER, 2012; YIANNIKOURIS et al., 2003;
YIANNIKOURIS et al., 2004). O desafio atual € demonstrar essa capacidade também in vivo,
com doses baixas como as que ocorrem a campo, e com outras variaveis em questdo, como

manejo sanitario, alimentacéo, idade do animal, dentre outras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producdo do Nucleo de Contaminacdo por Aflatoxinas

O nucleo de aflatoxinas (Figura 16) foi produzido nos laboratérios do NPMM/UFRRJ
(Nucleo de Pesquisas Micologicas e Micotoxicologicas da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro), a partir da fermentacdo controlada de Aspergillus parasiticus NRRL 2999, tendo
como substrato o arroz polido, de acordo com Shotwell et al. (1966), com modificagdes.

Todo o ndcleo de AFB; foi autoclavado, seco a 50°C e triturado. A micotoxina foi
extraida e purificada através de coluna MycoSep® 226 AflaZon (Figura 16) de acordo com as
informag6es do fabricante’, sendo em seguida quantificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Apds a quantificacdo, o nucleo foi incorporado a ragdo das aves em
proporgdo conveniente utilizando um misturador mecanico tipo “Y”. Apos esta etapa, uma
nova extracdo e quantificacdo por CLAE foi realizada a fim de se obter a concentracéo final
de 1 mg Kg™ de AFB; na racéo experimental.

Os extratos foram quantificados em CLAE de fase reversa, com detector de UV-
visivel (A 365 nm), coluna C18 (Microsorb MV, Varian; 150 x 4,6mm x 5um); a fase movel
(metanol: agua: acetonitrila, 60: 20: 20) foi bombeada a um fluxo de 0,7 mL min*; o volume
de injecdo foi de 20 pL e o tempo de retengdo foi cerca de 14+1 min. O limite de detecgdo da

analise foi de 1 ng g .

! Romer Labs Diagnostic GmbH, Austria
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Figura 16: Nucleo de aflatoxinas aos 10 dias de crescimento

Fonte: Acervo pessoal
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Figura 17: Esquema de uso Mycosep® 226 AflaZon

Fonte: http://www.romerlabs.com/en/products/columns.html

Antes de se obter a mistura ndcleo e ragdo, toda a ragdo foi analisada também pela
mesma metodologia descrita acima, para certificar-se da auséncia de micotoxinas. Apos a
quantificacdo, o ndcleo foi incorporado a racdo das aves em proporcdo conveniente utilizando

um misturador mecanico tipo “Y”. Apds esta etapa, uma nova extragdo ¢ quantificacdo
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também foi realizada a fim de se obter a concentracéo final de 1 mg Kg™ de aflatoxinas ragdo
experimental.

A racdo utilizada foi a racdo comercial denominada de FFCO002-inicial, No Ramo
Corte Inicial - Ragdo para Alimentacdo de Aves de Corte Inicial (No Ramo Industria e
Comércio de Alimentos Ltda, S&o José do Vale do Rio Preto/RJ), cuja composicdo esta

relacionada na Tabela 2.

Tabela 2: Composicdo bromatoldgica da racdo balanceada.

Macro Ingredientes Unidade Fase Inicial (1-21 dias)
Milho Moido PB 8,0% g 641,7
Farelo de Soja 46% / 80% g 289,0
Farinha de Carne 40% g 53,3
Cloreto de sddio g 2,6
Calcario Calcitico 38% g 4,3
Micro Ingredientes Unidade Fase Inicial (1-21 dias)
Premix Vitaminico/Mineral g 4,0
Bicarbonato de Sodio g 1,4
DL-Metionina g 1,1
L-Lisina g 2,6
TOTAL (Macro + Micro) g 1000
Niveis Nutricionais Unidade Fase Inicial (1-21 dias)
Proteina Bruta % 21,0
Extrato Etéreo % 3,6
Fibra Bruta % 3,0
Matéria Mineral % 5,2
Célcio % 1,0
Fosforo Total % 0,7
Fdsforo Digestivel % 0,5
Energia Metabolizavel Aparente Kcal/Kg 2958,1
Lisina Total % 1,3
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Metionina Total % 0,6

Metionina + Cistina Total % 1,0
Treonina Total % 0,8
Triptofano Total % 0,2
Lisina Digestivel % 1,2
Metionina Digestivel % 0,6
Metionina + Cistina Digestivel % 0,8
Treonina Digestivel % 0,7
Triptofano Digestivel % 0,2
Saédio % 0,2
Potassio % 0,8
Cloro % 0,3
Na+K-ClI MEq 209,0

3.2 Local do Experimento

O local dos ensaios in vivo foi o Galpdo Experimental (Figura 17) do NPMM
pertencente as dependéncias do PSA (Projeto Sanidade Animal) convénio EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) - UFRRJ, localizado na cidade de Seropédica.
A UFRRJ esta situada a 22°46' latitude Sul, 43°41' longitude Oeste e altitude de 33 m. A
média da temperatura durante o ano esta em torno de 24°C, a umidade relativa média do ar ao
longo do ano estad em torno de 70 % (BEHLING et al., 2009).
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Figura 18: Galpéo experimental do NPMM da UFRRJ preparado para experimento in vivo

com frangos de corte.
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3.3 Experimento In Vivo

Foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso, sendo no total oito tratamentos no
galpdo, e cada tratamento representado por dois blocos. Porém a avaliagéo estatistica de cada
periodo (semana) e de cada produto separadamente foi feita em quatro tratamentos, sempre
constituidos por: TO1 (dieta sem aflatoxinas, ou dieta base - DB), T02 (DB + 0,2 % de AAM),
T03 (1 mg Kg™ de AFB,), T04 (1 mg Kg™ de AFB; + 0,2 % de AAM). Todas as dietas foram
fornecidas as aves ad libitum, assim como a agua. Os animais foram alojados em baterias de
gaiolas metélicas, compostas de quatro andares, cada gaiola era provida de bebedouro tipo
nipple e um comedouro tipo calha.

A proporc¢do de aflatoxina utilizada, o nimero de animais por tratamento e todas as
analises foram realizadas de acordo com o estabelecido pelo MAPA, dentro da Portaria n® 13
de 24 de Maio de 2006, e a porcentagem de adsorvente utilizada foi adotada segundo
resultados obtidos em ensaios in vitro anteriores (KELLER, 2012). Os trés AAMs foram
fornecidos por uma empresa brasileira, e sua composicao explicada brevemente na Tabela 3.
A composic¢do quimica aproximada do produto A foi 25% B-glucanos, 19% mananos, 27%
proteinas, 1% de fosforo, 20% de gorduras, e a do produto B foi de 21% pB-glucanos, 17%
mananos, 29% proteinas, 1 % de fdsforo, 23% de gorduras. A composi¢do quimica
aproximada do produto C foi 15% B-glucanos, 10% mananos, 22% de proteinas, 1% fésforo,
15% de gorduras, 23% de SiO,, 12% Al,O3, 2% de CaO e vestigios de MgO, Na,O, Fe,0s3,
P,0s, K,O (Tabela 4).

Tabela 3: Composic¢éo dos aditivos anti-micotoxinas.

Produto Composicéo
A 100% parede de levedura
Cepa GCA”
5 100% parede de levedura

Cepa “B”
70% parede de levedura
C Cepa “A”

+ 30 % bentonita sodica
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Foram utilizados 576 frangos de corte, machos, da linhagem Cobb. Os animais foram
recebidos com um dia de idade, vacinados contra a Doenca de Marek, NewCastle e Gumboro,
com peso médio de 46 g e alojados em gaiolas (Figura 19). As aves foram distribuidas em
oito tratamentos, 72 animais por tratamento (9 por gaiola, 36 por bloco, 2 blocos por
tratamento). A observacéo clinica dos animais e afericdo das temperaturas do ambiente e da
gaiola foi feita trés vezes ao dia e para 0 aquecimento das aves nos primeiros dias de vida
foram instaladas lampadas incandescente de 40W, uma em cada gaiola. Foram calculados o
peso Vvivo, ganho de peso diério, consumo de racdo, e conversao alimentar das aves de todos
o0s tratamentos aos 7, 14 e 21 dias de idade. Aos 21 dias de idade as aves foram abatidas (apds
jejum médio de 6 h), sendo avaliados o peso vivo no momento do abate, o peso relativo do

figado em relacdo ao peso vivo, e 0 peso relativo do rim em relacdo ao peso vivo, segundo

Giacomini et al. (2006) com modificaces.

Figura 19: Gaiolas do galpdo separadas por andares identificados, cada andar alojou nove

animais.

Fonte: Acervo pessoal
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3.4 Anélises Pds Experimento In Vivo

Foram calculados o peso absoluto de coracdo, moela, figado, rins, bursa e baco das
aves, e 0 peso relativo de figado e rins. Foi realizada também a mensuracdo dos intestinos das
aves.

Amostras de figado e rins de oito animais por tratamento foram coletadas para
avaliacdo histopatoldgica. Para isso, os 6rgéos foram coletados e acondicionados em formol
10% tamponado nas primeiras 24 h, e apés em alcool 70%. Os fragmentos de tecidos foram
processados de acordo com as técnicas histopatoldgicas usuais e os tecidos corados com
hematoxilina- eosina (GIACOMINI et al., 2006).

Cerca de 5 mL de sangue foi colhido no momento da degola, durante o procedimento
do abate, em tubos sem anticoagulante para andlises bioquimicas. As provas bioquimicas
foram realizadas a partir do soro separado por centrifugacéo e estocado a -20°C, em fotdmetro
automético para bioquimica A15 — BioSystems®. Foram avaliadas as proteinas totais, AST e
ALT para avaliacdo hepética e 4cido Urico para avaliacdo renal. Os reagentes bioquimicos

também pertenciam a marca BioSystems®.
3.5 Analises Estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia com nivel de significancia para
informar as diferencas de 5%. As comparagdes estatisticas foram realizadas entre controles e

tratamentos segundo teste estatistico de Duncan. As analises foram conduzidas usando o
programa computacional PROC GLM em SAS (SAS Institute, Cary, NC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quantificacdo do Nucleo de Aflatoxinas

A racdo comercialmente obtida estava livre de alta contaminagdo por micotoxinas, ndo
foram observados niveis acima do limite de detec¢do para aflatoxinas, fumonisina, ocratoxina
e zearalenona. O nlcleo de aflatoxinas produzido continha 30 mg Kg* de AFB; e foi
necessario realizar uma mistura de 0,5 Kg de ndcleo para cada 14,5 Kg de racdo comercial,
para alcancar a concentracéo final de 1 mg Kg™ de AFB;. Todos os extratos foram analisados
em CLAE de fase reversa, com os parametros cromatogréficos ja listados em material e
métodos. O total de aflatoxinas na racdo final foi de 86% AFB;, 5% AFG;, 6% AFB,, e 3%
AFG,.

4.2 Avaliacdo do Peso Vivo e Ganho de Peso Diario das Aves

As médias de peso vivo dos quatro tratamentos na avaliacdo do produto A, no 1° dia e

aos 7, 14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20: Grafico da média de peso vivo dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto A: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg* AFBy; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;. Médias com letras distintas diferem
estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Com relacdo ao peso vivo das aves ao 1° dia de idade, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos na avaliacdo dos trés produtos, homogeneidade de
lotes que é ideal em qualquer trabalho cientifico.

Os efeitos negativos da aflatoxina sobre os frangos é bem notado a partir dos 14 dias
de idade, e isso ao longo do trabalho foi observado para todos os parametros zootécnicos, na
avaliacdo dos trés produtos. Esta observacgéo esta de acordo com o dito por Rosa et al. (2001),
que ateé os 21 dias os efeitos das aflatoxicoses em frangos sdo mais notados, como é o caso do
presente estudo.

Na andlise do produto A aos 14 dias, a menor média de peso vivo apresentada
pertenceram as aves do T03, e 0 maior peso vivo as aves do TO1, o tratamento controle. O
grupo TO03 apresentou peso Vvivo 7,2 % menor que o grupo controle. Se essa reducdo de peso

se mantivesse estavel até os 45 dias em uma granja pequena, cada ave perderia cerca de 40
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gramas, em um lote de mil aves a perda seria de 40 Kg ou de mais de 100 reais se o lote
chegasse a ser vendido, considerando o valor do peso vivo do frango em 2014 (AVISITE,
2014). Porém a tendéncia é que o produto suavize cada vez mais essa perda de peso,
constatado pela observacdo das aves aos 21 dias, em que a reducao de peso foi de menos de
1%.

As demais médias nesta fase também ndo diferiram significativamente entre si. Nao
houve tambem qualquer diferenca estatistica significativa nas outras fases do estudo entre
tratamentos. Este efeito negativo da aflatoxina sobre frangos de corte ja foi reportado
anteriormente por diversos autores: Tedesco et al. (2004), que usando 0,8 mg Kg™* de AFB;
verificaram reducdo no peso vivo de cerca de 8,0 % nos animais intoxicados durante todo o
periodo experimental de 35 dias; Miazzo et al. (2000), que testaram uma concentracdo de 2,5
mg Kg™ aos 33 dias de tratamento e obtiveram uma reducéo de 11,0% no peso vivo das aves
intoxicadas; Valdivia et al. (2001) reportou a reducdo de 11% no peso vivo e também no
ganho de peso de frangos de corte aos 21 dias de idade utilizando 3 mg Kg ™ de aflatoxina em
um estudo acerca da N-acetilcisteina como AAM no México. De maneira geral, ao observar
os resultados das literaturas citadas percebe-se uma perda maior de peso nas aves a medida
que aumenta-se a concentracdo de aflatoxinas na racao.

Aos 14 dias também é possivel observar o produto A suavizar a perda de peso
provocada pela aflatoxicose. O produto foi capaz de melhorar em 3,0 % a perda de peso do
grupo T04 em relacdo ao grupo intoxicado. Esses resultados concordam com os de outros
autores: Zhao et al. (2010), que pesquisaram, em Chicago (Estados Unidos), o efeito isolado e
combinado de aluminosilicato de célcio e sodio e PCL na reversdo dos efeitos da aflatoxina na
dieta de frangos até os 21 dias de idade (1 e 2 mg Kg ™). Como resultados ele demonstrou que
a aflatoxina nas duas concentracgdes era capaz de diminuir o peso vivo das aves, e que ambos
o0s produtos reverteram o efeito negativo, porém na concentracdo de toxina mais alta a PCL
ndo reverteu os efeitos negativos no desempenho das aves.

O uso dos graficos no presente trabalho teve o intuito de mostrar leves diferencas,
mesmo que a estatistica ndo a considere significativa. Neste caso observamos um maior peso
vivo (em 0,77 %) nas aves que receberam apenas o produto A aos 21 dias, pertencentes ao
T02, evidenciando o caréater prebidtico do produto.

O presente estudo concorda com os estudos de Albino et al. (2006), que reportaram o
efeito prebidtico da parede celular de Sacharomyces cerevisiae, aumentando 0 peso vivo em
frangos de corte aos 42 dias de idade em 2,7%; com os estudos de Kamalzadeh; Hosseini;

Moradi (2009) que comprovaram em sua pesquisa que 1,0 g Kg ™ é a melhor concentragdo
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Peso Vivo (gramas)

para melhorar peso vivo, consumo e conversao alimentar em frangos de corte do que 0,5 g Kg
1 ou1,59gKg™.Porém Kamalzadeh; Hosseini; Moradi (2009) ndo utilizaram toxinas em sua

pesquisa.

As médias de peso vivo dos quatro tratamentos na avaliagdo do produto B, no 1° dia e

aos 7, 14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21: Gréafico da média de peso vivo dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto B: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg* AFBy; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;. Médias com letras distintas diferem

estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Os resultados vistos com relacdo ao peso vivo das aves em relacdo ao produto B sdo
muito similares aos vistos anteriormente para o produto A, do ponto de vista estatistico foram
0s mesmos resultados: apenas aos 14 dias de idade temos diferencas estatisticas significativas
de médias, com a menor sempre correlacionada ao efeito negativo da aflatoxicose, e a maior
sendo atribuida as aves do grupo controle. Aos 14 dias o produto B também foi capaz de

suavizar os efeitos negativos da aflatoxicose, 2,9 % maior em relagdo ao grupo intoxicado. E
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também € visto suave tendéncia no grafico de aumento de peso proporcionado as aves do T02
(1,95 %), relativo ao efeito prebidtico do produto B aos 21 dias, porém sem diferencas
estatisticas notadas.

Os polissacarideos presentes na PCL sdo prebidticos, promovem um ambiente
intestinal saudavel e estimula respostas imunoldgicas, o que pode refletir em melhor
desempenho zootécnico. Em relacdo aos produtos A e B ndo houve diferencas estatisticas,
porém visualmente no grafico a tendéncia é de uma maior peso para as aves suplementadas..
Estes resultados concordam com os de Benites et al. (2008), que avaliando o desempenho de
aves em Honduras alimentadas com duas diferentes marcas de produtos a base de
Sacharomyces cerevisiae, ndo observaram diferenca significativa no peso vivo e no ganho de
peso das aves que receberam um dos produtos testado; fato interessante ja que a quantidade
utilizada foi mais que o dobro da utilizada no presente estudo (0,5 g Kg ™).

Pode-se dizer que, os produtos A e B foram capazes de suavizar o efeito negativo da
reducdo de peso vivo das aves causado pela aflatoxicose induzida.

As médias de peso vivo dos guatro tratamentos na avalia¢do do produto C, no 1° dia e

aos 7, 14 e 21 dias estéo apresentados na Figura 22.
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Figura 22: Grafico da média de peso vivo dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto C: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg™* AFBy; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;. Médias com letras distintas diferem

estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Resultados atipicos foram obtidos na avaliacdo do produto C. J& aos 7 dias de idade
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre tratamentos, porém as menores
médias de peso vivo foram vistas para os animais do T04, que consumiram a mistura da
toxina mais o produto C (30,3 % menor em relacdo ao controle e 29,5 % menor em relagdo ao
T03). O melhor peso vivo observado aos 14 dias foram relativos aos animais do grupo
controle. Nem isoladamente o produto C foi capaz de melhorar o peso vivo das aves, logo ele
ndo evidenciou carater prebidtico neste ensaio in vivo.

Os graficos revelam o mesmo resultado das tabelas com mais énfase. Aos 14 dias a
mistura de aflatoxinas mais produto C diminuiu as médias de peso vivo em 32,3 %, muito
abaixo do que sé a aflatoxina isolada conseguiu fazer e 37,1 % menor do que 0 grupo

controle. Nenhum trabalho obtido em literatura reportou algo parecido.
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Algumas bentonitas séo eficientes como agentes sequestrantes para aflatoxinas, mas
ndo todas, necessitam de testes. Elas reduzem a biodisponibilidade da toxina no trato
gastrointestinal das aves, quando incorporadas nas racGes. Sua capacidade adsortiva se da
gracas a cargas elétricas, e ndo se da somente com micotoxinas, mas com outros componentes
da dieta como algumas vitaminas. Estudos in vivo e in vitro demonstraram a eficacia de
bentonita de sdédio natural para adsorver aflatoxina a partir de solu¢do aquosa. Porém, a
capacidade de ligacao destes adsorventes varia com a fonte reoldgica, e até mesmo entre lotes
de uma dada fonte, pois cada amostra € Unica. Além disso, outros fatores podem influenciar
na sua adsor¢éo, tais como co-ocorréncia de micotoxinas e pH do meio em que se encontra
(MAGNOLI et al., 2008). A origem da bentonita da amostra ndo foi conhecida. E muito
provavelmente este efeito ndo desejado do produto C deve-se a incapacidade da bentonita em
adsorver a aflatoxina ou simplesmente porque tanto a bentonita, como a PCL estavam em
quantidades inferiores as necessarias para promover o efeito adsortivo, ou ainda a bentonita e
a PCL se agregaram, de forma que nenhuma das duas conseguiu adsorver a aflatoxina da

dieta.

As médias de ganho de peso dos quatro tratamentos na avaliacdo do produto A aos 7,
14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 23
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Figura 23: Grafico do ganho de peso dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes
tratamentos relativos ao produto A: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1 mg Kg™
AFB;; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg* AFB;. Médias com letras distintas diferem

estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Aos 7 dias ndo se evidenciam diferencas entre tratamentos. Aos 14 dias de idade as
aves do grupo controle apresentaram maior média de ganho de peso, e neste aspecto o produto
A ndo foi capaz de melhorar o pardmetro testado. As outras médias se igualam entre si e
diferem da média do grupo TO1. No grafico nota-se uma tendéncia de menor ganho de peso
para o grupo intoxicado.

Notam-se também diferencas estatisticas entre tratamentos aos 21 dias de idade: as
maiores médias pertenceram aos grupos T02 e T03. E enquanto que aos 14 dias o grupo
controle apresentou ganho de peso 9,0 % maior que o grupo T02 e 11,7 % maior que 0 grupo
TO03, aos 21 dias o ganho de peso do grupo controle foi 10,4 % menor que o grupo T02 e
11,4 % menor que o grupo T03. Porém este resultado ndo deve ser observado isoladamente,
mas sim em conjunto com outros fatores, com especial atencdo as condicdes de temperatura
ambiente e do galpao no periodo do experimento (Figura 24). Embora fosse esperado que as
aves dos grupos ndo intoxicados apresentassem um ganho de peso um pouco maior, as altas
temperaturas influenciaram negativamente o ganho de peso, como podemos concluir com a
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observacdo da temperatura ideal de conforto térmico de frangos (Tabela 4) em comparacao
com as temperaturas médias do periodo (Figura 24). Mesmo com a utilizagdo de
nebulizadores e ventiladores, e em casos de temperatura elevada animais com bom peso
tendem a ter o menor desempenho. E importante salientar que o parametro ganho de peso foi

significativamente prejudicado pelas altas temperaturas, mas o0 peso vivo nao.
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Figura 24: Dados da temperatura durante o experimento in vivo.
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Tabela 4: Relacdo entre temperatura 6tima do galpdo (°C), umidade relativa e idade dos
frangos de corte.

IDADE DIAS > 80% 70% <40%

Fonte: http://www.granjaplanalto.com.br/MANUAL_MOD%20REV.%2003_18 09 _06.pdf

Observando o ganho de peso das aves aos 14 dias, onde a temperatura ambiente ainda
ndo havia interferido, a ingestao de aflatoxinas diminuiu em 10,4 % o ganho de peso das aves.
Estes resultados estdo de acordo com Santin et al. (2003), que realizaram um experimento
com diferentes tratamentos e dietas contendo 0,5 mg Kg™ de AFB; e 0,1 % de parede de S.
cerevisiae, ndo observaram reducdo do ganho de peso das aves que ingeriram somente AFB;
aos 42 dias de vida (idade distinta da usada no presente experimento), poréem a PCL melhorou
0 peso vivo em cerca de 3,2%, até no grupo intoxicado.

Os resultados atuais também se assemelham com os de Cardoso (2007), que estudou o
efeito de diferentes dietas em frangos de corte até 21 dias com 2 mg Kg* de AFB; e a
piperina como AAM, e observou reducéo de cerca de 9,0 % no ganho de peso vivo do grupo
intoxicado; com os de Tedesco et al. (2004), que usando 0,8 mg Kg™ de AFB; verificaram
reducdo no ganho de peso dos animais intoxicados durante todo o periodo experimental de 35
dias; com os de Lopes et al. (2006), que no Brasil testou bentonita sédica em frangos de corte

até os 42 dias de idade e reportou na terceira semana reducédo de 42 % no ganho de peso vivo
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das aves intoxicadas com 3 mg Kg™ de aflatoxina, a 0,3% de bentonita sédica foi a
concentracdo de adsorvente que apresentou melhores resultados. Esses resultados também
estdo de acordo com os encontrados por Miazzo et al. (2000), que testaram uma concentracdo
de 2,5 mg Kg™ de aflatoxinas aos 33 dias de tratamento e obtiveram uma reducéo de 11% no
ganho de peso das aves intoxicadas; e Giacomini et al. (2006), que avaliando desempenho de
frangos de corte intoxicados com 3 mg Kg™ de aflatoxinas e sem AAM na dieta durante 42

dias, reportaram menor ganho de peso para as aves intoxicadas;

As médias de ganho de peso dos quatro tratamentos na avaliacdo do produto B aos 7,
14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 25.
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Figura 25: Gréafico da média de ganho de peso dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto B: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg* AFBy; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB,. Médias com letras distintas diferem
estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).
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Aos 7 dias ndo se evidenciam diferencas entre tratamentos. E aos 14 dias o grupo
controle teve a maior média de ganho de peso, e 0 grupo T03, com a menor das médias de
ganho de peso. A média do grupo TO2 se iguala com a do grupo T04 estatisticamente, efeito
do AAM minimizando a perda de peso pela aflatoxicose induzida. Este perfil de resultado é o
esperado. Porém Santin et al. (2003), que no Brasil realizaram um experimento com
diferentes tratamentos e dietas contendo 0,5 mg Kg* de AFB; e 0,1 % de parede de
Saccharomyces cerevisiae, ndo observaram reducdo de ganho de peso das aves que ingeriram
somente AFB; aos 42 dias de vida, idade distinta da usada no presente experimento. Os
autores afirmam que a concentracdo de toxina utilizada pode ter sido baixa, e foi exatamente a
metade da utilizada no presente experimento.

Aos 21 dias de idade as altas temperaturas também influenciaram negativamente o
ganho de peso do grupo controle em relacdo aos demais. As médias dos outros grupos se

igualam entre si.

As médias de ganho de peso dos quatro tratamentos na avaliacdo do produto C aos 7,

14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 26.
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Figura 26: Gréfico da média de ganho de peso dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto C: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg™* AFBy; T04 - 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;. Médias com letras distintas diferem

estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Aos 7 dias ja se evidenciam diferencas entre tratamentos. A inclusdo do produto C
piorou o parametro em conjunto com a aflatoxina da dieta. O grupo T04 foi a menor média
apresentada, 42 % menor que 0 grupo controle.

Aos 14 dias de idade o resultado € muito evidente e inesperado. O grupo T04
simplesmente apresentou a menor média de ganho de peso: 40,8 % menor do que 0 grupo
controle, e 41,1 % menor do que o proprio grupo intoxicado.

Aos 21 dias de idade as altas temperaturas também influenciaram negativamente o
ganho de peso do grupo controle em relacdo aos demais. O produto C foi ineficiente na
avaliagdo do peso vivo, e aqui também notamos isto. Mesmo com a influéncia negativa das
altas temperaturas sobre o grupo controle, o grupo intoxicado ndo conseguiu alcancar maior
média quando se observa a avaliacdo dos produtos A e B, mas com incluséo do produto C, o

grupo intoxicado agora € o possuidor da maior media de ganho de peso vivo. O grupo
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intoxicado teve uma média de ganho de peso 4,2 % maior do que o grupo T02 e o grupo 4,6
% maior que o grupo TO04.

4.3 Avaliacédo do Consumo de Racgdo das Aves.

As médias de consumo de racdo dos quatro tratamentos na avaliagdo do produto A aos

7, 14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 27.
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Figura 27: Gréafico do consumo de ragdo dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto A: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg™* AFB; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;. Médias com letras distintas diferem

estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

A aflatoxina da dieta foi capaz de reduzir o consumo de alimento j& na primeira
semana (5,9 % menor em relacdo ao grupo controle), e esse efeito se repetiu na segunda
semana (5,5 % menor que o grupo controle, e 9,0 % menor que o grupo T02). Nesta época a
maior média de consumo pertenceu ao grupo T02, dos animais que apenas consumiram 0

produto A. Na ultima semana nao houve diferencas estatisticas entre as médias de consumo de
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racdo, apesar de notarmos no gréafico que o maior consumo foi do grupo TO04, com uma
diferenca muito discreta para os outros grupos, mas 4,0 % maior que o proprio grupo TO2.

Dados de consumo de racdo isolados nada mostram, mas sim em conjunto com 0s
dados de ganho de peso. O indice que os correlaciona é a conversao alimentar, abordada mais
a frente. 1sso quer dizer que um baixo consumo pode ndo ser ruim se 0 peso Vivo e 0 ganho de
peso estiverem normais, da mesma forma que um alto consumo ndo acompanhado de ganho
conseqiiente de peso significa baixo rendimento e perda do ponto de vista econémico. No
caso do grupo intoxicado, ja vimos que as médias de peso vivo foram baixas, e confirmamos
que o consumo também foi, logo a concentracdo de aflatoxinas utilizada no presente estudo
foi capaz de alterar negativamente dois parametros zootécnicos importantissimos em frangos
de corte. Outros autores concordam com o0s resultados mostrados, onde a ingestdo de
aflatoxinas diminuiu consideravelmente o consumo de alimento nessas aves: Zhao et al. (2010)
observaram uma reducdo de 12,2% e 28,1% no consumo de aves aos 21 dias de idade que
consumiram 1,0 e 2,0 mg Kg ™ de aflatoxina na racéo. Esses resultados, porém, discordam de
Santin et al. (2003), que ndo reportou uma reducdo consideravel de consumo de ra¢do com a
concentracdo de 0,5 mg Kg ™ de aflatoxinas na dieta de frangos de corte.

Os resultados quanto ao efeito da PCL sobre o consumo estdo de acordo com Albino
et al. (2006), aumentando o consumo de racao pelas aves que somente receberam o prebidtico.

As médias de consumo de racdo dos quatro tratamentos na avaliacdo do produto B aos

7, 14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28: Gréafico do consumo de racdo dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto B: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg* AFB;; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;. Médias com letras distintas diferem

estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Aos 7 dias as menores médias de consumo pertenceram aos dois tratamentos que
ingeriram a toxina. E aos 14 dias, este perfil muda, com a menor média de consumo
pertencente aos animais do grupo T02 (5,5 % menor do que o grupo controle). Esse valor de
consumo aliado a um bom peso vivo e ganho de peso do grupo na mesma fase experimental
resultou em uma conversdo alimentar baixa, 0 que é muito desejdvel em uma criacdo de
frangos de corte, pois é um indicio de bom aproveitamento dos nutrientes dos alimentos pelas
aves e gera lucro ao produtor. Estes resultados concordam com os de Benites et al. (2008), em
que as aves aos 21 dias alimentadas com PCL reduziram o consumo mantendo o bom peso
corporeo, porém Benites et al. (2008) ndo reportaram neste caso uma melhora na conversao
alimentar.

Depois desta fase todas as medias se igualam estatisticamente.
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As médias de consumo de ragdo dos quatro tratamentos na avaliacdo do produto C aos
7, 14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 29.
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Figura 29: Gréafico do consumo de racdo dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto C: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg™* AFBy; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;. Médias com letras distintas diferem

estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

O que chama muita aten¢do na avaliacdo do produto C séo as baixissimas médias de
consumo de ragédo pertencentes ao grupo T04 nas trés fases experimentais. A adicdo de AFB;
mais produto C diminuiu muito o consumo de ragdo das aves, efeito ja evidenciado na
primeira semana de vida. Aos 7, 14 e 21 dias as médias de consumo do grupo T04 foram
48,3 %, 32,7 % e 19,25 % menores do que o grupo controle, respectivamente. Importante
atentar que as baixas médias de consumo de ra¢do nao foram acompanhadas por boas médias
de ganho de peso e peso vivo, ou seja, ndo significou em reducdo dos efeitos negativos da

aflatoxicose induzida.
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4.4 Avaliacgéo da Conversdo Alimentar das Aves.

As médias de conversdo alimentar dos quatro tratamentos na avaliacdo do produto A

aos 7, 14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 30.
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Figura 30: Gréfico da conversdo alimentar dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto A: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg* AFBy; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB,. Médias com letras distintas diferem

estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Da mesma forma que o consumo, a conversdao alimentar ndo pode ser avaliada
isoladamente. A conversdao € um indice que avalia quanto que o animal ganhou em peso em
relagdo ao consumo, logo quanto menor mais eficiente, mas ndo adianta o indice ser baixo se
0 peso vivo do animal também for. Na primeira semana a conversdo alimentar do grupo
intoxicado foi baixa, mas devido a um menor consumo provocado pela ingestdo conjunta da
toxina. Com o0 passar de mais uma semana de experimento ndo ha mais diferengas
significativas na conversao alimentar dos grupos, porem como ja foi visto o peso dos animais
sO diminuiu e o consumo piorou com a aflatoxicose induzida, e no caso dos produtos A e B

esses efeitos foram amenizados. Estes resultados discordam dos de Valdivia et al. (2001) em
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que a administracdo da aflatoxina as aves (em uma concentracdo mais alta que a deste estudo:
3 mg Kg™) piorou a conversdo alimentar além do peso vivo e do ganho de peso dirio.

Os resultados sobre a eficacia de AAM a base de PCL dependem do manejo,
composicdo do produto, idade e estado sanitario das aves, mas em geral, estes produtos sdo
reportados como capazes de reverter efeitos negativos das aflatoxicoses em frangos e podem
melhorar a conversdo alimentar na presenga ou ndo de micotoxinas na dieta (KELLER et al.,
2012; ROLL etal., 2010). O uso do produto A ndo melhorou significativamente a
conversdo alimentar em nenhum desses casos, apenas aumentou o consumo de racdo (com
conseqiiente aumento de peso das aves) a partir dos 14 dias de idade, discordando dos
trabalhos de Celyk, Denly e Savas (2003) e de Santin et al. (2003).

Nos resultados encontrados por Zhao et al. (2010) a conversao alimentar e também o
peso vivo foram piorados nas aves aos 21 dias de idade pela administracdo da aflatoxina na
dieta, e a PCL ndo foi capaz de reverter tal efeito. Diferentemente neste estudo, 0 peso vivo e
0 ganho de peso foram recuperados com a inclusédo da PCL na dieta, apesar da ndo melhora

significativa da conversao alimentar.

As médias de conversdo alimentar dos quatro tratamentos na avaliacdo do produto B
aos 7, 14 e 21 dias estéo apresentados na Figura 31.
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Figura 31: Gréafico da conversdo alimentar dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto B: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg™* AFBy; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;. Médias com letras distintas diferem
estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Na primeira semana aqui ocorre como ja foi dito, o indice para o grupo intoxicado foi
baixo, porém ndo acompanhado de um peso vivo adequado.

Aos 14 e aos 21 dias ocorre o efeito mais que desejavel em um prebidtico e em um
AAM ao mesmo tempo. Na auséncia de micotoxinas na dieta o produto B conseguiu melhorar
o indice de conversdo (15,4 % menor que o controle), e na presenga de micotoxinas mesmo
ndo havendo diferenca significativa notamos que a converséo alimentar do grupo melhorou se
comparada ao grupo apenas intoxicado (4,5 %). E aos 21 dias ocorreu 0 mesmo, na auséncia
de micotoxinas a conversdo alimentar foi excelente em relagéo ao controle (9,8 %), e também
melhorou em muito na presenca de micotoxinas (3,4 % em comparacdo com O grupo
intoxicado).

Em se tratando do produto B, ele foi o unico a melhorar este indice. Logo estes
resultados concordam com os estudos de Celyk, Denly e Savas (2003), Keller et al. (2012) e
de Santin et al. (2003) em que os produtos melhoraram a conversao alimentar das aves até na

presenca de aflatoxinas na dieta.
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As médias de conversdo alimentar dos quatro tratamentos na avaliagcdo do produto C

aos 7, 14 e 21 dias estdo apresentados na Figura 32.
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Figura 32: Gréfico da conversdo alimentar dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos
diferentes tratamentos relativos ao produto C: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1
mg Kg* AFBy; T04 — 0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;. Médias com letras distintas diferem

estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Este grafico € um bom exemplo do porqué que ndo se pode analisar apenas a
conversdo alimentar por si S6 em um experimento deste porte. Segundo a figura, a conversdo
alimentar para o grupo T04 estad boa em todas as fases do experimento, porém ja foi visto 0s
efeitos negativos das aflatoxinas na dieta, e do efeito pior ainda que ela causa em conjunto
com o produto C administrado na ragcdo: o peso piora ainda mais, € 0 consumo é muito baixo.
O produto C sozinho também em nada ajudou no desempenho das aves. Logo nao podemos

dizer que a melhora da conversdo alimentar para o produto C foi um bom resultado.
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4.5 Andlises Bioquimicas Realizadas a partir de Amostras de Sangue Colhidas das Aves

A patologia clinica é usada na medicina veterinaria de animais de companhia ha anos,
para avaliar as alteracfes metabdlicas que possam indicar algum sinal de doencga nos animais.
Porém para aves (de produgdo ou ndo) este recurso ndao é comumente utilizado. Ha& entdo
uma auséncia de informacbes sobre valores sanguineos de referéncia na medicina de
aves (SCHIMIDT et al., 2007). Esta etapa do trabalho objetivou reconhecer as alteractes
provocadas pela aflatoxicose e/ou pela administracdo do AAM nas aves utilizando como
ferramenta as andlises bioquimicas sericas.

As médias obtidas dos exames bioquimicos (AST, ALT, &cido Urico e proteinas totais)
dos quatro tratamentos na avaliacdo do produto A aos 7, 14 e 21 dias estdo apresentados na

Figura 33.
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Figura 33: Grafico das andlises bioquimicas dos animais nos diferentes tratamentos relativos
ao produto A: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM:; T03 - 1 mg Kg™ AFB;; T04 — 0,2% AAM
+ 1 mg Kg™* AFB;. Os valores de AST est&o expressos em Ul L™ 10%, os de ALT em Ul L™
10, os de 4cido Grico em mg dL™ , e o de proteinas totais em g dL™; Médias com letras

distintas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).
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Para a enzima AST, o grupo controle apresentou valor significativamente mais alto,
seguido do grupo T02, e de TO3 e TO4. Para ALT e proteinas totais ndo houve diferencas
significativas entre tratamentos.

ALT é uma enzima é encontrada em altas concentracGes apenas no citoplasma do
figado, fazendo com que se eleve rapidamente apos a lesdo hepética aguda. Sendo um
indicador de disfuncdo ou inflamacéo hepética, obstrucdo dos ductos biliares. JA4 AST é uma
enzima citoplasmatica e mitocondrial, presente em varios tecidos, como musculo cardiaco,
rins, pancreas e figado e seu nivel sérico se encontra elevado em caso de lesdo hepatica mais
grave (mas ndo exclusivamente hepética, pois ndo é hepato-especifica), seja aguda ou cronica
(CAMPBELL, 2007; GONGCALVES et al., 2012; SCHIMIDT et al., 2007). A elevacdo dos
niveis séricos da AST € sinal de lesdo dos hepatdcitos, resultante de necrose por exemplo.
Essa diferenca tem auxiliado no diagndstico e progndstico de doencas hepaticas, pois, em
dano hepatocelular leve, a forma predominante no soro € a citoplasmaética, enquanto em leses
graves ha liberacdo de enzima mitocondrial elevando a relacdo AST/ALT. Qutro fato é que,
em lesdes graves, os valores de ALT podem declinar mais rapidamente por terem sido
primeiramente lancadas na corrente sanguinea, € os valores de AST ficam por mais tempo
elevados, o que acaba elevando esta relacdo (GONCALVES et al., 2012).

N&o houve diferencas estatisticas significativas entre tratamentos em relacdo a
proteinas totais.

O acido Urico e a ureia sdo as provas bioguimicas utilizadas para avaliar a funcéo renal
das aves. O é&cido urico é o principal produto do metabolismo de nitrogénio nas aves, é
sintetizado no figado e nos rins, sendo 90% do &cido Urico sanguineo excretado
primariamente por secrecdo tubular, nos tdbulos proximais dos néfrons corticais. Este
processo de secrecdo € independente da reabsorcéo tubular de agua (SCHMIDT et al., 2007).
No presente trabalho buscou-se explicacdes para os niveis de acido Urico também baseando-se
na atividade hepatica, pois é o 6rgédo alvo das aflatoxinas.

As analises de &cido urico surpreenderam em todos os tratamentos de todos o0s
produtos. Os niveis de &cido Urico no grupo intoxicado foram altissimos em comparagdo com
0s demais tratamentos. O produto A foi capaz de abaixar os niveis de acido Urico nas aves
intoxicadas. A seguir se apresenta a discussdo para tal efeito, que pode ser explicada pela
alteracdo da sintese protéica e/ou pelas altera¢fes nos rins que a aflatoxicose também causou.

Os resultados apresentados concordam com os de Chowdhury e Smith (2004), e com

os de Swamy et al. (2002), que observaram maior acido Urico plasmatico pela presenca de
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micotoxinas de Fusarium na dieta das aves, e a inclusdo de glucomananos esterificados
restaurou a producdo e o &cido Urico a niveis normais. Segundo estes autores, as micotoxinas
afetam a sintese protéica, tornando maior a disponibilidade de aminoacidos livres na
circulacdo e sua degradacao, e na inclusdo de glucomananos a sintese protéica restabelecida e
a melhora na filtracdo glomerular renal retornam esses niveis a valores normais, e que talvez
até fatores desconhecidos ajam nesse metabolismo. As teorias e opinides sdo muito diferentes.
Segundo Batina et al. (2005), Oguz, et al. (2002), Franciscato et al. (2006), os niveis de acido
urico em frangos intoxicados com aflatoxinas tendem a diminuir, pois o acido Urico é o
produto final do metabolismo protéico, que em aves com aflatoxicose esta diminuido. Oguz et
al. (2002), entretanto, apesar de concordar com a explanagdo, ndo reportou diferencas

significativas neste parametro bioquimico nas aves em suas pesquisas.
As médias obtidas dos exames bioquimicos (AST, ALT, &cido Urico e proteinas totais)

dos quatro tratamentos na avaliagdo do produto B aos 7, 14 e 21 dias estdo apresentados na

Figura 34.
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Figura 34: Grafico das andlises bioquimicas dos animais nos diferentes tratamentos relativos
ao produto B: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM:; T03 - 1 mg Kg™ AFBy; T04 — 0,2% AAM
+ 1 mg Kg™* AFB;. Os valores de AST est&o expressos em Ul L™ 102, os de ALT em Ul L™
10, os de &cido Grico em mg dL™, e o de proteinas totais em g dL™; Médias com letras

distintas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

No caso da avaliagdo sérica em relagdo ao produto B, a AST estava alta dentro do
grupo controle. A ALT estava baixa apenas para os animais do grupo T04. Este resultado
discorda do encontrado por Valdivia et al. (2001), em que o grupo de aves intoxicadas por
aflatoxinas é que apresentaram a atividade de ALT baixa em relag&o aos demais.

N&o houve diferencas estatisticas significativas entre tratamentos em relacdo a
proteinas totais.

Os niveis de &cido Urico estavam altos para os animais do grupo T02 e T03, sendo que
estavam mais altos para 0 grupo que consumiu apenas o produto B (T02). Presume-se que, 0

aditivo, por ser um prebidtico, e fonte de aminoécidos essenciais, eleve os niveis de acido

65



urico também pelo fato de aumentar na circulacdo a quantidade de aminodcidos livres e elevar

0 metabolismo protéico, aumentando assim os niveis de acido Urico circulante.

As médias obtidas dos exames bioquimicos (AST, ALT, acido Urico e proteinas totais)
dos quatro tratamentos na avaliagdo do produto C aos 7, 14 e 21 dias estdo apresentados na
Figura 35.
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Figura 35: Grafico das andlises bioquimicas dos animais nos diferentes tratamentos relativos
ao produto C: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM:; T03 - 1 mg Kg™* AFB;; T04 — 0,2% AAM
+1mg Kg* AFB;. Os valores de AST estdo expressos em Ul L™ 10, os de ALT em UI L™
10, os de 4cido Grico em mg dL™, e o de proteinas totais em g dL™; Médias com letras

distintas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Como na avaliacdo do produto B, a AST estava alta dentro do grupo controle. Os
niveis de &cido Urico estavam altos para os animais do grupo T02 e T03, s6 que com 0S

maiores niveis para o grupo intoxicado. Para ALT, ndo houve diferencas estatisticas
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significativas entre os tratamentos. Para as atividades de AST e ALT, o presente trabalho ndo
encontrou uma homogeneidade de resultados, néo podendo entdo estabelecer uma concluséo
acerca desta analise.

Esses resultados discordam com os resultados de Valdivia et al. (2001), que
demonstrou em sua pesquisa que a administragio 3 mg Kg™ de aflatoxinas na dieta elevou a
atividade de AST e decresceu a atividade de ALT.

Os niveis de proteinas totais no grupo intoxicado estavam mais baixos em relacdo ao
grupo controle e T02, e esses niveis diminuiram ainda mais no grupo T04. Dados que
concordam com os resultados obtidos por Basmacioglu et al. (2005), Batina et al. (2005) e
Franciscato et al. (2006), que também observaram diminuicdo de proteinas totais por
aflatoxicose. Estes resultados também concordam com os de Valdivia et al. (2001) que
demonstraram que a aflatoxina é capaz de baixar 0s niveis de proteinas totais plasmaticas, e
com os de Zhao et al. (2010) que em seus estudos demonstraram 0 mesmo, e que a PCL em
suas pesquisas também ndo foi capaz de reverter esta alteracdo. A diminuicdo das
concentracdes séricas de proteinas totais sdo indicadores de danos em figado quando se trata
de frangos em consequéncia da aflatoxicose, pois com o figado afetado ha prejuizos na sintese
protéica. Na avaliacdo dos dois produtos anteriores ndo observamos alteracdo em se tratando
de proteinas totais.

4.6 Avaliacdo do peso absoluto dos érgados (figado, moela, baco, coracdo, bursa) e

mensuracao do intestino

As médias do peso absoluto de érgdos das aves dos quatro tratamentos na avaliagédo do
produto A estdo apresentados na Tabela 5.

O peso absoluto da moela das aves ndo diferiu entre tratamentos pra nenhum dos trés
produtos testados.

O peso absoluto do bago e da bursa foram menores no grupo intoxicado, e 0s produtos
ndo foram capazes de reverter este efeito. Estes 6rgdos fazem parte do sistema imune da ave,
como as aflatoxinas causam depreciacéo do sistema imune em geral, € normal na aflatoxicose

que o peso desses Orgdos diminuissem como ocorreu no presente experimento.
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Tabela 5: Média do peso absoluto dos 6rgdos dos animais nos diferentes tratamentos relativos
ao produto A: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1 mg Kg™* AFBy; T04 — 0,2% AAM
+1 mg Kg™* AFB,.

Peso Absoluto de Orgaos

Tratamentos Baco Coracéo Bursa Intestino
Figado (g) Moela (g)
(9) 9 (9) (cm)
1892+ 1838+ 0,57 + 3,52 + 1,82 + 137,91 +
ot 1,51° 2,218 0,13* 0,41 0,38° 7,20
02 1828+ 18,61+ 0,60 + 3,54 + 1,75 + 137,75 +
1,49% 2,87° 0,14 0,35 0,41% 10,81°
18,49+ 1857+ 0,49 + 3,44 + 1,52 + 145,04 +
103 1,76° 3,83 0,11° 0,47° 0,35 11,69°
o4 1838+ 17,67+ 0,54 + 3,48 + 1,46 + 131,21 +
1,62 2,42° 0,11 0,28 0,29° 8,45°

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

& Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

N&o houve diferencas estatisticas significativas na avaliacdo do peso absoluto do
figado e do coragdo.

O peso absoluto da bursa foi baixo no grupo intoxicado, porém menor ainda no grupo
TO04, efeito ndo esperado.

Na mensuracdo do comprimento total do intestino (em centimetros), o grupo
intoxicado apresentou maior comprimento, e o grupo T04 o menor. Os demais apresentaram

valores intermediarios.

As médias do peso absoluto de 6rgéos das aves dos quatro tratamentos na avaliagédo do

produto B estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Média do peso absoluto dos 6rgdos dos animais nos diferentes tratamentos relativos
ao produto B: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM:; T03 - 1 mg Kg™ AFBy; T04 — 0,2% AAM
+1 mg Kg™* AFB,.

Peso Absoluto de Orgaos

Tratamentos Baco Coracéo Bursa Intestino
Figado (g) Moela (g)
(9) 9 (9) (cm)
1892+ 1838+ 0,57 + 3,52 + 1,82 + 137,91 +
ot 1,51° 2,218 0,13* 0,41 0,38° 7,20
02 1896+ 19,01+ 0,63 + 3,50 + 1,82 + 137,52 +
1,92° 2,42° 0,15% 0,36° 0,41 7,53
18,49+ 1857+ 0,49 + 3,44 + 1,52 + 145,04 +
103 1,76° 3,83 0,11° 0,47° 0,35 11,69°
o4 18,14+ 1843+ 0,52 + 3,62 + 1,73 + 132,60 +
1,65° 2,718 0,13 0,35 0,42 9,14

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

& Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

N&do houve diferencas estatisticas significativas na avaliacdo do peso absoluto do
figado e do coracéo.

Novamente o maior comprimento total de intestinos foi atribuido ao grupo intoxicado.

O peso absoluto da bursa foi mais baixo no grupo intoxicado.

As médias do peso absoluto de 6rgdos das aves dos quatro tratamentos na avaliacao do

produto C estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Média do peso absoluto dos 6rgdos dos animais nos diferentes tratamentos relativos
ao produto C: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM:; T03 - 1 mg Kg™ AFBy; T04 — 0,2% AAM
+1 mg Kg™* AFB,.

Peso Absoluto de Orgaos

Tratamentos ) Coracdo Intestino
Figado (g) Moela(g) Baco (9) Bursa (g)

(@) (cm)

To1 18,92 + 18,38 £ 0,57 3,52+ 1,82 = 137,91
1,51° 2,21° 0,13° 0,41° 0,38? 7,20°

T02 18,16 £ 18,82 + 0,57 = 3,59+ 181+ 142,82 +
1,99° 2,42° 0,12° 0,31° 0,40° 8,06%

T03 18,49 + 18,57 £ 0,49 = 3,44 + 152+ 145,04 +
1,76° 3,83 0,11° 0,47% 0,35° 11,69°

16,31 + 17,07 = 0,48 = 3,23 137+ 123,46 =

T04 b b b b

1,93 2,21° 0,11 0,40 0,29 9,10°

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

& Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Quanto as mensuracdes realizadas nas amostras de 6rgdos para o produto C: 0 peso
absoluto de figado e coragdo (que ndo se alteraram na avaliacdo dos demais produtos) foram
menores dentro do grupo T04.

A menor mensuracao do intestino foi atribuida ao grupo T04 e novamente o maior
comprimento total de intestinos foi atribuido ao grupo intoxicado. Este efeito foi significativo
e foi observado na comparacdo entre tratamentos da avaliacdo dos trés produtos. Nos
primeiros dias de vida (até a primeira quinzena principalmente), o trato gastrointestinal dos
pintinhos cresce cerca de quatro vezes mais que o corpo, e sofre mudancas a medida que o
animal cresce. O presente experimento foi realizado nesta época de vida dos animais: do
primeiro até o vigésimo primeiro dia de vida. Logo, qualquer influéncia nutricional tem
grandes repercussoes.

No intestino delgado, o desenvolvimento das vilosidades € fundamental para que a
absorcdo nutritiva funcione plenamente e, para que elas se desenvolvam, é necessaria a
presenca de alimento. O estimulo ao desenvolvimento do intestino delgado (quantitativo e
qualitativo) depende muito de novos enterdcitos formados na cripta de Lieberkihn, migrando

para 0 topo das vilosidades e jA& com orientacdo seletiva para a digestdo dos grupos
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nutricionais presentes nos alimentos. E paralelamente a isso, hd um ajuste da taxa de
passagem do alimento pelo trato gastrointestinal (VIEIRA; POHAL, 2000). A maturagéo do
intestino delgado envolve o aumento do nimero de vilos no duodeno (4 - 7 dias p6s-eclosao),
jejuno e ileo (10 — 14 dias pos-eclosao), aumento na profundidade de cripta (até 12 dias de
idade), aumento do numero de enterdcitos por vilo, aumento das microvilosidades do
enterocito (primeira semana de vida) e desenvolvimento maximo da sintese de enzimas
pancreaticas (10 dias de idade) (BUENO, 2006). O que ocorreu no presente trabalho foi a
administracdo de aflatoxinas na alimentacdo dos frangos desde o primeiro dia de vida, e essas
micotoxinas influenciam negativamente na absorgdo de nutrientes. Essa velocidade de
passagem do alimento teve que ser diminuida, e os enterdcitos se desenvolveram mais (maior

comprimento do intestino) para a compensacdo dessa ma absorcao.
4.7 Avaliacdo do Aspecto Macroscopico do Figado e Peso Relativo de Figado e Rins

O figado é o 6rgéo alvo das aflatoxinas, logo € este 6rgdo que mais sofre alteracdes e
estas podem ser facilmente visualizadas durante dissecacéo.

O aspecto macroscépico de amostras de figado de aves dos quatro tratamentos na
avaliacdo do produto A estdo apresentados na Figura 36.
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TO1

T02

Figura 36: Aspecto macroscépico tipico de figados das aves dos quatro tratamentos
pertencentes & avaliacdo do produto A: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM:; T03 - 1 mg Kg™
AFBg; T04 —0,2% AAM + 1 mg Kg™ AFB;.

O figado das aves do grupo controle apresentou aspecto e cor considerados normais
para o 6rgdo: vermelho escuro, superficie lisa arredondada sem depressdes ou alteracdes. E a
partir dessa avaliacao foi possivel a comparagdo com os demais grupos experimentais.

A aparéncia das amostras de figado das aves do grupo T02 foi muito semelhante a do
grupo controle.

O figado de aves do grupo intoxicado apresentou coloracdo alterada para amarelo-
palido, a textura fridvel e os bordos arredondados, tudo consequéncia da degeneracédo
gordurosa sofrida pelo 6rgdo. Visivelmente o tamanho do 6rgdo era maior, apesar de ndo ter
sido constatado aumento do peso absoluto do 6rgdo dentro do grupo. Essas observacdes estdo
de acordo com diversos estudos, apesar das diferentes concentracdes utilizadas de aflatoxinas:
Miazzo et al. (2000), Valdivia et al. (2001) e Zhao et al. (2010).

A aparéncia do 6rgdo das aves do grupo T04 se aproximou a aparéncia das amostras
do grupo controle. Pode-se dizer que houve uma leve reversdo do efeito deletério das

aflatoxinas sobre o 6rgdo. Apesar de nitidas as alteracdes e da utilidade dessa informacao, a
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avaliacdo macroscopica de figado deve ser aliada a outras avaliagcbes, como a de peso relativo

do 6rgdo e as analises bioquimicas séricas, dado o carater subjetivo desta analise.

O aspecto macroscopico de amostras de figado de aves dos quatro tratamentos na

30mm

avaliacdo do produto B estdo apresentados na Figura 37.

Figura 37: Aspecto macroscopico tipico de figados das aves dos quatro tratamentos

pertencentes & avaliacdo do produto B: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1 mg Kg™*
AFBy; T04 —0,2% AAM + 1 mg Kg™ AFB;.

Os resultados do produto B foram os mesmos apresentados na avaliagdo do produto A.
Houve uma reversdo dos efeitos negativos das aflatoxinas sobre 6rgdo pela adi¢do do produto

B, visualizado na aparéncia nitida das amostras de figado dissecadas.

O aspecto macroscopico de amostras de figado de aves dos quatro tratamentos na

avaliacdo do produto C estdo apresentados na Figura 38.
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Figura 38: Aspecto macroscépico tipico de figados das aves dos quatro tratamentos

pertencentes & avaliacdo do produto C: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM:; T03 - 1 mg Kg™
AFBg; T04 —0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;.

As amostras de figado do grupo TO2 apresentaram caracteristicas de cor e tamanho
semelhantes as do grupo controle.

Apesar de nao ter sido utilizado qualquer instrumento para tornar as diversas nuances
de cores possiveis de serem mensuradas, foi notavel que as amostras de figado das aves do
TO04 apresentaram uma cor palida, ndo tdo intensa, porém proxima as amostras de figado no
grupo intoxicado.

As médias do peso relativo de figado e rins das aves dos quatro tratamentos na

avaliacdo do produto A estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Média do peso relativo de figado e rins dos animais nos diferentes tratamentos
relativos ao produto A: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM; T03 - 1 mg Kg* AFB;; T04 —
0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;.

Peso Relativo de Org&os (%)

Tratamentos i
Figado Rins
T01 2,48 +£0,21° 0,64 +0,08°
T02 2,56 + 0,23 0,63 +0,10°
TO3 2,47 £ 0,18 0,71 +0,10°%
T04 2,57 £ 0,15 0,72 £ 0,08

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

# Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Apesar do aumento de tamanho notado visivelmente nas amostras de figado no grupo
intoxicado, ndo houve diferencas estatisticas significativas para o peso relativo do o6rgao.
Também ndo houve diferencas estatisticas significativas para peso relativo dos rins. Estes
resultados estdo de acordo com os de Santin et al. (2003) e de Ortatatli et al. (2005), que
também ndo encontraram diferencas significativa no peso desses 6rgaos durante a exposi¢cao
de frangos de corte utilizando respectivamente 0,5 e 0,1 mg Kg ™. Apesar da estatistica ndo
considerar, nos resultados de Ortatatli et al. (2005) houve cerca de 8,0% de diferenca entre
peso relativo de figados de animais intoxicados em relacdo ao grupo controle. Porém estes
resultados néo estdo de acordo com os de Cardoso (2007) que observou aumento realmente
significativo do peso médio relativo do figado (aumento de 14%) em animais intoxicados com

aflatoxinas (2,0 mg Kg ™) até os 21 dias de idade.

As médias do peso relativo de figado e rins das aves dos quatro tratamentos na

avaliacdo do produto B estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Média do peso relativo de figado e rins dos animais nos diferentes tratamentos
relativos ao produto B: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM:; T03 - 1 mg Kg* AFB;; T04 —
0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;.

Peso Relativo de Org&os (%)

Tratamentos i
Figado Rins
TO1 248 +0,21% 0,63 + 0,08°
T02 2,66 + 0,25 0,62 +0,07°
TO3 247 +0,18%® 0,71 +0,10°
TO4 2.32+0,14° 0,54 +0,10°

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

# Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

O grupo T02 apresentou maior peso relativo de figado, seguidos do grupo controle e
TO04 (ndo diferem estatisticamente entre si) e 0 menor peso relativo do érgéo foi atribuido ao
grupo TOA4.

A tendéncia ap6s uma aflatoxicose é que o peso relativo do figado aumente, pois o
6rgdo passa por um processo de degeneracdo gordurosa e ha o acumulo anormal de gordura
no érgdo comprometendo seu funcionamento. Este efeito ndo foi observado neste estudo, em
nenhum dos produtos avaliados. Zhao et al. (2010) reportaram o aumento de 26 % e 65% no
peso relativo do figado com a administracéo de 1 e 2 mg Kg™ de aflatoxina respectivamente, e
a PCL testada ndo foi capaz de reverter este efeito.

O grupo intoxicado apresentou a maior média de peso relativo de rins, seguida do
grupo controle e T02, que ndo diferiram estatisticamente. E a menor média foi atribuida ao
grupo T04. Com a aflatoxicose, 0 peso relativo dos rins também tende a aumentar, pois ha
congestdo glomerular, degeneracdo tubular com consequente filtragdo glomerular prejudicada
e areas de nefrose. Estes resultados concordam com os de Ortatatli et al. (2005), que, apesar
de em seus estudos ndo terem sido encontradas diferencas estatisticas significativas, a
diferenca do peso médio relativo de rins do grupo controle para o intoxicado foi de 11,3%, e
sua dose de aflatoxinas foi de 0,1 mg Kg™ apenas.

As médias do peso relativo de figado e rins das aves dos quatro tratamentos na

avaliacdo do produto C estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10: Média do peso relativo de figado e rins dos animais nos diferentes tratamentos
relativos ao produto C: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM:; T03 - 1 mg Kg* AFB;; T04 —
0,2% AAM + 1 mg Kg™* AFB;.

Peso Relativo de Org&os (%)

Tratamentos i
Figado Rins
T01 2,48 +£0,21° 0,63 +0,08°
T02 2,38 0,44 0,75+0,12°
TO3 2,47 £ 0,18 0,71 +0,10°%
T04 2,48 +0,11° 0,68 + 0,16

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

# Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05).

Como na avaliagdo do parametro no produto A, também ndo houve diferencas
estatisticas significativas para o peso relativo do figado e rins para 0s grupos experimentais de

avaliacdo do produto C, apesar das diferencas macroscopicas notaveis.

4.8 Alteracdes / LesGes Histopatoldgicas Observadas em Figado e Rins

As alteracOes histopatoldgicas (e seus graus) ocorrida no figado das aves dos oito
tratamentos estdo apresentados na Tabela 11. Como para esta variavel (avaliacdo
histopatoldgica de rins e figado) ndo foi aplicada a avaliacdo estatistica, todos os resultados
foram apresentados em tabela Gnica. Os grupos T02, T05 e TO7 foram os tratamentos que
receberam os produtos A, B e C respectivamente sem adigcdo de toxina, e 0os grupos T04, T06
e T08 foram os tratamentos que receberam os produtos A, B e C respectivamente adicionados
de aflatoxinas na dieta.
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Tabela 11: AlteracBes histopatologicas observadas no figado dos animais dos oito
tratamentos, abatidos aos 21 dias: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM A; T03 - 1 mg Kg*
AFB;; T0O4 - 0,2% AAM A + 1 mg Kg'l AFB;; TOS - 0,2% AAM B; T06 - 0,2% AAMB +1
mg Kg™* AFBy; TO7 - 0,2% AAM C; T08 - 0,2% AAM C + 1 mg Kg™* AFB;.

TO1 TO2 TO3 TO04 TO5 TO6 TO7 TO8

Alteracdes histopatoldgicas

Desorganizacao de hepatocitos - - +++ + - + - +++
Vacuolizacdo de hepatocitos - - +++ - - - - +++

Infiltrado de células basofilicas no espago  + + +++ + + + + +++

porta

Hiperplasia de ductos biliares - - +++ + - - - ++
Hemorragia periportal e congestdo de veia - - +++ - - - - ++
centro-lobular

Ectasia de capilares sinuséides - - +++ + - - - ++4+
Necrose periportal - - +++ + - - - +++

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

A Unica alteracdo observada para as amostras do grupo controle foi um infiltrado
discreto de células basofilicas no espaco porta. Esta alteracdo foi observada em todas as
amostras, porém com intensidade nos grupos T03 e T08 e também foi a Unica alteracdo
observada nos tratamentos em que 0s animais receberam na dieta apenas os aditivos A, B e C.

No grupo intoxicado, todas alteracdes listadas ocorreram juntas (Figura 39) com
intenso grau: desorganizagéo e vacuolizagdo de hepatocitos, infiltrado de células basofilicas,
necrose e hemorragia no espacgo porta, ectasia de capilares sinuséides e hiperplasia de ductos
biliares. Todas essas alteracfes em conjunto caracterizam a degeneragdo gordurosa, hidropica
e necrose do tecido, proprios de uma intoxicagdo por aflatoxinas em aves. Esses achados se
assemelham com os da pesquisa de: Valdivia et al. (2001), Miazzo et al. (2000), Ortatatli et al.
(2005) e Zhao et al. (2010).

O objetivo do aditivo na dieta é a diminuicdo da intensidade desses efeitos sobre o
tecido hepatico, ja que eles atuam na diminuicdo da disponibilidade de aflatoxinas na dieta. O

produto A atuou bem, as alteracdes no grupo T04 foram notadas com grau discreto, exceto
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pela vacuolizacdo de células e hemorragia que ndo ocorreram. O produto B também atuou
muito bem, apenas uma desorganizagdo discreta de hepatdcitos no grupo T06 foi notada.
Estes resultados discordam com os de Zhao et al. (2010), pois a PCL testada ndo foi capaz de
reverter estes efeitos.

Porém o produto C também se mostrou ineficaz na avaliagdo histopatoldgica. Todas as
alteracdes ocorreram em grau intenso ou moderado, como no grupo T03. Ou seja, 0 produto C
ndo foi capaz de proporcionar um efeito hepatoprotetor aos animais que consumiram
aflatoxinas na dieta.
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Figura 39: Micrografia de amostras de figado das aves: A — Figado controle, disposicao
normal de hepatdcitos e espaco porta normal; B — Desorganizacao celular e necrose individual
de hepatdcitos; C — Area de necrose focalmente extensa; D — Necrose, proliferacdo e acumulo
de células basofilicas ao redor de canaliculos biliares.
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As alteragdes histopatoldgicas (e seus graus) ocorrida nos rins das aves dos oito
tratamentos estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: AlteracGes histopatologicas observadas nos rins dos animais dos oito tratamentos,
abatidos aos 21 dias: TO1 — dieta base; T02 — 0,2% AAM A; T03 - 1 mg Kg* AFB;; T04 —
0,2% AAM A + 1 mg Kg™* AFB;; T05 - 0,2% AAM B; T06 - 0,2% AAM B + 1 mg Kg™
AFB;; TO7 - 0,2% AAM C; T08 - 0,2% AAM C + 1 mg Kg™* AFB..

Alteracdes histopatoldgicas TO1l TO02 TO3 TO4 TO5 TO6 TO7 TO8
Congestao glomerular - - +++  + - - - +++
Nefrose tubular focal - - +++ - - - - -
Infiltrado inflamatério mononuclear - - +++ + - + - +++
intersticial

+ - - + - + -

Congestao difusa de vasos intersticiais

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

O mesmo ocorreu com as alteracGes histopatoldgicas nos rins. Nenhuma alteragéo foi
constatada no tecido renal dos animais no grupo controle, e nos grupos que receberam os
produtos, apenas uma discreta congestdo de vasos instersticiais foi notada. No grupo de
animais intoxicados houve congestdo gromerular, nefrose tubular e infiltrado inflamatdrio
mononuclear intersticial em grau intenso. E no grupo T08 (produto C mais aflatoxina)
observaram-se as mesmas alteracdes do grupo intoxicado, com excecdo da nefrose tubular.

Esses resultados concordam parcialmente com os de Valdivia et al. (2001), que
observou em frangos da mesma idade as mesmas respostas do tecido renal as aflatoxinas,
porém em menor intensidade, com espessamento da membrana basal do glomerulo, e
auséncia de nefrose. Ortatatli et al. (2005) somente reportou degeneracdo tubular em alguns
animais (30%) intoxicados.

Os resultados obtidos do grupo T08, com relagdo a figado e rins, demonstram a

auséncia de um efeito protetor contra aflatoxinas da dieta pelo produto C.
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5 CONCLUSOES

Sob as mesmas condicOes de temperatura, umidade e criacdo, as aves do mesmo lote neste
estudo responderam de maneira diferente (na avaliacdo de pardmetros zootécnicos) aos
trés produtos a base de parede celular de Saccharomyces cerevisiae testados, mostrando a

importancia da influéncia da cepa flngica e da constituicdo de cada produto;

Dois dos produtos utilizados, 0 AAM A e 0 AAM B - exatamente 0s que continham 100%
de PCL, melhoraram o peso vivo, o ganho de peso e o consumo de ragdo durante os 21
dias, incluindo as aves intoxicadas experimentalmente. Esses produtos também puderam
atenuar o aumento do comprimento total de intestinos, e alteracdes hepaticas e renais, e

consequentemente séricas e enzimaticas devido a intoxicacao;

A CUnica alteracdo ndo revertida por nenhum dos trés AAMs foi a reducdo dos pesos

absolutos dos 6rgdos linféides: baco e bursa.

Um dos produtos (AAM C — 70% PCL + 30% bentonita sddica) ndo foi capaz de atenuar
os efeitos negativos da aflatoxicose induzida, ao contréario, o produto até piorou muitos

dos indices, como o peso Vivo e as alteracdes hepaticas e renais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, as paredes celulares de leveduras
isoladas se mostraram efetivos aditivos anti-micotoxinas incorporadas em ragdes de aves
experimentalmente intoxicadas com aflatoxinas. Mais estudos devem ser realizados acerca de

AAM a base de PCL incorporados na alimentagdo animal, tais como:

s Experimentos in vivo reduzindo a quantidade de micotoxinas ingeridas pelos animais em

concentracdes de ocorréncia natural;

% Experimentos in vivo quantificando os niveis de aflatoxinas em produtos de origem

animal: carne e ovos;

X Estudar a influéncia da co-ocorréncia de diferentes micotoxinas na capacidade de

adsorcéo in vivo;
X Realizar estudos de quantificacdo de micotoxinas fornecidas aos animais também na

matéria fecal, desta forma confirma-se se houve um processo de adsorcdo e/ou

degradacdo da molécula de micotoxina.
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8 APENDICES

APENDICE A: Peso vivo dos animais no 1° dia e aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto A.

Peso Vivo (g)

Tratamentos
1° dia 7° dia 14° dia 21° dia
TO1 42,26 + 0,27 151,82 +7,14* 428,85+ 23,74* 720,97 + 26,38
T02 42,36 +0,18% 155,81 +6,00° 409,72 + 14,47 735,78 + 21,26°
T03 42,35+0,13*  149,88+8,39° 397,92 +14,53° 727,68+ 15,68
T04 42,24+0,21* 151,15+ 9,35° 409,63 + 24,63 726,52 + 14,74

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)

APENDICE B: Peso vivo dos animais no 1° dia e aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto B.

Peso Vivo (g)

Tratamentos
1° dia 7° dia 14° dia 21° dia
TO1 42,26 +0,27* 151,82 +7,14° 428,85 +23,74° 720,97 + 26,38
T02 42,35+0,22* 152,96 + 8,31° 414,59 + 16,36% 737,99 + 21,16
T03 42,35+0,13* 149,88 + 8,39° 397,92 + 14,53 727,68 + 15,68
T04 42,40 +£0,18* 149,10 +8,37° 408,76 + 35,46% 735,04 + 26,98

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)
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APENDICE C: Peso vivo dos animais no 1° dia e aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto C.

Peso Vivo (g)

Tratamentos
1° dia 7° dia 14° dia 21° dia
T01 42,26 +0,27° 151,82 +7,14° 428,85+ 23,74* 720,97 + 26,38°
T02 42,35 +0,19° 153,39 +5,63° 419,08 + 48,87 735,29 + 23,16
T03 42,35+0,13° 149,88 +8,39° 397,92 +14,53° 727,68 + 15,68
T04 42,31 +0,17° 105,74 +7,50° 269,62 +18,14° 584,70 + 19,96"

! Resultados expressos em média + desvio padrdo das repeticées

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)

APENDICE D: Ganho de peso dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto A.

Ganho de Peso (g)

Tratamentos
7° dia 14° dia 21° dia
T01 109,56 + 7,25° 277,03 + 26,04 292,12 + 37,14
T02 113,44 + 5,96° 253,92 + 10,08" 326,06 + 9,63
T03 107,53 + 8,45° 248,04 + 7,85° 329,77 + 5,75
T04 108,91 + 9,26° 258,48 + 17,90° 316,88 + 34,26%

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)
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APENDICE E: Ganho de peso dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto B.

Ganho de Peso (g)

Tratamentos
7° dia 14° dia 21° dia
TO1 109,56 + 7,25° 277,03 + 26,04 292,12 + 37,14
T02 110,61 + 8,15° 261,64 + 16,00™ 323,39 + 25,06
TO3 107,53 + 8,45° 248,04 + 7,85° 329,77 + 5,75
T04 106,69 + 8,29° 259,67 + 28,26% 326,28 + 15,09

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)

APENDICE F: Ganho de peso dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto C.

Ganho de Peso (g)

Tratamentos
7° dia 14° dia 21° dia
TO1 109,56 * 7,25° 277,03 + 26,04 292,12 + 37,14
T02 111,04 + 5,69 265,69 + 48,19% 316,21 + 53,16%
TO3 107,53 + 8,45° 248,04 +7,85° 329,77 +5,75°
T04 63,44 + 7,42 163,88 + 13,54° 315,08 + 11,68%

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)
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APENDICE G: Consumo de ragio dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes
tratamentos relativos ao produto A.

Consumo de Ragéo (g)

Tratamentos i i i
7° dia 14° dia 21° dia
TO1 137,62 + 7,25° 404,61 + 11,03 545,90 + 50,52
T02 137,94 + 5,84° 419,57 + 19,99° 534,11 + 21,65
T03 129,38 + 8,02 382,12 + 33,85° 538,85 * 39,52
T04 135,75 + 5,57° 392,75 + 11,48 555,82 + 37,61°

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)

APENDICE H: Consumo de racio dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto B.

Consumo de Racdo (g)

Tratamentos
7° dia 14° dia 21° dia
T01 137,62+ 7,25° 404,61 + 11,03° 545,90 + 50,52
T02 140,09 + 9,36° 319,78 + 53,03° 558,78 + 49,59
T03 129,38 + 8,02° 382,12 + 33,85 538,85 * 39,52
T04 129,50 + 10,25° 393,82 + 23,56 521,76 + 22,72

! Resultados expressos em média + desvio padrao das repeticdes

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)
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APENDICE I: Consumo de ragdo dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes
tratamentos relativos ao produto C.

Consumo de Ragéo (g)

Tratamentos
7° dia 14° dia 21° dia
TO1 137,62 + 7,25° 404,61 + 11,03% 545,90 + 50,52°
T02 141,86 + 5,94° 412,17 + 29,31° 567,35 + 67,03
TO3 129,38 + 8,02° 382,12 + 33,85° 538,85 + 39,52°
T04 71,06 + 12,61° 272,30 + 19,00° 440,79 + 61,48°

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)

APENDICE J: Conversdo alimentar dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto A.

Conversdo Alimentar (g g ™)

Tratamentos
7° dia 14° dia 21° dia
TO1 0,89 + 0,04% 1,30 + 0,08? 1,53 + 0,09°
T02 0,89 + 0,02% 1,36 + 0,04° 1,48 + 0,03°
TO3 0,85 + 0,08" 1,34 +0,09° 1,47 +0,07°
To4 0,93 + 0,012 1,29 + 0,08 1,49 + 0,07

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

# Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)
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APENDICE K: Conversao alimentar dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto B.

Conversdo Alimentar (g g 7)
Tratamentos

7° dia 14° dia 21° dia
TO1 0,89 + 0,042 1,30 + 0,08 1,63 + 0,093
T02 0,92 + 0,052 1,11 +£0,12° 1,38 +0,08°
TO3 0,85+ 0,08° 1,34 + 0,09 1,47 £0,07®
TO4 0,87 +0,03% 1,28 + 0,06 1,42 + 0,03

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes
 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)

APENDICE L: Conversdo alimentar dos animais aos 7, 14 e 21 dias de idade nos diferentes

tratamentos relativos ao produto C.

Conversao Alimentar (g g ™)

Tratamentos
7° dia 14° dia 21° dia
TO1 0,89 + 0,04° 1,30 + 0,08 1,53 + 0,09
T02 0,93 + 0,04 1,33 £ 0,14 1,53 +£0,11°
TO3 0,85 + 0,08 1,34 +0,09° 1,47 £ 0,07
TO4 0,67 +0,11° 1,27 +0,07° 1,34 +0,11°

! Resultados expressos em média + desvio padrao das repeticdes

& Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)
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APENDICE M: Analises bioquimicas dos animais pos abate nos diferentes tratamentos

relativos ao produto A.

Bioguimica
Tratamentos AST ALT Acido Urico  Proteinas totais
(uirL?h (uILh (mg dL™) (gdL™)
TO1 492,40 + 73,08° 44,00 +7,97* 9,32 +6,24° 3,25 + 0,44°
T02 319,63 + 143,94  34,38+2239" 12,66+11,64° 3,23+0,51°
TO3 273,00 +£69,50°  33,00+12,71* 38,94 +3756°  2,98+0,24°
T04 284,67 +17,04°  41,00+17,99° 17,60+7,43°  3,00+0,42°

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticées

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)

APENDICE N: Andlises bioquimicas dos animais pds abate nos diferentes tratamentos

relativos ao produto B.

Bioquimica
Tratamentos AST ALT Acido Urico Protei.nas
(uirLh (uIrLh (mg dL™) fotais
(gdL™)
TO1 492,40 + 73,08 44,00 + 7,97 932+6,24"°  325+0,44°
T02 289,75+63,93° 3225+10,79° 64,60+20,63* 3,43+0,56°
TO3 273,00 +69,50°  33,00+12,71* 38,94 +3756% 2,98+0,24°
TO4 257,50 +52,82° 28,00+ 8,67° 2,17 + 1,46" 3,17 £ 0,29

! Resultados expressos em média + desvio padrao das repeticdes

& Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)
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APENDICE O: Andlises bioquimicas dos animais pos abate nos diferentes tratamentos
relativos ao produto C.

Bioguimica
Tratamentos AST ALT Acido Urico Proteinas totais
(uIL?h (UL (mgdL™) (gdL™)
To1 49240 + 73,08° 44,00 +7,97*° 9,32 +6,24° 3,25 + 0,44°
TO02 308,00 + 88,55° 33,75+11,31° 31,77+23,78*  3,52+0,41°
TO3 273,00 £ 69,50° 33,00+ 12,71* 38,94 +37,56° 2,98 +0,24°
T04 270,13 +52,76° 34,88+1585% 2,13+ 1,25 2,53 +0,37°

! Resultados expressos em média + desvio padréo das repeticdes

 Médias com letras distintas nas colunas diferem estatisticamente segundo teste de Duncan (p<0,05)
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