UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE, UNICENTRO-PR
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS
- PPGCV MESTRADO

INFLUENCIA DA ASSOCIACAO DE ADSORVENTE BENTONITAE
ANTIOXIDANTES NO FIGADO, METABOLISMO OXIDATIVO LEUCOCITARIO
E PRODUCAO LEITEIRA DE BOVINOS ALIMENTADADOS COM DIETAS
CONTENDO MICOTOXINAS NATURALMENTE PRODUZIDAS.

DISSERTACAO DE MESTRADO

DALVANE DI DOMENICO

GUARAPUAVA-PR
2021



DALVANE DI DOMENICO

INFLUENCIA DA ASSOCIACAO DE ADSORVENTE BENTONITAE
ANTIOXIDANTES NO FIGADO, METABOLISMO OXIDATIVO LEUCOCITARIO
E PRODUCAO LEITEIRA DE BOVINOS ALIMENTADADOS COM DIETAS
CONTENDO MICOTOXINAS NATURALMENTE PRODUZIDAS.

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual do Centro-Oeste, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, area
de concentracdo em Saude e Producdo
Animal Sustentavel, para a obtencdo do
titulo de Mestre.

Prof?. Dra. Heloisa Godoi Bertagnon

Orientadora

GUARAPUAVA-PR

2021



Catalogacdo na Publicacio
Rede de Bibliotecas da Unicentro

D557i

Di Domenico, Dalvane

Influéncia da associacio de adsorvente bentonita e antioxidantes no
figado, metabolismo oxidativo leucocitario e producio leiteira de bovinos
alimentados com dietas contendo micotoxinas maturalmente produzidas /
Dalvane Di Domenico. — — Guarapuava, 2021.

xii, 45 f. - il. ; 28 cm

Dissertacio (mestrado) - Universidade Estadual do Centro-Oeste,

Programa de Pés-Graduacio em Ciéncias Veterindrias. Area de
Concentracio: Sadde e Producio Animal Sustentavel, 2021.

Orientadora: Heloisa Godoi Bertagnon
Banca examinadora: Julio Cesar Heker Junior, Madia Cristine Weinert,
Moana Rodrigues Franca

Bibliografia

1. Aditivo. 2. Fungo. 3. Imunidade. 4. Producio de leite. |. Titulo. I
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias.

CDD 636

iii



DALVANE DI DOMENICO

INFLUENCIA DA ASSOCIACAO DE ADSORVENTE BENTONITA E
ANTIOXIDANTES NO  FIGADQ, METABOLISMO OXIDATIVO
LEUCOCITARIO E PRODUCAQ LEITEIRA DE BOVINOS ALIMENTADAOS
COM  DIETAS CONTENDO  MICOTOXINAS  NATURALMENTE

PRODUZIDAS.

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual do Centro-Oeste, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduacgdo em
Ciéncias Veterinarias, area de conceniracdo
em Salde e Producdo Animal Sustentavel,
para a obtenc&o do titulo de Mestre.

Aprovada em 26 de fevereiro de 2021

Prof®. Dr®. Heloisa GGEIGIE gnnn

(UNICENTRO)

Lo Gy, Mo fo
Prof. Dr. JLI|IG Cezar HEKET JU[‘IICIT

(UNICENTRO)

| i TULT X iR
Prof®. Dr2. Nadia Cristine Weinert
(UNICENTRO)
Profe. Dre. Mdana Rodngues.Fram;a
(C.U.CAMPO REAL)

GUARAPUAVA-PR
2021

iv



TERMO DE APROVACAO CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNICENTRO

Oficio n® 023/2019 — CEUA/UNICENTRO
Guarapuava, 25 de junho de 2019.

Senhora Pesquisadora,

1. Comunicamos que seu projeto de pesquisa intitulado: "A Influéncia de adsorvente de
micotoxinas na imunidade inata e fungao hepatica de bovinos de leite”, protocolo
numero 020/2019, com inicio em 01/06/2019 e término em 28/02/2021, utilizando-se
20 bovinos, foi analisado e considerado APROVADO, pela Comissao de Etica no Uso
de Animais de nossa Instituicdo, na reunido do dia 14 de Junho de 2019.

2.

Devera ser encaminhado @ CEUA o relatério final da pesquisa e a publicagao de
seus resultados, para acompanhamento do mesmo.

3. Observamos ainda que se mantenha a devida atengao aos Relatorios Parciais e
Finais na seguinte ordem:

Os Relatérios Parciais deverao ser encaminhados a CEUA assim que tenha
transcorrido um ano da pesquisa.

Os Relatorios Finais deverao ser encaminhados a CEUA em até 30 dias apds a
conclusdo da pesquisa.

Qualquer alteracio na pesquisa que foi aprovada, como por exemplo, nimeros

de sujeitos, local, periodo, etc. devera ser necessariamente enviada uma carta justificativa
para a analise da CEUA.

Pesquisadora: Heloisa Godoi Bertagnon
Atenciosamente,

Ivo livan Kerppers
Presidente da-Ceua/Unicentro
Port. n° 411- GR/Unicentro-2019

A Senhora
Heloisa Godoi Bertagnon

UNICENTRO-CEDETEG



vi

Dedico esse trabalho a minha filha, Anna
Laura, luz da minha vida.
Dedico ao meu marido Leandro, grande

incentivador e colaborador, minha base.



vii

AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pelo dom da vida e, por me permitir realizar mais
essa conquista.

Agradeco aos meus pais, Elizeo e Luci, por darem todo apoio que precisei durante esta
caminhada e que nunca mediram esforgos para me ajudar.

Agradeco ao meu marido Leandro R. M. Xavier, por sempre me apoiar, me
incentivando todos os dias.

A minha filha Anna Laura que mesmo pequenina me da forca todos os dias para meu
crescimento pessoal e profissional.

Agradeco também, meus amigos e colegas, 0s quais tiveram importante participacao
para que este trabalho pudesse ser concluido da melhor maneira possivel.

Aos meus colegas de mestrado Mirodion Oliveira e Gabriela Garbossa, as graduandas
de iniciacdo cientifica Gabriela Thomaz, Ana Carolina Abreu e Carolina Depaoli os quais
tiveram importante participacdo para que este trabalho pudesse ser concluido da melhor
maneira possivel.

Aos professores, a minha orientadora Dra. Heloisa Godoi Bertagnon, agradeco
também aos professores Dra. Meire Cristina Seki, Dr. Adriano de Oliveira Carrasco e Dra.
Margarete Kimie Falbo os quais contribuiram com seus conhecimentos, disponibilizaram
tempo e dedicacdo, ou mesmo, cederam seus laboratdrios/equipamentos para que esta
pesquisa fosse concluida.

A empresa Safeeds Nutricdo Animal®, Cascavel, Brasil pela parceria, disponibilizacio
de produto e apoio finaceiro a pesquisa.

A fazenda de propriedade dos Srs. Anton e Neuza Gora, pela disponibilizacdo dos

animais, equipamentos, funcionarios e tempo para que o experimento fosse realizado.



viii

RESUMO

DI DOMENICO, Dalvane. Influéncia da associacdo de adsorvente bentonita e
antioxidantes no figado, metabolismo oxidativo leucocitario e producdo leiteira de
bovinos alimentados com dietas contendo micotoxinas naturalmente produzidas. 2021.
56f. Universidade Estadual do centro-oeste — UNICENTRO. Dissertacdo (Mestrado em

Ciéncias Veterinarias). Guarapuava.

Estima-se que quase 100% da dieta ofertadas aos bovinos de leite esteja contaminada por
fungos produtores de micotoxinas, o que pode interferir no desempenho e salde dos animais.
Desta forma, o presente experimento verificou se a utilizacdo de um aditivo adsorvente de
micotoxinas e antioxidantes hepaticos promovem melhora hepatica, interfere no metabolismo
oxidativo leucocitério e potencializa a producdo leiteira de 18 bovinos da raca holandesa
alimentados com dieta contendo baixos teores de micotoxinas naturalmente produzidas.
Realizou-se um estudo ndo observacional longitudinal, inteiramente casualizado, dividido os
animais em grupo tratamento (GT) (n=9), que receberam o adsorvente oral durante 56 dias, e
0 grupo controle (GC) (n=9) ndo tratado. Em intervalos semanais, colheu-se sangue para
avaliacdes de funcdo e lesdo hepatica, colestase, imunidade inata sistémica, hemograma,
analise quimica e fisica do leite e volume de leite. O aditivo promoveu efeitos a partir do dia
D24, observando-se diminuigéo da atividade de GGT (p<0,05) e LDH (p<0,05), aumento de
PT e albumina séricas (p<0,05), aumento do metabolismo oxidativo de leucécitos (p<0,05),
menor razdo N/L (p<0,05) e ainda promoveu aumento do volume de producdo de leite em
19%. Concluiu-se que o aditivo adsorvente foi capaz de melhorar a salde hepatica, aumentar
0 metabolismo oxidativo de leucécitos e promover aumento significativo da producao de leite
de bovinos.

Palavras-chave: aditivo, fungo, imunidade, producéo de leite.
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ABSTRACT

DI DOMENICO, Dalvane. Influence of the association of bentonite adsorbent and antiox-
idants on the liver, leukocyte oxidative metabolism and dairy production of cattle fed
diets containing naturally produced mycotoxins. 2021. 56p. State University of Midwest -
UNICENTRO, Dissertation (Master of Veterinary Science). Guarapuava.

It is estimated that almost 100% of the diet offered to dairy cattle is contaminated by myco-
toxin-producing fungi, which can interfere with the performance and health of the animals.
Thus, the present experiment verified whether the use of an mycotoxin adsorbent additive and
hepatic antioxidants promote liver regeneration, interfere with leukocyte oxidative metaboism
and enhance the milk production of 18 Holstein cattle fed with a diet containing low levls of
naturally produced mycotoxins. A non-observational, longitudinal, completely randomized
study was carried out, dividing the animals into a treatment group (GT) (n=9), which reeived
the oral adsorbent for 56 days, and the control group (CG) (n=9) untreated. At weekly inter-
vals, blood was collected for assessments of liver function and injury, cholestasis, systemic
innate immunity, blood count, chemical and physical analysis of milk and volume of milk.
The additive promoted effects from day D24, observing a decrease in the activity of GGT (p
<0,05) and LDH (p <0,05), increase in serum PT and albumin (p <0,05), increase leukocyte
oxidative metabolism (p <0,05), lower N/L ratio (p <0,05) and also increased the milk produc-
tion volume by 19%. It was concluded that the adsorbent additive was able to regenerate liver
health, improve leukocyte oxidative metabolism and promote a significant increase in bovine

milk production.

Key-words: additive, fungus, immunity, milk production.
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Anuério de Leite da Embrapa (2018) nas Gltimas décadas, a atividade
leiteira brasileira evoluiu de forma continua, resultando no crescimento consistente da
producdo, que colocou o pais como um dos principais do setor no mundo. De 1974 a 2014, a
producdo nacional quase quintuplicou, passando de 7,1 bilhdes para mais de 35,1 bilhdes de
litros de leite. Segundo a Pesquisa Pecuaria Municipal do IBGE (2017) a producdo brasileira
de leite em 2017, foi de 33,5 bilhdes de litros, sendo a regido Sul a maior produtora nacional,
com 35,7% da producéo total, liderando também o indice de produtividade, com uma média
de 3.284 litros/vaca/ano em 2017, enquanto a média nacional foi de 1.963 litros/vaca no
mesmo ano. A espectativa é que até 2027, a regido Sul produza 77% a mais de leite do que é
produzido atualmente (MEZZADRI, 2017). Para tal, paralelamente ao melhoramento animal
e dos sistemas de producdo, exige-se cada vez mais um adequado manejo alimentar (COSTA
etal., 2002).

A utilizacdo de pastagens é a principal fonte alimentar para ruminantes no Brasil
(BRANCIO et al., 2003). No entanto, vacas de melhor producdo nio conseguem obter
somente da forragem toda energia para alcancar seu melhor potencial produtivo
(CARVALHO et al., 2010). Para potencializar a produtividade é fundamental que se recorra a
suplementacdo com concentrados (MARTINEZ et al., 1980). Segundo dados da ASSOCON
(2013) o principal componente destas dietas enérgicas dos ruminantes ¢ o milho, seja
fornecido in natura, processado como silagem ou como principal ingrediente das racoes.
Embora seja um alimento de excelente valor nutricional, as condi¢cdes ambientais da plantacéo
no campo, bem como durante 0 seu armazenamento, podem levar a contaminacéo indesejavel
por fungos e a producdo de micotoxinas (KELLER et al., 2013).

Custodio et al. (2017) observou em seu experimento que 100% da racdo total utilizada
possuia algum grau de contamina¢do por micotoxinas, nas quais 65,5% das amostras foram
classificadas como baixa contaminacédo, 27,6% com média contaminacéo e 6,9% apresentou
alta contaminacdo, sendo a fumonisinas (Fb), as micotoxinas mais abundantes. Sassahara et
al. (2003) analisaram 272 amostras de alimentos fornecidos a bovinos leiteiros na regido
Norte do Estado do Parand, encontrando 13,6% de amostras positivas para aflatoxina (AF),
sendo 7,3% acima do limite de 20ug/Kg determinado pela ANVISA. Das 189 amostras
analisadas para zearalenona (Zea), 16,9% foram positivas, e todas acima de 200ug/Kg. Além
disso foi encontrada maior contaminagdo por Af em alimentos concentrados e por Zea em

alimentos volumosos.
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A silagem de milho possui condicdes favoraveis para o crescimento de fungos (teor de
umidade > 63%, umidade relativa de 55 a 93% e temperatura > 11°C), mais evidente
principalmente em silagens mal vedadas e com baixa compactacdo. Foi evidénciado que 39%
das silagens de milho destinada ao gado leiteiro da regido sul do Brasil apresentaram
contaminagdo por AF e 75% por Zea, em um total de 1080 amostras de silagem,
considerando-se os limites méaximos tolerdveis internacionais para identificar a contaminacgéo
(HORN et al., 2014).

Destaca-se que as micotoxinas podem ser as causadoras primarias de problemas
sanitarios e produtivo na bovinocultura leiteira, no entanto, contribuem mais para problemas
cronicos, aumentando a incidéncia de doengas e diminuindo o desempenho reprodutivo e
leiteiro. Sua patogenia pode atuar cursando em hiporexia ou anorexia; diminui¢do da absorgéo
de nutrientes e interferéncia no seu metabolismo; alteracdo nos sistemas endocrino e exocrino;
e imunossupressdo. Dentre as micotoxinas, as mais frequentemente estudadas e implicadas
nas intoxicacgoes de bovinos sdo AF, Zea e o desoxinivalenol (Don) (WHITLOW, 2005).

A Zea e 0 Don sdo micotoxinas pertencentes ao grupo dos tricotecenos. A Zea é
produzida por fungos das espécies Fusarium graminearum e culmorum, enquanto o Don é
produzido, principalmente, pelas espécies F. graminearum e F. sporotrichoide, que ¢ um
contaminante importante na Europa, hemisfério norte e no Brasil, sendo parte das principais
micotoxinas presentes em componentes alimentares (MELO et al., 1999). A Zea tem grande
importancia na suinocultura pois tem acdo direta sobre o sistema reprodutivo, podendo
ocasionar varios problemas relacionados a reproducdo. Em bovinos tem pouco efeito, pois é
degradada no rimen (NONES; SCUSSEL, 2013). O Don produz efeitos gastrointestinais,
estando associada a perda de peso e reducéo da funcionalidade do sistema imune. Os bovinos
também sdo mais tolerantes que os suinos, possivelmente devido a degradacdo da toxina em
metabolitos secundarios no rumen. Os efeitos nos bovinos incluem reducdo no consumo da
racao e taxa de concepg¢do. Os grdos naturalmente contaminados com Don podem também
afetar a producéo de leite IAMANAKA et al., 2010).

As AF promovem alteracdes em diversos sistemas e drgao corporais, sendo o figado o
principal orgdo afetado. Porém pode haver lesdo também em rim, baco e nos sistemas
gastrointestinal, imunolégico, reprodutor e cardiovascular, pois a micotoxina tem um
potencial carcinogénico, devido a infiltracdo no DNA das células (MORAES, 2004). Além
disso, as AF podem ser biotransformadas em subprodutos (AF tipo Mi) que podem ser
transferidas para o leite, sendo um fator preocupante para seres humanos. Em relacdo a

contaminacdo de carcacas em bovinos intoxicados, o0s estudos s&o inconclusivos
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(RUANGWISES; RUANGWISES, 2010). Desta maneira, como o principal 6rgao envolvido
nas micotoxicoses é o figado, um dos primeiros sinais da intoxicacdo sdo relacionados ao
aumento da atividade das enzimas hepaticas (CUSTODIO et al., 2017).

As micotoxinas também atuam no sistema imunologico, gerando uma
imunossupressdo decorrente da vulnerabilidade dessas células em continua proliferacdo e
diferenciacdo. Essa imunossupressdo pode se manifestar como depressdo da atividade dos
linfécitos T ou B, supressdo de imunoglobulinas e producdo de anticorpos, reducdo da
atividade do sistema complemento ou de citocinas e comprometimento da funcdo dos
macrofagos. Embora a base molecular celular para muitos dos efeitos imunossupressores
especificos das micotoxinas ndo esteja clara, ha inibicdo da sintese de DNA, RNA e proteinas
por meio de uma variedade de mecanismos diferentes, 0 que parece ser direta ou
indiretamente responsavel pela acdo imunossupressora de muitas micotoxinas (CORRIER,
1991).

Para atenuar tal entrave, os adsorventes de micotoxinas sdo aliados importantes para a
prevencédo das intoxicagdes, bem como minimizam as contaminagdes dos produtos de origem
animal. Os principais tipos existentes no mercado sdo 0s inorganicos (derivados de célcio,
zeolitas aluminossilicato e carvdo), os organicos (levedura, celulase, hemicelulose e pectina)
ou 0s compostos, contendo ambos tipos. Enquanto os compostos inorganicos sdo bons
sequestrantes de AF, (RAMOS; HERNANDEZ, 1997) os organicos, especialmente o0s
compostos derivados de levedura, possuem melhor acdo sequestrante de Don e Zea em testes
in vitro (SABATER-VILAR et al., 2007).

Os compostos podem conter ainda vitaminas, aminoacidos e enzimas que podem
auxiliar na degradacdo e ou metabolizagdo das micotoxinas, atuando como antioxidantes
hepéticos, diminuindo a atividade de enzimas séricas indicadoras de lesdo hepéatica em
bovinos (NASSER et al., 2016; GUO et al., 2019). Como a colina que participa na sintese de
lipoproteinas responsaveis por mobilizar acidos graxos para fora do figado, sendo
fundamental para o metabolismo da gordura (LEBLANC, 2010; OETZEL, 2010). Enquanto
gue a silimarina possui indmeras atividades bioldgicas, como efeitos antioxidantes,
antiinflamatérios e de regeneracdo celular, que estdo relacionados as suas propriedades
hepatoprotetoras (CHAMBERS et al., 2017).

De acordo com Nasser et al. (2016), a incluséo de 1,0 mg/Kg de AF B1 por 10 dias em
bezerros foi capaz de aumentar a atividade sérica de alanina aminotransferase (ALT),

aspartato aminotransferase (AST), e os teores de nitrogénio ureico e creatinina no sangue,
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além de reduzir o nimero de leucécitos (linfocitos, neutréfilos e mondcitos) e dos eritrocitos
totais, e também do hematdcrito e a concentragdo de hemoglobina.

Nestes prévios experimentos, os animais foram intoxicados com apenas uma
micotoxina, com doses diferentes das que normalmente estdo contidas na ingesta, podendo
ndo refletir uma situacdo real de exposi¢do aos agentes. Além disto, estas pesquisas estudaram
apenas uma micotoxina e nao varias delas, o que poderia potencializar sua acao.

Atualmente existe uma formulacdo no mercado contendo extrato de cardo mariano
(silimarina), parede celular de levedura, bentonita, carvado vegetal, vitamina E e cloreto de
colina que além de funcionarem como adsorvente de micotoxinas ainda prometem uma
regeneracdo hepatica e melhorias no aproveitamento de nutrientes, o que ja demonstrou
promover maior satde e desempenho de frango de corte (GONZALEZ, 2013), acreditando-se

que possa causar efeitos semelhantes em bovinos de leite.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:

Avaliar se a associacdo de adsorvente bentonita e antioxidantes hepaticos melhoram a
funcdo hepética, metabolismo oxidativo leucocitario e producdo de leite de bovinos

alimentados com dietas contendo micotoxinas naturalmente produzidas.

4.2 Obijetivos especificos:

o Verificar se a associacdo de adsorvente bentonita e antioxidantes hepéaticos influenciam na
regeneracdo hepatica por meio de enzimas que indicam lesdo (AST e LDH), colestase
(GGT) e funcdo hepatica (proteina e albumina).

e Avaliar se a associacdo de adsorvente bentonita e antioxidantes hepaticos interferem no
hemograma e no metabolismo oxidativo de leucécitos sanguineos dos bovinos.

¢ Avaliar a qualidade (anélise fisico-quimica) e quantidade (volume) do leite produzido por
vacas leiteiras alimentados com dietas contaminadas com baixos teores de micotoxinas

naturalmente produzidas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Micotoxinas ha pecuéria

A alimentacdo do bovino de leite exige elevados niveis energéticos e fibras suficientes
para manter o bom funcionamento do rimen. Por isso a dieta deve ter fontes de amido como o
milho, responsavel por fornecer grande valor energético ao animal, que quando utilizado de
forma correta, contribui para o rendimento, melhorando as caracteristicas na fermentagédo
ruminal e assim incrementa a producéo leiteira (PEREIRA; ANTUNES, 2007).

Assim para a producgéo de leite ser em grande escala e com qualidade, fatores como a
nutricdo e a sanidade devem garantir que a vaca consiga produzir leite nas condigdes
satisfatorias de higiene e sanidade. No entanto a maioria dos alimentos fornecidos aos
ruminantes tem algum grau de contaminagdo por micotoxinas, principalmente porque a alta
umidade e temperatura do clima brasileiro sdo condigdes propicias para o crescimento e 0
desenvolvimento de fungos toxigénicos na maioria dos alimentos, seja durante sua produgéo,
processamento, transporte ou armazenamento (KELLER et al., 2013; CUSTODIO et al.,
2017).

Desta maneira ocorre a contaminagdo indireta, quando um ingrediente é previamente
contaminado por um fungo toxigénico, ou direta, quando o alimento se torna contaminado por
um fungo também toxigénico, com posterior formacdo de micotoxinas. Independente do tipo
de contaminacdo, cabe ressaltar que as micotoxinas ainda permanecerdo no produto final, ja
que sdo termoestaveis, gerando danos & saude animal, diminuicdo na producdo leiteira,
aumentando a incidéncia de doencas e diminuicdo no desempenho reprodutivo dos bovinos
(FREIRE et al., 2007; CUSTODIO et al., 2017).

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios produzidos por diversas cepas de fungos
filamentosos principalmente aos pertencentes dos géneros Penicillium, Alternaria, Fusarium,
Aspergillus, Claviceps e Stachybotrys. Sdo moléculas um tanto quanto diferentes, com
estruturas que variam de simples anéis heterociclicos apresentando peso molecular de até 50
Dalton, a grupos de 6 a 8 aneéis heterociclicos irregularmente dispostos e com peso molecular
total maior que 500 Dalton, e que nédo apresentam imunogenicidade (PINTO; VAAMONDE,
1996).

Mais de quatrocentas micotoxinas sédo conhecidas atualmente, mas somente algumas
sdo de fato preocupantes para a seguranca alimentar humana e animal, como AF, Fb
ocratoxinas (OT), tricotecenos (TRC) e Zea (SIRHAN et al., 2013).
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Segundo Becker-Algeri et al. (2016) a preocupacdo com a contaminagdo por
micotoxinas em laticinios teve inicio na década de 1960, com os primeiros casos relatados de
contaminagdo pela AFMji, que é um metabolito da AFB: consumido pelo animal e
metabolizado pelo rimen, absorvido e secretado no leite dos bovinos.

No Brasil, Pereira e Antunes (2007) detectaram AFM: em 38% das amostras de leite
pasteurizado com nivel médio de 0,059 pg/L, mas as concentragfes obtidas estavam dentro
dos limites maximos estabelecidos pela legislacdo brasileira (0,5 ug/L). No entanto,
resultados recentes obtidos por Oliveira (2013) sdo bastante alarmantes, uma vez que 31% das
amostras de leite UHT (Ultra High Temperature) apresentaram niveis extremamente altos de
AFMj, variando de 1,0 a 4,1 pug/L, o que equivale a duas vezes ou mais do valor maximo
limite toleravel pelas regulamentacGes brasileiras. Outros estudos realizados no Brasil
encontraram a presenca de AFM: em amostras de leite coletadas nos estados de Sao Paulo,
Pirassununga, Lavras e norte do Parana, respectivamente: 95% (0,01 a 0,2 pg/L) (SHUNDO
et al., 2009); 40% (0,009 a 0,069 pg/L) (JAGER et al., 2013); 53% (nivel médio de 0,074
ug/L) (PEREIRA et al.,2005) e 24% (nivel médio 0,680 pg/L) (SASSAHARA et al.,2005).

2.1.1 Legislacéo para presenca de micotoxinas em alimentos e ra¢des de animais

Para evitar os efeitos nocivos das micotoxinas em alimentos e em racdes para animais,
varias legislacbes tém sido adotadas mundialmente. No Brasil, as AF sdo as Unicas
micotoxinas cujos niveis maximos em alimentos estdo previstos na legislacdo (CASTRO et
al., 2015).

Os orgaos brasileiros de fiscalizacdo de micotoxinas sdo: o Ministério da Saude e o
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento- MAPA (BRASIL, 1988). Para qualquer
matéria prima a ser utilizada diretamente ou como ingrediente para ra¢Ges destinadas ao
consumo animal, o limite maximo de AF presente pode ser de 50 pug/Kg. O MAPA néo
especifica quais metabolitos porém acredita-se que seja a somatoria das AFB1 Bz, Gie Go. O
limite é valido para toda e qualquer produto, seja para alimentacdo direta ou como ingrediente
para ragoes.

No entanto o Lamic - Laboratdrio de Anéalises Micotoxicoldgicas (2020), recomenda
que os limites maximos toleraveis de micotoxinas em alimentos para a espécie bovina, na
categoria fémeas em lactagdo seja de: AF:0 pg/kg, Fb:3000 pg/kg, Ot:2000 pg/kg, Don:2000
mg/kg, TRC HT-2: 800 pg/kg, TRC T-2: 400 pg/kg e Zea: 250 pg/kg.
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A Unido Européia possui a legislacdo mais restrita para micotoxinas em alimentos e
contempla um maior nimero de micotoxinas. O limite de AFB: é de 10 pg/kg para racao
pronta para animais. Todos os cereais e produtos derivados de cereais, incluindo produtos
derivados da sua transformacéo estdo limitados a apresentar no maximo 2 ¢ 4 u g/kg de AFB;
e AF. Ja a legislagdo dos Estados Unidos determina que o limite das AFB1, B2, G1, G2 em
alimentos seja de 20 pg/kg, respectivamente, abaixo dos limites recomendados na Proposta de
Resolucao Brasileira (LAMIC, 2020).

2.1.2 Principais micotoxinas

2.1.2.1 Aflatoxina - AF

As AF sdo metabolitos produzidos pelos fungos Aspergillus flavus e A. parasiticus,
embora também as espécies A. nomius, A. bombycis, A. pseudotamari e A. ochraceoroseus
tenham também se mostrado aflatoxigénicas, mas sdo de ocorréncia pouco frequénte na
natureza (KURTZ-MAN et al., 1978; MOSS, 2002; PETERSON et al., 2001). As principais
aflatoxinas conhecidas sdo denominadas de AFB1, B2, G1 e Gz, classificadas de acordo com a
cor da fluorescéncia B (blue) G (green) (BORDIN et al., 2014). Dentre elas, a que apresenta
maior poder toxigénico é a AFBi, seguida das AFG:, AFB2 e AFG2 (ARAUJO, 2006;
CORREA, 2000). Seus efeitos nos animais podem variar de acordo com a dose, a duracdo da
exposicédo, espécie, raca e dieta, na qual, geralmente, 0s animais jovens sdo mais suscetiveis
que os mais velhos (RICHARD et al., 2003).

Geralmente as concentracdes de aflatoxinas encontrada nas dietas ndo é grande o
suficiente para impactar na reducdo do consumo de alimentos e na producao leiteira. Todavia,
esta baixa concentracdo diaria, permite que os metabolitos AF M1 e B1 sejam secretados no
leite (KUTZ et al., 2009).

De acordo com Cruz (2012), a estrutura das AF praticamente ndo é alterada pela
microbiota ruminal. Somente uma parcela inferior a 10% do total de AF ingerida pode ser
biotransformada em aflatoxicol. No entanto, o aflatoxicol ainda mantém o mesmo poder
toxico da molécula original. Portanto, em relacdo as AF, o rumen ndo oferece qualquer
mecanismo de bioprotecdo. Logo, as AF ingeridas serdo absorvidas no intestino por difusao
passiva (SAVIO, 2018). Uma vez na circulagio sistémica, elas sdo distribuidas para o

organismo ligadas a componentes sanguineos, tais como proteinas e eritrocitos plasmaticos



22

(GAL TIER, 1998). Apos absorcdo, sdo metabolizadas principalmente no figado. Todavia,
esse processo pode ocorrer no préprio local de absorcéo, no sangue e em outros orgaos extra-
hepaticos (CASTRO et al., 2015).

A forma ativada da AFB: é o composto identificado como 8,9 - Oxido de AFB:.
Altamente eletrofilico, este composto é capaz de ligagdes covalentes com sitios nucleofilicos
do acido desoxirribonucleico (DNA) e &cido ribonucleico (RNA) (BIEHL; BUCK 1987).
Essas ligaches determinam a reacdo rapidamente, por meio de de macromoléculas, como
RNA e proteinas, 0s quais representam a lesdo bioquimica priméria produzida pelas AF
(HSIEH; ATKINSON, 1991). Em ruminantes, o efeito priméario das AF é a reducdo no ganho
de peso e producdo de leite, além de danos ao figado e rim (IAMANAKA; OLIVEIRA,;
TANIWAKI, 2010). Outra questdo é que um efeito prolongado a uma pequena dose de AF
pode culminar com grandes lesBes estruturais e funcionais no figado, inclusive neoplasia
(KOVALSKY et al., 2016)

2.1.2.2 Fumonisinas - Fb

As Fb sdo toxinas produzidas principalmente pelas espécies Fusarium vericillioides e
F. proliferatum (DA ROCHA et al., 2014). Atualmente, j& foram identificados quinze
analogos de Fb, sendo as formas mais importantes e presentes em quantidades significativas
as Bi, B2 e B3) (VISCONTI et al., 1995).

Estudos mostram que € possivel haver um pequeno acimulo de Fb no figado e rim,
contudo, essas micotoxinas sao muito pouco absorvidas no trato gastrintestinal (BACON et
al., 1996). As informacGes disponiveis na literatura sobre ruminantes indicam que a Fby passa
pelo rimen praticamente sem sofrer alteraces (CRUZ, 2012).

O principal efeito das Fb € a inducdo da apoptose, um processo especializado de morte
celular, sendo parte do desenvolvimento normal dos orgdos e manutencdo tecidual, que
também ocorre em resposta a estimulos ambientais. Diversos constituintes celulares estdo
envolvidos nos processos apoptoticos e sua regulacdo, entre eles, os esfingolipideos
(DRAGAN et al., 2001).

As Fb sdo estruturalmente semelhantes aos precursores dos esfingolipideos,
especialmente a esfinganina e enfingosina (FINK- GREMMELS, 1999). Quando héa presenca
de Fb nos organismos, ocorre um bloqueio da biossintese dos esfingolipideos, devido inibigdo

da ceramida sintase, uma enzima essencial no processo. Em longo prazo, a inibigdo
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prolongada pode promover a morte celular induzida pelas bases esfingoides livres, pois se
acumulam em concentrag@es toxicas (RILEY et al., 1998).

As Fb causam lesdes profundas no figado, no trato gastrointestinal, no sistema nervoso
e nos pulmdes (UPADHAYA et al. 2010). Doses agudas de Fb em suinos podem inibir a
atividade de macrdéfagos pulmonares responsaveis pela eliminacdo de patdgenos, levando ao
edema pulmonar (HARRISON et al., 1990). Em cavalos a contaminacdo se manifesta como
lesGes neuroldgicas graves que levam a problemas locomotores e ataxia (YIANNIKOURIS;
JOUANY, 2002). Porém, pode se dizer que o efeito primario das Fb em ruminantes é a
reducdo no ganho de peso e producdo de leite, além de danos provocados em figado e rins
(IAMANAKA et al., 2010).

2.1.2.3 Tricotecenos -TRC

Tricotecenos sdo produzidos por vérias espécies de Fusarium, todavia ndo
exclusivamente, uma vez que algumas espécies do género Cephalosporium e Trichoderma
também produzem essas micotoxinas. Esta classe de metabdlitos fungicos com mais de 150
compostos estruturalmente relacionados, sdo quimicamente divididos em quatro tipos A,B, C
e D (BRUEGEL, 2003). Os do tipo A e B sdo os mais importantes, onde os do tipo A
compreendem principalmente as toxinas HT-2 e T-2, enquanto os do tipo B sdo
frequentemente representados pelo Don e seus derivados 3-acetildeoxinivalenol (3-AcDON),
15-acetildeoxinivalenol (15-AcDON) e nivalenol (NIV) (RODRIGUEZ-CARRASCO et al.,
2013).

As toxinas HT-2 e T-2, embora ndo sejam muito prevalentes, sdéo 0os membros mais
toxicos. Sao capazes de inibir a sintese de proteinas e DNA e com isso enfraquecer a resposta
imune em animais. Os sintomas incluem diminuicdo da ingestdo de alimentos e ganho de
peso, diarreia com sangue, hemorragia, lesdes orais, baixa producdo de ovos e leite, aborto e
até a morte (GROOPMAN et al., 2013).

Por sua vez, o Don é um dos TRC menos toxicos, no entanto por ser altamente
incidente, é considerado muito importante na pecuaria (BRUEGEL, 2003). A exposi¢do ao
Don afeta mais 0s animais monogastricos, principalmente suinos, e pode causar diminuicao
no consumo de alimentos, vomitos e anorexia (MARIN et al., 2013). No geral, a ingestao de
niveis baixos a moderados dessa micotoxina pelos animais leva ao aumento da suscetibilidade

a patdgenos e a um baixo desempenho (BRUEGEL, 2003).
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2.1.2.4 Zearalenona - Zea

De acordo Zinedine (2007), a Zea € uma lactona que pode ser produzida por espécies
de fungos, como Fusarium culmorum, F. graminearum e F. sporotrichioides. A Zea é um
composto fitoestrogénico (DIEKMAN; GREEN, 1992), promovendo efeito estrogénico em
animais domesticos e sua producdo é dependente das condicBes climéticas sazonais, sendo
mais prevalentes nas estacdes frias e tmidas (DOKO et al., 1996; WHITLOW et al., 1999). A
Zea é termicamente estavel, mas pode ser destruida parcialmente durante a extrusdo de cereais
(CASTELLS et al., 2005).

O principal alvo da toxicidade da Zea é o sistema reprodutivo (BOEIRA, 2012). No
qual gera problemas reprodutivos como alteracGes fisicas nos érgdos genitais semelhantes aos
induzidos pelo estradiol, edemas e hipertrofia dos 6rgdos genitais de fémeas pré-puberes,
diminuicdo na taxa de sobrevivéncia de embrides em fémeas gestantes, alteracdo na
morfologia dos tecidos uterinos devido a redugdo nas quantidades de hormonio luteinizante e
progesterona, diminuicdo na producdo de leite, feminizacdo de machos jovens devido a
diminuicdo da producdo de testosterona, infertilidade e morbidade perinatal (UPADHAYA et
al., 2010).

Apesar de Guerre et al. (2000) ressaltar que a Zea é produzida em quantidades muito
pequenas em condicOes naturais e, provavelmente em quantidades insuficientes para causar
problemas nos ruminantes, foi demonstrado que a Zea causou infertilidade em ovelhas em
pastoreio na Nova Zelandia (TOWERS et al., 1993). Também é comum em casos de
toxicoses, o animal apresentar aspecto saudavel e escore corporal normal, porém com baixo
desempenho reprodutivo (WHITLOW et al., 1999).

Estudos mostram que a Zea, quando passa pelo rimen é convertida em alfa-zearalenol,
se tornando ainda mais potente (DANICKE et al., 2005).

2.2 Micotoxinas e a imunidade inata

De acordo com Corrier (1991), o consumo de pequenas quantidades de toxinas
fangicas pode resultar em imunidade prejudicada e diminuicdo da resisténcia a doencas
infecciosas.

As micotoxinas promovem depressao da atividade de linfocitos T ou B e da producéo
de imunoglobulina, atividade de complemento reduzida e fungdo prejudicada de células

efetoras como os macrdfagos.
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Embora as caracteristicas celulares e moleculares destes efeitos imunossupressores
ndo estejam claramente compreendidas, sabe-se que as micotoxinas agem nas células de
rapida proliferacdo e diferenciacdo continuas do sistema imunoldgico, e comprometem
também a complexa rede de comunicacdo entre componentes celulares e humorais
(CORRIER, 1991).

Em estudo Naseer et al. (2016) e Donmez et al. (2012) revelaram que AFB; afetou
bezerros e carneiros respectivamente, diminuido tanto as contagens totais de leucdcitos e de
suas populacGes como as variaveis do eritrograma. Esses resultados foram de acordo com os
resultados de outros estudos, que verificaram supressdo da hematopoiese ap6s intoxicagao por
AF (OGUZ et al., 2003). Esta redugdo nos valores hematoldgicos pode ser devido a muitas
causas, incluindo desde a diminuicdo na ligacdo do ferro até defeitos hematopoiéticos nas
células sanguineas (ABDEL-WAHHARB et al., 2002).

Os ruminantes apresentam uma distinta capacidade de desintoxicar e degradar
micotoxinas presentes em ragdo na forma de microbiota ruminal no entanto, esta habilidade é
saturavel (KHATOON, 2012). Esses efeitos adversos na salde sdo inesperados e comumente
associado a dose dependéncia e uma longa exposicdo. Bovino de alto rendimento,
especialmente durante um periodo de transicdo, sd0 propensos a serem mais sensiveis as
micotoxinas do que bovino de engorda, no entanto diferentes fatores como distarbios
metabdlicos (acidose ruminal, febre do leite, cetose), mudanca abrupta na dieta, uma dieta rica
em proteinas, balan¢o energético negativo e atividade antimicrobiana de algumas micotoxinas
podem diminuir a capacidade desintoxicante da microbiota ruminal afetando os animais de
maneira diferente (CHAIYOTWITTAYAKUN, 2010; KHATOON 2012).

Jovaisiene et al. (2016) constataram que a alimentacdo naturalmente contaminada com
baixa concentracdo de micotoxinas produzido por Fusarium e Aspergillus spp na dieta de
vacas leiteiras podem ter influéncia na imunidade de vacas leiteiras, interferindo na CCS das
vacas. Korosteleva et al. (2007) demostraram o efeito imunossupressor das micotoxinas, com
a reducdo nas concentracdes séricas de IgA em vacas alimentadas com uma dieta contaminada

por Fusarium.
2.3 Micotoxinas e glandula mamaria
As micotoxinas prejudicam a microbiota ruminal, promovendo enchimento reduzido

do rimen, ma conversao alimentar e diarreia leve em vacas leiteiras alimentadas com silagem

naturalmente contaminada. Estas manifestacfes levam a reducéo da producéo de leite (perdas
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> 15%) e aumento da incidéncia de mastite subclinica (HADLEY et al., 2006; WENZ et al.,
2007).

Em um estudo realizado por Queiroz et al. (2017), AF na dieta provocou reducdo na
concentracdo da proteina do leite e no percentual de gordura, seja por sua ligacdo direta nas
fracOes proteicas do leite ou por inibigdo diretamente da sintese proteica (BARBIROLI et al.,
2007).

Jovaisiene et al. (2016) notaram que vacas alimentadas com dieta contendo Don, Zea e
AF naturalmente produzidas tiveram reducdo da producdo de leite e na porcentagem de

gordura.

2.4 Métodos corretivos com a utilizacao de adsorvente de micotoxinas

Existem inumeras formas de prevenir a contaminacdo por fungos e micotoxinas,
porém nem todas sdo viaveis. A maneira mais pratica de impedir a contaminacéo dos animais
por micotoxinas, é inibir o desenvolvimento de fungos nos alimentos que sdo fornecidos,
controlando a umidade no armazenamento de fenos e gréos, utilizando aditivos que controlam
a proliferacdo de fungos e utilizacdo de plantas geneticamente resistentes ao ataque desses
microrganismos (MALLMANN et al., 2006).

De acordo com Galvano et al. (2001) a abordagem dietética mais eficaz é a adicdo de
adsorventes de micotoxinas em dietas contaminadas. O efeito é relativo, pois dependem da
especificidade e do mecanismo do processo de adsorcdo. Além disso, as caracteristicas das
micotoxinas, como forma, tamanho e solubilidade, também influenciam na eficicia dos
adsorventes (HUWING et al., 2001).

Um adsorvente de micotoxinas € um material inerte, com capacidade de se fixar na
superficie da micotoxina e sair do organismo junto com as fezes, evitando que a micotoxina
seja absorvida pelo animal (ARELLANO; ROSAS, 2008). O uso de adsorventes € um recurso
mediador para a utilizacdo de racGes com cargas de micotoxinas elevadas para 0 consumo
animal, a fim de cobrir possiveis falhas que ocorrem no controle de qualidade das fabricas de
racbes (MENEGAZZO, 2008). Existem alguns outros processos de descontaminacdo de
racOes como inativacao termica, luz ultravioleta, radiacdo ionizante ou extracdo com solventes
(Bovo et al., 2010) mas o processo fisico, com adsorventes misturados as ra¢es é o mais
utilizado (SEKIYAMA et al., 2006). De acordo com Diaz e Smith (2010), € ideal que o

adsorvente seja efetivo contra diversas micotoxinas, no entanto, quando utilizado deve ser
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efetivo para as micotoxinas que deseja-se combater, pois normalmente as ragfes estéo
contaminadas por mais de um composto.

Para serem usuais, 0s adsorventes devem ter precos acessiveis, ocupar uma pequena
parcela da dieta, ndo devem ter sabor, odor e impurezas. Entre as micotoxinas existe uma
grande complexidade quimica, por isso, a selecdo de um adsorvente deve ser baseada na
analise de qual o tipo de micotoxina encontrada nos alimentos com posterior acesso as
informacdes obtidas de estudos cientificos confiaveis, ja que ndo existe um adsorevnte ideal
para todas as micotoxinas (CASTRO et al., 2015).

A reducdo da bioacessibilidade de micotoxinas € a estratégia mais utilizada e tem sido
estudada desde o inicio dos anos 80, empregando compostos adsorventes que complexam as
moléculas de micotoxinas (que chegam ao trato gastrointestinal a partir dos ingredientes
contaminados), a fim de evitar que as mesmas possam causar danos durante a passagem pelo
trato gastrointestinal. Os compostos usados como adsorventes de micotoxinas podem variar
amplamente quanto a sua natureza, podem ser minerais de argila natural ou modificada, fibras
vegetais, leveduras, bactérias ou constituintes da parede celular ou citoplasmética destes

microrganismos, polimeros sintéticos e carvao ativado (PENG et al., 2018).

2.4.1 Adsorventes inorganicos

Os ligantes de micotoxinas inorganicos sdo polimeros a base de silicatos, como por
exemplo, zedlitos, bentonitas, argilas utilizadas para clarificacdo no refinamento do 6leo de
canola, aluminosilicato sodio-célcio hidratado (HSCAS), terra diatomacea e varios tipos de
argila. Tais materiais costumam ser baratos e de facil manuseio. Tradicionalmente sdo
incluidos na formulacdo da racdo durante o processamento. Seu custo é baixo, mas a taxa de
inclusdo para os animais normalmente é elevada (CASTRO et al., 2015).

A grande maioria desses produtos adsorve apenas algumas micotoxinas especificas,
ligando-se também a minerais e vitaminas, o que pode causar complicacfes para a salde, ou
em virtude das altas taxas de inclusdo tornam-se demasiadamente caros para a aplicacdo
industrial. Ndo sdo biodegradaveis e podem representar problemas quanto ao destino dos
residuos quando acrescentados em niveis altos nas dietas dos animais (CASTRO et al., 2015).

O carvdo ativado e utilizado como adsorvente em casos de envenenamento. Ha alguns
beneficios da utilizacdo de carvdo ativado como adsorventes, prevenindo a absorcdo e,
especialmente, a recirculacdo enterohepética das micotoxinas (RAMOS et al., 1996). Para

Solfrizzo et al. (2001), a capacidade do carvéo ativado de adsorver Fb; em solucGes aquosas
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foi demonstrada in vitro. Contudo, em experimento in vivo, ndo foi efetiva. Huwing et al.
(2001) afirmaram que o carvdo ativado demonstrou pouco ou até nenhum efeito contra as
micotoxinas.

As argilas cauliniticas também podem ser usadas como adsorventes. Devido as suas
caracteristicas estruturais, apresentam maior espectro de adsor¢do de micotoxinas, tais como a
TRC T2, Don, Fb e Zea, que séo bipolares. A AF pode ser mais eficientemente adsorvida por
argila polar devido a sua carga positiva, bem como bentonitas, montmorilonitas e zedlitas
(FASSANI; BRITO, 2004).

De acordo com Mikolaichik e Morozova (2009), a adi¢do de bentonita como premix
mineral-vitaminico para ragfes de vacas leiteiras promoveu melhora na digestibilidade da
matéria seca, matéria organica, proteina bruta, celulose, extrato livre de gordura e nitrogénio,

além de promover aumento da producao leiteira.

2.4.2 Adsorventes organicos

Dentre os adsorventes organicos de micotoxinas incluem-se aqueles originarios de
vegetais fibrosos como casca de aveia, farelo de trigo, fibra de alfafa, extratos de parede
celular de leveduras, celulose, hemicelulose e pectina. Por serem materiais biodegradaveis sdo
vantajosos, no entanto em alguns casos podem ser também a fonte de contaminagdo por
micotoxinas (CASTRO et al., 2015).

Os adsorventes organicos a base de leveduras sdo os mais eficiente, pois ndo sao
toxicos, possuem boa area de superficie, boa especificidade e necessitam de uma baixa
inclusdo na dieta (SAVIO, 2018). Seus efeitos estio ligados a degradacdo de micotoxinas e
ainda na metabolizacdo delas em produtos menos téxicos (KOLOSOVA; STROKA, 2011).

As interacdes estabelecidas entre adsorvente a base de parede celular de S. cerevisiae e
as micotoxinas foram descritas hd quase duas décadas, sendo as fragdes de B-D-glucano as
principais implicadas no processo de adsorcdo. Nestas fracOes ocorrem ligagfes nao
covalentes (ligacbes de hidrogénio e forcas de Van der Walls) entre os grupos hidroxila das
leveduras com os grupos hidroxilo, cetona e lactona das micotoxinas, sendo este complexo
altamente estavel para a Zea (YIANNIKOURIS et al., 2004; JOUANY, 2007; DIAZ; SMITH,
2010).

2.4.3 Absorvente bentonita e antioxidantes hepaticos
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A argila bentonita é um adsorvente barato, organico e ndo tdxico. As argilas quando
estdo organofilicas elas tem afinidade com moléculas organicas e por isso as aplicagdes mais
importantes para estes compostos sdo como adsorventes de moléculas organicas, porque
possuem o mesmo tipo de propriedades reoldgicas. As argilas organofilicas funcionam de
forma eficaz no reconhecimento de micotoxinas e na captura das mesmas através de troca
ibnica e do processo de adsor¢éo (VIOTTI, 2006).

De acordo com Tamares (2000) as bentonitas tem cargas negativas, por isso sdo
polares. Micotoxinas com carga positiva podem ser absorvidas por argila polar. A adsor¢éo
das micotoxinas ocorrem no instestino delgado ou intestino grosso antes que a micotoxina
chegue a corrente sanquinea.

A colina presente no composto atua na formacgéo da estrutura celular, acetilcolina e
metionina, tendo importante papel na transmissao de impulsos nervosos (LEWIS et al., 2014).
Por sua demanda elevada em comparacdo a outras vitaminas e por ndo atuar na formacao de
complexos enzimaticos, a colina ndo € classificada de forma obrigatéria como vitamina
hidrossolivel (BERTECHINI, 2012). A deficiéncia de colina pode afetar a capacidade das
células hepéticas em secretar a gordura acumulada no figado, por prejudicar a formacao de
fosfolipideos estruturais de lipoproteinas transportadoras (BERCHIELLI et al., 2011).

A colina participa na sintese de lipoproteinas responsaveis por mobilizar acidos graxos
para fora do figado, sendo fundamental para o metabolismo da gordura (LEBLANC, 2010;
OETZEL, 2010).

O extrato vegetal da Cardus marianus possui a silimarina como o principal
componente quimico, a qual é composta por uma mistura de compostos secundarios da classe
dos polifendis (flavonoides e lignanos) (ABENAVOLI et al., 2018).A silimarina possui
inimeras atividades bioldgicas, como efeitos antioxidantes, antiinflamatérios e de
regeneracdo celular, que estdo relacionados as suas propriedades hepatoprotetoras
(CHAMBERS et al., 2017).

De modo geral, os mecanismos de agdo antioxidante da silimarina consistem na
prevencdo da formacdo de radicais livres, eliminacdo de espécies reativas através da doacdo
de elétrons e ativacdo de enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SURAL, 2015).

A parede celular de levedura, principalmente Saccharomyces cerevisiae, usadas na
alimentacdo animal ha varias décadas, sdo fontes de proteinas de alta qualidade, vitaminas do
complexo B e minerais, especialmente selénio e zinco. Seu uso na alimentacdo de ruminantes
também tem sido cogitado em pequena quantidade, como aditivo, consistindo em fator de

crescimento para bactérias do ramen, principalmente celuloliticas. O emprego de levedura nas
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dietas de ruminantes pode provocar alterages na razdo acetato/propionato e ainda aumentar o
fluxo de proteina microbiana para o intestino delgado (ZEOULA, 2008).

A parede celular de levedura Saccharomyces cerevisiae € apontada como provavel
responsavel pela melhoria no desempenho animal, por proporcionar estabilizacdo do pH
ruminal, maior digestdo de fracdes fibrosas da dieta, maior consumo e aumento na sintese
microbiana (SANTOS, 2006).

De acordo com Bertagnon et al., (2014) a suplementacdo com vitamina E contribui de
forma positiva para a imunidade dos animais, podendo aumentar o metabolismos oxidativo

leucocitario quando existe algum desafio ambiental.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, os bovinos leteiros sdo desafiados a produzir mais com dieta
potencialmente contaminadas, que embora mantenham os teores de micotoxinas abaixo do
limite considerado toxico pela ANVISA, ndo os mantem em relagdo ao LAMIC ou a
legislacdo de alguns paises europeus (CASTRO, 2015; BRASIL, 1988; LAMIC, 2020).

Pesquisadores demosnstraram que a intoxicacdo com doses altas de micotoxinas
isoladas causaram lesdo hepéticas, comprometendo a funcéo do 6rgdo, o que pode refeletir em
menor regulacdo do metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, refletindo diretamente
em menor expressdo do potencial produtivo do animal (CUSTODIO et al., 2017,
WHITLOW, 2005).

Ressalta-se também que estes contaminantes afetam a imunidade do animal,
aumentando a susceptibilidade destes a doencas seja por este menor aporte nutricional ou
diretamente pelo efeito das micotoxinas no material genético das células de alta proliferacéo,
como as do sistema imune (CORRIER, 1991).

Ja foi demonstrado que a maioria da dieta brasileira destinada a bovinos, normalmente
composta por silagem de milho e concentrado, contém varias micotoxinas em pequenas doses,
que podem agir crbnica e sinergicamente nos bovinos, ndo se mensurando qual o real impacto
na producdo e saude dos animais (WHITLOW, 2005).

Embora existam produtos comerciais que prometem minimizar os efeitos das
micotoxinas nos animais, ndo ha um adsorvente ideal para todas as micotoxinas (GUO et al.,
2019; NASSER et al., 2016).
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Desta maneira acredita-se que complexos de adsorventes possam ser uma boa
alternativa pois, além de diminuir a absor¢do de micotoxinas no trato gastrointestinal ainda
podem tem efeito no figado, o principal érgdo afetado pelas micotoxinas, auxiliando na sua
regenereacdo, com possibilidades de permitir melhorias no metabolismo de nutrientes
refletindo em maior produtividade e imunidade (NASSER et al., 2016).

Diante de inimeros novos produtos comercias lancados no Brasil e mundo, faz-se
necessarias pesquisas evidenciando se de fato os efeitos das micotoxinas naturalmente

produzidas na dieta, podem ser atenuados pelo uso destes adsorventes.
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ABSTRACT

As mycotoxins are constant contaminants in the cattle diet, the use of adsorbents is recom-
mended, although there is no ideal. And although there are studies on the subject, few have
been directed to chronic natural intoxications. In this way, this experiment evaluated the effect
of bentonite adsorbent associated with liver antioxidants on health and the milk production of
dairy cows fed a diet containing naturally produced fumonisin, zearalenone and deoxyniva-
lenol. Of the 18 dairy cows in the middle of lactation consuming this diet, half of the animals
(n=9) received daily oral supplementation with additive (GT). For 56 days, at weekly inter-
vals, a physical examination was performed, blood was collected for liver and immune as-
sessments; and milk was harvested to evaluate milk production and chemical analysis. The
additive promoted beneficial effects on the liver from the 24th, due to a decrease in the enzy-
matic activities of GGT (p<0,05) and LDH (p<0,05); and increased serum protein and albu-
min (p<0,05). There were increases in health, observed by fewer clinical manifestations of the
disease, greater leukocyte oxidative metabolism capacity (p<0,05) and lower N/L ratio
(p<0,05). The treatment also promoted a 19% increase in the volume of milk (p<0,05). It was
concluded that the additive promoted health benefits and milk production in cattle.

Key-words: immunity, CCS, reactive oxygen species, albumin, zearelenone

RESUMO

Como micotoxinas sdo contaminantes constante da dieta de bovinos, recomenda-se uso de
adsorventes, apesar de nao existir um ideal. E embora existam estudos sobre o assunto,
poucos foram direcionados a intoxicagfes cronicas naturais. Desta maneira este experimento
avaliou o efeito do adsorvente bentonita associado a antioxidantes hepaticos na salde e a
producdo leiteiras de vacas leiteiras alimentadas com dieta contendo fumonisina, zearalenona
e desoxinivalenol naturalmente produzidas. Das 18 vacas leiteiras no meio da lactagédo
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consumindo esta dieta, metade dos animais (n=9) recebeu a suplementacdo oral diaria com
aditivo (GT). Durante 56 dias, em intervalos semanais, realizou-se exame fisico, colheu-se
sangue para avaliacfes hepatica e imunitarias; e colheu-se leite para avaliacdo da producéo e
analise quimica do leite. O aditivo promoveu efeitos benéficos no figado a partir do dia 24,
devido diminuicdo das atividades enzimaticas de GGT (p<0,05) e LDH (p<0,05); e aumento
de proteina e albumina séricas (p<0,05). Houve incrementos na saude, observado por menos
manifestacdes clinicas de doenca, maior capacidade de metabolismo oxidativo leucdcitario
(p<0,05) e menor razdo N/L (p<0,05). O tratamento ainda promoveu aumento de 19% do
volume de leite (p<0,05). Concluiu-se que o aditivo promoveu beneficios na salde e na
producdo de leite em bovinos.

Palavras-chave: imunidade, CCS, espécie reativa de oxigénio, albumina, zearelenona

INTRODUCAO

O uso de alimentos mais energeéticos tornou-se uma rotina na bovinocultura leiteira, e
embora seja vantajosa para a produtividade, traz desafios relacionados a constante
contaminacdo por fungos produtores de micotoxinas, especialmente no Brasil, em que as
codicBes climaticas sdo favoraveis para esta contaminacdo no plantio, colheita ou
armazenagem (KELLER et al., 2013; CUSTODIO et al., 2017). Desta maneira acredita-se
que cerca de 90 a 100% da alimentacdo animal brasileira apresente algum tipo de
contaminacdo por micotoxinas, especialmente por fumonisina (FB), zearalenona (ZEA), e
desoxinivalenol (DON) e aflatoxina (AF) (CUSTODIO et al., 2017; DALT; PRIMIERI, 2020).

Fink-Gremmels (2008a) e Custodio et al. (2017) verificaram que intoxicacdo com
doses altas destas micotoxinas causam desde de insuficiéncia hepaticas a lesdes cancerigenas.
Além disso a alteram o material genético das células de alta proliferacdo como as do sistema
imune, aumentando a susceptibilidade a doencas (CORRIER, 1991). Embora ndo existam
muitos trabalhos sobre o efeito crénico das micotoxinas, sabe-se que ha um efeito sinérgico
entre elas, mesmo que em baixas doses. O mecanismo ndo esta completamentamente
elucidado, mas sabe-se que elas interferem na funcdo hepatica desregulando o metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas, refletindo em menor expressdo do potencial produtivo do
animal e menor imunidade (CUSTODIO et al., 2017).

Para atenuar tal entrave, os adsorventes de micotoxinas séo aliados importantes para a
prevencdo das intoxicacfes, embora ndo exista um ideal para todas as micotoxinas. Enquanto
as bentonitas sdo eficazes para absorcdo de aflatoxinas, as leveduras s&o mais efetivas contra
ZEA e a DON (SABATER-VILAR et al., 2007). Ha ainda compostos antioxidantes como

vitaminas, aminoacidos e enzimas que podem auxiliar tanto na degradacdo e metabolizacdo
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das micotoxinas, como na regeneracdo hepatica (NASEER et al., 20016; GUO et al., 2019).

Tendo em vista que a maioria das pesquisas realizadas com adsorventes de micotoxinas
em bovinos foram realizadas com intoxicacdo experimental de apenas uma micotoxina
(NASEER et al., 20016; CUSTODIO et al., 2017, GUO et al., 2019) faz-se necessario verificar
se adsorventes compostos atenuaram os efeitos deletérios de dietas naturalmente contaminda
por micotoxinas, permitindo o animal expressar seu maximo potencial produtivo.

Atualmente existe uma formulacdo no mercado contendo extrato de cardo mariano
(silimarina), parede celular de levedura, bentonita, carvao vegetal, vitamina E e cloreto de
colina, que além de funcionarem como adsorvente de micotoxinas ainda prometem uma
regeneracdo hepética e melhorias no aproveitamento de nutrientes, acreditando-se que possa
causar efeitos semelhantes em bovinos de leite.

Levando em consideracdo os fatores supramencionados, o objetivo desse experimento
foi verificar se esse aditivo adsorvente de micotoxinas melhora a satde e a producéo de vacas

alimentadas com dieta contendo micotoxinas naturalmente produzida.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Conduta Etica no
Uso de Animais em Experimentagéo (023/2019 CEUA/UNICENTRO; 25/06/2019).

O experimento foi realizado em uma propriedade criatoéria comercial, contendo 60
animais em lactacdo em sistema de Compost Barns, localizada no municicpio de Guarapuava
— PR. Como manejo adotado, os animais eram alimentados duas vezes ao dia com dieta
contendo F (Fbi- 683,7 ppb; Fb2- 306,6 ppp); Zea-503,0 ppb e Don-724,61 ppb naturalmente
produzida.

A alimentacéo era realizada no galpdo com o auxilio de um misturador unificado, com
30,8 kg/animal/dia aproximandamente de racao total, com base na matéria seca, composta por
13,46% de silagem de milho; 40,86% de concentrado comercial (Leite Max Avant 20T GP,
Cooperativa AGRARIA, Entre Rios, PR, Brasil); 8,65% de farelo de soja; 23,24% de pré-
secado de aveia e 0,98% de nicleo mineral (Bovigold®, DSM). Para deteccdo das
micotoxinas, amostras de 500 gramas da dieta foram coletadas em dois momentos distintos,
no inicio e no meio do experimento, e encaminhadas ao laboratorio Lamic SAMITEC (Santa
Maria, RS, Brasil). Nos alimentos mensurou-se AF, Fb, Don e Zea por cromatografia liquida-
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS). Os resultados do alimento foram

expressos em média dos momentos experimentais (dado suplementar).
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Do total de animais, selecionou-se 18 vacas da raca Holandesa, sadias com idade
entre trés a sete anos, entre 0 3° ao 5° més de lactacdo e com producdo média de 30 litros de
leite por dia, obtidos em duas ordenhas mecéanicas, com peso médio de 600 kg e ECC entre
3,5 e 4,0. A Sanidade dos animais foi verificada por exame fisico e hemograma antes da
incluséo no experimento.

O delineamento experimental foi n&o observacional longitudinal, inteiramente
casualizado, realizado por modelo de estudo cego em relacdo ao tratamento, no qual o grupo
controle (GC) (n=9) recebeu dieta sem adsorvente e grupo tratamento (GT) (n=9) recebeu
complexo adsorvente comercial a base de Bentonita (Min 650 g/kg), Beta Glucanas (Min 54
g/kg), Colina (Min 2600 mg/kg), Mananoligossacarideo (Min 59,4 g/kg), Matéria mineral
(Max 720 g/kg), Vitamina E (Min 27,5 Ul/kg) (Safetox plus R®, Safeeds S.A., Cascavel,
Brasil, registro no MAPA n° 21034.016243/2019-61, SEI n° 9706806), na dose total de 22
gramas por animal por dia, conforme recomendacéo do fabricante, durante 56 dias.

A suplementacdo ocorreu logo ap6s 0s animais sairem da ordenha, e serem presos em
canzil. O complexo adsorvente era adicionado em cima de 1 kg da racdo total uma vez ao dia
no periodo da manhd, e apos a observacdo da ingestdo do alimento, o restante da dieta era
fornecido e os canzis eram abertos.

Em intervalos semanais, durante dois meses nos dias: DO, D8, D16, D24, D32, D40,
D48 e D56 os animais foram submetidos ao exame fisico constituido por inspecdo, ausculta
cardiaca, pulmonar e afericdo de temperatura retal. Nas mesmas datas, amostras de sangue e
leite foram colhidas.

Para as amostras de sangue, realizou-se venopuncdo epigastrica superficial com
agulhas (25 x 0,8 mm) acopladas a tubos plésticos a vacuo contendo heparina (capacidade de
4mL) para avaliacdo do metabolismo oxidativo de leucécitos; em tubos contendo EDTA,
para realizacdo do hemograma (capacidade de 4mL) e tubos secos para dosagens bioquimicas
hepéticas (capacidade de 8 mL).

Para a funcdo dos leucdcitos, o sangue heparinizado foi mantido resfriado com gelo e
processado em até 3 horas ap0s a colheita pela técnica colorimétrica do NBT, conforme
Flores et al. (2019). Resumidamente, 100uL do sangue total foi incubado com partes iguais
com solugdo de NBT (Sigma®, SP, Brasil) a 1% estimulada com 5uL de 12-miristato-13-
acetato de forbo (PMA a 300 ng/mL, Sigma®, SP, Brasil) a 37°C em banho maria. Apos 30
minutos, a reacdo de fagocitose e oxidacdo do NBT internalizado foi interrompida pela da
adicdo de 2000uL de EDTA (3mM) gelado, as heméacias foram rompidas por duas lise
osmotica. O NBT extracelular foi entdo removido por lavagem com PBS (Tampéo fosfato-
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salino). As amostras foram centrifugadas (1200 rpm X 8 min a 4°C), sendo o sobrenadante
desacartado e o pellet de leucdcitos foi fixado com metanol (Synth®, SP, Brasil). Os
leucdcitos foram entdo dissolvidos com KOH (Synth®, SP, Brasil, (3M, 120uL) e DMSO
(Dimesol® - MarcoLab, RJ, Brasil, 99%, 140uL), sendo a suspensdo lida em
espectrofotometria 630 nm (Thermo Plate®, MG, Brasil) em duplicata, com confianca de
intravariabilidade menor que 0,05%.

O hemograma foi analisado em contador automatico de hematologia (SDH-3 VET,
Labtest®, MG, Brasil) e a contagem diferencial de leucocitos foi realizada em esfregacos
sanguineos, baseando-se nas caracteristicas morfoldgicas e métricas em microscopia optica.

Para as anélises hepaéticas, o soro foi extraido do sangue total apds centrifugacgéo (3000
rpm X 15 min em temperatura ambiente), no qual mensurou-se proteina sérica total, albumina
e atividade das enzimas: AST, GGT e LDH por meio de exames bioguimicos utilizando a
metodologia de reacdo cinética e colorimétrica continuada decrescente, em aparelho semi-
automatico Bioplus®, utilizando kits comerciais (proteinas totais, albumina, AST/GOT
Liquiform, GAMA-GT Liquiform e LDH Liquiform, Labtest® Diagndstica S.A., Lagoa
Santa, MG, Brasil).

A colheita de leite foi realizada diretamente na linha de ordenha (sistema fechado), em
tubos contendo bronopol, conservante para amostra de leite (Broad Spectrum Microtabs® I,
Advanced Instruments®, Norwood, Massachusetts, EUA). Para cada animal coletou-se uma
amostra individual de leite dos quatro quartos em cada momento. As amostras de leite foram
submetidas a analises quimica como contagem de células somaticas (CCS), lactose, gordura,
proteina, em laboratorio terceirizado pelos métodos de FTIR e Citometria de Fluxo
(APCBRH/PARLEITE, Curitiba, Brasil). O volume de leite produzido foi aferido por um
medidor de fluxo dosador de leite automatico digital individual, ap6s a ordenha de cada
animal.

Os dados coletados para cada variavel foram submetidos a analise de variancia com
comparagdo das medias a 5% de significancia, por meio do software estatistico Instat
Graphpad. Para a avaliacdo do efeito tempo, as médias dos resultados obtidos foram
analisadas pelo teste de anélise de variancia ANOVA One-way paramétrico para amostras
repetidas e apoés teste de Tukey. Para comparacdo entre tratamento, as médias dos resultados
foram analisadas pelo teste t paramétrico para amostras ndo pareadas. Foram considerados

como significativos, os dados que apresentaram valores menores ou igual a 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nossos resultados mostram que os bovinos foram alimentados com dieta contendo as
micotoxinas Fb, Zea e Don naturalmente produzida, e que 0 uso da associacao de bentonita e
antioxidantes hepaticos foi capaz de trazer beneficios a sanidade animal e a producao leiteira,
conforme a discusséo a sequir.

A respeito da dieta podemos considera-la desafiadora. Apesar da AF ser a Unica
micotoxina cujo nivel maximo em alimentos esta previsto na legislacdo brasileira, com o
limite maximo de 50 pg/kg para qualquer produto, seja de alimentacdo direta ou como
ingrediente para racfes (BRASIL, 2011). No entanto o Lamic - Laboratorio de Analises
Micotoxicolégicas (2020) recomenda que os limites maximos toleraveis de micotoxinas em
alimentos para fémeas em lactacdo da espécie bovina seja de: AF 0 ppb , Don 2000 ppb, Zea
250 ppb. Ja o Centro de Pesquisas em Forragicultura da UFPR (SOUZA et al., 2011),
preconiza como limites maximos, para forragem/silagem indices inferiores Fb: 1.000 ppb,
Don: 930 ppb e Zea: 285 ppb. Desta feita, podemos verificar que a dieta utilizada em nosso
experimento foi desafiadora de acordo com os 6rgdos regionais brasileiros, tendo uma
guantidade maior de Zea e proximo aos limites superiores para Fb e Don, e somando os
valores, temos uma contaminacao na dieta de 2.218 ppb de micotoxinas. Cabe ressalar que as
micotoxinas agem de forma sinérgica podendo potencializar o efeito toxico desta dieta
(CUSTODIO et al., 2017).

A contaminacdo da dieta por estas micotoxinas podem ocasionar diversos problemas
nos animais, especioamnete hepaticos, tendo em vista que embora a microbiota ruminal possa
degradar algumas das micotoxinas como a Don, AFB: e Zea, Winkler et al. (2014)
detectaram a presenca destas micotoxinas no plasma de vacas leiteiras. Ainda, a Fb passa pela
microbiota ruminal inalterada (FINK-GREMMELS, 2008b).

Diante desta dieta, o presente estudo demostrou beneficios do tratamento na salde
hepatica dos bovinos a partir do D24 (Tabela 1). Embora a atividade de AST estivesse dentro
do parametro de normalidade, a atividade de GGT e LDH estavam acima dos valores de
referéncia em ambos os grupos (KANEKO et al.,, 2008). Enquanto a AST ndo sofreu
influéncia do tratamento ou tempo, a GGT e a LDH diminuiram estatisticamente para o GT
tanto na interagdo tempo, como tratamento em D24 e D32 (p<0,05).

A AST é uma enzima que determina a integridade do hepatocito, porém so se encontra
elevada na fase aguda da leséo hepatica, logo retornando aos limites de referéncia (KANEKO
et al., 2008), o que pode explicar sua atividade enzimatica dentro da normalidade em ambos

0s grupos em todos os momentos, tendo em vista que a intoxicacdo observada no nosso
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experimento provalemente é cronica, devido aos teoes de micotoxinas contidos na dieta serem
mais baixos que os utilizados em prévios experimentos de intoxicagdo experimental
(NASEER et al., 20016; GUO et al., 2019), porem ndo indcua, ja que outras enzimas
hepaticas, proteina e albumina séricas estavam alteradas.

De acordo com Stockham; Scott (2008) o aumento da atividade da enzima GGT
ocorre em afecgdes hepatobiliares com colestase, associadas ou ndo a hiperplasia biliar. Ja a
LDH é uma enzima que catalisa a oxidacgdo reversivel do lactato a piruvato, em presenca da
coenzima NAD™ que atua como doador ou receptor de hidrogénio (STOCKHAM: SCOTT,
2008). Esta enzima est4 presente em diversos tecidos corporais como musculo cardiaco,
esquelético e figado, sendo altamente inespecifica, porém em conjunto com demais enzimas
hepéticas, pode sinalizar lesdo hepatica (KANEKO et al., 2008).

Assim 0 aumento da atividade das enzimas GGT e LDH reflete alteracdes hepaticas
principalmente referente a colestase em funcdo das micotoxinas, com possibilidade de
alteracbes no metabolismo hepético, resultando em menor anabolismo proteico, 0 que
interfere na producdo animal e na imunidade, fato ja relatado por Jovaisiene et al. (2016);
Naseer et al. (2016); Custodio et al. (2017).

Como estas enzimas diminuiram no GT mesmo que momentaneamente, acredita-se
que o aditivo adsorvente de micotoxinas e antioxidantes hepaticos foi capaz de regenerar a
salde hepética. Tais achados ja foram relatados por Jovaisiene et al. (2016); Naseer et al.
(2016); Guo et al. (2019) ao utilizarem diferentes compostos adsorventes em animais

intoxicados experimentalmente com micotoxinas.

Tabela 1. Enzimas hepaticas séricas (AST, LDH e GGT) de vacas nao tratadas (GC) ou
tratadas com adsorvente bentonita e antioxidantes heopaticos para micotoxinas (GT).

Momentos
Variaveis DO D8 D16 D24 D32 D40 D48 D56 px
cc Média 96,67 100,11 89,22 79,67 100,78 94,56 106,11 100,33 038
AST EPM 9,37 15,12 8,27 10,04 15,86 9,55 20,15 14,17 '
Média 86,78 74,44 73,89 82,78 73,44 76,33 76,89 77,00
u/L GT 0,81
EPM 11,92 5,80 5,64 9,43 6,19 7,56 5,39 4,39
PY 0,83 0,24 0,06 0,97 0,24 0,27 0,30 0,11
. Média 47,11 41,89 38,56 45,22A 33,44A 42,00 40,33 45,56 056
GGT EPM 541 5,46 1,94 5,99 3,85 6,49 4,40 6,40 '
Média 41,78a 27,56a 3500ab  29,22aB  16,44aB 34,22ab 30,89ab  33,44ab
UL GT 0,01

EPM 341 478 2,83 413 2,45 6,10 5,35 6,73
pY 0,21 0,09 0,45 0,04 0,01 0,19 0,19 0,21
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Média  3206,00 2536,67 2609,44  2579,89A  2668,772 3349,22 2839,11 2855,22

GC 0,15
EPM 230,94 285,34 264,18 206,03 262,51 290,98 303,32 216,77
LDH .
Média  2963,11a 2272,22ab 2183,22ab 1610,78bB 1791,780B  2630,00ab  190256ab 2273,1lab
uL GT 0,01
EPM 332,57 247,95 167,35 302,27 273,18 285,58 318,97 189,92
Y
P 0,83 0,77 0,46 0,02 0,03 0,09 0,05 0,05

EPM = Erro padrdo da média. letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica efeito
tempo (PX), Letras manisculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no efeito tratamento
(PY); nivel de significancia p<0,05. Valores de Referéncia= AST- aspartato amino transferase 78-132 U/L, GGT
- gama glutamil transferase 6,1-17,4 U/L, LDH- lactato desidrogenase 692-1445 U/L (KANEKO et al., 2008).

A Tabela 2 representa-se os teores de albumina, proteina total séricas e globulina
sérica. Embora os valores de referéncia para estas variaveis em bovinos apresentem variaces
na literatura (LOPES et al., 2007; KANEKO et al., 2008), nota-se que no DO, os valores de
proteina e de albumina da maioria dos animais estavam abaixo do valor de referéncia para a
espécie em ambos 0s grupos, mas ao longo dos momentos estas duas varidveis atingiram 0s
parametros de referéncia ou posicionaram-se ligeiramente acima para 0 grupo tratamento
(GT) (KANEKO et al., 2008).

Ainda, houve um aumento pontual dos teores de proteina sérica nos dois grupos no D8
em relacdo ao DO e D24 (p=0,05). Nos demais momentos, 0s teores de proteina se
mantiveram estaveis nos dois grupos, sem efeito do tempo. Em relagdo ao efeito tratamento,
notou-se que a partir do D24 houve aumento da concentracdo de proteina sérica no grupo
tratamento em comparacao ao grupo controle (p<0,05). Similarmente, os teores de albumina
sérica aumentaram a partir do D24 para o GT no efeito tempo (p<0,05), e apartir do D40, no
efeito tratamento (p<0,05) o que pode indicar uma maior efetividade de sintese proteica do
GT em relagio ao GC (GONZALEZ; SILVA, 2006). Em relacdo as globulinas séricas
podemos observar aumento significativo nos animais tratados em D8, D16, D48 e D56 em
relacdo aos momentos iniciais (efeito tempo p= 0,0017), e em D8, D16 e D48 em relacdo ao
GC (p<0,05), o0 que pode indicar uma maior efeitividade imune (KANEKO et al., 2008).

O estado nutricional do animal, bem como falha na ingestdo, absor¢do, ou perda
proteica por alteracBes gastrointestinais; urinarias; dérmicas ou perdas sanguineas também
poderiam ser a causa da diminuicdo dos valores séricos de proteina e albumina como relatadas
por Lopes et al. (2007), no entanto, ao longo do experimento ndo houve mudancas na dieta e
nenhum dos animais apresentou condi¢fes de doencas visiveis como hemorragias. Poucos
foram os animais com quadros de fezes amolecidas e ndo houve tratamentos com vermifugos,
por isso acredita-se que 0 motivo dos valores de proteina e albumina séricas diminuidas esteja

relacionando a um menor anabolismo proteico devido a alteracdes ou sobrecarga hepéticas
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causada pela metabolizacdo das micotoxinas circulantes nos momentos iniciais de ambos 0s
grupos, e ao longo de todo experimento para os animais pertencentes ao GC (KANEKO et al.,
2008). Infelizmente a dosagem sérica de micotoxinas € uma técnica onerosa e necessita de
equipamentos especificos, sendo realizada em pouquissimos estudos (WINKLER et al.,
2014), e como ndo foi realizada neste experimento, ndo podemos comprovar esta hipotese.

Outra possivel explicacdo refere-se aos agentes oxidantes hepaticos contidos no
composto adsorvente como vitaminas, aminoacidos e enzimas que podem auxiliar na
degradacdo e ou metabolizacdo das micotoxinas, e atuam como antioxidantes hepaticos,
resultando em um maior anabolismo proteico, 0 que sugere uma melhora da funcéo hepética
(NASEER et al., 2016; GUO et al., 2019).

Tabela 2. Proteina total, albumina e globulinas séricas de vacas ndo tratadas (GC) e tratadas
com adsorvente bentonita e antioxidantes hepaticos para micotoxinas (GT).

Momentos
Variéveis DO D8 D16 D24 D32 D40 D48 D56 px
cc Media 648a 731b 7,22ab 6,04aA 680abA 6,69abA 7,02abA 7,06abA 0,01
Proteina EPM 0,38 0,39 0,32 0,22 023 032 0,35 0,34
sérica o Média 6,8%a 832b 7,94ab 7,19abB 7,73abB 7,64abB 8,08abB 8,14abB 0,01
g/dL EPM 026 030 0,28 0,32 031 022 0,15 0,15
pY 028 015 0,20 0,01 003 001 001 0,02
GC Média 2,73 2,78 2,84 2,77 311 2,75A 3,15A 2,84A 0,20
Albumina EPM 006 0,09 0,10 0,16 014 020 0,14 0,21
sérica GT Meédia 2,66a 250a 254* 30lb 323 321bB 3,37bB 3,27bB  0,0001
g/dL EPM 0,09 008 0,13 0,17 013 009 0,12 0,11
pY 020 004 0,12 0,21 024 002 005 0,01
Globulinas gc Meédia 374 453A 438A 3,28 3,71 394 3,87A 423 0,31
sérica EPM 037 040 0,35 0,22 020 043 0,35 0,52
g/dL GT Meédia 4,20a 5,82bB 540bB 3,18ab  4,5lab 4,3%9b 4,71bB  4,87b  0,0017

EPM 032 029 0,32 0,39 0,37 0,25 0,21 0,22
PY 0,37 0,02 0,05 0,06 0,08 0,37 0,05 0,27

EPM = Erro padrdo da média. letras minUsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica efeito
tempo (P¥), Letras manisculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no efeito tratamento
(PY), nivel de significancia p<0,05. Valores de Referéncia = Proteina sérica- 6,74 -7,76 g/dL, Albumina sérica-
3,03 - 3,55 g/dL. Globulina sérica- 3,0 - 3,5g/dL (KANEKO et al., 2008).

Em relagdo a imunidade, observou-se aumento significativo do metabolismo oxidativo
leucocitario nos animais tratados a partir do D24 em relagdo aos momentos iniciais (efeito
tempo, p=0,0001), enquanto que o GC néo apresentou alteragcdo neste pardmetro. Em relacdo
0 efeito tratamento, notou-se aumento do metabolismo oxidativo leucocitério a partir do D24

até o0 D48 (p<0,05) para o GT em relacéo ao GC (Tabela 3).
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Tabela 3. Metabolismo oxidativo de leucdcitos sanguineos de vacas ndo tratadas (GC) e
tratadas com adsorvente bentonita e antioxidantes hepaticos para micotoxinas (GT).

D.O.

DO D8 D16 D24 D32 D40 D48 D56 px
630
GC Média 0421 0411 0451 0,419A 0,379A 0,490A 0,395A 0,504 0,06
EPM 0,021 0,018 0,036 0,036 0,03 0,026 0,039 0,028
GT Média 0,380a 0,436a 0,413ab 0,580bB 0,574bB 0,597bB 0,528bB 0,601b 0,0001
EPM 0,013 0,034 0029 0,067 0,033 0,031 0,048 0,041
PY 0,11 0,56 0,44 0,05  0,0009 0,03 0,05 0,09

D.O.- densidade ética, EPM erro padrdo da média, P* efeito tempo, PY efeito tratamento. GC- controle, GT-
tratamento. letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica efeito tempo (PX), Letras
manisculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no efeito tratamento (PY), ( p<0,05), teste de

Tukey.

Metabolismo oxidativo é “explosdo respiratoria” leucocitaria, realizada por fagocitos
sanguineos, como neutr6filos e mondcitos, que ocorre prinicpalmente durante a fagocitose,
onde sao formados compostos altamente oxidantes denominados espécies reativas de oxigénio
(ERO) tendo como principal funcdo, a eliminacdo de patdgenos internalizados (TIZARD,
2017). O ensaio colorimétrico de NBT mimetiza uma infeccdo, onde fagocitos sanguineos
estimulados com PMA, fagocitam o reagente NBT de cor amarela e o oxidam formando um
composto azulado chamado de Formazan. Ao fim da reac&o, os leucdcitos sdo dissolvidos e o
composto € liberado na solucdo tingindo-a de azul, proporcional a magnitude do metabolismo
oxidativo (FLORES et al, 2019).

Desta maneira, o metabolismo oxidativo leucocitario aumentado no GT indica que o
tratamento aumentou a capacidade dos animais a combater agentes patogénicos, ficando,
portanto, menos susceptivel a doencas infecciosas (SCHALM et al., 2010). Reforcando este
achado, verificou-se que mais animais do GC apresentaram alteracdes em exame fisico do que
os animais do GT. No D24 véarios animais comegcaram a apresentar secrecdo mucosa nas
narinas, a partir de entdo trés vacas do GT permaneceram com a Secre¢do mucosa por uma
semana e duas vacas do GC apresentaram secrecdo mucopurulenta até o término do
experirmento, embora nenhum animal tenha apresentado febre, alteracdo na ausculta
pulmonar ou reducdo da producéo de leite.

Em relacdo ao hemograma, os animais ndo apresentaram alteragdo destas variaveis ao
longo do experimento. Notou-se apenas influéncia do tempo e tratamento na razéo
neutréfilo/linfécito, onde o GC apresentou maior proporcdo de neutréfilos/linfocitos que o

GT, tanto no efeito tempo como efeito tratamento (p=0,05) em D48 e D56.
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Associando com os dados do leucograma e os sinais clinicos de secre¢do nasal mucosa
acredita-se as secre¢des nasais encontradas nos animais no D24 refere-se a uma infecgéo viral
no trato respiratério durante o experimento, causada por agentes endémicos no Brasil como
virus sincicial respiratorio bovino (BRSV); virus da parainfluenza bovina tipo 3 (PIV-3);
herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1); responsavel pela rinotraqueite bovina infecciosa (IBR) e
virus da diarreia viral bovina (BVDV). Estes agentes sdo capazes de causar uma infecgdo do
trato respiratério anterior leve, cuja principal sintomatologia é secrecdo nasal mucosa e
mucosas congestas. Com o0 agravamento da doenca, pode haver contaminacdo bacteriana
secundaria evoluindo para pneumonia com secre¢do nasal mucopurulenta e febre (GRIFFIN
et al., 2010; REZENDE, 2015).

Desta maneira, acredita-se que no GT, a maior eficiéncia dos fagocitos e maior
capacidade de producdo de globulinas evitou que a doenca viral se agravasse. No entanto, 0
GC apresentou aumento neutrofilico e secrecdo nasal mucopurulenta, indicando que nestes
animais houve contaminacdo bacteriana secundaria. Como ndo houve alteracbes no
leucograma, nos animais de ambos os grupos além da razdo N/L e ndo havia outro sinal
clinico além da secrecdo nasal que fossem caracteristicas de pneumonia como febre, apatia,
hiporexia, alteracdo de ausculta pulmonar ou diminuicdo repentina de producdo de leite,
acredita-se que os bovinos passaram por uma infeccdo leve de trato respiratorio anterior
(GRIFFIN et al., 2010).
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* indica diferenca estatistica N:L/ p < 0,05.

Figura 1. Razdo N/L sanguineo de vacas lactantes ndo tratadas (GC) e tratadas com
adsorvente bentonita e antioxidantes hepaticos para micotoxinas (GT).

Em relacdo a analise do leite, notou-se que nenhum animal apresentou mastite clinica
ao longo do experimento, conforme a anélise diaria do teste da caneca de fundo escuro. No

dia 0, havia um animal com mastite subclinica em cada grupo, considerando CCS acima de
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300.000 cel/mL de leite (FONSECA; SANTQOS, 2000). Com o passar do tempo, em D32 ndo
havia mais animais com mastite subclinica nos grupos analisados.

Na Tabela 4 esta representada a analise fisica e quimica do leite dos animais. Pode-se
notar que apenas os animais do GT aumentaram a producdo de leite a partir de D24 em
relagdo aos momentos iniciais (p=0,0002). Em relacdo ao efeito tratamento, esta producéo foi
mais expressiva para 0 GT que o GC nos dias D24, D32, D40 e D48 (p= 0,02, 0,01, 0,01 e
0,03 respectivamente).

Como o aumento da producéo de leite se perpetuou ao longo do tempo, acredita-se que
ocorreu devido a utilizacdo do aditivo adsorvente com antioxidantes hepaticos, responsavel
por minimizar a colestase hepatica 0o que pode aumentar o anabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas que sdo os principais precursores do leite (CUSTODIO et al., 2017;
FONSECA; SANTOS, 2000).

No nosso experimento, ndo foi mensurado o consumo alimentar, e apesar dos animais
receberem a mesma quantidade de dieta ao longo do experimento, o0 manejo foi realizado com
o canzil aberto ap6s o consumo do aditivo, 0 que permitia que o animal regulasse o proprio
consumo. Fink-Gremmels (2008a) relata que a contaminacdo principalmente crbnica por
micotoxinas, implica em disturbios ocultos como a reducdo da ingestdo voluntaria do
alimento pelos animais.

Sabe-se que tanto a colina como a silimarina, presentes no adsorvente sdo capazes de
diminuir as enzimas hepéticas de bezerros intoxicados com AF (NASEER et al., 2016),
indicando que estes compostos melhoram a salde hepatica o que reflete em aumento da
producdo de leite. Aliado a isso, cita-se que leveduras também sdo capazes de promoveram
incremento na producdo de leite, pois melhoram digestibilidade da dieta, aumentam o fluxo
de proteina microbiana para o intestino delgado (BITENCOURT et al., 2011) e aumentam o
consumo de matéria seca (OLIVEIRA et al., 2010).

Em relacdo a CCS, os dados ndo passaram no teste de normalidade e por isso foram
transformados em Log de 10. Observou-se que o tratamento ndo influenciou nesta variavel, e
apenas 0 GC apresentou aumento pontual da CCS no D24 em relacdo ao DO e D40. As demais
variaveis nao sofreram influéncia do tempo nem do tratamento.

O composto adsorvente ndo interferiu na CCS provavelmente porque este pardmetro
ja era baixo para a maioria dos animais em ambos os grupos (abaixo de 300.000 cel/mL de
leite), indicando que o manejo realizado na propriedade evitou a inoculacdo de agentes
infecciosos na glandula mamaria. Desta maneira ndo havia necessidade de aumentar células

de defesa na regido uma vez que néo havia insulto (SORDILLO, 2016).
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Em contrapartida os sélidos do leite se mantiveram praticamente estveis mesmo com
aumento do volume de leite produzido. As proteinas do leite sdo sintetizadas nas células
alveolares a partir de aminoacidos do sangue, exceto a albumina e imunoglobulinas que sédo
sintetizadas fora da glandula mamaria e transportadas até as células secretoras pela corrente
sanguinea. Assim o aumento sérico da albumina n&o seria capaz de refletir no aumento da
proteina do leite, por representar uma fracdo muito pequena da composicao lactea, cerca de
9,2% (300mg/L). O fato da glandula mamaria da maioria dos animais estar saudavel também
contribui para que os teores de proteinas se mantenham estaveis ao longo do experimento,
tendo em vista que a caseina e imunoglobulinas que correspondem a 78% da proteina total do
leite, s6 aumentam em casos de infec¢do (FONSECA; SANTOS, 2000).

Tabela 4. Anélise fisica e quimica do leite de vacas ndo tratadas (GC) e tratadas com
adsorvente bentonita e antioxidantes hepaticos para micotoxinas (GT).

Dados do Leite DO D8 D16 D24 D32 D40 D48 D56 P
oc Média 2988 2956 3242 3076A 2012A 3L70A 3L76A 3244 o
) EPM 206 196 216 254 222 266 244 288
P(r}ggfdﬁaac)’ o Média 3384 33,90a 37,06ab 3856bB 36,42abB 4034bB 38,7208 38,100 . o
EPM 196 136 158 160 1,54 1,90 164 190
pY 018 009 01 0,02 0,01 0,01 003 010
cc Média 373 404ab 39lab 4080  407ab 3922 382ab 4298 0,03
ces EPM 019 022 013 007 0,16 0,13 011 0,11
log o Media 393 404 304 413 4,06 3,88 384 416
(x109mL) EPM 029 03 018 031 0,28 0,28 016 04 !
o 088 059 043 0,96 0,36 0,63 094 016
GC Média 4,18 405 417 427 4.24 405 395 383 0,94
cordura EPM 015 031 034 022 0,23 0,35 02400 0,37
o GT Média 380 393 327 38 3,97 3,95 328 3586 049
EPM 020 023 028 026 0,23 0,32 027 04
pY 095 015 036 024 0,53 0,16 049 0,66
GC Média 340 349 348 3,30 3,50 3,32 352 366 0,95
oroteina EPM 0199 023 018 020 017 0,26 022 023
o O Meédia 321 325 327 320 3,18 334 322 337 0,92
EPM 012 012 014 014 0,09 0,09 006 011
pY 028 055 035 077 0,09 0,36 034 0,39
GC Média 462 471 471 461 470 472 478 472 041
Lactose EPM 008 003 005 0,02 0,05 0,05 005 0,05
%)  GT Média 440 456 459 450 457 458 460 447 084
EPM 014 008 005 011 0,08 0,09 008 0,13
pY 035 034 028 058 0,40 0,43 025 024

CCS- contagem de células somaticas, EPM erro padrdo da média, efeito tempo, efeito tratamento.
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* letras minGsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica no efeito tempo (P, e letras
maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica no efeito tratamento (PY) (p<0,05) pelo teste
de Tukey.

Desta maneira, juntando todos os dados foi possivel verificar que o complexo
adsorvente de micotoxinas e antioxidantes hepaticos trouxeram beneficios aos animais partir
do 24° dia de uso. Neste periodo, o tratamento contribuiu para a saude hepatica, tendo em
vista a diminuicdo da colestase e aumento de sintese de proteina e albumina sericas seja por
maior eficiéncia hepatica ou por maior ingestdo de alimentos. Este maior aporte nutricional
aumentou a eficiéncia dos fagocitos sanguineos, o que promoveu a reducdo dos neutrofilos
circulantes, que apesar de estarem em menor contagem, eram mais eficientes, garantindo que
0s animais debelassem mais rapidamente afeccdes repiratdrias leves. Nestes mesmos periodos
o GT tinha aumento de glubulinas, responsavel pela fracdo de anticorpos, o que auxiliou na
recuperacdo e prevencao de infecgdes contagiosas. Todos estes fatores contribuiram para um
maior aporte nutricional para a glandula mamaria resultando em aumento do volume de leite
produzido, perpetuando-se os teores de proteina e gordura.

Desta maneira, 0 aumento da producéo leiteira em 19,9% (6,16 litros de leite a mais
por dia), compensa economicamente o uso do produto, cujo o custo do produto comercial €
estimado em R$ 0,22 centavos por animal por dia para o produtor.

CONCLUSAO

Conclui-se que o complexo de adsorvente e antioxidantes hepaticos melhorou a
sanidade e a producdo de vacsa leiteiras alimentadas com dietas contendo Fb, Zea e Don
natralemnte produzidas, pois melhoraram os marcadores de lesdo e funcédo hepética a partir de
24 dias de utilizacdo. Direta ou inderamente tal efeito melhorou a imunidade animal e reduziu
indice de afecBes respiratdrias e ainda promoveu aumento de producdo de leite, embora ndo
tenha interferido na qualidade do leite.
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Dados suplementares
Tabela. Composicdo quimica dos alimentos utilizados na racdo total dos animais, com base

na matéria seca.

PARAMETRO SILAGEMDE CONCENTRA  FARELODE PRE-SECADO RACAO
MILHO DO SOJA DE AVEIA TOTAL
13,46% 40,86% 8,65% 23,14%
MS % 42 89,98 89 53,7 68,5
MM % MS 3,49 9,16 6,84 6,5 7,05
PB % MS 7,98 22,23 49,72 9,2 16,7
EE% MS 3,57 4,73 4,51 5,0 47
FDN % MS 35,01 20,82 9,28 64,2 37,15
FDA % MS 21,03 8,39 7,76 38,9 19,86
NDT % MS 76,39 83,99 4,45 60,61 67,79

MS= matéria seca; MM= matéria mineral, PB= proteina bruta; EE= extrato etéreo; FDN= fibra em detergente
neutro; FDA= fibra em detergente acido; NDT= nutrientes digestiveis totais.



