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RESUMO

OLIVEIRA, M.S. Efeito da bentonita na saude e producéo leiteira de vacas em lactacdo

submetidas a dieta naturalmente contaminada por micotoxinas. 2021. 52f. Universidade
Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias).
Guarapuava.

Micotoxinas frequentemente contaminam alimentos de bovinos, podendo causar quadros de
lesdo hepética, imunodepressdo e reducdo da producdo, e em aves e suinos, os adsorventes
como bentonita atenuam tais perdas, porém para bovinos ha poucos estudos sobre seu uso
especialmente quando a intoxicagdo ocorre por dietas naturalmente contaminadas. Assim,
foram escolhidas 18 vacas leiteiras, multiparas no meio do estagio da lactacdo, consumindo
dieta contendo na ragéo total fumonisina B1 (683,7 pg/Kg) e B2 (306,6 pg/Kg), zearalenona
(503,9 ng/Kg). Os animais foram divididos em dois grupos: tratamento (GT, n=9) e controle
(GC, n=9), e submetidos as avaliacdes hematoldgicas, metabolismo oxidativo de neutréfilos
pela técnica do nitroazul de tetrazolium (NBT) e analise fisico quimica do leite, a cada semana,
durante dois meses, totalizando oito analises. Foi tambem realizada a pesquisa para aflatoxina
M1 no leite em trés momentos. Objetivou-se avaliar se a administracédo oral diaria do adsorvente
de micotoxinas, argila bentonita a base de aluminossilicato durante 56 dias atenuaria as
alteracdes causadas pelas micotoxinas. Observou-se que 0 uso do adsorvente reduziu a excre¢ao
lactea de aflatoxina M1 (AFM1), aumento de proteina (p = 0,03) e albumina séricas (p= 0,0001)
e aumento do metabolismo oxidativo leucocitario a partir do dia 24 (p = 0,05), e elevou a
producdo leiteira a partir do 16° dia (p= 0,08). Nao foi observado melhora nos indices fisico-
quimicos do leite. Conclui-se que o uso do adsorvente a base de aluminossilicato foi capaz de
atenuar os efeitos das micotoxinas na fungéo de leucdcitos e de elevar a producao leiteira.

Palavras-chave: Adsorvente; aflatoxina; bovinos; imunidade; leite



ABSTRACT

OLIVEIRA, M. S. Effect of the use of bentonite on the health and milk production of
lactating cows submitted to a diet naturally contaminated by mycotoxins 2020. 52p.
State University of Midwest - UNICENTRO, Dissertation (Master of Veterinary Science).
Guarapuava.

Mycotoxins often contaminate cattle feed, which can cause liver damage,
immunosuppression and reduced production, and in birds and pigs, adsorbents such as
bentonite mitigate such losses, however for cattle there are few studies on their use,
especially when intoxication occurs due to naturally contaminated diets. So, 18 dairy cows
were chosen, they were multiparous in the middle of the lactation stage, consuming a diet
containing fumonisin B1 (683,7 ng/Kg) e B2 (306,6 pg/Kg) and zearalenona (503,9
Hg/Kg) on total animal feed. The animals were divided into treatment (TG, n = 9) and
control (CG, n = 9) groups, and subjected to hematological assessments, oxidative
neutrophil metabolism by the tetrazolium nitroazul (NBT) technique and physical
chemical analysis of milk, every week for two months, totaling eight analyzes. A search
for aflatoxin M1 in milk was also carried out in three moments. This study aimed to assess
whether the daily oral administration of mycotoxin adsorbent, bentonite clay based on
aluminosilicate for 56 days would attenuate these changes It was observed that the use of
the adsorbent promoted a reduction in the milk excretion of aflatoxin M1 (AFM1), an
increase in serum protein (p = 0.03) and albumin (p = 0.0001), an increase in leukocyte
oxidative metabolism from the day 24 (p = 0.05), and increased milk production from the
16th day of treatment (p = 0.08). There was no improvement in the physical-chemical
indexes of the animals’ milk. It is concluded that the use of aluminosilicate-based adsorbent
was able to attenuate the effects of mycotoxins on the function of leukocytes and to
increase milk production.

Keywords: adsorbent; aflatoxina; cattle; Immunity; milk



LISTA DE SIMBOLOS E
ABREVIATURAS

3-AcDON - 3-Acetildeoxinivalenol
15-AcDON - 15-Acetildeoxinivalenol

AF — Aflatoxinas

AFB1 — Aflatoxina B1

AFB2 — Aflatoxina B2

AFGL1 — Aflatoxina G1

AFG2 — Aflatoxina G2

AFM1 — Aflatoxina M1

ALT — Alanina aminotranferase

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
APCBRH/PARLPR — Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca Holandesa
AST — Aspartato aminotransferase

CCS - Contagem de células sompaticas

DON - Desoxinivalenol

ESD — Extrato seco desengordurado

FB1 — Fumonisina B1

FB2- Fumonisina B2

FB3 — Fumonisina B3

FB4 — Fumonisina B4

FM — Fumonisinas

GC — Grupo controle

GGT — Gama glutamil transferase

GT — Grupo tratado

LDH — Lactato desidrogenase

LOD - Limite de detec¢édo

LOQ — Limite de quantificacdo

NBT — Nitroazul de tetrazdlio

NET — Artificios extracelulares de neutréfilos
NIV — Nivalenol

OT — Ocratoxinas

OTA — Ocratoxina A

OTB — Ocratoxina B

PNCRC - Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
RDC — Resolucéo da Diretoria Colegiada
TRC — Tricotecenos

UFPR — Universidade Federal do Parana
ZEA — Zearalenona
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1 INTRODUCAO

A crescente necessidade de estratégias eficientes de producéo leiteira torna o leite um
produto de extrema importancia em escala mundial, sendo um dos alimentos mais consumidos
entre as populagdes (ZOCCAL, 2012). Ele fornece varios nutrientes que sdo essenciais para 0s
seres humanos, e por isso é muito importante que o leite esteja livre de contaminacgdes e
compostos toxicos (FLORES et al. 2015).

Uma das causas da contaminagdo sdo 0s microrganismos causadores de mastite, a
inflamacg&o da glandula mamaria, onde ha diversas altera¢des fisico-quimicas no leite, como
mudanca na coloracdo, coagulos e o aumento na contagem de leucdcitos. Esse quadro pode
ocorrer por mé higiene da ordenha, quando ha inoculacdo direta de grandes quantidades de
agentes bacterianos na glandula mamaria, como também quando ha diminuicao da imunidade
da glandula maméria, tornando a regido pouco responsiva & acdo de microrganismos
patogénicos, permitindo que multipliguem e colonizem o tecido (RADOSTITS et al. 2002).

Outro fator impactante na producdo leiteira € a presenca de micotoxinas na alimentacéo,
fato este que gera grande preocupacao relacionada a satude animal e humana (DAWSON et al.
2006). Estes compostos séo de grande toxicidade, produzidos por alguns fungos e leveduras
em ambientes de baixa oferta de agua e inadequados & proliferagdo bacteriana (NEWMAN,
2000).

Os fungos e leveduras produtores de micotoxinas, normalmente, sdo encontrados em
alimentos usados tanto para animais quanto para humanos (BENNETT e KLICH, 2003). As
mais preocupantes sdo aflatoxinas (AF), fumonisinas (FM), ocratoxinas (OT), tricotecenos
(TRC) e zearalenona (ZEA) (SIRHAN et al. 2013). De uma maneira geral, o figado é o
principal 6rgao envolvido, e os sinais da intoxicacao sao relacionados ao aumento das enzimas
hepéticas, seguido de alteragBes gastrointestinais, reprodutivas, diminuicdo da imunidade e
queda de producgéo (CUSTODIO et al. 2017).

Em bovinos, a micotoxina mais estudada é a AF, a Unica micotoxina que produz
metabdlitos ativos excretados pelo leite com poder carcinogénico (BENNETT e KLICH, 2003;
MURPHY et al. 2006; KUTZ et al. 2009). Em estudo conduzido por Motta et al. (2015),
detectou-se prevaléncia de aflatoxina M1 (AFM1) em 31,44% das amostras, com valores que
variaram de 1,68 a 194,51ug/kg, no leite de animais de fazendas leiteiras do estado de Sao
Paulo, valores estes acima dos limites estabelecidos pela legislacéo brasileira, que é de 0,5 pg
L (BRASIL, 2011).



Desta maneira, o impacto das micotoxinas na saude humana e animal, motiva o
desenvolvimento de substancias que sejam capazes de neutralizar essas toxinas que transitam
pelo trato intestinal, os chamados adsorventes (DAWSON et al. 2006). Tais adsorventes
pertencem principalmente a trés grupos: materiais de silicato ou minerais argilosos (PHILLIPS
etal. 1991; RAMOS et al. 1996), carvao ativado (GALVANO et al. 1998) e produtos organicos
como parede celular de levedura, vitaminas, aminoacidos e fitoterapicos (KARAMAN et al.
2005). Enquanto os dois primeiros atuam como esponjas quimicas, adsorvendo as micotoxinas
no trato gastrointestinal e eliminando-as pelas fezes, o terceiro degradam-nas no ambiente
ruminal e intestinal e ainda parecem auxiliar o figado a transforma-las em metabdlitos menos
toxicos (KOLOSOVA; STROKA, 2011, ECKHARDT et al. 2014).

Ha poucos estudos sobre os efeitos de diferentes adsorventes de micotoxinas na saude
e producéo de bovinos, especialmente em relagdo a imunidade. A maioria dos estudos foca os
efeitos dos adsorventes inorgénicos isolados ou em associagdo com 0s organicos na fungéo
hepatica e producdo de leite, verificando também que estas substancias promoveram melhoria
das funcbes das enzimas hepaticas e aumento da producéo de leite (MIGLIORATI et al. 2007;
JOVAISIENE et al. 2016; XIONG et al. 2018).

Quanto aos padrdes fisico-quimicos do leite, principalmente em relacdo ao teor de
gordura e de CCS, os resultados envolvendo o uso de adsorventes divergem entre alguns
autores. Para Jovaisiene et al. (2016) o uso de adsorvente a base de bentonita implicou numa
menor porcentagem de gordura no leite, ao passo que para Mikolaichik e Morozova (2009) os
indices de gordura aumentaram.

Em relacdo a imunidade, Naseer et al. (2016) conduziram este tipo de estudo, avaliando
apenas 0 hemograma de bezerros e ndo a funcdo destas células. Os pesquisadores verificaram
que bezerros experimentalmente intoxicados com dose oral diaria de 1,0 mg/kg de AFB:
durante dez dias apresentaram elevacdo nos indices séricos de alanina aminotranferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), ureia e creatinina, além de anemia e leucopenia por
linfopenia, neutropenia e monocitopenia. E 0 uso de adsorventes organicos (silimarina ou
cloreto de colina) reduziu a atividade das enzimas hepaticas e melhorou o0s parametros
hematol6gicos, no qual o grupo que recebeu silimarina mostrou-se mais significativo.

As bentonitas, minérios argilosos da familia das esmectitas, sdo largamente empregadas
na avicultura devido ao seu custo financeiro acessivel e sua eficacia na adsorcdao a micotoxinas
(SCHNEIDER, 2017). Em razdo dessa vantagem econdmica, associado ao seu efeito, optou-se

por testar tal substancia em bovinos leiteiros neste presente estudo. A argila natural esta



disponivel em abundéancia, é uma fonte barata e ndo é toxica para o ecossistema (MOUSSA et
al. 2020).

Com isso, o presente trabalho buscou verificar se a utilizagdo do adsorvente inorganico
argila bentonita a base de aluminossilicato, na alimentacdo dos animais é capaz de melhorar a
sanidade de vacas leiteiras alimentadas com dieta naturalmente contaminada por micotoxina.
Acredita-se também que este incremento sanitario possa melhorar a funcdo de leucdcitos

sanguineos, e a qualidade e quantidade da producdo leiteira dos animais.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Micotoxinas

As micotoxinas constituem um grupo relativamente extenso e de grande diversidade
quimica em seus metabdlitos toxicos. Tais substancias sdo produzidas em situacdes de baixa
umidade e altas temperaturas por fungos filamentosos, principalmente aos pertencentes ao
género Penicillium, Alternaria, Fusarium, Aspergillus, Claviceps e Stachybotrys. Ha
aproximadamente cerca de 300 a 400 micotoxinas conhecidas até 0 momento (PINOTTI et al.
2016).

Somente alguns tipos de micotoxinas sdo preocupantes para a seguranca alimentar
humana e animal, como as AF, FM, OT, TRC e ZEA (SIRHAN et al. 2013). Tais toxinas
podem atuar no sistema imunoldgico, causando imunossupressdo em virtude da
vulnerabilidade dessas células que estdo em constante proliferacdo e diferenciagdo. Essa
supressdo no sistema imune pode manifestar-se com diminuicdo na atividade dos linfécitos T
ou B, supressdo de imunoglobulinas e producdo de anticorpos, queda na funcdo do sistema
complemento ou do interferon e ainda na falha da funcdo dos macréfagos efetores. Apesar da
base molecular celular para muitos dos efeitos imunossupressores das micotoxinas ndo estar
clara, a inibicdo da sintese de DNA, RNA e proteinas por meio de diversos mecanismos

distintos parece ser responsavel pela acdo dessas micotoxinas (CORRIER, 1991).

2.1.1. Aflatoxinas

As principais espécies de fungos produtores de aflatoxina sdo o Aspergillus flavus e A.

parasiticus. Este grupo engloba diversos tipos de toxinas, todavia, somente quatro sdo as mais



abundantes, sendo: aflatoxina B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG:1) e G2 (AFG2) (BORDIN, et al.
2014).

As AF sdo as toxinas que possuem a maior importancia para a espécie humana, e as
intoxicagdes podem ocorrer por duas maneiras. Primeiramente pela exposi¢cdo a alimentos
contaminados naturalmente ou mesmo por produtos processados, uma vez que Sdo toxinas
extremamente estaveis e podem permanecer viaveis mesmo apds operacdes industriais nos
alimentos. Também, a AF pode apresentar-se de forma indireta nos tecidos, ovos, leite e demais
produtos de origem animal, 0s quais acabam por excretar seus derivados, ou seja, a AFB;1 passar
por hidrdlise no organismo, e é liberada na forma de AFM1. Ambas toxinas s&o carcinogénicas,
porém a AFB; é a mais frequentemente encontrada nos alimentos e também de maior efeito
hepatocarcinogénico (STREIT et al. 2012). Nos ovos, tal micotoxina transfere-se gradualmente
de acordo com sua presenca na dieta das poedeiras, compondo em grande risco para 0 homem
(SLEPCHENKO et al. 2018). Em bovinos leiteiros, mesmo que as concentragdes presentes nas
dietas comumente sejam baixas, ainda assim esta quantidade diaria permite que o metabdlito
da AFM; seja secretada no leite (KUTZ et al. 2009).

Niveis pequenos de micotoxinas na carne bovina, como 100 ppb, podem representar
toxicidade cumulativa para o ser-humano, ainda que, conforme Shase e Stone (2003), niveis
toxicos aprestam-se entre 300 e 700 ppb.

Em animais, a AF promove disfuncdo gastrointestinal, ictericia, anemia, hemorragia e
queda geral nos indices zootécnicos, tais como a diminui¢cdo do ganho de peso, conversdo
alimentar, producéo de leite e de ovos, além de uma maior susceptibilidade as doencas em
virtude do estresse ambiental e microbiano (MARIN et al. 2013).

Outra questdo é que o contato prolongado a uma pequena dose de AF pode culminar
com grandes lesbes estruturais e funcionais no figado, causando inclusive neoplasias
(KOVALSKY et al. 2016).

2.1.2. Fumonisinas

As fumonisinas sdo toxinas produzidas pelo género Fusarium e espécies Fusarium
verticillioides e F. proliferatum (DA ROCHA et al. 2014). Os andlogos mais conhecidos s&o
as fumonisinas B (FB1), B2 (FB:), Bs (FB3) e B4 (FB4) (ANUKUL et al. 2014). A FB1 é a mais
toxica, sendo reconhecida como possivel agente causadora de céncer em humanos
(MARROQUIN-CARDONA et al. 2014).



A FB:> também possui significancia toxicologica. Em animais, a ingestdo de alimentos
contaminados pode causar doengas em equinos, suinos e coelhos, espécies estas mais sensiveis
em comparagao aos bovinos e as aves (MARIN et al. 2013).

Nos equinos, ha relatos de leucoencefalomalacia, sindrome que desencadeia sinais
como letargia, cegueira, anorexia, convulsdo e até morte. Nos suinos, por sua vez, a fumonisina
esta relacionada a problemas pulmonares, como edema, dispneia, cianose e morte. Além disso,
as fumonisinas também podem causar hepatotoxicidade (GROOPMAN et al. 2013).

Para Osweiler et al. (1993), a espécie bovina parece ser menos susceptivel aos efeitos
da FB1. Em seu estudo, foram observadas apenas aumento nas atividades das enzimas hepéticas
AST, gama glutamil transferase (GGT) e lactato desidrogenase (LDH), mas nenhuma alteracéo
em bezerros intoxicados com 15, 31, 148 mg/kg FB1 durante o periodo de 30 dias. Ressalta-se

que estes teores sdo considerados toxicos a equinos e suinos (POZZI et al. 2002).

2.1.3. Ocratoxinas (OT)

A producdo das ocratoxina do tipo A (OTA) e ocratoxina B (OTB), ocorrem
essencialmente por fungos pertencentes ao género Aspergillus e Penicillium, especificamente
pelas espécies A. ochraceus, A. carbonarius, P. verrucosum e P. nordicum (MILANI, 2013).

As OT estéo ligadas a efeitos nefrotoxicos potentes em animais, como consequéncia da
exposicdo a niveis de ocorréncia natural na ragcdo, uma vez que 0s rins sdo o principal 6rgao
alvo (MARROQUIN-CARDONA et al. 2014). Com isso, as OT foram associadas a nefropatia
endémica em suinos (DA ROCHA et al. 2014). Altas doses dietéticas dessa toxina podem
causar danos ao figado e necrose do tecido intestinal e linfoide (GROOPMAN et al. 2013).
Quanto a toxicidade humana, as OT tém sido implicadas em uma doenca renal fatal tipica nos
paises dos Balcéds e foram classificadas como possivelmente cancerigenas (MARIN et al.
2013). Ha relatos de problemas de saude publica com relacdo a transferéncia de OT para
alimentos de origem animal (STREIT et al. 2012).

2.1.4. Tricotecenos

Tricotecenos sdo produzidos por vérias espécies de Fusarium, e algumas espécies
Cephalosporium e Trichoderma. Esta classe de metabdlitos fungicos com mais de 150
compostos estruturalmente relacionados, sdo quimicamente divididos em quatro tipos A, B, C

e D (CAST, 2003). As do tipo A e B sdo 0s mais importantes, sendo que o tipo A compreendem



principalmente as toxinas HT-2 e T-2, enquanto o tipo B sdo frequentemente representados
pelo desoxinivalenol (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, sdo 0s grupos mais toxicos
do tipo A, as quais sdo capazes de inibir a sintese de proteinas e DNA e com isso enfraquecer
a resposta imune em animais. Os sintomas incluem diminui¢do da ingestdo de alimentos e
ganho de peso, diarreia com sangue, hemorragia, lesdes orais, baixa producéo de ovos e leite,
aborto e até a morte (GROOPMAN et al. 2013).

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

patdgenos e a um baixo desempenho (CAST, 2003).

2.1.5. Zearalenona (ZEA)

A zearalenona € uma micotoxina produzida pelo fungo Fusarium principalmente pela
espécie F. graminearum, mas também pelos F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, entre outros.
Esta toxina possui como derivados 0os compostos a-zearalenol e -zearalenol (DA ROCHA et
al. 2014).

Tendo em vista que a ZEA possui semelhancas estruturais com o estradiol, horménio
sexual feminino, esta toxina é classificada geralmente como um estrogénio ndo esteroide. Tal
particularidade quimica oferece a capacidade de ligacdo aos receptores de estrogénio, levando
a efeitos adversos associados a distarbios reprodutivos e hiperestrogenismo, tanto em humanos
guanto em animais reprodutores (STREIT et al. 2012; PIOTROWSKA et al. 2013).

2.2. Efeito das micotoxinas nos bovinos

IntoxicacBes experimentais e acidentais foram descritas em vacas leiteiras. Van
Halderen et al. (1989) relataram uma mortalidade de 7 animais de um grupo de 25 bezerros
que se alimentaram com ragfes contendo milho com presenga de 11.790 pg /kg de AF. Os

sinais clinicos incluiram perda de massa corporal, pelagem &spera, diarreia e prolapso retal.
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Ainda Umar et al. (2015) relataram 45 casos de campo de aflatoxicose em uma fazenda
em Okara (Paquistdo). Os animais se alimentaram com forragem a base de milho com
quantidades aproximadas de 33.500 pg/kg de AF. Os quadro clinicos apresentados foram de
anorexia, depressdo, fotossensibilizagdo e diarreia, sendo que quinze animais vieram a 6bito.

Sulzberger et al. (2017) relataram queda na producdo de leite e conversdao alimentar
usando 100 pg/kg de AFB1.

A ingestdo de AF também pode afetar a fermentacdo ruminal, reduzindo a
disponibilidade de nutrientes e, eventualmente, pode afetar os animais produtividade
(MESGARAN et al. 2013).

Quanto ao DON, esta micotoxina pode afetar a fermentacdo ruminal e reduzir a
producéo leiteira (WHITLOW e HAGLER, 2008). Seeling et al. (2006) nédo relataram efeito
sobre o consumo de racéo de vacas leiteiras utilizando aproximadamente 3,4 mg/Kg de DON
por kg de matéria seca. Trabalhando com bezerros, Valgaeren et al. (2019) relataram
insuficiéncia hepatica grave em animais de 2 a 3 meses de idade, com atonia ruminal induzida
pelo uso de 1,13 mg de DON/Kkg de racéo.

Sobre as FB, a administragdo oral em bezerros com uma dieta contendo FB1 com
indices de 2,36 mg/ kg por dia aumentando para 3,54 mg/kg por dia num periodo de 239 a 253
dias mostrou razdes de esfinganina/esfingosina elevadas com alteragdes leves da morfologia
hepatocelular acompanhadas por pequenas alteracfes epiteliais do ducto biliar (BAKER e
ROTTINGHAUS, 1999). Goncalves et al. (2015), observaram que a FB pode causar reducao
da producgéo de leite, queda do consumo de alimento, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e
problemas reprodutivos quando a administracdo oral encontra-se com niveis acima de 75 mg
/kg é toxica para bovinos.

Por sua vez, a ZEA esta mais ligada a problemas reprodutivos em bovinos, que pode
culminar com abortos e disfungdes, por alteragcdes da resposta estrogénica (KEMBOI et al.
2020). Coppock et al. (2012), relataram ciclo estral anormal, vaginite, estro em animais
prenhes, desenvolvimento mamario em novilhas na pré-puberes e esterilidade, em bovinos

alimentados com dieta contendo 1,5 mg de ZEN/kg de alimento.

2.3. Importancia econdmica e comercial das micotoxinas

Os insumos usados na producdo de alimentos destinados aos animais, como concentrados

e volumosos, sdo naturalmente susceptiveis as atividades de fungos de varias espécies,
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conforme a matéria organica, umidade, temperatura e quantidade apropriadas de oxigénio
presente no alimento (WHITLOW et al. 1999).

O consumo animal de culturas contaminadas por micotoxinas pode causar desde
alteracBes subclinicas (retardo de crescimento, imunidade prejudicada e diminuicdo da
resisténcia as doengas), a alteragdes crbnicas e agudas culminando com a morte do animal.
Basicamente, esses riscos afetam o desempenho animal, representando uma preocupacao
global para a industria pecuaria (PINOTTI et al. 2016).

Portanto, as micotoxinas sdo uma ameaca a seguranca da cadeia de suprimentos de
racéo para os animais dos sistemas de producdo ( GRENIER; APPLEGATE, 2013). Tais
toxinas causam entraves na industria de concentrados animal devido ao decréscimo da
qualidade dos produtos, o que pode culminar com a rejeicdo e até mesmo o descarte de
matérias-primas contaminadas (MARROQUIN-CARDONA et al. 2014).

Assim, as empresas demandam grandes custos para tentar conter a contaminagdo por
micotoxinas, buscando por fontes alternativas de alimentacdo, estratégias de prevencdo e
investimentos nos métodos de teste de deteccdo (CAST, 2003). Como € impossivel garantir
alimentos totalmente livres de micotoxinas, varias organizagdes restringiram os niveis aceitos
de certas micotoxinas em animais e alimentos por meio de legislagdes que variam de acordo
com o pais, uma vez que diferentes aspectos cientificos, econémicos e fatores politicos
influenciam nestes alinhamentos (KOVALSKY et al. 2016).

2.3.1. Relacéo das micotoxinas na alimentacdo de bovinos leiteiros

Uma das maiores preocupagfes com a seguranca alimentar e saide humana é a
passagem de micotoxinas ao leite. Considerando o alto consumo de leite e produtos lacteos por
seres humanos, principalmente criancas, € de extrema importancia garantir a seguranca deste
alimento (RODRIGUES, 2014).

Em especial as AFM1 sdo substancias de alto potencial carcinogénico, sendo secretada
no leite quando o animal consome alimento contaminado com AFB; (HUSSEIN; BRASEL,
2001).

Num estudo de &mbito nacional conduzido por Pereira e Antunes (2007), foi detectado
AFM; em 38% das amostras de leite pasteurizado com média de 0,059 pg /L, contudo as
concentracdes encontradas estavam dentro dos limites maximos previstos na legislacdo, que €
de 0,5 png /L, de acordo com a resolucdo da diretoria colegiada (RDC) n° 7 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2011). Todavia, resultados obtidos por Oliveira
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et al. (2013) foram bastante alarmantes, considerando que 31% das amostras de leite ultra alta
temperatura (UHT) apresentaram niveis extremamente altos de AFMj, variando de 1,0 a 4,1
ug /L, extrapolando o limite maximo toleravel. Em pesquisa realizada no estado do Parana,
Brasil, foram analisadas 40 amostras de leites comercializados no estado, sendo que todas
estavam dentro do limite de até de 0,5 pg/L, valor maximo permitido pela legislacéo brasileira,
e apenas oito dessas apresentaram resultado acima dos 0,05 pg/L, limite maximo exigido pela
a Unido Europeia (BAGGIO, 2006).

Sobre o controle das AFs, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento-
MAPA, faz o monitoramento do leite por meio do Plano Nacional de Residuos e Contaminantes
(PNCRC), instituido por meio da Instrucdo Normativa n® 42 de 20 de dezembro de 1999
(BRASIL, 1999).

Ainda, no Brasil, as AF sdo as Unicas micotoxinas cujos niveis maximos em alimentos
estdo previstos na legislacdo. Na Portaria n® 07/1988 do MAPA (BRASIL, 1988), ha expresso
como limite maximo 50 pg/Kg de AF para matérias-primas e racoes, todavia ndo aponta quais
metabdlitos desta micotoxina compde esse valor, porém infere-se que se trata da somatoria de
AFB;, AFB;, AFG; e AFGo.

Quanto a OT, a toxicidade na espécie bovina esta relacionada ao funcionamento do
rumen, devido a hidrolise enziméatica da OT em OTa e fenilalanina pelos micro-organismos
presentes no rumen (KIESSLING et al. 1984). Alguns estudos demonstram que esta
micotoxina é excretada por meio do leite. Estudos norte-americanos observaram que 14% do
leite analisado estavam contaminadas com OTA (EMANUELSON et al.1993).

Sobre a ZEA em bovinos leiteiros, a intoxicacdo pode levar a infertilidade, queda na
producdo leiteira e hiperestrogenismo (D’MELLO et al., 1999). Tais efeitos podem impactar
principalmente em problemas de ordem reprodutiva, como estro prolongado e diminuigdo na
taxa de concepcdo (SCHUH, 1997).

Toledo (2018) encontrou nas amostras silagens de milho da regido norte do estado do
Parand uma incidéncia de 74,4% de ZEA (média de 546,30 ug/kg), 85,1% de DON (média de
1440,80 ug/Kg) e 48,9% de AF (média de 50,60 pg/kg). Para os niveis das micotoxinas ZEA
e DON, estes foram considerados como elevados no estudo realizado, o qual tomou como base
as recomendacBes do Centro de Pesquisas em Forragicultura da Universidade Federal do
Parana (UFPR, 2011), que descreve que os limites devem ser inferiores de 285 pg/Kg para
ZEA, 930 ng/Kg para DON e 1.000 ng/Kg para AF.
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Em estudo conduzido por Aragon e Rodrigues (2009), verificou-se a presenca de
micotoxinas em 538 amostras de silagem de milho derivadas de diferentes paises da Europa e
da Asia, nos anos de 2005 a 2008. Destas, 23% foram positivas na Europa e 48% na Asia para
ZEA, nas quais os valores médios foram de 129 pg/Kg e 1.058 ug/Kg, respectivamente. Para

DON encontraram indices de 92,5% de contaminacéo, com resultado maximo de 5.815 pg/Kg.

2.4. Uso de adsorventes na alimentacéo de bovinos leiteiros

Um dos métodos mais eficazes e praticos para evitar os efeitos das micotoxinas é o uso
de adsorventes. Eles sequestram as micotoxinas, durante a passagem pelo trato digestério
(KUTZ et al. 2009).

Trata-se de substéncias com larga capacidade de ligacdo podendo garantir que uma
parcela das micotoxinas se torne indisponivel ao organismo, e aquelas biodisponiveis ficardo
aquém do limite de atividade bioldgica. A aptiddo do adsorvente ligar-se a micotoxina ira tornar
minima a potencialidade de incremento toxicoldgico entre as diferentes micotoxinas
(CAVALLARIM et al. 2011).

A quantidade dos adsorventes na dieta vai estar sujeita a capacidade de ligacdo do
adsorvente a micotoxina bem como do grau de contaminacgdo do alimento. Um grande potencial
de ligacdo consequentemente dispendera de uma menor quantidade. Elevados niveis de
insercdo de adsorventes também podem modificar as propriedades fisicas do alimento, o que
poderia alterar ou dificultar o processamento e mistura nas fabricas de alimentos para animais.
O sequestro da micotoxina é obtido por meio da adsorcdo fisica, o qual envolve as intera¢des
de Van der Waals e pontes de hidrogénio, e a adsor¢do quimica, a qual € uma interagdo mais
forte, que ocorre por ligacao idnica ou covalente (YIANNIKOURIS et al. 2004).

Os adsorventes séo divididos em inorganicos e organicos, com base em sua composi¢ao
quimica (VILA-DONAT et al. 2018). Os adsorventes inorganicos sao suplementos alimentares
relativamente acessiveis e nutricionalmente inertes, contudo demonstram baixa protecao contra
micotoxinas (VAN KESSEL; HIANG-CHEK, 2001). Dentro dessa classificacdo temos dois
grupos, sendo as argilas (classes: filossilicatos e silicatos pseudo-laminares) e os tectossilicatos
(classe: zeolitas) (SANTURIO, 2007). Ainda nos produtos inorganicos enquadram-se 0S
aluminossilicatos (bentonitas), silicas e carvao ativado (PIVA et al. 1993).

Os filossilicatos s@o agentes estabilizantes adsorventes para metais pesados, usados
como ligantes em processos de peletizagdo nos ingredientes de concentrados animais (BROWN

et al. 1992). Argilas de origem vulcéanica como os aluminossilicatos e as montmorilonitas,
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demonstraram ter uma alta afinidade in vitro por AFB1 (SANTURIO et al. 1995). Tais produtos
sdo misturados juntamente a concentrados. O investimento financeiro € baixo, contudo
demandam uma alta taxa de inclusdo na dieta, considerando que a maioria adsorve apenas
micotoxinas especificas, o que pode se tornar dispendioso para o uso em larga escala em
ambientes industriais. Além do mais, ndo sdo biodegradaveis o que podem acarretar transtornos
no descarte quando usados em altas quantidades (YIANNIKOURIS et al. 2004).

As moléculas das argilas podem ser eletricamente neutras, ndo diferindo no nimero de
cargas negativas e positivas. Considerando que a AFB;: é adsorvida por aluminossilicatos e
montmorilonitas, 0s quais possuem um numero elevado de cargas negativas, entende-se que a
particula de AF possui cargas positivas ou tem a capacidade de absorver carga positiva. Varias
argilas detém exclusivamente AF e ndo outras micotoxinas. Tal fato pode ser acarretado pela
polaridade das cargas elétricas nas moléculas da argila, a localizacdo destas cargas elétricas ou
a localizacdo sequencial na superficie da argila (SANTURIO, 2007).

Os adsorventes organicos sdo polimeros a base de carbono. Incluem-se as fontes
vegetais de fibras, a exemplo do farelo de trigo, casca de aveia, pectina e extratos celulares de
leveduras. Tais substancias sdo biodegradaveis e tem a vantagem adsorver muitas micotoxinas
com baixa inclusdo, devido a sua grande area de superficie (MALLMANN; DILKIN, 2007).

Ja extratos obtidos de leveduras Saccharomyces cerevisae, também classificadas como
adsorventes organicos, as quais possuem capacidade de adsorver varias micotoxinas. Nesta
categoria, as glucanas possuem significativo poder ligante as AF e ZEA por meio de pontes de
hidrogénio entre a micotoxina e as glucanas (YIANNIKOURIS et al. 2002).

Contudo, como as estruturas das micotoxinas séo diferentes, a eficicia do adsorvente
ndo é igual para todas toxinas (BROWN et al. 1992). Em testes in vivo, a AF € adsorvida com
sucesso por produtos organicos e inorganicos (SABATER-VILAR et al. 2007), contudo quanto
ao DON e a FB, estas sdo de mais dificil adsor¢do, por sofrerem altamente com influéncias de
fatores tais como pH do meio e presenca de demais micotoxinas num mesmo alimento
(CABRAL, 2019).

Gallo et al, (2020) verificaram que o uso combinado de argila bentonita, cepas de
leveduras e enzimas especificas na adsorcdo de DON e FB neutralizaram os efeitos negativos
das micotoxinas na digestibilidade da dieta, qualidade do leite (principalmente caracteristicas

de coagulacao) e respostas imunometabolicas em animais leiteiros em lactacéo.
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2.5. Imunidade sistémica

O sistema imunoldgico é uma rede interativa de 6rgdos linfoides, células e fatores
humorais, organizados para reconhecer, resistir e eliminar contaminantes que penetram nas
membranas corporais. Este sistema pode ser dividido em dois componentes, sendo inato e
adaptativo, com base nas velocidades e especificidades das reagdes, todavia ambos estdo
altamente integrados (DAHA, 2011).

A imunidade inata € ampla em escopo, com a capacidade de responder a qualquer lesdo
tecidual ou neutralizar uma grande variedade de possiveis patogenos de forma imediata. Por
sua vez, o sistema imunoldgico adaptativo pode levar varios dias para elaborar uma resposta
frente a um desafio. Contudo é um método mais personalizado ou especifico contra patégenos
infecciosos e pode ser exacerbado pela exposi¢éo repetida ao mesmo agente. Coletivamente, o
sistema imunolégico, inato e adaptativo, devem trabalhar sinergicamente para fornecer
protecdo ideal contra ameacas externas e sobrevivéncia do animal (SORDILLO; STREICHER,
2002; AITKEN et al. 2011).

O sistema imunoldgico inato € o mecanismo dominante de defesa do hospedeiro na
maioria dos organismos. Ele inclui componentes ndo especificos como fatores fisicos e
barreiras mecanicas, fagdcitos, endotélio vascular e, varios mediadores solUveis derivados de
populacbes de células imunes e ndo imunes dentro dos tecidos, que respondem a agente
infecciosos de maneira genérica, representando a primeira linha de defesa contra patdgenos
invasores (KUMAR et al. 2011).

Como os componentes deste sistema ja estdo presentes ou sdo ativados rapidamente no
local de exposicdo a patdgenos, os agentes infecciosos podem ser eliminados em minutos a
horas apds a invasdo de maneira tao eficiente, que muitas vezes ndo ha alteragdes visiveis em
suas funcOes fisioldgicas do hospedeiro, embora tenha ocorrido a tentativa de invasdo
microbiana (SORDILLO, 2015).

Por sua vez, a resposta imune adaptativa € desencadeada quando mecanismos imunes
inatos ndo conseguem eliminar um patogeno. Ela € caracterizada pela geracdo de linfocitos
para antigenos exclusivos e memdria celular com a capacidade de reconhecer determinados
antigénicos especificos de um patégeno. Quando células e tecidos hospedeiros sdo reexpostos
ao mesmo antigeno, um estado elevado de reatividade do sistema imune ocorre como
consequéncia da memoria imunoldgica e expansdo clonal de antigenos especificos de células
efetoras (SORDILLO, 2015).
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2.5.1- Imunidade da glandula mamaria

Em relagdo a glandula mamaria, sabe-se que a primeira barreira de defesa é o teto, o
qual impede a entrada de patdgenos por meio de seu canal, agregando-se ao esfincter e ao
tampdo queratinizado que mantém o canal fechado entre uma ordenha e outra, colaborando
com o impedimento da penetracao de patogenos (CARNEIRO et al. 2009).

Como resultado da eficiéncia usual da barreira do canal do teto, o limen intramamario
€ um meio asséptico, assim, ao contrario de outros epitélios, como epitélios intestinais, bucais
ou respiratorios superiores, 0 mamario é raramente estimulada por componentes bacterianos e
qualquer bactéria deve ser interpretada como uma intrusa (RAINARD e RIOLLET, 2006).

Quando ocorre uma invasdo, enzimas microbicidas, e fagocitos residentes comegcam o
combate, liberando mediadores inflamatérios que promovem aumento de permeabilidade
vascular e quimiotaxia permitindo que varias substancias presentes no sangue atravessam
juntamente com os leucdcitos para a glandula mamaria. Algumas dessas substancias sdo 0s
ions de cloro e sddio e enzimas que acarretam desvios na proteina e na gordura. Em razéo das
lesGes na glandula mamaria, as células secretoras acabam diminuindo sua eficiéncia, levando
a uma menor producéo e secrecao de leite, e consequentemente, ha perda de qualidade do leite.
Além do mais, a queda na produgdo vai estar sujeita ao agravamento da inflamacéo (BRITO;
BRITO, 1999).

As CCS presentes no leite, na sua maioria, sdo provenientes do sangue do animal
(leucdcitos), que sdo carreadas da corrente sanguinea para os alvéolos do teto (responsaveis
pela secrecdo lactea) quando ha um desafio imunoldgico. Quando ha a presenca de bactérias
dentro da glandula mamaria ha a formacdo da mastite, 0 que consequentemente eleva a
contagem de células somaticas demasiadamente. Em animais sadios € comum encontrar até
100.000 celulas somaticas por mililitro (mL) de leite, todavia, a partir de 200.000 células
somaticas por mL de leite é considerado que a glandula mamaria esta desafiada com algum
tipo de micro-organismo (MACHADO et al. 2009). Por isso a contagem de CCS ¢
frequentemente usada como parametro consideravel na qualidade do leite, mas nédo € a Unica
alteracdo encontrada (BRITO; BRITO, 2014)

A inflamacdo também interfere nas proteinas do leite, causando redugdo na
porcentagem de caseina, uma vez que ha diminuicdo de sua sintese e de sua protedlise pela
reducdo da plasmina, a principal protease do leite. Em contrapartida ha migracdo das proteinas

do soro, como imunoglobulinas, citocinas e demais moléculas imunologicas para a glandula
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mamaria, de uma maneira que nao ocorra alteracdo do teor total de proteina lactea (ZANELA
et al. 2006).

O percentual de gordura também sofre decréscimo, pelo fato da mastite intervir na
funcdo da glandula mamaria em produzir gordura, assim como a lactose, que decresce préximo
a0s 10% (SANTOS, 2003).

2.5.2. Sistema imune e as micotoxinas

Vacas leiteiras expostas a dietas contaminadas com AFs apresentaram alteracdo como
imunossupressao em niveis relativamente baixos de ingestdo micotoxinas (MASOERO et al,
2007). Animais que ingeriram DON sem qualquer tipo de adsorvente associado a dieta, tiveram
0s parametros imunolégicos afetados (SEELING et al. 2006).

O amplo efeito imunossupressor das micotoxinas na imunidade celular e humoral as
respostas demonstraram diminuicdo da resisténcia do animal a doencas a infecciosas
(OSWALD et al, 2005).

2.6. Fungdo e lesdo hepética

Em ruminantes os carboidratos sdo extensivamente fermentados no rimen como &cido
graxo volatil e ao serem absorvidos, chegam ao figado, que desempenha um papel crucial no
metabolismo da glicose. Além disso, tal 6rgdo é o produtor fundamental das proteinas totais,
como a albumina, globulinas e o fibrinogénio, que estdo envolvidas com uma variedade de
funcBes, como manutencdo da pressdo osmotica, transporte de nutrientes, regulacdo do pH,
coagulacdo, entre outras (GONZALEZ; SILVA, 2006). Cita-se ainda que o 6rgao é responsavel
pelo metabolismos de substancias tdxicas, biotransformando em metabolitos menos toxicos
para que possam causar menos danos ao hospedeiro quando forem eliminados. Neste sentido
tem-se que o figado é considerado o principal érgdo alvo das micotoxinas (DONKIN, 2012;
UPADHAYA et al. 2010)

Desta maneira, a manutencao da funcéo hepatica € de extrema importancia para manter
o0s bovinos produtivos. Essa monitoracdo pode ser realizada por exames laboratoriais hepaticos
que podem ser divididos em testes que avaliam a lesdo nos hepatdcitos, os quais detectam
colestase e por fim os que aferem a funcao hepatica. Lesdes nos hepatocitos sdo detectadas por

meio da avaliagdo de enzimas sericas liberadas ap6s o rompimento da célula hepatica,
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fornecendo elementos da extensdo, magnitude e curso (aguda ou crénica) da lesdo (THRALL
et al. 2015).

As analises convencionais para avaliagdo hepética dao informacdes sobre a integridade
do hepatocito (ALT, AST e sorbitol-desidrogenase) e integridade do sistema biliar (fosfatase
alcalinae GGT). A funcéo hepatica pode ser avaliada testando a capacidade excretora do figado
(&cidos biliares e bilirrubina) e funcdo de sintese (NH3/ureia, albumina, fibrinogénio,
protrombina entre outros) (KANEKO et al. 2008).

Quanto a ALT, é uma enzima localizada livre no plasma dos hepatdcitos, na
eventualidade de rompimento celular tal enzima € liberada na corrente circulatéria (THRALL
et al. 2015). A concentracdo de ALT ndo é tdo expressiva no citoplasma dos hepatdcitos de
equinos e ruminantes. A ALT é uma enzima que tem fluxo de ascensdo agudo, contudo sua
elevacdo é condizente a lesdo encontrada, tendo seu pico de liberagdo encontrado de 3 a 4 dias
apos a lesdo, mas com retorno para a normalidade em até 14 dias (GONZALEZ e SILVA,
2006). Segundo Thrall et al. (2015), em casos de lesdes crbnicas pode haver um discreto
acréscimo desta enzima, o que pode ser quase insignificante.

Em relacdo as enzimas ndo especificas do figado sdo a AST e LDH néo devendo ser
usadas isoladamente para estudo de doencas hepéticas, porém sdo Uteis quando empregadas
juntamente com as enzimas especificas, (KERR, 2003).

Quanto as proteinas totais no plasma, sua diminuicdo esta relacionada a problemas
hepaticos, renais e intestinas, além de hemorragias ou nutricdo deficitaria. Ragdes com proteina
bruta abaixo de 10%, por exemplo, podem acarretar na diminuicdo dos niveis séricos de
proteina no sangue em ruminantes (KANEKO et al. 2008).

De acordo com Contreras (2000), a albumina é a proteina do plasma sanguineo mais
abundante, chegando a proximo de 50% das proteinas circulantes. Ainda, colaboram com
aproximadamente 80% da osmolaridade do plasma. A albumina € produzida no figado e sua
concentracdo pode ser influenciada pela quantidade de proteina presente na racao.

A principal funcdo da albumina estd ligada ao transporte de substancia no plasma,
podendo também ser vista como uma reserva de aminoacidos para 0 metabolismo proteico
(COLES, 1984).

A maioria dos sinais clinicos de intoxicagdo por FBs em animais sdo diminuicao do apetite
acompanhada por evidéncias bioquimicas e histoldgicas de dano hepéatico (RICHARD et al,
1996). Em um experimento com novilhos holandeses em que estes foram alimentados com

dieta com nivel contendo 94 mg FB1/kg de alimento durante 253 dias, verificou-se aumento
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de AST e GGT, além de lesdo hepatocelular e células epiteliais biliares hiperplasicas (BAKER
e ROTTINGHAUS, 1999).

Alteracdes hepaticas ligadas a ingestdo de AFs também foram verificadas MASOERO et al,
2007).

Sinais inespecificos de insuficiéncia hepatica, baixa produgéo lactea e pouco ganho de peso

podem estar correlacionados a micotoxicoses (RIET-CORREA et al.2013).

3 OBJETIVOS

O objetivo geral foi avaliar se o uso do adsorvente de micotoxina, uma bentonita a base
de aluminossilicato, na dieta de vacas leiteiras em lactacdo adsorve as micotoxinas contidas na
dieta. A partir disso, avaliar qual o impacto na imunidade sistémica inata, se h4 aumento na
eficiéncia do metabolismo oxidativo leucocitario, o que refletiria em menores frequéncias de
afeccOes infecciosas como a mastite. Desta forma alcancar aumento na producéo leiteira e
melhoria na qualidade do leite, observados indiretamente por menores quantidades de CCS,

maiores volumes e incremento nos indices de proteina e gordura lacteas.
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Effect of bentonite on health and dairy production of cows submitted to the diet naturally

contaminated by mycotoxins

Efeito da bentonita na satde e producao leiteira de vacas

submetidas a dieta naturalmente contaminada por micotoxinas

Mirodion Santos Oliveira’, Dalvane Di Domenico?!, Gabriela Thomaz?!, Gabriela Garbossal, Carolina

Depaolit, Ana Carolina Abreu?, Heloisa Godoi Bertagnon?

Highligths

Brazilian climate predisposes the contamination of the bovine diet by mycotoxins.
Bentonites improved innate immunity of cattle fed a diet containing naturally produced mycotoxins.
Bentonites increased milk production of cattle fed diets containing ZEA, FB and DON.

Abstract

Mycotoxins often contaminate cattle food, which can cause liver damage, immunosuppression and reduced
production. Although there are studies showing the benefits of adsorbents in farm animals, here is limited
knowledge about its action, especially when intoxication occurs due to naturally contaminated diets. The
present study aimed to assess whether the daily oral administration of mycotoxin adsorbent, bentonite clay
based on aluminosilicate for 56 days would attenuate these changes in 18 dairy cows, multiparous in the middle
of the lactation stage, consuming a diet containing fumonisin B1 and B2, zearalenone and desoxynivalenol.
The animals were divided into treatment (TG, n = 9) and control (CG, n = 9) groups, and subjected to liver
functions, hematological assessments, oxidative leucocytes metabolism by the tetrazolium nitroazul (NBT)
technique and physical chemical analysis of milk, every week for two months, totaling eight analyzes. It was
observed that the use of the adsorbent promoted a reduction in the milk excretion of aflatoxin M1 (AFML1), an
increase in serum protein (p = 0.03) and albumin (p = 0.0001), an increase in leukocyte oxidative metabolism
from the day 24 (p = 0.05), and increased milk production from the 16th day of treatment (p = 0.08). There
was no improvement in the physical-chemical indexes of the animals' milk. It is concluded that the use of
aluminosilicate-based adsorbent was able to attenuate the effects of mycotoxins on the function of leukocytes
and to increase milk production.

Keys words: Adsorbent. Aflatoxin. Cattle. Immunity. Milk.

Resumo

Micotoxinas podem contaminar alimentos de bovinos, levando a distlrbios hepaticos, imunodepressao e
reducdo da produgdo. Embora existam estudos mostrando os beneficios de adsorventes em animais de
producdo, ha limitado conhecimento sobre sua acdo quando a intoxica¢do de bovinos ocorre por dietas
naturalmente contaminadas. O presente estudo objetivou avaliar se a administragdo oral diaria do adsorvente
de micotoxinas, argila bentonita a base de aluminossilicato durante 56 dias atenuaria alteragdes promovidas
pelas micotoxinas em 18 vacas leiteiras, multiparas no meio do estagio da lactacdo, consumindo dieta contendo

fumonisina B1 e B2, zearalenona (ZEA) e desoxinivalenol (DON). Os animais foram divididos, grupos
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tratamento (GT, n=9) e controle (GC, n=9), e submetidos as avaliacbes de enzimas e funcdo hepatica,
hematoldgicas, metabolismo oxidativo de leucdcitos pela técnica do nitroazul de tetrazolium (NBT) e anélise
fisico quimica do leite, a cada semana, durante dois meses, totalizando oito analises. Observou-se que 0 uso
do adsorvente promoveu reducdo da excrecao lactea de aflatoxina M1 (AFM:), aumento de proteina (p = 0,03)
e albumina séricas (p= 0,0001), e aumento do metabolismo oxidativo leucocitério a partir do dia 24 (p = 0,05).
Houve também elevacdo da producéo leiteira a partir do 16° dia de tratamento (p= 0,008). Néao foi observado
melhora nos indices fisico-quimicos do leite dos animais e houve pouca influéncia na atividade das enzimas
hepéticas. Conclui-se que o uso do adsorvente a base de aluminossilicato foi capaz de atenuar os efeitos das
micotoxinas na funcédo de leucdcitos e de elevar a producdo leiteira.

Palavras-chave: Adsorvente. Aflatoxinas. Bovinos. Imunidade. Leite.

Introducéo

Um dos fatores impactantes na producdo leiteira € a presenca de micotoxinas, contaminacao que gera
grande preocupacdo relacionada a saude publica e animal (DAWSON, EVANS & KUDUPQJ, 2006). Elas séo
produzidas por fungos e leveduras; microrganismos normalmente encontrados em produtos destinados a
alimentacdo animal e humana (BENNETT & KLICH, 2003). Em bovinos, a micotoxina mais estudada € a
aflatoxina (AF), a unica que produz metabdlitos ativos termoestaveis excretado pelo leite com poder
carcinogénico (MURPHY, HENDRICH, LANDGREN & BRYANT, 2006; KUTZ et al., 2009). No entanto
outras micotoxinas como fumonisina (FB), zearalenona (ZEA) e desoxinivalenol (DON) também ja foram
relatas como causadoras de lesGes hepaticas, efeitos imunossupressores e responsaveis pela menor
produtividade de bovinos (OSWALD et al., 2005).

No Brasil, a contaminagdo de substratos por fungos produtores de micotoxinas é comum,
especialmente devido as condic6es climaticas, resultando na contaminagdo por ZEA e FB no grao de milho, e
por AF, ZEA, FB e DON em silagem de milho entre 2018 e 2020 (DADALT & PRIMIERI, 2020; TISKA et
al., 2021). Desta maneira, 0 impacto das micotoxinas na salde humana e animal, motiva o desenvolvimento
de adsorventes, produtos capazes de neutralizar essas toxinas que transitam pelo trato gastrintestinal
(DAWSON et al. 2006). Como né&o existe um adsorvente ideal para todas as micotoxinas, a maioria dos
trabalhos foca nos efeitos dos adsorventes inorganicos isolados ou em associagdo com 0s organicos com o
intuito de verificar melhorias na funcéo hepatica e producao de leite de bovinos intoxicados experimentalmente
com micotoxinas. (KUTZ et al., 2009; KIYOTHONG, ROWLINSON, WANAPAT & KHAMPA, 2012;
JOVAISIENE, BAKUTIS, BALIUKONIENE & GERULIS, 2016).

Nestes estudos, 0s animais sdo intoxicados com doses altas de apenas uma micotoxina, o que pode nao
refletir uma intoxicacdo natural, em que ha diversas micotoxinas em baixas doses agindo de modo sinérgico
(CUSTODIO et al., 2019). Além disso poucos estudos analisam os efeitos de adsorventes de micotoxinas na
funcdo imune inata dos bovinos (MIGLIORATI, ABENI, CATTANEO, TORNIELLI & PIRLO, 2007;
JOVAISIENE et al., 2016; XIONG, WANG, ZHOU & LIU, 2018).
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Dentre os adsorventes inorganicos, as bentonitas, minérios argilosos da familia das esmectitas, sdo
adsorventes largamente empregadas devido ao seu custo financeiro acessivel e sua eficicia na adsor¢do a
micotoxinas, tendo bom efeito g, principalmente em relagdo as AF (SCHNEIDER, MAYER, VOLPATO &
GEWEHR, 2019) e questiondvel em relacdo a ZEA e a DON (SABATER-VILAR, MALEKINEJAD,
SELMAN & VAN DER DOELEN, 2007).

Em razdo dessa vantagem econbmica, o0 presente trabalho buscou verificar se a utilizacdo do
adsorvente inorganico bentonita a base de aluminossilicato na alimentacéo dos animais é capaz de melhorar a
salide hepatica, o metabolismo oxidativo leucocitario e a qualidade e quantidade da producéo leiteira de vacas

leiteiras alimentadas com dieta naturalmente contaminada por micotoxinas.

Material e métodos

O experimento foi aprovado pelo comité de ética e experimentacdo animal da UNICENTRO
(005/2020), para utilizacdo dos animais. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, realizado
em modelo de estudo cego nas avaliagdes em relagdo ao tratamento, durante dois meses.

Utilizou-se neste experimento, 18 vacas e novilhas leiteiras (raga Holandesa) sadias, no meio do estagio
da lactagdo, com média produtiva diaria de 29 litros de leite, oriundos de duas ordenhas mecénicas. As vacas
eram procedentes de propriedade leiteira, localizada no distrito do Jorddo em Guarapuava — PR, contendo 60
animais em lactacéo, confinadas em sistema do tipo g Barn. Estas eram alimentadas trés vezes ao dia com 14,8
kg ragéo total composta por 60% silagem de milho, 23% de concentrado comercial (Leite Max Avant® 20T
GP, Cooperativa AGRARIA), 2% de farelo de soja, 14% de pré-secado de aveia e 1% de ntcleo mineral. O
alimento estava armazenado na propriedade e era pertencente ao mesmo lote durante rodo o experimento. O
arragcoamento era realizado em sala de trato localizado ao lado do galp&o de descanso dos animais em sistema
de canzil aberto.

Estes animais foram divididos em dois grupos homogéneos, considerando volume leiteiro e contagem
de células somaticas (CCS); sendo grupo controle (GC/n=9) dieta sem adsorvente de micotoxinas e grupo
tratamento (GT/n=9) dieta acrescida de adsorvente. Cada grupo possuia quatro vacas multiparas, com producao
média de 24L dia?, sendo uma destas vacas com alta CCS (acima de 500 mil g mL?) e 5 vacas com produgao
média acima de 30 L diat, com baixa CCS.

O GT, recebeu 30g animal™ ao dia do produto a base de argila bentonita- (aluminiosilicato- 900g Kg*
- Biobond RM, Pegmatech®, Sao Paulo, SP. Brasil) durante 56 dias, diretamente adicionado no cocho sobre a
racdo total juntamente com uma pequena porg¢do de concentrado (aproximadamente 50 gramas), no periodo da
manhd, garantindo que as vacas ingerissem o produto, momento em que o canzil era fechado. Posteriormente
0 canzil era aberto e o resto da racéo total era administrada. Os animais do GC receberam manejo similar do
GT, todavia sem o aditivo na alimentacdo ou alguma substancia placebo.

Em intervalos semanais, durante dois meses nos dias: DO, D8, D16, D24, D32, D40, D48 e D56, o0s
animais foram submetidos as colheitas de sangue e de leite. As amostras de sangue foram colhidas por

venopuncdo mamaéria epigastrica superficial, e acondicionadas em tubos plésticos a vacuo contendo heparina,
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EDTA e sem anticoagulante para avaliacdo do metabolismo oxidativo de leucdcitos, realizacdo do hemograma
e analise de lesdo e funcdo hepatica, respectivamente.

Para a avaliacdo da funcédo hepética, o soro foi extraido do sangue total apds centrifugagdo a 3000/rpm
por 15 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente mensurou-se proteina sérica total, albumina, e
atividade das enzimas: aspartato aminotransferase (AST), gama glutamil transferase (GGT) e lactato
desidrogenase (LDH) por meio de exames bioquimicos utilizando a metodologia de reacdo cinética e
colorimétrica continuada decrescente, em aparelho semiautomatico Bioplus®, utilizando kits comerciais
(proteinas totais, albumina, AST/GOT Liquiform, GAMA GT Liquiform e LDH Liquiform, Labtest®
Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil).

O metabolismo oxidativo foi verificado pela técnica colorimétrica da reducéo do nitroazul de tetrazdlio
(NBT), de acordo com Choi, Kim, Cha e Kim (2006), adaptado por Flores et al. (2019). Para tanto, o sangue
foi mantido em refrigeracdo até seu processamento em no maximo 3 horas apo6s a colheita. De maneira
resumida, 100pL do sangue total foi incubado com partes iguais com solucéo de NBT (Sigma®, Séo Paulo,
Brasil) a 1% e 5 pL de 12-miristato-13-acetato de forbo (PMA a 300 ng mL™?, Sigma®, S&o Paulo, Brasil) por
30 minutos a 37°C. Apos a incubacdo, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 2000uL de EDTA (3mM)
gelado, e as heméacias foram rompidas por duas lises osmotica. Entdo o NBT externo foi removido por lavagem
e centrifugacdo (1200 rpm x 8 min a 4°.C), sendo o sobrenadante descartado, e o pellet de leucdcitos foi fixado
por metanol (1 mL Synth®, Sdo Paulo, Brasil). As células foram entdo dissolvidas com KOH (Synth® Séo
Paulo, Brasil) (3M, 120uL) e DMSO (Dimesol® - MarcoLab, So Paulo, Brasil), (99%, 140uL), sendo a
suspensdo lida em espectrofotometria 630nm (Thermo Plate®, S&o Paulo, Brasil) em duplicata, com confianga
de intravariabilidade menor que 0,05%.

O hemograma foi realizado em contador automatico de hematologia (SDH3 VET, Labtest® Séao Paulo,
Brasil) e a contagem diferencial de leucdcitos foi feita por meio de esfregacos sanguineos, levando em conta
as caracteristicas morfolégicas e métricas em microscopia optica.

A coleta de leite foi realizada diretamente na linha de ordenha (sistema fechado), em tubos contendo
bronopol. Para cada animal coletou-se uma amostra individual de leite dos quatro tetos em cada momento, e
enviou para a dosagem da lactose, gordura, proteina, extrato seco desengordurado (ESD) e CCS no laboratério
da Associagéo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH PARLPR, Curitiba, Brasil).

Nos momentos D0, D24 e D56, coletou-se cerca de 55 mL de leite de cada animal de cada grupo para
compor o pool de leite de cada grupo, para mensurar aflatoxina no leite. Para tanto, amostras de 500 ml de
leite de cada grupo, foram congeladas a -8°C até o processamento.

As amostras das silagens de milho, pré-secado de aveia, farelo de soja, do concentrado foram colhidas
em sacos plasticos em trés pontos distintos, de maneira que a coleta totalizasse 500 gramas no minimo, em
dois momentos distintos, no inicio e no meio do experimento. Entdo os alimentos e o pool de leite de cada
grupo foram encaminhados em gelo ao laboratdrio Lamic SAMITEC (Santa Maria, RS, Brasil) para detecgdo
e quantificagdo das micotoxinas. No leite mensurou-se a AFM, limite de quantificagdo 0,0025 pg L™ e nos
alimentos mensurou-se AF, fumonisinas (FB), desoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA) por cromatografia

liquida-espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), com os seguintes limites de deteccdo (LOD) e de
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quantificacdo (LOQ) 1,4 e 5,0; 200 e 500; 100 e 500 e 10 e 25 pug Kg?, para AF, FB, DON e ZEA,
respectivamente. Os resultados do alimento foram expressos em média dos momentos experimentais.

Analise estatistica. Os dados foram analisados utilizando o software estatistico Instat Graphpad. Esses
foram submetidos & andlise estatistica e representados como média + erro padréo. Para a avaliacdo da interagdo
tempo, as médias dos resultados obtidos foram analisadas pelo teste de analise de variancia ANOVA One-way
(Unstacked) paramétrico para amostras repetidas, seguidas pelo teste de Tukey. Quanto a interacdo do
tratamento, as médias dos resultados foram analisadas pelo teste T paramétrico para amostras ndo pareadas. A
variavel CCS teve distribuicdo ndo normal e por isso foi transformada em log 10 e analisada pelos testes
paramétricos descritos acima. Para cada analise, considerou-se significancia estatistica de 5% (p<0,05)
(SAMPAIO, 2002).

Resultados e discussao

Nossos resultados mostram que os bovinos foram alimentados com dieta contendo as micotoxinas FB, ZEA,
DON e AF naturalmente produzida, e que o uso de bentonita diariamente foi capaz de diminuir a excregdo
lactea de AFM1, e de trazer beneficios a sanidade animal e a producdo leiteira, conforme a discusséo a seguir.

Na tabela 1 ha os resultados referentes as anélises dos alimentos e das micotoxinas encontradas.
Observou-se gque a racdo total utilizada apresentava contaminacdo com véarias micotoxinas sendo considerada
desafiadora com base nos limites recomendados pelo Centro de Pesquisas em Forragicultura da UFPR, que
preconiza como ideal, indices na dieta inferiores de 1.000 ppb para FB, 930 ppb para DON e 285 ppb para
ZEA, para silagem de milho. E apesar de apenas a ZEA estar acima dos limites preconizados, a FB a estavam
muito préximas ao limite recomendado. Além disso os limites preconizados como ideais sdo apenas para a
silagem de milho e ndo dieta total. Cabe ainda ressaltar, que as micotoxinas podem agir de forma sinérgica
podendo potencializar o efeito toxico desta dieta (CUSTODIO et al., 2019, DADALT & PRIMIERI, 2021).

A AF ndo foi detectada no alimento ou racao total, porém houve excre¢do do seu metab6lito, AFM1,
no pool do leite das vacas (Tabela 2). Como a AFM; deriva diretamente da hidrolise da AFB; pelo figado, e
assim é liberada pelo leite, conclui-se que o alimento possuia AFB1 (CANO-SANCHO, MARIN, RAMOS,
PERIS-VICENTE & SANCHIS, 2010). Tal situacéo ja foi relatada por Pereira et al. (2005), quando em seu
experimento, nenhuma das 33 amostras de alimento animal analisadas apontou AF, no entanto houve detecgéo
no leite. Estudos indicam que a taxa de passagem de AFB; para AFM; é de 0,3 a 6,2%, e que seus teores ndo
sdo afetados pela pasteurizacdo ou esterilizagdo (PRANDINI et al., 2009). Por se tratar de pool de leite, ndo
foi feita analise estatistica desta variavel, mas numericamente foi possivel evidenciar que a bentonita reduziu
sua excrecéo.

O maior indice de AFM; encontrado no leite do presente estudo foi de 0,009 ug/kg, o que pode
representar até 6,2% do total de AFB; ingerida, diante disso haveria em torno de 0,15 ug/kg AFB; consumidos,
ou seja, o valor de AFB; presente no alimento esta bem abaixo do limite de detec¢do do método utilizado, que
foi de 1,4 ug/kg.

Esta é a Gnica micotoxina mensurada no leite dos animais, portanto sua diminuicdo neste produto

dos individuos do GT indica que o adsorvente foi capaz de sequestrar pelo menos esta toxina oriunda da dieta,
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mostrando sua eficdcia. O mecanismo de ac¢do dos adsorventes inorganicos consiste no fato das toxinas se
unirem a estes produtos por meio de cargas elétricas, impedindo que as micotoxinas sejam absorvidas pelos
animais, e consequentemente sdo eliminadas pelas fezes (FRANCISCATO et al., 2006). Em testes in vivo, a
AF é adsorvida com sucesso por produtos organicos e inorgénicos contudo quanto ao DON e a FB, estas séo
de mais dificil adsorcdo, por sofrerem altamente com influéncias de fatores tais como pH do meio e presenca
de demais micotoxinas num mesmo alimento (SABATER-VILAR et al., 2007).

Na tabela 3 encontram-se os valores médios das atividades das enzimas hepaticas (AST, GGT e LDH)
séricas. As atividades enzimaticas sofreram influéncia pontualmente apenas no D32 para 0 GT. Enquanto a
atividade enziméatica de AST aumentou apenas na interagdo tempo (p=0,04), as atividades de GGT (p=0,001)
e LDH (p=0,04) diminuiram na interacdo tempo e na interacéo tratamento (GGT=0,01; LDH=0,05). Nao houve
interacdo tempo para estas atividades no GC.

Em relacdo a atividade enzimatica da AST notou-se que a maioria dos valores mensurados estavam
dentro dos valores de referéncia para a espécie, inclusive para o GT, no qual verificou-se aumento pontual
desta enzima em D32 (KANEKO, HARVEY & BRUSS, 2008). Como esta enzima esté localizada no citosol
dos hepatdcitos, pode-se afirmar que a maioria dos animais ndo apresentava lesdes que causaram ruptura dos
hepatocitos, tais como degeneragdo ou necrose, demonstrando que embora a dieta tenha sido desafiadora, ndo
foi capaz de causar lesdes hepaticas tal qual observadas por D’ Angelo et al. (2017), em bovinos intoxicados
acidentalmente com altas doses de AF, acima de 1.250 ppb de AFB1 por dia. Ademais, ndo haviam qualquer
tipo de queixa clinica em relagdo aos animais utilizados no experimento.

A atividade enzimatica de GGT estava dentro dos valores de referéncia para a maioria dos animais
em ambos os grupos (THRALL, 2007). Alguns animais, tanto do GC quanto do GT, apresentaram aumento da
atividade de GGT, sendo acima da referéncia para a espécie nos primeiros momentos, mas posteriormente
estes teores se normalizaram. Esta enzima é sintetizada em diversos tecidos corporais, no entanto a maior parte
desta enzima sérica é oriunda do figado, e seu aumento em alguns animais poderia indicar colestase, lipidose
hepética e fasciolose (THRALL, 2007). Sua diminuicdo ndo perpetuou ao longo do tempo e sua analise
individual ndo permite uma concluséo.

Similarmente, Custodio et al. (2017) notaram que bovinos alimentados com dietas contendo baixa
taxa de micotoxinas, como 69,5ug Kg* de DON e 0,7 ug Kg* de AF, também apresentaram atividade das
enzimas AST e GGT dentro dos valores de referéncia para a espécie, o que poderia indicar auséncia de leséo
hepatica, mas ndo inocuidade da dieta.

Em se tratando da enzima lactato desidrogenase (LDH), sua atividade estava acima dos valores de
referéncia para a espécie em todos 0s momentos e em todos os grupos (KANEKO et al. 2008). Esta enzima é
produzida em diversos tecidos corporais como musculo cardiaco, esquelético e figado, sendo altamente
inespecifica, porém o aumento da sua atividade é indicativo de insuficiéncia hepatica aguda em equinos
(GARCIA et al., 1999). Num estudo conduzido por Guo et al. (2019), foi notado o aumento significativo de
LDH em vacas intoxicadas com AF com niveis acima de 63ug/Kg de, e que leveduras foram capazes de

diminuir significativamente seus teores. Desta maneira, acredita-se que a diminuicdo das atividades
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enzimaticas da GGT e LDH no GT no D32, indica que o adsorvente promoveu algum efeito hepatico, mesmo

gue pontual.

Em relagdo a funcdo hepética, os dados podem ser observados na Tabela 4. Observou-se um aumento
pontual dos teores de proteina sérica em ambos os grupos no D8 em relacdo ao DO e D24 (p<0,05) na interacdo
tempo. Em relagdo a interagdo tratamento, notou-se aumento dos teores de proteina sérica a partir do D24 no
GT em comparacdo ao GC (p<0,05), e aumento da albumina sérica a partir do D32 para 0 GT na interagdo
tempo (p<0,05) e a partir de D40 na interag8o tratamento (p<0,05).

Embora os valores de referéncia para estas variaveis em bovinos tenham uma variagdo na literatura
(LOPES, BIONDO & DOS SANTOS, 2007; KANEKO et al., 2008), a maioria dos animais de ambos os
grupos apresentava baixos teores de proteina e albumina séricas nos primeiros momentos. Enquanto os teores
de proteina sérica atingiram os parametros de referéncia em ambos os grupos, e ficaram acima dos valores de
referéncia para o GT em D16, D40 e D56, os teores de albumina sérica permaneceram abaixo dos valores de
referéncia para a maioria dos animais em todos os tempos do GC. Em GT, estes teores atingiram os valores de
referéncia a partir de D24, e ficaram acima apenas em D48.

Proteinas séricas e albuminas, sdo sintetizadas pelo figado a partir de substratos absorvidos da dieta,
assim situagBes de baixa proteina dietética, falha na ingestdo, absor¢éo, ou perda proteica por alteragdes
gastrointestinais, desidratacdes, alteracfes urinarias, perdas sanguineas ou ainda disfuncdes de sua sintese por
alteracBes hepéticas poderiam ser a causa da hipoproteinemia e hipoalbuminemia relatada (LOPES et al.,
2007). O figado é o principal 6rgdo-alvo das micotoxinas, e a intoxicagdo crénica induz lesGes que s&o
caracterizadas por proliferagdo e fibrose dos ductos biliares acompanhada por megalocitose de hepatdcitos
(KELLERMAN, COETZER, NAUDE & BOTHA, 2005).

Como ndo houve mudanga dietética, nem foram observadas diarreias, ou hiporexias, acredita-se que
estas alteracfes podem estar correlacionadas a disfungdes hepaticas.

Sabe-se que hipoalbuminemia e hipoproteinemia por disfuncéo hepética s6 ocorrem quando 70% da
funcéo hepética estd comprometida (KANEKO et al., 2008). Desta forma, acredita-se a metaboliza¢do hepética
das micotoxinas pode ter contribuido para que o aproveitamento de nutrientes e a funcdo de anabolismo
proteico ndo ocorresse em sua maxima eficiéncia. De acordo com GUO et al. (2019), o aumento de LDH
associado a diminuicdo de sintese proteica e albumina sérica seria o suficiente para indicar alteracdo hepética
e assim pode-se supor que 0s animais ja apresentavam algum desafio hepético no inicio do experimento e 0
adsorvente foi capaz de atenuar esta les&o.

Como houve aumento da proteina e albumina sérica acima dos valores de referéncia em alguns
momentos para GT, outra hipotese possivel é uma desidratacdo relativa que o adsorvente estaria gerando, em
razao do seu poder hidrofilico (VIOTTI, 2006), o que poderia estar carreando mais 4gua para o limen intestinal
e consequentemente impactando em tais indices, fato verificado também no eritrograma (Figura 1).

Sobre tal analise, o tratamento promoveu aumento estatistico do nimero de hemacias, hemoglobina e
do hematdcrito na interagdo tratamento em comparagdo ao GC entre D8 a D32 (p<0,05) contudo ndo houve

diferenca em relacdo a interagcdo tempo.
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Assim a hipotese de desidratacdo relativa pode ser reforcada pelos achados do eritrograma, no qual
verificou-se aumento do numero de hemacias, hemoglobina e do hematocrito entre D8 e D32 para o GT, fato
que também ocorre em desidratacdes (Stockham & Scott, 2011).

No entanto, Nasser et al. (2016) verificaram gue micotoxinas, como AF, promovem redugdo do
namero de eritrdcitos e hematocrito em bezerros, possivelmente devido a supressdo da hematopoiese ou ainda
por haver diminuicdo na capacidade de ligacdo com o ferro. Deste modo permanece a divida se os efeitos
encontrados no GT em relacdo a eritropoeise e as proteinas e albuminas séricas seriam em decorréncia a
desidratacdo relativa causada pelo adsorvente ou por menor exposi¢cdo da medula 6ssea e do figado as
micotoxinas que foram adsorvidas pelo produto.

Quanto aos valores médios dos leucdcitos e a razao neutréfilo linfocito (razdo N/L) (Figura 2), no GC,
um animal apresentou leucocitose por neutrofilia e linfocitose no D32 e um apresentou leucocitose por
neutrofilia em D48 e D56, nestes momentos, dois animais apresentavam secre¢do nasal mucopurulenta,
indicando uma infecgdo bacteriana, provavelmente em trato respiratorio anterior, ja que ndo foi encontrada
nenhuma outra alteracéo clinica evidente como apatia, diminuicdo da producéo do leite, hiporexia ou febre, o
que poderia indicar um quadro mais grave. No GT, nenhum animal apresentou leucocitose. Em relagdo aos
valores médios, ndo houve influéncia do uso do adsorvente na interagdo tempo ou tratamento para os leucocitos
totais e suas populacfes. O GC apresentou menor relacdo N/L tanto na interacdo tempo, como na interacéo
tratamento em D8, e posteriormente 0 GC apresentou maior proporcdo de neutréfilos/linfocito tanto na
interacdo tempo, como na interagdo tratamento em D48 e D56 (p<0,05).

Sobre o leucograma, verificamos que ndo houve influéncia do uso do adsorvente na contagem média
total de leucdcitos e nas suas populacdes. Porém a menor razdo neutréfilo/linfécito em GC no D8 indica
reducdo global do nimero de neutrofilos em detrimento dos linfécitos caracterizando um desafio viral ou
bacteriano, que foi combatido, tendo em vista que nenhum animal demonstrou manifestacdo clinica de doenca
neste periodo. Com o passar do tempo houve inversdo desta razdo em D48 e D56, momento em que alguns
animais do GC também apresentavam leucocitose por neutrofilia e secrecdo nasal mucopurulenta, indicando
gue nestes momentos pelos menos dois animais deste grupo estavam doentes.

Observou-se aumento do metabolismo oxidativo leucocitario (Tabela 5) nos animais tratados a partir
do D16 em relagdo aos momentos iniciais para o GT na interag@o tempo (p=0,004) e tratamento (p<0,05), com
excecdo no D40, quando esta funcao foi igual entre os grupos

Quando analisamos os dados do leucograma junto com o metabolismo oxidativo, pode-se verificar que
0 adsorvente melhorou a capacidade imunolédgica dos animais. Enquanto o GC ndo teve alteracdo no
metabolismo oxidativo leucocitario ao longo do tempo, foi observado aumento desta funcéo a partir do D16
para 0 GT. O metabolismo oxidativo é a explosdo respiratéria realizada por fagocitos, como neutrofilos e
mondcitos. Neste processo, durante a fagocitose sdo formados compostos oxidantes denominados espécies
reativas de oxigénio (ERO) com a funcdo de eliminar patégenos internalizados (TIZARD, 2014). O ensaio
colorimétrico de NBT mimetiza uma infec¢éo, onde fagécitos sanguineos estimulados com PMA, fagocitam
0 reagente de cor amarela e o oxidam formando um composto azulado chamado de Formazan. Ao fim da

reacdo, os leucdcitos sdo dissolvidos e 0 composto é liberado na solucéo tingindo-a de azul, proporcional a
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magnitude do metabolismo oxidativo (CHOI et al., 2006).

Desta maneira, 0 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, diferentemente do GC (TIZARD, 2014). Como ¢é sabido, as micotoxinas diminuem a
imunidade e a resisténcia a doencas infecciosas (OSWALD et al., 2005) e os adsorventes podem mitigar os
impactos de tais toxinas permitindo maior eficiéncia do sistema imunoldgico (QUEIROZ, HAN, STAPLES &
ADESOGAN, 2011).

Os dados das analises quimico-fisicas do leite estdo na tabela 6. Pode-se notar que os animais do GT
aumentaram a producao de leite a partir do D16 em relagdo aos momentos iniciais (p=0,008), porém ndo houve
interacdo tratamento. Quanto a gordura, mesmo com o aumento do volume produzido, esta variavel se manteve
estavel, ndo havendo significancia nem no tratamento nem na interagdo tempo. Similarmente as demais
variaveis também nao apresentaram diferencas significativas. Em relacdo aos teores de proteina e lactose nao
houve influéncia do tempo ou do tratamento.

Sobre a CCS, verificou-se que houve ndo houve influéncia desta variavel em relagdo ao tratamento,
contudo, houve diferengas em fungao do tempo. A CCS aumentou pontualmente em D24 em comparagdo com
DO e D40 em ambos os grupos (p < 0,05). Até o D8, havia um animal com mastite subclinica em cada grupo
(acima de 200 mil células somaticas), com o passar do tempo, o GC deixou de ter mastite subclinica a partir
do D16 e o GT a partir do D40, nao havendo diferenca estatistica para incidéncia de mastite entre os grupos
ou entre os tratamentos.

Sobre a produgdo leiteira, Kiyothong et al. (2012) verificaram que adsorventes de micotoxinas
compostos (bentonita, diatomita, levedura inativa e substancias fitogé€nicas e ficoliticas) promoveram aumento
da producdo de leite e da ingestdo de alimento de vacas leiteira submetidas a dieta naturalmente contaminada
com micotoxinas (DON, FBi, ZEA e OTA). Tal fato poderia ser a razdo do aumento da producao lactea neste
experimento, pois, de acordo com os autores mencionados, os animais tratados possivelmente podem ter
elevado o consumo alimentar, o que refletiria tanto nos indices produtivos como também numa maior
capacidade de produgao de proteina e albumina séricas.

Pourmahmoud, Pirmohammadi & Khalilvandi Behroozyar (2019) também verificaram que o
complexo adsorvente formado por varios silicatos e extratos das paredes celulares de levedura (Saccharomyces
cerevisae) promoveu aumento em 18,30% na producdo de leite de cabras alimentadas com dietas contendo
micotoxinas incluidas na dieta, ficando-se na divida se este aumento ocorreu por melhorias do figado, que
forneceu mais nutrientes a glandula mamaria, ou devido a melhorias na fermentagdo ruminal, o que também
propicia maior fornecimento de nutrientes a glandula mamaria .

Independente do mecanismo, o adsorvente promoveu aumento da produgdo leiteira em 17,12% (6,2
litros de leite a mais por dia) em nosso estudo. Tendo em vista que custo do produto comercial ¢ estimado em
RS 0,18 por animal por dia, justifica-se 0 aumento no investimento dentro do sistema produtivo, devido ao
maior retorno financeiro para o produtor, ressaltando-se que o suplemento utilizado consistiu de apenas um
ingrediente, argila bentonitas, ao contrario da pesquisa conduzida por Pourmahmoud et al. (2019).

Nao se observou influéncia do adsorvente na CCS. Similarmente Xiong et al. (2018), utilizando
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adsorvente a base de aluminossilicato em vacas leiteiras submetidos por longos periodos as dietas
contaminadas com AFB; ndo encontraram variagdo na contagem de CCS, em animais com média de 4 mil cél/
mL! (£0,089). Possivelmente isso ocorreu porque os animais em sua maioria ja possuem baixa CCS em virtude
do manejo, alimentagéo e sanidades dentro dos padroes desejaveis.

Mesmo com o aumento da producdo leiteira no GT, o fato das variaveis fisico-quimicas do leite ndo
sofrerem alteragdes, provavelmente se deve pelo motivo de que, na propriedade na qual foi realizado o

experimento, tais pardmetros ja possuiam niveis desejaveis dentro de um sistema produtivo.

Concluséao

O uso de 30 gramas do adsorvente argila bentonita a base de aluminossilicato melhorou a sanidade de
vacas leiteiras alimentadas com dieta contendo as micotoxinas naturalmente produzidas: ZEA, DON, AF e FB.
O aumento da produgdo leiteira ndo foi acompanhado por melhorar nos parametros de qualidade do leite,
contudo seu uso se justifica em virtude do retorno econémico decorrente do incremento imune e do aumento

produtivo dos animais.
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AnNexos

Tabela 1 - Composicdo quimica dos alimentos utilizados na alimenta¢do dos animais e

guantidade de micotoxinas detectada.

Parametro Silagem de Concentrado Farelo de Pré-secado de Mistura
milho soja aveia

MS % 42 87,5 89 53,7 68,51
MM % MS 3,49 8 6,84 6,5 7,05
PB % MS 7,98 20 49,72 9,2 16,7
EE% MS 3,57 4,8 4,51 5,0 4,7
FDN % MS 35,01 9,28 64,2 -
FDA % MS 21,03 12 7,76 38,9 19,86
NDT % MS 76,39 84 4,45 60,61 67,79
FB1 ug Kg* 435,4 400,1 125 ND 683,7
FB2 ug Kg* 158,9 125 ND ND 306,6
ZEA ug Kg? 514,9 ND 36,1 ND 503,9
DON pg Kg'* 260,3 17734 ND ND 724,61
AF ug Kg* ND ND ND ND ND

MS= matéria seca; MM= matéria mineral; PB= proteina bruta; EE= extrato etéreo; FDN= fibra
em detergente neutro; FDA= fibra em detergente &cido; NDT= nutrientes digestiveis totais; ppb
= partes por bilhdo; ND = ndo detectado.FB- fumonisina, ZEA- zearalenona, AF-aflatoxina

Tabela 2 - Teores de aflatoxina M1 no pool de leite de vacas néo tratadas (GC) e tratadas
com adsorvente de micotoxinas (GT).

Aflatoxina M1 p g Kg* (ppm) Momentos
DO D24 D56
GC 0,009 0,009 0,008
GT 0,009 0,004 0,003

ppm = partes por milh&o
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Tabela 3 — Atividade de enzimas hepaticas séricas (AST, GGT e LDH) de vacas em
lactacdo néo tratadas (GC) e tratadas com adsorvente para micotoxinas (GT).

Momentos
Variaveis DO D8 D16 D24 D32 D40 D48 D56 px
Média 96,67a 100,11a 89,22° 79,67a 100,78a 94,56a 106,11° 100,33a
GC 0,38
EPM 937 1512 8,27 10,04 15,86 9,55 20,15 14,17
AST Media 90442 103,11a
ULt gt Med1a 8444 b 82,332 102,22b 97,8%9a 99,56° 127,00a 0,04
EPM 12,75 8,12 9,87 10,55 14,99 12,06 11,28 23,47
pY 083 0,24 0,06 097 024 0,27 0,30 0,11

GC Média 47,11a 41,89a 38,56* 4522a 33,44a 42,00a 40,33 4556a 0,56
EPM 5,41 5,46 1,94 5,99 3,85 6,49 4,40 6,40

LDH

Sf_Tl GT Média 6144a 28.44ab 41.00a 4456a 2000b 4644a 48568 4033a 0,001
EPM 1209 437 460 566 440 440 961 961
py 021 009 045 050 00l 019 019 021
32060 253667 260944 25798 266877 33492 283911 28552
GC Média
a a a 9a a 2a a 2a

EPM 230,94 28534 264,18 206,03 262,51 290,98 303,32 216,77 0,15

... 3009,0 2283,00 2266,78 2596,0 1956,22 2812,8 2487,77 2596,0
-1 ’ 1 ) ’ ’ 1 1 1
UL® GT Media a ab ab Oa b 9a ab Oa 0,04
EPM 27629 329,53 29435 21947 230,36 289,89 317,18 352,00
py 0,83 0,77 0,22 0,40 0,05 0,08 0,42 0,54

EPM = Erro padrdo da média. P* interacdo tempo. PY interacdo tratamento. GC= grupo controle.
GT= grupo tratamento. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica
na interacdo tempo. Teste de Tukey (p<0,05). 1- Valores de Referéncia: AST= 78- 142 U L,
GGT=6,1-17,4 U L, LDH- 692-1445 U L* (KANEKO et al., 2008, THRALL, 2007).

Tabela 4 - Proteina e albumina séricas de vacas ndo tratadas (GC) e tratadas com adsorvente
para micotoxinas (GT).

Momentos

Variaveis DO D8 Dl6 D24 D32 D40 D48 D56 P

Media 6,48a 7,31b 7,22ab 6,04a 6,80ab 6,69ab 7,02ab 7,06ab

Proteina cc EPM 038 039 032 022 023 032 035 0,34 0.01

sérica GT Média 6,70a 8,13b 7,62ab 7,21a 7,30ab 7,82ab 8,03ab 8,16ab 0.03

gdL? EPM 035 042 021 023 026 022 016 0,32 ’
PY 028 015 020 001 003 0,01 001 0,02

GC Média 2,73a 2,78a 2,84a 2,77a 3,112 2,75a 3,15a 2,84a 0,20
EPM 006 009 010 016 014 020 0,14 0,21
Albumina GT Média 2,86a 2,78a 2,85a 3,19a 3,42b 3,35b 3,58b 3,53b 0,0001

gdL? EPM 0,09 008 013 0,17 013 0,09 0,12 0,11

Y
P 0,20 0,20 0,12 021 024 002 005 0,01

EPM = Erro padrdo da média. P* interacdo tempo. PY interacdo tratamento. GC= grupo controle.
GT= grupo tratamento. Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica
na interagdo tempo, teste de Tukey (p<0,05). 1- Valor de Referéncia: Proteina sérica 6,74-7,46 ¢
dL?; albumina sérica 3,03-3,55 g dL (KANEKO et al., 2008).
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Figura 1 - Representacdo gréfica das avaliacbes hematoldgicas referente as hemécias (A), hematdcrito (B)
e hemoglobina (C), realizadas em vacas lactantes ndo tratadas (GC) e tratadas com adsorvente para

micotoxinas (GT). * indica diferenca estatistica na interacdo tratamento, teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 2- Representacéo gréafica do leucograma de vacas lactantes ndo tratadas (GC) e tratadas com adsorvente
para micotoxinas (GT). Prancha A- Leucograma. Prancha B- Razdo neutréfilo linfocito (razdo N/L) Neut. =
Neutrofilos; Linf = Linfdcitos; Mon = mondcitos; Eos = Eosinofilos; Bas = Baséfilos. * Diferenca estatistica
para a razdo N/L interacdo tempo (p < 0,05 teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 5 - Metabolismo oxidativo de leucdcitos sanguineos de vacas lactantes nédo tratadas
(GC) e tratadas com complexo de adsorvente para micotoxinas (GT).
MO DO DO D8 D16 D24 D32 D40 D48 D56 px
GC Média 0,421a 0,411a 0,451a 0,419a 0,379a 0,490a 0,395a 0,504a 0,06
EPM 0,021 0,018 0,036 0,036 0,03 0,026 0,039 0,028
GT Meédia 0,421a 0,427a 0,555b 0,613b 0,537b 0,550b 0,497b 0,602b 0,004
EPM 0,021 0,025 0,038 0,062 0,037 0,026 0,032 0,034
pY 0,42 0,6 0,05 001 0,004 052 005 0,04
DO = Densidade 6ptica. EPM = Erro padrdo da média. GC = Grupo controle. GT = grupo

tratamento, a ou b Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica na

interacdo tempo, teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 6 - Andlise fisico-quimica do leite de vacas lactantes ndo tratadas (GC) e de vacas

tratadas com o complexo de adsorvente para micotoxina (GT).

Dados do
Leite DO D8 D16 D24 D32 D40 D48 D56 P
GC Média 29,88a 29,58a 32,42a 30,78a 29,14a 31,72a 31,78% 32,44a
EPM 13 098 124 101 131 133 123 144 007
(Pli‘;dé‘g??) - Média 5gg6a 31,96a 34,44b 33,14b 33,64b 34,76b 3540b 35,06b
EPM 07 08 108 127 111 133 094 106 (g
pY 068 038 055 038 018 043 026 0,48
s oc Média 373 4042 39la 4080 407ab 392a 3,828 429 0,03
Loq 10 EPM 019 022 013 007 016 013 011 011
ol or Meédia 3782 393 371a 397b 37% 356a 373 3682 .
i EPM 017 016 018 018 022 017 019 019
pY 088 059 043 09 036 063 094 0,16
GC Media 4,18a 4,05a 4,17a 427a 4242 4052 395 383 0,94
ordura EPM 015 031 034 022 023 035 024 037
1005y CF Média 38 4082 337a 355 350a 34% 316 35 054
EPM 03 035 034 039 036 043 035 047
pY 095 015 036 024 053 016 049 0,66
GC Media 340a 349a 3481 3230a 3508 332a 352 366a 095
oroteina EPM 0199 023 018 020 017 026 02 023
(g100gy OF Média 436a 46la 456 4582 456a 4652 463 455 056
EPM 044 021 024 014 026 023 027 029
pY 028 055 035 077 009 036 034 0,39
GC Media 462a 4,7la 471a 46la 4708 472a 478 472a 041
Lactose EPM 008 003 005 002 005 005 005 0,05
(9100g?) GT Meédia 436a 46la 457a 459 457a 4,66a 4,63% 457% 057
EPM 017 007 008 005 009 008 009 013
pY 035 034 028 058 040 043 025 024

CCS- contagem de células somaticas. EPM - erro padrdo da média. P* interacdo tempo. PY

interacdo tratamento, a ou b Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca

estatistica na interacdo tempo, teste de Tukey (p<0,05).



