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RESUMO

As micotoxinas tém sido um problema na producdo avicola por estarem presentes nos
principais ingredientes (milho e farelo de soja) que compdem a racdo para aves, levando a
problemas como: inadequado aproveitamento dos alimentos e diminuicdo de imunidade
animal frente a patdgenos diversos. Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da adicdo de
adsorventes de micotoxinas, em dietas de frangos de corte contaminadas naturalmente com
aflatoxinas e fumonisinas, sobre os parametros: biométricos, soroldgicos e histopatologicos.
O experimento foi realizado com 60 aves, com sete dias de idade, da linhagem comercial
Cobb distribuidas em trés tratamentos: T1 — Controle (sem inclusdo de adsorventes de
micotoxinas na dieta); T2 — inclusdo de 0,5 kg/t do adsorvente A (composto por
aluminossilicato de sddio e calcio modificado industrialmente) e T3- inclusdo de 1,5 kg/t do
adsorvente B(composto por aluminossilicato de sédio e célcio). As aves receberam, em todos
os tratamentos, dietas isonutritivas, feitas com milho sabidamente contaminado, em campo
por micotoxinas. Essas aves foram criadas até 60 dias de idade, quando foi realizada sorologia
para NDV/(virus da doenca de Newcastle) e IBDV(virus da doenca infecciosa bursal) e
preparadas para eutanasia para posteriores analises histopatoldgicas e biométricas. Ao final, o
peso vivo foi significativamente diferente entre os tratamentos T1 e T2 (P=0,01400),
observando-se maior peso das aves que receberam o adsorvente A (4,26 = 0,37). Entre os
6rgdos analisados, apenas o peso da tonsila cecal apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos T1 e T2 (P<0,05; P=0,03008), sendo que T1 (5,209 £ 1,239) apresentou peso
médio levemente superior ao peso medio do T2 (4,05g + 1,208). No teste soroldgico, as
quantidades de imunoglobulinas para IBDV apresentaram concentrac@es significativamente
maiores no T2 (P=0,041). A intoxicagdo das aves com aflatoxinas e fumonisinas provocou
lesbes histopatologicas nos érgdos linfoides (bolsa cloacal, baco, timo e tonsilas cecais),
figado e rins. Contudo os adsorventes usados A e B minimizou as lesdes, principalmente no
figado, bursa, e timo. A menor intensidade das lesbes proporcionou melhores resultados
soroldgicos para IBDV no grupo tratado com o adsorvente A, resultando em aves com melhor
desempenho, conclui-se sugerindo que este adsorvente produz melhor efeito nas aves em

condigdes de campo.

Palavras-chave: imunopatologia avicola, lesdes hepaticas, linfocitos, sistema imune, toxinas

fangicas



ABSTRACT

Mycotoxins have been a problem in poultry production to be present in the major ingredients
(corn and soybean meal) that make up the poultry feed, leading to problems such as an
inadequate use of food and reduction of animal front immunity to various pathogens. Thus it
aimed to evaluate the effects of adding mycotoxin adsorbents in broiler diets naturally
contaminated with aflatoxin and fumonisin, on the parameters: histopathology, biometric and
serological. The experiment was conducted with 60 birds, seven-day-old Cobb commercial
line in three treatments: T1 - control (not including mycotoxin adsorbents in diet); T2 - adding
0.5 kg / t. of adsorbent A and T3 inclusion of 1.5 kg / t of adsorbent B. The broilers receive in
all treatments, isonutritives diets naturally contaminated by mycotoxins. These broilers were
raised up to 60 days old when was made serology tests for NDV and IBDV, and after were
sacrificed for histopathologic and biometric analysis. The results were submitted to analysis
of variance (ANOVA) with significance level of 5% probability and Tukey test. There were
significant differences between treatments (P <0.05) in body weight. The body weight was
significantly different between T1 and T2 (P = 0.01400), with a higher weight of the broilers
receiving the adsorbent (4.26 + 0.37). Among the organs analyzed, only the weight of the
cecal tonsil significant difference between T1 and T2 (P <0.05; P = 0.03008), and T1 (5,20g +
1.239) had an average weight slightly higher than average weight of T2 (4,05g = 1.208). The
amounts of immunoglobulins to IBDV showed significantly higher concentrations in T2 (P =
0.041). This contamination of broilers aflatoxin and fumonisin caused histopathological
lesions in immune organs, liver and kidneys. However adsorbents used A and B reversed in
parts of the lesions, especially in the liver, bursa and thymus. This reversal of lesions led to
improved serological tests for IBD (Gumboro bursal-infectious disease) in the group treated
with the adsorbent, resulting in broilers with better performance, suggesting that this

adsorbent showed better effect on broilers in field conditions.

Keywords: immune poultry pathology, hepatic lesions, lymphocytes, immune system, fungal

toxins
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1.INTRODUCAO

A avicultura de corte € uma atividade econdémica de grande importancia no setor
agropecuario brasileiro. Conta com tecnologia de ponta nas diversas areas do sistema de
producgdo: genética, sanidade, nutrigdo, manejo e biosseguridade. Isso tem contribuido de
forma significativa no cenario mundial de producéo de frangos de corte, levando o Brasil a
ocupar o segundo lugar superando a China e ficando atras apenas de Estados Unidos com
producdo de 13.546,5 milhdes de toneladas (AVISITE, 2016). Segundo a Associacédo
Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2016), o pais lidera nas exportacdes mundiais com
4,304 milhdes de toneladas de carne de frango (incluindo frangos inteiros, cortes, salgados,
processados e embutidos) exportadas em 2015, o que representa, aproximadamente, 37% das
exportacfes mundiais.

O destaque observado na cadeia avicola, no Brasil € no mundo, deve-se,
principalmente, aos ganhos obtidos com os programas de melhoramento genético de aves, que
desenvolveu diversas linhagens altamente produtivas. Atualmente o frango de corte apresenta
uma conversao alimentar média de 1,8 (kg de racdo consumida/kg de ave) e é abatido aos 42
dias de vida com peso médio de 2,6 kg (OLIVEIRA & NAAS, 2012; PATRICIO et. al.,
2012). No entanto, essas linhagens atuais para alcangarem os parametros produtivos
preconizados s80 muito exigentes quanto a sanidade, nutri¢do, instalacbes e ao manejo
(TEIXEIRA,1998; BORGES et al., 2006).

Quanto a nutricdo, a alimentacdo é o item que mais onera 0s sistemas de criacdo
avicola, correspondendo a aproximadamente 70% dos custos da criacdo, uma vez que para
atingir os indices de producdo desejados sdo utilizadas ragcbes balanceadas, contendo
ingredientes de alto custo como milho e soja (ALBINO & TAVERNARI, 2008), para cada
fase de vida das aves de corte como: pré-inicial (1-7 dias), inicial (8-21 dias), crescimento
(22-35 dias) e terminagdo (de 36 dias até o abate). As racfes contém todos 0s nutrientes
necessarios para a manutencdo bioldgica das aves bem como para producdo de carne
(TOLEDO, 2002). Porém, parte dos nutrientes pode ser perdida se os ingredientes da racédo
ndo forem de boa qualidade.

A qualidade dos ingredientes utilizados na fabricacdo de racdo para os animais pode
levar a maximizacdo de ganhos ou perdas de resultados zootécnicos e econdmicos. Um dos
problemas que afetam a qualidade dos ingredientes das ra¢cdes na producdo avicola é a
presenca de micotoxinas (toxinas produzidas por fungos) nos ingredientes, notadamente

milho e farelo de soja, que perfazem 70% do volume total da racéo para aves. Estima-se que
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25% da producdo mundial de grdos contém algum tipo de micotoxina (SANTURIO, 2000;
FREIRE et al., 2007). O milho, por exemplo, tem se mostrado contaminado com altos niveis
de varios tipos de micotoxinas, tais como: aflatoxina e fumonensina que sdo as mais
encontradas no territorio brasileiro. No intervalo de 10 anos (2004-2014) amostras de milho
foram analisadas e confirmaram a presenca em 47% delas contaminadas com aflatoxinas, com
quantitativo médio de 0,009 ppm, enquanto o percentual no mesmo periodo para as
fumonensinas foi de 81%, com quantitativo médio de 1,99 ppm. Mostrando predominancia
desses dois tipos de micotoxinas sobre as demais (MALLMANN et al., 2014). Essas
micotoxinas causam grandes problemas nos animais que as consomem, tais como: inadequado
aproveitamento dos alimentos e diminuicdo de imunidade animal frente a patdgenos diversos.
Dessa forma, torna-se substancial, pesquisas que solucionem ou minimizem os problemas
zooteécnicos e sanitarios causados por micotoxinas em aves.

Os adsorventes de micotoxinas constituem em uma alternativa valiosa, mas paliativa,
para minimizar os efeitos causados pelas toxinas aos animais, pois agem na detoxifica¢do, ou
seja, retira as toxinas do organismo do animal. Enquanto, 0s meios para evitar o crescimento
dos fungos nas safras de grdos ainda sdo medidas de alto custo e, por esse motivo, sdo pouco
empregados (SEKIYAMA et al., 2006). Existem varios tipos de adsorventes de micotoxinas
comerciais, que agem sobre determinados tipos de micotoxinas e com recomendacdes de
inclusdo bastante variadas. 1sso levanta dois questionamentos sobre quais séo os melhores
adsorventes e a quantidade que deve ser incluida nas racGes das aves.

A maioria das literaturas, sobre o uso de adsorventes de micotoxinas nas racoes de
frango de corte, recomendam niveis de inclusdo baseando-se nos resultados observados
qguanto as caracteristicas de desempenho, principalmente, ganho de peso e peso ao abate
(SMITH, 1999; SANTURIO, et al., 2005), porém uma minoria trata dos efeitos sobre érgéos
especificos que sdo de extrema importancia para o funcionamento e desenvolvimento
fisiologico e imune das aves (ROSSI et al., 2010).

Dentro do contexto apresentado, objetivou-se com este avaliar os efeitos da adicéo de
adsorventes de micotoxinas, em dietas de frangos de corte contaminadas naturalmente com
aflatoxinas e fumonisinas, sobre os parametros: biométricos, soroldgicos e histopatologicos,
visando, dessa forma, identificar se as recomendacdes dos fabricantes de adsorventes atendem

as necessidades de campo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Efeitos das principais micotoxinas de importéancia na avicultura de corte

Micotoxinas sdo descritas na literatura como sendo metabdlitos secundarios
toxicos e biologicamente diversos, produzidos por varios fungos, particularmente por espécies
de Aspergillus, Fusarium e Penicilium (JOUANY & DIAZ, 2005). As micotoxinas sao
produzidas em condicdes de estresse sofridas pelos fungos como mudancas de temperatura,
umidade ou aeracdo e na presenca de agentes agressivos (SANTIN, 2005), podendo ocorrer
no campo, antes mesmo da colheita, ou durante o armazenamento, persistindo em alimentos e
ragOes destinados ao consumo humano e de animais, respectivamente (CARVAJAL &
ARROYO, 1997). A intoxicacdo humana pode ocorrer por via direta ou indireta. Na via direta
a intoxicacdo se da pelo consumo de produtos de origem vegetal contaminados, enquanto, na
indireta a intoxicacdo ocorre pelo consumo de produtos de origem animal com residuos de
micotoxinas (carne, leite, ovos, etc.) (FERNANDEZ et al.,1994). Nos animais, a intoxicagio
ocorre de forma direta quando estes sdo alimentados com ragfes contendo ingredientes de
origem vegetal contaminados. Os produtos alimenticios mais susceptiveis ao desenvolvimento
destes fungos incluem, principalmente, milho e trigo que, normalmente sdo utilizados na
composicdo de ragdes empregadas em avicultura (LEESON et al., 1995). Na regido nordeste,
a composicdo de racdes para frangos de corte é composta por, aproximadamente 70% de
milho.

Os fungos podem ser divididos de acordo com o momento que contaminam o
alimento: fungos de plantio e fungos de armazenamento. Os fungos de plantio sdo aqueles que
contaminam os grdos antes da fase de colheita, e os fungos de armazenamento s&o
responsaveis pela contaminacdo na fase de colheita ou etapas posteriores a colheita, tais
como, transporte, armazenamento e processamento (FREIRE et al., 2007). Existem alguns
fatores que determinam o crescimento dos fungos e a producdo de micotoxinas, podendo ser
divididos em fisicos, quimicos e bioldgicos. Os fatores fisicos referem-se a umidade ou agua
livre, atividade de agua, umidade relativa do ar, temperatura e integridade fisica dos gréos. Os
fatores quimicos consistem em pH, composicdo do substrato, nutrientes e minerais, etc.
Enquanto, os fatores bioldgicos sdo a presenca de invertebrados e cepas especificas de fungos
com habilidade para producao de micotoxinas (GIMENO & MARTINS, 2011). Dessa forma,
para evitar o crescimento dos fungos produtores de micotoxinas devem ser fornecidas
condigdes desfavoraveis ao crescimento dos mesmos, refletindo na diminuigdo de

contaminacdo dos alimentos por micotoxinas.
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A grande preocupagdo com as micotoxinas, na avicultura, bem como na maioria dos
sistemas de criacdo de animais de producdo, refere-se as enfermidades denominadas de
micotoxicoses (ROSMANINHO et al., 2001), que em aves causam graves problemas tanto
pelo crescimento reduzido da ave como pela imunossupressdo que deixa as aves mais
suscetiveis aos agentes infecciosos e ainda aumenta as chances de falhas nas respostas
vacinais. Além disso, as toxinas em aves sdo responsaveis por altas taxas de mortalidade e
pela reducdo da conversdo alimentar (EBRAHIMI & SHAHSAVANDI, 2008; SANTIN et al.,
2003).

Na avicultura, as micotoxinas de maior importancia sdo: aflatoxinas, fumonisinas,
ocratoxinas e os tricotecenos (SATURIO, 2000; MALLMANN, 2006). No entanto, a
presenca delas segue certa distribuicdo geogréafica, predominando no Brasil as aflatoxinas e
fumonisinas (DEVEGOWDA et al., 1998). A contaminacdo das aves com estas micotoxinas €
quase inevitavel, uma vez que cerca de 60% a 70% dos milhos estdo contaminados com
aflatoxina e fumonisina, respectivamente (LAMIC, 2012a, 2012b). A presenca de uma
micotoxina, ndo exclui a presenca de outras como pode ser verificado no trabalho de
KAWASHIMA et al. (2006), que analisaram a ocorréncia de aflatoxina, fumonisina e
ocratoxina em alimentos destinados a alimentacdo humana, tendo incidéncia principalmente
das aflatoxinas e das fumonisinas em um mesmo alimento. Um estudo similar analisou a
ocorréncia de aflatoxina e fumonisina na cadeia de producgéo de frango de corte no estado de
Sdo Paulo, constatando a presenca dessas duas micotoxinas em racGes e milho
(KOBASHIGAWA, 2010). A importéancia de se estudar a ocorréncia simultanea de duas ou
mais micotoxinas refere-se ao efeito sinérgico que podem ocasionar, pois muitas vezes
quantidades ndo toxicas de uma determinada micotoxina podem se tornar téxica quando

agindo concomitantemente com outras micotoxinas (FERNANDES et al., 2006)

2.1.1. Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo produzidas por fungos do género Aspergillus, espécies A. flavus, A.
parasiticus e A. nomius (MOSS, 1998) e consistem em pelo menos 18 compostos similares
entre si, sendo os mais importantes identificados como B1, B2, G1 e G2 (COULOMBE,
1991). Apesar de possuirem uma distribuicdo cosmopolita, essas micotoxinas estdo
amplamente distribuidas em paises de clima tropical e subtropical (LEESON et al., 1995) e
sdo as que mais afetam as aves (GIMENO & MARTINS, 2011).
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As aflatoxinas foram descobertas em 1960 quando provocaram um surto com alta
letalidade em aves (especialmente em perus), na Inglaterra, que foram alimentados com
amendoim proveniente do Brasil e da Africa. A partir dessa época, diversos estudos
priorizaram as micotoxinas, especialmente as aflatoxinas, que hoje sdo as mais conhecidas e
estudadas, ndo somente por serem tdxicas para 0s animais e humanos, mas também por
apresentarem elevado potencial carcinogénico (RESANOVIC et al., 2009). As enfermidades
causadas por aflatoxinas sdo denominadas de aflatoxicoses, que podem ser divididas em
cronicas (ingestdo de aflatoxinas em baixas dosagens, mas em longos periodos) e agudas
(ingestdo de altas concentracOes de aflatoxinas). Os efeitos da aflatoxicose aguda sdo
deterioracdo do estado geral das aves, diminuicdo no consumo de ragdo, hepatite aguda,
ictericias, hemorragias e aumento na mortalidade, sinais esses que podem ser evidenciados
rapidamente apds a ingestdo de alimentos contaminados (DILKIN & MALLMANN, 2004).
Enquanto, as aflatoxicoses cronicas sdo mais dificeis de serem notadas, porém causam efeitos
negativos na taxa de crescimento das aves ao longo do ciclo produtivo, resultando em perdas
econbmicas consideraveis (LEESON et al., 1995; DILKIN & MALLMANN, 2004). As
aflatoxicoses agudas acometem, principalmente, as aves jovens, considerando que os efeitos
deletérios das aflatoxinas s&o maiores na fase inicial de criagdo de frangos de corte (até os 21
dias de vida), enquanto que as aflatoxicoses cronicas acometem as aves até a fase final de
criacdo, sendo observada pela diminui¢édo no ganho de peso (HUFF et al., 1986) e piora na
conversao alimentar devido as lesdes intestinais que compromete a capacidade de absorcéo
dos nutrientes (LAZZARI, 1993).

Em geral, a primeira mudanca ocasionada pela aflatoxicose é alteracdo no tamanho
dos orgaos internos com aumento de tamanho no figado, baco e rins, e diminuigéo da bursa de
Fabricius e timo. O figado é o principal 6rgdo onde as aflatoxinas sdo metabolizadas
(HESSELTINE, 1976). Nas aves com aflatoxicose, o figado sofre alteracbes para uma
coloracdo amarelada e friavel, com acentuada infiltracdo de gordura. Quanto maior for a dose
e 0 tempo de intoxicacdo por aflatoxina, maior serd o grau de infiltracdo gordurosa podendo
chegar a 68% de aumento do figado em frangos de corte (MERKLEY et al., 1987). Além
dessas alteracbes, as aflatoxinas causam efeitos de imunossupressdo (SHARMA, 1993;
LEESON & SUMMERS, 2001). No caso de seus efeitos imunossupressores, podem-se citar
0s mais conhecidos que sdo a inibicdo dos fagdcitos e da sintese de proteina, afetando os
acidos nucleicos e a sintese de proteinas e, consequentemente, diminuindo a producéo de
anticorpos que sdo gerados através da sintese proteica (BATINA, 2004). Embora os

mecanismos de imunossupressdo, pelas aflotoxinas, ndo sejam bem esclarecidos, ja foi
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demonstrado que as aves intoxicadas com as aflatoxinas apresentaram efeitos negativos sobre
a resposta imunologica para doencas de Gumboro e reducdo na resposta imunoldgica humoral
de vacinas contra as doencas de Newcastle e bronquite infecciosa (AZZAM & GABAL,
1997; GABAL & AZZAM, 1998). Seguramente, os efeitos deletérios das aflotoxinas podem
ser determinados pelos niveis presentes nas racdes e idade das aves; por exemplo, niveis a
partir de 0,05 ppm de contaminacdo de alimentos causam uma diminui¢do da resposta
imunoldgica humoral de frangos de corte vacinados contra doenca de Newcastle aos 35 e 42
dias de idade das aves, levando as aves a apresentarem anemia acompanhado de leucopenia e
trombocitose (TESSARI, 2004).

Uma das justificativas para os efeitos observados no sistema imunol6gico, ocasionado
pela imunossupressdo induzida pela aflatoxina, pode ser a diminuicdo da atividade dos
linfécitos T ou B e do comprometimento da funcdo efetora dos macrofagos (CORRIER,
1991), bem como uma diminuicdo da atividade fagocitica de monécitos (GHO SH et al.,
1990). Adicionalmente, verifica-se que a aflatoxina causa a aplasia do timo, baco e bursa
Fabricius das aves, e quando as aves sdo alimentadas com ra¢Ges contendo quantidades de 0,6
a 10,0 ppm de aflatoxinas ocorre a supressdo da classe de imunoglobulina A e G durante a
imunizacdo (KARAMAN et al., 2005). No entanto, a resposta a intoxicagdo por aflotoxinas
ndo deve ser relacionada apenas com a concentragdo, mas também com o nivel de conforto
das aves, pois quanto maior o nivel de estresse, menor sera a quantidade de toxina necessaria

para alterar o desempenho dos animais (DOERR et al., 1983).

2.1.2. Fumonisinas

As fumonisinas sdo metabdlitos secundarios produzidos, principalmente, pelas
espéecies Fusarium verticillioides e pelo Fusarium proliferatum, e por alguns fungos do
género Alernaria. Uma das principais caracteristicas em comum dessas espécies de fungos é a
preferéncia por temperatura ambiente entre 25 e 35°C e atividade de &gua de 0,94 a 0,98.
Essas condi¢cOes sdo ideais para 0 bom desenvolvimento das col6nias fungicas produtoras de
fumonisina (SANCHIS et al., 2006).

As fumonisinas consistem em 6 compostos dos quais pode-se destacar pelo menos trés
mais frequentes nos graos: fumonisina B1, B2 e B3 (FB1, FB2 e FB3). O composto FB1 € o
mais toxico e abundante, sendo isolado em cerca de 70% das contaminac¢des com fumonisina
em alimentos e ragfes, seguido pelos FB2 e FB3 (MARASAS,1995). Apesar das aves

apresentarem certa resisténcia as fumonisinas (VOSS et al., 2007), alguns estudos apontam
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que a FB1 age sobre antigenos de superficies de linfécitos T, interrompendo o equilibrio da
subpopulacdo de linfécitos e inibindo a sintese de DNA em linfocitos normais, ocasionando
assim uma baixa no sistema imunoldgico do animal (MINAMI et al., 2004; VOSS et al.,
2007). Em aves, niveis de FB1 acima de 150 ppm ocasionam diarreia, diminuicdo do
consumo de alimentos e ganho de peso, aumento do peso do figado e rins e necrose hepética
(NORRED & VOSS, 1994). Para as fases inicias do desenvolvimento de frangos de corte,
cerca de 10 ppm de FB1 durante 6 dias pode contribuir para aparecimento de petéquias,
aumento do tempo de coagulacdo sanguinea e diminuicdo da concentracdo de albumina sérica,
além de efeitos hepatotoxicos (ESPADA et al., 1997). Aves de corte alimentadas com dietas
contendo niveis de 0, 100, 200, 300 ou 400 ppm de fumonisina B1 até 21 dias de idade ndo
ganham peso satisfatoriamente a medida que o nivel de FB1 na dieta é aumentado (LEDOUX
et al., 1992). Enquanto, niveis de 20, 40 e 80 ppm de fumonisinas B1 ndo tém efeitos sobre o
desempenho de frangos de corte, peso da bolsa cloacal, figado, rins e baco (HENRY et al.,
2000). Resultados semelhantes a esses foram verificados por Souza et al. (2011) que nao
verificou alteracdes no desempenho de frangos de corte aos 42 dias de idade recebendo racdes

contaminadas com diferentes niveis de fumonisinas (0,05, 1,3 e 2,3 ppm).

2.2. Niveis de tolerancia e controle de micotoxinas

Podem-se citar alguns fatores que devem ser considerados na determinacdo dos limites
méaximos de tolerancia de micotoxinas em alimentos e ra¢gdes para animais: disponibilidade de
dados toxicoldgicos; disponibilidade de dados sobre a ocorréncia de micotoxinas nos
produtos; disponibilidade de métodos analiticos e legislacdo nos paises com 0s quais existe
relacdo comercial (SABINO, 2006).

Nas literaturas sdo apresentados varios niveis de micotoxinas nas ra¢fes ou alimentos
com ou sem efeitos nas aves (NORRED & VOSS, 1994; HENRY et al., 2000; TESSARI,
2004; SOUZA et al., 2011), porém é dificil determinar uma quantidade exata que garanta um
bom estado de saude das aves. Segundo a legislacdo brasileira (portaria MA/SNAD/SFA N°.
07, de 09/11/88 - publicada no Diério Oficial da Unido de 09 de novembro de 1988 - Secéo I,
pagina 21.968, 1988), os niveis de micotoxinas aceitaveis sdo de 0,02 e 2 ppm para as
aflatoxinas e fumonisinas, respectivamente. Esses niveis sdo muito inferiores aos encontrados
nos alimentos destinados a alimentacdo animal. Dados do Laboratorio de Analises

Micotoxicolégicas (LAMIC) obtidos no Brasil, no ano de 2011, aproximadamente, 72% das
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amostras de racdo e milho analisadas foram positivas para fumonisinas, apresentando, em
média, de 9 ppm dessas micotoxinas (LAMIC, 2011).

A dose letal de aflatoxina em frangos de corte varia de 6,5 a 16,5 ppm (LEESON et
al., 1995), em patos a letalidade pode ser causada com apenas 0,37 ppm (Food Ingredients
Brazil, 2009). De acordo com os estudos de Mallmann et al. 2007 e Giacomini et al. 2006, s&o
necessarios de 1 a 3 ppm de aflotoxinas nas racdes das aves para que apresentem sinais
clinicos de aflotoxicose, tais como, amotoamento das aves nos cantos das instalacdes,
prostacao, apatia e palidez de crista, barbela e patas. Segundo o LAMIC 2011, ndo é aceitavel
a presenca de aflotoxinas na fase inicial de frangos de corte e o nivel de fumonisina tolerado
ndo deve ser superior a 0,01 ppm. Nas fases de crescimento e terminagdo, 0s niveis de
aflatoxinas e fumonisinas permitidos sdo 0,002 e 0,5 ppm e 0,005 e 0,5 ppm, respectivamente.

A principal forma de controlar as micotoxinas nos alimentos seria pela eliminacdo do
crescimento dos fungos e formagdo das micotoxinas nos grdos tanto no campo como na
armazenagem. Porém, as principais medidas utilizadas para evitar o crescimento de fungos
toxigénicos sdo baseadas em técnicas caras (por exemplo, melhora das praticas agricolas,
agentes antifungicos e controle das condi¢cGes de armazenamento) que oneram ainda mais o
custo de producéo de gréos. Portanto, os efeitos toxicos das micotoxinas tém sido atenuados
por meio de processos de detoxificacdo das ragdes para animais, dos quais 0 uso de
adsorventes misturados a ragGes vem sendo muito empregados na avicultura com resultados
bastante satisfatorios (SEKIYAMA et al., 2006).

Adsorvente de micotoxinas € um material nutricionalmente inerte que fixa a sua
superficie a micotoxina para elimina-la nas fezes sem que ocorra sua absorcdo pelo trato
gastrintestinal do animal, diminuindo seu efeito toxico (ARELLANO & ROSAS, 2008;
GIMENO & MARTINS, 2011). Quanto a origem, os adsorventes podem ser: inorganicos
(polimeros a base de silica) ou organicos (polimeros a base de carbono) (LEESON et al.,
1995). Como existem inimeros tipos de micotoxinas que podem afetar os animais e com
estruturas quimicas e concentragBes bastante variadas, também existem diversos tipos de
adsorventes de micotoxinas, de alto valor no setor farmacéutico, com diferencas na sua
efetividade, ou seja, um Unico adsorvente ndo é eficaz para todos os tipos de micotoxinas.
Além disso, se forem utilizados incorretamente pode ter efeitos contrarios como demonstrado
por Miazzo et al., 2000; Rosa et al., 2001, uma vez que alguns adsorventes em niveis elevados
podem prejudicar a absorcdo de alguns nutrientes e, consequentemente, o desempenho

zootécnico dos animais.
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No mercado existem diversos tipos de adsorventes com diferentes origens e niveis de
inclusdo, portanto, recomendam-se algumas caracteristicas para eleicdo de um bom
adsorvente de micotoxinas, tais como, capacidade de adsorver uma ampla gama de
micotoxinas (devido a sinergia entre as micotoxinas), baixa taxa de inclusdo na racao (evita a
reducdo da densidade de nutrientes da dieta), dispersao rapida e uniforme na racdo durante a
mistura, estabilidade térmica durante peletizacdo, extrusdo e armazenamento, baixa afinidade
com vitaminas, minerais ou outros nutrientes, alta estabilidade em grande variacdo de pH e
biodegradabilidade apds excrecdo. Porém, a forma mais indicada para eleicdo de um
adsorvente é através dos resultados de pesquisas cientificas que testam diferentes niveis de
adsorventes para diferentes tipos de micotoxinas (DIAZ & SMITH, 2005).

Embora sejam esperados resultados positivos quanto a inclusdo de adsorventes nas
racOes para alimentacdo animal, algumas literaturas reportam que a inclusdo de determinados
niveis de adsorvente de micotoxinas (0 a 0,50% ) ndo melhoraram o desempenho das aves
alimentadas com ragdes contaminadas com niveis de 0 a 3 ppm de aflatoxinas (SANTURIO et
al., 2005). Entretanto, existem literaturas que demonstram a eficacia dos adsorventes de
micotoxinas na avicultura de corte (STANLEY et al., 1996; SMITH, 1999; DEVEGOWDA
& MURTHY, 2005; SWAMY, 2005).



20

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da adi¢cdo de adsorventes de micotoxinas, em dietas de frangos de
corte contaminadas naturalmente com aflatoxinas e fumonisinas, sobre o0s parametros:

biométricos, soroldgicos e histopatoldgicos.

3.2. Objetivos especificos:

-Avaliar os efeitos da inclusdo de dois adsorventes de micotoxinas (um para aflatoxinas e
fumonisinas e outro para aflatoxinas) nas racfes das aves a partir da primeira semana de idade

até a idade ao abate.

- Analisar o grau de contaminagdo com aflatoxinas e fumonisinas, do milho utilizado em
granjas comerciais.

-Avaliar indices zootécnicos, tais como: peso semanal e peso final (idade ao abate).

- Avaliar histopatologicamente os orgaos: figado, rim, baco, bolsa cloacal, tonsilas cecais e

timo.

-Avaliar e efetuar pesagens dos orgdos: figado, baco, bolsa cloacal e timo e correlaciona-los

em indice com o peso final da ave.

-Quantificar imunoglobulinas totais para doenca de Newcastle e doenca Infecciosa Bursal
(Gumboro).
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5. ARTIGO

O artigo intitulado Avaliacdo de parémetros biométricos, histopatologicos e
hematologicos em frangos de corte alimentados com dietas contendo adsorventes e
micotoxinas foi escrito de acordo com as normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, na qual foi submetido. As normas encontram-se disponiveis no

endereco eletrénico http://www.scielo.br/revistas/abmvz/iinstruc.htm.
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Efeitos do uso de adsorventes em frangos de corte alimentados com dietas naturalmente

contaminados com aflatoxina e fumonisina

V. H.V. Calado"; F. C. L. Maia", L.C.A. Rodrigues""; V. A. Silva Junior"

' Pés-graduacido em Ciéncia Animal Tropical-UFRPE, Recife-PE-Bolsita da CAPES
"IV Professor Associado IV da UFRPE, Recife-PE

" Graduanda em Medicina Veterinaria UFRPE, Recife-PE

RESUMO

Para avaliar os efeitos do uso de adsorventes de micotoxinas, em dietas de frangos de corte
naturalmente contaminadas com aflatoxinas e fumonisinas sobre os pardmetros biométricos,
soroldgicos e histopatolégicos, foram utilizadas 60 aves, com sete dias de idade, da linhagem
comercial Cobb distribuidas em trés tratamentos: T1 — Controle (sem inclusdo de adsorventes
de micotoxinas na dieta); T2 — inclusdo de 0,5 kg/t do adsorvente A (composto por
aluminossilicato de sodio e calcio modificado industrialmente) e T3- inclusédo de 1,5 kg/t do
adsorvente B (composto por aluminossilicato de sodio e célcio). As aves foram criadas até 60
dias de idade, quando foi realizada sorologia para NDV(virus da doenga de Newcastle) e
IBDV(virus da doenca infecciosa bursal) e efetuada eutanasia, para posteriores analises
histopatologicas e biométricas. Observou-se maior peso final para as aves que receberam o
adsorvente A (4,26 £ 0,37 kg, P<0,05), mostrando a correlacdo positiva do uso de adsorvente
sobre 0 ganho de peso. Alternativamente o peso médio da tonsila cecal apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos T1 e T2 (P<0,05). A titulacdo de imunoglobulinas para
IBDV revelou concentracdo maior no T2 (P=0,041) levando a melhores resultados
soroldgicos para IBD (doenca infecciosa bursal-gumboro) no grupo tratado com o adsorvente
A. A intoxicacdo das aves com aflatoxinas e fumonisinas provocou lesdes microscépicas
como diminuicdo linfocitéaria, congestdo, alteracbes nas estruturas celulares e fibrose nos
orgdos linfoides (bolsa cloacal, baco, timo e tonsilas cecais), figado e rins. Contudo as adi¢des
dos adsorventes minimizaram o desenvolvimento de lesdes, principalmente no figado, bursa e

timo.

PALAVRAS-CHAVE: imunopatologia avicola, lesdes hepaticas, sistema imune, aflatoxinas,

fumonisinas.
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Effects of the use of adsorbents in broiler chickens fed diets naturally contaminated with

aflatoxin and fumonisin

ABSTRACT

To evaluate the effects of adding mycotoxin adsorbents in broiler diets naturally contaminated
with aflatoxin and fumonisin, on the parameters: histopathology, biometric and serological
were used 120 birds, seven-day-old Cobb commercial line in three treatments: T1 - control
(not including mycotoxin adsorbents in diet); T2 - adding 0.5 kg / t The adsorbent and T3
inclusion of 1.5 kg / ton of adsorbent B. These broilers were raised up to 60 days old when
was made serology tests for NDV and IBDV, and after were sacrificed for histopathologic and
biometric analysis. There were significant differences between treatments (P <0.05) in body
weight. The body weight was significantly different between T1 and T2 (P = 0.01400), with a
higher weight of the broilers receiving the adsorbent (4.26 £ 0.37). There were significant
differences between treatments (P <0.05) in body weight, with a higher final weight for birds
receiving the adsorbent (4.26 + 0.37). Only the average weight of the cecal tonsil was
significant difference between T1 and T2 (P <0.05). The amounts of immunoglobulins to
IBDV showed higher concentrations of T2 (P = 0.041). This contamination of the poultry
with aflatoxins and fumonisins caused histopathological lesions in immune organs, liver and
kidneys. However the used adsorbents A and B reversed in parts lesions, mainly in the liver,
bursa and thymus, leading to better serological tests for IBD (infectious bursal disease-

Gumboro) in the group treated with the adsorbent A.

KEYWORDS: immune poultry pathology, hepatic lesions, lymphocytes, immune system,

fungal toxins
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INTRODUCAO

Um dos problemas que afetam a qualidade dos ingredientes das ra¢Ges na producao
avicola é a presenca de micotoxinas (toxinas produzidas por fungos) nos ingredientes,
notadamente milho e farelo de soja, que perfazem 70% do volume total da ragéo para aves.
Estima-se que 25% da producdo mundial de grdos contém algum tipo de micotoxina
(Santurio, 2000).

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios téxicos e biologicamente diversos,
produzidos por varios fungos, particularmente por espécies de Aspergillus e Fusarium e
Penicilium (Jouany e Diaz, 2005). A grande preocupagdo com as micotoxinas, na avicultura
bem como na maioria dos sistemas de criacdo de animais de producdo, refere-se as
enfermidades denominadas de micotoxicoses (Rosmaninho et al., 2001), que em aves causam
graves problemas tanto pelo crescimento reduzido da ave como pela imunossupressdo que as
deixa mais suscetiveis a agentes infecciosos e aumenta as chances de falhas nas respostas
vacinais (Okoye e Uzoukwu, 1990; Sharma et al. (2000). Além disso, as toxinas em aves sdo
responsaveis por altas taxas de mortalidade e pela reducédo da conversdo alimentar (Santin et
al., 2003). Na avicultura brasileira, as micotoxinas de maior importancia séo as aflatoxinas e
fumonisinas (Santurio, 2000; Mallmann, 2006).

Os adsorventes de micotoxinas constituem uma alternativa valiosa, mas paliativa, para
minimizar os efeitos provocados pelas toxinas, pois agem na detoxificacdo (Gimeno e
Martins, 2011). Existem varios tipos de adsorventes de micotoxinas que agem sobre
determinados tipos de micotoxinas e com recomendacdes de inclusdo bastante variadas. 1sso
levanta dois questionamentos sobre quais s&o os melhores adsorventes e a quantidade que
deve ser incluida nas racGes das aves. Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho
avaliar os efeitos da adicdo de adsorventes de micotoxinas, em dietas de frangos de corte
contaminadas naturalmente com aflatoxinas e fumonisinas, sobre os parametros: ganho de
peso, biométricos, soroldgicos e histopatologicos, visando identificar se as recomendacdes

dos fabricantes de adsorventes atendem as necessidades de campo.
MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado em uma granja comercial de frangos de corte localizada

no sitio taquara, zona rural da cidade de Caruaru, regido agreste de Pernambuco, no periodo

de julho a agosto de 2015, com valores médios de temperatura maxima e minima e umidade
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relativa, registrados dentro do galpédo, de 23,2 °C +1,5 e 32,6°C + 1,8 e 70,6% % 2,8%,
respectivamente.

Foram utilizadas 60 aves, machos e fémeas, de um dia de vida, da linhagem comercial
Cobb vacinados contras as doencas de Marek e Gumboro (cepa recombinante), bronquite
infecciosa e Newcastle. Sete dias apds o alojamento das aves foi realizada a pesagem das
mesmas para formacao dos grupos experimentais, cuja média de peso inicial foi de 68,649 +
2,98. As 60 aves foram distribuidas em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com trés tratamentos com 20 repetigcdes cada, sendo cada ave considerada uma repeticdo. Os
tratamentos consistiam em: T1 — Controle (sem incluséo de adsorventes de micotoxinas na
dieta); T2 — inclusdo de 0,5 kg/t do adsorvente A (composto por aluminossilicato de sddio e
calcio modificado industrialmente) e T3- inclusdo de 1,5 kg/t do adsorvente B(composto por
aluminossilicato de sodio e calcio). Os niveis de inclusdo de adsorventes de micotoxinas
comerciais na dieta seguiram as recomendacdes do fabricante. O adsorvente A atua sobre as
aflatoxinas e fumonisinas e o adsorvente B age sobre as aflatoxinas. Essas aves foram criadas
até 60 dias de idade, efetuando-se pesagens individuais para o total de aves de cada grupo a
cada semana (14, 21, 28, 35, 42, 49 e 60 dias), para acompanhamento de evolucao de peso em
cada tratamento.

Durante o experimento, os trés grupos receberam racgdes isonutritivas a base de milho,
farelo de soja e fontes vitaminica e mineral, atendendo as exigéncias nutricionais requeridas
para a linhagem e ambiente local e de acordo com fases de criacdo (pré-inicial, inicial,
crescimento e terminagédo) conforme Tabela 1.

Os consumos de &gua e racdo foram ad libitum, e o programa de luz foi de 24 horas de
luz natural e artificial até os 14 dias de idade das aves, depois deste periodo foi fornecida luz
natural até o abate. Amostras do milho utilizado nas racGes, em cada fase de criagdo (inicial,
crescimento e terminacdo), foram coletadas e enviadas ao laboratorio particular LADA
(Laboratério de Diagnéstico Animal-Recife PE) para identificacdo e quantificacdo de
micotoxinas (aflatoxinas e fumonisinas), onde foram utilizados os testes qualitativos e
quantitativos de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assays) com Kit-Agraquant.

Aos 60 dias, para determinacao de imunoglobulinas foram coletados sangue atraves da
veia braquial com seringa descartavel um volume minimo de 2 mL por ave. O sangue, apds
coagulagédo natural, foi dessorado e este recolhido e acondicionado em tubos Eppendorf,
congelados a temperatura de 0 grau e encaminhados ao laboratério onde foram analisados

quanto as imunoglobulinas especificas para doenca de Newcastle (NDV) e doenca infecciosa



135  Tabela 1. Composicao nutricional das ragdes experimentais por fase de criacéo.
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136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151

Racoes
Macroingredientes (kg) Pré-inicial Inicial Crescimento Final
Milho 254,1 270 287,2 305,5
Farelo de soja 150,2 112 61,8 33,5
Soja integral 80,7 103 136 146
Nucleo inicial 15 15 - -
Nucleo crescimento - - 15 -
Nucleo final - - - 15
Composic¢do nutricional em matéria natural
EM kcal/kg 3039,509 3130,241 3250,133 3312,263
PB % 23,6 21,998 20,096 18,501
Gordura bruta % 5,751 5,683 7,035 7,5
FB % 4,057 3,883 3,688 3,504
Cinzas % 5,665 5,449 5,249 5,232
Calcio total % 0,836 0,827 0,857 0,881
Fosforo total % 0,549 0,532 0,478 0,41
Sadio % 0,186 0,185 0,18 0,167

bursal (IBD) com utilizacdo do kit da Idexx Laboratorie, realizadas no laboratorio particular
LADA (Laboratorio de Diagnostico Animal-Recife PE).

As aves foram submetidas a jejum alimentar de 8 horas e em seguida efetuada
eutanasia pelo método de desarticulacdo atlanto-occipital(seguindo-se a resolucdo 1000 do
CFMV). Efetuou-se a necropsia com a abertura da cavidade para observacao in situ, coleta e
pesagem de 6rgdos do sistema imune (bolsa cloacal, tonsilas cecais, bago e timo) assim como
o figado e os rins das 20 aves de cada grupo. O peso relativo dos 6rgdos em relacdo ao peso
da ave foi obtido pela formula: [(peso do 6rgao/peso vivo da ave) x 100] (Oliveira et al.
2004).

Para o diagnostico histopatolégico, fragmentos de cada tecido (timo, baco, figado, rim,
tonsilas cecais e bolsa cloacal) foram fixados em formol tamponado a 10%, desidratadas,
diafanizadas, incluidas em parafina e cortadas em micrétomo rotativo com espessura de 4um
para confeccdo de laminas para leitura dos fragmentos. Em seguida, essas foram coradas com
hematoxilina-eosina (H/E) e lidas em microscopio optico, Olympus BX-51 com sistema de

captura de imagens através do programa J. Na leitura das laminas foram avaliados parametros
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relacionados a degradacdo geral do 6rgdo assim como células que estdo relacionadas com a
imunidade e obtidas fotomicrografia por programa de captura de imagem. Estes parametros
foram classificados entre 0 a 3 de acordo com a intensidade da leséo. Os trabalhos e analises
histopatoldgicos foram realizados no Laboratdrio de Patologia Animal do Departamento de
Medicina Veterinaria (DMV), Campus da UFRPE, Recife/PE.

Os dados obtidos de desempenho zootécnico (ganho de peso semanal e peso ao abate)
e peso de oOrgdos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com nivel de
significancia de 5% de probabilidade, e quando os resultados foram significativos, procedeu-
se o teste de Tukey para comparacdo das médias. Essas analises estatisticas foram realizadas
com o programa estatistico R (2011). As demais analises foram analisados com estatisticas de
coluna usando GraphPad Prism versdo 5.0 (software GraphPad, San Diego, CA, EUA) e 0s

valores de P<0,05 foram considerados significativos pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como apresentado na Tabela 2, o milho utilizado na formulacdo das racdes
experimentais estava naturalmente contaminado com aflatoxinas e fumonisinas. Observou-se
maior contaminagdo por fumonisinas, uma vez que esta se encontra em maior concentragdo
nos grdos de milho (Mallmann et al., 2014). As aflatoxinas que causam efeitos deletérios nas
aves apresentaram alta concentracdo (0,034 a 0,214 ppm). Para as duas micotoxinas
identificadas no milho a concentracdo foi muito superior aos limites estipulados pelo LAMIC
(2010), principalmente no milho utilizado nas ra¢des de crescimento e terminacdo (Tabela 2).

Estudos avaliando efeitos de contaminagdes por aflatoxinas e fumonisinas vém sendo
feitos (Oliveira et al., 2004; Rossi et al., 2013), porém com concentracdes padronizadas para
estas, bem inferiores aos encontrados neste trabalho. As concentragdes comumente sugeridas
sdo entre 1 e 3 ppm para aflatoxinas e 25 a 100 ppm para fumonisinas (Oliveira et al., 2004;
Rossi et al., 2013).

Os parametros biométricos, como o peso médio e peso relativo dos 6rgdos encontram-
se na Tab. 3. Nela verifica-se que houve diferencas significativas entre os tratamentos
(P<0,05) para o peso vivo aos 14, 21 e 56 dias. Comparando-se as medias dos pesos das aves
aos 14 e 21 dias de idade nos tratamentos 2 (509,260g + 39,720 e 1.235g + 394,819) e 3
(526,800g + 62,806 e 1.1359 * 240,426) verificou-se que ndo houve efeito do tipo de
adsorvente utilizado, porém comparando-as com o T1 (475,260g + 58,484 e 964,800g

+146,248), onde as aves foram alimentadas com dietas contaminadas com aflatoxinas e
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186  Tabela 2. Quantidades de aflatoxinas e fumonisinas (expressas em ppm) presentes no milho
187  utilizado nas racBes experimentais e os padrdes do Lamic, 2010, de acordo com as fases de

188  criacdo (inicial, crescimento e terminacao).

Fases de criagdo Experimento LAMIC
Inicial
Aflatoxina 0,034 0
Fumonisinas 18,250 0,100
Crescimento
Aflatoxina 0,214 0,002
Fumonisinas 44,160 0,500
Terminacgéo
Aflatoxina 0,204 0,005
Fumonisinas 23,130 0,500
189
190

191  Tabela 3. Valores médios e desvios padrBes para 0s parametros peso vivo semanal (14, 21 e

192 56 dias) e peso médio e peso relativo dos 6rgdos em cada tratamento.

Tratamentos

Pardmetros T1 T2 T3 %C.V.
Peso vivo aos 60 dias (kg) 3,90 £ 0,35b 4,26 +0,37a 4,17 + 0,42ab 9,37

Peso vivo aos 21 dias (g) 964,87 + 146,25¢ 1234,91 + 852,77a 1135,07 + 240,42ab 35,13
Peso vivo aos 14 dias (g) 475,27 + 58,48¢ 509,26 + 141,42ab 526,80 + 62,80a 17,33
Bolsa cloacal (g) 5,65 +1,96 435+1,70 495+1,70 35,82
Bago (g) 4,05+1,19 4,35+ 1,60 3,90+1,.21 32,16
Figado (g) 93,70 + 16,52 85,80 + 16,79 97,85 +10,22 15,69
Rim (g) 23,60 £ 4,03 22,90 £ 4,05 23,30 £3,03 15,76
Timo (g) 7,85+ 2,66 8,70 £ 3,00 9,20 £2,50 31,55
Tonsila cecal (g) 5,20 £ 1,24a 405+1,21b 4,70 + 0,98ab 24,37
Bolsa cloacal/Peso ave (%) 0,15+ 0,01a 0,10 £ 0,00b 0,12 +0,00ab 63,21
Baco/Peso ave (%) 0,11+ 0,00 0,11+ 0,00 0,10 + 0,00 45,06
Figado/Peso ave (%) 2,44 £+ 0,00a 2,04 +£0,00b 2,37 £ 0,00ab 15,27
Rim/Peso ave (%) 0,61+ 0,00 0,55+ 0,00 0,57 + 0,00 31,37
Timo/Peso ave (%) 0,20 £ 0,00 0,20 £ 0,00 0,22 £ 0,00 22,22
Tonsila/Peso ave (%) 0,14 +0,00a 0,10 £ 0,00b 0,11+ 0,00ab 24,71

193 % C.V.=coeficiente de variacao para cada parametro avaliado.
194 NUmeros seguidos de letras minUsculas diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

195
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fumonisinas sem a adi¢do de adsorventes, quando encontrou se piora no peso médio inferior
aos tratados e as diferencas observadas foram estaticamente significativas (P = 0,001485 entre
T2 e T1; P=0,00001 entre T3 e T1).

Aos 60 dias, o peso vivo foi significativamente diferente entre os tratamentos T1 e T2
(P=0,01400), observando-se uma melhora no peso final das aves que receberam o adsorvente
A (4,26kg + 0,37). Entre os 6rgaos analisados, apenas o peso da tonsila cecal encontrou-se
diferenca significativa entre os tratamentos T1 e T2 (P<0,05; P=0,03008), sendo que em T1
(5,20g £ 1,239) o peso médio foi discretamente superior ao peso médio do T2 (4,05g +
1,208), sem que, no entanto revele-se diferenga estatistica significativa.

Houve diferencas estatisticamente significativas (P<0,05) para o peso relativo dos
orgdos bolsa cloacal, figado e tonsilas cecais. Os pesos médios e pesos relativos para o figado
foram de 93,709 + 16,529, 85,80g + 16,791, 97,859 + 10,225 e 2,44% =+ 0,00, 2,04% + 0,00,
2,37% £ 0,00 para os tratamentos T1, T2 e T3, respectivamente. As aves contaminadas com
micotoxinas e sem adi¢do de adsorvente na racdo (T1) apresentaram peso relativo de figado
maior (2,44% + 0,00; P=0,0336) em relacdo ao das aves tratadas (T2) com o adsorvente A que
age sobre as aflatoxinas e fumonisinas (2,04% + 0,00). Estes indices refletem o que Siloto
(2010) descreve para lesdes hepaticas em galinhas poedeiras onde o peso relativo do figado é
menor em aves que ndo receberam micotoxinas, enquanto as que receberam aflatoxinas e
fumonisinass isoladas ou combinadas o figado apresentou valores relativos acima de 2%.
Rossi et al. (2013) encontrou valores relativos do figado (3,13%) maiores em aves
alimentadas com racao contaminada por micotoxinas e sem aditivos adsorventes.

Ao exame macroscopico do figado foi verificada coloracdo vermelho amarelada em
todos os tratamentos, com maior intensidade no grupo controle, como mostra a Figs. 1A, A’,
A’’. E importante lembrar que a cor castanho-escura é a esperada para um figado proveniente
de um animal higido (sadio). Segundo Micco et al. (1987), podem ndo ser detectadas
alteracGes macroscopicas que indiquem intoxicacdo, mesmo sendo encontrado aflatoxinas nos
tecidos. Possivelmente, devido a selecdo natural das aves para uma maior resisténcia a
aflatoxinas como reportado por Wyat et al. (1987).

A bolsa cloacal, 6rgdo que funciona como um local de maturacéo e de diferenciacéo
para as células do sistema formador de anticorpos (Tizard, 1998), ndo se observou quaisquer
alteracBes macroscopicas Figs. 1B, B’, B’’. A abertura da bolsa cloacal, os foliolos
apresentaram-se higidos e de consisténcia macia, em todos os tratamentos. As tonsilas cecais
tinham caracteristicas normais em todos os tratamentos. Na superficie serosa ndao foram

evidenciadas alteracfes macroscopicas. Esse foi 0 Gnico érgédo cujo peso médio revelou
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Figura 1. Imagens de figados e bacos (A,A’,B’’) e bursas (B,B’,B’’) de frangos de corte.
Grupo controle (A,B), Grupo Tratado com adsorvente A (A’,B’), Grupo Tratado com
adsorvente B (A’’,B’’). Notar tonalidade levemente mais amarelada nos figados do grupo
controle (A).

diferenca estatistica significativa (P<0,05). Os pesos médios, em gramas, foram os seguintes:
520+1,24; 4,05+ 1,21 e 4,70 + 0,98 gramas para o0s tratamentos 1, 2 e 3, respectivamente. A
diferenca estatistica significativa foi notada entre as médias do T1 e T2 (P=0,0301). Nesses
tratamentos, houve diferencgas significativas (P=0,0048) para o peso relativo das tonsilas
cecais, como demonstrado na Tab. 3.

O baco é o unico 6rgdo linfoide secundario encapsulado encontrado em aves, que gera
resposta imune a antigenos presentes na corrente circulatéria (Ciriaco et al., 2003), ndo sofreu
alteragdes visiveis. A aparéncia foi ovoide e tamanho condizente com a idade das aves e, em
todos os tratamentos, verificou-se uma coloragédo vermelho escura como visto na Figs. 1A,
A’,A’’. Os pesos relativos mostraram razoes que variaram de 0,10% % 0,00 parao T3 a 0,11%
+ 0,00 para os T1 e T2 com resultados similares aos encontrados por Rossi et al. (2013)
quando os animais tratados com adsorventes e contaminados com micotoxinas tiveram um
indice de 0,10%.

O timo, em todos os tratamentos, possuia coloragdo externa variando de bege a
castanho clara (variacdo individual). Nos rins ndo foram observadas altera¢6es. Os respectivos
pesos médios variaram de 22,909 = 4,05 a 23,60g £ 4,03, ndo revelando diferenca
significativa, se assemelhando aos resultados de Ledoux et al. (1992) em seu trabalho de

intoxicacdo de frangos com fumoninsina B1.
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Na Tabela 4, estdo os resultados da descri¢do e comparacao histopatoldgica dos 6rgaos
analisados por tratamento, e na Fig.2 alguns resultados das analises microscépicas. Para o
figado, os graus similares de congestdo entre as médias dos grupos avaliados nao diferiram
estatisticamente entre os tratamentos. O parametro lipidose mostrou-se presente e de forma
superior no T1 (2,30 + 0,80) quando comparado com T2 (1,38 + 0,76) e foi estatisticamente
significativo (P=0,005), como mostra as Figs. 2B, B’,B’’. Fibrose foi significativamente
diferente no T2 (1,43 + 0,96, P=0,000), quando comparado ao T1(0,35 +0,49) eao T3 (0,15
0,38).

A presenca de hepatocitos integros foi observada em todos os grupos avaliados, sem
diferenca estatistica significativa entre eles (P>0,05). Organizacdo dos hepatdcitos em forma
de acinos foi notada, em maior quantidade, no T1 (1,80 + 0,69) seguido do T3 (1,25 + 0,85)
ambos diferiram do T2 (0,57 = 0,68, P<0,000). Presenca de células inflamatdrias foi
observada nos trés grupos avaliados, que apresentaram diferencas estatisticas significativas
entre elas (P<0,000), porém de forma mais intensa T1 (2,40 + 0,75) onde tais células tinham
predominancia ao redor de vasos, enquanto nas aves do T2 a presenca de tais células foi
menor (1,00 £ 0,51) e mais localizadas no parénquima hepatico.

Na bolsa cloacal foram observados como parametros diferenciais entre 0s grupos
avaliados, tais como cistos epiteliais, tecido conjuntivo e muscular liso, proliferando,
invadindo e substituindo o espaco dos foliculos linfocitarios. Verificou-se ainda quantidade e
distribuicdo linfocitaria, além de congestdo intersticial conforme mostram as Figs. 2F,F’,F”’.
Estes parametros avaliados nos trés grupos mostraram diferenca significativa de cistos
epiteliais no T1 (1,60 + 1,19) assim como uma maior substitui¢do de tecido linfoide por tecido
conjuntivo e muscular liso, refletindo, dessa forma, uma atrofia precoce do tecido linfoide
corroborando com as afirmacdes de Pope (1996), que retrata o estagio final da involucéo da
bolsa iniciando-se com um ano de idade, caracterizado por fibrose, presenca de musculo liso,
vasos sanguineos, raros foliculos e centro germinativo. No presente estudo, verificou-se
reducdo de linfdcitos no T1 (2,80 = 0,41), quando comparado aos demais tratamentos com
adsorventes diferiu de forma significativa (P<0,000), corroborando com Giacomini (2006)
que encontrou diversas areas linfoides com deplecdo nas aves contaminadas com micotoxinas.

A presenca consistente de linfocitos na bolsa cloacal é condi¢do fundamental para
imunidade das aves, ja que este tecido é constituido por cerca de 90% destas células,

funcionando como um local de maturagéo e de diferenciacdo para as células do sistema
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Tabela 4. Resultados da descricdo e comparacdo histopatolégica dos 6rgdos analisados por

tratamento.
Orgaos Caracteristicas™ Tratamentos
T1 T2 T3
Timo Densidade de linfécitos 0,90 £ 0,24c 1,60 £ 0,74ab 1,88 + 0,59
Congestéo 1,55+0,77b 1,55+ 1,18ab 1,03 £0,97c
Figado
Congestao 1,90 £ 0,78a 1,10 £ 0,74c 1,30 £ 0,51ab
Lipidose 2,30 +0,80a 1,38 £ 0,76b 1,65 + 0,79ab
Fibrose 0,35 £ 0,49hc 1,43 £ 0,96a 0,15 +0,38c
Hepatdcitos integros 1,75+ 0,44 1,86 £ 0,69 1,70 £ 0,58
Acinos hepéticos 1,80 + 0,69ab 0,57 +0,68¢c 1,25 + 0,85b
Células Inflamatorias 2,40 £ 0,75a 1,00 £ 0,51c 1,60 £ 0,55b
Bolsa cloacal
Cistos 1,60 +1,19a 0,71+0,78b 0,90 + 1,14ab
Tecido conjuntivo 1,00 £ 0,75a 0,48 £ 0,42ab 0,20+ 1,12b
Populagédo linfécitos 2,80+ 0,41a 1,43 + 0,60bc 2,25+ 0,51b
Congestéo 0,75 + 0,44b 1,05 £ 0,34a 0,90 + 0,21ab
Tonsilas cecais
Densidade de linf6citos 1,05 +0,31c 1,64 £ 0,62ab 1,95 + 0,55a
Glandulas intestinais 0,90 + 0,00c 1,05 + 0,70ab 1,40 = 0,50a
Altura epitélio 1,05 +£0,31c 1,14 + 0,56hc 1,80 £ 0,81a
Cobertura epitelial 1,00 £ 0,41b 1,19 + 1,00ab 1,60 £ 0,67a
Baco
Atrofia da polpa branca 2,40 +0,42a 2,33 £ 0,50ab 1,25 +0,70c
Congestéo 2,45 +0,51a 1,95 + 0,84ab 1,43 £ 0,49b
Rim
Nefrite 0,60 £ 0,94 0,05 £ NA 0,38 £ 0,42
Nefrose 2,10 £0,62a 2,05 £ 0,53ab 1,65 + 0,59c
Congestéo 2,15+ 0,52a 1,64 £0,94b 2,00 + 0,82ab
Vasos degenerados 0,80 + 0,52 0,10 £+ NA 0,15+0,71
Glomerulonefrite 0,50 £0,71 1,43 +£0,42 0,83+0,38
Atrofia glomerular 2,25 +0,40a 1,74 +£0,11b 2,15+ 0,44c

*escore de classificacdo para as caracteristicas foi de 0 a 3

Nameros seguidos de letras mintsculas diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

formador de anticorpos (Tizard, 1998). Dessa forma, observa-se que a adi¢cdo de adsorventes

gerou um efeito positivo na imunidade das aves frente as micotoxinas.
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Figura 2. Fotomicrografia de 6rgdos de frangos de corte aos 56 dias para os trés
tratamentos (T1, T2, T3), corados com hematoxilina e eosina. Foram observadas lesdes
renais, com presenca de nefrite (Ne), glomerulonefrite (Gl) e congestdo (Co). Lipidose
(Lp) em diversos graus de intensidade a ausente (B’). Notar presenca intensa de células
inflamatorias (Ci). Os timos mostram areas claras com rarefacdo linfocitaria (RL). Nos
bacos foram observadas areas com rarefacéo linfocitaria (RL) de forma mais evidente (D)
e atrofia da polpa branca (Apb). Notaram-se a invasdo de tecido muscular e fibroso
(TMF) no intersticio celular. Observou-se também tecido muscular liso (Tml) invadindo
a area linfocitéria.
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Todas as aves apresentaram congestdio no timo com diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos T1 e T3 e T2 e T3 (P=0,002). O parametro congestdo se
mostrou de forma difusa e mais evidente nos tratamentos 1 (1,55 £ 0,77) e 2 (1,55 £ 1,18). A
populacdo linfocitaria foi de 0,90 + 0,24 no grupo controle T1 sem adicdo de adsorventes,
enguanto nos grupos tratados com adsorventes a populacgdo foi acima de 1,6 (P<0,000). As
Figs. 2C,C’,C’” demonstram a distribui¢do da populagdo linfocitaria.

Na observacdo microscopica do baco os parametros congestdo e reducao/atrofia da
polpa branca, ambos tinham diferencas estatisticas significativas (P<0,05) entre o0s
tratamentos. Todos os grupos apresentaram atrofia de foliculos linfoides (polpa branca),
principalmente no T1 (2,40 £ 0,42), e foi menos presente no T3 (1,25 + 0,70), sendo este
Gltimo diferente dos demais tratamentos (P<0,000) de acordo com o observado nas Fig. 2D,
D’,D’’. Quanto a presenca de congestdo, os resultados foram similares, no T1 foi mais
frequente (2,45 + 0,51) e menos frequente no T3 (1,43 + 0,49), apresentando diferencas
estatisticas significativas entre eles (P<0,000).

Na observacao das tonsilas cecais, 0s linfocitos estavam em maior quantidade nas aves
dos tratamentos 2(1,95 £ 0,55) e 3 (1,64 + 0,62 ) diferindo estatisticamente do grupo T1
(P<0,05). Nas Figs. 2E, E’,E’’ pode ser notada essa variacdo na distribuicdo de linfocitos das
tonsilas cecais. Além disso, o T3 que recebeu adsorvente para aflatoxinas e fumonisinas
observou-se a presenca de mais glandulas (1,40 £ 0,50) e maior intensidade da altura (1,80 £
0,81) e cobertura (1,60 + 0,67) de epitélio diferindo significativamente dos T1 e T2 (P<0,05).

Nos rins foram encontrados: nefrite, nefrose, glomerulonefrite e atrofia glomerular.
Porém, foram verificadas diferencas estatisticas significativas apenas para presenca de nefrose
(P<0,000), congestdo (P=0,016) e atrofia glomerular (P<0,000), que estiveram presentes no
T1 (Tab. 4). Refletindo, assim, carater nefrotoxico das micotoxinas, como relata Patterson
(1983). Congestdo foi achado com frequéncia, principalmente, no grupo controle,
corroborando com Giacomini et al. (2006) que utilizando 3 ppm de aflatoxinas encontrou
congestdo e hemorragias multifocais no 6rgdo. Segundo Borsa et al. (2011), as aflatoxinas
causam lesdo renal quando avaliados parametros bioquimicos sanguineos como foi observado
neste estudo (Figs. 2A,A”,A”).

Os resultados dos testes soroldgicos para as doencas de Newcastle (NDV) e Gumboro
(IBD) encontram-se na Tab. 5. Embora as aves do presente estudo tenham sido submetidas a
intoxicacdo com micotoxinas (aflatoxinas e fumonisinas), as imunoglobulinas para NDV néo
mostraram diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05). Alternativamente, as

imunoglobulinas para IBD tiveram concentragdes significativamente maiores no T2
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(P=0,041), que pode ser observado pela maior presenca de linfocitos nos érgdos imunes
(bolsa cloacal, timo e tonsilas cecais), como descrito anteriormente. Além disso, verificou-se
menor variacdo de titulos entre os animais com coeficiente de variacdo de 48% e menor
quantidade de animais negativos (n=5) quando comparados aos outros grupos (T1 e T3),
resultando em animais mais responsivos a vacinacao. Este fato pode ser atribuido a maior
presenca de linfocitos nos dérgdos imunes, principalmente a bolsa cloacal como descrito
anteriormente para o grupo T2 na Tab. 4. Em geral, um quadro de micotoxicose pode levar a
diminuicdo de linfocitos com consequente reducdo da eficiéncia da producdo de titulos da
vacina de Gumboro, como reportado por Sharma et al. (2000).

Tabela 5. Resultados sorologicos (Ul/mL) dos testes para NDV e IBD obtidos de frangos de
corte intoxicados por micotoxinas (aflatoxina e fumonisinas) consumindo racdes tratadas ou

ndo com adsorventes.

Tratamentos
Testes T1 T2 T3
NDV
C.V.% 58 75 60
Minimo 589 86 656
Maximo 7056 8497 6993
Média 2547 2897 2547
Negativos (%) 10 30 20
Positivos (%) 90 70 80
IBD
CV.% 85,60 48 69,30
Minimo 1 48 76
Maximo 4421 4943 6780
Média 1522b 2679a 2343ab
Negativos 35 5 20
Positivos 65 95 80

NUmeros seguidos de letras minUsculas diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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CONCLUSOES

Os adsorventes de micotoxinas A (composto por aluminossilicato de sodio e calcio
modificado industrialmente) e B (composto por aluminossilicato de sddio e calcio) usados
neste estudo reverteram parcialmente as lesGes, principalmente no figado, bursa, e timo. Esta
reversdo de lesdes proporcionou melhor sorologia para IBD (doenga infecciosa bursal-
gumboro) no grupo tratado com o adsorvente A, que pode ter resultado em aves com melhor
desempenho zootécnico, sugerindo que este adsorvente apresentou efeito positivo nas aves em

condigdes de campo.
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6. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que o milho adquirido e utilizado no experimento estava com alto
indice de contaminacdo por aflatoxinas e fumonensinas, mesmo tratando-se de um milho
“apto ao consumo animal, sendo adquirido de trés granjas diferentes da regido no més de
agosto de 2015. Esta contaminacéo repercutiu em lesdes histopatolégicas nos drgaos linfoides
(bolsa cloacal, timo, baco e tonsilas cecais) assim como figado e rins. Contudo os adsorventes
usados A (composto por aluminossilicato de sodio e célcio modificado industrialmente) e B
(composto por aluminossilicato de sodio e céalcio) reverteram parcialmente as lesdes,
principalmente no figado, bursa e timo. Esta reversdo de lesdes proporcionou melhor
sorologia para IBD (doenga infecciosa bursal-gumboro) no grupo tratado com o adsorvente A.
Desta forma seria interessante para os produtores de aves comerciais utilizarem, com mais
frequéncia, exames laboratorios como ferramentas de diagnostico, detectando possiveis

contaminac0es e escolhendo assim, o produto mais adequado ao problema.



