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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da aflatoxina B, (AFB,) edafumonisina
B, (FB,) sobre os niveis séricos daenzimaaspartato amino-transferase (AST) e de proteinas totais
de frangos de corte alimentados com racdo contendo as toxinas isoladas e em associag¢do, nos
niveis de 0, 50 e 200 ng de AFB,/kg e 0, 50 e 200 mg de FB,/kg. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 3, com 9 tratamentos e 12 repeticdes,
totalizando 108 aves. Asaves foram alimentadas com as rages contaminadasapartirdo8°dia
até o41°diadeidade. Aos 41 dias de idade, houve umaumento (p <0,05) nos niveis de AST das
aves que receberam dietas contendo AFB, e FB,, com excegéo do grupo que recebeu somente
50 ng de FB /kg. Este aumento foi maior quanto mais elevados foram os niveis de AFB ,sendo
gue um efeito toxico aditivo foi observado nos tratamentos de associagdo com 50 mg de AFB /
kg e 50 ou 200 mg de FB /kg. Aos 28 dias de idade, observou-se uma redugdo (p < 0,05) na
concentragéo de proteina dos grupos que receberam ragcdo com 200ng de AFB /kg,comousem
FB,, porém esta reducéo néo foi observada aos 41 dias de idade. Conclui-se que a intoxicagéo
de frangos de corte com AFB, e FB,, isoladas ou associadas, causa um aumento naconcentragéo
séricade AST e uma reducdo nos niveis de proteinas totais apés 20 dias de exposi¢do continua
através da ragao.
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ABSTRACT

EFFECTS OF AFLATOXIN B AND FUMONISIN B ON THE LEVELS OF SERUM
ASPARTATE AMINO-TRANSFERASE AND TOTAL PROTEIN OF BROILERS. The aim of the
presentstudy was to evaluate the effects of dietary aflatoxin B, (AFB,) and fumonisin B, (FB,)
on the seric levels of aspartate amino-transferase (AST) and total protein of broiler chicks. The
mycotoxins were added to rations, singly and in combination, at levels of 0, 50 and 200 g
AFB, /kg, and 0, 50 and 200 mg FB, /kg. A completely randomized 3 x 3 factorial design was
used, with 9 treatmentsand 12 replications per treatment (total: 108 birds). Broilers were fed
the contaminated rations from days-of-age8to41. At41daysofage, theconcentration of AST
increased (p < 0.05) in all groups receiving AFB and FB,, with the exception of birds fed 50
mg FB,/kgalone. Higher levels of AST were foundin broilers fed the highestlevels of AFB,
and an additive effect was observed in the association treatments 50 ng AFB,/kg and 50 or
200 mg FB,/kg. Total protein decreased (p < 0.05) at 28 days of age in groups receiving 200
nmg AFB /kg alone or in combination with FB. However this reduction was not found at 41
days of age. In conclusion, AFB and FB , singly or in combination at the levels studied, cause
an increase in the serum levels of AST and a decrease of total proteins after 20 days of
continuous exposition through the diet.
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INTRODUGAO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundéarios
produzidos por fungos que se desenvolvem natural-
mente em produtos alimenticios, tais como milho,
amendoim, trigo, entre outros, causando efeitostoxicos
emanimaisvertebrados, incluindo o homem (BoreTTi,
1998). Quando presentes em produtos agricolas
resultam em grandes perdas econdmicas. Estima-se
que a contaminagdo de gréos leva a industria de
criacdo intensiva a perdas de milhdes de dolares
anualmente (CasT, 1989).

As aflatoxinas sdo produzidas por fungos do
género Aspergillus, espéciesA. flavus, A. parasiticuse A
nomius (Moss, 1998). Sdo conhecidos, atualmente, 17
compostos similares designados pelo termo
aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse
meédico-sanitario sdo identificados comoB,,B,, G, e
G,,sendoqueaaflatoxinaB, (AFB, ), além deseramais
freqlentemente encontrada em cereais, € a que apre-
senta maior poder toxigénico (Leeson et al., 1995).
Bioquimicamente, as aflatoxinas podem afetar o
metabolismo de energia, de carboidratos e de lipidios
e também dos &cidos nucléicos e das proteinas. Os
efeitos biolégicos incluem carcinogenicidade,
mutagenicidade, teratogenicidade, hepatotoxicidade
e aflatoxicoses (BrRaDBURN & Coker, 1993; HLis et
al.,1991). As aflatoxinas caracterizam-se como um
problema frequente para a producéo avicola. Os efei-
tos toxicos que determinam os piores resultados de
desempenho incluem redugdo da atividade de
enzimas pancredticas, diminuigdo da concentragao
de bile (WyaTT, 1993), aumento da incidéncia de pro-
blemas de pernas, lesdes no nervo ciatico (LeesoN &
SumMmERSs, 1988) e antagonismo ao metabolismo de
vitaminas, proteinas e aminoécidos, lipidios e
carboidratos, agindo sobre coenzimas ou complexos
enzimaticos, principalmentenofigado,alémdeafetar
aestruturaquimicado DNA (KiessLING, 1986; KURATA,
1990). Um dos principais efeitos dessa toxina é a
inibicdo da sintese proteica, causando assim uma
queda no nivel de proteinas plasmaticas, principal-
mente a e b globulinas, e albuminas (SanTin, 2000).

Asensibilidade aosefeitos toxicos dasaflatoxinas
varia consideravelmente entre as espécies animais.
Dentro de umamesmaespécie, arelagdo dose-resposta
pode variar de acordo com raga, sexo, idade, entre
outros fatores(CouLomsg, 1991). M ariani (1998) relata
queoefeitodasaflatoxinasem frangos é maior nafase
inicial decrescimento, ouseja, quandoasavesingerem
aflatoxinas nos primeiros 21 dias de idade.

As fumonisinas séo metabolitos tdxicos secundarios
produzidos por fungos, pertencentes ao género
Fusarium, predominantemente pela espécie Fusarium
verticillioides (BezuipenHourT et al., 1988; Dupuy et al.,
1993). Das fumonisinas identificadas até o momento,

aB, (FB,),B, eB,sdoas maisfreqlientemente isoladas
em alimentos naturalmente contaminados, sendo a
FB, a mais abundante e a mais toxica, representando
cerca de 70% da contaminacéo total dos alimentos e
racdes naturalmente contaminados (MaLLmMANN etal.,
2001).

A maioria das aves domésticas apresentam uma
susceptibilidade relativamente menor as fumonisinas,
guando comparadas aos suinos e equideos, os quais
sdo particularmente sensiveisaos seus efeitos toxicos
(Leeson etal., 1995). Em frangos de corte, os sintomas
mais graves como diarréia, diminui¢do do consumo
dealimentos, diminui¢do do ganho de peso corporal,
aumento do peso relativo do figado e rins e necrose
hepética, séo observados nas doses maiores que 150
mg/kg de fumonisinas (Norrep & Voss, 1994). Entre-
tanto, Li et al. (1999) relataram uma diminuicdo na
imunidade humoral e supressao de linfocitos de fran-
gos alimentados com 200 mg/kg de FB,.

E importante destacar que aocorrénciasimultanea
de 2 ou mais micotoxinas na ra¢cdo pode determinar
a associagdo dos seus efeitos toxicos individuais.
WEiBkING et al. (1994) concluiram que os efeitos da
AFB, edaFB, emfrangose perus,quandocombinados,
podemser maisseverosdo que quandoestao presentes
isoladamente. Com relagdo aos frangos de corte, sdo
poucos os estudos disponiveis sobre os efeitos da
associacdo de micotoxinas, ndo existindo trabalhos
anteriores arespeito daexposicéo simultaneaa AFB,
e FB, em aves pertencentes as linhagens utilizadas
rotineiramente nas cria¢des brasileiras. Tendo em
vista 0 exposto, 0 objetivo do presente estudo foi
avaliar as alteracOGes na concentracdo de proteinas
totaise daenzimaaspartato amino-transferase (AST)
emfrangos de corte alimentados com ragdes contami-
nadas com AFB, e/ouFB,.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em uma unidade de
exploragdo avicola comercial, localizada no Municipio
de Descalvado, SP. Foramutilizados 108 pintosdeum
dia de idade, com peso médio de 46 g, machos, vaci-
nados no incubatorio contra doenca de Marek e pro-
venientes de matrizes comerciais de frangos de
corte com 53 semanas de idade (linhagem comercial
Hybro-PG). As racdes experimentais foram formuladas
de acordo com os niveis nutricionais recomendados
pelo NAaTioNAL ResearcH CounciL (1994).

As aves foram mantidas em um Unico boxe do 1°
ao 7° dia de idade, recebendo 4gua e ragdoad libitum.
No 8° dia as aves foram distribuidas aleatoriamente
em 9 boxes experimentais com 12 aves em cada. O
delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 9 tratamentos em arranjo fatorial 3

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.72, n.2, p.187-191, abr./jun., 2005


IdeaPad
Caixa de texto
188

IdeaPad
Caixa de texto
Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.72, n.2, p.187-191, abr./jun., 2005


Efeito da aflatoxina B, e fumonisina B, sobre os niveis séricos de
aspartano amino-transferase e proteina total de frangos de corte.

x 3, correspondendo a trés niveis de incorporacgéo de
AFB, Zkg e trés niveis de incorporacéo de FB,/kg: 0
(controle); 50mgde FB,;200mgdeFB,; 50ngde AFB;
50 ngde AFB, +50mgde FB,; 50ng de AFB, + 200 mg
deFB,. 200ngde AFB,; 200ng de AFB, +50mgdeFB,;
200 ny de AFB, +200 mg deFB,. Cadaave foi conside-
radaumaunidade experimental (repeti¢cdo). Todasas
aves receberam as ragdes experimentais formuladas
do8%ao41°diadevida. Aos 14 dias de idade, as aves
foram vacinadas contra a doenca de Newcastle, pela
via ocular, utilizando-se vacina industrializada
(liofilizada) com virus vivo, tipo B,, amostra LaSota
(NEW VAC-LS®).

A AFB, e a FB, utilizadas no experimento foram
produzidas no Veterinary Medical Diagnostic
Laboratory da Universidade de Missouri, em
Columbia, Estados Unidos, a partir do cultivo de
cepas toxigénicas de Aspergillus flavus, e Fusarium
verticillioides, deacordocom Ocipoetal.(2004). AAFB,
foiextraidado meio de culturautilizando-se clorofér-
mio, sendo o extrato submetido aquantificacédo visual
através de cromatografia de camada delgada. Apos
este procedimento, o extrato cloroférmico contendo a
toxina foi aquecido em banho de agua a 60° C até a
completa evaporacdo do solvente, e imediatamente
ressuspendido em éleo de milho esterilizado, sendo
estasuspensao, contendo aproximadamente 0,75 mg
de AFB,/mL, utilizada para a contaminacdo das
racOes experimentais. A FB, foi preparada e mantida
emmaterial decultivoabasede milho,homogeneizado
e esterilizado, conforme os procedimentos descritos
por WeskinG et al. (1993). A concentragédo de FB, no
material de cultivo foi 6.500 mg/kg.

Aadicdodevolumesconvenientes dasuspensdo
de AFB, e do material de cultivo contendo FB, foi
realizada em um misturador horizontal/helicoidal
(Marconi?), em 5 diferentes batidas de ragédo, no
decorrer do periodo experimental, totalizando 550
kg de racéo. Aracdo de cadatratamento foi prepara-
da em volumes de 20-30 kg, em cada batida. A
confirmacéo dos niveis de AFB, nas rag0es experi-
mentais de cada tratamento foi efetuada em cada
batidaatravésdecromatografiadecamadadelgada,
utilizando-se o método descrito por $AREs &
RobRrIGUEZ-AMAYA (1989). Para a confirmacdo dos
niveis de FB,, utilizou-se a técnica de SHerHARD et al.
(1990) com separacgédo através de cromatografia li-
guida de alta eficiéncia. Apés a analise das ragdes
das 5 batidas, os niveis de AFB, nos tratamentos que
continham 50 e 200 ng/kg foram 46,51 + 5,47ng/kg
e 187,68 + 50,28ny/kg, respectivamente. ParaaFB,
os niveis encontrados nos tratamentos contendo 50
e 200 mg/kg foram 57,27 £ 1,81 mg/kg e 201,00 +
25,40 mg/kg, respectivamente.

Aosl4edldiasdeidade dasaves,foramcolhidas
amostras de sangue de 6 aves de cada tratamento,

através de punc¢ao ulnar. Parte deste sangue foi
colocadoemtubosdevidroecentrifugadodurante 10
min paraobtencaodosoro. Asamostrasde soroforam
acondicionadas em microtubos estéreis e armazena-
das em freezer (-20° C) para posterior anélise da
dosagemde AST, utilizando-seametodologiacinética-
UV atravésdo "kit" comercial LABTEST —Diagnostica,
seguindo as instrug¢6es do fabricante.

Amostras do sangue de 4 aves por tratamento,
foram colhidas aos 28 e 41 dias de idade e colocadas
em tubos de penicilina contendo anticoagulante &ci-
do etilenodiaminotetracético (EDTA), na proporgao
de 0,1 mL para 1,0 mL de sangue, para realizacdo da
dosagem de proteinas totais, através do refratbmetro
de Goldberg (Quimis®). Colocou-seaamostradesangue
emumtubo capilar de 7cmde comprimento por 1 mm
de didmetro, vedou-se a extremidade livre do tubo
com chama e centrifugou-se a 1.200 g, durante 5 min.
Em seguida, cortou-se o tubo capilar no limite entre o
plasma e a parte globular e uma gota do plasma foi
colocada no refratdmetro de Goldberg (Quimis®) para
arealizacdo da leitura.

Os resultados das andlises foram submetidos a
analise fatorial (3x 3), deacordo com os procedimentos
estabelecidos no General Linear Model do SAS® (SAS
Institute, 1992). Asmédias dostratamentos que foram
estatisticamente diferentes na andlise de variancia
foram analisadas pelo teste de LSD (Least Significant
Difference) de Fisher,adotando-se, como nivel de rejeicao,
a =0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ATabelalapresentaosresultadosdasanalises
de AST e proteinatotal nosoro dos frangos, realiza-
dasaosl4e4ldiasdeidade (AST)eaos28e4ldias
(proteinatotal). Em casos de intoxicacdes, que cau-
sam lesBGes hepéticas de moderadaaaltaintensida-
de, observa-se comumente alteragfes nos resulta-
dosdas provasde funcdo hepética, como, por exem-
plo, o aumento dos niveis séricos da enzima AST.
Aos 14 dias de idade das aves ndo foi observada
diferenca (p > 0,05) nos niveis da enzima AST,
guando comparamos os resultados das aves dos
grupostratados com as aves do grupo controle. Aos
41 dias de idade, houve um aumento significativo
(p<0,05)nosniveisdaenzimaAST nosorosangui-
neo das aves que receberam dietas contendo dife-
rentes niveis de AFB, e FB,, com excegédo do grupo
que recebeusomente 50 mg de FB, /kg. Este aumento
foi maior quanto mais elevados foram os niveis de
AFB,, sendo que um efeito toxico aditivo foi obser-
vado nos tratamentos de as-sociagdo com 50ng de
AFB,/kg + 50 mg de FB, /kg, e com 50y de AFB,/
kg +200 mg de FB, /kg. Estes resultadosconcordam

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.72, n.2, p.187-191, abr. /jun., 2005

189


IdeaPad
Caixa de texto
189

IdeaPad
Caixa de texto
Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.72, n.2, p.187-191, abr./jun., 2005


190

E.N.C. Tessari et al.

com os dados reportados por Henrvetal.(2000), os
quais alimentaram aves com 80 mg/kg de FB, du-
rante trés semanas e observaram um aumento nos
niveis daenzima AST. WEiskinG etal. (1994) alimen-
taram peruzinhos com 200 ng de AFB,/kg e 75 mg
de FB, /kg, e também observaram um aumento na
concentragao de AST. Resultados semelhantes fo-
ram observados por Lebouxet al. (1992) em experi-
mentos com perus e frangos de corte.

Aos 28 dias de idade, observou-se uma redugao
significativa (p < 0,05) na concentracdo de proteina
dos grupos que receberam racao contendo 200 g de
AFB, /kg, com ou sem associagéo com FB, (Tabelal).
Com relacéo as aves alimentadas com 50 mg/kg de
AFB_, houve redugédo (p < 0,05) do nivel sérico de
proteinas somente no grupo que recebeu simultanea-
mente 50 ny de FB,/kg, evidenciando um efeito de
interacdo entre asduastoxinas. Aos41diasdeidade,
asaves dos diferentes tratamentos ndo apresentaram
diferencas significativas (p > 0,05) nos valores de
proteina, quando comparado ao grupo controle, com
excegédo do grupo que recebeu 200 mg de AFB, /7kg +
200 mg de FB, /7kg, o qual apresentou um maior (p <
0,05) nivel de proteina. Os resultados sugerem que as
avesintoxicadas sofreram umaadaptacdo as toxinas
aolongodoexperimento, recuperando onivelnormal
de proteinas no soro apods 33 dias de exposi¢do con-
tinua através da ragao.

Deacordocom Tuncetal.(1975),0nivel deproteinas
séricas é considerado um importante indicador de
aflatoxicose emfrangos de corte. Noentanto, osdados

Tabela 1 - Efeitos da aflatoxina B, (AFB,) e fumonisina B,
(FB,) sobre os niveis séricos da enzima aspartato amino-
transferase (AST) e de proteinatotal em frangos de cortel.

AFB, FB, AST (ng/L) Proteina total
(g/dL)
(mg/kg) (mg/kg) l4dias? 4ldias 28dias 4ldias
0 0 19,642 41,039 4,03 3,90°
0 50 25,03* 65,199 4,05* 3,83°
0 200 30,12* 103,50° 3,952 4,02%
50 0 26,04* 84,83° 4,22 3,85°
50 50 25,61* 131,40% 3,65 3,93°
50 200 25,32% 141,30 4,03% 4,00%
200 0 20,66* 135,20@ 3,77 3,97
200 50 24,45* 118,30 3,70° 3,97
200 200 25,61* 118,10 3,75 4,102
EPM 3,85 11,85 0,09 0,05

!Resultados expressosem médias, para6 e 4 repeticdes nas
analises de AST e proteina total, respectivamente.

2 |dade das aves.

#dEm uma mesma coluna, médias seguidas de letras
desiguais diferem estatisticamente (p <0,05).

obtidos no presente estudo indicam que areducédo do
nivel protéicoocorre nos primeirosdiasdeintoxicagao,
porémnao é continuaemtodo o periodo de intoxicagao.
Outro fator que pode ter contribuido paraarecuperagdo
dos niveis normais de proteina sérica foi a baixa
concentracdo de AFB, nas ragOes usadas no experi-
mento (50 e 200ny de AFB, 7kg), comparativamente a
outros trabalhos anteriores. Hurr etal. (1986) alimen-
taram frangos de corte com 2.500 e 5.000ny de AFB, /
kg e observaram diminuicéo significativa nos niveis
de proteinas séricas nos primeiros 21 dias de intoxi-
cacdo. Os nossos resultados diferem, também, dos
dados obtidos por Espabacetal.(1997), os quais intoxi-
caram pintos de um dia de idade com 10 mg de FB, /
kg de racdo, durante 6 dias, e observaram petéquias,
aumento do tempo de coagulacdo e diminuigdo da
concentracdo de proteinas totais, especialmente a
albumina sérica.

Comrelagdoaoutrasespécies, consideradas mais
sensiveis aos efeitos das micotoxinas, WEeiskinG et al.
(1994) alimentaram peruzinhos com niveis seme-
Ihantesao do presente estudo (200ngde AFB, /7kge 75
mg de FB, /kg), e observaram uma reducdo na dosa-
gem de proteinas totais nos grupos alimentados com
AFB, isoladamente e em associagéo com a FB, .

CONCLUSOES

Considerando-se as condigdes de realizagdo do
presente trabalho e os objetivos propostos, conclui-se
gueaintoxicagéo de frangos de cortecom AFB, apartir
de50mg/kgecom FB, apartir de 200 mg/kg, isoladas
ou associadas na ragdo € caracterizada pelo aumento
dosniveisséricosdaenzimaAST. Niveisde200mgde
AFB, 7kg,comousemassociagcdocomFB, ,determinam
uma reducdo nos niveis séricos de proteinas totais
apos 20 dias de exposi¢ao continua através da racgéo.
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