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RESUMO

As micotoxinas sao metabolitos secundarios toxicos produzidos por certos fungos, que
quando ingeridas podem causar diversos efeitos deletérios a saude de seres humanos e animais.
O consumo de alimentos contaminados com micotoxinas ¢ um grande problema em todo o
mundo, tornando o monitoramento destes metabolitos essencial para a seguranca dos alimentos.
Neste trabalho foram realizadas a detecg¢ao e a quantificacao, pelo método de ELISA, de seis
micotoxinas (aflatoxinas - AFLA, deoxinivalenol - DON, fumonisinas - FUMO, ocratoxina A
- OTA, T-2 toxina - T-2 e zearalenona - ZEA) em 1.749 amostras de dieta total, silagens, milho
/ subprodutos, racao e outras amostras destinadas a bovinos, coletadas no Brasil entre 2017 e
2021. Além disso, foram criados modelos estatisticos explicativos para a contaminac¢ao por
AFLA, FUMO, OTA, T-2 e ZEA nas amostras de dieta total analisadas. No total, 97% das
amostras estavam contaminadas com pelo menos uma micotoxina, sendo DON, ZEA e AFLA
as micotoxinas mais frequentes, com 68%, 62% ¢ 59% de contaminagdo, respectivamente. A
maior parte destas amostras estavam contaminadas com quantidades de micotoxinas abaixo dos
limites maximos tolerados recomendados pela Unido Europeia para bovinos e o céalculo da
ingestao didria estimada também mostrou baixo risco para os animais. Porém, as coocorréncias
foram muito observadas (87% das amostras continham duas ou mais micotoxinas). Este fato
requer atencdo, pois, a presen¢a de mais de uma micotoxina ao mesmo tempo nos alimentos
pode levar a interagdes, predominantemente sinérgicas, e causar prejuizos a saude animal. Em
conclusdo, a contamina¢do de alimentos para bovinos com micotoxinas no Brasil ¢ muito
comum, sendo o monitoramento destas micotoxinas de grande importincia evitar perdas

econdmicas e possiveis prejuizos a satide dos animais.

Palavras-chave: Dieta total. Ragdo. Silagens. Coocorréncias. ELISA. Aflatoxinas.

Deoxinivalenol. Zearalenona.



ABSTRACT

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by a variety of fungi, which when
ingested cause several deleterious effects to the health of humans and animals. The consumption
of food and feed contaminated with mycotoxins is one of the main food safety problems
worldwide, making the monitoring of these metabolites essential for food safety. In this work,
detection and quantification of six major mycotoxins (aflatoxins - AFLA, deoxynivalenol -
DON, fumonisins - FUMO, ochratoxin A - OTA, T-2 toxin — T-2 and zearalenone - ZON) in
1,749 samples of TMR, silages, maize / maize products, feed and other samples for cattle,
collected in Brazil between 2017 and 2021 was carried using enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). In addition, explanatory statistical models were created for contamination by
AFLA, FUMO, OTA, T-2 and ZON in the TMR (Total Mixed Ration) samples analyzed. In
total, 97% of the samples were contaminated with at least one mycotoxin, with DON, ZON and
AFLA being the most frequent ones, with 68%, 62% and 59% of contamination, respectively.
Most of these samples were contaminated with amounts of mycotoxins below the lowest
European Union guidance values for cattle, and the estimated daily intake also showed a low
risk for the animals. However, co-occurrences were widely observed - 87% of the samples
contained two or more mycotoxins - and the presence of more than one mycotoxin at the same
time in feed can lead to interactions, mainly synergistic, and harm to animal’s health. In
conclusion, the contamination of feed and feed ingredients for cattle with mycotoxins in Brazil
is very common, and the monitoring of these mycotoxins is of significant importance to avoid

economic losses and possible harm to the animal’s health.

Keywords: TMR. Feed. Maize. Silages. Co-occurrences. ELISA. Aflatoxins. Deoxynivalenol.

Zearalenone.
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos produzidos por uma grande
variedade de fungos que quando ingeridas podem causar diversos efeitos deletérios a saude de
seres humanos e animais. Estima-se que aproximadamente 25% a 50% de todas as commodities
produzidas no mundo, principalmente os alimentos basicos, estdo de alguma forma
contaminadas com micotoxinas, sendo grande o impacto que estas apresentam sobre a
seguranca alimentar em todo o mundo.

Além disso, outro fator agravante da contaminacdo por micotoxinas em alimentos sdo
as coocorréncias. Considerando que muitos fungos micotoxigénicos sdo capazes de produzir
mais de uma micotoxina e que varias espécies de fungos sdo encontradas ao mesmo tempo nas
matérias-primas utilizadas na alimentacdo animal, o estudo da ocorréncia de uma unica
micotoxina fornece informagdes incompletas sobre o risco associado ao respectivo alimento.
Quando mais de uma micotoxina esta presente no alimento podem ocorrer trés tipos de
interagdes: sinérgicas, aditivas ou antagdnicas. As coocorréncias sdo comuns na alimentacao
animal, e podem causar grandes perdas, pois efeitos sinérgicos sdo muito observados.

Com relacdo a bovinocultura, o pais ocupa um papel de destaque mundial em relacdo a
producdo tanto de carne quanto de leite, sendo ambas atividades de grande importancia por
representarem significativo impacto na economia. A presenca de micotoxinas na alimentagao
de bovinos pode trazer danos a saide dos animais e consequentes perdas econdmicas devido a
diminui¢do da producdo de leite e de carne e consequentemente da exportagdo e consumo.

Tendo em vista os grandes prejuizos que podem ser causados pela presenca de
micotoxinas na alimentacao animal, o monitoramento destes metabolitos ¢ essencial para que
medidas de prevengao e controle possam ser instauradas evitando danos economicos e a satde

animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar analises de micotoxinas em amostras de alimentos destinados a bovinos

coletadas no Brasil entre 2017 € 2021.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a ocorréncia de contaminagdao por aflatoxinas, deoxinivalenol, fumonisinas,
ocratoxina A, T-2 toxina e zearalenona em amostras de alimentos utilizadas na alimentacao
de bovinos;

- Realizar andlises por ano e por tipo de amostra;

- Determinar as coocorréncias mais frequentes;

- Determinar a ingestdo diaria estimada para cada micotoxina pelos bovinos;

- Criar modelos estatisticos explicativos utilizando regressao logistica para a contaminagao

por cada micotoxina em amostras de dieta total.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Panorama da Bovinocultura no Brasil

No Brasil, a bovinocultura se faz presente desde os primoérdios da colonizagdo e ocupa
um papel de destaque mundial em relagdo a producdo tanto de carne quanto de leite, sendo
ambas atividades de grande importancia no pais por representarem significativo impacto na
economia (BATISTELLA et al., 2011).

O agronegdcio tem grande importancia no produto interno bruto (PIB) brasileiro e ¢
reconhecido como um vetor crucial do crescimento econdmico no pais. Em 2019, a soma de
bens e servigos gerados no agronegocio chegou a 21,4% do PIB brasileiro (R$ 1,55 trilhdo), e
a pecuaria foi responsavel por 32% deste valor (R$ 494,8 bilhdes), o que demostra a relevancia
do setor (CNA, 2020).

Com relagdo a produgdo de carne bovina, nos ultimos 40 anos, o comércio e mercado
desta carne no Brasil tiveram um grande crescimento. Quarenta anos atras o rebanho bovino
era menos da metade do rebanho atual e a produg@o nao atendia completamente nem a demanda
da populagao brasileira, desta forma, pode-se dizer que nas ultimas décadas, a pecuaria bovina
sofreu uma modernizacao revolucionaria, sustentada por avangos tecnologicos nos sistemas de
producdo e na organizagdo da cadeia, levando também a um reflexo positivo na qualidade da
carne bovina. Atualmente, o Brasil tem posi¢do de destaque na produgdo e comércio de carne
bovina no mundo. No ano de 2020 o pais se posicionou como o maior rebanho bovino, o maior
exportador e o 3° maior consumidor de carne bovina do mundo (GOMES et al., 2017; ABIEC,
2020).

A cadeia produtiva de leite também ¢ de grande importancia para o pais, sendo
considerada uma das principais atividades econdmicas, com forte geracdo de renda e empregos.
Em 2020, o valor bruto da produgdo primaria de leite foi de aproximadamente R$ 50 bilhoes,
sendo o sexto maior valor dentre os produtos agropecuarios nacionais. Além disso, a produgao
de leite vem aumentando, sendo que nas ultimas duas décadas o aumento foi de quase 80%,
tornando o pais o terceiro maior produtor de leite do mundo. Dentre as regides do Brasil, sul e
sudeste sdo as maiores produtoras de leite, e em 2018 foram responséveis por produzir 68% do
leite brasileiro. Ja com relagdo aos estados brasileiros, Minas Gerais ¢, historicamente, 0 maior
produtor de leite do pais, e entre os anos de 1997 e 2018 a producao do estado cresceu 60%,

demonstrando a importancia da atividade ndo s6 para o estado, mas como para todo o pais

(ROCHA et al., 2020; BRASIL, 2021).
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Portanto, a bovinocultura de corte e de leite sdo de extrema importancia para o pais, e
devem estar em constante evolugdo, migrando para atividades cada vez mais profissionais,
alinhadas com preceitos de bem-estar animal e seguranga sanitaria. Além disso, atengdo
também deve ser dada a nutricdo dos animais, uma vez que valores elevados sao gastos com a
nutricdo, ¢ a contamina¢do dos alimentos por toxinas ou microrganismos pode ser muito
prejudicial tanto para a satde dos animais quanto financeiramente para os produtores,
diminuindo a produgdo de leite e carne e, consequentemente, a exportacdo € o consumo
(GOMES et al., 2017; ABIEC, 2020). Dentre as toxinas de importancia na bovinocultura estao

as micotoxinas, que serdo abordadas a seguir.

3.2 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos produzidos por uma grande
variedade de fungos, especialmente por espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium. Sao reconhecidos os efeitos deletérios desses compostos na indugao de processos
carcinogénicos, hepatotdxicos, nefrotoxicos, estrogénicos e mutagénicos. Até o momento, mais
de 400 micotoxinas j& foram identificadas mundialmente, porém apenas cerca de 30 tém sido
detectadas em alimentos com maior frequéncia (HUSSEIN; BRASEL, 2001; CAST, 2003;
FREIRE et al., 2007; ZHAO et al., 2015).

As micotoxinas sao moléculas heterogéneas, com estruturas que variam de apenas um
anel heterociclico com peso molecular de até¢ 50 Da, a grupos contendo vérios anéis e peso
molecular superior a 500 Da. As principais micotoxinas encontradas na alimentacdo animal
sao: aflatoxinas (AFLA), fumonisinas (FUMO), ocratoxina A (OTA), tricotecenos e
zearalenona (ZEA) (HUSSEIN; BRASEL, 2001; ZHAO et al., 2015).

Devido a ampla gama agravos de saide em humanos e animais, o consumo de alimentos
contaminados com micotoxinas tornou-se um dos principais problemas de seguranga dos
alimentos em todo o mundo. A contaminag¢do de culturas por micotoxinas ¢ geralmente regulada
por dois fatores principais: a suscetibilidade da planta hospedeira e as condigdes geograficas e
climaticas do cultivo, além disso, a producdo das micotoxinas pode se dar devido a
contaminagdo do cultivo por fungos toxigénicos ainda no campo (pré-colheita) ou na fase pos-
colheita, durante o armazenamento, processamento e / ou transporte dos alimentos (MORETTI;
LOGRIECO; SUSCA, 2017).

As principais micotoxinas encontradas na alimentagdo animal serdo descritas a seguir:
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3.2.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFLA) sdo produzidas principalmente pelos fungos Aspergillus flavus
e A. parasiticus. Existem quatro tipos principais de aflatoxinas, sendo eles denominados B1, Ba,
G1 e G2 (Figura 1), a classificagdo B ou G se refere a cor da fluorescéncia das moléculas sob
luz ultravioleta (B = Blue, G = Green). Seus principais efeitos incluem hepatotoxicidade,
carcinogénese, teratogé€nese, mutagénese, imunossupressdo e hemorragia renal e do trato
intestinal; além disso, intoxica¢des agudas podem levar a morte. Estas toxinas acometem
principalmente grdos como, amendoim, milho e soja, principalmente durante o periodo de
estocagem. De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) as
aflatoxinas estdo classificadas no Grupo 1, isto &, existem evidéncias suficientes para concluir
que estas toxinas sdo cancerigenas para humanos (PITT, 2000; CAST, 2003; MURPHY et al.,
2006; IARC, 2012; OSTRY et al., 2016).

Figura 1 - Estruturas quimicas dos principais tipos de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2).

)
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Fonte: PITT et al. (2012)

A aflatoxina B1 (AFB1) ¢ a mais toxica dentre os tipos de aflatoxinas, e sua toxicidade

estéa relacionada a sua biotransformacao, que ocorre no figado, através do sistema enziméatico
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do citocromo P450. Os metabolitos gerados pela biotransformagdo podem se ligar a
macromoléculas celulares, incluindo material genético (DNA - 4cido desoxirribonucleico) ou
proteinas para formar adutos. A formacdo de adutos de DNA leva a mutagdes genéticas e
induzir cancer, j4 adutos com proteinas podem levar a toxicidade. Dentre os metabdlitos
formados, AFM; € o de maior importancia por ser uma micotoxina de potencial carcinogénico,
sendo classificada pela IARC no Grupo 2B (possivel carcindgeno para seres humanos). Além
disso, AFM; ¢ excretada no leite, representando um risco para humanos e animais (IARC, 1993;
CAST, 2003; MURPHY et al., 2006).

O primeiro relato de aflatoxicose ocorreu em 1960, quando mais de 100.000 perus
morreram no Reino Unido apds ingerirem uma ragao contendo amendoim de origem brasileira.
Até entdo a causa da morte era desconhecida, e o episodio ficou conhecido como “Doenca X
dos Perus”. Apos diversos estudos, a morte dos animais foi atribuida a presenga de aflatoxinas
no amendoim, € marcou o inicio da micotoxicologia moderna (COLE, 1986; ROBENS;

RICHARD, 1992).
3.2.2 Fumonisinas

As fumonisinas (FUMO) sdo produzidas principalmente pelos fungos Fusarium
verticillioides e F. proliferatum, que sio fitopatdgenos e contaminam principalmente o milho,
durante o periodo de pré-colheita. Os principais efeitos das fumonisinas sdo a
leucoencefalomaldcia equina, edema pulmonar em suinos, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade,
além de serem carcinogénicas. Existe um grande numero de fumonisinas, que variam conforme
o tipo A, B ou C e derivados 1, 2, 3 ou 4. As principais fumonisinas sdo as do tipo B derivados
1 e 2 (FB; e FB») (Figura 2), sendo a fumonisina B; (FB1) a mais toxica, prevalente e estudada

(KELLERMAN et al., 1990; CAST, 2003; MURPHY et al., 2006; VOSS et al., 2007).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos dois principais tipos de fumonisinas (FB; e FB»).
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Fonte: PITT et al. (2012)
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As fumonisinas sdo conhecidas por interromper a biossintese de esfingolipidios, sendo
este o seu principal mecanismo de toxicidade. A interrupcdo da biossintese ocorre, pois, a
estrutura quimica das fumonisinas ¢ semelhante a estrutura dos precursores de esfingolipidios
complexos (esfinganina - Sa e esfingosina - So). Devido as semelhancas estruturais, as
fumonisinas (especialmente FB1) competem com os precursores de esfingolipidios complexos
por sitios de ligacdo na enzima ceramida sintetase, levando ao acumulo de esfinganina e
esfingosina. Essa inibicao ja foi bastante estudada e um aumento da razao Sa/ So ¢ considerada
um bom indicador de exposi¢cdo as FUMO (MERRILL et al., 2001; QUI; LIU, 2001; RILEY;
VOSS, 2006; VOSS et al., 2007).

3.2.3 Ocratoxina A

A ocratoxina A (OTA) (Figura 3) ¢ produzida principalmente por Penicillium
verrucosum, Aspergillus ochraceus, A. carbonarius e A. niger. E encontrada principalmente em
aveia, trigo, café e milho e tem efeitos toxicos a saude humana e de diversas espécies animais,
sendo os suinos bastante sensiveis a pequenas quantidades de OTA. Dentre os efeitos toxicos
da ocratoxina A destacam-se nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, teratogenicidade, enterites e
carcinogénese, sendo esta micotoxina classificada no Grupo 2B pela IARC, ou seja, ¢
possivelmente carcinogénica para seres humanos (IARC, 1993; CAST, 2003; MURPHY et al.,
2006; OSTRY et al., 2016).

Figura 3 - Estrutura quimica da ocratoxina A.
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A nefropatia € o principal efeito toxico de OTA, e esta micotoxina ¢ potencialmente
nefrotdxica para diversas espécies de mamiferos, incluindo humanos. Nos humanos, a OTA ¢
suspeita de ser a causa de uma doenca fatal conhecida como Nefropatia Endémica dos Balcas
(BEN), uma doenca cronica intersticial que afeta a populacao do sudeste da Europa (Croacia,
Boésnia, Bulgaria e Roménia) (RIBELIN; FUKUSHIMA; STILL, 1978; PFOHL-
LESZKOWICZ et al., 2002; O’BRIEN; DIETRICH, 2005; PFOHL-LESZKOWICZ, 2009; EL
KHOURY; ATOUI, 2010; PAVLOVI, 2013).

O modo de acdo da OTA ¢ bastante complexo e ainda ndo ¢ completamente
compreendido, porém sugere-se que inibicdo da sintese de proteinas, inducdo de estresse
oxidativo, formagao de adutos de DNA, induc¢do de apoptose e necrose, e parada do ciclo celular
estdo possivelmente envolvidos em sua agdo toxica. Além disso, a ocratoxina A tem grande
afinidade pela albumina (que ¢ a proteina plasmatica mais abundante no sistema circulatorio),
e ao se ligar a esta proteina, aumenta sua meia-vida nos tecidos e sistema circulatorio

(STUDER-ROHR; SCHLATTER; DIETRICH, 2000; KGSZEGI; POOR, 2016).
3.2.4 Zearalenona

A zearalenona (ZEA) (Figura 4) ¢ produzida principalmente por Fusarium
graminearum e F. culmorum e é geralmente encontrada em aveia, milho e outros cereais. E
uma micotoxina nao esteroidal com efeitos estrogénicos e pode influenciar a capacidade
reprodutiva animal por meio de interferéncia na via de sinaliza¢do do estrogénio, levando a
hiperestrogenismo, abortos e atrofia dos testiculos (CAST, 2003; MINERVINI;
DELL’AQUILA, 2008; PANG et al., 2016).

Figura 4 - Estrutura quimica da zearalenona.
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Apos ser ingerida, a zearalenona ¢ rapidamente absorvida e metabolizada em a-
zearalenol (a-ZOL) e B-zearalenol (B-ZOL), e cerca de 30 minutos apds a ingestdo, ZEA e seus
derivados podem ser detectados no sangue. A agdo de ZEA, a-ZOL e B-ZOL ¢ sistémica e
ocorre através da competicdo com o hormonio 17-B-estradiol, por sitios de ligacdo aos
receptores de estrogeno. Apds a ligagcdo de ZEA e seus derivados aos sitios de ligagdo, se inicia
a estimulacao estrogénica de 6rgdos alvo, como utero, tecido mamario e ovarios, sendo os
suinos os mais sensiveis a esta micotoxina (KUIPER-GOODMAN et al., 1987; PITT, 2000;
MINERVINI; DELL’AQUILA, 2008; PITT et al., 2012).

3.2.5 Tricotecenos

Os tricotecenos sao um grupo de mais de 180 micotoxinas produzidas por varios géneros
de fungos, porém espécies dos géneros Fusarium e Strachybotrys sdo as mais encontradas. Sao
reconhecidos pela forte capacidade de inibigao da sintese proteica nos eucariotos, interferindo
nos estagios inicial, de alongamento e de término. Os principais substratos onde estas
micotoxinas sdo encontradas sdo: cevada, centeio, trigo e milho (STAFFORD; McLAUGHLIN,
1973; BENNETT; KLICH, 2003; ROCHA; ANSARI; DOOHAN, 2005; FREIRE et al., 2007).

De forma geral, os tricotecenos sdo compostos muito estdveis, tanto durante o
armazenamento € moagem, como no processamento e cozimento de alimentos, e ndo sdo
degradados por altas temperaturas. Além disso, os tricotecenos sdo divididos em quatro grupos
(A-D), porém, em medicina veterinaria, dois grupos sdo os mais relevantes: os tricotecenos do
tipo A, sendo a toxina T-2 a mais encontrada, e os tricotecenos do tipo B, sendo o
deoxinivalenol o mais encontrado (ROCHA; ANSARI; DOOHAN, 2005; EFSA, 2011;
MARIN et al., 2013).

A toxina T-2 (T-2) (Figura 5) ¢ o membro mais toxico da familia dos tricotecenos,
causando uma grande variedade de efeitos nos animais, como vOmitos, diarreia, letargia, perda
de peso, hemorragia e alteragdes patologicas no figado e no estdbmago. T-2 também estd
associada a um aumento da taxa de infec¢do, danos ao DNA e indug¢do de apoptose. Além disso,
esta toxina € um potente inibidor da sintese proteica e da fun¢ao mitocondrial tanto in vivo
quanto in vitro, e apresenta efeitos imunossupressores e citotoxicos (VISCONTI et al., 1991;
ERIKSEN; PETTERSSON, 2004; ROCHA; ANSARI; DOOHAN, 2005; LI et al., 2011;
MARIN et al., 2013; ADHIKARI et al., 2017).
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Figura 5 - Estrutura quimica da toxina T-2.
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Fonte: MARIN et al. (2013)

A toxicidade de T-2 pode resultar de qualquer via de exposi¢do, ou seja, dérmica, oral
ou respiratoria e varia dependendo da quantidade, tempo de exposi¢ao, idade e estado de saude
do animal, além da presenca de outras micotoxinas no alimento ingerido (PLACINTA et al.,
1999; HUSSEIN; BRASEL, 2001; AFSAH-HEJRI et al., 2013; MARIN et al., 2013).

O deoxinivalenol (DON) (Figura 6), comumente chamado de vomitoxina, ¢ uma
fusariotoxina produzida principalmente pelos fungos Fusarium graminearum e F. culmorum.
Apesar de ndo ser tdo toxico quanto outros tricotecenos, DON ¢ um dos contaminantes de
cereais mais comuns em todo o mundo. A ingestdo de DON estd associada a alteragdes
intestinais, do sistema imune e do sistema nervoso, casos de exposi¢do aguda se caracterizam
por vomito, diarreia, desnutricdo e dor abdominal, j4 nos casos cronicos ¢ possivel observar
recusa de alimento, imunossupressao, sialorreia e desuniformidade de lotes (ROTTER, 1996;

CAST, 2003; FREIRE et al., 2007; MARIN et al., 2013).

Figura 6 - Estrutura quimica do deoxinivalenol.

Fonte: PITT et al. (2012)
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Muitas espécies animais sdo suscetiveis ao deoxinivalenol, sendo os animais
monogastricos, especialmente os suinos, os mais sensiveis a esta toxina, enquanto frangos e
perus, seguidos por ruminantes, parecem ter maior tolerancia. A sensibilidade diferencial
observada nas diferentes espécies ocorre devido a diferengas no metabolismo, absorgao,

distribuicdo e eliminagdo de DON entre as espécies animais (ROTTER, 1996; PESTKA, 2007).

3.3 Degradaciao das Micotoxinas pela Microbiota Ruminal

Os ruminantes sdo, de forma geral, considerados mais resistentes aos efeitos adversos
das micotoxinas do que os animais monogdastricos. Isso se baseia na suposicdo de que a
microbiota ruminal tem a capacidade de biotransformar as micotoxinas em outros compostos,
considerados menos toxicos. No entanto, isto nao se aplica a todas as micotoxinas € o impacto
das micotoxinas nos ruminantes também depende de outros fatores, como idade, raga, sexo,
quantidade e tipo de micotoxina ingerida, além do estado imunologico do animal (FINK-
GREMMELS, 2008; UPADHAYA; PARK; HA, 2010).

Além disso, a capacidade desintoxicante da microbiota ruminal ¢ saturdvel e varia com
as mudangas na dieta ou como consequéncia de doengas metabdlicas, como a acidose ruminal.
Portanto, um efeito secundario da microbiota ruminal incompetente ¢ um aumento na fragao de
micotoxinas que escapam da degrada¢do microbiana, o que faz com que essas toxinas cheguem
intactas ao duodeno, onde sdo absorvidas da mesma forma que nos animais monogastricos e
levam a efeitos adversos (FINK-GREMMELS, 2008; UPADHAYA; PARK; HA, 2010).

Desde os anos 80 ja se sabe que a microbiota do raimen fornece a primeira linha de
defesa dos animais ruminantes, convertendo micotoxinas como aflatoxinas, ocratoxinas e
tricotecenos, em seus metabolitos menos toxicos aflatoxicol, ocratoxina-alfa e de-epoxi-
tricotecenos, respectivamente. Porém, com a passar dos anos a estabilidade ruminal de muitas
outras micotoxinas comecou a ser investigada e foi descoberto que nem todas as micotoxinas
estdo sujeitas a biotransformagdo por microrganismos ruminais. Algumas micotoxinas, como
por exemplo as fumonisinas, passam pelo rimen sem serem afetadas, e a zearalenona ¢
convertida no alfa-zearalenol que ¢ ainda mais potente (KIESSLING et al., 1984; CALONI et
al., 2000; DANICKE et al., 2005; FINK-GREMMELS, 2008).

Outro fator importante a ser considerado ¢ a presenca de mais de uma micotoxina no
alimento ingerido, o que ¢ bastante comum devido a presenca de mais de uma micotoxina na
mesma commoditie € / ou a presenga de varias commodities diferentes em uma mesma dieta

(como sera descrito detalhadamente mais a frente). Estas coocorréncias de micotoxinas na
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alimentacdo animal sdo bastante comuns e podem causar riscos a saide animal, mesmo nos
ruminantes. As coocorréncias podem explicar as diferencas encontradas em resultados de
experimentos controlados e na realidade observada a campo. Em experimentos controlados, os
animais sao desafiados com apenas uma micotoxina ou com um grupo definido de micotoxinas
e geralmente mostram uma alta tolerancia aos alimentos contaminados. Em contraste, em
condi¢des de campo, os animais sdo expostos a misturas complexas de toxinas, € nestes casos
a capacidade de desintoxicagcdo da microbiota ruminal se esgota e as micotoxinas inalteradas
sao absorvidas pelo duodeno podendo causar efeitos adversos nestes animais (FINK-

GREMMELS, 2008).

3.4 Efeitos das Micotoxinas em Bovinos

De forma geral, os ruminantes s3o menos afetados por algumas micotoxinas do que os
animais monogastricos, uma vez que a atividade microbiana no rimen pode modificar a
estrutura quimica das micotoxinas em compostos menos toxicos. Porém a ingestdo de alimentos
contaminados com micotoxinas ainda afeta tanto a saude quanto a produtividade de bovinos, ¢
os sinais clinicos observados variam dependendo da micotoxina presente no alimento, como

observado na Tabela 1 (KEMBOI et al., 2020).

Tabela 1 - Principais efeitos das micotoxinas em bovinos.

Efeitos AFLA DON FUMO OTA T-2 ZEA
Redugao do consumo de alimentos Vv v v v v N
Redugao da producao de leite v v v v v v
Efeitos reprodutivos v v v
Imunossupressao v v
Hepatotoxicidade v
Nefrotoxicidade v V4
Gastroenterite v v

Fonte: Adaptado de KEMBOI et al. (2020)
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3.4.1 Aflatoxinas

Em vacas leiteiras, a exposi¢ao a dieta contaminada com AFLA, mesmo em baixos
niveis, leva a reducdo da ingestdo de alimentos, alteracdo da atividade hepatica,
imunossupressdo, nefrotoxicidade e diminui¢do da producdo de leite. Estudos in vitro,
demostraram que, apesar da protecdo do rumen, a presenca de niveis crescentes de AFB; no
fluido ruminal reduz a producao de gases e as concentragdes de amonia e acidos graxos volateis,
ou seja, AFB; exerce atividade antibacteriana no rimen (MASOERO et al., 2007; JIANG;
YANG; LUND, 2012; MOJTAHEDI et al., 2013; GALLO et al., 2015; TOLOSA et al., 2021).

Estudos in vivo também ja foram desenvolvidos. Applebaum et al. (1982) relataram uma
diminui¢ao significativa na producao de leite em bovinos alimentados com 13 mg de AFB; por
dia durante sete dias. Em outro estudo, vacas alimentadas com 100 pg AFBi/kg de alimento
apresentaram reducdo da produgdo de leite e da conversdao alimentar (APPLEBAUM et al.,
1982; SULZBERGER; MELNICHENKO; CARDOSO, 2017).

Além disso, também existem estudos de caso que relatam aflatoxicose aguda em
bovinos. Mckenzie et al. (1981) relataram a morte de 12 a 90 bezerros na Australia. Os animais
foram alimentados com feno de amendoim contaminado com 2.230 pg/kg de AFLA e
apresentaram ictericia, fotossensibilizacdo, diarreia, anorexia e depressao, além da elevagao dos
niveis séricos de enzimas de origem hepatica e bilirrubinas. Apds a morte também foi
encontrada hemorragia, lesdo de hepatocitos e proliferacdo de ductos biliares. Outro caso foi
relatado no Paquistdo, onde os bovinos foram alimentados com forragem rica em milho
contaminada com 33.500 pg/kg de AFLA e apresentaram anorexia, depressdo,
fotossensibilizagdo e diarreia, com Obito de 15 animais. Lesdes post mortem incluiram
hemorragias em visceras, exsudagdo de sangue por orificios naturais e prolapsos (MCKENZIE

etal., 1981; UMAR et al., 2015).

3.4.2 Deoxinivalenol

O impacto da ingestdo de DON em bovinos € controverso, existem autores que
observaram problemas gastrointestinais, diarreia, imunossupressao € uma diminui¢do geral do
desempenho dos animais apos a ingestao. Outros relatam que os bovinos sdo mais resistentes
aos efeitos de DON devido a capacidade dos microrganismos ruminais de metabolizar esta

micotoxina transformando-a em seu metabolito ndo toxico DOM-1 antes de chegar ao intestino
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delgado (KING et al., 1984; ROTTER, 1996; HUSSEIN; BRASEL, 2001; PESTKA, 2007;
FINK-GREMMELS, 2008; MARESCA, 2013; GALLO et al., 2015; KEMBOI et al., 2020).

Prelusky et al. (1984) observaram que a administragdo de DON em uma dose oral Uinica
de 1,9 mg/kg de peso corporal resultou em menos de 1% de absorcdo sistémica da toxina
original, mostrando a grande capacidade de detoxificacdo do rimen. Em outro experimento,
vacas receberam dieta contaminada com 6,4 mg/kg de DON por 6 semanas, ¢ ndo foram
observados sinais de doenga. De qualquer maneira, o monitoramento desta micotoxina deve ser
feito devido a possiveis efeitos adversos ou interagdes sinérgicas com outras toxinas presentes
no alimento (PRELUSKY et al., 1984; TRENHOLM et al., 1985; FINK-GREMMELS, 2008;
GALLO et al., 2015; KEMBOI et al., 2020).

3.4.3 Fumonisinas

Nos bovinos, em contraste com muitas outras micotoxinas, as fumonisinas sdo
pobremente degradadas pelo rimen, e os principais sinais clinicos da exposi¢ao a estas toxinas
sdo a diminuicao do apetite acompanhada por danos nos rins e no figado (CALONI et al., 2000;
FINK-GREMMELS, 2008; GALLO et al., 2015).

Mathur et al. (2001) realizaram um experimento em bezerros que receberam 1 mg/kg de
fumonisina B; por via intravenosa por 7 dias. Os animais tratados apresentaram letargia,
redu¢do do apetite, evidéncias bioquimicas de lesdo grave ao figado, além de func¢ao hepatica
prejudicada. Os animais também apresentaram concentragdes aumentadas de esfinganina e

esfingosina no figado, rins, pulmdes, coragdo e musculo esquelético (MATHUR et al., 2001).

3.4.4 Ocratoxina A

Em bovinos, a OTA ¢ amplamente degradada em ocratoxina a (OTa) (que € menos
toxica) pela microbiota ruminal, devido principalmente a atividade de protozoarios. A
relevancia da degradagdo da OTA no rumen foi demonstrada em dois experimentos in vivo em
bezerros. No primeiro experimento, OTA foi administrada na dose de 1,0 ou 4,0 mg/kg de peso
corporal a bezerros alimentados com leite (pré-ruminantes); os animais morreram nas primeiras
24 horas ap6s a dosagem, sem diferencas entre as doses (SREEMANNARAYANA et al.,
1988). Ja no segundo experimento, quando OTA foi administrada na dose de 2,0 mg/kg de peso
corporal a bezerros com rimen funcional, os animais ndo mostraram nenhum efeito negativo

detectavel (MOBASHAR et al.,, 2012). Portanto, a atividade microbiana no trato
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gastrointestinal de bovinos pode ser considerada eficiente em reduzir drasticamente a absor¢ao
de OTA e, consequentemente, proteger os animais contra seus efeitos toxicos. Porém, o
acumulo de OTA na corrente sanguinea, como consequéncia da ingestdo cronica de alimentos
contaminados, deve ser evitado, ja que pode representar um risco potencial para estes animais
(HULT; TEILING; GATENBECK, 1976; BATTACONE; NUDDA; PULINA, 2010; GALLO
etal., 2015).

3.4.5 T-2 Toxina

Os efeitos de T-2 geralmente observados em bovinos sao rejei¢ao dos alimentos, baixa
producado de leite, gastroenterites, sangramento intestinal, imunossupressao e, em alguns casos,
morte. Além disso, ja foram relatados casos de infertilidade e aborto no ultimo trimestre da
gestacdo (YOSHIZAWA etal., 1981; MANN et al., 1984; FINK-GREMMELS, 2008; AFSAH-
HEJRI et al., 2013; OMAR, 2013; GALLO et al., 2015; ADHIKARI et al., 2017).

Um estudo foi realizado por Weaver et al. (1980) em bezerros que receberam 0,6 mg de
T-2/kg de peso corporal por sete dias consecutivos. Apos este periodo observou-se que os

animais apresentavam depressao grave, apatia e anorexia (WEAVER et al., 1980).

3.4.6 Zearalenona

Os bovinos podem apresentar diversos problemas reprodutivos decorrentes da ingestao
de alimentos contaminados com ZEA, sendo os principais efeitos desta toxina nestes animais a
diminui¢do da sobrevivéncia dos embrides, edema, hipertrofia da genitdlia em fémeas pré-
puberes, diminui¢cdo da produc¢do de hormodnio luteinizante e progesterona, alteragdes na
morfologia dos tecidos uterinos, feminizagdo de machos jovens devido a diminuicdo da
producao de testosterona e infertilidade. Em um experimento realizado em vacas que receberam
250 mg de ZEA por dia ao longo de trés ciclos estrais foi observado infertilidade, redugdo da
producdo de leite e hiperestrogenismo. Além disso, a taxa de concepgao foi reduzida de 87%
(grupo controle) para 62% (animais que receberam ZEA) (WEAVER et al., 1986; D’MELLO
et al., 1999; ZINEDINE et al., 2007; MINERVINI; DELL’AQUILA, 2008; GALLO et al.,
2015).
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3.5 Metabolizagao e Carry-over de Micotoxinas para Leite e Produtos Lacteos

O termo carry-over indica a passagem de compostos indesejados de alimentos
contaminados para tecidos animais comestiveis ou subprodutos. Quando os animais sdo
alimentados com ragdes ou matérias-primas contaminadas com micotoxinas, estas sao
submetidas a transformacdes enzimaticas e microbianas que levam a formacao de metabolitos
no intestino. Os metabdlitos resultantes podem entdo ser absorvidos pela corrente sanguinea do
animal e posteriormente ser excretados pela urina e/ou fezes. Porém, as toxinas e seus
metabolitos que ndo sdo excretadas do organismo permanecem como residuos em orgaos,
musculos e no leite, podendo ser, entdo, ingeridas pelos seres humanos (VOLKEL; SCHROER-

MERKER; CZERNY, 2011; ADEGBEYE et al., 2020; LI et al., 2020; TOLOSA et al., 2021).

3.5.1 Aflatoxinas

Com relacdo as aflatoxinas, a aflatoxina B (AFB;) ¢ absorvida no intestino delgado,
transferida para o sangue e transportada pelos globulos vermelhos e proteinas plasmaticas para
o figado. A molécula AFM; ¢ o principal metabdlito hidroxilado da AFB; (Figura 7) e ¢
formada pelo sistema enzimatico do citocromo P450 no figado. AFM; pode ser encontrada em
leite ou produtos lacteos obtidos de animais alimentados com ra¢ao contaminada com AFB;.
Em ruminantes, parte da AFB; dos alimentos contaminados ¢ degradada pela microbiota do
fluido ruminal e ¢ transformada em aflatoxicol (AFL) - um metabdlito 18 vezes menos toxico
que a AFBi. A AFB; ndo metabolizada ¢ absorvida no trato digestivo e ¢ hidroxilada no figado,
formando AFM; que ¢ excretada no leite. Os ruminantes sdo considerados menos suscetiveis
aos efeitos das micotoxinas do que as espécies monogastricas, uma vez que as micotoxinas
podem ser degradadas até certo ponto pela microbiota ruminal. No entanto, a capacidade de
desintoxicac¢do pelos microrganismos ruminais ¢ saturavel e, consequentemente, a AFM; se
acumula no leite. A capacidade de transformar AFB; em AFM; no leite foi avaliada por Britzi
et al. (2013), e os autores demonstraram que a extensdo da transferéncia para o leite varia de
2,5% a 5,8% e esta diretamente correlacionada a producdo de leite em vacas (BRITZI et al.,
2013; ALSHANNAQ; YU, 2017; KETNEY; SANTINI; OANCEA, 2017; PELES et al., 2019;
TOLOSA et al., 2021).
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Figura 7 - Conversdo de aflatoxina B; (AFB1) em aflatoxina M; (AFM,).

Fonte: VAZ et al. (2020)

Dentre as diferentes micotoxinas encontradas em produtos derivados de animais, a
AFM; em leite e produtos lacteos ¢ a mais amplamente relatada e estudada no mundo. Esta
toxina ¢ legalmente monitorada em produtos alimenticios de origem animal em alguns paises.
No Brasil, o limite maximo tolerado (LMT) de AFM; € de 0,5 pg/kg em leite fluido, 5,0 pg/kg
para leite em po e 2,5 pg/kg em queijos. Destaca-se também a legislagdo da Unido Europeia
que possui um LMT de 0,05 ng/kg de AFM; no leite e 0,025 pg/kg em férmulas infantis (EU,
2006a; BRASIL, 2011; TOLOSA et al., 2021).

Diversos estudos avaliam a presenca de AFM; em leite e produtos lacteos em diferentes
paises ao longo dos anos, e em alguns deles sdo relatados niveis de AFM; superiores ao LMT
estabelecido pela Unido Europeia (0,05 pg/kg) (TOLOSA et al., 2021).

No Brasil ja foram realizados estudos em amostras de leite e derivados. Tha et al. (2011)
avaliaram a presenca de AFM; em amostras de queijo, iogurte e bebidas lacteas. Foi observado
que 67% das amostras de queijo continham AFM; em concentra¢des variando de 0,010 pg/kg a
0,304 pg/kg, ja as amostras de iogurte e bebidas lacteas apresentaram 72% de contaminagdo
variando de 0,010 pg/kg a 0,529 ng/kg. Outro estudo foi realizado por De Oliveira et al. (2013)
em amostras de leite UHT (Ultra High Temperature) compradas em Minas Gerais, e 30,7% das
amostras continham AFM; em concentragdes variando de 1,0 pg/kg a 4,1 pg/kg, quantidades
acima do LMT para AFM; em leite prevista na regulamentago brasileira. Amostras de queijo
minas frescal e minas padrdo foram analisadas por Oliveira et al. (2011), neste estudo, 27,1%
das amostras continham AFM;, e as concentragdes médias foram de 0,142+0,118 ng/kg e
0,118 £0,054 pg/kg nas amostras de queijo minas frescal e minas padrdo, respectivamente

(IHA et al., 2011; OLIVEIRA et al.,2011; DE OLIVEIRA et al., 2013).
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3.5.2 Deoxinivalenol

Em relacdo ao metabolismo de deoxinivalenol (DON), estudos in vitro usando
microssomas hepaticos demonstraram que uma grande porcentagem desta toxina (> 75%) é
metabolizada, sendo DON-3-glicuronideo o metabolito predominante em peixes, ratos, suinos
e bovinos. Além disso, DON ¢ convertido em de-epdxi-DON (DOM-1) no rimen, sendo este
também um importante metabolito de DON em bovinos (DANICKE; BREZINA, 2013; VIDAL
et al., 2018).

Devido a rapida biotransformagdo de DON em DOM-1 (menos tdxico) no rumen
(Figura 8), DOM-1 tem sido mais frequentemente relatado em amostras de leite do que DON,
como observado por Winkler et al. (2015), que relatou niveis de DOM-1 de até 5,6 ng/ml e de
DON de até 2,5 ng/ml em amostras de leite. Da mesma forma, Serensen e Elbaek (2005)
registraram até 0,3 ng/l de DOM-1 em cinco de 20 amostras de leite coletadas na Dinamarca

(SORENSEN; ELBAEK, 2005; WINKLER et al., 2015; TOLOSA et al., 2021).

Figura 8 - Biotransformac¢do de DON em DON-1.

DOM-1

Fonte: Adaptado de PINTO et al. (2022)

3.5.3 Fumonisinas

Poucas informagdes podem ser encontradas sobre a metabolizacdo das fumonisinas
(FUMO), mas estas toxinas parecem ser mais estaveis do que outras micotoxinas de Fusarium,
e apresentam rapida eliminacdo apds a ingestdo. A fumonisina B (FB1) tem uma meia-vida
curta e é excretada principalmente na bile (CAVRET; LECOEUR, 2006; TOLOSA et al.,
2021).
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Os estudos existentes demonstram baixa transferéncia de FUMO da ragdo para o leite
em bovinos, mesmo em altas concentra¢cdes de FUMO na dieta. Gazzotti et al. (2009) relataram
FB1 em oito de 10 amostras de leite testadas com média de contaminagdo de 0,26 pg/kg. Outro
estudo foi realizado por Zhao et al. (2015), os autores encontraram 10% das amostras de leite
contaminadas com FB; e FBo, atingindo niveis de até¢ 3 pg/l e 2 pg/l, respectivamente

(GAZZOTTI et al., 2009; ZHAO et al., 2015; TOLOSA et al., 2021).

3.5.4 Ocratoxina A

Com relagdo a ocratoxina A (OTA), esta toxina é amplamente convertida pelos
microrganismos do rimen em OTa que ¢ menos toxica (Figura 9), por esta razdo existem
poucos relatos da presenca de residuos de OTA em leite ou produtos lacteos. No entanto, ja foi
verificada a presenga de OTA em amostras de leite e queijos. Pattono, Gallo e Civera (2011)
relataram que trés de 63 amostras de leite de fazendas organicas estavam contaminadas com
OTA em quantidades que variaram de 0,07 a 0,11 pg/l. Os mesmos autores também constataram
que aproximadamente 20% dos queijos feitos com leite cru analisados estavam contaminados
com OTA, com diferencas nos niveis dependendo da parte analisada do queijo. As
concentragdes variaram de 18,4 pg/kg a 146,0 pg/kg na parte interna e de 1,0 pg/kg a 262,2
ng/kg na casca do queijo (PATTONO; GALLO; CIVERA, 2011; PATTONO et al., 2013;
ZHANG et al., 2019; TOLOSA et al., 2021).

Figura 9 - Estrutura quimica da OTa.
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Fonte: BEHRENS et al. (2021)
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Além disso, estudos realizados na Italia, Suécia, Noruega, Fran¢a e China encontraram
OTA em amostras de leite em concentragdes que variaram de 5 ng/l a 84,1 ng/l. Em outro
estudo, Turkoglu e Keyvan (2019) detectaram OTA em leite cru, pasteurizado e UHT da
Turquia com valores médios de 137 + 57 ng/l, 135 + 8 ng/l e 85 + 4 ng/l, respectivamente
(FLORES-FLORES et al., 2015; TURKOGLU; KEYVAN, 2019).

Embora apenas baixas concentragdes de OTA foram detectadas em amostras de leite e
derivados, essas pequenas quantidades podem ser importantes para consumidores de grandes
quantidades desses produtos, principalmente criancas, que podem ter também outras fontes de
ocratoxina na dieta. No entanto, a Unido Europeia ainda ndo estabeleceu regulamentos para a

contaminagdo de leite e produtos lacteos por OTA (SKAUG, 1999; TOLOSA et al., 2021).

3.5.5 T-2 toxina

Os principais metabdlitos da T-2 toxina (T-2) em mamiferos sdo HT-2 (Figura 10),
neosolaniol (NEO), T-2 triol, T-2 tetraol, 3'-OH-T-2, e 3'-OH-HT-2, sendo a hidrélise o
principal destino metabdlico de T-2 no figado. Um estudo determinou que 0,2% da dose de T-
2 administrada em vacas foi transmitida para o leite na forma de T-2, HT-2, NEO, dentre outros

metabdlitos (YOSHIZAWA et al., 1981; TOLOSA et al., 2021).

Figura 10 - Estrutura quimica da toxina HT-2.

Fonte: ADHIKARI et al. (2017)
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3.5.6 Zearalenona

A zearalenona (ZEA) é metabolizada em dois metabdlitos principais a-zearalenol (a-
ZO0L) e B-zearalenol (-ZOL) (Figura 11). ZEA e seus metabolitos ja foram detectados em leite
e derivados. Um estudo foi realizado em amostras de formulas de leite infantil na Italia, e ZEA
foi detectada em 9% das amostras com contamina¢@o méxima de 0,76 pg/l; a-ZOL e B-ZOL
estavam presentes em 26% e 28% das amostras com valores maximos de 12,91 pg/l e 73,24
pg/l, respectivamente. Outro estudo foi realizado por Huang et al. (2014), que encontraram ZEA
em 23% das amostras de leite cru analisadas (média de 14,9 ng/l) e em 25% das amostras de
leite em p6 (média de 11,6 ng/l). Ja Zhao et al. (2015) relataram presenga de ZEA (3-10 pg/l) e
B-ZOL (1,2 pg/l) em amostras de leite, com incidéncia de 40% e 10%, respectivamente

(MEUCCI et al., 2011; HUANG et al., 2014; ZHAO et al., 2015; TOLOSA et al., 2021).

Figura 11 - Biotransformag¢do de ZEA em a-ZOL e 3-ZOL.
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Fonte: WANG et al. (2019)

3.6 Coocorréncias de Micotoxinas

Outro problema muito comum na alimentag¢do animal € a coocorréncia de micotoxinas.
Considerando que muitos fungos micotoxigénicos sdo capazes de produzir simultaneamente
mais de uma micotoxina, que as commodities podem ser contaminadas por varios fungos e que

a alimentagdo completa dos animais é feita a partir de varias commodities diferentes, o estudo
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da ocorréncia de uma Unica micotoxina oferece informagdes incompletas sobre o risco
associado ao respectivo alimento, pois coocorréncias sdo muito comuns na alimentagao animal,
€ a contaminagao por uma unica micotoxina ndo ¢ a norma, mas sim a exce¢ao (GRENIER;
OSWALD, 2011; SMITH et al., 2016).

Quando mais de uma micotoxina esta presente no alimento podem ocorrer interagdes,
que podem ser de trés tipos: aditivas, quando o efeito da combinagdo ¢ calculado como a soma
dos efeitos individuais das toxinas envolvidas; sinérgicas, quando o efeito da combinagao das
micotoxinas ¢ superior ao esperado em comparagdo com a soma dos efeitos individuais das
micotoxinas; ou antagonicas, quando o efeito da combinacdo das micotoxinas ¢ inferior ao
esperado a partir da soma dos efeitos individuais das micotoxinas. As coocorréncias sio comuns
na alimentacdo animal, e podem causar grandes perdas, pois efeitos sinérgicos sdo muito
observados (BINDER et al., 2007; STREIT et al., 2012; SMITH et al., 2016; KOVALSKY et
al., 2016). A seguir os principais efeitos resultantes de coocorréncias relatados na literatura

serdo descritos:

3.6.1 Toxicidade In Vivo

Embora a literatura cientifica ofere¢ca uma ampla variedade de informagdes sobre os
efeitos individuais das micotoxinas em varias espécies animais, os efeitos das coocorréncias
sdo menos estudados apesar de a exposi¢do simultdnea a multiplas micotoxinas ser muito
comum na pecudria, uma vez que no processo de fabricagao de ragdes, varios lotes de diferentes
matérias-primas sao misturados, produzindo uma matriz totalmente nova € com um novo perfil
de risco (CAST, 2003; BINDER et al., 2007).

As coocorréncias podem ser uma explicagdo importante para as divergéncias observadas
nos efeitos descritos na literatura cientifica e nos casos observados no campo. Na maior parte
dos artigos cientificos ¢ utilizada apenas uma micotoxina (que geralmente € purificada), além
disso, os estudos sobre os efeitos toxicos combinados das micotoxinas iz vivo sdo limitados e,
portanto, o risco a saide decorrente da exposi¢cdo a uma combinacdo de micotoxinas ¢
incompleto. Em surtos de campo, alimentos naturalmente contaminados podem conter
multiplas micotoxinas, e niveis de contaminacdo aparentemente mais baixos podem estar
associados a efeitos mais graves devido a agdo conjunta das micotoxinas (BINDER et al., 2007;
GRENIER; OSWALD, 2011).

Diversas interacdes e suas implicagdes na saide animal resultantes de estudos in vivo

serdo descritas a seguir:
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Interagoes entre aflatoxinas e fumonisinas

Diversos artigos descrevem os efeitos e consequentes interacdes resultantes da
contamina¢do dos alimentos por aflatoxinas (AFLA) e fumonisinas (FUMO) (Apéndice A).
Pozzi et al. (2001) descreveram os efeitos observados em camundongos. Neste estudo os
animais foram divididos em seis grupos: o grupo 1 ndo recebeu nenhuma micotoxina; o grupo
2 recebeu 72 ng AFLA + 0 mg FUMO/100 g de peso corporal; o grupo 3 recebeu 0 ng AFLA
+ 0,5 mg FB1/100 g de peso corporal; o grupo 4 recebeu 0 pg AFLA + 1,5 mg FUMO/100 g
de peso corporal; o grupo 5 recebeu 72 ug AFLA + 0,5 mg FUMO/100g de peso corporal; e o
grupo 6 recebeu 72 pg AFLA + 1,5 mg FUMO/100g de peso corporal. Os animais do grupo
controle ¢ os tratados com micotoxinas apresentaram aspecto normal durante todo o periodo
experimental, exceto os animais do grupo 6, que estavam letargicos, tinham pelos ericados e
ganharam menos peso. Foi observada uma relagdo antagonica no ganho de peso corporal nos
animais do grupo 5, o ganho de peso destes animais foi maior do que o observado no grupo
controle e ndo diferiu estatisticamente dos grupos que receberam apenas uma das toxinas, ja
nos animais do grupo 6 a interagdo foi do tipo sinérgica (POZZI et al., 2001; GRENIER;
OSWALD, 2011).

Com relacdo aos pesos dos 6rgaos, o figado foi o mais afetado pela associagdo das duas
micotoxinas. Camundongos expostos & AFLA mais a maior dose de FUMO (grupo 6)
apresentaram os menores pesos absolutos e relativos para o figado, demonstrando uma acdo
hepatotoxica das duas toxinas em associacdo, € levando a uma interacao sinérgica. Os rins
também foram afetados pela acdo conjunta das micotoxinas, e tiveram seu peso absoluto
significativamente reduzido no grupo 6 (POZZI et al., 2001; GRENIER; OSWALD, 2011).

Também foram realizados experimentos para medir as concentragdes de enzimas no
soro de animais alimentados com dietas multi-contaminadas. Estes experimentos tém como
objetivo investigar a presen¢a de danos aos tecidos (principalmente ao figado), ja que estes
danos sdo fisiologicamente traduzidos pelo aumento de biomarcadores. Foi observado um
aumento nas atividades enzimaticas de aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina
(FAL), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamiltransferase (GGT) em todos os
camundongos tratados com AFLA + FUMO em compara¢do com os controles. Estes aumentos
podem ser atribuidos a necrose celular, alteragdes na permeabilidade da membrana celular ou

prejuizo da excrecdo biliar (POZZI et al., 2001; GRENIER; OSWALD, 2011).
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Outro estudo foi realizado em perus por Kubena et al. (1995a), os animais receberam
dietas contendo 0,75 mg/kg de AFLA, 200 mg/kg de FUMO ou uma combinagdo das duas
toxinas. Quando comparados com os controles, os ganhos de peso corporal foram reduzidos em
39% por AFLA, 10% por FUMO e 47% pela combinagao, resultando em uma interacao aditiva.
Com relagdo a mortalidade, foi observada interacdo antagdnica entre as toxinas, os resultados
encontrados foram de 4% de mortes no grupo controle, 17% para AFLA, 4% para FUMO e 8%
para a combinacao. Quando comparado com os controles o peso relativo do figado diminuiu de
forma significativa, sendo a interagao classificada como sinérgica, ja os pesos relativos dos rins,
pancreas e moela aumentaram nos perus alimentados com a dieta co-contaminada. O aumento
do peso relativo dos rins estd provavelmente associado a um leve dano renal. Animais
alimentados com a dieta contendo a combinacdo também apresentaram concentragdes séricas
reduzidas de proteinas totais, albumina, colesterol, triglicerideos, glicose, célcio e fosforo
inorganico. A redugdo no colesterol provavelmente ocorreu devido a inibi¢ao da biossintese do
colesterol e a redugdo nos triglicerideos séricos pode estar associada a um prejuizo no transporte
de lipidios. Estes dados indicam que a combinac¢do de AFLA + FUMO pode afetar a saude e o
desempenho de perus de forma mais grave do que estas micotoxinas individualmente. Além
disso, nas condi¢des experimentais utilizadas a interagdo entre AFLA e FUMO foi caracterizada
de forma geral como aditiva (KUBENA et al., 1995a; GRENIER; OSWALD, 2011).

Em poedeiras, a reducdo da produgdo e do peso dos ovos ¢ um dos efeitos da
aflatoxicose. Um estudo relatou efeito antagonico de AFLA e FUMO na produgao de ovos em
codornas. De forma surpreendente, a produgdo de ovos foi reduzida em animais alimentados
com dieta contaminada apenas com FUMO (10 mg/kg), e esse efeito foi parcialmente revertido
quando os animais receberam dieta contaminada com 200 pg/kg AFLA + 10 mg/kg FUMO
(OGIDO et al., 2004; GRENIER; OSWALD, 2011).

Com relacdo a sintese de lipideos, a interrup¢do da biossintese de esfingolipidios € o
principal mecanismo envolvido na toxicidade de FUMO. Esta toxina leva a inibicdo da
ceramida sintase causando o aciimulo de bases esfingoides (esfinganina - Sa e esfingosina -
So). Essa inibi¢do ja foi bastante estudada e um aumento da razdo Sa / So é considerado um
bom indicador de exposi¢ao a FUMO (QUI; LIU, 2001; THEUMER et al., 2008). Alguns
estudos analisaram o efeito da co-exposicdo a AFLA e FUMO em bases esfingoides em
diferentes amostras bioldgicas, com o objetivo de investigar se AFLA poderia exacerbar a
toxicidade de FUMO. Orsi et al. (2007) realizaram experimento em coelhos que receberam 1,5
mg/kg de peso corporal/dia de FUMO + 30 pg/kg de peso corporal/dia de AFLA, e

demonstraram uma interacao antagonica entre AFLA e FUMO na razdo Sa / So no figado de
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animais expostos, ja no soro a interacao foi sinérgica e na urina foi observada interagao aditiva.
Por outro lado, Theumer et al. (2008) observaram um efeito sinérgico das duas toxinas ao
observar a razdo Sa / So nos rins, na urina e, em menor grau, no soro ¢ no figado de
camundongos expostos a dieta contendo 0,04 mg/kg AFLA e 100 mg/kg FUMO. Este estudo
também descreveu uma interagdo sinérgica na incidéncia e na gravidade das lesdes renais e
hepaticas (ORSI et al., 2007; THEUMER et al., 2008; GRENIER; OSWALD, 2011).

Tanto AFLA quanto FUMO tém efeitos cancerigenos. Em nivel molecular, a toxicologia
de AFLA envolve sua conversao metabolica pelo sistema do citocromo P450 em AF-exo0-8,9-
epoxido, que por sua vez se liga as bases guanina do acido desoxirribonucleico (DNA) para
formar adutos. E descrito que AFLA ¢ um bom iniciador de cincer e comprovadamente um
carcindgeno completo. Por outro lado, FUMO ¢ descrito como um potente promotor de tumor,
mas um iniciador fraco (GRENIER; OSWALD, 2011; BBOSA et al., 2013). Dois ensaios de
longo prazo, um realizado em camundongos € o outro em trutas arco-iris, iniciaram a
hepatocarcinogénese com AFLA e, em seguida, trataram os animais com altas doses de FUMO
(CARLSON etal., 2001; GELDERBLOM et al., 2002). Carlson et al. (2001) realizaram estudos
com as trutas arco-iris. As trutas sao uma espécie com incidéncia de tumor espontaneo muito
baixa, neste estudo, animais tratados apenas com FUMO (3,2; 23 ou 104 mg/kg) nao
desenvolveram tumores em nenhum dos tecidos analisados (figado, rim, estdmago e bexiga
natatoria), ja nos animais tratados inicialmente com AFLA (0,1 mg/kg) e posteriormente com
FUMO, FUMO promoveu cancer de figado, mas ndo promoveu tumores em outros tecidos
(CARLSON et al., 2001). Da mesma forma, no estudo realizado por Gelderblom et al. (2002)
em camundongos, as toxinas (17 ug/kg de peso corporal/dia de AFLA + 250 mg/kg de FUMO)
agiram sinergicamente com relacao a iniciagdo do cancer, conforme demonstrado pelo nimero
de nodulos e focos de hepatdcitos encontrados nos animais. Foi demonstrado que o pré-
tratamento dos animais com AFLA aumentou a poténcia de iniciagdo de FUMO, e que quando
as toxinas sao administradas separadamente ambos os compostos exibem poténcia de iniciagao
de cancer lenta (GELDERBLOM et al., 2002).

Com relagao aos efeitos imunogénicos, existem poucos estudos que investigam o efeito
combinado de AFLA e FUMO na imunidade. Tessari et al. (2006) realizaram estudos em
frangos, os animais receberam 50 ou 200 pg/kg de AFLA, 50 ou 200 mg/kg de FUMO ou uma
combinacao das duas toxinas. Todas as aves foram vacinadas contra a doenga de Newcastle e
foi observada uma diminui¢do sinérgica dos titulos de anticorpos contra esta doenga nos
animais que receberam dietas co-contaminadas. Este efeito imunossupressor pode estar

relacionado a inibigdo da sintese de proteinas, incluindo uma diminui¢do nos titulos de
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imunoglobulinas G (IgG) e imunoglobulinas A (IgA), redu¢do no niamero de linfocitos e efeitos
na Bursa de Fabricius (CAMPBELL et al., 1983; SUR; CELIK, 2003; TESSARI et al. 2006;
GRENIER; OSWALD, 2011).

Interagoes entre aflatoxinas e ocratoxina A

Diversos artigos descrevem os efeitos e consequentes interacdes resultantes da
contaminag¢ao dos alimentos por aflatoxinas (AFLA) e ocratoxina A (OTA) (Apéndice A). Huff
e Doerr (1981) realizaram estudo em frangos que receberam dietas contaminadas com 2,5
mg/kg de AFLA, 2,0 mg/kg de OTA ou uma combinag@o das duas toxinas. Com relagdo ao
peso relativo de diversos 6rgdos, foi observado aumento dos pesos do figado, rins, bago, moela
e proventriculo, porém o rim foi o 6rgdo mais sensivel a toxicidade combinada de AFLA e
OTA, ¢ a nefropatia foi a caracteristica mais importante dessa interagdo. O sinergismo entre a
aflatoxina e a ocratoxina A diminuiu significativamente a taxa de crescimento ¢ aumentou
numericamente a mortalidade, demonstrando o aumento da toxicidade dos alimentos co-
contaminados. Com relagcdo ao peso corporal cada micotoxina individualmente resultou em
uma diminui¢do em 12% do peso corporal, j& os animais que receberam a dieta co-contaminada
tiveram uma diminui¢dao de 40% no peso corporal, portanto a interagdo foi classificada como
sinérgica. Os niveis de lipidios hepaticos foram significativamente aumentados por AFLA e
diminuidos por OTA, a interacdo de ambas as toxinas neste parametro foi significativa e o efeito
combinado demonstra que OTA inibiu o acimulo de lipidios normalmente induzido por AFLA
de forma antagonica. Por fim, este estudo torna evidente que existem efeitos sinérgicos entre
AFLA e OTA (HUFF; DOERR, 1981; GRENIER; OSWALD, 2011).

J& Huff et al. (1983) observaram que mesmo quatro semanas apoOs a interrupcao da
exposi¢do a dieta co-contaminada com 2,5 mg/kg AFLA + 2 mg/kg OTA, os frangos nao
recuperaram seu peso corporal normal. Os autores também observaram que a ingestao de ragao
co-contaminada diminuiu o rendimento das carcagas € o peso do peito, das coxas e asas de
forma sinérgica (HUFF et al., 1983; HUFF et al., 1984; GRENIER; OSWALD, 2011).

Raju e Devegowda (2000) também realizaram estudo com frangos, porém foram
observadas interagcdes antagdnicas para a maioria das variaveis estudadas, como mortalidade e
aumento dos pesos relativos do figado e dos rins em animais que receberam dieta contaminada
com 0,3 mg/kg de AFLA + 2,0 mg/kg de OTA (RAJU; DEVEGOWDA, 2000; GRENIER;
OSWALD, 2011).
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A apari¢do de lesdes microscopicas apds a ingestdo de alimentos contaminados com
AFLA e OTA foi avaliada principalmente no figado e rins por serem os o6rgdo-alvo destas
micotoxinas (GRENIER; OSWALD, 2011). Sakhare et al. (2007) registraram lesdes hepaticas
mais graves em frangos que receberam dieta co-contaminada (0,2 mg/kg AFLA + 0,2 mg/kg
OTA). Foram observadas alteragdes degenerativas granulares e vacuolares, necrose do
parénquima hepatico e areas de hemorragia (SAKHARE et al., 2007). Ja em suinos alimentados
com dieta co-contaminada (0,375 mg/kg AFLA + 1 mg/kg OTA) foram observadas as mesmas
lesdes hepaticas que aqueles alimentados com dieta contaminada apenas com AFLA (0,375
mg/kg) (TAPIA; SEAWRIGHT, 1985).

A mesma discrepancia foi observada para a histopatologia dos rins. Em suinos, Tapia e
Seawright (1985) observaram lesdes renais menos graves, com grau de fibrose cortical
intersticial menos pronunciado nos animais alimentados com dieta co-contaminada (0,375
mg/kg AFLA + 1 mg/kg OTA) do que em animais que receberam dieta contaminada apenas
com OTA (1 mg/kg) (TAPIA; SEAWRIGHT, 1985). Por outro lado, Sakhare et al. (2007)
indicaram que as lesdes renais apareceram mais cedo e foram mais desenvolvidas em frangos
alimentados com dieta co-contaminada (0,2 mg/kg AFLA + 0,2 mg/kg OTA) do que em animais
que receberam dieta mono-contaminada (0,2 mg/kg OTA) e isso levou a destrui¢ao do epitélio
tubular, com descolamento das células tubulares da membrana basal (SAKHARE et al., 2007).
Estas diferengas nos resultados podem ser devido aos experimentos serem realizados em
espécies diferentes (GRENIER; OSWALD, 2011).

Um estudo realizado em bezerros observou falta de resposta para a maioria das variaveis
estudadas. Este fato provavelmente se deve as baixas doses de micotoxinas utilizadas (12 a 13
ng/kg de AFLA + 320 a 500 pg/kg de OTA) e a acdo desintoxicante da flora ruminal sobre
OTA. Apos 87 dias de experimento nao foram observadas evidéncias de danos ao figado ou aos
rins. Também ndo foram observadas alteracdes hematologicas, nem nos niveis de
imunoglobulinas A (IgA), imunoglobulinas M (IgM) e imunoglobulinas G (IgG) no soro dos
animais (PATTERSON et al., 1981; GRENIER; OSWALD, 2011). Este foi o tnico estudo de
coocorréncia em bovinos encontrado.

Um estudo avaliou os efeitos de AFLA e OTA na produgdo e qualidade de ovos, ja que
estas toxinas sabidamente afetam estes parametros. Foram utilizadas galinhas poedeiras que
receberam doses variadas de AFLA (0,5, 1,0 ou 2,0 mg/kg), OTA (1,0, 2,0 ou 4,0 mg/kg) ou
combinagdes destas toxinas. Foi observado que os animais que receberam dietas mono ou co-
contaminadas apresentaram uma diminui¢ao da producdo de ovos, e a interagao foi classificada

como aditiva. Além disso, os animais que receberam dietas contaminadas tiveram um aumento
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da quantidade de alimento consumido para a produ¢ao de uma duzia de ovos, esta interagao foi
classificada como sinérgica ou aditiva, dependendo da dose utilizada. Outro pardmetro avaliado
foi a qualidade dos ovos (medida pela espessura da casca). Foi relatada uma diminui¢ao na
qualidade, porém AFLA e OTA em combinag¢dao agiram de forma antagOnica para este
parametro. Foi concluido que AFLA e OTA isoladamente ou em combinagdo podem diminuir
0 desempenho em termos de produgdo de ovos e eficiéncia alimentar de forma significativa
(VERMA; JOHRI; SWAIN, 2003; GRENIER; OSWALD, 2011).

As interacdes de AFLA e OTA no sistema imune foram avaliadas por Verma et al.
(2004). Neste estudo, frangos de corte receberam dietas contaminadas com 0,5, 1,0 ou 2,0
mg/kg de AFLA, 1,0, 2,0 ou 4,0 mg/kg de OTA ou combinagdes das duas toxinas. Os animais
foram imunizados com hemadcias de ovelha (SRBC), e em seguida foram medidos os titulos de
anticorpos contra SRBC. Foi observada uma redugdo significativa nos titulos médios de
anticorpos contra SRBC em todas as concentragodes testadas de AFLA e OTA, individualmente
ou combinadas. Nos animais que receberam 0,5 mg/kg de AFLA + 1,0 mg/kg de OTA a
interacdo foi antagonica, ja naqueles que receberam 1,0 mg/kg de AFLA + 2,0 mg/kg de OTA
ou 2,0 mg/kg de AFLA + 4,0 mg/kg de OTA a interagao foi aditiva (VERMA et al., 2004;
GRENIER; OSWALD, 2011). Outro estudo foi realizado também em frangos por Kalorey et
al. (2005), neste estudo foi observado que a alimentagdao com AFLA (0,2 mg/kg) e OTA (0,2
mg/kg) individualmente ou em combinacdo reduziu significativamente o desenvolvimento da
resposta imune humoral contra a doenca de Newcastle, porém a interagdo foi classificada como
antagonica (KALOREY et al., 2005; GRENIER; OSWALD, 2011).

A agio teratogénica de AFLA e OTA também foi avaliada em alguns estudos. E descrito
que tanto AFLA quanto OTA sdo capazes de cruzar a barreira placentaria e por isso possuem
propriedades teratogénicas em algumas espécies (WANGIKAR; DWIVEDI; SINHA, 2004a;
WANGIKAR et al., 2005). Wangikar et al. (2004a; 2004b) realizaram estudos para determinar
estes efeitos teratogé€nicos. As micotoxinas foram administradas individualmente ou em
combinagdo por via oral a camundongas prenhas nos dias 6-15 de gestacdo. Diferentes doses
de OTA (0,125, 0,25, 0,50 e 0,75 mg/kg), AFLA (0,125, 0,25, 0,50 ¢ 1,0 mg/kg) e da
combinac¢do de OTA + AFLA (0,125 + 0,125; 0,25 + 0,50; 0,50 + 0,25 mg/kg) foram testadas.
O numero de fetos mortos aumentou significativamente no grupo que recebeu a combinagao
0,50 mg/kg OTA+ 0,25 mg/kg AFLA em comparagao com as outras duas combinacdes e AFLA
e OTA sozinhas. AFLA e OTA sozinhas ¢ em combinagdo também causaram varias anomalias
esqueléticas e viscerais, mas estas anomalias foram reduzidas nos grupos que receberam dieta

co-contaminada, quando comparadas aos grupos que receberam apenas uma das toxinas.
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Também foi observado que a incidéncia de defeitos cardiacos nos fetos aumentou devido ao
tratamento combinado. Os estudos também indicam que as lesdes cerebrais, renais ¢ hepaticas
foram menos graves nos fetos co-expostos do que naqueles que receberam apenas uma das
toxinas. Além disso, ossificagdo defeituosa ou incompleta dos ossos cranianos, exposi¢ao do
cérebro para o exterior e desenvolvimento deficiente do cerebelo, foram observados apenas nos
tratamentos com OTA, n3o nos tratamentos combinados (WANGIKAR et al., 2004a;
WANGIKAR et al., 2004b).

Resultados semelhantes foram encontrados em coelhos (WANGIKAR et al.; 2005). A
avaliagdo comparativa dos resultados da combinagdo AFLA + OTA (0,05 + 0,05 ¢ 0,1 + 0,1
mg/kg de peso corporal) versus tratamentos individuais revelou que certas anomalias
observadas no tratamento individual de OTA (cauda rudimentar ou agenesia da cauda, costelas
onduladas, hidrocefalia e agenesia do rim) e AFLA (cavidades oculares aumentadas e figado
aumentado) estavam ausentes no tratamento combinado. No entanto, algumas novas
manifestagdes, como defeitos cardiacos e escoliose, foram observadas apenas nos animais que
receberam AFLA + OTA (WANGIKAR et al.; 2005).

J&a Edrington, Harvey e Kubena (1995) demonstraram que a mortalidade embrionaria
aumentou apoés a injecao de uma combinacido de AFLA e OTA em ovos de galinhas (0,025 pg/
ovo AFLA + 1,0 ug/ ovo OTA ou 0,05 pg/ ovo AFLA + 2,0 pg/ ovo OTA), e levou a uma
interacdo aditiva. Além disso, a exposicdo de embrides de galinha a combinacdo de toxinas
resultou em uma interacdo sinérgica com relacdo ao numero de anormalidades (EDRINGTON;

HARVEY; KUBENA, 1995; GRENIER; OSWALD, 2011).

Interagoes entre aflatoxinas e T-2 toxina

Diversos artigos descrevem os efeitos e consequentes interacdes resultantes da
contaminag¢do dos alimentos por aflatoxinas (AFLA) e T-2 toxina (T-2) (Apéndice A). Huff et
al. (1988) descreveram os efeitos da interacdo entre AFLA e T-2 em frangos. As concentragdes
utilizadas neste estudo foram de 2,5 mg/kg de AFLA e 4,0 mg/kg de T-2 (individualmente ou
combinadas). Efeitos sinérgicos foram observados na diminui¢ao do ganho de peso corporal e
no aumento nos pesos relativos do coragdo e dos rins. Além disso, o peso relativo da moela,
que nao foi alterado por AFLA ou T-2 sozinhas, aumentou significativamente de maneira
sinérgica pelo tratamento combinado. Os niveis séricos de proteinas, albumina e colesterol no
tratamento combinado ndo foram apenas menores do que os valores de controle, mas menores

também do que os observados em aves que receberam os tratamentos com uma Unica



42

micotoxina. De forma geral, a interacdo entre AFLA e T-2 foi classificada como sinérgica, e
deve ser uma preocupagdo para a industria avicola devido a sua toxicidade e a frequente
ocorréncia dessas micotoxinas em alimentos e ingredientes utilizados nas ragdes (HUFF et al.,
1988).

Madheswaran, Balachandran e Manohar (2004) também avaliaram os efeitos na
bioquimica do soro de codornas. As doses utilizadas neste estudo foram de 3,0 mg/kg de AFLA
e 4,0 mg/kg de T-2 (incluidas individualmente ou combinadas na alimenta¢ao). Os resultados
encontrados estdo de acordo com os de Huff et al. (1988). A interacio AFLA + T2 foi
significativa e levou a diminui¢do nos niveis séricos de proteinas totais (de forma aditiva),
albumina (de forma aditiva), glicose (de forma antagdnica) e colesterol. A hipoproteinemia e
hipoalbuminemia observadas em todos os grupos tratados com toxina podem ser atribuidas as
propriedades de AFLA e T-2 de inibir a sintese de proteinas, durante a transcri¢do e tradugao,
respectivamente. Além disso, sendo o figado o principal 6rgdo de sintese proteica, o dano
hepatico observado poderia ser outro fator contribuinte para a hipoproteinemia e
hipoalbuminemia, sendo a hipoglicemia e a hipocolesterolemia também atribuidas aos danos
observados (BUNNER; MORRIS, 1988; HUFF et al., 1988; PIER, 1992; MADHESWARAN,;
BALACHANDRAN; MANOHAR, 2004).

Kubena et al. (1990) investigaram o efeito de AFLA e T-2 na cavidade oral, pois T-2 é
um potente irritante da cavidade bucal. Foi observado que em frangos que receberam ragao
mono-contaminada, as lesdes orais foram observadas apenas nas aves que receberam T-2 (8
mg/kg) e a combinagdo com AFLA (3,5 mg/kg AFLA + 8 mg/kg T-2) resultou em uma
interacdo antagonica. Os autores sugerem que o menor efeito de T-2 na presenga de AFLA
ocorreu, pois, a ingestdo de T-2 foi reduzida em aproximadamente 70% nos frangos que
receberam a dieta contendo AFLA + T-2 em compara¢do aqueles que receberam a dieta
contendo apenas T-2 (KUBENA et al., 1990).

Com relagdo ao sistema imunoldgico, dois artigos investigaram a interagdo entre AFLA
e T-2 em frangos (RAJU; DEVEGOWDA, 2002; GIRISH; DEVEGOWDA, 2006). No estudo
de Raju e Devegowda (2002) as doses utilizadas foram de 0,3 mg/kg de AFLA + 3,0 mg/kg de
T-2, ja Girish e Devegowda (2006) utilizaram 2,0 mg/kg de AFLA + 1,0 mg/kg de T-2. Os
estudos foram concordantes em suas conclusdes e mostraram diferentes tipos de interagao das
duas micotoxinas dependendo do parametro: foi observado efeito sinérgico ou aditivo no peso
do timo; efeito aditivo no peso da Bursa de Fabricius; e efeito antagdnico nos titulos de
anticorpos contra a doenga de Newcastle (RAJU; DEVEGOWDA, 2002; GIRISH;
DEVEGOWDA, 2006; GRENIER; OSWALD, 2011).
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Interagoes entre aflatoxinas e deoxinivalenol

Um estudo avaliou os efeitos da co-contaminagdo por aflatoxinas (AFLA) e
deoxinivalenol (DON) (Apéndice A). Huff et al. (1986) realizaram experimentos em frangos,
os animais receberam dietas contaminadas com 2,5 mg/kg AFLA, 16 mg/kg DON ou uma
combinagdo das duas toxinas. Os frangos que receberam dieta co-contaminada apresentaram
diminui¢do do peso corporal e do ganho de peso, ¢ esta interagdo foi classificada como aditiva.
Foram observados aumentos sinérgicos nos pesos relativos do proventriculo, da moela e do
figado. Os niveis séricos de proteinas, albumina, acido urico e colesterol foram diminuidos for
AFLA + DON, mas parecem refletir apenas o efeito de AFLA (HUFF et al., 1986).

Esses dados demonstram que a combinacdo de AFLA e DON pode limitar o
desempenho dos frangos e afetar adversamente sua saude. Foi observado que os efeitos da
combinac¢do foram mais graves do que os efeitos individuais dessas micotoxinas, no entanto, a
interagdo ndo foi severa o suficiente para ser caracterizada como sinérgica, mas sim como

aditiva (HUFF et al., 1986).

Interagoes entre fumonisinas e T-2 toxina

A interacdo entre fumonisinas (FUMO) e T-2 toxina (T-2) foi relatada em perus e em
galinhas (Apéndice A) (KUBENA et al., 1995b, KUBENA et al., 1997a).

Kubena et al. (1995b) realizaram experimentos com perus. Os animais receberam dietas
contaminadas com 300mg/kg FUMO e 5 mg/kg T-2 (sozinhas ou em combinacao). Quando
comparados com os controles, o ganho de peso corporal dos animais foi reduzido em 21% por
FUMO, 26% por T-2 e 47% pela combinagdo, resultando em uma interagdo aditiva, esta
diminui¢do estd provavelmente associada a inibicdo da sintese de proteinas por T-2 e a
interrupcao da biossintese de esfingolipidios por FUMO (TUNG et al., 1975; WANG et al.,
1991). Lesdes orais estavam presentes tantos nos perus que receberam dieta apenas com T-2
quanto nos que receberam dieta co-contaminada, sem diferencas significativas entre os grupos
(KUBENA et al., 1995b; GRENIER; OSWALD, 2011).

Os pesos relativos do figado e da moela também aumentaram significativamente em
perus alimentados com dietas contaminadas com FUMO e aumentaram ainda mais em perus
alimentados com a combinagdo FUMO + T-2, levando a interag¢des sinérgicas. O aumento do

peso relativo do figado provavelmente esta associado a alteragdes no metabolismo lipidico,
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principalmente como resultado de um prejuizo no transporte de lipideos. J4 o aumento do peso
relativo da moela pode ser atribuido as propriedades irritantes das micotoxinas de forma geral
(HOERR et al., 1982; KUBENA et al., 1995b; GRENIER; OSWALD, 2011).

Resultados semelhantes foram obtidos por Kubena et al., (1997a) em frangos. Os
animais receberam a mesma quantidade de micotoxinas do estudo anterior (300mg/kg FUMO
e 5 mg/kg T-2, sozinhas ou em combinagdo). Também foi observado diminui¢do do ganho de
peso corporal, a redu¢do foi de 18% para FUMO, 18% para T-2 e 32% para a combinagao,
sendo a interacao classificada com aditiva. A mortalidade também foi aumentada de forma
aditiva em frangos alimentados com a dieta contendo FUMO + T-2, quando comparados aos
controles. Os pesos relativos do figado e dos rins foram aumentados nos animais alimentados
com dieta contendo FUMO com ou sem T-2, enquanto os pesos relativos do pancreas e moela
foram aumentados apenas nos frangos alimentados com dieta contendo FUMO e T-2 em
combinagdo. Ja com relagdo ao peso relativo do bago foi observada interagdo antagdnica
significativa entre FUMO e T-2, uma vez que, T-2 interferiu na agdo de FUMO para aumento
do peso do baco. Além disso, também foi observada interacdo antagdnica com relagdo aos
escores de lesdo oral, animais que receberam dieta co-contaminada apresentaram menos lesdes
orais do que aqueles que receberam dieta contaminada apenas com T-2, isto se deve a uma
redu¢do no consumo de ragdo no grupo que recebeu FUMO + T-2, consequentemente
diminuindo a ingestdo de T-2 neste grupo (KUBENA et al., 1997a; GRENIER; OSWALD,
2011).

De forma geral, os resultados indicaram que os efeitos de FUMO e T-2 em combinacao
podem ser mais graves do que as micotoxinas individuais para varias variaveis, € a interacao
foi classificada de modo geral como aditiva. Os autores também ressaltam que a probabilidade
de encontrar 300mg/kg de FUMO em uma ragdo final ¢ bastante pequena, no entanto, em
condi¢des de campo com fatores de estresse adicionais, a toxicidade dessas micotoxinas pode
ser alterada para afetar adversamente a saude e o desempenho das aves (KUBENA et al., 1995b;

KUBENA et al., 1997a).

Interagoes entre fumonisinas e deoxinivalenol

A interagdo entre fumonisinas (FUMO) e deoxinivalenol (DON) foi relatada em frangos

e em suinos (Apéndice A) (KUBENA et al., 1997a; GRENIER et al., 2011; BRACARENSE et
al., 2012).
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No experimento com frangos, os animais receberam 300 mg/kg de FUMO e 15 mg/kg
de DON (sozinhas ou em combina¢do). Quando comparado aos controles o ganho de peso
corporal foi reduzido em 20% por FUMO, 2% por DON e 19% por FUMO + DON. A
mortalidade aumentou de forma sinérgica nos animais que receberam dieta co-contaminada,
assim como o peso relativo do proventriculo. Ja o peso relativo da moela aumentou de forma
aditiva. Também foi observado aumento dos pesos relativos do figado e dos rins. Com relagao
ao peso relativo do coragao, foi observada interacao antagonica entre as toxinas, uma vez que
o FUMO interferiu na acdo de DON para pesos cardiacos aumentados. Houve interacao
sinérgica significativa para a concentragdo sérica de colesterol e atividade sérica da AST, uma
vez que os aumentos nesses dois pardmetros foram significativamente maiores do que seria
previsto a partir dos aumentos combinados das toxinas individuais. De forma geral, o artigo
sugere que a interacdo entre FUMO e DON esta entre aditiva e antagonica (KUBENA et al.,
1997a; GRENIER; OSWALD, 2011).

Outro experimento foi realizado em suinos por Grenier et al. (2011). Os animais
receberam dieta contaminada com 6 mg/kg de FUMO, 3 mg/kg DON ou uma combinacdo das
duas toxinas. As diferentes dietas ndo afetaram o ganho de peso corporal e o desempenho dos
animais e tiveram efeito minimo nos parametros hematologicos e bioquimicos do sangue, isto
provavelmente ocorreu, pois, as quantidades de FUMO e DON utilizadas foram baixas. Em
contraste, as toxinas induziram lesdes histopatoldgicas no figado e nos pulmdes dos animais
expostos de forma aditiva, sendo que o figado foi significativamente mais afetado quando as
duas micotoxinas estavam presentes simultaneamente, sugerindo que DON, conhecido por
alterar a permeabilidade intestinal, aumentou a absor¢dao intestinal de FUMO, que ¢
sabidamente mal absorvida (VOSS; SMITH; HASCHEK, 2007; PINTON et al., 2009;
GRENIER et al., 2011; GRENIER; OSWALD, 2011).

As dietas co-contaminadas também alteraram a resposta imunoldgica especifica apos
vacinacao com ovalbumina, este parametro foi medido pelos niveis de IgG e IgA especificos
no plasma. Foi observada uma reducao de forma aditiva nos niveis de IgG, isso pode ter
ocorrido devido a uma apresentacdo de antigeno defeituosa resultante da ingestdo de FUMO +
DON, o que levou a uma ativagcdo prejudicada de linfocitos e consequente diminuicdo da
resposta de IgG. Em contraste, uma interacdo antagdénica foi observada nos niveis de IgA,
mostrando um efeito poupador de FUMO na elevagao de IgA induzida por DON. Isto
possivelmente ocorre devido a agdo de FUMO sobre os esfingolipidios, uma vez que esta toxina
¢ conhecida por interromper o metabolismo dos esfingolipidios, levando a deplecdo da

ceramida e de todos os esfingolipidios complexos derivados da ceramida, como a
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esfingomielina, que controla a quantidade de IgA no intestino grosso (SORIANO;
GONZALEZ; CATALA, 2005; LOISEAU et al., 2007; FURUYA et al., 2008; GRENIER et
al., 2011; GRENIER; OSWALD, 2011).

Os autores também destacam a complexidade das interagdes entre micotoxinas; alguns
parametros ndo sdo afetados pela combinagdo, enquanto outros sdo. Além disso, os resultados
obtidos podem ter impacto na regulamentacdo / recomendagao atual que leva em consideragao
apenas micotoxinas individuais e ndo a contaminagao por multimicotoxinas (GRENIER et al.,
2011).

Bracarense et al. (2012) também realizaram experimentos em suinos, os animais
receberam dieta contaminada com 6 mg/kg de FUMO, 3 mg/kg de DON ou uma combinacao
das duas toxinas. Assim como descrito por Grenier et al. (2011), neste estudo também nao foram
observadas diferengas nos pesos dos animais tratados com FUMO e DON (sozinhas ou
combinadas) quando comparado ao grupo controle. Foram observadas lesdes intestinais leves
a moderadas, e as principais alteragdes histoldgicas foram o achatamento das vilosidades,
necrose apical das vilosidades e edema da ladmina propria, isto pode ter acontecido pois DON
inibe a sintese de proteinas, afetando principalmente as células que se dividem mais
rapidamente (como as células epiteliais), portanto o achatamento das vilosidades
provavelmente se deve ao comprometimento da proliferacio celular nesta regido

(BRACARENSE et al., 2012).

Interacoes entre deoxinivalenol e T-2 toxina

A interacdo entre deoxinivalenol (DON) e T-2 toxina (T-2) foi relatada em dois artigos,
um deles em frangos e o outro em suinos (Apéndice A) (KUBENA et al., 1989a; FRIEND et
al., 1992).

Os efeitos da ingestdo de DON e T-2 foram avaliados em frangos por Kubena et al.
(1989a). Os animais receberam dietas contaminadas com 16 mg/kg de DON e 4 mg/kg de T-2
(sozinhos ou em combinacdo). Quando comparados com os controles, os ganhos de peso
corporal foram significativamente reduzidos por DON e por T-2 isoladamente, e essa redugao
foi caracterizada como aditiva para a combinagdo. Houve um aumento significativo no peso
relativo da moela nos animais alimentados com DON isoladamente ou em combinag¢do com a
T-2. Os pesos relativos da Bursa de Fabricius foram maiores em todos os tratamentos. A
incidéncia e gravidade das lesdes orais induzidas por T-2 foram aumentadas na combinagao de

DON + T-2. Outro efeito da interagcdo foi a diminui¢do do colesterol de forma aditiva, isso
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possivelmente ocorreu devido a danos no figado e consequente diminuicao na biossintese do
colesterol. Por fim, o estudo indica que embora ndo tenham sido observadas interagdes
sinérgicas significativas, DON + T-2 podem produzir efeitos adversos mais graves do que os
efeitos individuais das micotoxinas e representam um problema potencial para a industria
avicola (KUBENA et al., 1989a; GRENIER; OSWALD, 2011).

Friend et al. (1992) realizaram estudo em suinos. Os animais receberam dietas
contaminadas apenas com DON (2,5 mg/kg), apenas com T-2 (0,4, 0,8, 1,6 ou 3,2 mg/kg) ou
uma combina¢ao de DON e T-2. A redugdo do peso corporal e do ganho de peso foram
associados ao aumento do contetido de T-2 na dieta, sendo a relagdo entre a diminui¢ao do
ganho de peso considerada sinérgica quando a maior dose de T-2 foi utilizada. Em contraste,
foram encontradas poucas evidéncias de que T-2 afetou os principais 6rgaos examinados ou os
parametros bioquimicos e hematologicos. Os autores concluem que T-2 ndo foi toxica para os
suinos nas doses utilizadas no trabalho, e os principais efeitos observados foram atribuidos a
DON ou a sua interagdo com T-2, mas ndo apenas a T-2 (FRIEND et al., 1992; GRENIER;
OSWALD, 2011).

Interacoes entre deoxinivalenol e zearalenona

Dois artigos avaliaram as interagoes entre deoxinivalenol (DON) e zearalenona (ZEA)
no sistema imune de camundongos (Apéndice A) (FORSELL et al., 1986; PESTKA et al.,
1987). No estudo realizado por Forsell et al. (1986) os camundongos receberam dietas
contaminadas com 5 mg/kg de DON, 10 mg/kg ZEA ou uma combinagio das duas toxinas. E
sabido que DON aumenta os titulos de IgA no soro, este aumento ¢ causado pois DON pode
alterar a permeabilidade intestinal, aumentando a exposi¢do a antigenos alimentares. Neste
estudo DON aumentou significativamente os niveis de IgA, mas ZEA atuou de forma
antagdnica na elevacao induzida por DON. Ja os niveis de IgG e IgM nao foram alterados por
nenhum dos tratamentos (FORSELL et al., 1986; GRENIER; OSWALD, 2011).

Pestka et al. (1987) realizaram experimentos para avaliar a resisténcia dos camundongos
a Listeria monocytogenes, esta bactéria provoca uma resposta imunoldgica precoce, permitindo
uma avaliagdo quantitativa rapida do curso da infec¢do. Foi observado um aumento no nimero
de bactérias presentes no baco dos animais que receberam DON + ZEA (25 mg/kg DON + 10
mg/kg ZEA), e a interacdo foi classificada como aditiva. Outro pardmetro avaliado foi a
resposta de hipersensibilidade tardia, que ¢ uma resposta inflamatdria de evolugdo lenta que

pode servir como modelo para a resposta imune mediada por células. Foi observada uma
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inibicdo da resposta de hipersensibilidade tardia, e DON e ZEA atuaram neste parametro de
forma antagdnica. A inibi¢do provavelmente ocorreu como resultado direto da imunotoxicidade
de DON, uma vez que os tricotecenos inibem a sintese de proteinas em células eucarioticas
interferindo nas etapas de iniciagdo, alongamento ou terminagdo dos peptideos, portanto DON
potencialmente exerceu os efeitos imunotoxicos observados por meio de acdo direta na
diminui¢ao de linfocitos e macréfagos e este efeito foi de alguma forma reduzido por ZEA

(PESTKA et al., 1987, ROCHA; ANSARI; DOOHAN, 2005; GRENIER; OSWALD, 2011).

Interacoes entre ocratoxina A e T-2 toxina

Trés artigos descrevem as interagdes entre ocratoxina A (OTA) e T-2 toxina (T-2)
(Apéndice A). Garcia et al. (2003) realizaram experimentos em frangos. Os animais receberam
567 partes por bilhdo (ppb) de OTA, 927 ppb de T-2 ou uma combinagdo das duas toxinas. O
ganho de peso corporal ¢ o consumo de racdo foram reduzidos tanto pelas toxinas
individualmente quanto pela combinagao, e o efeito foi caracterizado como aditivo para ambos
os parametros. Também foram realizadas analises histopatoldgicas dos rins e foi observado um
aumento significativo na porcentagem de células renais tubulares necrdticas em aves
alimentadas tanto com OTA sozinha quanto em combinacdo com T-2, o peso relativo dos rins
também aumentou nos frangos alimentados com OTA ou com OTA + T-2, porém ambos os
efeitos foram mais acentuados no grupo que recebeu apenas OTA, e as interacdes foram
caracterizadas como antagonicas (GARCIA et al., 2003; GRENIER; OSWALD, 2011).

Kubena et al. (1989b) também realizaram experimentos com frangos, neste estudo as
doses utilizadas foram de 2 mg/kg de OTA, 4 mg/kg de T-2 ou uma combinagdo das duas
toxinas. Foi observado aumento no peso relativo dos rins, aumento do acido urico sérico e dos
niveis de creatinina, todos estes parametros indicam prejuizo da fun¢@o renal devido a ingestao
de OTA, também foram observadas alteragdes tubulares renais degenerativas nos frangos
alimentados com OTA e com a combinacao de OTA + T-2. Além disso, os pesos relativos da
moela e do proventriculo foram significativamente maiores no grupo que recebeu dieta co-
contaminada do que nos outros grupos, isso se deve as propriedades irritantes das micotoxinas.
Os efeitos de OTA e T-2 foram aditivos para a reducao do ganho de peso corporal e dos niveis
séricos de proteinas totais. Além disso, 70% dos animais que receberam T-2 isoladamente ou
em combinagdo com OTA apresentaram lesdes orais. Esses dados indicam que OTA e T-2 em

combina¢do podem ser mais toxicos para alguns parametros do que as micotoxinas individuais
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e podem representar um problema maior para a industria avicola do que qualquer uma das
micotoxinas individualmente (KUBENA et al., 1989b; GRENIER; OSWALD, 2011).

Também em frangos, Raju e Devegowda (2002) realizaram experimentos para avaliar
os efeitos de OTA e T-2 no sistema imune. As aves receberam 2 mg/kg de OTA, 3 mg/kg de
T-2 ou uma dieta contendo OTA + T-2. Foi observada interag¢do aditiva entre OTA e T-2 com
relacdo a diminui¢do do peso do timo, para o peso da Bursa de Fabricius a interagdo foi
antagdnica. A reducao de tamanho observada nestes 6rgdos provavelmente ocorreu devido a
necrose e deplegao celular causadas pelas micotoxinas. Os titulos de anticorpos contra a doenga
de Newcastle e doenga infecciosa da Bursa de Fabricius (IBD) foram significativamente
reduzidos em todos os grupos alimentados com OTA e T-2 (individualmente ou combinados),
a interacdo foi classificada como antagdnica para os dois parametros (RAJU; DEVEGOWDA,
2002; GRENIER; OSWALD, 2011).

Interacoes entre ocratoxina A e deoxinivalenol

Um estudo avaliou as interagdes entre ocratoxina A (OTA) e deoxinivalenol (DON) em
frangos (Apéndice A). As doses utilizadas foram de 2 mg/kg de OTA, 16 mg/kg de DON ou
uma combinag¢do das duas toxinas. O ganho de peso corporal foi significativamente reduzido
por OTA, DON e pela combinacdo. A eficiéncia alimentar foi reduzida em 12% por OTA, 20%
por DON e 33% pela combinagdo, indicando um efeito aditivo neste parametro. Os pesos
relativos do figado, dos rins, do proventriculo e da moela aumentaram nos animais que
receberam OTA isoladamente ou a combinagdo OTA + DON. Com relagdo as lesoes
microscopicas apenas foram observadas degeneracdao hepatocelular leve, com lipidose difusa
leve no figado e edema no epitélio tubular renal leve nos grupos que receberam OTA e OTA +
DON, porém nao houve indicios de que esses efeitos fossem de natureza aditiva ou sinérgica.
Os niveis de acido trico no soro foram significativamente aumentados por OTA, porém estes
niveis tiveram uma reducao nos animais que receberam OTA + DON, indicando um efeito de

DON na redugdo do comprometimento renal causado por OTA (KUBENA et al., 1988).

Interagoes entre ocratoxina A e fumonisinas

As interacdes entre ocratoxina A (OTA) e fumonisinas (FUMO) foram avaliadas em

perus por Kubena et al. (1997b) (Apéndice A), os animais receberam 3 mg/kg de OTA e 300
mg/kg de FUMO, individualmente ou combinados. A combina¢do de OTA + FUMO causou
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reducdes no ganho de peso corporal (37%) de forma sinérgica, esta redugao esta provavelmente
associada a inibicao da sintese de proteinas causada pelas toxinas. Foi observado um aumento
do peso relativo do figado (associado a alteragcdes no metabolismo lipidico) e uma diminuig¢ao
do peso relativo do bago nos animais que receberam dietas contaminadas com OTA, FUMO ou
a combinacdo dos dois. Os pesos relativos do coragdo e dos rins diminuiram apenas animais
alimentados com a dieta co-contaminada de forma sinérgica (para o coragdo) ou aditiva (para
os rins). Os perus alimentados com dietas contendo FUMO com ou sem OTA apresentaram
contagens de eritrdcitos significativamente maiores do que os controles ou animais alimentados
com a dieta contendo apenas OTA. Além disso, foi observada interagdo antagonica significativa
em relagdo a concentragdo sérica de triglicerideos, uma vez que FUMO interferiu no potencial
de OTA de causar reducdo da concentragdo de triglicerideos. Por fim, os autores ressaltam que
a probabilidade de encontrar 300 mg/kg de FUMO em ragdes ¢ pequena. No entanto, em
condi¢des de campo, FUMO pode interagir com outras micotoxinas aumentando a toxicidade

dos alimentos co-contaminados (KUBENA et al., 1997b; GRENIER; OSWALD, 2011).

3.6.2 Toxicidade In Vitro

Os estudos in vitro t€m sido incentivados como um método de substitui¢ao aos estudos
in vivo, pois diversos estudos fazem uso de um grande nimero de animais ¢ podem causar
algum tipo de sofrimento durante os experimentos. Por esta razdo, a redu¢do dos experimentos
in vivo ¢ uma tendéncia mundial que teve inicio a partir do surgimento de um programa
denominado de 3Rs (Reduction, Refinement, Replacement — redugdo, refinamento e
substitui¢do), que objetiva diminuir o nimero de animais utilizados na pesquisa (redu¢ao),
minimizar a dor e o desconforto destes animais (refinamento) e buscar alternativas para a
substituicdo dos testes in vivo (substituicdo) (SCHECHTMAN, 2002; MEYER, 2003;
CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004; SMITH et al., 2016).

Os bioensaios in vitro apresentam algumas limitagdes, como a imortalizagdo de diversas
linhagens, tempo de sobrevivéncia limitado e desequilibrio metabolico, porém estes modelos
sdo cada vez mais utilizados para entender os mecanismos de a¢do das micotoxinas, uma vez
que sao menos restritivos no numero de grupos de teste, o que torna mais fécil a avaliacao de
misturas complexas de micotoxinas (SMITH et al., 2016; ALASSANE-KPEMBI et al., 2017).

Diversas interagdes descritas em modelos in vitro serdo apresentadas a seguir:
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Interagoes entre aflatoxinas e fumonisinas

McKean et al. (2006a) avaliaram os efeitos de AFLA e FUMO em células de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2) e em células epiteliais bronquicas humanas (BEAS-2B).
Concentragdes variaveis de AFLA + FUMO (1 +399,2; 0,75 +299,4; 0,5+ 199,6; 0,38 + 149,7;
0,25 + 99,8; 0,13 + 49,9 uM) foram adicionadas a células HepG> por 24 horas. Apos a
exposicao, a viabilidade das células foi medida. Concentragdes mais baixas da combinagdo nao
tiveram efeito inibitorio sobre a viabilidade celular, no entanto, concentragdes mais altas (1 +
399,2; 0,75 + 299,4; 0,5 + 199,6) mostraram viabilidade celular de 32-69%, porém, quando
comparados com o efeito individual das micotoxinas, a viabilidade foi menos reduzida por
AFLA + FUMO do que por AFLA ou FUMO individualmente, e o efeito nestas células foi
caracterizado como antagonico. Ja nas células BEAS-2B as concentragdes testadas foram de
100 uM de AFLA + 355,1, 266,3, 177,5, 133,2, 88,8 ou 44,4 uM de FUMO, nesta linhagem a
viabilidade celular foi muito afetada mesmo nos grupos tratados com doses baixas. O efeito
maximo ocorreu no grupo de maior dose (100 + 355,1 uM), e a viabilidade celular foi de 26%,
nestas células a interagao foi classificada como aditiva (Apéndice B) (MCKEAN et al., 2006a).

Clarke et al. (2014) também demonstraram interacdo aditiva para a citotoxicidade de
AFLA e FUMO em cé¢lulas de rim bovino (MDBK), as concentragdes utilizadas foram 1,28
png/ml de AFLA + 8,0 pg/ml de FUMO, e foi observada diminuicao da viabilidade celular em
19% (Apéndice B) (CLARKE et al., 2014).

Interagoes entre aflatoxinas e ocratoxina A

El Golli-Bennour et al. (2010), realizaram experimentos em células de rim de macaco
(Vero), para determinar a citotoxicidade de AFLA, OTA e AFLA + OTA. Apos 24 horas de
exposicao o valor de ICso (Concentragado Inibitoria para 50% das células) para AFLA foi de 30
uM, para OTA foi de 35 uM e para AFLA + OTA foi de 27 uM, e a interagdo foi classificada
como aditiva. Também foram realizados experimentos para determinar a genotoxicidade de
AFLA + OTA a partir da analise quantitativa de fragmentagdo de DNA. Para este experimento
foram utilizadas quantidades crescentes de AFLA ou OTA (de 0 a 40 uM). AFLA induziu um
aumento significativo nos niveis de acido desoxirribonucleico (DNA) fragmentado, variando
de 3,0% a 78,5%. OTA também induziu a fragmentacdo do DNA com niveis variando de 5,0%
a 52,6%. Para avaliar o efeito combinado das duas micotoxinas, OTA foi adicionada em uma

concentracdo fixa de 1 uM, a uma concentracao varidvel de AFLA (1, 5, 10 ou 20 uM), a
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fragmentacdo de DNA foi de 35%, 58%, 70% e 81%, respectivamente, para cada concentracao
de AFLA. Além disso, também foi testada uma concentragdo fixa de AFLA (1 uM) e
concentragoes variaveis de OTA (1, 5, 10 e 20 uM), neste caso os niveis de fragmentacao
observados fora de 29%, 29%, 38% e 52% respectivamente para as doses crescentes de OTA
(Apéndice B) (EL GOLLI-BENNOUR et al., 2010).

Corcuera et al. (2011) também realizaram ensaios para avaliar a genotoxicidade das
micotoxinas, foi utilizada a linhagem HepG: (carcinoma hepatocelular humano), porém os
resultados obtidos estdo em discordancia com os encontrados por El Golli-Bennour et al.
(2010). Foi observada uma diminui¢do significativa nos danos ao DNA quando AFLA (1,2 a
150 uM) e OTA (50 uM) foram utilizadas em combinagdo quando comparado as toxinas
isoladas, levando a uma interagdo antagonica. Os autores sugerem que esta diminui¢do da
genotoxicidade estd relacionada as enzimas do citocromo P450 (CYP), estas enzimas estdo
relacionadas com o metabolismo de toxinas, e segundo os autores pode ser que AFLA e OTA
competem pelas mesmas enzimas CYP, que fazem parte da rota de ativacdo de AFLA. Se a
afinidade de OTA pelas CYPs for grande, ela ocuparia estas moléculas impedindo a ligagdo de
AFLA, consequentemente haveria menos moléculas de AFLA bioativas para atacar e danificar
o DNA, porém mais experimentos precisam ser feitos para conformar esta hipotese (Apéndice

B) (CORCUERA et al., 2011).

Interacgoes entre aflatoxinas e T-2 toxina

McKean et al. (2006b) avaliaram a interacdo entre AFLA e T-2 em células das linhagens
HepG: (carcinoma hepatocelular humano) e BEAS-2B (células epiteliais bronquicas humanas).
As concentragdes de AFLA + T-2 testadas na linhagem HepG: foram: 750 + 735 uM, 500 +
490 uM, 375 + 368 uM, 250 + 245uM e 125 + 123 uM. A administragdo de AFLA + T-2 nesta
linhagem resultou em uma viabilidade celular de 46,25% no grupo que recebeu a dose mais alta
(750 + 735 uM) e 68,72% no grupo que recebeu 125 + 123 uM, e a interagao foi classificada
como aditiva nestas células. J& nas células BEAS-2B as concentracdes testadas foram 100 uM
de AFLA + 24, 16, 12, 8, 4 ou 2 uM de T-2. Nestas cé¢lulas a viabilidade celular variou de
20,44% no grupo que recebeu 100 + 24 uM a 61,57% no grupo que recebeu a menor dose (100
+2 uM), sendo nesta linhagem a interagdo classificada como sinérgica. Este resultado € bastante
interessante pois AFLA ndo foi citotdxica sozinha nesta linhagem, e mesmo na maior dose
testada (100 uM) a viabilidade celular ainda foi de aproximadamente 90%, no entanto, AFLA
potencializou a citotoxicidade de T-2 em BEAS-2B (Apéndice B) (MCKEAN et al., 2006b).
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Interagoes entre aflatoxinas e deoxinivalenol

He et al. (2010) avaliaram os efeitos da combina¢ao de AFLA ¢ DON em hepatocitos
primarios de carpa (Cyprinus carpio). Com relacdo a citotoxicidade, células tratadas com 0,02
pug/ml de AFLA + 0,5 pg/ml de DON apresentaram taxa de inibi¢ao celular de 87,67%. Também
foram testados a atividade enzimatica de AST, ALT e lactato desidrogenase (LDH), foi
observado que apds quatro horas de exposi¢ao as micotoxinas a atividade enzimatica de todas
as c¢lulas que receberam AFLA + OTA estava aumentada com relacdo ao controle sem
micotoxinas, isto ocorreu pois AST, ALT e LDH sao secretados quando ocorre morte celular.
Os resultados indicam que a ingestdo combinada destas micotoxinas leva a um aumento dos
efeitos adversos observados, e a interagdao entre AFLA ¢ DON foi classificada como aditiva
(Apéndice B) (HE et al., 2010).

Células de figado de rato (BRL 3A) foram utilizadas por Sun et al. (2015) para avaliar
a viabilidade celular. Foi observado que AFLA e DON interagem de forma sinérgica na redugao
da viabilidade celular ap6s 12, 24 e 48 horas de tratamento, para este experimento foram
utilizados 29 uM de AFLA + 3 uM de DON. Além disso, os mecanismos de citotoxicidade
também foram avaliados e foi observado que as toxinas diminuiram a viabilidade das células
induzindo a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e promovendo apoptose nas
células BRL 3A. Este efeito foi mediado por uma regulagdo positiva dos genes apoptoticos
Hsp70, p53, Bax, Caspase-3 e Caspase-8, juntamente com uma regulacdo negativa do gene
antiapoptotico Bcl-2. O tratamento combinado de AFLA e DON exibiu maiores efeitos sobre
esses genes do que aqueles dos tratamentos individuais, o que foi interpretado como um efeito

sinérgico (Apéndice B) (SUN et al., 2015).

Interagoes entre aflatoxinas e zearalenona

Sun et al. (2015) realizaram experimento em células de figado de rato (BRL 3A) e
observaram interacdo sinérgica na diminui¢ao da viabilidade celular entre AFLA e ZEA apos
48 horas de exposi¢do quando as células foram tratadas com 29 uM de AFLA +92 uM de ZEA
(Apéndice B) (SUN et al., 2015).

Interagdo sinérgica também foi descrita para a viabilidade celular em células de rim de
porco (PK-15). As células foram tratadas com diversas concentragdes de AFLA (de 20 a 34
uM) + ZEA (de 71 a 99 uM) e a viabilidade das células PK-15 foi reduzida pela presenca das
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duas micotoxinas em conjunto. A producdo de ROS também foi avaliada e foi observado que
diferentes doses de ZEA (10, 20 e 40 uM) reduzem a produ¢ao de ROS induzida por 1 uM de
AFLA de forma antagonica, no entanto, 10 uM de ZEA aumenta o dano oxidativo causado por
5 e 10 uM de AFLA, resultando em interacdo sinérgica. A inducao de apoptose também foi
avaliada, 10 e 20 uM de ZEA reduzem a apoptose induzida por 1 uM de AFLA, no entanto, 40
uM ZEA + 1 uM AFLA tem efeito aditivo na indu¢do de apoptose (Apéndice B) (LEI,
ZHANG; QI, 2013).

Interacoes entre deoxinivalenol e T-2 toxina

Thuvander, Wikman e Gadhasson (1999), realizaram estudo da toxicidade de DON +
T-2 na prolifera¢do de linfécitos humanos. As células foram tratadas com 25 uM de DON +
1000 uM de T-2. A combinagd@o de DON e T-2 resultou em uma diminui¢do da toxicidade
causada pelas toxinas separadamente, ¢ a interacdo foi classificada como antagénica. Uma
possivel explicagdo para esta interagdo ¢ que DON impede a acdo de T-2 ao interagir com sitios
de ligacdo comuns nas membranas celulares, reduzindo, desta forma, a toxicidade de T-2 e
levando ao efeito antagonico observado (Apéndice B) (THUVANDER; WIKMAN;
GADHASSON, 1999).

Interagdes antagdnicas também foram descritas para a citotoxicidade em células de rim
de macaco (Vero) e em células de ovario de hamster imortalizadas (CHO-K1). Nestes estudos
as concentragdes correspondentes ao ICso, IC75 € ICoo foram testadas apos 24, 48 e 72 horas de
exposicao. Nas cé¢lulas da linhagem Vero todas as concentragdes e tempos de exposicao
resultaram em interagdes antagonicas, ja nas células CHO-K1 a interagdo foi antagdnica apos

24 e 48 horas e sinérgica apos 72 horas (Apéndice B) (RUIZ et al., 2011a, RUIZ et al., 2011b).

Interacoes entre deoxinivalenol e zearalenona

Malekinejad et al. (2007) realizaram experimento em oocitos de porco e avaliaram os
efeitos de DON + ZEA nestas células. Foi observado que o tratamento com DON + ZEA (0,156
uM de cada) resultou em uma maior porcentagem de o6citos com morfologia nuclear aberrante
do que nos grupos controle e grupos tratados com as micotoxinas separadamente. Além disso,
o0s oocitos que foram expostos a DON + ZEA (1,56 uM de cada) durante a maturagdo foram
fertilizados, e os blastocistos em desenvolvimento foram analisados quanto a ploidia. Estes

blastocistos exibiram menos células com ploidia normal, € uma proporcao significativa destas
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células continham mais de duas copias dos cromossomos 7 ou 14, com algumas contendo de 9
a 11 copias destes cromossomos. Isto ocorreu, pois, DON e ZEA alteram a formacao do fuso
durante a meiose dos odcitos, € a malformacao do fuso leva a embrides aneuploides. Os autores
concluem que as interagdes observadas sao aditivas (Apéndice B) (MALEKINEJAD et al.,
2007).

Interagoes entre ocratoxina A e fumonisinas

Creppy et al. (2004) realizaram um estudo de viabilidade celular e observaram interagao
sinérgica entre OTA e FUMO nas linhagens celulares estudadas. Em células de glioma de
cérebro de rato (C6 glioma) OTA (10 uM) + FUMO (5 a 50 uM) levaram a uma diminui¢do da
viabilidade celular que variou de 53-55%, sendo que a redugdo da viabilidade causada por OTA
foi de 18% e por FUMO variou de 10% a 24% dependendo da dose utilizada. A combinacao
também foi testada em células de rim de macaco (Vero), nestas células 50 uM de FUMO e 10
uM de OTA individualmente causaram uma diminuicdo de viabilidade de 5,4% e 50%
respectivamente, porém quando a combinacdo de OTA + FUMO foi utilizada a diminui¢do da
viabilidade ficou em 86%. Com este experimento os autores comprovam a existéncia de
interacao entre estas micotoxinas, € destacam que o sinergismo observado estd provavelmente
relacionado a capacidade de ambas as toxinas em produzir espécies reativas de oxigénio. Os
autores também ressaltam que experimentos ainda precisam ser feito para verificar se estes
dados se reproduzem em modelos in vivo (Apéndice B) (CREPPY et al., 2004).

Ja Clarke et al. (2014) observaram interagdo aditiva para a citotoxicidade de OTA +
FUMO. Os experimentos foram realizados em células de rim bovino (MDBK), e a combinagdo
de 2 pg/ml de OTA + 8 pg/ml de FUMO levou a uma redugdo da viabilidade celular de 25%
(Apéndice B) (CLARKE et al., 2014).

Interacoes entre ocratoxina A e zearalenona

Wang et al. (2014) avaliaram a citotoxicidade de OTA e ZEA em células da linhagem
HepG: (carcinoma hepatocelular humano). Os valores de ICso para OTA, ZEA e OTA + ZEA
foram determinados apos 24, 48 e 72 horas de exposi¢do e a interagdo foi classificada como
antagénica em todos os tempos, porém os mecanismos envolvidos na interagdo entre estas

toxinas ainda ndo esta esclarecido (Apéndice B) (WANG et al., 2014).
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Interacoes entre zearalenona e T-2 toxina

Bouaziz et al. (2013) avaliaram a citotoxicidade de ZEA e T-2 em células de rim de
macaco (Vero). Foram testadas concentragdes variando de 5 a 100 nM de ZEA e T-2 para a
determinagdo do ICso de cada uma das micotoxinas separadamente. Para T-2 o valor de ICso
encontrado foi de 60 nM, para ZEA nem a concentracdo mais alta causou a inibicao de 50%
das células, ¢ o valor de ICso ndo foi determinado. Para a combinacao de ZEA + T-2 o valor de
ICs0 encontrado foi de 20 nM, portanto, a combinagdo das duas toxinas levou a um aumento da
citotoxicidade em comparagdo com os efeitos individuais, e a interagdo foi classificada como
sinérgica (Apéndice B) (BOUAZIZ et al., 2013).

O dano oxidativo causado pelas toxinas pode ser um dos mecanismos envolvidos nas
lesdes e morte celular, e por esta razao os autores também avaliaram a produgdo de espécies
reativas de oxigénio e os niveis da proteina Hsp 70. Com relagdo as espécies reativas de
oxigénio, seus niveis foram aumentados cerca de quatro vezes no tratamento combinado,
enquanto nos tratamentos individuais o aumento foi de aproximadamente 1,5 vezes. Os niveis
da proteina Hsp 70 também foram medidos pois a liberagdo desta proteina € uma das principais
respostas a exposicao das células a substancias toxicas, foi observado que o tratamento das
células com 10nM de cada uma das toxinas resultou em um aumento significativo dos niveis
de Hsp 70. Ambas as interagdes foram descritas como sinérgicas (Apéndice B) (BOUAZIZ et
al., 2013).

3.7 Impacto Econdmico

Como citado anteriormente, o comércio internacional de commodities agricolas atinge
centenas de milhdes de toneladas por ano, e estima-se que aproximadamente 25% a 50% destas
commodities, principalmente os alimentos basicos, estejam de alguma forma contaminados com
micotoxinas, sendo grande o impacto que estas apresentam sobre a saude humana e animal,
além de representarem uma grande perda econdémica (BHAT; MILLER, 1991; MORETTI;
LOGRIECO; SUSCA, 2017).

O impacto econdmico global das micotoxinas na agropecuaria ¢ algo dificil de ser
mensurado, uma vez que envolve gastos com a perda de animais, cuidados veterindrios, redugao
da produtividade dos planteis e diminui¢do da oferta de graos. Para os paises em
desenvolvimento, onde geralmente as commodities representam uma grande parte das

exportagdes nacionais, a importancia econdémica das micotoxinas ¢ consideravel, uma vez que
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esta contaminacao ¢ a principal causa, por exemplo, da rejeicdo das commodities alimentares
por autoridades internacionais. Além disso, o impacto das perdas de exportagdo ¢ agravado pelo
fato desses paises serem forcados a exportar as commodities de mais alta qualidade e reter os
graos mais pobres para uso doméstico, muitas vezes com alto risco de exposicao a
contaminagdo por micotoxinas (CAST, 2003; MORETTI; LOGRIECO; SUSCA,2017;
SOARES et al., 2018).

Por ser algo dificil de ser mensurado, as andlises de perdas econdmicas geradas pela
contaminagdo por micotoxinas tém sido feitas de forma individualizada para cada cadeia
envolvida. O FDA (U.S. Food and Drug Administration), estima que as perdas anuais nos
Estados Unidos nas safras de milho, soja e amendoim cheguem a US$932 milhdes e outros
USS$500 milhdes sdo investidos em pesquisas € no monitoramento desses metabolitos fingicos,
resultando em uma perda total de aproximadamente US$1,5 bilhdo anualmente. J4 em um
estudo realizado por Mitchell e colaboradores (2016), foi estimado que a contaminagdo por
aflatoxinas poderia causar um prejuizo a industria de milho na faixa de US$ 52 milhdes a US$
1,7 bilhdo anualmente somente aos EUA, ressaltando a importancia do monitoramento ¢ de
medidas de prevengdo e controle de micotoxinas para evitar prejuizos decorrentes da

contaminac¢do (CAST, 2003; MITCHELL; BOWERS; HURBURGH, 2016).

3.8 Legislacoes

Diversos paises possuem legislagdes que estabelecem limites maximos tolerados (LMT)
para diversas micotoxinas, estes limites estimam a quantidade de uma determinada micotoxina
que uma espécie pode ser exposta sem representar um risco significativo para a sua saude. Estas
legislacdes visam controlar a contaminacdo dos alimentos e ragdes e reduzir as perdas
econdmicas resultantes da contaminagao (MORETTI; LOGRIECO; SUSCA, 2017; SOARES
et al., 2018).

O Brasil ndo possui regulamentacao para micotoxinas em alimentacdo animal, e por isso
a legislacao da Unido Europeia ¢ muito utilizada como parametro, por ser bastante completa.
As micotoxinas legisladas pela Unido Europeia sdo aflatoxina B, deoxinivalenol, fumonisinas
B:1 + Ba, ocratoxina A, T-2 toxina e zearalenona, ¢ um resumo dos LMT estabelecidos nesta
legislacao estd na Tabela 2 (EU, 2003; EU, 2006b; EU, 2013; MORETTI; LOGRIECO;
SUSCA, 2017; SOARES et al., 2018).
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Tabela 2 - Resumo dos limites maximos tolerados (LMT) estabelecidos pela legislagdo da Unido Europeia para aflatoxina Bi, deoxinivalenol,

fumonisinas B + By, ocratoxina A, T-2 toxina e zearalenona na alimentag¢ao animal.

continua

Teor maximo em pg/kg

Micotoxina Produto destinado a alimentacio animal (ppb) de alimento para um
teor de umidade de 12%
Todas as matérias-primas para a alimentacao animal 20
Alimentos completos para bovinos, ovinos e caprinos, com excepg¢ao de: 20
— Alimentos completos para gado leiteiro 5
— Alimentos completos para ovinos e caprinos jovens 10
Alimentos completos para suinos e aves (exceto animais jovens) 20
Aflatoxina B;
Outros alimentos completos 10
Alimentos complementares para bovinos, ovinos € caprinos
(exceto alimentos complementares para animais jovens) 20
Alimentos complementares para suinos e aves (exceto animais jovens) 20
Outros alimentos complementares 5
Matérias-primas para alimentagdo animal:
Deoxinivalenol — Cereais e produtos a base de cereais com excep¢ao de subprodutos de milho 8.000
— Subprodutos de milho 12.000
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Tabela 2 - Resumo dos limites maximos tolerados (LMT) estabelecidos pela legislagdo da Unido Europeia para aflatoxina Bi, deoxinivalenol,

fumonisinas B + B, ocratoxina A, T-2 toxina e zearalenona na alimentag¢ao animal.

continuacao

Teor maximo em pg/kg

Micotoxina Produto destinado a alimentacio animal (ppb) de alimento para um
teor de umidade de 12%

Alimentos complementares e alimentos completos para animais, com excegao de: 5.000

o — Alimentos complementares e alimentos completos para suinos 900

Deoxinivalenol ) ) )
— Alimentos complementares e alimentos completos para bezerros(as) (< 4 meses), ovinos 5,000
€ caprinos jovens '
Matérias-primas para alimentagao animal:
— Milho e produtos a base de milho 60.000
Alimentos complementares e alimentos completos para:
Fumonisinas B + o .
B — Suinos, equideos, coelhos, animais de companhia 5.000
2
— Peixes 10.000
— Aves, bezerros(as) (< 4 meses), ovinos € caprinos jovens 20.000
— Ruminantes (> 4 meses) e martas 50.000
Matérias-primas para alimentagdo animal:
. — Cereais e produtos a base de cereais 250
Ocratoxina A ‘ ‘ —
Alimentos complementares e alimentos completos para animais:
— Alimentos complementares e alimentos completos para suinos 50
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Tabela 2 - Resumo dos limites maximos tolerados (LMT) estabelecidos pela legislagdo da Unido Europeia para aflatoxina Bi, deoxinivalenol,

fumonisinas B + By, ocratoxina A, T-2 toxina e zearalenona na alimentac¢ao animal. Fonte: EU, 2003; EU, 2006b; EU, 2013.

conclusdo

Micotoxina

Produto destinado a alimentacio animal

Teor maximo em pg/kg
(ppb) de alimento para um

teor de umidade de 12%

Ocratoxina A — Alimentos complementares e alimentos completos para aves 100
Produtos a base de cereais para a alimentagdo animal e alimentos compostos para animais:
. — Produtos da moagem da aveia (cascas) 2.000
T-2 toxina .
— Outros produtos a base de cereais 500
— Alimentos compostos para animais, com excecao de alimentos para gatos 250
Matérias-primas para alimentagdo animal:
— Cereais e produtos a base de cereais com excegdo dos subprodutos de milho 2.000
— Subprodutos de milho 3.000
Alimentos complementares e alimentos completos para animais:
Zearalenona ] i .
— Alimentos complementares e alimentos completos para suinos jovens 100
— Alimentos complementares e alimentos completos para suinos de engorda 250
— Alimentos complementares e alimentos completos para bezerros(as), gado de leite,
500

ovinos (incluindo animais jovens), caprinos (incluindo animais jovens)

Fonte: Adaptado de EU, 2003; EU, 2006; EU, 2013.



61

3.9 Analise de Micotoxinas em Amostras de Alimentos

A analise dos niveis de micotoxinas em amostras de alimentos € muito importante para
determinar se o alimento €é seguro para consumo ou ndo. Esta determinacdo ¢ geralmente
realizada por métodos que incluem etapas comuns (Figura 12), sendo elas: amostragem, preparo
de amostra, extragdo, filtracdo e / ou centrifugagdo, purificagdo do extrato (se necessario) e, por
fim, a detec¢do e quantificagdo das micotoxinas, que pode ser realizada por diversas técnicas.
A escolha dos métodos de amostragem, extragdo, purificagdo e determinagdo analitica a serem
utilizados sdo de extrema importancia, uma vez que cada uma destas etapas pode afetar a
confiabilidade do resultado analitico (ALSHANNAQ); YU, 2017; MORETTI; LOGRIECO;
SUSCA, 2017; SOARES et al., 2018).

Figura 12 - Diagrama de fluxo das etapas comuns envolvidas na analise de micotoxinas em

alimentos.
{ '
Amostragem
. J
4 '
Preparo de amostra
\. J
{ '
Extragao
. J
{ '

Filtragao e / ou centrifugacao

Purificac¢ao do extrato
(se necessario)

M¢étodo de detecgao

Cromatografia em Camada Delgada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Espectrometria de Massas
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Teste Rapido

Fonte: Adaptado de ALSHANNAQ e YU (2017)
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A primeira etapa para a analise de micotoxinas ¢ a amostragem, esta etapa ¢ fundamental
e contribui para a confiabilidade dos resultados e a decisdo final de conformidade ou nao
conformidade de um lote inteiro de alimentos. Devido a distribuicdo heterogénea das
micotoxinas nos alimentos, ¢ muito dificil obter uma amostra representativa do todo, por isso,
um plano de amostragem bem projetado deve ser implementado para garantir que a amostra
testada seja representativa de todo o volume assim como a veracidade dos resultados. Se a
concentracdo da amostra nao refletir com precisdo a concentragao do lote, o lote inteiro pode
ser classificado incorretamente levando a consequéncias econOmicas ¢ / ou de saude
(RICHARD et al., 1993; KRSKA ¢t al., 2008; TURNER et al., 2015; SHEPHARD, 2016;
ALSHANNAQ; YU, 2017; SOARES et al., 2018).

Os préximos passos s@o o preparo da amostra, que inclui moagem e homogeneizacao,
seguida da extragdo. O principal objetivo da extragdo € separar as micotoxinas da matriz
(alimento), o que pode ser feito utilizando diversos métodos. A escolha de um método de
extragdo leva em consideragdo trés fatores principais: as propriedades quimicas das
micotoxinas, a natureza da matriz alimentar ¢ o método de deteccdo que sera usado
posteriormente. De forma geral, as micotoxinas sdo soliiveis em solventes organicos (como
metanol e acetonitrila) e uma mistura de um solvente organico com agua ou solugdo tampao ¢
geralmente utilizada para realizar a extragdo. A escolha dos solventes contribui
significativamente para o sucesso da extracao, sendo um solvente de extracdo adequado aquele
que remove apenas as micotoxinas da amostra com a maior eficiéncia. A amostra deve ser
misturada com o solvente de extracdo escolhido em agitador orbital ou liquidificador, em
seguida, a mistura deve ser filtrada e / ou centrifugada (para remover particulas interferentes) e
estard pronta para procedimentos de purificacdo subsequentes, se necessario (RAHMANI;
JINAP; SOLEIMANY, 2009; TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009;
RIDGWAY, 2012; ALSHANNAQ; YU, 2017; AGRIOPOULOU; STAMATELOPOULOU;
VARZAKAS, 2020).

A purificagdo do extrato ¢ um processo para a eliminagdo de substancias que podem
interferir na deteccdo das micotoxinas. Existem diversos métodos de purificacdo, sendo a
extracdo em fase solida (SPE) e as colunas de imunoafinidade (IAC) os mais utilizados para a
analise de micotoxinas, pois sdo rapidos, eficientes, reprodutiveis e seguros. SPE ¢ uma técnica
baseada na parti¢do de analitos e compostos interferentes entre uma fase movel (extrato) e uma
fase estaciondria (cartucho), ou seja, a coluna de SPE retém a micotoxina e permite que as
impurezas passem pela coluna, em seguida a micotoxina ¢ eluida utilizando um solvente

organico, ou, de forma contraria, a micotoxina passa livremente pelo cartucho, enquanto os
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interferentes ficam retidos. Uma coluna de SPE muito utilizada é a MycoSep®, que foi
desenvolvida especialmente para a purificagdo de extratos e contém uma variedade de
adsorventes, por exemplo, carvao, celite, polimeros, resinas de troca idnica, entre outros. O
material adsorvente ¢ embalado em um tubo de plastico com uma borda de borracha na
extremidade inferior. Para a purificagdo a coluna ¢ inserida em um tubo de vidro que contém o
extrato, a borracha veda o tubo e faz com que o extrato passe pelo material adsorvente embalado
na coluna. O processo demora de 20 a 30 segundos e o extrato purificado fica no topo do tubo
de plastico, enquanto moléculas grandes, proteinas, gorduras, carboidratos e pigmentos sdo
adsorvidos na fase sélida (Figura 13) (KRSKA et al., 2005; KRSKA et al., 2008; RAHMANI;
JINAP; SOLEIMANY, 2009; TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009; PEREIRA;
FERNANDES; CUNHA, 2014; ALSHANNAQ; YU, 2017; SOARES et al., 2018).

Figura 13 - Exemplo de uma coluna MycoSep®.

:
‘ ,— Extrato purificado
g

Material adsorvente

Borracha de vedagao

» Extrato bruto

Fonte: Arquivo pessoal (2020)

Ja nas colunas de imunoafinidade (IAC) a fase estacionaria contém anticorpos
especificos contra determinada micotoxina, por isso, quando o extrato passa pela coluna, a
micotoxina se liga seletivamente aos anticorpos, enquanto outros componentes da matriz sdo
removidos por uma etapa de lavagem. A micotoxina € entdo eluida com um solvente organico

(KRSKA et al, 2008; RAHMANI; JINAP; SOLEIMANY, 2009; TURNER;
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SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009; PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2014;
ALSHANNAQ; YU, 2017).
Por fim, o extrato pode ser testado quanto a presenca de micotoxinas utilizando diversos

métodos analiticos que serdo descritos a seguir.

3.10 Métodos de Deteccao e / ou Quantificacio de Micotoxinas

A vigilancia de alimentos quanto a contaminagao por micotoxinas, visando a seguranca
dos alimentos, vem se tornando cada vez mais comum, uma vez que os métodos analiticos para
detectar e quantificar estas toxinas estdo se tornando bastante difundidos (RAHMANI; JINAP;
SOLEIMANY, 2009; TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

Devido aos baixos niveis em que as micotoxinas geralmente estdo presentes nos
alimentos, bem como diretrizes restritivas sobre os limites maximos tolerados estabelecidos por
diversos paises, um método de analise de micotoxinas deve ser simples, rapido, robusto,
preciso, seletivo e sensivel. A deteccao das micotoxinas de interesse pode ser realizada por
técnicas cromatograficas seguidas por varios métodos de deteccdo ou por métodos
imunoquimicos. Enquanto os métodos imunoquimicos dependem de anticorpos especificos
para cada micotoxina, as técnicas cromatograficas podem separar um grande niumero de analitos
de uma s6 vez (RAHMANI; JINAP; SOLEIMANY, 2009; TURNER; SUBRAHMANYAM;
PILETSKY, 2009; PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2014; AGRIOPOULOU;
STAMATELOPOULOU; VARZAKAS, 2020).

Os principais métodos utilizados para a deteccao e quantificagdo de micotoxinas serao

descritos a seguir:

3.10.1 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD ou Thin Layer Chromatography - TLC) ¢é
considerada a técnica cromatografica mais antiga. E uma técnica de baixo custo, que ainda é
bastante utilizada em alguns laboratorios analiticos, principalmente em paises em
desenvolvimento. A CCD oferece a possibilidade de testar varias amostras simultaneamente,
sendo muito utilizada como um teste de triagem anterior a realizagdo de outros métodos mais
sofisticados, porém esta técnica ndo ¢ muito precisa ou sensivel (LIN et al., 1998; SHEPHARD,
2008; TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009; AGRIOPOULOU;
STAMATELOPOULOU; VARZAKAS, 2020).
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A CCD consiste em uma fase estaciondria (como silica, alumina ou celulose)
imobilizada em uma placa de vidro, plastico ou aluminio e uma fase movel. O extrato da
amostra e padroes sdo depositados cada um em um ponto da fase estacionaria. Em seguida a
placa ¢ colocada verticalmente em uma cuba com solventes, estes solventes, entdo, migram pela
placa por capilaridade. Por fim, quando os solventes atingem a borda superior da placa esta ¢
removida da cuba e as bandas resultantes sdo observadas, a formagdo de bandas em alturas
diferentes da fase estacionaria se da devido a migracao diferencial das moléculas ao longo da
fase estacionaria. Os constituintes da amostra podem ser identificados a partir da comparagao
das bandas resultantes das amostras com as bandas dos padrdes utilizados. A quantificacdo de
micotoxinas por CCD se da por comparacdo visual das intensidades das bandas dos padrdes
(com concentragao conhecida) com as bandas das amostras (com concentragdes desconhecidas)

(SHEPHARD, 2008; RAHMANI; JINAP; SOLEIMANY, 2009).

3.10.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou High-performance liquid
chromatography - HPLC) vem sendo utilizada desde o final dos anos 1960. Este método se
baseia em uma fase estacionaria (coluna) e uma fase movel (solventes que circulam pelo
sistema), e a separacao de compostos de uma amostra se dd pela afinidade diferencial das
moléculas pelas fases movel e estaciondria. Um sistema de HPLC simples necessita dos
seguintes componentes para funcionar: um reservatério de fase movel; uma bomba que faz com
que a fase movel se movimente pelo sistema; um injetor para introduzir as amostras no sistema;
uma coluna (fase estacionaria); um ou mais detectores; um lixo para o descarte da fase movel
que sai dos detectores; e um computador para a analise dos dados e cromatogramas (Figura 14)
(MEYER, 2010; SINGH; MEHTA, 2020)

De forma geral, a bomba faz com que a fase movel circule pelo sistema com um fluxo
determinado (ml/min); apds a introdugao da amostra no sistema pelo injetor, ela passa a circular
junto com a fase movel. Ao chegar na coluna os componentes da amostra sdo separados e
passam para o detector, que contém uma célula que detecta cada composto da amostra e envia
seu sinal elétrico correspondente para um sistema de aquisi¢cao de dados no computador. Como
resultado ¢ gerado um cromatograma, que ¢ uma representacdo da separacdo que ocorreu
quimicamente na coluna do HPLC. No cromatograma sdo observadas uma série de picos
subindo a partir de uma linha de base desenhada em um eixo de tempo, onde cada pico

representa a resposta do detector a um composto diferente. Por fim, os compostos podem ser
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identificados a partir da comparagdo dos tempos de retengdo (tempo que o composto demora
para passar pela coluna e chegar ao detector) dos picos desconhecidos obtidos na amostra, com
o tempo de retengdo de padrdes de substancias conhecidas. Esta técnica possibilita a utilizagdo
de diversos detectores, sendo os mais utilizados o ultravioleta (UV) e de fluorescéncia (FLD).
Os detectores UV sdo usados para identificar os analitos a partir da absor¢do de luz da amostra
em diferentes comprimentos de onda. No caso dos detectores de fluorescéncia, a identificagdo
dos analitos depende da ocorréncia de um cromoforo nas particulas. Diversas toxinas possuem
fluorescéncia natural (como por exemplo as aflatoxinas e a ocratoxina A) e podem ser
detectadas diretamente por HPLC-FLD. No entanto, para outros tipos de micotoxinas (como as
fumonisinas), a derivatizacdo é uma etapa obrigatoria, pois estas toxinas n3o possuem
cromoéforos em sua estrutura quimica (VAIL; HOMANN, 1990; MEYER, 2010; MA et al.,
2013; SINGH; MEHTA, 2020; AGRIOPOULOU; STAMATELOPOULOU; VARZAKAS,
2020).

Figura 14 - Componentes de um sistema de HPLC simples.
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Fonte: Adaptado de MEYER (2010)



67

3.10.3 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas ¢ uma técnica analitica que ioniza as espécies quimicas
presentes em uma amostra e separa os ions de acordo com sua relacdo massa / carga. Para a
detec¢do de micotoxinas pode-se utilizar a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS) ou a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
(SINGH; MEHTA, 2020).

A técnica de Cromatografia Liquida associada a Espectrometria de Massas (LC-MS)
possibilita analises de multiplos residuos em um mesmo método, em pequenas concentragdes
(ppb), apresentando alta seletividade e sensibilidade, além de baixo tempo de analise. Em
comparagdo com as técnicas de deteccao convencionais, como UV ou fluorescéncia, a
espectrometria de massas oferece maior seletividade e sensibilidade, sendo possivel a detecgao
de quantidades trago de micotoxinas. Esta técnica possibilita a confirmagdo inequivoca da
identidade molecular do analito, além de possuir a op¢ao de uso de padrdes internos (KRSKA
et al., 2008).

Ja na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é realizada a
detecgdo de compostos volateis, apés um processo de separagao destes compostos. Este método
¢ pouco utilizado para a andlise de micotoxinas, pois a maioria das micotoxinas sao substancias
nao volateis, sendo necessaria uma etapa de derivatizagdo para sua conversdo em derivados
volateis. Porém, quando utilizada, a técnica tem alta especificidade e sensibilidade. Os
principais problemas associados a analise de micotoxinas por GC-MS sdo a ndo linearidade das
curvas de calibracdo, a possibilidade de remanescéncia de amostras anteriores, bloqueio da
coluna e o risco de contaminacdo em comparacdo com os métodos de HPLC e LC-MS
(PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2014; ALSHANNAQ; YU, 2017, AGRIOPOULOU;
STAMATELOPOULOU; VARZAKAS, 2020; SINGH; MEHTA, 2020).

Em geral, GC-MS e LC-MS sdo comumente aceitos como ferramentas de confirmacao
de analitos sendo altamente confidveis na analise de residuos. No entanto, essas técnicas
também apresentam algumas desvantagens: devido a complexidade e diversidade das amostras
de alimentos, efeitos de matriz sdo bastante observados; esfor¢cos extensivos de valida¢do sao
necessarios; e, além disso, as técnicas baseadas em cromatografia também requerem longos
tempos de execucao, instrumentos caros e técnicos qualificados, resultando em altos custos de

analise (RIVIER, 2003; ZOLLNER; MAYER-HELM, 2006; SOARES et al., 2018).
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3.10.4 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

O método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para analise de
micotoxinas estd disponivel ha mais de uma década, e atualmente, ¢ o imunoensaio mais
comumente utilizado na determinag¢do de micotoxinas. ELISA ¢ uma técnica imunoquimica
considerada de rapida e facil execu¢do e que ndo demanda um preparo de amostras laborioso,
por estas razoes, ¢ muito utilizada para a detec¢ao e quantificagdo de micotoxinas em diversas
matrizes. Nesse sentido, ja se encontram no mercado diversos kits de ELISA especificos para
varias micotoxinas. A tecnologia ¢ baseada na capacidade de um anticorpo especifico de
distinguir a estrutura tridimensional de uma micotoxina especifica (ZHENG; RICHARD:;
BINDER, 2006; KRSKA et al., 2008; IQBAL et al.,, 2014; PEREIRA; FERNANDES;
CUNHA, 2014; ALSHANNAQ; YU, 2017; SINGH; MEHTA, 2020).

Existem diversos tipos de ELISA, porém o mais utilizado para a analise de micotoxinas
¢ o ELISA competitivo direto. Para a realizagdo do teste de ELISA, primeiramente, as
micotoxinas precisam ser extraidas da amostra utilizando solventes, entdao uma por¢ao deste
extrato da amostra e um conjugado da micotoxina a ser pesquisada acoplada a uma enzima sao
misturados e, em seguida, adicionados aos pogos de microtitulagao revestidos com anticorpo.
Qualquer micotoxina no extrato da amostra ou nos padrdes de controle pode competir com a
micotoxina conjugada com enzima pelos sitios de ligacdo do anticorpo. Apos a lavagem, um
substrato enzimatico ¢ adicionado e a cor azul se desenvolve. A intensidade da cor ¢
inversamente proporcional a concentragdo de micotoxinas na amostra ou padrao. Uma solugao
de parada ¢ entdo adicionada para interromper a reacdo enzimatica. A intensidade da cor da
solucdo nos pogos de microtitulagdo ¢ medida opticamente usando um leitor de ELISA. As
densidades Opticas (OD) das amostras sdo comparadas com as OD dos padrdes possibilitando
uma interpretacdo quantitativa dos resultados. O principio de um ELISA competitivo direto €
mostrado na Figura 15 (ZHENG; RICHARD; BINDER, 2006; SOARES et al., 2018; NOLAN
etal., 2019).



69

Figura 15 - Principio do ELISA competitivo para andlise de micotoxinas. (a) Amostra
misturada com conjugado; (b) Contetido misto adicionado ao pogo revestido com anticorpo; (c)
A micotoxina se liga ao anticorpo na 1* incubacao; (d) Os materiais nao ligados sao lavados na
etapa de lavagem; (e) Substrato ¢ adicionado para desenvolver cor; (f) Solugdo de parada ¢

adicionada para parar a reagao.

Conjugado Micotoxina-enzima

Micotoxina

Anticorpo Anti-micotoxina

vw < @0

Substrato

Fonte: Adaptado de ZHENG et al. (2006)

Os kits ELISA sdo considerados ensaios de alto rendimento, que utilizam pequeno
volume de amostra e frequentemente necessitam de menos procedimentos de purificagdo dos
extratos em comparagdo com outros métodos convencionais, como CCD e HPLC. Além disso,
o método de ELISA pode ser totalmente quantitativo, é rapido, simples, especifico e sensivel
podendo ser utilizado para a detec¢ao de micotoxinas em diversos alimentos e ragdes (ZHENG;
RICHARD; BINDER, 2006; KRSKA et al., 2008).

Uma desvantagem da utilizacdo do ELISA ¢ que alguns compostos com grupos
quimicos semelhantes a micotoxina pesquisada também podem interagir com os anticorpos
anti-micotoxina, causando o chamado efeito matriz, resultando em uma superestimacao das
concentracdes de micotoxinas em amostras de racdes e commodities. Porém métodos de
purificagdo dos extratos podem ser utilizados para evitar estas reacdes cruzadas e resultados
falso positivos (ZHENG; RICHARD; BINDER, 2006; ZACHARIASOVA; CUHRA;
HAJSLOVA, 2014; NOLAN et al., 2019).
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3.10.5 Teste rapido

A tecnologia do teste imunocromatografico rapido, também chamado de teste de fluxo
lateral ou teste rapido, ¢ usada ha muitos anos, no entanto, sua aplicagdo em seguranga dos
alimentos, especialmente os testes de micotoxinas, ¢ bastante recente. Esta técnica ¢ baseada
no uso de reagdes antigeno-anticorpo para a analise rapida de analitos com alta sensibilidade e
especificidade (ZHENG; RICHARD; BINDER, 2006; GORYACHEVA et al.,, 2007;
ALSHANNAQ; YU, 2017; SINGH; MEHTA, 2020).

Estes testes sdo fabricados em formato de tiras, € um anticorpo marcado ¢ usado como
um reagente de sinal. A tira consiste em quatro partes principais, o sample pad (onde o extrato
da amostra ¢ depositado), o conjugate pad (onde estdo os anticorpos marcados), uma membrana
de nitrocelulose e, ao final, o absorbent pad (que ¢ feito com um material absorvente para
possibilitar a movimentagdo da amostra ao longo da tira por capilaridade). Um extrato da
amostra ¢ adicionado no sample pad, e migra para o conjugate pad, onde ocorre a ligacdo aos
anticorpos marcados que estdo imobilizados nessa regido, em seguida a amostra e 0s anticorpos
marcados migram para a membrana de nitrocelulose, que contém uma linha de teste e uma linha
de controle. A linha de teste contém um conjugado de micotoxina-proteina e a linha de controle
contém anticorpos secundarios. A linha de controle deve ser sempre visivel, independentemente
da presenga ou auséncia de micotoxinas na amostra, porque o anticorpo secundario sempre se
liga aos anticorpos marcados que migram junto com a amostra. Esta etapa ¢ importante, pois
garante que a amostra tenha de fato fluido pelo dispositivo. Em uma amostra negativa, o
anticorpo marcado fica livre e liga-se ao conjugado de micotoxina-proteina na linha de teste,
formando uma linha visivel. Em uma amostra positiva, o anticorpo marcado nao se ligara ao
conjugado de micotoxina-proteina na linha de teste, pois os sitios de ligacdo do anticorpo
estardo saturados com as micotoxinas presentes na amostra, € como resultado nenhuma linha
visivel se formara na linha de teste (Figura 16) (KRSKA; MOLINELLI, 2009; MARAGOS;
BUSMAN, 2010; TRIPATHI; UPADHYAY; NARA, 2017; NOLAN et al., 2019).

Os testes rapidos apresentam varios beneficios, como etapas simples, detec¢ao rapida
(5 a 15 minutos), baixo custo e menor interferéncia devido a separacdo cromatografica, além
disso, a presenca ou auséncia de analitos alvo pode ser inferida a olho nu, sem a necessidade de

equipamentos (SINGH; MEHTA, 2020).
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Figura 16 - Principais componentes de um teste rapido. O extrato da amostra é adicionado ao
sample pad e flui, por capilaridade, através do conjugate pad e da membrana em dire¢do ao
absorbent pad. A presenca de toxina na amostra inibe a ligagdo do anticorpo marcado a linha
“teste” (conjugado de micotoxina-proteina), mas ndo inibe a ligagdo do anticorpo marcado a

linha “controle” (anticorpos secundarios).

s+ Anticorpomarcado
+ss Conjugado micotoxina-proteina

Conjugate v¥¥  Anticorpo secundario
pad

Membrana \Absorbent pad\

Teste Controle

\ Suporte pléstico \

Fonte: Adaptado de MARAGOS e BUSMAN (2010)

3.11 Abordagem Estatistica para Analise de Dados

As andlises estatisticas estdo muito presentes na biologia moderna, e muitas hipoteses
bioldgicas, mesmo as aparentemente simples, sdo comparadas por modelos estatisticos
complexos. Com o advento de poderosos computadores podemos fazer analises complexas que
no passado ndo estavam disponiveis com tanta facilidade para todas as areas do conhecimento
(QUINN; KEOUGH, 2002).

A estatistica compreende diversas areas, e dentre elas, pode-se destacar os testes de
hipdteses, as estimativas e as previsdes, que sdo utilizadas por varias areas do conhecimento.
Os modelos estatisticos, por exemplo, sdo usados extensivamente na medicina, epidemiologia,
bioestatistica, pesquisa de servigos de saude, pesquisa farmacéutica, dentre outros campos
(HARRELL, 2001).

As analises de regressdo sdo muito utilizadas para a construgdo de modelos estatisticos,
e permitem trés coisas: (I) descrigdo: as relagdes entre as varidveis dependentes e as varidveis
independentes podem ser descritas estatisticamente por meio de analise de regressdo; (II)

estimativa: os valores das varidveis dependentes podem ser estimados a partir dos valores
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observados das variaveis independentes; e (III) prognostico: os fatores de risco que influenciam
o resultado podem ser identificados e os prognoésticos individuais podem ser determinados

(SCHNEIDER; HOMMEL; BLETTNER, 2010).
3.11.1 Regressdo logistica

A regressao logistica ¢ uma das aplicagdes dos chamados modelos lineares
generalizados (GLM). Essa técnica foi introduzida por Nelder e Wedderburn (1972) e
posteriormente desenvolvida por McCullough e Nelder (1989) e permite a analise de dados que
possuam outros tipos de distribui¢des, além da normal (NELDER; WEDDERBURN, 1972;
MCCULLOUGH; NELDER, 1989; QUINN; KEOUGH, 2002).

A utilizagdo da regressdo logistica tem os mesmos objetivos de uma andlise usando
qualquer técnica de constru¢do de modelo usada em estatistica: encontrar o modelo mais
adequado e mais parcimonioso para descrever a relagdo entre uma variavel resposta
(dependente, Y) e um conjunto de variaveis independentes (preditoras ou explicativas, X). Estes
modelos sdo usados para estudar os efeitos das varidveis preditoras nos resultados categoricos.
Normalmente, o resultado é binario, como presenga ou auséncia de doenga, ¢ neste caso o
modelo ¢ chamado de modelo logistico binério, e as respostas sdo representados como 0
(auséncia da caracteristica, doenga...) ou 1 (presenca da caracteristica, doenca...). Os modelos
de regressao logistica podem incluir apenas uma ou varias variaveis independentes, quando ha
apenas uma varidvel o modelo ¢ referido como uma regressdo logistica simples, e segue a
equagdo 1 (HOSMER; LEMESHOW, 2000; QUINN; KEOUGH, 2002; NICK; CAMPBELL,
2007; STOLTZFUS, 2011):

eﬁO+BIX

He) = oher M

Quando ha vérios preditores, incluindo variaveis categoricas e continuas, o modelo ¢
referido como uma regressdo logistica multipla ou multivariavel, e segue a equacdo 2
(HOSMER; LEMESHOW, 2000; QUINN; KEOUGH, 2002; NICK; CAMPBELL, 2007
STOLTZFUS, 2011):

eBot B1X1+ B2Xa+ BpXp
H(X) = 14ePo+ BiX1+ BzXa+— BpXp (2)
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Sendo: u(x) = P (Y = 1|X), ou seja, é a probabilidade de Y ser igual a 1 para
determinado valor de X; ePotFPiX ¢ eBot+ BiXat BoXo+ BiXi prepresentam as equacgdes de
regressao linear para varidveis independentes expressas na escala logit, em vez de no formato
linear original. A razdo para essa transformacgao da escala logit reside nos pardmetros basicos
do modelo de regressao logistica. Especificamente, um resultado binario expresso como uma
probabilidade deve estar entre 0 e 1, em contraste, as variaveis independentes na equacao de
regressdo linear podem assumir qualquer numero. Sem retificar esta discrepancia, os valores
previstos do modelo de regressdao poderiam ficar fora do intervalo 0-1 (HOSMER;
LEMESHOW, 2000; QUINN; KEOUGH, 2002; STOLTZFUS, 2011).

Dentro deste contexto, a regressao logistica identifica a combinagdo linear mais forte de
variaveis independentes que aumenta a probabilidade de detectar o resultado observado - um
processo conhecido como estimativa de maxima verossimilhanga. De forma geral, o método de
maxima verossimilhanga atribui valores para os parametros desconhecidos () que maximizam
a probabilidade de obter o conjunto de dados observado (HOSMER; LEMESHOW, 2000;
STOLTZFUS, 2011).

Além disso, os modelos logisticos utilizam o odds ratio (ou razdo de chances) para
determinar o efeito de uma variavel preditora sobre a variavel de resultado. As chances sdo
geralmente expressas em termos de probabilidade de um evento, se a probabilidade de um
evento for p, entdo a chance pode ser definida como p / (1 - p). Como a probabilidade vai de 0
a 1, as chances variam de 0 a oo (NICK; CAMPBELL, 2007).

Um exemplo de aplicagdo da regressao logistica ¢ a tragédia do Titanic. Neste exemplo
a variavel resposta ¢ a morte ou sobrevivéncia de um passageiro, € as variaveis explicativas sao
idade, sexo e a classe no navio (17, 2* ou 3*) em que o passageiro navegava. Foi desenvolvido

um modelo seguindo as equagdes 3 e 4 (OPER, 2017):

T 1+ 90 3)
Sendo E(Y) a probabilidade de sobrevivéncia de um individuo e:

g(X) = _133 + 2'55 * (Ifeminino) + 1'27 * (IZClasse) + 2'58 * (Ilclasse) - 0'04 * (idade) (4)
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Neste caso, Ifeminino recebe 1 se o individuo for do sexo feminino e 0 se for do sexo
masculino; Iaclasse recebe 1 se o individuo navegava na 2° classe e 0 se estivesse em outra classe;
Liclasse recebe 1 se o individuo navegava na 1? classe e 0 caso contrario (OPER, 2017).

Foi observado que a chance de sobrevivéncia de um individuo do sexo feminino foi
12,81(e?°%) vezes maior do que de um individuo do sexo masculino. Com relagdo a classe do
navio, a chance de sobrevivéncia de um individuo que estava na 2* classe foi 3,56 (e'?7) vezes
maior do que de um individuo da 3* classe, e para quem estava na 1* classe a chance se
sobreviver foi 13,20 (e?°8) vezes maior do que dos individuos da 3? classe. Com relacdo a
idade, a cada ano acrescido a idade a chance de sobrevivéncia foi 0,96 vezes menor. Desta

forma, uma mulher de 42 anos que estava na 1? classe tem probabilidade de sobrevivéncia de

e—1,33+ 2,55+ 2,58—0,04*42

1+ e—1,33+ 2,55+ 2,58—-0,04%42

0,90 ( ), enquanto se esta mesma mulher estivesse na 3" classe sua

e —1,33+ 2,55—-0,04%42

+ e—133+2,55-0,04%42

probabilidade de sobrevivéncia cai para 0,39 (1 ). J& um homem de 30 anos

na 1% classe tem probabilidade de 0,42 de sobreviver, e se estiver na 2% classe a probabilidade ¢
de 0,16 (OPER, 2017).

Com relagao as micotoxinas, Battilani et al. (2008) desenvolveram um modelo
utilizando regressdo logistica para predizer a contaminacdo por fumonisinas (FUMO) em
milho. Quatrocentos e trinta e oito amostras de milho foram coletadas em diferentes regides da
Italia entre 2002 e 2007 e a quantidade de FUMO em cada uma delas foi medida, além disso,
também foram coletados dados agrondmicos das regides avaliadas. A regressdo logistica
desenvolvida explicou cerca de 60% da variabilidade, sendo 9% da variabilidade explicada pela
longitude, 24% pela maturidade do milho, 10% pela semana de semeadura e 17% pelas semanas
de crescimento. Além disso, 58% das amostras foram classificadas corretamente pelo modelo,
14% das amostras foram subestimadas e 28% dos casos estimados incorretamente foram falsos
positivos (BATTILANI et al., 2008).

Outro estudo desenvolveu um modelo de regressao logistica para a prever a presenca de
aflatoxinas (AFLA) em milho. Foram coletados dados agrondmicos das amostras e a
contaminac¢do foi classificada como < 5Spug de AFLA por kg de milho ou > 5 mg/kg, esta
concentragdo de AFLA foi estabelecida por ser o limite legal determinado pela legislagdo da
Unido Europeia. Dentre as amostras utilizadas para a validagdo do método, 75% foram
classificadas como ndo contaminadas (< 5pg de AFLA por kg de milho), e os 25% restantes
foram classificadas como contaminadas, utilizando a regressao logistica desenvolvida, 87% das
amostras foram previstas como ndo contaminadas e 13% como contaminadas. Dentre as

amostras que foram preditas corretamente, 65% foram classificadas corretamente como nao
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contaminadas (observado 0 e previsto 0) e 3% como contaminadas (observado 1 e previsto 1).
10% das amostras foram superestimadas (observado 0 e previsto 1) e 22% foram subestimadas
(observado 1 e previsto 0). Portanto a precisao global do modelo foi de 68% (BATTILANI et
al., 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras e Amostragem

Foram analisadas 1.749 amostras de alimentos e commodities destinadas a bovinos
oriundas de diferentes estados brasileiros (Figura 17) entre janeiro de 2017 e dezembro de 2021.
As amostras foram classificadas em cinco grupos, sendo eles: dieta total (639 amostras),
silagens (252 amostras), milho / subprodutos (244 amostras), ragcdo (166 amostras) e outros
(que incluem soja, carogo de algoddo, amendoim, polpa citrica, cevada, trigo e sorgo) (405
amostras). Para 43 amostras o tipo de amostra ndo foi informado.

As amostras foram enviadas pelos produtores ao laboratorio, e, portanto, a amostragem
ndo foi avaliada. Porém, os produtores foram instruidos quanto a forma correta de amostragem

(RICHARD, 2006).

Figura 17 - Numero de amostras por estados brasileiros.
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4.2 Analise de Micotoxinas

Todas as andlises foram realizadas por meio da técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), esta técnica foi escolhida por ser considerada de alto rendimento e por
necessitar de menos procedimentos de purificagdo dos extratos, em comparacdo com outros
métodos convencionais, além de ndo necessitar de equipamentos caros que muitas vezes nao
estao disponiveis. As seguintes micotoxinas foram pesquisadas: aflatoxinas totais (B1, B2, Gi1 e
G2) (AFLA), deoxinivalenol (DON), fumonisinas (B1, B2 € B3) (FUMO), ocratoxina A (OTA),
T-2 toxina (T-2) e zearalenona (ZEA). Foram utilizados kits ELISA AgraQuant® produzidos
pela Romer Labs Inc. (Austria). Estes kits utilizam o método de ELISA competitivo direto para
a andlise das micotoxinas, sendo um kit especifico para cada toxina estudada. Os seguintes kits
foram utilizados: AgraQuant® Total Aflatoxin 1/20, AgraQuant® Deoxynivalenol 0.25/0.5,
AgraQuant®™ Fumonisin 0.25/5.0, AgraQuant® Ochratoxin 2/40, AgraQuant® T-2 Toxin 20/500
e AgraQuant® Zearalenone Plus 25/1000 (Romer Labs Inc., Austria). Estes kits foram
validados pelo fabricante em mais de 50 matrizes, incluindo matrizes complexas como silagem
de milho, DDGS (Distiller's dried grains with solubles — graos secos de destilaria com
soluveis), ragdes, amendoim, etc.

Os kits utilizados apresentavam os limites de detec¢dao (LoD) e limites de quantificacao
(LoQ) especificados na Tabela 3. Amostras com resultados menores do que o LoD foram
consideradas ndo contaminadas, ja para as amostras com resultados entre o LoD e o LoQ foram

atribuidos os valores de LoQ.
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Tabela 3 - Limites de detec¢do (LoD) e quantificacdo (LoQ) em pg/kg para aflatoxinas,

deoxinivalenol, fumonisinas, ocratoxina A, T-2 toxina e zearalenona.

Limite de Limite de
Micotoxinas Deteccao - Quantificacao -
LoD (ng/kg) LoQ (ng/kg)
Aflatoxinas 1,0 1,0
Deoxinivalenol 200,0 250,0
Fumonisinas 200,0 250,0
Ocratoxina A 1,9 2,0
T-2 toxina 10,0 20,0
Zearalenona 20,0 25,0

Anteriormente a realiza¢do dos testes ELISA € necessario que a amostra passe por um
processo de extracdo, que visa a solubilizagdo das micotoxinas em meio liquido. Foram
preparados dois extratos: um para a quantificagdo de deoxinivalenol e outro para as demais
toxinas. Para a preparag@o destes extratos as amostras foram trituradas e duas fracdes de 20 g
foram pesadas. Em uma das fra¢des foram adicionados 100 ml de agua destilada (para
quantificagdo de deoxinivalenol) e na outra 100 ml de uma solu¢do metanol:agua (70:30 v/v)
(para a quantificacdo das demais toxinas). Esta diferenca no processo de extracao se da pois
deoxinivalenol ¢ mais hidrossoluvel, e, portanto, tem maior afinidade pela agua do que por
solventes organicos, ja as demais micotoxinas apresentam maior afinidade pelo metanol. Em
seguida, as amostras pesadas e acrescidas de dgua destilada ou metanol/dgua foram submetidas
a agitacao a 150 rpm (rotagdes por minuto) em agitador orbital por uma hora, apds este tempo
as amostras foram filtradas em papel de filtro tipo Whatman #1, e o pH foi ajustado para que
estivesse entre 6,0 e 8,0. O filtrado foi diretamente utilizado para a quantificagdo de AFLA,
OTA e T-2. Para DON, FUMO e ZEA uma diluigdo adicional foi necessaria. As dilui¢des foram
de 1:4 em 4gua destilada para DON, 1:20 em agua destilada para FUMO e 1:5 em metanol 70%
para ZEA. Os filtrados e filtrados diluidos foram entdo utilizados para a quantificacdo de
micotoxinas por ELISA.

Alguns tipos de amostra necessitam de uma purificacdo adicional, que visa a eliminagao
de interferentes que podem estar presentes na matriz e levam a resultados falsos positivos se
nao forem removidos. Os extratos de amostras que necessitam de purificagdo sao feitos a partir

de 20 g de amostra e 100 ml de uma solugdo acetonitrila:dgua (84:16 v/v), e o restante do
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processo de extracao ocorre como descrito anteriormente. Para as purificagdes foram utilizadas
colunas MycoSep® produzidas pela Romer Labs Inc. (Austria). Oito ml do extrato foram
transferidos para um tubo de vidro e filtrados utilizando as colunas MycoSep®, e o extrato
purificado foi entao utilizado para as analises por ELISA.

Para a realizacdo dos testes, primeiramente, os padrdes com quantidades conhecidas de
micotoxinas e as amostras foram misturadas a um conjugado de micotoxina-enzima. Em
seguida, a mistura de padrao ou amostra + conjugado foi transferida para micropogos contendo
anticorpos aderidos ao fundo, sendo um pogo para cada amostra ou padrdo. Esta mistura foi
incubada por 15 minutos (para os kits de AFLA e DON) ou 10 minutos (para as demais
micotoxinas), durante este tempo a toxina presente na amostra compete com o conjugado
micotoxina-enzima pela ligacdo a um niimero limitado de anticorpos presentes nos pocos. Apos
o periodo de incubagao, todo o conteudo dos pogos foi descartado e eles foram lavados para a
remog¢ao de qualquer conjugado, micotoxina ou outros componentes presentes na amostra que
nao tenham se ligado aos anticorpos.

Em seguida um substrato enzimatico foi adicionado aos poc¢os, a enzima presente no
conjugado micotoxina-enzima quebra o substrato adicionado e este muda de cor, adquirindo
coloracdo azul, esta etapa requer uma incubagdo de cinco minutos. Ao final da incubacgdo, a
intensidade da cor ¢ inversamente proporcional a concentragdo de micotoxina na amostra ou
padrdo. A reacdo foi entdo interrompida com uma solucao de parada, que muda a coloragdo de
azul para amarelo. Por fim, a intensidade da cor de cada pogo foi mensurada opticamente
usando um leitor de ELISA com um filtro de absorbancia de 450 nm e um filtro diferencial de
630 nm. As densidades Opticas (OD) das amostras foram comparadas as OD dos padroes através
de uma regressdo linear, obtendo assim a concentracdo de micotoxina presente em cada
amostra. Foram consideradas apenas curvas de calibracio em que o R? fosse maior do que 0,97.
Todas as anélises foram realizadas em duplicata.

Também ¢ importante destacar que para checar e garantir a eficiéncia das andlises
realizadas, o laboratorio participa de forma regular dos Ensaios de Proficiéncia
Interlaboratoriais desenvolvidos pela Romer Labs® (Romer Labs® Check-Sample-Survey

Programme) utilizando a técnica de ELISA e obtendo resultados satisfatorios.

4.3 Banco de Dados

Foi criado um banco de dados no programa Microsoft 365® Excel (2021) com os

resultados das analises de micotoxinas por ELISA em amostras destinadas a alimentacao de



80

bovinos encaminhadas ao LAMICO (Laboratério de Micologia e Micotoxinas da Escola de
Veterinaria da UFMGQG) entre os anos de 2017 ¢ 2021.

As seguintes informacgdes estdo contidas no banco de dados: ano e més da analise, tipo
de amostra dividido nas seguintes categorias: dieta total, silagens, milho / subprodutos, ragao e
outras amostras (que incluem soja, caro¢o de algoddo, amendoim, polpa citrica, cevada, trigo e
sorgo), estado e municipio de origem da amostra, regido de origem (Norte, Sul, Nordeste,
Sudeste ou Centro-Oeste), estagdo do ano no recebimento da amostra, condigdes climaticas no
municipio de origem no més de recebimento da amostra (precipitagao total (mm), temperatura
maxima (°C), temperatura minima (°C), amplitude térmica (°C) e umidade relativa do ar (%)),
além dos resultados quantitativos para as micotoxinas analisadas.

Todos os dados climaticos utilizados foram obtidos no site do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) (https://portal.inmet.gov.br/). Para os municipios que ndo possuiam

dados climaticos no INMET foi foram utilizados os dados da capital mais proxima.

4.4 Analises Descritivas

As analises descritivas dos dados foram feitas utilizando o programa Microsoft 365%
Excel (2021). Foi calculado o niimero total de amostras analisadas para cada micotoxina, além
da frequéncia absoluta e da frequéncia relativa de amostras contaminadas. Também foram
calculados os valores de mediana e 1° e 3° quartis das amostras positivas, e valor maximo para
cada micotoxina. Amostras positivas sdo aquelas com resultados maiores do que o LoD (limite
de detec¢do). Foram realizadas analises por tipo de amostra e por ano.

Além disso, os valores quantitativos de cada micotoxina foram comparados com os
menores valores de limite maximo tolerado (LMT) recomendados pela legislacdo da Unido
Europeia para a alimentagdo de bovinos (EU, 2003; EU, 2006b). Para AFLA o LMT utilizado
foi de 5 pg/kg, para DON de 2.000 pg/kg, para FUMO de 20.000 pg/kg e ZEA de 500 pg/kg.
Esta andlise ndo foi realizada para OTA e T-2 pois a legislagdo da Unido Europeia nao possui

limites maximos tolerados estabelecidos especificamente para bovinos para estas toxinas.

4.5 Analise de Coocorréncias

Para as coocorréncias, o nimero e a frequéncia relativa de amostras contaminadas com

zero, uma, duas, trés, quatro, cinco ou seis micotoxinas a0 mesmo tempo foram determinados.
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Além disso, também foram calculados o nimero de amostras que continham cada uma das
combinagdes de micotoxinas duas a duas e as frequéncias relativas das combinagdes.

Também foi feito o teste de Shapiro-Wilk para verificar se os dados seguem distribui¢ao
normal e correlagdo de Spearman para verificar se havia correlagdao entre as toxinas em todas
as amostras de forma conjunta e em cada tipo de amostra separadamente. Para estas analises foi

utilizado o software R v. 3.5.1 (R CORE TEAM, 2018).

4.6 Ingestao Diaria Estimada

A ingestdo diaria estimada (EDI) foi calculada para gado de corte e gado de leite. Foi
considerado que uma vaca de leite consome em média 50 kg de dieta total por dia e pesa 700
kg. J& para gado de corte foi considerado que um animal pesa 600 kg e consome 30 kg de dieta
total por dia. O EDI (em pg de micotoxinas/kg peso corporal/dia) foi calculado para cada
micotoxina utilizando a equacao 5 (JUAN et al., 2017; TWARUZEK et al., 2021):

ED] = Tcx Fi

)

Onde:

Tc: concentragdo de micotoxina (foi utilizado o valor de mediana para dieta total - pg de
micotoxina/kg de alimento)

Fi: ingestao de alimento (30 kg para gado de corte e 50 kg para gado de leite)

M: peso corporal (600 kg para gado de corte e 700 kg para gado de leite)

4.7 Modelagem Estatistica

Foram criados modelos explicativos utilizando regressao logistica para avaliar fatores
que influenciam na contaminag¢ao por cada micotoxina em amostras de dieta total. Os modelos
foram criados utilizando software R v. 3.5.1 (R CORE TEAM, 2018).

Foram criados modelos para cada toxina (AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA),
incluindo diversos parametros como estacdo do ano (verdo, inverno, primavera ou verao),
regido do pais (Norte, Sul, Nordeste, Sudeste ou Centro-Oeste), ¢ dados climaticos do

municipio de origem das amostras (precipitacao, umidade relativa do ar, temperatura maxima,
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temperatura minima, amplitude térmica). Diversos modelos foram testados para cada toxina
com o objetivo de encontrar o modelo com melhor ajuste.

Para cada modelo criado foi verificada e existéncia de multicolinearidade utilizando o
VIF (variance inflation factor) (MONTGOMERY; RUNGER, 2010). A multicolinearidade
ocorre quando existe alta correlacdo entre as variaveis de previsdo, o que leva a estimativas nao
confiaveis dos coeficientes de regressao. O VIF ¢ uma medida que representa o quanto as
variaveis estao correlacionadas uma com as outras, sendo que quanto maior o VIF, maior a
correlagdo. Variaveis com o VIF maior que 10 apresentam indicios de alta correlagao e por esse
motivo, os modelos que apresentaram VIF maior do que 10 ndo foram utilizados.

Outro parametro importante no desenvolvimento de modelos estatisticos € o ajuste. Para
verificar o ajuste dos modelos criados foi utilizado o teste de Hosmer and Lemeshow goodness
of fit (HOSMER; LEMESHOW; STURDIVANT, 2013). Este teste mede a adequagdo de
modelos de regressao logistica e informa o quao bem os dados se ajustam ao modelo, sendo
que para Valor-p < 0,050 considera-se que o ajuste ¢ inadequado. O teste de Hosmer-Lemeshow
foi feito para todos os modelos criados, e aqueles que foram considerados inadequados nao
foram utilizados.

Como método de selecdo de varidveis para o modelo, utilizou-se o stepwise backward
no qual em cada passo eliminou-se a varidvel cujo teste de razao de verossimilhanga entre um
modelo mais completo e o modelo sem a covariavel resultou em valor-p > 0,05. Neste teste, os
modelos foram comparados dois a dois sendo um o modelo completo (por exemplo: modelo
contendo regido do pais, estacdo do ano e precipitagdo) e outro o modelo reduzido (contendo
apenas regido do pais, estacdo do ano). Um Valor-p < 0,050 indica que o modelo com mais
variaveis (completo) ¢ o mais adequado, ja se o Valor-p > 0,050 o modelo reduzido (com menos
variaveis) deve ser utilizado. Por fim, o modelo final para cada toxina apresentou VIF menor

do que 10 e Valor-p > 0,050 no teste de Hosmer-Lemeshow.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ocorréncia de Micotoxinas por Tipo de Amostra

Os valores de mediana das amostras positivas, 1° e 3° quartis das amostras positivas e
valor maximo (Tabela 4), além de nimero de amostras analisadas e positivas para cada toxina
(AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 ¢ ZEA) (Figuras 18 a 23) foram determinados para todas as
amostras de forma conjunta e para alguns tipos de amostra de forma individual, sendo eles dieta
total, silagens, milho / subprodutos, ragdo e outras amostras.

Na andlise de todas as amostras, foi observado que 97% das amostras estavam
contaminadas com pelo menos uma das micotoxinas estudadas. A micotoxina mais
frequentemente encontrada foi DON, com uma frequéncia de contaminagdo de 68%, seguida
por ZEA e AFLA (com 62% e 59% de amostras contaminadas, respectivamente), j& para
FUMO, OTA ¢ T-2 os niveis de contaminagdo ficaram em 41%, 39% e 29%, respectivamente
(Figura 18). Estes resultados sugerem a alta frequéncia de contaminacdo por micotoxinas na
alimenta¢do animal no Brasil, assim como ja foi observado por outros autores em varias partes
do mundo (BINDER et al., 2007; STREIT et al., 2013; GRUBER-DORNINGER; JENKINS;
SCHATZMAYR, 2018; GRUBER-DORNINGER; JENKINS; SCHATZMAYR, 2019).

Ainda considerando todas as amostras, os valores de mediana calculados para as
amostras que apresentaram resultado positivo (resultados maiores do que os valores de LoD)
foram: 4,0 png/kg, 446,74 ng/kg, 940,0 ng/kg, 8,94 ug/kg, 27,12 ng/kg, 53,30 ng/kg para AFLA,
DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA, respectivamente (Tabela 4).

O valor maximo encontrado para AFLA foi de 266,60 pg/kg em uma amostra de farelo
de amendoim oriunda do estado de Sdo Paulo; o valor madximo de DON foi de 4.969,06 ng/kg
em uma amostra de dieta total oriunda do estado de Goias; para FUMO o maior valor
encontrado foi de 31.420,00 pg/kg em uma amostra de milho do Parand; a maior contaminagao
de OTA foi de 95,15 pg/kg em uma amostra de silagem de milho oriunda do estado de Minas
Gerais; 2.959,06 pg/kg foi o maximo encontrado para T-2 em uma amostra de polpa citrica de
Minas Gerais; ja para ZEA o valor maximo encontrado foi de 2.503,86 pg/kg em dieta total
oriunda também de Minas Gerais.

Além disso, para as amostras positivas para AFLA, DON, FUMO e ZEA foi calculado
0 numero e porcentagem de amostras cuja contaminacdo excedeu o menor valor de limite
maximo tolerado recomendado pela Unido Europeia para bovinos (5 pg/kg para AFLA; 2.000
ng/kg para DON; 20.000 pg/kg para FUMO e 500 pg/kg para ZEA) (EU, 2003; EU, 2006b).
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Um total de 36,5% das amostras estavam contaminadas com mais de 5 pg/kg de AFLA (360
amostras), 5,6% (59 amostras) continham mais do que 2.000 pg/kg de DON, 2,1% (22
amostras) estavam contaminadas com mais do que 500 pg/kg de ZEA, ja para FUMO apenas
duas amostras apresentaram valores de contaminacao acima de 20.000 pg/kg (0,3%).

Estes resultados indicam que a maior parte das amostras estdo contaminadas com
quantidades de micotoxinas abaixo dos limites maximos tolerados recomendados pela Unido
Europeia, porém, na analise global de um alimento varios outros fatores precisam ser levados
em consideragdo, como a raga, o sexo, o ambiente, o estado nutricional e imunolédgico dos
animais (BINDER et al., 2007), além da presenca de multiplas micotoxinas no mesmo
alimentos, que pode agravar os efeitos observados devido a interagdes sinérgicas. Outros
trabalhos obtiveram resultados semelhantes, com altas porcentagens de contaminagdo, mas
poucas amostras com contaminacdo acima dos limites maximos recomendados pela Unido
Europeia (STREIT et al., 2013; GRUBER-DORNINGER; JENKINS; SCHATZMAYR, 2019).

Nas amostras de dieta total foram observadas altas porcentagens de contaminagao por
ZEA, DON e AFLA (78%, 70% e 66%, respectivamente) (Figura 19), porcentagens maiores
do que as observadas para as amostras como um todo. Como as dietas totais sdo preparadas a
partir de diversas commodities diferentes, uma mesma amostra contém varias fontes de
contaminagdo por micotoxinas diferentes, resultando nas altas taxas de contaminacdo
observadas. Ainda para as amostras de dieta total, os valores de mediana das amostras positivas
encontrados foram de 3,86 pg/kg para AFLA, 430,00 ng/kg para DON, 613,84 pg/kg para
FUMO, 8,31 ng/kg para OTA, 23,40 pg/kg para T-2 e 55,23 pg/kg para ZEA (Tabela 4).
Twaruzek et al. (2021) realizaram um estudo na Polonia e todas as amostras de dieta total
analisadas continham ZEA e DON, porém AFLA ndo estava presente em nenhuma das amostras
(TWARUZEK et al., 2021).

Nas amostras de silagens, as micotoxinas mais encontradas foram ZEA, OTA, AFLA e
DON (61%, 61%, 55% e 53%, respectivamente) (Figura 20), as medianas das amostras
positivas foram de 4,00 pg/kg, 300,00 ng/kg, 820,00 ng/kg, 23,30 ug/kg, 35,98 ng/kg e 43,86
ng/kg para AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA, respectivamente (Tabela 4). Como o
processo de ensilagem ¢ realizado, principalmente pelos agricultores, sdo observadas grandes
diferencas na qualidade de preservacao destas silagens, levando a presenga de diferentes fungos
e a um espectro variado de toxinas (CHELI; CAMPAGNOLI; DELL’ORTO, 2013).

Publicacdes cientificas sobre a contaminagao de silagens por micotoxinas sdo bastante
escassas quando comparadas as que avaliam a contamina¢do em commodities (como graos e

cereais). No entanto, a contribui¢do das silagens para a ingestao total de micotoxinas pode ser
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significativa, pois as forragens sdo o principal componente de matéria seca das dietas totais de
bovinos (CHELI; CAMPAGNOLI; DELL’ORTO, 2013; GALLO et al., 2015). Em um estudo
realizado por Driehuis et al. (2008) na Holanda, foi observada alta prevaléncia de DON (72%)
e ZEA (49%) em amostras de silagem de milho. J4 as silagens de trigo e de feno estavam menos
contaminadas, ZEA estava presente em 6% das amostras de silagem de feno e 10% das silagens
de trigo continham DON. AFLA e OTA ndo foram detectadas em nenhuma das silagens
(DRIEHUIS et al., 2008).

A produgdo de silagens bem conservadas e de alta qualidade depende principalmente da
aplicagdo de praticas de ensilagem adequadas. A silagem feita e gerenciada adequadamente ¢
um excelente alimento que ndo apresenta riscos a saude do gado. No entanto, diferentes
microrganismos indesejdveis podem se desenvolver na silagem quando o pH ¢
insuficientemente reduzido ou quando o oxigénio estd disponivel, permitindo o crescimento de
fungos que podem produzir micotoxinas (DRIEHUIS et al., 2008).

Ja nas amostras de milho, FUMO foi a micotoxina predominante, com 86% das amostras
contaminadas, seguido por DON que foi encontrado em 62% das amostras de milho analisadas
(Figura 21). Estes resultados estdo de acordo com Streit et al., (2013), que também observaram
alta prevaléncia de FUMO e DON em amostras de milho vindas de todo o mundo (STREIT et
al., 2013). Os valores de 1° quartil, mediana e 3° quartil das amostras positivas encontrados
para FUMO nas amostras de milho foram de 955,00 pg/kg, 1.695,02 ng/kg e 3.245,99 ng/kg,
respectivamente, sendo estes os maiores valores encontrados para FUMO entre todos os tipos
de amostra analisados (Tabela 4). Sabe-se que FUMO ¢ uma micotoxina muito presente em
milho, ja que seu principal produtor (Fusarium verticillioides) € conhecido por ser um
fitopatdégeno de milho (BLACUTT et al., 2018), e diversos outros estudos ja demonstraram a
alta frequéncia de contaminagao de amostras de milho por FUMO em alimentos utilizados tanto
para alimentagdo animal quanto humana no Brasil (VAN DER WESTHUIZEN et al., 2003;
MORENO et al., 2009; MARTINS et al., 2012; RODRIGUES; NAEHRER, 2012; FRANCO
et al., 2019; GRUBER-DORNINGER; JENKINS; SCHATZMAYR, 2019).

Nas amostras de racdo as micotoxinas mais frequentes foram DON (88% de
contaminag¢do), FUMO (74%) e ZEA (56%) (Figura 22). Para este tipo de amostra os valores
de mediana das amostras positivas foram de 6,22 pg/kg para AFLA, 690,00 png/kg para DON,
970,00 ng/kg para FUMO, 6,34 ng/kg para OTA, 24,11 pg/kg para T-2 e 43,40 ng/kg para
ZEA (Tabela 4). A grande quantidade de amostras de ragdo contaminadas com micotoxinas nao
¢ surpreendente, uma vez que as ragdes, assim como as amostras de dieta total, sdo uma mistura

de diferentes commodities, e por isso, apresentam também uma mistura de micotoxinas vindas
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destas commodities. Milho e subprodutos de milho sdo frequentemente adicionados em grandes
quantidades as ragdes, e consequentemente, tanto o milho quanto as ragdes apresentaram alta
prevaléncia de fumonisinas. A alta prevaléncia de FUMO em amostras de milho e ragdes
também foi observada em outros estudos (RODRIGUES; NAEHRER, 2012; STREIT et al.,
2013; GRUBER-DORNINGER; JENKINS; SCHATZMAYR, 2018; GRUBER-
DORNINGER; JENKINS; SCHATZMAYR, 2019).

Ja entre as outras amostras, que incluem soja, carogo de algodao, farelo de amendoim,
polpa citrica, cevada, trigo e sorgo, as principais micotoxinas encontradas foram DON (presente
em 70% das amostras), AFLA (presente em 65% das amostras) e ZEA (presente em 59% das
amostras) (Figura 23). Além disso, para estas amostras os valores de mediana das amostras
positivas foram 8,37 ng/kg, 688,07 ug/kg, 540,00 nug/kg, 4,15 png/kg, 27,12 pg/kg e 66,41 pg/kg
para AFLA, DON, FUMO OTA, T-2 e ZEA, respectivamente (Tabela 4).

Dentre as outras amostras destacam-se as amostras de farelo de amendoim. A presencga
de AFLA em amendoim e derivados é um grande problema no Brasil (RODRIGUEZ-AMAYA;
SABINO, 2002), e neste estudo foi observado que todas as 37 amostras de farelo de amendoim
analisadas estavam contaminadas com AFLA, com mediana de 73,38 pg/kg, valor superior ao
permitido pela legislagdo da Unido Europeia para qualquer espécie animal (Tabela 2) (EU,
2003). A alta contaminacdo por AFLA em amendoim e em outras matrizes ¢ um grande
problema uma vez que esta toxina ¢ biotransformada em AFM; que € excretada no leite, e pode

ser ingerida por seres humanos (TOLOSA et al., 2021).
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continua
Micotoxinas 1° quartil Mediana 3° quartil Méximo
(ngkg)' (ngkg)’ (ngkg)’ (ngkg)’
Todas as amostras
AFLA 2,55 4,00 7,08 266,60
DON 291,67 446,74 960,00 4.969,06
FUMO 460,00 940,00 1860,00 31.420,00
OTA 4,00 8,94 20,75 95,15
T-2 20,00 27,12 52,19 2.959,06
ZEA 33,94 53,30 89,92 2.503,86
Dieta Total
AFLA 2,43 3,86 4,92 61,54
DON 290,00 430,00 1.086,22 4.969,06
FUMO 370,00 613,84 1.190,26 17.490,00
OTA 4,09 8,31 15,75 87,82
T-2 20,00 23,40 54,00 86,32
ZEA 36,84 55,23 86,32 2.503,86
Silagens
AFLA 2,51 4,00 4,59 14,62
DON 250,00 300,00 415,58 2.747,80
FUMO 380,00 820,00 1.710,00 17.732,00
OTA 9,75 23,30 45,69 95,15
T-2 20,00 35,98 62,55 132,23
ZEA 30,93 43,86 67,07 1.900,52
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Tabela 4 - Niveis de contaminacdo em diferentes tipos de amostra.

conclusdo
Micotoxinas 1° quartil Mediana 3° quartil Méximo
(ngkg)' (ngkg)’ (ngkg)’ (ngkg)’
Milho / Subprodutos
AFLA 2,32 4,00 5,43 82,13
DON 260,00 323,14 450,18 1.390,00
FUMO 955,00 1.695,02 3.245,99 31.420,00
OTA 4,09 13,52 31,16 86,79
T-2 20,00 41,10 57,15 106,58
ZEA 26,53 45,75 102,27 1.430,07
Ragdo
AFLA 2,80 6,22 10,54 66,66
DON 415,51 690,00 1.025,00 1.980,26
FUMO 580,00 970,00 1.574,69 7.997,78
OTA 3,40 6,34 22,36 81,35
T-2 20,00 24,11 46,46 135,23
ZEA 29,32 43,40 69,78 365,80
Outros
AFLA 3,82 8,37 17,80 266,60
DON 378,49 688,07 1.255,00 4.828,98
FUMO 359,59 540,00 1.412,00 6.791,16
OTA 3,24 4,15 8,94 78,00
T-2 20,00 27,12 46,38 2.959,06
ZEA 39,14 66,41 106,48 1.450,13

!'1° quartil das amostras positivas. > Mediana das amostras positivas. * 3° quartil das amostras

positivas. * Valor maximo detectado para cada micotoxina.
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Figura 18 - Numero total de amostras analisadas (barras pretas) e numero de amostras
contaminadas (barras cinzas) com AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA em todas as amostras
(Geral).
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Fonte: A autora (2022)

Figura 19 - Numero total de amostras analisadas (barras pretas) e nimero de amostras
contaminadas (barras cinzas) com AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA em amostras de dieta
total.
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Fonte: A autora (2022)
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Figura 20 - Numero total de amostras analisadas (barras pretas) e numero de amostras

contaminadas (barras cinzas) com AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA em amostras de

silagens.
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Fonte: A autora (2022)

Figura 21 - Numero total de amostras analisadas (barras pretas) e nimero de amostras
contaminadas (barras cinzas) com AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA em amostras de

milho / subprodutos.
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Fonte: A autora (2022)
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Figura 22 - Numero total de amostras analisadas (barras pretas) e nimero de amostras

contaminadas (barras cinzas) com AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA em amostras de

racao.
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Figura 23 - Numero total de amostras analisadas (barras pretas) e nimero de amostras

contaminadas (barras cinzas) com AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA em outras amostras.
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Os estudos que avaliam a presenga de micotoxinas em alimentos destinados a bovinos
no Brasil sdo escassos, ¢ a alta frequéncia de contaminagao observada neste estudo evidencia a
necessidade de monitoramento frequente destes alimentos para garantir a seguranca e bem-estar
dos animais. Outro fator agravante no Brasil ¢ a falta de legislacdes especificas para a
contaminagdo por micotoxinas na alimentacdo animal, o que coloca em risco a saude dos

animais.

5.2 Ocorréncia de Micotoxinas por Ano

A porcentagem de amostras contaminadas e ndo contaminadas e a mediana das amostras
positivas foram determinadas para cada toxina em cada um dos anos estudados (2017 a 2021)
(Figuras 24 a 29).

Para aflatoxinas a maior porcentagem de contaminac¢ao ocorreu no ano de 2017 (81,2%)
e a menor em 2020 (35,1%). Com relagdo aos valores de mediana houve pouca variagdo ao
longo dos anos, e os valores encontrados foram 3,7 pg/kg, 5,06 ng/kg, 4,44 ug/kg, 4,18 pgkg
e 3,05 pg/kg para os anos de 2017, 2018, 2019, 2020 e 2021, respectivamente (Figura 24). As
aflatoxinas estdo muito presentes em commodities de origem brasileira, uma vez que o pais
possui condi¢des climaticas favoraveis para o crescimento dos principais fungos produtores
desta toxina (Aspergillus flavus e A. parasiticus), estes fungos apresentam distribuicdo mundial,
mas ocupam principalmente regides de clima tropical e subtropical, crescendo em altas
temperaturas e baixa atividade de 4gua (PERRONE et al., 2020).

Para deoxinivalenol, todos os anos apresentaram porcentagem de contaminagdo acima
de 50%, sendo 2019 o ano com maior contamina¢dao de DON (81,1%) e 2017 o ano com menor
porcentagem de amostras contaminadas (55,4%). Com relagdo a mediana, houve pouca
variagdo entre os anos de 2017, 2019, 2020 e 2021, apenas em 2018 foi observado um aumento
do valor deste parametro (656,67 ug/kg) (Figura 25).

Ja para fumonisinas, em todos os anos a porcentagem de contaminacao foi menor do
que 50%, com pouca variagao entre os anos. Por outro lado, a mediana variou entre 640,0 pg/kg
em 2020 e 1.129,66 ng/kg em 2018 (Figura 26).

Para ocratoxina A, a maior porcentagem de contaminagdo foi observada em 2021
(67,5%) e a menor em 2019 (24,7%), com relagdo a mediana também houve grande variagao
com o maior valor observado de 15,59 ng/kg em 2017 e o menor de 4,11 pg/kg em 2018 (Figura
27).
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Com relacdo a T-2 toxina, o ano com maior porcentagem de amostras contaminadas foi
2021 com 44,8% de contaminagao, j4 0 ano com menor porcentagem de amostras contaminadas
foi 2019 com apenas 10,2% de contaminacdo. A mediana desta toxina ficou entre 20,0 pg/kg
(em 2019) e 46,0 ng/kg (em 2018) (Figura 28). Dentre as micotoxinas analisadas neste estudo,
T-2 foi a menos prevalente, porém a prevaléncia de T-2 ¢ bastante varidvel com paises
apresentando altas frequéncias de contaminagdo por T-2 enquanto em outros a contaminagao ¢
baixa. Um estudo realizado na Polonia entre 2015 e 2020 observou que 88,4% das amostras
analisadas continham T-2, com valor maximo encontrado de 898 ng/kg (TWARUZEK et al.,
2021). Em outro estudo realizado na Eslovaquia, T-2 foi a micotoxina mais frequentemente
encontrada, presente em 90% das amostras analisadas, porém em baixas concentragdes (média
de 13 pg/kg) (LABUDA et al., 2005). Ja Drakopoulos et al. (2021) analisaram 253 amostras de
cevada originarias da Suica e encontraram apenas 8% de contaminag@o por T-2, com mediana
de 5,1 nug/kg (DRAKOPOULOS et al., 2021).

Para zearalenona, assim como para DON, todos os anos apresentaram contaminacao
acima de 50%, com 71,6% das amostras contaminadas em 2021. Ja a mediana variou pouco

entre os anos, ficando entre 41,97 pg/kg em 2020 e 66,74 pg/kg em 2017 (Figura 29).
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Figura 24 - Porcentagem de amostras contaminadas e ndo contaminadas e mediana das

amostras positivas para aflatoxinas entre 2017 e 2021.
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Figura 25 - Porcentagem de amostras contaminadas e ndo contaminadas e mediana das

amostras positivas para deoxinivalenol entre 2017 e 2021.
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Figura 26 - Porcentagem de amostras contaminadas e ndo contaminadas e mediana das

amostras positivas para fumonisinas entre 2017 e 2021.
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Figura 27 - Porcentagem de amostras contaminadas e ndo contaminadas e mediana das

amostras positivas para ocratoxina A entre 2017 e 2021.
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Figura 28 - Porcentagem de amostras contaminadas e ndo contaminadas e mediana das

amostras positivas para T-2 toxina entre 2017 e 2021.
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Figura 29 - Porcentagem de amostras contaminadas e ndo contaminadas e mediana das

amostras positivas para zearalenona entre 2017 e 2021.
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Existem muitos fatores que podem influenciar a contaminac¢do por micotoxinas, sendo
o clima um fator muito importante para esta contaminacdo (MAGAN et al., 2003; PATERSON;
LIMA, 2010). Desta forma, mudangas de temperatura, precipitacdo, umidade relativa e
concentracdo atmosférica de CO; podem alterar a capacidade dos fungos de produzir
micotoxinas causando aumentos ou redugdes anuais no risco relativo de contaminagdo por
micotoxinas tanto no campo quanto pés-colheita (PATERSON; LIMA, 2010; PERRONE et al.,
2020).

Os fungos do género Fusarium spp. (produtores de DON, FUMO, T-2 ¢ ZEA) adaptam-
se facilmente a uma grande variedade de habitats, tendo distribuicdo mundial. Estes fungos sao
importantes patogenos de plantas e a ocorréncia de diferentes micotoxinas no campo estd
relacionada a localizagdo geografica da cultura e as condi¢des meteoroldgicas encontradas.
Portanto, técnicas de prevencado e controle de micotoxinas, como boas praticas agricolas e boas
praticas durante a fabricagdo, manuseio, armazenamento, processamento, transporte e
distribuicdo dos alimentos e ragdes desempenham um papel importante na minimizagdo da
contaminag¢do por micotoxinas (PERRONE et al., 2020). Um estudo realizado por Champeil et
al. (2004) demonstrou que o nivel de contaminagdo de micotoxinas de Fusarium
(deoxinivalenol, nivalenol e zearalenona) em culturas de trigo depende do clima (que varia
anualmente) e do sistema de cultivo utilizado (CHAMPEIL et al., 2004).

Além das variagdes climaticas, as variagdes anuais observadas nas figuras 19 a 24
podem ocorrer por outros fatores, como: o momento da colheita e o armazenamento pos-
colheita; além disso, as variagdes anuais também podem ser atribuidas as variagdes nos tipos
de amostras analisados em cada ano, ou seja, a propor¢do de cada tipo de amostra (dieta total,
silagens, milho / subprodutos, racdo e outras amostras) analisada em cada ano foi variavel, e
como descrito na sessdo anterior (5.1) as contaminagdes sao diferentes em tipos de amostras

diferentes.

5.3 Coocorréncias de Micotoxinas

Para as andlises das coocorréncias foram utilizadas 1.329 amostras em que foram
realizadas andlises para as seis micotoxinas estudadas (AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e
ZEA). Na analise utilizando todas as amostras (geral), 87% estavam contaminadas com duas
ou mais micotoxinas ao mesmo tempo, sendo que 22,9% estavam contaminadas com duas
micotoxinas, 28,6% com trés, 22,5% com quatro, 11,4% com cinco e 1,6% continham as seis

micotoxinas estudadas ao mesmo tempo (Figura 30). Para os diferentes tipos de amostras
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estudados (dieta total, silagens, milho / subprodutos, racao e outras amostras) foi realizada uma
analise de qui-quadrado para verificar se o nimero de amostras contaminadas com zero, uma,
duas, trés, quatro, cinco ou seis micotoxinas ao mesmo tempo diferiam daqueles observados
para todas as amostras em conjunto. Para as amostras de dieta total e milho / subprodutos o
valor de p encontrado foi p < 0,0001; ja para a categoria outras amostras foi obtido p = 0,0008,
portanto para estes trés tipos de amostras foi considerado que o nimero de amostras
contaminadas com zero, uma, duas, trés, quatro, cinco ou seis micotoxinas ao mesmo tempo foi
diferente ao do banco de dados como um todo e por isso estes tipos de amostra estdo
representados separadamente na Figura 30. Para estes tipos de amostra, 17,5%, 34,1% e 23,7%
estavam contaminadas com duas micotoxinas, 31,4%, 27,0% e 28,1% com trés, 27,8%, 17,8%
e 15,9% com quatro, 14,7%, 6,5% e 8,8% com cinco ¢ 2,4%, 2,2% ¢ 0,7% continham as seis
micotoxinas ao mesmo tempo para dieta total, milho / subprodutos e outros, respectivamente.

J& para as amostras de silagens (p = 0,8221) e ragdo (p = 0,5373) ndo foi observada
diferenca estatistica entre o nimero de micotoxinas presentes a0 mesmo tempo nestas amostras
e nas amostras em geral, e por isso estes tipos de amostra ndo estdo representados de forma
individual na Figura 30.

As coocorréncias sdo muito comuns na alimentagdo animal, ¢ foram relatadas em
diversos estudos por todo o mundo (KOSICKI et al.,, 2016; GRUBER-DORNINGER;
JENKINS; SCHATZMAYR, 2018; GRUBER-DORNINGER; JENKINS; SCHATZMAYR,
2019; YANG et al., 2019).
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Figura 30 - Frequéncia relativa de amostras contaminadas com zero, uma, duas, trés, quatro,
cinco ou seis micotoxinas ao mesmo tempo, para todas as amostras (geral), dieta total, milho /

subprodutos e outras amostras.
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Fonte: A autora (2022)

Também foi calculada a porcentagem de amostras contaminadas com qualquer
combinagdo possivel de duas micotoxinas em todos os tipos de amostra (Tabela 5). De forma
geral, as combinagdes mais frequentes refletem as micotoxinas mais presentes em cada tipo de
amostra. Milho / subprodutos e ragdes, por exemplo, apresentaram alta frequéncia de
contaminagdo por FUMO e DON (Figuras 21 e 22), sendo essa a coocorréncia mais observada
nestes tipos de amostra.

Dentre as amostras em geral e as amostras de dieta total, a combinagdo mais frequente
foi DON + ZEA, que estava presente em 45,2% das amostras de forma geral e 54,7% das
amostras de dieta total. A co-contaminag¢ao de alimentos com DON e ZEA ¢ bastante comum,
ja que estas toxinas sdo principalmente produzidas pelos mesmos fungos (Fusarium
graminearum e Fusarium culmorum), e ja foi relatada por diversos autores (DRIEHUIS et al.,
2008, TWARUZEK et al.,, 2021, GRUBER-DORNINGER; JENKINS; SCHATZMAYR,
2018, GRUBER-DORNINGER; JENKINS; SCHATZMAYR., 2019).
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Tabela 5 - Porcentagem de amostras contaminadas com cada combinacdo possivel de

micotoxinas duas a duas.

Frequéncia de Contaminagao (%)

Dieta Milho /

Combinagao de

Micotoxinas Geral Silagens Racao Outros
Total Sub
AFLA + DON 42,1 46,9 25,9 37,6 42,6 47,5
AFLA + FUMO 24,5 29,0 36,8 15,7 36,0 9,2
AFLA + OTA 20,9 34,4 243 42,7 6,6 14,9
AFLA + T-2 20,5 24,5 10,8 14,0 11,8 27,8
AFLA + ZEA 41,5 52,7 13,5 41,6 30,9 45,1
DON + FUMO 30,7 30,2 54,6 14,6 68,4 8,8
DON + OTA 23,5 31,6 17,8 34,3 8,1 13,2
DON + T-2 16,6 17,7 7,6 12,4 19,1 22,0
DON + ZEA 45,2 54,7 22,2 37,6 50,0 46,1
FUMO + OTA 14,1 16,5 30,3 12,9 6,6 34
FUMO + T-2 11,3 12,9 16,2 2,8 19,9 6,1
FUMO + ZEA 22,9 28,0 27,0 13,5 41,9 8,5
OTA +T-2 14,4 18,5 11,9 13,5 2,2 14,6
OTA +ZEA 26,7 38,0 14,1 47,2 8.8 11,5
T-2 + ZEA 20,2 26,0 6,5 16,3 16,2 23,4

Retangulos: Maior frequéncia de contaminagdo para cada tipo de amostra.

Também foi feita andlise de correlagdo de Spearman para verificar a presenca de
correlagdo entre as toxinas em todas as amostras de forma conjunta e em cada tipo de amostra
separadamente. Foi utilizada correlagdo de Spearman pois os dados ndo seguem distribuigao
normal. Em todas as amostras e nas amostras de dieta total, milho / subprodutos e silagens
foram observadas apenas correlacdes fracas (menores que 0,3), nas outras amostras foram
observadas correlagdes moderadas (entre 0,3 e 0,7) entre DON e ZEA e entre OTA e T-2. Ja

nas amostras de racdo nao foi observada nenhuma correlagao (Figura 31).
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Figura 31 - Correlagdo entre micotoxinas em (a) Todas as amostras (geral), (b) Dieta total, (c)

Milho / subprodutos, (d) Silagens, (e) Ragéo e (f) Outras amostras.
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Fonte: A autora (2022)

Embora a literatura cientifica ofere¢a uma ampla variedade de informagdes sobre os

efeitos individuais das micotoxinas em varias espécies animais, os estudos sobre os efeitos
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toxicos combinados das micotoxinas in vivo sdo limitados e, portanto, o risco a satide decorrente
da exposi¢do a uma combina¢ao de micotoxinas ¢ incompleto. Em surtos de campo, alimentos
naturalmente contaminados podem conter multiplas micotoxinas, ¢ niveis de contaminagao
aparentemente mais baixos podem estar associados a efeitos mais graves devido a agdo conjunta
das micotoxinas, o que explica as divergéncias observadas nos efeitos descritos na literatura
cientifica e nos casos observados a campo (BINDER et al., 2007; GRENIER; OSWALD, 2011;
ALASSANE-KPEMBI et al. 2017). Além disso, o risco de exposi¢ao a multi-micotoxinas em
ruminantes ¢ ainda maior do que em outros animais (como suinos € aves), uma vez que a dieta
destes animais ¢ mais variada, contendo vérias possiveis fontes de contaminagdo (GALLO et
al., 2015).

As legislacdes existentes também foram estabelecidas com base em estudos
toxicologicos que levam em consideragdo a exposicdo a apenas uma micotoxina, € nao as
misturas de micotoxinas (SMITH et al., 2016). Porém, os resultados deste estudo indicam que
a coocorréncia de micotoxinas nos alimentos utilizados para a alimentagao de bovinos no Brasil
e a consequente exposicao dos animais a varias micotoxinas ao mesmo tempo ¢ a regra € nao a
excecao, sendo muito importante considerar os efeitos toxicos combinados das micotoxinas, €

ndo apenas os efeitos individuais.

5.4 Ingestao Diaria Estimada e Avaliacao de Risco

Ao realizar uma avaliagdo de risco deve-se levar em consideragdo ndo apenas as
concentragdes absolutas de micotoxinas nos alimentos (expressas em pg de micotoxina/kg de
alimento), mas também a ingestdo diaria destas toxinas pelos animais (expressas em pg de
micotoxina/kg peso corporal/dia) (ZACHARIASOVA; CUHRA; HAJSLOVA, 2014). Para
esta estimativa da exposicdo didria dos animais as micotoxinas foram utilizadas apenas as
amostras de dieta total, e considerados o peso corporal de 600 kg para gado de corte e 700 kg
para gado de leite. A ingestao de alimentos utilizada foi de 30kg/dia para gado de corte e 50
kg/dia para gado de leite.

O mais alto valor de ingestao diaria estimada (EDI) foi encontrado para FUMO (30,69
ng /kg peso corporal/dia para gado de corte e 43,85 ng /kg peso corporal/dia para gado de leite)
seguido de DON com EDI de 21,50 pg /kg peso corporal/dia para gado de corte e 30,71 pg /kg
peso corporal/dia para gado de leite. Para todas as outras micotoxinas os EDIs encontrados
foram baixos, sendo o menor observado para AFLA (0,19 pg /kg peso corporal/dia para gado
de corte e 0,28 pg /kg peso corporal/dia para gado de leite) (Figura 32).
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Para determinar se os valores de EDI encontrados podem trazer algum risco para a saude
animal foram utilizados valores de NOAEL (no observed adverse effect level - nivel sem efeitos
adversos observaveis) ou LOAEL (lowest observed adverse effect level - nivel com menor
efeito observavel) determinados pela European Food Safety Authority (EFSA) para bovinos,
porém estes valores so foram estabelecidos para DON, FUMO e T-2 até o momento. Os valores
determinados sdo de 300 pg/kg peso corporal/dia, 600 pg/kg peso corporal/dia e 300 pg/kg
peso corporal/dia para DON, FUMO e T-2, respectivamente (EFSA, 2011; EFSA et al., 2017;
EFSA etal., 2018; TWARUZEK et al., 2021).

Pode-se observar que os valores de EDI encontrados neste trabalho sdo bem menores
do que os valores de NOAEL e LOAEL estabelecidos, portanto, os valores encontrados ndo
representam risco para os animais, porém atenc¢do deve ser dada as amostras co-contaminadas,
pois nestes casos, 0 EDI aumenta devido a presenca de varias micotoxinas no mesmo alimento,

podendo trazer efeitos adversos aos animais.

Figura 32 - Ingestdo didria estimada (EDI) de AFLA, DON, FUMO, OTA, T-2 e ZEA para

gado de corte (barras pretas) e gado de leite (barras cinzas).
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5.5 Modelagem Estatistica

Para cada micotoxina foram criados varios modelos logisticos utilizando amostras de
dieta total. O modelo mais adequado para cada toxina foi selecionado utilizando o teste de razao
de verossimilhanca e se verificando colinearidade pelo VIF e o ajuste do modelo pelo teste de
Hosmer and Lemeshow goodness of fit (como descrito na se¢do 4.7).

Para aflatoxinas o modelo escolhido continha as varidveis estagao do ano e regido do
pais. Os valores dos coeficientes [, erro padrdo, odds ratio, intervalo de confianca (95%),
Valor-p e interpretacdo dos resultados em porcentagem para este modelo estdo na Tabela 6.
Para a variavel regido do pais a regido Sudeste foi utilizada como referéncia, e para as estagdes
do ano o verao foi a referéncia. Cabe ressaltar que as comparagdes sdo feitas entre as categorias
de referéncia e as demais categorias de cada variavel.

Utilizando o modelo foi possivel dizer que a primavera reduz em 11,57% a chance de
contaminag¢do por AFLA quando comparado ao verao, e as regides Centro-Oeste e Sul reduzem
em 16,89% e 10,42%, respectivamente a chance de contaminagao por AFLA nas amostras de
dieta total quando comparadas ao Sudeste.

Para as fumonisinas o modelo mais adequado possui as variaveis estagao do ano, regido
do pais e amplitude térmica no municipio de origem da amostra (Tabela 7). Com esse modelo
foi observado que a chance de contaminagdao por FUMO ¢ 10,95% menor na primavera do que
no verao, a chance de uma amostra de dieta total da regido Norte estar contaminada com FUMO
¢ 61,77% maior do que uma amostra vinda da regido Sudeste, ja para amostras vindas do Sul a
chance de contaminagdo ¢ 16,89% menor do que para amostras do Sudeste. Com relagdo a
amplitude térmica o aumento de 1 °C neste parametro resulta em uma redugdo de 16,31% da
chance de contaminagdo por FUMO.

O modelo para a ocratoxina A levou em consideracdo a estagdo do ano e a regido do
pais (Tabela 8). Foi observado que no inverno e no outono a chance de contaminagao por OTA
¢ 31,41% e 25,99% menor do que durante o verdo, respectivamente. Além disso, amostras de
dieta total vindas da regido Sul tém 13,31% mais chance de estarem contaminadas com OTA
do que amostras vindas do Sudeste.

O modelo desenvolvido para T-2 toxina também leva em consideragdo estagao do ano
e regido do pais (Tabela 9). Segundo este modelo, no inverno a chance de contaminagao por T-
2 em amostras de dieta total € 27,89% maior do que durante o verdo. J4 as regides Centro-Oeste
e Sul apresentaram chance de contaminagdo 12,54% e 9,61% menores, respectivamente do que

a regido Sudeste.
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Para a zearalenona o modelo desenvolvido levou em consideragdo as varidveis regiao
do pais, umidade relativa do ar e precipitagdo no municipio de origem (Tabela 10). Para as
regidoes Centro-Oeste, Nordeste e Norte foi observada diminui¢ao da chance de contaminagao
por ZEA quando comparado a regido Sudeste (reducdes de 19,99%, 33,17% e 42,02%,
respectivamente). Para a regido Sul foi observado aumento de 26,11% na chance de
contaminagdo por ZEA nesta regido quando comparado a regido Sudeste. Com relagdo a
precipitacdo, o aumento em 1 mm na precipitagdo aumenta em 32,05% a chance de
contaminagdo por ZEA, por outro lado o aumento de 1% na umidade relativa do ar resulta em
uma diminuicdo de 0,70% da chance de contaminagdo por esta toxina.

Para deoxinivalenol nenhum dos modelos testados foi adequado para explicar a

contaminagao por esta toxina nas amostras de dieta total.
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Tabela 6 - Valores dos coeficientes B, erro padrao, odds ratio, intervalo de confianga (95%), Valor-p e interpretacao dos resultados em porcentagem

para o modelo de aflatoxinas.

Intervalo de

Interpretaciao em

Variavel Coeficientes (p) Erro padrao Odds Ratio confianca (95%) Valor-p %

Intercepto 0,754 0,053 - - - -

Inverno! -0,028 0,059 0,97 0,87 -1,09 0,634 -

Outono! 0,108 0,062 1,11 0,99 - 1,26 0,060 -
Primavera' -0,123 0,060 0,88 0,79 - 0,99 0,048 -11,57
Centro-Oeste? -0,185 0,051 0,83 0,75 -0,92 0,0003 -16,89

Nordeste? -0,254 0,144 0,78 0,58 - 1,03 0,063 -

Norte? -0,351 0,192 0,70 0,48 - 1,03 0,085 -
Sul® -0,110 0,047 0,90 0,82 -0,98 0,016 -10,42

! categoria de referéncia: verdo. ? categoria de referéncia: Sudeste. As demais categorias foram comparadas com as categorias de referéncia.
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Tabela 7 - Valores dos coeficientes B, erro padrao, odds ratio, intervalo de confianga (95%), Valor-p e interpretacao dos resultados em porcentagem

para o modelo de fumonisinas.

Variavel Coeficientes (p) Erro padrao Odds Ratio co::;“::;z:h(;:e“ %) Valor-p Interpr(;)ag:ﬁo em

Intercepto 0,662 0,119 - - - -
Inverno! 0,031 0,061 1,03 0,91-1,16 0,601 -
Outono' 0,030 0,063 1,03 0,91-1,17 0,641 -

Primavera' -0,116 0,061 0,89 0,79 - 1,00 0,046 -10,95
Centro-Oeste? 0,093 0,052 1,10 0,99 - 1,21 0,081 -
Nordeste? -0,058 0,148 0,94 0,71 - 1,26 0,690 -

Norte? 0,481 0,196 1,62 1,10 - 2,38 0,039 61,77

Sul® -0,185 0,049 0,83 0,75-091 0,0002 -16,89

Amplitude Térmica -0,178 0,083 0,84 0,71 - 0,98 0,032 -16,31

! categoria de referéncia: verdo. % categoria de referéncia: Sudeste. As demais categorias foram comparadas com as categorias de referéncia.
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Tabela 8 - Valores dos coeficientes B, erro padrao, odds ratio, intervalo de confianga (95%), Valor-p e interpretacao dos resultados em porcentagem

para o modelo de ocratoxina A.

Intervalo de

Interpretaciao em

Variavel Coeficientes (p) Erro padrao Odds Ratio confianca (95%) Valor-p %

Intercepto 0,625 0,057 - - - -
Inverno! -0,377 0,064 0,69 0,60 - 0,78 4,66e-08 -31,41
Outono! -0,301 0,067 0,74 0,65 - 0,84 2,96e-05 -25,99

Primavera' -0,045 0,066 0,96 0,84 - 1,09 0,494 -

Centro-Oeste? 0,098 0,056 1,10 0,99 - 1,23 0,078 -

Nordeste? 0,099 0,171 1,10 0,79 - 1,54 0,549 -

Norte? 0,071 0,215 1,07 0,70 - 1,64 0,742 -
Sul® 0,125 0,050 1,13 1,03 - 1,25 0,012 13,31

! categoria de referéncia: verdo. ? categoria de referéncia: Sudeste. As demais categorias foram comparadas com as categorias de referéncia.
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Tabela 9 - Valores dos coeficientes B, erro padrao, odds ratio, intervalo de confianga (95%), Valor-p e interpretacao dos resultados em porcentagem

para o modelo de T-2 toxina.

Intervalo de

Interpretaciao em

Variavel Coeficientes (p) Erro padrao Odds Ratio confianca (95%) Valor-p %

Intercepto 0,251 0,056 - - - -
Inverno! 0,246 0,063 1,28 1,13-1,45 0,0003 27,89

Outono! 0,039 0,066 1,04 0,91 -1,18 0,534 -

Primavera! 0,110 0,065 1,12 0,98 - 1,27 0,081 -
Centro-Oeste? -0,134 0,053 0,87 0,79 - 0,97 0,013 -12,54

Nordeste? -0,348 0,140 0,68 0,52 -0,90 0,981 -

Norte? 0,129 0,186 1,14 0,79 - 1,64 0,528 -
Sul® -0,101 0,048 0,90 0,82 -0,99 0,039 -9,61

! categoria de referéncia: verdo. ? categoria de referéncia: Sudeste. As demais categorias foram comparadas com as categorias de referéncia.
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Tabela 10 - Valores dos coeficientes B, erro padrio, odds ratio, intervalo de confianga (95%), Valor-p e interpretagdo dos resultados em

porcentagem para o modelo de zearalenona.

Variavel Coeficientes (p) Erro padrao Odds Ratio co:;“::;z:h(;:e“ %) Valor-p Interpr(;)ag:ﬁo em
Intercepto 1,204 0,124 - - - -

Centro-Oeste! -0,223 0,042 0,80 0,74 - 0,87 6,97e-06 -19,99
Nordeste! -0,403 0,120 0,67 0,53 - 0,85 0,006 -33,17
Norte' -0,545 0,177 0,58 0,41 - 0,82 0,028 -42,02
Sul! 0,232 0,040 1,26 1,17 - 1,36 7,00e-07 26,11
Precipitacdo 0,278 0,121 1,32 1,04 - 1,67 0,029 32,05
Umidade -0,007 0,002 0,99 0,99 - 1,00 0,0005 -0,70

! categoria de referéncia: Sudeste. As demais categorias foram comparadas com as categorias de referéncia.
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Alguns modelos estatisticos ja foram desenvolvidos com o objetivo de fazer estimativas
e previsdes com relagdo a presenga e os niveis de contaminacdo de alimentos por micotoxinas.
Porém, a micologia preditiva tem se concentrado principalmente no crescimento de fungos,
enquanto os estudos sobre a previsao de micotoxinas em alimentos sao escassos. A modelagem
da producdo de micotoxinas ¢ um desafio devido a alta variabilidade no potencial
micotoxigénico entre espécies e isolados. Além disso, as vias de biossintese de micotoxinas e
os fatores que as influenciam ainda sio pouco compreendidos (ALDARS-GARCIA et al.,
2016). Por estas razdes os modelos desenvolvidos foram explicativos (e nao preditivos) da
presenca de micotoxinas em amostras de dieta total analisadas neste estudo. Porém, todas as
variaveis utilizadas sdo de facil obtencdo e podem ser utilizadas para o desenvolvimento de
modelos preditivos no futuro.

Apesar de ndo serem preditivos, os modelos desenvolvidos apresentam informagdes
importantes sobre as amostras de dieta total analisadas entre 2017 e 2021. Estes modelos
auxiliam na compreensdo dos fatores que aumentam ou diminuem a chance de contaminagao
por micotoxinas nas amostras de dieta total analisadas, e conhecer sobre o problema de
contaminagdo por micotoxinas ¢ importante para que medidas de prevencao e controle possam
ser implementadas de forma efetiva, minimizando as contaminagdes e prevenindo prejuizos
econdmicos € impactos na saude dos animais.

Além disso, mudancas climdticas globais vém alterando a ecologia dos fungos
produtores de micotoxinas. Fungos que eram tipicos de determinada regido vém se espalhando
pelo mundo, enquanto outros tém seu crescimento e dispersao prejudicados pelas mudangas
climaticas. Portanto, ¢ evidente que tanto a biodiversidade quanto a ecologia de fungos
toxigénicos podem ser profundamente influenciadas pelas mudancgas climaticas (PERRONE et
al., 2020). Estes fatores tornam a predicao da contaminac¢do por micotoxinas ainda mais dificil
e os modelos explicativos criados podem ser uma boa ferramenta para o monitoramento de

aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, T-2 toxina e zearalenona em amostras de dieta total.



112

6 CONCLUSOES

Poucos estudos avaliam a contaminagdo por micotoxinas na alimentagao animal no
Brasil, e as altas frequéncias de contaminagdo observadas neste estudo enfatizam a importancia
de se melhorar o controle de micotoxinas no pais, bem como a necessidade de adogdo de
regulamentacdes para micotoxinas na alimentacdo animal no Brasil. Neste estudo a maioria das
amostras analisadas apresentaram contaminagdes abaixo dos limites maximos estabelecidos
pela Unido Europeia e baixos valores de EDI, porém as coocorréncias sao muito observadas, e
o conhecimento sobre estas coocorréncias ainda ¢ escasso € sdo necessarios mais dados sobre

estas interagdes e seus possiveis efeitos nos bovinos.
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APENDICES

Apéndice A - Intera¢des entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, FUMO e T-2, FUMO ¢ DON, DON e T-2, DON ¢
ZEA, OTA e T-2, OTA e DON e OTA e FUMO resultantes de experimentos in vivo.

continua

Espécie Tempo de Tipos de interacio
Micotoxinas Referéncia Dose utilizada
estudada exposicio Sinérgica Aditiva Antagonica

72 ng/100g bw + 0,5

1 Ganho de peso corporal

mg/100g bw
AFLA +
Pozzi et al., 2001 Camundongos 21 dias | Ganho de peso
FUMO 72 ng /100g bw + 1,5
corporal
mg/100g bw
| Peso relativo do figado
AFLA + Kubena et al.,
Perus 21 dias 0,75 + 200 mg/kg | Peso relativo do figado | Ganho de peso corporal 1 Mortalidade
FUMO 1995a
AFLA +
Ogido et al., 2004 Codornas 140 dias 0,2 + 10 mg/kg | Producdo de ovos
FUMO
AFLA + 30 ug/kg bw + 1,5 )
Orsi et al., 2007 Coelhos 21 dias 1 Sa/So soro 1 Sa/So urina 1 Sa/So figado
FUMO mg/kg bw
1 Sa/So rins, urina, soro
AFLA + Theumer et al., e figado
Camundongos 90 dias 0,04 + 100 mg/kg
FUMO 2008 1 Severidade lesdes

figado e rins
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Apéndice A - Interacdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, FUMO e T-2, FUMO e DON, DON e T-2, DON ¢
ZEA, OTA e T-2, OTA e DON e OTA e FUMO resultantes de experimentos in vivo.

continuacao
Espécie Tempo de Tipos de interacio
Micotoxinas Referéncia Dose utilizada
estudada exposicio Sinérgica Aditiva Antagonica
AFLA + Gelderblom et al., ) 17 pg/kg bw + 250 o
Camundongos 56 dias 1 Iniciag¢do do cancer
FUMO 2002 mg/kg
| Anticorpos doenga
0,05 + 50 mg/kg
Newcastle
| Anticorpos doenga
0,05 + 200 mg/kg
AFLA + Tessari et al., ) Newcastle
Frangos 33 dias
FUMO 2006 | Anticorpos doenga
0,2 + 50 mg/kg
Newcastle
| Anticorpos doenca
0,2 + 200 mg/kg
Newcastle
| Taxa de crescimento
AFLA + ) — Nivel de lipideos no
Huff; Doerr, 1981 Frangos 21 dias 2,5 +2,0 mg/kg 1 Mortalidade
OTA figado
| Peso corporal
| Rendimento das
AFLA + ) carcagas
Huff et al., 1984 Frangos 42 dias 2,5 +2,0 mg/kg )
OTA | Peso do peito, coxas e
asas
Raju; 1 Peso relativo figado e
AFLA + .
OTA Deveegowda, Frangos 35 dias 0,3 +2,0 mg/kg rins
2000 1 Mortalidade
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Apéndice A - Interacdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, FUMO e T-2, FUMO e DON, DON e T-2, DON ¢
ZEA, OTA e T-2, OTA e DON e OTA e FUMO resultantes de experimentos in vivo.

continuacao
Espécie Tempo de Tipos de interacio
Micotoxinas Referéncia Dose utilizada
estudada exposicio Sinérgica Aditiva Antagonica
1 Alimento consumido
) — Espessura da casca dos
0,5 + 1,0 mg/kg para produgdo 1 duzia | Producdo de ovos
ovos
ovos
| Producgéo de ovos
) 1 Alimento consumido | Espessura da casca dos
AFLA + Verma et al., Galinhas ) 1,0 + 2,0 mg/kg )
) 50 dias para produgdo 1 dizia ovos
OTA 2003 poedeiras
ovos
| Producdo de ovos
1 Alimento consumido =~ — Espessura da casca dos
2,0 +4,0 mg/kg .
para produgdo 1 duzia ovos
ovos
| Anticorpos contra
0,5 + 1,0 mg/kg
SRBC
AFLA + Verma et al., | Anticorpos contra
Frangos 49 dias 1,0 + 2,0 mg/kg
OTA 2004 SRBC
| Anticorpos contra
2,0 + 4,0 mg/kg
SRBC
AFLA + Kalorey et al., | Anticorpos doenca
Frangos 42 dias 0,2 +0,2 mg/kg

OTA

2005

Newcastle
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Apéndice A - Interacdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, FUMO e T-2, FUMO e DON, DON e T-2, DON ¢
ZEA, OTA e T-2, OTA e DON e OTA e FUMO resultantes de experimentos in vivo.

continuacao
Espécie Tempo de Tipos de interacio
Micotoxinas Referéncia Dose utilizada
estudada exposicio Sinérgica Aditiva Antagonica
Edrington; 0,025 + 1,0 pg/ ovo 1 N° anormalidades 1 Mortalidade
AFLA + Ovos de )
Harvey; Kubena, ) 18 dias )
OTA galinha 0,05 +2,0 ng/ ovo 1 N° anormalidades 1 Mortalidade
1995, 1995
| Ganho de peso
corporal
AFLA +T-2 Huffetal., 1988 Frangos 21 dias 2,5 +4,0 mg/kg 1 Peso relativo moela
1 Peso relativo coragéo e
rins
Madheswaran; .
| Proteinas totais, )
AFLA + T-2 Balachandran; Codornas 35 dias 3,0 + 4,0 mg/kg ] | Glicose
albumina
Manohar, 2004
Kubena et al., ) )
AFLA +T-2 1690 Frangos 21 dias 3,5 + 8,0 mg/kg 1 Lesdes orais
Raju; o | Peso relativo Bursa de | Anticorpos doenga
AFLA +T-2 Frangos 35 dias 0,3 + 3,0 mg/kg | Peso relativo timo o
Devegowda, 2002 Fabricius Newcastle
| Peso relativo timo )
Girish; ) ) | Anticorpos doenga
AFLA +T-2 Frangos 35 dias 2,0 + 1,0 mg/kg | Peso relativo Bursa de

Devegowda, 2006

Fabricius

Newcastle
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Apéndice A - Interacdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, FUMO e T-2, FUMO e DON, DON e T-2, DON ¢
ZEA, OTA e T-2, OTA e DON e OTA e FUMO resultantes de experimentos in vivo.

continuac¢ao
Espécie Tempo de Tipos de interacdo
Micotoxinas Referéncia Dose utilizada
estudada exposicio Sinérgica Aditiva Antagonica
1 Peso relativo
AFLA + proventriculo
Huff et al., 1986 Frangos 21 dias 2,5+ 16 mg/kg ) | Ganho de peso corporal
DON 1 Peso relativo moela
1 Peso relativo figado
Kubena et al., ) 1 Peso relativo moela
FUMO + T-2 Perus 21 dias 300 + 5,0 mg/kg ) | Ganho de peso corporal
1995b 1 Peso relativo figado
Kubena et al., | Ganho de peso corporal 1 Lesdes orais
FUMO + T-2 Frangos 19 dias 300 + 5,0 mg/kg ) )
1997a 1 Mortalidade — Peso relativo bago
1 Mortalidade
FUMO + Kubena et al., 1 Peso relativo ) .
Frangos 21 dias 300 + 15 mg/kg 1 Peso relativo moela — Peso relativo coragdo
DON 1997a proventriculo
1 Colesterol, AST
1 Gravidade lesdes figado
) 1 Gravidade lesoes )
FUMO + Grenier et al., ) — Anticorpos IgA
Suinos 35 dias 6,0 + 3,0 mg/kg pulmoes
DON 2011 especificos

| Anticorpos IgG

especificos
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Apéndice A - Interacdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, FUMO e T-2, FUMO e DON, DON e T-2, DON ¢
ZEA, OTA e T-2, OTA e DON e OTA e FUMO resultantes de experimentos in vivo.

continuac¢ao
Espécie Tempo de Tipos de interacio
Micotoxinas Referéncia Dose utilizada
estudada exposicio Sinérgica Aditiva Antagonica
Kubena et al., ) | Ganho de peso corporal
DON + T-2 Frangos 21 dias 16 + 4,0 mg/kg
1989a | Colesterol
) ) | Ganho de peso
DON +T-2  Friend et al., 1992 Suinos 35 dias 2,5+ 3,2 mg/kg
corporal
Forsell et al., )
DON + ZEA 1086 Camundongos 56 dias 5,0 + 10 mg/kg T IgA
) ) | Hipersensibilidade
DON + ZEA Pestka et al., 1987 Camundongos 14-21 dias 25 + 10 mg/kg 1 Bactérias no bago g
tardia
1 % células renais
. ) | Ganho de peso corporal )
OTA +T-2 Garcia et al., 2003 Frangos 21 dias 0,567 + 0,927 mg/kg tubulares necroéticas
| Consumo de ragdo o
1 Peso relativo rins
Kubena et al., | Ganho de peso corporal
OTA +T-2 Frangos 21 dias 2,0 +4,0 mg/kg
1989b | Proteinas totais
| Peso relativo Bursa de
) Fabricius
Raju e . o .
OTA +T-2 Frangos 35 dias 2,0 + 3,0 mg/kg | Peso relativo timo | Anticorpos doenga
Devegowda, 2002
Newcastle
| Anticorpos IBD
Kubena et al.,
OTA + DON Frangos 21 dias 2,0 + 16 mg/kg | Eficiéncia alimentar

1988
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Apéndice A - Interacdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, FUMO e T-2, FUMO e DON, DON e T-2, DON ¢

ZEA, OTA e T-2, OTA e DON e OTA e FUMO resultantes de experimentos in vivo.

conclusao
Espécie Tempo de Tipos de interacio
Micotoxinas Referéncia Dose utilizada
estudada exposicio Sinérgica Aditiva Antagonica
| Ganho de peso
OTA + Kubena et al., ) o o
Perus 21 dias 3,0 + 300 mg/kg corporal | Peso relativo rins — Triglicerideos

FUMO 1997b

| Peso relativo coragéo

1 | —: Avaliagdo do efeito do tratamento co-contaminado em relagdo ao tratamento controle; T = aumento do parametro com relagdo ao grupo controle; | = diminui¢do do

parametro com relagdo ao grupo controle; — parametro se manteve no mesmo nivel do grupo controle.

bw = peso corporal; Sa = esfinganina; So = esfingosina; SRBC = hemacias de ovelha; IBD = doenca infecciosa da Bursa de Fabricius; AST = aspartato aminotransferase.



141

Apéndice B - Interagdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, AFLA e ZEA, DON e T-2, DON e ZEA, OTA ¢

FUMO e ZEA e T-2 resultantes de experimentos in vitro.

continua
Tempo de Tipos de interacio
Micotoxinas Referéncia Linhagem celular Quantidade utilizada
exposiciao Sinérgica Aditiva Antagonica
| Viabilidade
1+399,2 uM
celular
| Viabilidade
HepG; 24 horas 0,75 +299,4 uM
AFLA + celular
McKean et al., 2006a
FUMO | Viabilidade
0,5+ 199,6 uM
celular
| Viabilidade
BEAS-2B 24 horas 100 +355,1 uM
celular
AFLA + | Viabilidade
Clarke et al., 2014 MDBK 48 horas 1,28 + 8,0 pg/ml
FUMO celular
El Golli-Bennour et al.,
AFLA + OTA 2010 Vero 24 horas 5a50+5a50uM 1 Citotoxicidade
AFLA + OTA Corcuera et al., 2011 HepGa 24 horas 1,2a 150+ 50 uM | Danos ao DNA
750 + 735 ou 500 + 490 ou
| Viabilidade
HepG: 24 horas 375+ 368 ou 250 + 245
celular
AFLA +T-2 McKean et al., 2006b ou 125+ 123 uyM
100 +24, 16, 12, 8,4 ou 2
BEAS-2B 24 horas | Viabilidade celular

M
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Apéndice B - Interagdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, AFLA e ZEA, DON e T-2, DON e ZEA, OTA ¢

FUMO e ZEA e T-2 resultantes de experimentos in vitro.

continuacao
Tempo Tipos de
de Quantidade interacio
Micotoxinas Referéncia Linhagem celular
exposica utilizada
Sinérgica Aditiva Antagonica
0
Hepatocitos
AFLA + o 1 AST, ALT,
He et al., 2010 primarios 4 horas 0,02 + 0,5 pg/ml
DON LDH
de carpa
| Viabilidade celular
Hsp70, p53, Bax
AFLA + 12,24 ou 1 Hsp70.p
Sun et al., 2015 BRL 3A 29+3 uM 1Caspase-3 e
DON 48 horas
Caspase-8
| Bel-2
AFLA + -
JEA Sun et al., 2015 BRL 3A 48 horas 29 +92 uM | Viabilidade celular
20a34+71a99 o
| Viabilidade celular
uM
AFLA + | Produgdo
Leietal., 2013 PK-15 24 horas 1+ 10, 20 ou 40 pM
ZEA ROS
S5oul0+10uM 1 Producdo ROS
1 +40 uM T Apoptose
Thuvander; Wikman; Gadhasson, l
DON + T-2 Linfécitos humanos 72 horas 25+ 1000 uM

1999

Citotoxicidade
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Apéndice B - Interagdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, AFLA e ZEA, DON e T-2, DON e ZEA, OTA ¢

FUMO e ZEA e T-2 resultantes de experimentos in vitro.

continuacao
Tempo de Tipos de interaciao
Micotoxinas Referéncia Linhagem celular Quantidade utilizada
exposiciao Sinérgica Aditiva Antagonica
' 24,48 ou . ..
DON + T-2 Ruiz et al., 2011b Vero ICsp, IC75 € ICo | Citotoxicidade
72 horas
24 ou 48 horas ICso, IC75 € ICo | Citotoxicidade
DON + T-2 Ruiz et al., 2011a CHO-K1

72 horas

ICso, IC75 € ICq0

1 Citotoxicidade

DON +ZEA Malekinejad et al., 2007  Odcitos de porco 30 ou 40 horas

0,156 + 0,156 uM

1 Nucleos com morfologia

aberrante

1 N° células ploidia

1,56 + 1,56 uM
anormal
C6 glioma 48 horas 10+5a50 uM | Viabilidade celular
OTA + FUMO Creppy et al., 2004
Vero 48 horas 10 + 50 uM | Viabilidade celular
OTA + FUMO Clarke et al., 2014 MDBK 48 horas 2,0 + 8,0 ug/ml | Viabilidade celular
24, 48 ou
OTA + ZEA Wang et al., 2014 HepG: 0,2a20+1a100uM | Citotoxicidade

72 horas
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Apéndice B - Interagdes entre AFLA e FUMO, AFLA e OTA, AFLA e T-2, AFLA e DON, AFLA e ZEA, DON e T-2, DON e ZEA, OTA ¢

FUMO e ZEA e T-2 resultantes de experimentos in vitro.
conclusao

Tempo de Tipos de interacio

Micotoxinas Referéncia Linhagem celular Quantidade utilizada
exposicio Sinérgica Aditiva Antagonica

5a100+5a100nM 1 Citotoxicidade

ZEA +T-2 Bouaziz et al., 2013 Vero 24 horas 50a100+50a100nM 1 Produgdo ROS
10 +10nM 1 Hsp 70

1 |: Avaliagdo do efeito do tratamento co-contaminado em relag@o ao tratamento mono-contaminado; 1 = aumento do pardmetro com relagdo aos grupos tratados com apenas
uma das toxinas; | = diminui¢do do parametro com relag@o aos grupos tratados com apenas uma das toxinas.
ICso = Concentragdo Inibitoria para 50% das células; IC7s = Concentracdo Inibitoria para 75% das células; ICoo = Concentracdo Inibitoria para 90% das células; AST = aspartato

aminotransferase; ALT = alanina transaminase; LDH = lactato desidrogenase; ROS = espécies reativas de oxigénio; Hsp70, p53, Bax, Caspase-3 ¢ Caspase-8 = genes

apoptoticos; Bcl-2 = gene antiapoptotico.



