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RESUMO
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PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS SERICAS DE FRANGOS
DE CORTE ALIMENTADOS COM DIETAS CONTENDO AFLATOXINAS
E/OU ARGILA CLINOPTILOLITA NATURAL

Autor: Roberto Marinho Maciel
Orientadora: Sonia Terezinha dos Anjos Lopes
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 15 de agosto de 2006

Aflatoxinas sdo metabolitos de fungos, que podem causar danos a saude do animal, resultando
em reducdo da producdo e afetando a industria avicola, pela diminui¢do da taxa de crescimento e
péssima conversao alimentar. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil eletroforético
das proteinas séricas de frangos de corte alimentados com dietas contendo aflatoxinas e/ou argila
clinoptilolita natural. Foram utilizados 528 frangos de corte, machos, da linhagem Ross,
distribuidos em 6 tratamentos com 4 repeti¢des cada: T; — testemunha (ragdo sem aflatoxinas ou
clinoptilolita), T, — racdo com Sppm de aflatoxinas, T3 — ra¢do com 0,25% de clinoptilolita, T4 —
racdo com Sppm de aflatoxinas e 0,25% de clinoptilolita, Ts — ra¢do com 0,5% de clinoptilolita e
T¢ — racdo com Sppm de aflatoxinas e 0,5% de clinoptilolita. Os animais ficaram alojados em 24
boxes, e submetidos aos tratamentos do 1° ao 42° dia, quando foram sacrificados. Foram
analisadas as proteinas totais, as fragdes albumina, alfa 1, alfa 2, beta e gama. Com exceg¢ao das
médias da fragdo gama, o teste de Tukey revelou diferencas significativas (P<0,05) nas médias de
todas as proteinas totais e fragdes protéicas nos tratamentos onde as aflatoxinas estavam
presentes. A agdo das aflatoxinas nas proteinas totais ocorre na sintese de albumina e globulinas
(fragdes alfa e beta). As gamaglobulinas nao sdo afetadas pelas aflatoxinas. Em relagdao ao
controle, as aves alimentadas com dietas com aflatoxinas e clinoptilolita apresentaram baixos
(P<0,05) niveis de proteina total, albumina e globulinas (alfa e beta). Conclui-se que as
aflatoxinas alteram o perfil eletroforético e a clinoptilolita adicionada na rac¢do, ndo ¢ capaz de
evitar essa alteracao.

Palavras-chave: proteinas séricas, clinoptilolita, aflatoxinas, frangos de corte, perfil
eletroforético.
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ELECTROPHORESIS PROFILE OF SERUM PROTEINS IN BROILERS
FED WITH DIETS CONTAINING AFLATOXINS AND/OR NATURAL
CLINOPTILOLITE CLAY

Author: Roberto Marinho Maciel
Advisor: Sonia Terezinha dos Anjos Lopes
Date and Defense Place: Santa Maria, 15 of august of 2006

Aflatoxins are metabolites from fungi, that may be injurious to animal health, resulting in
reduced production and affecting poultry industry by decrease the growth rate and worsening
feed conversion. A study was carried out to evaluate the electrophoresis profile of serum protein
in broilers fed with diets containing aflatoxins and natural clinoptilolite clay. A total of 528 male
broilers Ross were used, distributed in 6 treatments with 4 replications each: T1 — control
(without aflatoxins or clinoptilolite), T2 —Sppm of aflatoxins, T3 —0.25% of clinoptilolite, T4 —
Sppm of aflatoxins and 0.25% of clinoptilolite, TS —0.5% of clinoptilolite and T6 — Sppm of
aflatoxins and 0.5% of clinoptilolite. The broilers were placed in 24 boxes and submitted to
treatments from 1 to 42 days, when they were slaughtered. Were analyzed the total proteins,
albumin fractions, alpha 1, alpha 2, beta and gamma. The aflatoxins decreased (P<0.05) total
protein, albumin, and globulins (alpha and beta fractions). However, no effect (P<0.05) of
aflatoxins was observed about gamma fraction. The clinoptilolite no modify (P<0.05) the serum
proteins. Related to control, broilers fed with diets containing aflatoxins and clinoptilolite
presented low (P<0.05) levels of total protein, albumin, and globulins (alpha and beta fractions).
In conclusion, aflatoxins change the electrophoresis profile and clinoptilolite is not able to protect
against this change.

Key words: clinoptilolite, aflatoxin, broiler, electrophoresis profile.
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INTRODUCAO

A avicultura brasileira destacou-se nas ultimas décadas por uma trajetéria de
incremento tecnologico expressivo. A cadeia produtiva de frangos de corte assegura ao pais uma
posi¢ao de destaque no cenario mundial de produtores de carne de frango. O modelo de produgao
integrada de frango teve um grande sucesso, sendo responsavel pelo crescimento e baixo custo de
producao (GIROTTO & MIELE, 2004). A producao de carne de frango no primeiro semestre de
2006 ficou proxima de 4,6 milhdes de toneladas, o que representou um crescimento de 3,4% em
relagdo ao mesmo periodo de 2005. Em junho de 2006, o Brasil produziu aproximadamente 727
mil toneladas de carne de frango. Desse total, foram exportadas aproximadamente 185 mil
toneladas. Apds apresentarem uma expansdo proxima de 13% no primeiro més de 2006, as
exportagdes brasileiras de carne de frango exibiram uma retracdo ao longo dos tultimos cinco
meses, 0 que representou uma reducdo de quase 10% no volume total exportado, no primeiro
semestre de 2006 (AVISITE, 2006).

A inser¢ao e a manutencao dos nossos produtos avicolas no mercado externo, em
niveis competitivos, dependem da constante busca tanto da qualidade quanto do menor custo de
producdo. As barreiras sanitarias impostas pelos paises importadores de carne de frango, exigem
cuidados extremos, que comecam na escolha da matéria-prima utilizada na alimentagao das aves.
A maior preocupacgao sera sempre prevenir a contaminacao desses produtos, porém, uma vez que
a mesma ja tenha ocorrido, os esforcos sao direcionados para minimizar a0 maximo os efeitos e
prejuizos dela decorrentes.

Dentre as varias possibilidades de contaminagao de produtos utilizados como matéria-
prima na formulagdo de ragdes, as micotoxinas t€ém destaque, principalmente as aflatoxinas.

Varios métodos t€m sido empregados na tentativa de anular ou reduzir, a niveis aceitaveis, a agao
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das aflatoxinas. Minerais com propriedades adsorventes, como a clinoptilolita, vém sendo
testados, como opg¢ao de redutores da agdo das aflatoxinas. A eletroforese pode ser utilizada
como ferramenta de diagnostico, através da andlise das alteragdes do perfil eletroforético das
proteinas séricas das aves.

As aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas por fungos do género Aspergillus,
espécies A. flavus, A. parasiticuse e A. nominus (MOSS, 1998). Os efeitos das aflatoxinas no
organismo animal incluem carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade e
hepatotoxicidade (BRADBURN & COKER, 1993).

A absorg¢do de aflatoxinas ocorre por difusdo passiva através do intestino, difundindo-
se rapidamente por todos os tecidos do organismo (RAMOS & HERNANDEZ, 1996). Uma vez
em contato com o tecido hepatico, as aflatoxinas ddo inicio a inibi¢do da sintese protéica, o que
resulta na diminuicdo do nivel de proteinas plasmaticas, principalmente da albumina e das
globulinas alfa e beta (SANTIN, 2000). As aflatoxinas podem interagir com o DNA nos
hepatocitos de mamiferos e aves, formando um composto denominado AB;-DNA, quando se
combinam com o DNA. A aflatoxina B; causa a inibi¢do da sintese de DNA, correlacionada com
a dose utilizada (ZAVIERO & CONTRERAS, 2005).

A técnica da eletroforese permite a determinagdo das fracdes protéicas, na propor¢ao
em que sdo encontradas, no soro ou no plasma. As proteinas séricas se separam em um campo
elétrico, em fungdo de seus diferentes pontos isoelétricos. Apds a coloracdo, essas bandas sdo
escaneadas por um densitometro e traduzidas em um tragado eletroforético. A interpretacdo da
curva eletroforética permite o calculo da porcentagem de participagdo de cada fragdo protéica
(BUSH, 2004).

A albumina, sintetizada no figado, é a mais abundante das proteinas séricas. Com um

peso molecular de 70.000, a albumina ¢ a primeira proteina a sair da corrente sangiiinea, em caso
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de dano tecidual. Tem grande importancia na regulagdo ¢ manuten¢ao da pressdo colodide-
osmotica do sangue. Como a albumina consegue estabelecer ligagdes reversiveis com um grande
nimero de substancias, tem um importante papel como proteina de transporte (SCHALM et al.,
1975). Assim a albumina ¢ responsavel pelo transporte de acidos graxos, calcio, magnésio, zinco,
cobre, bilirrubina, acido turico, vitamina A e C, hormonios sexuais e no caso especifico das aves,
dos hormonios tireoideanos. As beta-globulinas sdo constituidas em sua grande maioria por
transferrina, uma glicoproteina responsavel pelo controle da absor¢do do ferro no intestino e a sua
distribuicdo no organismo. A ceruloplasmina ¢ uma alfaglobulina responsavel pelo transporte do
cobre e que possui agdo enzimdtica sobre as aminas, fenois, endis e ions ferrosos, através de
processos de catalizacdo (BACILA, 2003). As imunoglobulinas sdo produzidas pelos plasmocitos
e linfocitos B, presentes no tecido linfoide, sendo constituidas pelos anticorpos IgG, IgA, IgE,
IgD e IgM (BUSH, 2004).

As argilas zeolitas podem ser usadas como adsorventes eficazes de agentes toxicos,
principalmente as aflatoxinas presentes na ragdo (PHILLIPS, 1999). As zedlitas sdo minerais,
naturais ou sintéticos, que apresentam estrutura constituida por canais e cavidades
interconectadas de dimensdes moleculares. A clinoptilolita ¢ uma das 40 espécies de zeolitas
naturais conhecidas. A alta capacidade de adsorcdo da clinoptilolita decorre de sua grande
superficie interna, cerca de 300m*/g (LUZ, 1995).

A relagdo albumina/globulina nas aves ¢ um indicador de alta significancia clinica,
para se avaliar a resposta inflamatoria em caso de enfermidade (KANEKO, 1997). Na presenga
de infeccdes, a relagdo albumina/globulina, se altera, invertendo-se os valores pelo incremento

que ocorre na concentragao das imunoglobulinas (BACILA, 2003).
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil eletroforético das proteinas
séricas totais de frangos de corte com 42 dias, alimentados com dietas com aflatoxinas e/ou argila

clinoptilolita.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

No primeiro semestre de 2004, o Ministério da Satde do Quénia (MSQ), registrou
317 casos de insuficiéncia hepatica aguda em sua populagdo, sendo que desse total, 125 pessoas
vieram a 6bito. O Instituto de Pesquisas Médicas do Quénia, na ocasido, testou as amostras de
soro dos pacientes para todos os virus com potencial de causar algum tipo de doenca hepatica.
Como os resultados foram negativos, 0 MSQ redirecionou as investigacdes para a intoxicagao
provocada por aflatoxinas, fato de ocorréncia comum, com as pessoas que se alimentavam com o
milho da regido (BAUMGARTNER et al., 2005). As amostras de milho recolhidas na regido do
surto, revelaram concentragdes de aflatoxinas B, na ordem de 4.400ppb, ou seja, cerca de 220
vezes acima do limite de 20ppb, preconizado pelo governo do Quénia (ONSONGO, 2004).
Alimentos contaminados com micotoxinas, que sdo produtos téxicos de fungos ambientais,
quando ingeridos, podem causar importantes conseqiiéncias negativas a saude humana ou animal
(SANTURIO, 2000).

A intoxicacdo de seres humanos com micotoxinas, ndo ¢ um fendmeno recente.
Durante a Segunda Guerra Mundial, soldados russos que ingeriram graos contaminados com
fungos, sofreram importantes necroses dérmicas, associadas com hemorragias e destruicdo da
medula 6ssea. Contudo, os esfor¢os para compreender os efeitos das micotoxinas, s6 avangaram
de fato, apds a morte de uma grande quantidade de perus ingleses, pela Doenga X dos Perus, em
1960 (DEVEGOWDA & MURTHY, 2005). A morte dos perus na Inglaterra, no inicio da década
de 1960, apds a ingestdo de torta de amendoim contaminada com Aspergillus parasiticus,

importada do Brasil, motivou intensamente a pesquisa, o que resultou na descoberta das
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aflatoxinas (SANTURIO, 2000). As micotoxinas de importancia na avicultura, sdo produzidas
principalmente por fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, tanto antes, quanto
durante a colheita. Inclusive na fase de armazenamento, se as condi¢des forem propicias ao
desenvolvimento dos fungos (DEVEGOWDA & MURTHY, 2005).

O milho, na avicultura, tem grande importancia, pois compde perto de 60% da racao
inicial de frangos de corte, respondendo com aproximadamente 65% da energia metabolizavel e
com cerca de 22% da proteina (DALE, 1994). O elevado conteido em carboidratos,
principalmente o amido, além de outros componentes como proteinas e acidos graxos, faz do
milho um importante produto comercial. Contudo, sob condigdes inadequadas de
armazenamento, pode sofrer perdas no valor quantitativo e qualitativo, devido principalmente ao
ataque de pragas e fungos, desde o campo até o momento de consumo (LOPES et al., 1988).
Graos de milho quebrados, partidos ou trincados, resultam de danos mecanicos sofridos durante
as fases da colheita, transporte, limpeza e secagem. A quantidade aumenta se os teores de
umidade dos graos forem baixos (PUZZI, 1986). A acdo continua de insetos como o gorgulho
Sitophilus zeamais e a traga Sitotroga cerealella, além de causar prejuizos como a redugdo severa
do peso do grio, o que deprecia o valor comercial do produto, em fungdo da diminui¢do do valor
nutricional do cereal, atua como agente disseminador de fungos, uma vez que o metabolismo
desses insetos, aumenta a umidade e a temperatura da massa de graos (GARCIA et al., 2000). Os
graos de ma qualidade t€m o valor nutritivo prejudicado em relagdo ao grao normal, por alteragao
da composi¢ao quimica, diminuicdo da biodisponibilidade de alguns nutrientes, presenca de
fatores anti-nutricionais e proliferacdo de fungos com ou sem producdo de micotoxinas
(ROSTAGNO, 1993).

Os principais fungos capazes de invadir e danificar sementes, graos, fibras naturais e

seus subprodutos sdo divididos em classes como fungos de campo, intermedidrios ¢ de
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armazenamento (LAZZARI, 1993). As principais espécies de fungos de campo sao dos géneros
Alternaria, Cladosporium, Fusarium e Helmintosporium, que tém a capacidade de alterar a
aparéncia dos graos (PUZZI, 1986). A distingdo entre fungos de campo e de armazenamento nao
¢ fundamentada na classificagdo taxondmica, mas de acordo com as condigdes ambientais e/ou
ecoldgicas que favorecem o desenvolvimento dos mesmos. Também ndo é absoluta, pois ¢
estabelecida em seus habitos de crescimento e locais onde os danos ocorrem. Os fungos do
campo requerem um alto teor de umidade. Eles invadem os graos e as sementes durante o
amadurecimento, sendo o dano causado antes da colheita. Esses fungos ndo se desenvolvem
normalmente no processo de armazenamento, exceto em milho armazenado com alto teor de
umidade (MILLER, 1995).

Os fungos de armazenamento Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ¢ Mucor, sao
encontrados em grande nimero em armazéns, moinhos, silos, moegas, elevadores, equipamentos
e lugares onde sdo armazenados, manuseados e processados os produtos agricolas. Causam danos
ao produto, somente se as condigdes de armazenamento forem imprdprias & manutengdo da
qualidade do mesmo. Os fungos do género Aspergillus (A. halophilicus, A. restrictus, A. glaucus,
A. candidus, A.alutaceus, A. ochraceus ¢ A. flavus) e os do género Penicillium (P.viridicatum e
P.verrucosum), sdo os indicadores de deterioragdo em sementes e graos causando danos no
germe, descoloragdo, alteragcdes nutricionais, perda da matéria seca e os primeiros estagios da
deterioragdo microbiologica (SINHA & SINHA, 1991). Um dos grandes problemas na
armazenagem dos grdos e por conseqiiéncia da preparacdo das ragdes, esta relacionado com a
presenga das micotoxinas (STRINGHINI et al., 2000).

As principais micotoxinas que tém importdncia na producdo avicola sdo: as
aflatoxinas Bj, By, G; e G; (Aspergillus flavus e A. parasiticus); acido ciclopiazonico

(Aspergillus flavus); ocratoxina (Aspergillus ochraceus); esterigmatocistina (Aspergillus
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versicolor); ocratoxina (Penicillium viridicatum); citrina (Penicillium citrinum); toxina T-2,
toxina HT-2 e diacetoxyscirpenol (DAS) (Fusarium tricinctum); deoxinivalenol ou vomitoxina
(DON) e 15-monoacetoxiscirpenol (15-MAS) (Fusarium graminearum ¢ F. solani); fumonisinas
B; e B, (Fusarium moniliforme e F. proliferatum); moniliformina (Fusarium moniliforme) e
zearalenona (Fusarium graminearum e F. roseum) (DEVEGOWDA & MURTHY, 2005).

As aflatoxinas (Figura 1), podem ser encontradas em praticamente todos os graos e
cereais utilizados para o consumo humano e animal. Cereais como o milho, trigo, cevada, arroz e
sorgo, dentre outros, sdo passiveis de serem infestados por fungos, podendo ser detectados niveis
elevados de aflatoxinas (SANTIN, 2000). As aflatoxinas, sdo metabolitos secundarios produzidos
por fungos Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nominus (KURTZMAN et al., 1987). Apesar de
até o momento terem sido isolados 17 compostos pertencentes ao grupo das aflatoxinas, o termo
aflatoxinas refere-se habitualmente a quatro substancias do grupo de metabolitos bis-furano-
cumarina, que sdo denominados B;, By, G, Gy, sendo que estes podem ocorrer de maneira

isolada ou em conjunto (OMS, 1983).

() O

s s = 0o0H,

Figura 1- Formula estrutural da aflatoxina B;.

Na produgdo avicola, patos e perus sdo as espécies mais sensiveis as aflatoxinas,
podendo ser observada uma mortalidade significativa em lotes de perus, ja as poedeiras sdo
consideradas menos susceptiveis (SANTIN, 2000). As aflatoxinas caracterizam-se como um

problema freqiiente para produgdo avicola. Sua agao toxica que determina os piores resultados de
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desempenho, inclui a reducdo da atividade de enzimas pancredticas e a diminuicdo da
concentragdo de bile (WYATT, 1993). As aflatoxinas antagonizam o metabolismo de vitaminas,
proteinas, aminodcidos, lipidios e carboidratos, agindo sobre coenzimas ou complexos
enzimaticos, principalmente no figado, alterando a estrutura quimica do DNA (BURDITT et al.,
1983).

A absorg¢do de aflatoxinas ocorre por difusdo passiva através do intestino, difundindo-
se rapidamente por todo o organismo, de modo que, cerca de trés horas apds a alimentagdo as
aflatoxinas B; e B; ja podem ser encontradas em todos os tecidos, principalmente na moela e no
figado (RAMOS & HERNANDES, 1996). A absor¢ao das aflatoxinas € rapida, porém a excre¢ao
¢ lenta (SANTIN, 2000). No primeiro dia de contaminagdo, a concentracdo de aflatoxinas é
elevada no figado, rins e 6rgdos reprodutores. Supde-se que esse fato decorra da funcao excretora
desses oOrgdos. As aflatoxinas s6 sdo detectadas nos excrementos, sete dias apds a ingestdo
(SAWHNEY et al., 1973).

Uma vez absorvida, a aflatoxina B; ¢ imediatamente ligada, de forma reversivel, a
albumina e as demais proteinas plasmaticas, em menor grau. O tecido hepatico € o principal alvo
das aflatoxinas, ligadas ou nao as proteinas plasmaticas (SANTURIO, 2000).

A sintese das proteinas ocorre em um sistema protéico que envolve, entre outros
compostos citoplasmaticos, os trés tipos de RNA existentes. O RNA mensageiro (RNAm), que
tem um peso molecular de 1.10°, e contém as informagdes necessarias a biossintese das proteinas
corporais. O RNA transportador (RNAt), tem um peso molecular de no maximo 30.000. Sendo o
menor ¢ de maior mobilidade dos trés tipos de RNA, tem a fungdo de transportar os alfa-
aminoacidos até o ribossoma ¢ ao RNAm, para que ocorra a sintese das proteinas. O RNA
ribossomico (RNAr) tem apenas funcdo estrutural. O RNAm ¢ uma seqiiéncia de trincas de

nucleotidios (codon). O RNAt possui na parte final de seu brago intermediario, uma seqiiéncia de
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trés nucleotidios (anticobdon). Tanto o codon, quanto o anticodon, tém seqili€ncias
complementares, que se unem durante o processo da sintese protéica. O papel da RNA-
polimerase ¢ de, através da agdo de outras inimeras enzimas, formar o RNA a partir da
transcri¢do do DNA (RIEGEL, 2001).

Uma vez dentro do ntcleo do hepatdcito, as aflatoxinas ligam-se ao DNA (Figura 2),
e passam a inibir a RNA-polimerase, o que tem por conseqiiéncia a reducdo da sintese de
proteinas. Essa capacidade de ligacdo com o DNA de qualquer célula, confere as aflatoxinas a
caracteristica de potentes substancias carcinogénicas, teratogénicas e mutagénicas. Um dos
principais efeitos dessas toxinas ¢ a inibi¢do da sintese protéica, causando assim uma reducdo no
nivel das proteinas plasmaticas, principalmente as alfa e beta globulinas, além da albumina.
Cerca de uma hora apos a ingestao do alimento contaminado com aflatoxinas, ja ocorre inibigao
da sintese protéica “in vitro”, em decorréncia da acentuada inibi¢do de RNA-polimerase

(SANTIN, 2000).
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Figura 2 — Ligagao da aflatoxina B; com o DNA.

A intoxicagdo com aflatoxinas pode ser aguda ou cronica, dependendo da dose de
toxina ingerida, o tempo de exposi¢do, idade e do estado de satide do animal. A forma mais
comum de intoxicagdo ¢ a cronica, que se reflete principalmente em um péssimo desempenho,

além da presenca de outras sindromes patologicas (esteatose, carcinomas hepaticos, artrofia da



21

bursa de Fabricius e o timo), que se manifesta em depressao, anorexia, ictericia ¢ hemorragias
multiplas, sendo acompanhada de alta mortalidade. Ja4 a intoxicagdo aguda em aves, ocorre
quando a dose da toxina situa-se entre 6-16ppm (SCUSSEL, 1998).

O estudo microscopico das alteragcdes no tecido hepatico, revela uma infiltracao
gordurosa generalizada, acompanhada por megalocitose dos hepatdcitos e também pela
hiperplasia das células dos ductos biliares, o que indica lesdes hepaticas cronicas (SANTIN,
2000).

A presenca de fungos nas ragdes ou nos graos, pode representar importantes perdas
em termo da qualidade nutricional (KESHAVARZ, 1987). No Brasil, o Ministério da Saude
estabelece o limite de 30ppb de aflatoxinas (B;+B;) em alimentos de consumo humano, e o
Ministério da Agricultura e do Abastecimento estabelece o limite de 20ppb de aflatoxinas totais
(B11tBx+G+G;) para matérias-primas de alimentos e ragdes (CALDAS et al., 2002). A melhor
forma de impedir a producdo das micotoxinas, bem como de seus efeitos deletérios, ¢ controlar o
crescimento dos fungos, diminuir a presenca de insetos nas plantacdes de graos, bem como,
monitorar a umidade durante a armazenagem das matérias-primas ¢ racdes (KRABBE, 1995).
Quando porém as micotoxinas ja estdo presentes, qualquer medida aplicada com o intuito de
reduzir os efeitos deletérios dessas substancias, torna-se dificil e onerosa (SANTIN, 2000).

As estratégias que visam eliminar ou reduzir os niveis de contaminacdo de
micotoxinas nos alimentos, incluem métodos quimicos, bioldgicos e fisicos. A opgdo por
qualquer um desses métodos, procura atender aos seguintes requisitos: efetividade na remocgao,
destruicdo e inativacdo das micotoxinas; auséncia de efeitos toxicos ou carcinogénicos; a
manuten¢do da palatabilidade e a preservagao das propriedades nutricionais dos alimentos. Além
disso, o método escolhido, deve ser viavel tanto tecnologicamente, quanto economicamente

(DIAZ & SMITH, 2005).
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Os métodos quimicos consistem em degradar estruturalmente ou inativar as
micotoxinas. Para isso emprega-se acidos, bases, aldeidos, agentes oxidantes e varios tipos de
gases, como a amonizagao usada na detoxificagdo de fumonisinas (NORRED et al., 1993).

Os métodos biologicos de controle de micotoxinas, sdo aqueles que utilizam
microorganismos como leveduras, bolores e bactérias, para modificar e/ou inativar as toxinas
fangicas (SANTIN, 2000).

Os métodos fisicos de controle das micotoxinas utilizam a inativa¢do térmica,
radiagdo gama, segregacao por densidade, extragdo por solventes ¢ a adsor¢ao com diversos tipos
de substancias minerais (SANTIN, 2000). Nos ultimos anos varios minerais que contém silica, os
aluminiosilicatos (aluminas, zedlitas, silicas, filossilicatos e filossilicatos modificados), t€ém sido
indicados como adsorventes de micotoxinas (SCHEIDELER, 1993). O uso de adsorventes nas
racdes com o intuito de amenizar as perdas causadas pelas micotoxinas tem-se mostrado como
um dos métodos preventivos mais promissores (SANTIN, 2000).

Os adsorventes além de prevenir ou limitar a absor¢do das micotoxinas no trato
gastrointestinal, devem ser efetivos contra varios tipos de micotoxinas, uma vez que os alimentos
normalmente encontram-se contaminados com mais de uma delas (DIAZ & SMITH, 2005).

A eficacia da adsorcdo depende da estrutura quimica de ambos, adsorvente e
micotoxina. Nos adsorventes, o fator mais importante da adsor¢ao ¢ a estrutura fisica, ou seja a
carga elétrica total e sua distribui¢do, tamanho dos poros na molécula e principalmente a area de
superficie. J4 nas micotoxinas, a adsorcao depende da solubilidade, da polaridade da molécula e
da distribuigdo das cargas elétricas (AVANTAGGIATO et al., 2005).

O principal mecanismo de adsor¢do desses minerais, esta relacionado com a troca de
cargas entre o adsorvente e a micotoxina. Entretanto, como as estruturas das micotoxinas sao

diferentes, a eficacia desse processo ndo ¢ a mesma para todas as toxinas dos fungos (KUBENA
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et al., 1991). Além de existir uma consideravel variacdo na capacidade de absor¢ao dos diversos
aluminiosilicatos, em relagdo as distintas estruturas de micotoxinas, deve-se observar se o
aluminiosilicato empregado, tem a possibilidade de adsorver outros componentes da dieta
(vitaminas, minerais, promotores de crescimento e coccidiostaticos), o que deixaria as aves
susceptiveis a micoplasmose e coccidiose (SHRYOCK et al., 1994). Atualmente o mercado
especializado dispde de uma ampla variedade de produtos adsorventes. A maioria apresenta
grande poder de adsorg¢do “in vitro”. Contudo, testes “in vivo”, sd3o necessarios para confirmar a
eficacia ou ndo, de adsor¢do do produto (AVANTAGGIATO et al., 2005).

Em 1756 o mineralogista Axel Frederick Consted descobriu a stilbita, um mineral
pertencente ao grupo das zeodlitas. O termo zeoélita é grego, e significa pedra que ferve (CLARKE,
1980). Em 1845, Way descobriu que determinados tipos de solos tinham a propriedade de reter
sais de amoénia, e Breck constatou que os silicatos hidratados de aluminio no solo eram os
responsaveis pela troca idnica. Em 1925, Weigel e Steinholf foram os primeiros a constatar que a
zeodlita chabazita adsorvia seletivamente moléculas organicas menores e rejeitava as maiores
(LUZ, 1995). Em 1932 McBain criou o conceito de “peneira molécular”’, utilizado na
classificagdo de sélidos porosos e capazes de adsorver seletivamente moléculas cujo tamanho
permite sua entrada nos canais (LUNA & SCHUCHARDT, 2001).

Os minerais silicatos compreendem o maior ¢ mais complexo grupo de agentes
adsorventes de micotoxinas. Este grupo se subdivide em duas subclasses, os filosilicatos
(montmorilonita, caolinita e ilita) e os tectosilicatos, na qual estdo incluidas as zedlitas (DIAZ &
SMITH, 2005). As zedlitas sdo consideradas os materiais mais promissores na busca do
catalisador ideal. O mecanismo desse catalisador funcionaria como uma pinga molecular,

imobilizando cada molécula de substrato na posi¢do apropriada para romper somente a ligacao
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quimica necessaria a fim de formar o produto esperado com altissima atividade e seletividade
absoluta (SHELDON, 1997).

Segundo a defini¢do classica, o termo zeodlitas abrange somente aluminossilicatos
cristalinos hidratados de estrutura aberta, constituida por tetraedros de SiO4 e AlOy4 ligados entre
si pelos atomos de oxigénio (BRECK, 1974). A presenca de um atomo de metal no centro da
estrutura tetraédrica (HUWING et al., 2001), torna a molécula carregada negativamente, o que
promove a atragdo de cations para o interior da mesma (DIAZ & SMITH, 2005).

As zeolitas tém sido utilizadas principalmente como adsorventes para a purificacio
de gases e como trocadores idnicos em detergentes, ¢ mostram-se extremamente Uteis como
catalisadores no refino de petrdleo, na petroquimica, e na sintese de produtos organicos cujas
moléculas possuem didmetro inferior a 10A (LUNA & SCHUCHARDT, 2001).

As zeolitas englobam um grande nimero de minerais naturais e sintéticos que
apresentam caracteristicas comuns (LUZ, 1995). Zeolitas sdo caracterizadas por sua habilidade
para perder e absorver agua sem danificar a sua estrutura cristalina (DIAZ & SMITH, 2005). Sao
aluminosilicatos hidratados de metais alcalinos ou alcalinos terrosos, principalmente sédio,
potassio, magnésio e calcio, estruturados em redes cristalinas tridimensionais, compostas de
tetraedros do tipo TO4 (T = Si, Al, B, Ge, Fe, P, Co...), unidos nos vértices através de atomo de
oxigénio. A estrutura das zedlitas (Figura 3), apresenta canais e cavidades interconectadas de
dimensdes moleculares, nas quais se encontram os ions de compensagdo, moléculas de agua ou
outros adsorvatos e sais. Esse tipo de estrutura microporosa confere as zeolitas uma superficie
interna muito grande, quando comparada a sua superficie externa. A estrutura da zeolita permite a
transferéncia de matéria entre os espacos intracristalinos, no entanto, essa transferéncia ¢ limitada

pelo diametro dos poros das zeolitas. As moléculas s6 podem ingressar ou sair do espago
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intracristalino, se tiverem dimensdes inferiores a um certo valor critico, que varia de uma zedlita

para outra (LUZ, 1995).

Figura 3 - Estrutura da Zeolita.

Para caracterizar uma zeoélita é necessario fazer um estudo de laboratorio, utilizando
diferentes técnicas, que determinam as suas propriedades fisicas, composi¢do quimica, estrutura
cristalina e morfologia. A alta eficiéncia de adsorcdo das zeoélitas estd relacionada com a grande
superficie interna, devido a sua estrutura cristalina ser caracterizada por cavidades espacosas. A
mordenita tem uma superficie interna de 400m”*/g e a clinoptilolita tem 300m*/g. A grande
capacidade de troca catidnica das zedlitas deve-se ao desequilibrio de cargas que atrairdo o cation
mais proéximo, de maneira a manter a neutralidade. A propriedade de troca catidnica da zedlita €
funcdo da relagdo Si e Al. A capacidade € expressa em numero de cations por unidade de massa
ou volume, disponivel para troca. A propriedade catalitica estd relacionada principalmente com
as superficies ativas da estrutura das zedlitas, com o sistema interno de passagens e vazios, 0O
tamanho das cavidades interna e a propriedade de troca catidnica (LUZ, 1995).

As zedlitas naturais sdo formadas a partir da precipitagdo de fluidos contidos nos
poros, tal como nas ocorréncias hidrotermais, ou pela alteracdo de vidros vulcanicos. As
condi¢des de temperatura, pressdo, atividade das espécies iOnicas e pressdo parcial da agua sdo
fatores determinantes na formagdo das diferentes espécies de zeolitas. Existem cerca de 40

espécies de zedlitas naturais conhecidas, no entanto apenas algumas espécies sdo amplamente
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utilizadas. Dentre essas se incluem a mordenita, clinoptilolita, heulandita, phillipsita, erionita e
chabazita (LUZ, 1995).

A maioria das ocorréncias de zeodlitas pode ser encontrada em um dos seis ambientes
geologicos: salino ou lagos alcalinos, solos alcalinos, diagenético, sistema aberto, hidrotermal e
sedimentos marinhos. No Brasil, at¢ o momento, ndo se tem noticia de depositos naturais de
zeodlitas, em exploragdo comercial, existindo apenas pesquisas sobre ocorréncias que nao
apresentam possibilidades de aproveitamento econdmico. Os basaltos e diabésicos da bacia do
Parana, sdo muitas vezes portadores de varios tipos de zeolitas (analcima, chabazita, thomsonita,
clinoptilolita, natrolita, scolecita, mesolita, laumontita, stilbita, stellerita e heulandita) (LUZ,
1995).

O sangue ¢ formado por um grande volume de matriz fluida. A fracdo fluida do
sangue ¢ denominada de plasma. Depois da remogao do fibrinogénio e da fibrina, o fluido
remanescente ¢ denominado soro (BANKS, 1992). O plasma forma de 55 a 70 volumes por cento
do sangue total. Além da agua, seu constituinte maior, contém, em solugdo, gases e outros
componentes minerais, bem como, consideravel variedade de constituintes organicos
nitrogenados (ndo protéicos e protéicos) e ndo nitrogenados. Enzimas, hormdnios, vitaminas e
seus derivados coenzimaticos, metabdlitos variados, bem como produtos do metabolismo
terminal e de detoxicacdo (BACILA, 2003).

Muitas das caracteristicas atribuidas ao plasma sdo uma func¢ao dos seus componentes
protéicos, os quais auxiliam na manutencdo da pressdo osmotica intravascular (pressao
coloidosmotica), no transporte de varios constituintes plasmaticos (hormonios, produtos
residuais), no mecanismo de coagulacdo e na prote¢do do corpo pelos anticorpos humorais
(imunoglobulinas). As proteinas estdo entre as macromoléculas bioldgicas mais abundantes e

também sdo extremamente versateis em suas funcdes (LEHNINGER et al., 1995).
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Existem numerosas técnicas amplamente utilizadas para o fracionamento das
proteinas séricas. A técnica de precipitagao salina por solubilidade quimica diferencial permite
uma separagdo grosseira da albumina e das globulinas. A albumina é mais freqiientemente
determinada por um método quimico (biureto) que reage com atomos de nitrogénio ou com um
corante (verde de bromocresol ou purpura de bromocresol) que se liga preferencialmente a
albumina (RAVEL, 1997).

A celetroforese ¢ a prova de triagem mais comumente utilizada para avaliar as
anormalidades das proteinas séricas. A relagdo albumina/globulinas, determinada por método
quimico, era amplamente utilizada antes da disponibilizagdo da técnica de eletroforese. A
estrutura basica de resultados obtidos pela técnica de eletroforese, apresentam certas diferengas,
decorrentes de diferencas nos fatores técnicos e ao tipo de material utilizado na migracao
eletroforética. Cada método possui suas vantagens e desvantagens quanto a facilidade de
execucdo, custo ou sensibilidade a certas fragdes protéicas. Contudo, todos os métodos sdo
capazes de identificar as areas em que ocorrem desvios das proteinas séricas, cuja importancia
diagnéstica é por vezes, igual a dos proprios diagnodsticos (RAVEL, 1997).

A eletroforese ¢ o método de separagdo de proteinas, que se baseia na migragao das
mesmas em um campo elétrico. Este método permite também a visualizagdo dos grupos protéicos
(LEHNINGER et al., 1995). A eletroforese separa moléculas pela carga elétrica de certas
configuragdes atomicas estruturais e tem a capacidade de subdividir as globulinas, porém mais
em grupos do que em proteinas individuais (RAVEL, 1997). A for¢a que move a macromolécula
protéica ¢ o potencial elétrico. A mobilidade eletroforética da molécula é expressa pela relacdo
entre a velocidade da particula e o potencial elétrico (LEHNINGER et al., 1995).

A eletroforese de proteinas é geralmente realizada em géis de polimeros entrecruzados

com poliacrilamida. O gel de poliacrilamida age como uma peneira molecular, reduzindo a
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velocidade de migragdo das proteinas em propor¢ao aproximada a massa ou peso molecular de
cada uma delas (LEHNINGER et al., 1995). Outros materiais como o papel de filtro, acetato de
celulose e o gel de agarose também podem ser utilizados. Normalmente a eletroforese das
proteinas séricas exibe bandas (Figura 4), que correspondem a albumina, alfa-1 e alfa-2-
globulinas, beta-globulinas e gamaglobulinas. O densitdmetro traduz a quantidade de proteinas
ou a densidade dessas bandas num padrdo linear (Figura 5), que representa a quantidade de
substancia presente. O acetato de celulose, o papel de filtro e o gel de agarose sdo os métodos

laboratoriais clinicos de escolha e de rotina (RAVEL, 1997).
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Figura 4 — Proteinas séricas separadas em bandas eletroforéticas.
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Figura 5 - Padrdo linear da eletroforese.

As proteinas séricas sdo separadas em quatro a seis grupos maiores de uma ou mais
bandas, de acordo com as suas habilidades de migrar através do acetato de celulose ou agarose
em um campo elétrico. O grau de migragdo para o anodo (carga terminal positiva) € justificado
pela mudanga de forma da massa de proteinas, apés a passagem da corrente elétrica. No soro dos

mamiferos domésticos, a albumina é a que mais se desloca, porque ¢ pequena e muito anidnica.
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Proteinas pequenas nem sempre se deslocam muito, devido uma marcante falta de carga negativa.
J& outras globulinas (alfa-2-globulina), embora sejam maiores, t€m um deslocamento maior, em
decorréncia de sua carga elétrica negativa (STOCKHAM & SCOTT, 2002).

As proteinas plasmaticas formam complexa mistura de diversos componentes que se
distinguem entre si em propriedades e fungdes. As fragdes principais, presentes tanto no plasma
dos mamiferos como no das aves, mostram mobilidade eletroforética com padrdes similares,
apesar de que as aves contém concentragdo de proteina mais baixa, em média de 4g/100mL, do
que a dos mamiferos, cerca de 7g/mL (BACILA, 2003). As proteinas séricas consistem em
albumina e globulinas, quer na forma livre ou atuando como proteinas transportadoras (RAVEL,
1997).

Em sua maioria as moléculas de globulina sdo consideravelmente maiores do que as
de albumina, apesar da quantidade total de albumina ser, em condi¢gdes normais, de duas a trés
vezes o nivel de globulina. A albumina parece ser mais ativa na manutengao da pressdo oncotica
do soro, onde normalmente ¢ cerca de quatro vezes mais importante do que a globulina, sendo
responsavel por cerca de 80% da pressdo oncotica do plasma As globulinas exercem fungdes
mais variadas do que a albumina e¢ formam o principal sistema de transporte de varias
substancias, além de constituir o sistema de anticorpos, as proteinas de coagulagdo, o
complemento e certas substancias de fungdo especial, como as proteinas de reagdo aguda
(RAVEL, 1997).

As fragdes albumina e fibrinogénio das proteinas plasmaticas sdo produzidas pelo
figado. Cerca de trés-quartos das globulinas também sdo produzidas nesse 6rgdo. O resto das
globulinas ¢ produzida nas células do sistema linfatico. O plasma ¢ a fonte imediata de proteinas
quando as proteinas teciduais sdo esgotadas. As proteinas plasmaticas dos espagos intersticiais

sdo assimiladas pelos macréfagos por pinocitoce (BANKS, 1992).
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As proteinas plasmaticas sdo digeridas até os seus aminoacidos constituintes, os quais
sdo secretados e usados localmente ou transportados para o sangue para a distribui¢do por todo o
corpo. A quantidade de aminoacidos disponiveis no sangue esta em equilibrio dinamico com as
proteinas plasmaticas circulantes e com as teciduais (BANKS, 1992).

A albumina é a mais abundante proteina plasmatica. E monomérica, contendo cerca
de 600 residuos de aminoacidos e ¢ estabilizada por 17 ou 18 ligacdes dissulfeto. A albumina
mostra grande afinidade para anions, sendo responsavel pelo transporte de acidos graxos. Liga-se
também ao calcio, e pode estar envolvida no transporte do magnésio, do zinco e do cobre, assim
como da bilirrubina, acido urico, hormdnios sexuais, vitamina A e C, além de outras substancias.
Nas aves os hormonios tireoideanos sdo ligados somente a albumina enquanto que nos mamiferos
a maior parte se liga a uma pré-albumina e a alfaglobulina (BACILA, 2003).

A elevagdo do nivel de albumina sérica ¢ muito rara, exceto na desidratacdo. A
maioria das alteragdes consiste em redug¢des. A desnutri¢do resulta em niveis diminuidos de
albumina, provavelmente devido a falta de aminoacidos essenciais, mas possivelmente em
conseqiiéncia da sintese hepatica deficiente. Pode ocorrer perda direta de albumina sérica da
corrente sangiiinea em conseqiiéncia de hemorragias, exsudatos ou extravasamento no trato
gastrintestinal na presen¢a de varias enteropatias perdedoras de proteinas. Na sindrome nefrotica
verifica-se uma acentuada redu¢do dos niveis séricos de albumina devido a uma perda direta na
urina. A albumina quase sempre diminui rapidamente em muitas doengas agudas graves ou lesdes
(RAVEL, 1997).

Quase 90% da banda eletroforética das alfa-1-globulinas, ¢ ocupada pelas alfa-1-
antitripsina. Os 10% restantes incluem as alfa-1-glicoproteina acida, alfa-fetoproteina e certas
proteinas transportadoras, como a proteina de ligacao do cortisol (transcortina) e a globulina de

ligagdo da tiroxina (localizada junto a area entre a alfa-1 e a alfa-2). As alfa-2-globulinas incluem
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a haptoglobina, a alfa-2-macroglobulina e a ceruloplasmina (RAVEL, 1997). A ceruloplasmina ¢
uma alfa-2-globulina responsavel pelo transporte do cobre no plasma e também pela regulacio da
sua absorc¢do e distribuicdo pelo corpo. Possui atividade enzimatica, catalisando oxidagdo de
aminas, fendis, enodis e ion ferroso pelo oxigénio molecular. A conversdo do ion ferroso a férrico
pode estar relacionada com a sua incorporagdo na transferrina (BACILA, 2003). Esta regiao
eletroforética raramente esta deprimida, ja que a diminui¢do de um componente, geralmente ¢é
compensada pelos demais componentes que se encontram dentro da faixa de referéncia. Os niveis
de haptoglobina apresentam-se diminuidos na hepatopatia grave, em pacientes submetidos a
estrogenioterapia, na anemia megalobléstica e, inclusive, quando aparece hemoglobina livre no
sangue, conforme observado na hemolise ou em conseqiiéncia da reabsor¢do de um grande
hematoma localizado fora do sistema vascular. Os niveis de ceruloplasmina apresentam-se
diminuidos na desnutri¢do, na sindrome nefrética e na enteropatia com perda de proteinas. Os
niveis de ceruloplasmina aumentam em conseqiiéncia da estrogenioterapia. Tanto os niveis de
haptoglobina quanto os de ceruloplasmina estdo aumentados nos numerosos distirbios que
produzem o padrdo de reacdo aguda, observando-se uma elevagdo da alfa-2. Além da lesdo
aguda, existem doencas que quase sempre produzem aumento de alfa-2 (RAVEL, 1997).

A zona das beta-globulinas contém transferrina, beta-lipoproteina e varios
componentes do complemento (RAVEL, 1997). A transferrina ou siderofilina é a glicoproteina
responsavel pelo transporte do ferro no plasma. Forma parte consideravel da fracdo da beta-
globulina. Por eletroforese, em amido ou em gel de poliacrilamida, 3 ou 4 faixas de transferrina
sdo encontradas. Tais variagdes sdo herdadas e cerca de seis fenotipos ja foram identificados. O
mesmo polimorfismo genético foi encontrado na ovotransferrina, uma proteina muito similar
encontrada no albumen do ovo. Experimentos com aves imaturas demonstram que o ferro

plasmatico se liga s6 a transferrina e ¢ rapidamente transferido para as células eritrdides da
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medula dssea. Nesse processo a molécula da transferrina se adere a superficie do globulo
vermelho em desenvolvimento por cerca de 1 minuto, quando o ferro ¢ entdo removido e
incorporado a célula. A apotransferrina ¢ entdo deslocada, retornando ao plasma para repetir o
processo (RAVEL, 1997). A transferrina também pode controlar a absor¢do do ferro no intestino
e a sua distribui¢ao no corpo (BACILA, 2003). A redugdo no nivel de beta-globulinas nao ¢é
muito comum. A transferrina quase sempre estd diminuida na desnutri¢do protéica. Em muitas
condi¢des pode ocorrer aumento das beta-globulinas. O aumento dos niveis de transferrina
produzido pela anemia ferropriva cronica, o nivel de hemoglobina livre no soro ou o fibrinogénio
do sangue ndo totalmente coagulado, pode produzir um pico semelhante a espiga de milho na
regido beta, similar a um pico monoclonal (RAVEL, 1997).

Os danos causados ao sistema imunoldgico, ocupam posicdo de destaque, pois
expdem os animais a uma infinidade de doencas (SANTIN, 2000). A saude e o bem-estar da ave,
dependem de um sistema imunolégico (Figura 6), que proporcione uma eficaz prote¢ao contra a
invasdo de microorganismos, parasitas, fungos, virus ou qualquer molécula de natureza estranha
ao organismo. Existem dois tipos de fungdo imunolédgica: a natural e a adquirida. A imunidade
natural, também denominada de sistema imunoldgico inato, inclui as barreiras fisicas naturais
(pele e a camada mucosa do trato gastrointestinal), moléculas especificas (aglutininas, proteinas
de fase aguda e lisoenzimas), fagocitose e destruicdo de patdgenos por macrofagos e neutrofilos e
também pela agdo de lise, proporcionada por linfocitos denominados de células matadoras
naturais. A imunidade adquirida ou imunidade especifica, consiste da imunidade humoral e da
imunidade celular. A imunidade humoral é mediada por anticorpos que sdo liberados por
linfécitos B, na corrente sangiiinea. Esses anticorpos sdo responsaveis pelo reconhecimento e
eliminagdo de antigenos especificos. A imunidade celular é baseada no reconhecimento pelos

linfocitos T (SURAI & DVORSKA, 2005).
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Figura 6 — O sistema imunologico.

Muitas toxinas ambientais sdo imunossupressoras. As aflatoxinas aumentam a
suscetibilidade das aves a Salmonella, como resultado de uma depressao da atividade fagocitica
(TIZARD, 2002). A imunossupressao causada pela aflatoxina B, tem sido bem demonstrada em
varias espécies domésticas (galinhas, perus, suinos e ovinos), além de animais de laboratdrio e
sistemas “in vitro”. As aflatoxinas sdo agentes toxicos que afetam primariamente a imunidade
celular e a fungado fagocitica. Portanto a aflatoxina B, além de diminui a atividade dos linfécitos,
pode também comprometer o auxilio dos macrofagos a atividade dos linfocitos. Macrofagos
expostos a aflatoxina B, tém a producdo de 6xido nitrico significativamente reduzida (MOON et
al., 1998). A aflatoxina B; pode ser transferida da galinha para o ovo. Assim sendo, os progénitos
de galinhas que consumiram dieta contaminada com aflatoxina B;, podem ter uma elevagao na
suscetibilidade para doencgas, devido a supressao da imunidade humoral e celular (QURESHI et
al., 1998).

Em sua primeira classificagdo, os anticorpos eram nomeados de acordo com a sua

caracteristica funcional em lisinas, promotoras da lise de bactérias, protozodrios, eritrocitos;
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opsoninas, promotoras de fagocitose e as precipitinas, anticorpos capazes de formar precipitado
com o antigeno. Entretanto, tal subdivisdo, ¢ apenas funcional ja que os anticorpos sio
componentes do soro sangiiineo e, dependendo das circunstancias, podem atuar de modo diverso
como lisina, aglutinina, opsonina, etc (BACILA, 2003).

As aves possuem nddulos linfaticos pouco desenvolvidos, como as tonsilas cecais.
Nesses animais o bago atua como o principal 6rgdo formador de anticorpos. Além dos noédulos
linfaticos do bago ¢ da medula 6ssea, as aves possuem outros 6rgaos linféides importantes, tais
como o timo, a bursa de Fabricius, as placas de Peyer e outros nodulos linféides do trato
alimentar (BACILA, 2003). Nas aves, os precursores dos linfocitos B e T, tém origem na medula
ossea. O desenvolvimento dos linfécitos B ocorre na bursa de Fabricius, ja os linfocitos T, se
desenvolvem no timo (LAHTALA, 1998).

Os anticorpos ou imunoglobulinas, sdo produzidos pelos linfocitos, denominados de
células B. As cé¢lulas B sdo encontradas no cortex dos linfonodos, na zona marginal do baco, na
medula 6ssea e nas placas de Peyer. Somente um pequeno numero circula no sangue. Cada célula
B possui um grande numero de receptores antigénicos idénticos, podendo dessa maneira, somente
se ligar e responder a um antigeno simples (TIZARD, 2002).

A formagdo de anticorpos se constitui em sofisticado mecanismo de defesa do
organismo animal (BACILA, 2003). Cada célula B ¢ coberta com cerca de 200.000 a 500.000
receptores antigénicos idénticos (BCR). O BCR ¢ um complexo de multiplas glicoproteinas. Os
anticorpos sdo simplesmente formas soltiveis do BCR secretadas pelas células B, nos fluidos
corporeos (TIZARD, 2002).

As moléculas de anticorpos aparecem no soro sangiiineo ¢ em determinados tecidos
de um animal vertebrado em resposta a presenga do antigeno, uma molécula estranha, que pode

ser uma proteina ou outra substancia (LEHNINGER et al., 1995). Quando um antigeno entra no
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corpo, ele podera estimular uma célula B por meio de receptores especificos. Um clone de células
B que ¢ capaz de responder a um unico epitopo, ¢ denominado de clonotipo. Animais recém-
nascidos, tém um numero razoavelmente pequeno de diferentes clonétipos, mas esse numero
aumenta a medida que o animal amadurece. No animal adulto o nimero de células B, dentro de
um dado clondtipo varia como resultado da exposicao a antigenos diferentes por toda a vida do
animal. A medida que o individuo envelhece, os clonétipos mais utilizados estardo expandidos, ja
os clondtipos, cujos antigenos raramente sdo encontrados, estardo em pequenas quantidades
(TIZARD, 2002).

Os anticorpos sdo proteinas com moléculas em forma de Y, consistindo de quatro
cadeias polipeptidicas. Cada molécula tem dois sitios de ligagdo que sdo complementares a
caracteristicas estruturais especificas da molécula de antigeno e anticorpo (LEHNINGER et al.,
2002). Existem cinco classes de imunoglobulinas diferentes (isotipos), que diferem quanto ao uso
das cadeias pesadas. A imunoglobulina G (IgG), é encontrada em altas concentragdes no soro. A
imunoglobulina M (IgM), ¢ a segunda maior classe em quantidade de concentragdo, e a
imunoglobulina A (IgA), ¢ a terceira. A imunoglobulina D (IgD), assim como a imunoglobulina
E (IgE), sdo normalmente encontradas em baixa concentragao sérica (TIZARD, 2002).

Uma célula B apropriadamente estimulada aumentard de volume e se dividira
repetidamente. Algumas das suas células de progénie desenvolvem um reticulo endoplasmatico
rugoso, aumentam as suas taxas de sintese e comegam a secretar grande quantidade de
imunoglobulinas. Dentro de alguns dias, a célula muda para a sintese de uma outra classe de
imunoglobulina. Essa mudanga ocorre enquanto uma célula B encontra-se no centro germinativo
e resulta em uma alteracdo da produgdo de IgM para a producdo de IgG, IgA, ou IgE. Essa

mudanga de classe ¢ o resultado da delegdo dos segmentos génicos da cadeia pesada ndo
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importantes e também da associacao dos genes da regido varidvel com os proximos genes da
regido constante disponiveis (TIZARD, 2002).

Nas aves, entre 0o 5° ¢ o 7° dia de incubagdo, as células precursoras surgem na
membrana do saco vitelino e migram para o timo e a bursa. Essas células se diferenciam dentro
da bursa, onde ao 12° dia, se desenvolvem os foliculos, sendo que aos 14 dias, os linfécitos com
IgM de superficie ja podem ser detectados. Os linfocitos com IgG de superficie se desenvolvem
no 21° dia, aproximadamente no momento da eclosdo. Ja as imunoglobulinas IgA, surgem no
intestino, 3 a 7 dias apos a eclosdo (TIZARD, 2002).

As aves recém-eclodidas, ao sairem do ambiente estéril do ovo, exigem uma
assisténcia imunoldgica temporaria. Esse suporte imunoldgico se da pela transferéncia de
imunoglobulinas séricas, da galinha para a gema, enquanto o ovo ainda se encontra no ovario. Na
fase fluida da gema, a IgG, ¢ encontrada em niveis equivalentes aos do soro da galinha. A medida
que o ovo desce do oviduto, ocorre a aquisicdo de IgM e IgA, provenientes das secrecdes
ovidutais com a albumina. A IgG detectada na circulagdao do pinto, ¢ absorvida da gema, a
medida que ele se desenvolve. A IgM e a IgA maternas provenientes da albumina se difundem no
liquido amnio6tico, de forma que quando o pinto eclode, ele ja possui IgG no seu soro e a IgM e
IgA no seu intestino. Esses anticorpos maternos comprometem a eficacia de uma vacinagao, até
que desaparecam entre 10 e 20 dias ap6s a eclosdo (TIZARD, 2002).

As aves da linhagem OS, hipotire6ideas, apresentam deficiéncia seletiva de IgA. J4 as
aves da linhagem UCD 140, apresentam deficiéncia seletiva de IgG, conhecida como
disgamaglobulinemia hereditaria. Essas aves apresentam niveis de imunoglobulinas normais por
cerca de 50 dias apds a eclosdo, a partir de entdo, o nivel de IgG diminui. Contudo os niveis de

IgM e IgA aumentam (TIZARD, 2002).
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A regido gama ¢ constituida predominantemente por anticorpos do tipo IgG. Os
anticorpos IgA, IgM, IgD e IgE encontram-se sob a area de juncdo beta-gama. Essa regido
encontra-se diminuida na preseng¢a de hipogamaglobulinemia e agamaglobulinemia, que podem
ser primarias ou secundarias (RAVEL, 1997).

As hepatopatias constituem um grupo significativo responsavel pela elevacdo de
gama. Na hepatite verifica-se, classicamente, um aumento distinto e relativamente leve dos niveis
de beta-globulinas e gamaglobulinas, com redugdo da albumina. Em cerca de 90% dos episodios
de cirrose, bem estabelecida, existe uma elevagdo da gama. Porém em cerca de 10% dos
pacientes com cirrose, histologicamente bem estabelecida, ndo se observa nenhuma elevacao
eletroforética da gama. O padrio mais sugestivo consiste na elevagdo da gamaglobulina de base
ampla, juntamente com a fusdo da beta e gamaglobulina, sem a separagdo dos dois picos (ponte
beta-gama). Na ictericia obstrutiva, pode-se verificar certo grau de elevagdo de alfa-2, beta e

gama (RAVEL, 1997).
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CAPITULO 2

PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS SERICAS DE FRANGOS DE CORTE
ALIMENTADOS COM DIETAS CONTENDO AFLATOXINAS E/OU ARGILA

CLINOPTILOLITA NATURAL

ELECTROPHORESIS PROFILE OF SERUM PROTEINS IN BROILERS FED WITH
DIETS CONTAINING AFLATOXINS AND/OR NATURAL CLINOPTILOLITE CLAY
Roberto Marinho Maciel® Sonia Terezinha dos Anjos Lopes? Janio Moraes Santurio®
Alexandre Pires Rosa’ Marta Maria Medeiros Frescura Duarte’

Danieli Brolo Martins' Mauren Picada Emanuelli*

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil eletroforético das proteinas séricas de frangos
de corte alimentados com dietas contendo aflatoxinas e/ou argila clinoptilolita natural. Foram
utilizados 528 frangos de corte, machos, da linhagem Ross, distribuidos em 6 tratamentos com 4
repeticdes cada: T — testemunha (ragdo sem aflatoxinas ou clinoptilolita), T, — ragdo com Sppm
de aflatoxinas, Ts — racdo com 0,25% de clinoptilolita, T4 — ragdo com Sppm de aflatoxinas e
0,25% de clinoptilolita, Ts — racdo com 0,5% de clinoptilolita e T¢ — ragdo com Sppm de
aflatoxinas e 0,5% de clinoptilolita. Os animais ficaram alojados em 24 boxes, e submetidos aos

tratamentos do 1° ao 42° dia, quando foram sacrificados. Foram analisadas as proteinas totais, as
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fracdes albumina, alfa 1, alfa 2, beta e gama. Com excec¢do das médias da fragao gama, o teste de
Tukey revelou diferengas significativas (P<0,05) nas médias de todas as proteinas totais e fragdes
protéicas nos tratamentos onde as aflatoxinas estavam presentes. A acdo das aflatoxinas nas
proteinas totais ocorre na sintese de albumina e globulinas (fragdes alfa e beta). As
gamaglobulinas ndo sdo afetadas pelas aflatoxinas. Em relacdo ao controle, as aves alimentadas
com dietas com aflatoxinas e clinoptilolita apresentaram baixos (P<0,05) niveis de proteina total,
albumina e globulinas (alfa e beta). Conclui-se que as aflatoxinas alteram o perfil eletroforético e
a clinoptilolita adicionada na ragdo, ndo € capaz de evitar essa alteragao.

Palavras-chave: proteinas séricas, clinoptilolita, aflatoxinas, frangos de corte, perfil

eletroforético.

ABSTRACT

A study was carried out to evaluate the electrophoresis profile of serum protein in broilers fed
with diets containing aflatoxins and natural clinoptilolite clay. A total of 528 male broilers Ross
were used, distributed in 6 treatments with 4 replications each: T1 — control (without aflatoxins or
clinoptilolite), T2 —5ppm of aflatoxins, T3 —0.25% of clinoptilolite, T4 —5Sppm of aflatoxins and
0.25% of clinoptilolite, TS —0.5% of clinoptilolite and T6 — Sppm of aflatoxins and 0.5% of
clinoptilolite. The broilers were placed in 24 boxes and submitted to treatments from 1 to 42
days, when they were slaughtered. Were analyzed the total proteins, albumin fractions, alpha 1,
alpha 2, beta and gamma. The aflatoxins decreased (P<0.05) total protein, albumin, and globulins
(alpha and beta fractions). However, no effect (P<0.05) of aflatoxins was observed about gamma
fraction. The clinoptilolite no modify (P<0.05) the serum proteins. Related to control, broilers fed

with diets containing aflatoxins and clinoptilolite presented low (P<0.05) levels of total protein,
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albumin, and globulins (alpha and beta fractions). In conclusion, aflatoxins change the
electrophoresis profile and clinoptilolite is not able to protect against this change.

Key words: clinoptilolite, aflatoxin, broiler, electrophoresis profile.

INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas por fungos do género Aspergillus, espécies
A. flavus, A. parasiticuse e A. nominus (MOSS, 1998). Os efeitos das aflatoxinas no organismo
animal incluem carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade e hepatotoxicidade
(BRADBURN & COKER, 1993).

A absorg¢do de aflatoxinas ocorre por difusdo passiva através do intestino, difundindo-
se rapidamente por todos os tecidos do organismo (RAMOS & HERNANDEZ, 1996). Uma vez
em contato com o tecido hepatico, as aflatoxinas ddo inicio a inibi¢do da sintese protéica, o que
resulta numa diminui¢cdo do nivel de proteinas plasmaticas, principalmente da albumina e das
globulinas alfa e beta (SANTIN, 2000). As aflatoxinas podem interagir com o0 DNA e o RNA nos
hepatocitos dos mamiferos e das aves, formando um composto denominado AB;-DNA, quando
se combinam com o DNA. A aflatoxina B; causa a inibi¢cdo da sintese de DNA, correlacionada
com a dose utilizada (ZAVIERO & CONTRERAS, 2005).

A técnica da eletroforese permite a determinagdo das fracdes protéicas, na propor¢ao
em que sdo encontradas, no soro ou no plasma. As proteinas séricas se separam em um campo
elétrico, em fungdo de seus diferentes pontos isoelétricos. Apds a coloragdo, essas bandas sdo
escaneadas por um densitometro e traduzidas em um tragado eletroforético. A interpretacido da
curva eletroforética permite o calculo da porcentagem de participagdo de cada fragdo protéica

(BUSH, 2004).
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A albumina ¢ uma proteina de alta densidade, sendo responséavel pelo transporte de
acidos graxos, calcio, magnésio, zinco, cobre, bilirrubina, 4cido urico, vitamina A e C, hormonios
sexuais e no caso especifico das aves, dos hormonios tireoideanos. As beta-globulinas sao
constituidas em sua grande maioria por transferrina, uma glicoproteina responsavel pelo controle
da absorcdo do ferro no intestino e a sua distribuicdo no organismo. A ceruloplasmina ¢ uma
alfaglobulina responsavel pelo transporte do cobre € que possui agdo enzimatica sobre as aminas,
fenois, endis e ions ferrosos, através de processos de catalizagdo (BACILA, 2003). As
imunoglobulinas s3o produzidas pelos plasmocitos e linfocitos B, presentes no tecido linféide,
sendo constituidas pelos anticorpos IgG, IgA, IgE, IgD e IgM (BUSH, 2004).

As argilas zeolitas podem ser usadas como adsorventes eficazes de agentes toxicos,
principalmente as aflatoxinas presentes na ragdo (PHILLIPS, 1999). As zedlitas sdo minerais,
naturais ou sintéticos, que apresentam estrutura constituida por canais e cavidades
interconectadas de dimensdes moleculares. A clinoptilolita ¢ uma das 40 espécies de zeolitas
naturais conhecidas. A alta capacidade de absorcdo da clinoptilolita decorre de sua grande
superficie interna, cerca de 300m*/g (LUZ, 1995).

A relagdo albumina/globulina nas aves ¢ um indicador de alta significancia clinica,
para se avaliar a resposta inflamatoéria em caso de enfermidade (KANEKO, 1997). Na presenca
de infecgdes, as relagdes albumina/globulina, se alteram, invertendo-se os valores pelo
incremento que ocorre na concentragdo das imunoglobulinas (BACILA, 2003).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil eletroforético das proteinas
séricas totais de frangos de corte com 42 dias, alimentados com dietas com aflatoxinas e/ou argila

clinoptilolita.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 528 aves da linhagem Ross, machos, provenientes do incubatério do
laboratorio de Avicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM). As aves foram alojadas em 24 boxes, com 22 animais cada. Nos primeiros 21 dias, o
periodo de luminosidade foi de 24 horas. A partir de entdo a iluminagdo passou a ser apenas luz
natural. Durante o experimento a agua foi fornecida a vontade. O fornecimento da ragdo foi
realizado de acordo com a fase de desenvolvimento da ave (Tabela 1).

O desenho experimental foi inteiramente casualizado, com 6 tratamentos e 4
repeti¢des: (T;) Controle: dieta normal, (T,): dieta com Sppm de aflatoxinas, (T3): dieta com
0,25% de clinoptilolita, (T4): dieta com Sppm mais 0,25% de clinoptilolita, (Ts): dieta com 0,5%
de clinoptilolita e (T¢): dieta com Sppm de aflatoxinas mais 0,5% de clinoptilolita.

A constituicao das aflatoxinas utilizadas no experimento foi: 80% B, 12% B,, 5% G;
e 3% Gy, e foram produzidas pelo Laboratério de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI, UFSM), a
partir do Aspergillus parasiticus, cepa NRRL 2999, via fermentagdo do arroz, segundo o método
de SHOTWELL et al (1966). O adsorvente clinoptilolita natural foi fornecido pelo LAPEMI.

Ap6s 42 dias foram retiradas, aleatoriamente, 3 frangos de cada um dos 24 boxes. As
72 aves foram dessensibilizadas com corrente elétrica e imediatamente sacrificadas, sendo
coletados, de cada animal, 10mL de sangue, sem anticoagulante, por pun¢do cardiaca. Apds
centrifugacdo, o soro obtido foi acondicionado e armazenado a -20°C para posterior andlise
eletroforética das proteinas séricas.

A celetroforese foi realizada no Laboratorio de Analises Clinicas LABIMED,
localizado em Santa Maria, Rio Grande do Sul. As proteinas totais foram dosadas no analisador
de quimica seca VITROS 950, a separagdo e a quantificacdo das fragdes das proteinas totais do

soro foram realizadas pela técnica de eletroforese em fita de acetato de celulose, sendo a leitura e



43

o célculo do fracionamento eletroforético realizados no densitdmetro para eletroforese Z — 30/C
com separacdo manual das fragdes protéicas: albumina, alfaglobulinas, beta-globulinas e
gamaglobulinas.

Os dados obtidos foram analisados pelo GLM ANOVA do SAS. Eventuais diferengas

significativas ao nivel de 5% foram comparadas pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados expressos na tabela 2 demonstram as médias das proteinas totais e suas
fragdes protéicas, encontradas no soro de frangos de corte com 42 dias e que receberam dietas
sem e com aflatoxinas e/ou clinoptilolita.

O valor médio da proteina sérica total, encontrado no tratamento 1, foi de 3,43g/dL.
Esse valor ficou proximo de 3,17g/dL, encontrado, nas mesmas condigdes, tanto por BATINA et
al. (2005), quanto por FRANCISCATO (2006), quando realizaram experimentos com
aflatoxinas, na mesma espécie e sexo, porém utilizando raga e adsorvente diferentes. Entretanto,
OGUZ et al. (2002), ao trabalhar com a mesma espécie ¢ linhagem, encontrou 3,04g/dL. A
adicdao de Sppm de aflatoxinas na ragdo, resultou na reducao de 51,90% na sintese de proteina
total. O que expressa uma hipoproteinemia significante (P<0,05). BATINA et al. (2005),
utilizando a mesma dose de aflatoxinas, observaram uma reducdo na sintese de proteina total de
33,69%. FRANCISCATO (2006), observou um declinio de 44,79% na sintese de proteina total,
ao utilizar 3ppm de aflatoxinas. OGUZ et al. (2002), observaram, na proteina sérica total, uma
elevagdo de 12,5%, ao utilizarem 50ppb de aflatoxinas, e uma redugdo de 2,6%, ao utilizarem

100ppb da mesma micotoxina.
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A reducao no nivel de proteinas totais, um dos principais efeitos das aflatoxinas,
ocorre pela inibicdo da sintese protéica (SANTIN, 2000). As aflatoxinas tém a habilidade de se
ligarem de forma covalente com constituintes intracelulares da célula hepatica, principalmente
DNA ¢ RNA, comprometendo a sintese de proteinas (SANTURIO, 2000). Apdés 1 hora da
ingestdo das aflatoxinas, ja ocorre inibi¢do na sintese protéica in vitro, devido a uma acentuada
inibi¢do da RNA-polimerase (SANTIN, 2000). Os efeitos deletérios das aflatoxinas sobre a
sintese de proteina, ndo sdao explicados apenas pela dose de aflatoxinas utilizada. Fatores como
desbalanceamento nutricional, erros de manejo, variagdes extremas na temperatura, condi¢des
das camas utilizadas, assim como a qualidade dos pintos alojados, tém grande importancia na
resposta das aves ao nivel de aflatoxinas exposto (SANTURIO, 2000). Esses fatores ndo tiveram
influéncia durante o experimento. Quanto maior o nivel de estresse, menor serd a dose de
aflatoxinas necessaria para comprometer o desempenho dos animais (DOERR et al., 1983).

As médias das proteinas totais, nos tratamentos em que foram adicionadas
clinoptilolita a racdo, ndo sofreram variagdes significativas (P>0,05). O que demonstra que a
clinoptilolita utilizada como adsorvente, nas duas concentragdes, foi inerte ao organismo durante
sua permanéncia no trato gastrintestinal da ave, corroborando com os dados de PAPAIOANNOU
et al. (2004), quando citam que as dietas suplementadas com zeodlitas sdo bem toleradas pelos
animais.

A dose de aflatoxinas empregada, Sppm, estd no intervalo de letalidade para a espécie
(2 a 6,3ppm), e foi utilizada nessa alta concentracdo para compensar o baixo nivel de estresse
oferecido as aves durante o experimento. A adi¢do da clinoptilolita, nas concentragdes de 0,25 e
0,5%, na racdo contaminada com aflatoxinas, ndo demonstrou resultados significativos na

protecdo da sintese protéica (P>0,05).
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A média da fragdo da albumina encontrada foi de 1,77g/dL, o que representa 51,60%
do total das proteinas séricas. As globulinas somavam 1,66g/dL, respondendo pelos 48,40%
restantes. Esses resultados diferem de BATINA et al. (2005) ¢ FRANCISCATO (2006) que
utilizando métodos cinéticos para a andlise bioquimica das proteinas, encontraram
respectivamente médias de 1,26g/dL e 1,16g/dL para a albumina e 2,45g/dL e 2,01g/dL para as
globulinas. OGUZ et al. (2002), encontraram a média de 1,79g/dL para a albumina. Embora se
trate de animais da mesma espécie, sexo e faixa etaria, essas divergéncias sao justificadas por
RAVEL (1997), quando diz que as diferentes técnicas disponiveis para o fracionamento das
proteinas séricas, podem ndo fornecer valores idénticos para todas as fracdes protéicas ou
proteinas individuais.

As alteragdes observadas nas concentragdes de proteina total se devem primariamente
a aumentos ou diminui¢cdes na concentracdo de albumina. As globulinas t€ém menor influéncia
nessas variagdes (BUSH, 2004). A falta de aminoacidos essenciais a sintese, decorrente de uma
desnutri¢do, pode concorrer para a diminui¢ao dos niveis de albumina (RAVEL, 1997). O efeito
das aflatoxinas nos frangos ¢ maior na fase de crescimento, ou seja, durante os primeiros 21 dias
(SANTURIO, 2000). A composi¢do estimada das dietas basais nas 3 fases de desenvolvimento
das aves ¢ apresentada na tabela 1. Durante os primeiros 21 dias, a propor¢do de proteina
disponivel na racdo foi a mais elevada. A agdo das aflatoxinas foi mais acentuada na fracdo da
albumina, que teve uma diminui¢do de 63,30% em sua concentragdo sérica, ao passar de
1,77g/dL, observado no tratamento 1, para 0,65g/dL, verificado no tratamento 2. As observagdes
de BATINA et al. (2005) indicam uma diminui¢do de 51,60% nos niveis de albumina sérica em
relagdo ao controle. FRANCISCATO (2006), verificou uma diminuigao sérica de 31,90%, nessa
mesma fragdo. OGUZ et al. (2002), observaram a elevagao da albumina, em 9,50% e 8,94%, nos

tratamentos com SO0ppb e 100ppb de aflatoxinas, respectivamente. A clinoptilolita, nas duas
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concentragdes, nao interferiu significativamente na ag¢ao das aflatoxinas, na sintese da albumina
(P>0,05), como mostra a tabela 2.

A média das proteinas, observadas na fragdo das beta-globulinas, foi de 0,64g/dL, o
que corresponde a 18,70% das proteinas totais. A a¢do das aflatoxinas sobre a regido das beta-
globulinas, levou a uma diminui¢do de 45,30% nos seus niveis séricos (P<0,05). Essa diminui¢ao
pode comprometer o transporte do ferro no plasma (BACILA, 2003). Nas aves o ferro plasmatico
se liga apenas a transferrina, sendo rapidamente transferido para as células eritroides da medula
Ossea. A transferrina também pode controlar a absor¢ao de ferro no intestino e a sua distribuicao
no organismo. A média das beta-globulinas ndo inclui o fibrinogénio, que foi consumido na
formacgdo do codgulo. Embora a eletroforese possa ser realizada com o plasma sangiiineo, ¢ muito
mais indicado utilizar o soro, que ndo contém fibrinogénio, justamente porque a presenca do
fibrinogénio pode obscurecer a regido de transi¢do entre a fracdo das beta-globulinas e a fracao
das gamaglobulinas na curva eletroforética (THOMAS, 2000). Essa observacdo ¢ reforgada por
RAVEL (1997), quando diz que o fibrinogénio do sangue ndo totalmente coagulado, pode
produzir um pico, na regido beta, simulando um pico monoclonal.

As alfaglobulinas constituiram 16,33% do total de proteinas séricas encontradas nesse
experimento. O valor médio da fragao alfa dois, 0,44g/dL, ¢ quase 4 vezes maior que o valor
médio da fracdo alfa um, 0,12%. As aflatoxinas reduziram, significativamente (P<0,05), os
niveis séricos nas duas fragdes de alfaglobulinas, sendo a média de 52,30% na fragdo alfa dois e
50% na fragdo alfa um. A diminui¢do das alfaglobulinas ¢ verificada nos estddios finais da
cirrose hepatica (THOMAS, 2000). Tanto a haptoglobina quanto a ceruloplasmina, proteinas da

fragdo alfa, estdo diminuidas nas hepatopatias graves e estados de desnutri¢ao (RAVEL, 1997).
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A analise das gamoglobulinas, revelou que o valor médio das mesmas ¢ de 0,45g/dL,
o que corresponde a 13,12% do total das proteinas séricas. A presenca das aflatoxinas provocou
uma redugdo numérica de 13,3% no nivel desses anticorpos, o que estd de acordo com SWAMY
& DEVEGOWDA (1998), quando afirmam que as aflatoxinas reduzem o nivel dos anticorpos na
circulagdo. A adig¢do da clinoptilolita no tratamento 6, manteve a média da fracdo gama bem
préxima a do controle, sem significancia (P>0,05). Esse resultado difere de MARIN et al. (2003),
quando observaram que o nivel das gamaglobulinas de aves expostas a 70ug/kg de aflatoxinas,
sofreram uma elevacdo de 24,70%, ao subir de 0,73g/dL, no grupo controle, para 0,91g/dL, no
grupo com as aflatoxinas. De acordo com MARIN et al. (2003), o processo inflamatorio
decorrente da exposi¢do a doses subclinicas de aflatoxinas, induziu um discreto aumento na
fragdo das gamaglobulinas.

A imunodepressdo resultante da acdo das aflatoxinas, afeta a capacidade da ave em
sintetizar anticorpos e substdncias humorais como o interferon, a citocina e as proteinas do
sistema complemento (AZZAM & GABAL, 1998). Segundo DEVEGOWDA & MURTHY
(2005), as aflatoxinas além de diminuirem o numero de leucdcitos em circulagdo, também
reduzem suas habilidades de fagocitose. As aflatoxinas afetam o perfil imunoldgico, porém sem
suprimir completamente a producdo de anticorpos (ZAVIERO & CONTRERAS, 2005). Estas
alteracdes diminuem a capacidade do organismo em oferecer resisténcia as enfermidades, o que
compromete as respostas produtivas do lote (PIER, 1992). Os efeitos das aflatoxinas ao sistema
imunolégico da ave expdem o animal a uma infinidade de doencas (SANTIN, 2000).

A relagdo albumina/globulina, conforme demonstrada na tabela 3, foi de 1,2, no
tratamento 1. Esse resultado ¢ semelhante ao de MARIN et al. (2003), que encontrou 1,11, ao

trabalhar com frangos de corte na mesma faixa etaria. Com a adigdo de Sppm de aflatoxinas,
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houve um declinio de 44,60% no indice da albumina/globulina. Essa diminui¢do na relagao
albumina/globulina, tem origem nas diferentes variagdes observadas nas fragcdes da albumina e
das globulinas, o que comprova a acdo das aflatoxinas no figado, unico local de sintese da
albumina. As globulinas, que tém outras fontes de sintese, tiveram uma diminui¢do menos
acentuada nos niveis séricos. A adicdo de clinoptilolita nas duas concentragdes, nao alterou o
indice da relagdo albumina/globulina, porque o adsorvente ndo interferiu na sintese protéica.
Novos estudos serdo necessarios, para elucidar as causas que levaram o adsorvente
clinoptilolita, nas concentragdes de 0,25 e 0,5%, a ndo alcangar um nivel de protecdo mais

elevado, quando utilizado em dietas contendo Sppm de aflatoxinas.

CONCLUSOES

A adigdo de 5ppm de aflatoxinas na dieta de frangos de corte diminui as proteinas
séricas totais, a sintese de albumina e globulinas (fragdes alfa e beta), mas nao afeta o nivel das
gamaglobulinas.

A adicao de clinoptilolita na dieta de frangos de corte, nas concentragdes de 0,25 e
0,5%, nao altera o perfil eletroforético das proteinas séricas totais.

A adicdo de Sppm de aflatoxinas e clinoptilolita, nas concentra¢des de 0,25 e 0,5%,
nas dietas de frangos de corte diminui as proteinas séricas totais, a sintese de albumina e
globulinas (fragdes alfa e beta), mas ndo afeta o nivel das gamaglobulinas.
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Tabela 1 — Composicao estimada das dietas basais da fase inicial, crescimento e final de frangos

de corte.
Fases (dias)
Composicao quimica Inicial Crescimento Final
1-21 22 -36 36 —42
Proteina bruta (%) 22,00 20,00 20,00
Energia metabolizdvel (kcal/kg) 3050 3100 3200
Calcio (%) 1,00 0,96 0,90
Fésforo util (%) 0,45 0,45 0,40
Lisina (%) 1,30 1,17 1,10
Metionina (%) 0,56 0,54 0,52
Metionina + Cisteina (%) 0,92 0,89 0,88
Treonina (%) 0,80 0,71 0,71
Triptofano (%) 0,20 0,22 0,22
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Tabela 2 — Concentragdes séricas de proteinas totais, albumina, alfaglobulina 1 (a1), alfaglobulina 2 (o 2),
beta-globulina (B) e gamaglobulina (y) em frangos de corte alimentados com dietas contendo
aflatoxinas e/ou clinoptilolita natural.

Proteinas

Aflatoxinas Clinoptilolita totais Albumina al (g/dL) o2 (g/dL) B (¢/dL) v (¢/dL)
(ppm) (Vo) (g/dL) (g/dL)
0 0 3,43£0,42° 1,77+0,21* 0,12+0,04% 0,4440,16* 0,64+0,13* 0,45+0,21
5 0 1,65+0,78° 0,65+0,38° 0,06+0,05° 0,21+0,12° 0,35+0,14° 0,39+0,18
0 0,25 3,36+0,40° 1,75+0,14* 0,16£0,07° 0,37+0,09%° 0,55+0,12%° 0,53+0,23
5 0,25 1,65+088° 0,70+0,50° 0,06+0,05° 0,22+0,11°  0,34+0,14° 0,33+0,15
0 0,5 3,45+0,35* 1,80+0,18* 0,16+0,08* 0,45+0,07* 0,57+0,16™ 0,46+0,15
5 0,5 2,01+0,76° 0,82+0,36° 0,08+0,08° 0,25+0,11% 0,42+0,15° 0,44+0,20

Médias, nas colunas, seguidas de letras diferentes, sdo estatisticamente significativas (P<0,05), pelo teste de

Tukey.
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Tabela 3 — Relagdo albumina/globulina, observada no soro de frangos de corte alimentados com

dietas contendo aflatoxinas e/ou clinoptilolita natural.

Aflatoxinas Clinoptilolita Albumina Globulinas Relagao
(ppm) (%) (g/dL) (g/dL) A/G
0 0 1,77£0,21° 1,660,17 1,12+0,08"
5 0 0,65+0,38" 1,00+0,19° 0,62+0,05°
0 0,25 1,75+0,14° 1,61+0,09% 1,110,03
5 0,25 0,70+0,50° 0,95+0,17° 0,68+0,09°
0 0,5 1,80+0,18° 1,64+0,05 1,100,02
5 0,5 0,82+0,36" 1,19+0,19% 0,60+0,03°

Médias, nas colunas, seguidas de letras diferentes, sdo estatisticamente significativas
(P<0,05), pelo teste de Tukey.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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