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RESUMO

Um dos desafios existentes na producéo avicola é a contaminacao dos alimentos por
micotoxinas, que afetam a saude e o desempenho das aves e geram, portanto, perdas
econbmicas significativas. As micotoxinas deoxinivalenol (DON) e fumonisina Bl
(FB1) comprometem a saude intestinal, o sistema imunologico e o desempenho das
aves, além de aumentar a susceptibilidade a doencas. Diante desse cenario,
estratégias eficazes para minimizar esses efeitos sdo essenciais. Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do uso de um inativador de
micotoxinas a base de Saccharomyces cerevisiae sobre o desempenho,
caracteristicas morfoldgicas intestinais e variaveis bioquimicas de frangos de corte
alimentados com ragfes contaminadas com as micotoxinas DON (3 ppm) e FB1 (30
ppm). Foram utilizados 450 frangos de corte machos com um dia de idade, que foram
distribuidos em seis tratamentos com sete repeticdes de 15 aves cada, conforme
segue: CN — Controle negativo (racdo sem contaminacéo); CP — Racdo contaminada
com DON e FB1; CP+D500 — Ragao contaminada + Produto inativador 500 mg/kg;
CP+D750 — Ragéao contaminada + Produto inativador 750 mg/kg; CP+D1000 — Racé&o
contaminada + Produto inativador 1000 mg/kg; CN+D1000 - Racdo sem
contaminagdo + Produto inativador 1000 mg/kg. O desempenho zootécnico foi
mensurado nos periodos de 1 a 21, 1 a 35 e 1 a 42 dias. Amostras de sangue foram
coletadas aos 42 dias de idade para andlises de indicadores de estresse oxidativo e
a relacdo esfingosina/esfinganina, no mesmo dia foi realizada a eutanasia de cinco
aves para coleta de amostras do figado destinadas a mensuracdo de marcadores de
estresse oxidativo e amostras do epitélio intestinal para histopatologia (altura de
vilosidade e profundidade de cripta). O consumo de ragdo das aves nao foi afetado
pelos tratamentos em nenhum dos periodos de criacdo, entretanto, as aves nao
desafiadas com as micotoxinas apresentaram maior ganho de peso. As aves dos
grupos CP e CP+D500 tiveram as piores conversdes alimentares (CA) em todas as
fases de criacdo, porém, as aves dos grupos CP+750 e CP+1000 nao diferiram das
dos grupos ndo contaminados. Constatou-se um aumento de ROS no figado e maior
relacdo esfingosina/esfinganina nas aves do CP em relagdo aos demais grupos, ja
para TBARS também se observou um aumento nas aves do CP em relacédo as dos
grupos CN, CP+D750, CP+D1000 e CN+D1000. As aves dos grupos CN+D1000 e

CP+D1000 tiveram o maior tamanho de vilosidade intestinal em relagcdo aos demais



tratamentos. Ja a maior profundidade de cripta foi observada nas aves do CN+D1000
e CP+D1000 em comparacdo as do CN. Conclui-se que o consumo de micotoxinas
prejudicou o desempenho e elevou o estresse oxidativo das aves. Porém, a adicao de
1000 mg/kg do produto testado minimizou os efeitos negativos observados na CA e o
estresse oxidativo causado por DON e FB1, além de proporcionar maiores tamanhos

de vilosidades intestinais nos frangos de corte.

Palavras-chave: Levedura; Relacdo Esfingosina/Esfinganina; Perfil Oxidativo.



ABSTRACT

One of the challenges in poultry production is food contamination by mycotoxins, which
affect the health and performance of birds and therefore result in significant economic
losses. Mycotoxins deoxynivalenol (DON) and fumonisin B1 (FB1) compromise
intestinal health, the immune system, and bird performance, increasing susceptibility
to diseases. Given this scenario, effective strategies to minimize these effects are
essential. In this context, the present study aimed to evaluate the effects of using a
mycotoxin inactivator based on Saccharomyces cerevisiae on the performance,
intestinal morphological characteristics, and biochemical variables of broilers fed with
feed contaminated with DON (3 ppm) and FB1 (30 ppm) mycotoxins. A total of 450
one-day-old male broilers were used, which were divided into six treatments with seven
replicates of 15 birds each, as follows: CN — Negative control (uncontaminated feed);
CP — Feed contaminated with DON and FB1; CP+D500 — Contaminated feed +
Inactivator product 500 mg/kg; CP+D750 — Contaminated feed + Inactivator product
750 mg/kg; CP+D1000 — Contaminated feed + Inactivator product 1000 mg/kg;
CN+D1000 — Uncontaminated feed + Inactivator product 1000 mg/kg. Zootechnical
performance was measured during the 1-21, 1-35, and 1-42 day periods. Blood
samples were collected at 42 days of age for oxidative stress indicator analysis and
sphingosine/sphinganine ratio, and on the same day, euthanasia of five birds was
performed to collect liver samples for oxidative stress marker measurements and
intestinal epithelium samples for histopathology (villous height and crypt depth). The
birds' feed consumption was not affected by the treatments in any of the rearing
periods; however, birds not challenged with mycotoxins showed greater weight gain.
Birds in the CP and CP+D500 groups had the worst feed conversion ratios (FCR) in
all rearing phases, but birds in the CP+750 and CP+1000 groups did not differ from
those in the uncontaminated groups. An increase in ROS was observed in the liver and
a higher sphingosine/sphinganine ratio in CP birds compared to the other groups, and
an increase in TBARS was also observed in CP birds compared to CN, CP+D750,
CP+D1000, and CN+D1000 groups. Birds in the CN+D1000 and CP+D1000 groups
had the largest intestinal villous sizes compared to the other treatments. The greatest
crypt depth was observed in birds from the CN+D1000 and CP+D1000 groups
compared to CN. In conclusion, mycotoxin consumption impaired bird performance

and increased oxidative stress. However, the addition of 1000 mg/kg of the tested



product minimized the negative effects observed in FCR and the oxidative stress

caused by DON and FB1, as well as providing larger intestinal villi sizes in broilers.

Keywords: Yeast; Sphingosine/Sphinganine Ratio; Oxidative Profile.
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1 INTRODUCAO

Os frangos de corte enfrentam problemas relacionados a sua producéo,
como bem-estar animal, manejo e questdes sanitarias. As micotoxinas sao um
desafio e seus impactos sdo perceptiveis, pois ndo existem limites seguros para
a avicultura industrial lidar com essa situagéo. Portanto, o controle efetivo dessas
micotoxinas sao essenciais (MALLMANN; MALMANN, 2020).

Os prejuizos econbmicos, sanitarios e comerciais gerados pelas
micotoxinas acarretam um grande problema na avicultura. Quando ingeridas a
partir de alimentos contaminados, ocorre a diminuicdo do desempenho produtivo
por atingir diversos 6rgaos e sistemas, além de afetar o sistema imune (AWUCHI
et al., 2022). As micotoxinas podem promover estresse oxidativo e comprometer
a integridade intestinal, ocorrendo menor absorcéo dos nutrientes ingeridos (KIM
et al., 2019).

A fumonisina, importante micotoxina na producdo animal, pode causar
destruicdo das jun¢des de oclusédo (YUAN et al., 2019), induzindo a uma disbiose
e processos inflamatérios intestinais (ZHAI et al., 2022). Seus efeitos toxicos
incluem a carcinogenicidade, neurotoxicidade, apoptose, imunotoxicidade, entre
outros (QU et al., 2022).

Jéa a micotoxina Deoxinivalenol afeta a atividade ribossomal resultando em
deficiéncia da sintese proteica e alteracdo mitocondrial (WANG et al., 2018).
Essas alteragbes podem modificar a barreira intestinal, diminuindo o transporte
de nutrientes e tornando o animal mais susceptivel as bactérias patogénicas
comprometendo sua performance (CHEN; LI; LIN, 2017).

Uma importante estratégia para reduzir a biodisponibilidade das
micotoxinas no trato gastrointestinal dos animais é o uso de métodos biolégicos,
como adsorventes e modificadores de micotoxinas produzidos com enzimas,
fungos e bactérias (KEPINSKA-PACELIK; BIEL, 2021), geralmente com menor
toxicidade, impacto na qualidade nutricional e nas caracteristicas sensoriais da
racdo, reduzindo os efeitos negativos sofridos pelas micotoxinas. A parede
celular da levedura Saccharomyces cerevisiae € um exemplo, pois tem potencial
de adsorver micotoxinas pela interagdo com a sua parede celular (PEIVASTEH-
ROUDSARI et al., 2022).
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A eficacia de um adsorvente é demonstrada pela sua capacidade de se
ligar a uma ou mais micotoxinas no trato gastrointestinal do animal e permanecer
ligado até ser eliminado (YIANNIKOURIS et al.,, 2021). Além disso, a S.
cerevisiae pode promover a biotransformacao das micotoxinas, resultando em
metabdlitos atdxicos. Nesse processo, proteinas extracelulares ou enzimas
desempenham um papel importante na inativacdo das micotoxinas (LIU; XIE;
WEI, 2022).

A utilizagdo da S. cerevisiae em dietas contaminadas com micotoxinas, ja
demonstrou ser capaz de aumentar as vilosidades intestinais das aves
(WEAVER et al.,, 2022), reduzir bactérias patogénicas (KIM et al., 2019),
melhorar o desempenho e digestibilidade dos nutrientes, além de ter efeito
protetor no figado (HOLANDA,; KIM, 2020).

Nesse contexto, o0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do uso de
um produto adsorvente/inativador enzimatico de micotoxinas composto por
lisado de Saccharomyces cerevisiae sobre o desempenho, caracteristicas
morfoldgicas intestinais e variaveis bioquimicas de frangos de corte alimentados

com racdes contaminadas com as micotoxinas DON (3 ppm) e FB1 (30 ppm).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICOTOXINAS

As aves de corte, juntamente com outras espécies avicolas, enfrentam
uma suscetibilidade significativa & contaminacdo por micotoxinas, as quais sdo
encontradas principalmente nos graos utilizados como alimento animal. A
presenca dessas micotoxinas pode ocasionar impactos negativos na saude e no
desempenho das aves, a0 mesmo tempo em que aumenta 0S custos de
producgéo. Devido aos seus efeitos imunossupressores, as micotoxinas podem
comprometer as respostas vacinais, agravando o surgimento de doencas. Além
disso, elas interferem na saude intestinal, prejudicando a absorcédo adequada de
nutrientes essenciais (DILKIN, 2021). Assim, é essencial adquirir um
conhecimento aprofundado sobre as micotoxinas e explorar alternativas viaveis
para mitigar seus efeitos adversos.

As micotoxinas sdo metabdlitos toxicos produzidos por diversas espécies
de fungos, entre os principais estdo Aspergillus, Penicillum e Fusarium.
Condicbes como alta umidade, temperatura elevada e falhas nas praticas
agricolas e de armazenamento propiciam o desenvolvimento desses fungos.
Embora a presenca de fungos ndo seja indicativa de altas concentracfes de
micotoxinas nos graos, a realizacdo de andlises laboratoriais permite avaliar os
niveis de contaminacédo (TIBOLA; FERNANDES, 2020). Em climas tropicais e
subtropicais, como € o caso do Brasil, as condi¢cdes de umidade e temperatura
sao especialmente favoraveis para o crescimento fangico (MALLMANN; DILKIN,
2007).

As classes de micotoxinas mais prevalentes e relevantes séo: as
aflatoxinas, produzidas pelo fungo do género Aspergillus, as ocratoxinas pelo
género Aspergillus e Penicillum e as fusariotoxinas que sdo o0s tricotecenos,
zearalenona e fumonisinas, produzidas pelo género Fusarium (PEREIRA;
CUNHA; FERNANDES, 2019). A presenca dessas micotoxinas representa um
consideravel risco para a saude animal e para toda a cadeia alimentar,
especialmente em vista do aumento da populagéo e da demanda por alimentos,

0 que leva a oferta de grdos de baixa qualidade e subprodutos aos animais,
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aumentando as chances de contaminacdo. Nesse contexto, é crucial o
desenvolvimento de tecnologias de diagndsticos rapidos e eficientes, a fim de
garantir a oferta de alimentos de qualidade e permitir acdes preventivas antes da
ingestdo, como a inclusdo de produtos antimicotoxinas. Isso se torna
fundamental, pois os impactos causados por esses metabdlitos comprometem o
desenvolvimento e a produtividade dos animais (PINOTTI et al., 2016).

Os efeitos negativos das micotoxinas nos animais Sao extremamente
preocupantes e podem ter um impacto significativo em seu desempenho e
saude. Estudos tém demonstrado que as micotoxinas tém potencial de afetar
negativamente o desempenho dos animais, promovendo estresse oxidativo e
comprometendo a integridade da parede intestinal, o que resulta em uma
diminuicdo na absorcdo de nutrientes (KIM et al., 2019). Além disso, as
micotoxinas tém sido associadas a alteracbes na microbiota intestinal dos
animais. Seus efeitos citotdxicos e pro-inflamatorios na mucosa intestinal e nas
células imunes podem levar a modificacdes indesejaveis na composicdo da
microbiota intestinal (GUERRE, 2020).

O uso de produtos antimicotoxinas tem efeitos positivos na perfomance
produtiva dos animais contaminados com micotoxinas (GROFF-URAYAMA et
al., 2022), a adicdo desses produtos na dieta das aves € uma estratégia para
assegurar a qualidade e o desempenho dos animais em condi¢cdes de

contaminagao por micotoxinas.
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Figura 1 - Estrutura quimica das micotoxinas Fumonisina B1 e Deoxinivalenol.
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Fonte: LYAGIN; EFREMENKO (2019).

2.2 FUMONISINAS

As fumonisinas foram relatadas pela primeira vez em 1988, derivadas de
culturas do Fusarium moniliforme MRC 826, com alta toxicidade e
carcinogenicidade (GELDERBLOM et al., 1988). No mesmo ano, a estrutura
quimica das fumonisinas foi apresentada instituindo os nomes de fumonisina B1
(FB1) e B2 (FB2) (BEZUIDENHOUT et al., 1988). Para as espécies de aves e
mamiferos a FB1 é considerada a mais téxica das fumonisinas (GAO et al.,
2023).

Essas micotoxinas sdo altamente sollveis em agua e possuem
estabilidade a temperatura, assim, demonstram-se estaveis em condicbes
variadas, os processos quimicos e fisicos podem néo ser eficazes para remover
as micotoxinas dos graos (QU et al., 2022).

Os efeitos toxicos causados pelas fumonisinas sédo variados, como
carcinogenicidade, neurotoxicidade, apoptose, imunotoxicidade, autofagia, entre
outros. Essa toxicidade pode ser causada pela modulacdo do metabolismo do
esfingolipidio e a inducdo do estresse oxidativo. A estrutura da fumonisina (FUM)
é similar a esfingosina (So) e esfinganina (Sa), demonstrado na Figura 2, que
sao componentes importantes da esfingomielina (QU et al., 2022). A esfinganina
e esfingosina, principais componentes do esfingolipidio, agem na regulacédo das
funcdes celulares, como a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose. Devido a
similaridade da molécula da Fumonisina com a Sa e So, a FUM compete com a

Sa e So na sintese da ceramida, dificultando a sintese de esfingolipidios. Essa
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inibicdo da sintese da ceramida faz com que haja aumento de esfinganina e de
esfingosina, levando ao acumulo de metabdlitos 1-fosfato de Sa/So, envolvidos
no crescimento e sinalizacdo antiapoptose via receptores celulares, assim como
o decréscimo do fluxo de esfingolipidios (LUMSANGKUL et al., 2019).

Figura 2 - Semelhancas das estruturas quimicas das moléculas de Fumonisina,

esfinganina e esfingosina.
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Fonte: QU et al (2022).

Os efeitos toxicos das fumonisinas em animais sdo preocupantes devido
ao seu carater cumulativo, podendo ocorrer acimulo dessas substancias no
figado e musculos (TARDIEU et al., 2019). Além disso, estudos apontam para
um aumento significativo nos niveis de So e Sa em decorréncia da exposi¢ao
prolongada a baixas doses de fumonisinas (BENLASHER et al., 2012)
(LAURAIN et al., 2021). Essas descobertas destacam a importancia de monitorar
e controlar a presenca de micotoxinas na alimentacao animal para evitar danos
a saude e prejuizos na producéo animal.

O figado e os rins desempenham um papel crucial na retencdo das
toxinas, sendo 0s principais 0rgaos responsaveis por esse processo. Contudo,
além desses oOrgaos, a FB1 pode ser encontrada em outras partes do corpo,
COmo Nno soro sanguineo e outros tecidos. As interagdes entre a FB1 e o
colesterol estdo envolvidas na absorgao intestinal de FB1 e na sua excrecao
biliar. A FB1 pode transitar de um ambiente aquoso para um lipidico, juntamente
com o colesterol e os sais biliares, como o sédio taurocolato, essa interagdo do

colesterol e sais biliares, resulta na incorporacdo de FB1 em micelas mistas no
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limen intestinal, que facilitam a absorcao intestinal da FB1 presente na dieta
(MAHFOUD et al., 2002).

A fumonisina B1l, quando presente em altas concentracdes, tem sido
associada ao aumento do estresse oxidativo e a deterioracdo da barreira
intestinal, resultando no aumento da permeabilidade causada pela destruicdo
das juncdes de oclusédo (YUAN et al., 2019), que induz a processos inflamatorios
e disbiose (ZHAI et al.,, 2022). Assim como, a interacdo da FB1l com
deoxinivalenol, mesmo em niveis baixos, pode causar altera¢cdes na microbiota
e afetar a resposta imunolégica do intestino, aumentando a predisposi¢éo para
o desenvolvimento de enterite necrética (SHANMUGASUNDARAM et al., 2023).

A exposicédo as fumonisinas resulta em diminuicdo dos niveis de proteinas
das juncdes de oclusédo, incluindo ocludina, claudina-1, claudina-4 e zona
ocludente. Essa redugdo indica que as micotoxinas podem comprometer a
integridade da barreira intestinal, aumentando a permeabilidade e,
conseguentemente, a exposicao a bactérias patogénicas, como a Salmonella
(LIU et al., 2023). Além disso, outros efeitos adversos podem ocorrer, coOmo o
desprendimento das camadas epiteliais, atrofia das glandulas intestinais e
necrose. Assim como, a expressdo anormal de citoquinas inflamatorias que

indicam a presenca de processos inflamatorios intestinais (LI et al., 2020).

2.3 DEOXINIVALENOL

O deoxinivalenol (DON) é uma micotoxina produzida por fungos do género
Fusarium spp. E pertence a familia dos tricotecenos. Essa substancia é
caracterizada por sua estrutura organica polar, apresentando trés grupos de
hidroxila livres (-OH) associados a sua toxicidade (RIAHI et al., 2021). A
producdo da DON pode ocorrer em diversos tipos de graos, especialmente
agueles cultivados durante o inverno, quando as condi¢bes de temperatura e
umidade séo favoraveis ao crescimento dos fungos. O mecanismo de acdo
dessa micotoxina baseia-se na inibicdo da sintese proteica e na interferéncia da
sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA), o que
afeta 0 metabolismo e a multiplicagcéo celular (MALLMANN; DILKIN, 2007).
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A molécula de DON possui caracteristicas de termoestabilidade e € capaz
de resistir a baixos niveis de pH (WOLF; BULLERMAN, 1998). Em nivel
molecular, DON afeta a atividade ribossomal ligando-se a subunidade 60S e
induzindo estresse ribotdxico. Isso resulta em deficiéncia na sintese proteica e
provoca alteracdes na estrutura mitocondrial. Além disso, a DON promove a
ativacdo das proteinas quinases, comprometendo a proliferacdo celular e
levando a apoptose (WANG et al., 2018).

A alimentacgéo de animais com DON pode resultar em uma diminui¢éo no
consumo e, consequentemente, prejudicar o desempenho deles. Além disso,
essa substancia tem o potencial de alterar o perfil bioquimico, a morfologia
intestinal e a expressdo de RNA mensageiro de transporte de nutrientes (WU et
al., 2015). Essas mudancas podem levar a uma modificacdo na barreira
intestinal, tornando os animais mais suscetiveis a doencas e comprometendo
sua performance. A exposicdo a DON também pode levar a um aumento
esplénico, maior incidéncia de apoptose e danos ao DNA, afetando o sistema
imunoldgico dos animais (CHEN; LI; LIN, 2017).

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um numero
impar de elétrons em sua camada eletrdnica mais externa, o que confere a eles
uma alta reatividade. Eles podem ser formados durante processos de oOxido-
reducdo, no qual podem doar um elétron, oxidando-se, ou receber um elétron,
reduzindo-se. Os radicais livres sdo produzidos naturalmente pelo organismo,
sendo as mitocéndrias a principal fonte endégena dessa producdo. Porém,
fontes externas, como as micotoxinas, podem induzir a formacéo de radicais
livres. Os radicais livres em que o elétron é desemparelhado nos atomos de
oxigénio denominam-se espécies reativas ao oxigénio (ROS) (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

O estresse oxidativo é a condicao decorrente do desequilibrio entre as
espécies reativas ao oxigénio (ROS) e o sistema antioxidante, quando a

producdo de ROS excede a capacidade antioxidante do organismo, pela
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estimulacdo das micotoxinas, as mitocondrias produzem radicais livres que
podem gerar maior estresse oxidativo e citotoxicidade (CHEN et al., 2021). O
aumento de estresse oxidativo pode ocorrer quando tecidos sao lesados,
produzindo altas quantidades de espécies reativas de oxigénio, pois os tecidos
lesados produzem aumento de enzimas geradoras de radicais livres, ativagédo de
fagdcitos ou interrupcdo nas cadeias de transporte de elétrons da fosforilacéo
oxidativa (ROCK et al., 1996).

O resultado do estresse oxidativo sédo danos nas proteinas, lipidios e DNA,
prejudicando as membranas celulares e causando disfungbes mitocondriais,
levando a inflamacao intestinal e diminuindo a capacidade de absorcdo dos
nutrientes (MISHRA; JHA, 2019). O dano peroxidativo causado aos lipidios pelo
estresse oxidativo pode ser mensurado através do parametro de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (OAKES; VAN DER KRAAK, 2003).

As micotoxinas tem a capacidade de induzir o estresse oxidativo. A
micotoxina DON exerce seu efeito prejudicial por desencadear processos de
peroxidagdo lipidica e estresse oxidativo, por causar danos significativos as
mitocéndrias e aos hepatécitos (AWAD et al., 2014). Por sua vez, a fumonisina
atua aumentando a producédo de ROS ao inibir o complexo | mitocondrial, o que
resulta em estresse oxidativo (DOMIJAN; ABRAMOV, 2011). Esses mecanismos
tém um impacto negativo na salde e no funcionamento celular dos animais e
podem ser associados a uma série de disfuncbes e distlrbio fisiolégicos que
afetam os animais. Portanto, é essencial compreender esses efeitos e

implementar estratégias para protecdo desses danos.

2.5 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Saccharomyces cerevisiae € um organismo unicelular pertencente aos
fungos, essa levedura é utilizada para diversas pesquisas e usos industriais
(PARAPOULI et al., 2020). A parede celular da levedura € composta por duas
camadas, constituidas principalmente por polissacarideos como b-glucanas,
mananas e quitina. Essa composi¢ao pode variar dependendo de fatores como

pH, temperatura e niveis de oxigenacdo, 0 que pode afetar algumas



24

propriedades funcionais da parede celular. O uso de leveduras apresenta um
grande potencial na reducdo dos danos causados pelas micotoxinas
(FOCHESATO et al., 2020).

Existem dois mecanismos pelos quais as leveduras podem remover as
micotoxinas: adsorcéo e biotransformacao. No caso da adsor¢géo, componentes
da parede celular, como peptideoglicanos, glucamananos e B-D-glucanos,
adsorvem rapidamente, sem causar mudancas quimicas no substrato. No
entanto, essa adsorcdo pode ser reversivel. Os oligossacarideos como b 1-3
glucanos e proteinas mananas desempenham um papel importante como sitio
de ligacao para micotoxinas (LIU; XIE; WEI, 2022).

Por outro lado, a biotransformacgéo € um processo permanente, resultando
em metabdlitos atdxicos. Nesse processo, proteinas extracelulares ou enzimas
desempenham um papel importante na degradacao das micotoxinas (LIU; XIE;
WEI, 2022). A biotransformacdo pode envolver diferentes reacdes, como a
reducdo de grupos carbonila cetona, modificacdo de grupos hidroxila fendlicos,
hidrélise de anéis de lactona ou a formacdo de conexBes com glutationa,
desaminacdo ou descarboxilacdo (PIOTROWSKA, 2021). Esses processos
bioquimicos contribuem para a transformacéo das micotoxinas em substancia
nao toxicas.

A S. cerevisiae também possui a capacidade de atuar como prébiotico
benéfico para a salde intestinal, gracas aos mananoligossacarideo (MOS)
derivada de sua parede celular. A MOS pode se ligar as bactérias patogénicas,
reduzindo sua colonizacdo no intestino dos animais, consequentemente,
melhorando a microbiota intestinal. Esse efeito resulta em uma melhora da saude
intestinal, além de promover a absor¢cdo de nutrientes e fortalecer o sistema
imunoldgico dos animais (TENG; KIM, 2018).
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3 ARTIGO 1: USO DE BLEND INATIVADOR DE MICOTOXINAS EM DIETAS
DE FRANGOS DE CORTE CONTAMINADAS POR DEOXINIVALENOL E
FUMONISINA

3.1 INTRODUCAO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios téxicos produzidos por
algumas espécies de fungos. Devido a sua estabilidade quimica, muitas
micotoxinas conseguem sobreviver em diversas condicbes presentes nos
alimentos. A producdo desses metabdlitos pode ocorrer tanto no campo como
durante o periodo pdés-colheita, transporte e armazenagem (AWUCHI et al.,
2022). A ingestao de micotoxinas pode resultar em efeitos agudos ou cronicos e
causar problemas como carcinogénese, mutagénese, teratogénese e
estrogénese. Essas doencas causadas pela ingestdo de micotoxinas séo
conhecidas como micotoxicoses (PEIVASTEH-ROUDSARI et al., 2022).

Dentre as micotoxinas capazes de provocar micotoxicose nos animais,
podemos citar a deoxinivalenol (DON) e a fumonisina (FUM), de importancia na
producdo animal, ambas produzidas por fungos da espécie Fusarium spp. A
DON ja demonstrou prejudicar o desempenho das aves, diminuir o comprimento
das vilosidades, afetar a absorcdo de nutrientes (SANTOS et al.,, 2021),
comprometer a resposta imune (GUO et al., 2021) e induzir ao estresse oxidativo
(RIAHI et al., 2021).

Por sua vez, as fumonisinas, devida a sua similaridade com a esfingosina
e esfinganina, dificultam a sintese de esfingolipidios, acumulando metabdlitos e
desregulando as fung¢des celulares, como proliferacéo, diferenciacao e apoptose
(LUMSANGKUL et al., 2019). A relacao esfingosina/esfinganina é utilizado como
biomarcador do fator de exposicdo as fumonisinas. Essa micotoxina também
induz ao aumento do estresse oxidativo e prejudica a barreira intestinal,
aumentando a permeabilidade intestinal (YUAN et al, 2019), e
conseguentemente, a exposicao a bactérias patogénicas (LIU et al., 2023). Para
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as espécies de aves e mamiferos a FB1 é considerada a mais toxica das
fumonisinas (GAO et al., 2023).

Estudos tém sido realizados para encontrar alternativas que diminuam os
efeitos adversos das micotoxinas. Esses produtos interagem com as micotoxinas
e dificultam sua absorcdo pelo trato gastrointestinal, tornando-as menos
disponiveis para o organismo. Um adsorvente efetivo para as micotoxinas €&
baseado na parede celular de levedura, que demonstrou capacidade de adsorver
diferentes grupos de micotoxinas (YIANNIKOURIS et al., 2021). Nesse contexto,
a parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae tem demostrado efeitos
antimicotoxinas devido aos componentes mananoligossacarideos (MOS) ou sua
forma esterificada B-D-glucano (COLOVIC et al., 2019).

Bruinenberg e Castex (2022), relataram que a S. cerevisiae teve a
capacidade de adsorver uma quantidade significativa da micotoxina DON in vitro,
além de reduzir sua concentracdo no plasma sanguineo. Chleicz e Slizewska
(2020) também observaram a capacidade da S. cerevisiae de reduzir a
concentracéo in vitro da Fumonisina B1 e B2.

Existem dois mecanismos pelos quais as leveduras podem remover as
micotoxinas: adsorcédo e biotransformacao. No caso da adsor¢cdo, componentes
da parede celular, como peptideoglicanos, glucamananos e B-D-glucanos,
adsorvem rapidamente, sem causar mudancas quimicas no substrato. No
entanto, essa adsorcdo pode ser reversivel. Os oligossacarideos como b 1-3
glucanos e proteinas mananas desempenham um papel importante como sitio
de ligacao para micotoxinas (LIU; XIE; WEI, 2022).

Por outro lado, a biotransformacgéo € um processo permanente, resultando
em metabdlitos atdxicos. Nesse processo, proteinas extracelulares ou enzimas
desempenham um papel importante na degradacao das micotoxinas (LIU; XIE;
WEI, 2022). A biotransformacao pode envolver diferentes reagdes, como a
reducdo de grupos carbonila cetona, modificacdo de grupos hidroxila fendlicos,
hidrolise de anéis de lactona ou a formacdo de conexdes com glutationa,
desaminacdo ou descarboxilacdo (PIOTROWSKA, 2021). Esses processos
bioguimicos contribuem para a transformagédo das micotoxinas em substancia

nao toxicas.
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Estudos realizados por Arif et al. (2020), constataram que a adicdo de
Saccharomyces cerevisiae em ra¢des contaminadas com micotoxinas resultou
em melhor desempenho zootécnico, maior eficiéncia produtiva e aumento da
imunidade das aves. A bioadsor¢cdo promovida pela parede de S. cerevisiae é
influenciada pelo pH, a presenca da bile e a temperatura, demonstrando ser
capaz de sobreviver ao ambiente do trato gastrointestinal dos animais. Isso pode
melhorar o desempenho ao reduzir a biodisponibilidade das micotoxinas no
intestino e atuar como prebiotico (ARMANDO et al., 2012).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar se a adi¢éo de lisado
de parede celular de Saccharomyces cerevisiae é capaz de minimizar os efeitos
negativos sobre o desempenho zootécnico e saude de frangos de corte
alimentados com ra¢des contaminadas com Deoxinivalenol (DON) e Fumonisina
B1 (FB1).

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Produto

O produto comercial utilizado para este estudo € composto por lisado de
parede celular de Saccharomyces cerevisiae (86%), Fumonisina Esterase (10%)
e Zeolita/Bentonita (4%).

3.2.2 Producéao de micotoxinas

As micotoxinas utilizadas foram produzidas pela empresa Micotec, de
Piracicaba — SP. Para a producédo da Fumonisina B1, um isolado de Fusarium
verticillioides foi cultivado em arroz. A fermentacao foi realizada em frascos de
Erlenmeyer com capacidade de 500 ml, aos quais foram adicionados 100 g de
arroz. O arroz foi umedecido com agua corrente (atividade de agua >0,97) e

autoclavado a 121 -C por 1 hora. O arroz autoclavado foi inoculado com 2 ml de
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suspensao de conidios (1 x 10° conidios por ml). A suspensédo de conidios foi
obtida de col6nias de F. verticillioides crescendo em agar batata-dextrose por 15
dias a 25°C. Apds a inoculacgéo, os frascos foram mantidos estaticos por 28 dias
a 25°C. Posteriormente, o fermento foi seco e moido para ser usado para
contaminar artificialmente as ragbes. As concentracdes de fumonisina e
deoxinivalenol no material fermentado moido foram mensuradas usando

cromatografia liquida com deteccao por espectrometria de massa HPLC/MS/MS.

3.2.3 Animais e delineamento experimental

O protocolo experimental foi analisado e aprovado pela comissao de ética
no uso de animais institucional (CEUA/UDESC — Protocolo 6577200720). Foram
utilizados 450 pintainhos machos de um dia de vida da linhagem Cobb 500, que
foram criadas no periodo de um a 42 dias de idade. As aves foram distribuidas
em um delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e sete
repeticdes por tratamento, com 15 aves cada. As aves foram mantidas em boxes
de 2 m?, sobre cama de maravalha e submetidas a um programa de luz em
conformidade com o manual da linhagem.

Os tratamentos foram divididos da seguinte forma:

CN — Dieta controle negativo (sem contaminac¢ao);

CP — Dieta contaminada com 3 ppm de DON e 30 ppm de FB1 (controle
positivo);

CP+D500 — Dieta contaminada com 3 ppm de DON e 30 ppm de FB1 +
Produto inativador 500 mg/kg;

CP+D750 — Dieta contaminada com 3 ppm de DON e 30 ppm de FB1 +
Produto inativador 750 mg/kg;

CP+D1000 — Dieta contaminada com 3 ppm de DON e 30 ppm de FB1 +
Produto inativador 1000 mg/kg;

CN+D1000 — Dieta controle negativo + Produto inativador 1000 mg/kg.

As ragbes foram misturadas em um misturador tipo horizontal com

capacidade para 150 kg e em seguida analisadas por cromatografia liquida com
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deteccdo por espectrometria de massa (HPLC - MS / MS) para detec¢ao das
concentracfes das micotoxinas.

A racao basal usada no presente estudo foi formulada a base de milho e
farelo de soja, de acordo com as composi¢cées dos alimentos e exigéncias
nutricionais descritas nas Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (ROSTAGNO
et al., 2017). Agua e racéo foram fornecidas ad libitum durante todo o periodo

experimental, por meio de bebedouros tipo nipple e comedouros tipo tubular.

3.2.4 Performance

As aves e as racfes foram pesadas nos dias 1, 21, 35 e 42 do experimento
com o uso de uma balanca digital. De posse desses dados foram determinados
0 peso médio (PM) e o ganho de peso (GP), obtido pela seguinte férmula: peso
final menos o peso inicial do grupo. O consumo de racao (CR) (g/ave/dia) foi
obtido por meio da diferenca entre a racdo fornecida no inicio e as sobras
pesadas ao final de cada periodo. Ja a conversao alimentar (CA) foi calculada

pelo consumo médio de racdo dividido pelo ganho de peso das aves.

3.2.5 Coletade amostras

Aos 42 dias, a coleta de sangue das aves foi realizada de forma manual,
utilizando uma seringa de 1 ml para obter o sangue da veia ulnar. Esse sangue
foi colocado em tubos sem anticoagulante para obtenc&o do soro. Em seguida,
o material foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos, separando o soro, que foi
coletado e congelado a -20°C para as analises de esfingosina e esfinganina.

No mesmo dia, uma ave por unidade experimental (n = 5/ tratamento) foi
eutanasiada, seguindo as normas de bem-estar animal e as diretrizes de pratica
de eutanasia segundo a Resolucdo Normativa CONCEA de 2018. Em seguida,
o figado foi coletado, homogeneizado em solugéo salina fisiolégica, centrifugado
a 2800 rpm por 10 min e o sobrenadante foi coletado e congelado a -20°C para

as analises de marcadores de estresse oxidativo.
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3.2.6 Histopatoldgico

Amostras de jejuno foram coletadas e conservadas em frascos com
solucdo de formaldeido a 10%. Laminas com cortes histolégicos foram
confeccionadas, coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Em microscépio de
luz foi avaliado a estrutura morfolégicas das porcdes intestinais coletadas. No
fragmento de jejuno, o comprimento das vilosidades e profundidade de criptas
foram determinados de acordo com a metodologia descrita por Caruso e
Demonte (2005). Foram capturadas imagens histolégicas das laminas com a
utilizacdo de uma microcamara Digital (Electronic Eyepiece Camera Video),
acoplada ao microscopio trinocular biolégico (modelo TNB-41T-PL, OPTON) e
um programa especifico para captura de imagens histolégicas, o software
ImageJ. O comprimento dos vilos foi determinado usando uma linha reta desde
a ponta das vilosidades até a porcao superior das criptas. Para determinar a
profundidade da cripta, outra linha foi tracada a partir da base da cripta até sua

parte superior.

3.2.7 Estado oxidante do figado

Os niveis de radicais livres (ROS) foram determinados no figado dos
animais de acordo com a técnica descrita por Ali et al. (1992). As amostras foram
diluidas 1:10 com Tris 10 mM (pH 7,4) e 5 pL de diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA). Os resultados foram expressos em U DCF/mg de proteina.

A peroxidacdo lipidica foi determinada como niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no soro de acordo com o método
descrito por Jentzsch et al. (1996). Os resultados foram obtidos por
espectrofotometria a 535 nm e expressos em nmol de malondialdeido (MDA)/mI

de soro.
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3.2.8 Relagao esfingosina/esfinganina

A relacdo esfingosina/esfinganina no soro das aves foi utilizada como
biomarcador de exposicdo as fumonisinas. Para isso, a concentracdo de
esfinganina (Sa) e esfingosina (So) foi determinada por cromatografia liquida
com deteccao por fluorescéncia como descrito por Riley, Wang e Merrill (1994),

utilizando como padréo interno a esfinganina C20.

3.2.9 Andlise de micotoxinas na ragao

Para analises de micotoxinas, as amostras de racdo foram trituradas a <
0,85 mm e um grama do material triturado foi transferido para um tubo de ensaio
de 50 ml. Foram adicionados 10 ml de &gua ultrapura e 10 ml de
acetonitrila/acido acético (CH3CN:CH3COOH) e o tubo de ensaio foi colocado
em agitador mecanico por 10 min. Uma mistura de 4 g de MgSO4 e 1 g de NaCl
foi adicionada e o tubo foi agitado manualmente por 10 segundos. A solugéo foi
entdo centrifugada por 15 min a 5.000 x g, a 25°C e 2,5 ml do sobrenadante
foram transferidos para tubos de ensaio de vidro com tampa onde foram
adicionados 2,5 ml de hexano. A solucéao foi agitada por 2h e entdo centrifugada
a 1.000 x g, a 20 -C por 1 min. Da fase inferior (acetonitrila) foi retirado 1 mL e
seco com fluxo de nitrogénio (N2) a 40 -C. A reconstituigao foi realizada com 75
pL de metanol em banho ultrassénico por 10 segundos e 10 s em misturador de
tubos de ensaio apés a adicao de 75 pL de agua ultrapura. Apos centrifugacéo
por 10min a 14.000 x g 60 uL foram retirados e transferidos para frasco onde
foram adicionados 140 pL de agua ultrapura. Dez microlitros foram injetados no
sistema cromatografico.

A deteccdo e quantificagcdo de micotoxinas foram realizadas com
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa em
tandem (HPLC/MS/MS). A separacdo cromatografica foi realizada usando
Acqulty UPLC System (Waters, Milford, Massachusetts, EUA) equipado com
coluna Acquity UPLC BEH C18 de 100 x 2,2 mm, 1,7 um, (Waters, Milford,



32

Massachusetts, EUA). A coluna foi mantida a 40°C e o volume de injecéo foi de
10 pL. A fase movel consistia em 0,1% de acido férmico em agua (A) e 0,1% de
acido formico em acetonitrila (B). A concentracdo de acetonitrila (B) aumentou
gradualmente de 10% para 90% em 12 min, voltou as condi¢des iniciais em 0,1
min e deixou-se estabilizar por 3 min. A fase movel foi entregue a uma taxa de
fluxo de 0,4 ml/min. O sistema LC foi acoplado a um espectrometro de massa
tandem Xevo TQS (Waters, Milford, Massachusetts, EUA), equipado com uma
fonte de ions turbo-ion electrospray (ESI). O espectrémetro de massa foi operado
em monitoramento de reacao multipla programado (MRM) no modo positivo.

A quantificacdo das micotoxinas foi realizada por meio de curvas de
calibracdo pareadas por matriz, utilizando extratos das fases das dietas ndo
contaminadas.

Os niveis de micotoxinas nas dietas (Tabela 1) ficaram com médias
esperadas para este experimento, e mostra o potencial das dietas contaminadas

para desafiar as aves.

Tabela 1 - Médias obtidas para as concentracdes (ppb) de Deoxinivalenol
(DON) e Fumonisina B1 (FB1) nas racdes utilizadas.

Tratamento DON FB1
CN ND 1200
CP 2843 26378
CP+D500 2713 27735
CP+D750 2761 33022
CP+D1000 2730 25291
CN+D1000 ND 1120

Tratamentos: CN — Controle negativo (racdo sem contaminag¢édo); CP — Dieta contaminada
(controle positivo); CP+D500 — Dieta contaminada + Produto S. cerevisiae 500 mg/kg; CP+D750
— Dieta contaminada + Produto S. cerevisiae 750 mg/kg; CP+D1000 — Dieta contaminada +
Produto S. cerevisiae 1000 mg/kg; CN+D1000 — Dieta controle negativo+ Produto S. cerevisiae
1000 mg/kg. ND = N&o detectado.
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3.2.10 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de normalidade de
distribuicdo (Shapiro-Wilk) e em seguida a analise de variancia. Em casos de
diferencas significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%).
Para a variavel mortalidade foi utilizado um teste ndo paramétrico devido a nédo
existéncia de distribuicdo normal, em que foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis
(5%).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Performance

Observa-se na Tabela 2 que o periodo de 1-21 dias as aves que
receberam racdes contaminadas tiveram menor peso médio corporal (PM) e
ganho de peso (GP) em relacdo as aves pertencentes ao CN e CN+D1000
(P<0.001). Ja as piores conversdes alimentares (CA) foram observadas nos
frangos pertencentes aos tratamentos CP e CP+D500 em comparagdo ao
submetidos as dietas CN e CN+D1000 (P<0.001). De 1-35 dias ndo foram
verificadas diferencas para PM e GP entre as aves do grupo CN e dos grupos
contaminados (P>0.05), porém as aves do grupo CN+D1000 apresentaram
maiores PM e GP que aquelas dos grupos contaminados (P<0.001). As CA dos
frangos mantiveram as respostas observadas no periodo 1-21 dias, com piores
CA observadas nas aves dos tratamentos CP e CP+D500 em comparacao as
dos CN e CN+D1000 (P<0.001). Para o periodo total de 1-42 dias foi constatado
0s mesmos resultados de 1-35 para PM e GP, porém nessa fase de criacéo a
CA das aves que receberam o tratamento CP + D1000 néo diferiu das aves dos
grupos CN e CN+D1000. Nao houve diferenca entre as aves dos tratamentos

para consumo de racdo em nenhum dos periodos analisados (P>0.05).
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Tabela 2 - Valores médios obtidos para consumo de racdo (CR, kg), peso

médio (PM, kg), ganho de peso (GP, kg) e conversao alimentar (CA) das aves

alimentas com micotoxinas e S. cerevisiae.

Tratamento 1 a?2ldias

CR PM GP CA
CN 1,40 0,998 A 0,951 A 1,47 B
CpP 1,42 0,894 B 0,848 B 1,68 A
CP+D500 1,46 0,900 B 0,854 B 1,71 A
CP+D750 1,41 0,923 B 0,878 B 1,61 AB
CP+D1000 1,40 0,920 B 0,875 B 1,60 AB
CN+D1000 1,39 1,025 A 0,980 A 1,42 B
P-Value 0, 351 < 0,001 < 0,001 < 0,001
CV (%) 3,82 3,29 3,47 5,89
Tratamento 1 a35dias

CR PM GP CA
CN 3,78 2,53 AB 2,48 AB 1,52B
CP 3,96 2,47 B 2,42 B 1,63 A
CP+D500 3,80 2,36 B 2,31B 1,64 A
CP+D750 3,79 2,40 B 2,35B 1,61 AB
CP+D1000 3,80 2,45B 2,40B 1,58 AB
CN+D1000 3,85 2,65 A 2,60 A 1,48 B
P-Value 0,673 <0,01 <0,01 0,016
CV (%) 4,71 3,57 3,64 4,75
Tratamento 1 a42dias

CR PM GP CA
CN 5,18 3,39 AB 3,34 AB 1,55B
CP 5,46 3,30B 3,25B 1,68 A
CP+D500 5,25 3,20B 3,16 B 1,67 A
CP+D750 5,37 3,27B 3,22B 1,67 A
CP+D1000 5,20 3,28B 3,23 B 1,61 AB
CN+D1000 5,30 3,55 A 3,51A 1,51 B
P-Value 0,483 <0,01 <0,01 < 0,01
CV (%) 4,32 3,40 3,45 4,30

A B. C | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(P<0,05). CV = coeficiente de variagdo. Tratamentos: CN — Controle negativo (racdo sem

contaminacgdo); CP — Dieta contaminada (controle positivo); CP+D500 — Dieta contaminada +

Produto S. cerevisiae 500 mg/kg; CP+D750 — Dieta contaminada + Produto S. cerevisiae 750
mg/kg; CP+D1000 — Dieta contaminada + Produto S. cerevisiae 1000 mg/kg; CN+D1000 — Dieta
controle negativo+ Produto S. cerevisiae 1000 mg/kg.
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3.3.2 Estado oxidante do figado e relacéo esfingosina/esfinganina

A relacdo esfingosina/esfinganina (So/Sa) foi similar nas amostras das
aves de todos os tratamentos, com excec¢éo para aquelas do tratamento controle
negativo, cujas concentragcfes das enzimas foram inferiores a faixa de deteccgéo
do equipamento utilizado na analise (Tabela 3). Foi verificado um aumento de
ROS no figado das aves do CP em relacdo as dos demais tratamentos (P
<0,0001), j& para TBARS também se constatou um aumento nas aves no CP em
relagéo as dos tratamentos CN, CP+D750, CP+D1000 e CN+D1000 (P=0,0016).

Tabela 3 - Valores médios obtidos para relacéo esfingosina/enfinganina
(So/Sa) no soro, espécies reativas ao oxigénio (ROS, U DCF/mg proteina) e
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS, mmol MDA/mg proteina)

no figado dos frangos de corte alimentados com micotoxinas e S. cerevisiae.

Tratamento SA/SO ROS TBARS
CN ND 37.000 B 1,99 B
CP 1,33 108.000 A 8,34 A
CP+D500 1,73 42.000 B 6,92 AB
CP+D750 1,22 25.000 B 1,02B
CP+D1000 1,34 42.000 B 1,47 B
CN+D1000 0,90 23.000 B 1,44 B
P-Value 0,154 <0,0001 0,0016
CV (%) 44,95 34,13 78,43

A B |etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(P<0,05). CV= coeficiente de variagdo ND= Nao detectavel. Tratamentos: CN — Controle negativo
(racdo sem contaminagdo); CP — Dieta contaminada (controle positivo); CP+D500 — Dieta
contaminada + Produto S. cerevisiae 500 mg/kg; CP+D750 — Dieta contaminada + Produto S.
cerevisiae 750 mg/kg; CP+D1000 — Dieta contaminada + Produto S. cerevisiae 1000 mg/kg;
CN+D1000 - Dieta controle negativo+ Produto S. cerevisiae 1000 mg/kg.

3.3.3 Histopatoldégico

As aves dos tratamentos CN+D1000 e CP+D1000 tiveram a maior altura
de vilosidade intestinal em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 4), por outro

lado, as aves do grupo CN foram as que tiveram 0s menores comprimentos de



36

vilosidades, diferenciando-se das dos demais tratamentos (P<0,0001). Ja a
maior profundidade de cripta foi constatada nas aves dos CN+D1000 e
CP+D1000 em comparacao as do CN (P=0,0011). N&o houve diferenca entre as
aves dos tratamentos para a relacao vilo/cripta (P>0,05).

Tabela 4 - Tamanho de vilosidade (um), profundidade cripta (um) e relagao
vilo:cripta de frangos de corte de 42 dias alimentados com ragdes com

micotoxinas e S. cerevisiae.

Tratamento Vilosidade Cripta Relacéao
vilo/cripta

CN 1265 C 211,84 B 5,95

CP 1379 B 240,96 AB 6,18
CP+D500 1390 B 232,20 AB 6,24
CP+D750 1389 B 239,76 AB 572
CP+D1000 1795 A 279,08 A 6,22
CN+D1000 1732 A 277,66 A 6,16
P-Value <0,0001 0,0011 0,202

CV (%) 4,85 14,89 16,06

A B.C | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(P<0,05). CV = coeficiente de variagdo. Tratamentos: CN — Controle negativo (racdo sem
contaminacgdo); CP — Dieta contaminada (controle positivo); CP+D500 — Dieta contaminada +
Produto S. cerevisiae 500 mg/kg; CP+D750 — Dieta contaminada + Produto S. cerevisiae 750
mg/kg; CP+D1000 — Dieta contaminada + Produto S. cerevisiae 1000 mg/kg; CN+D1000 — Dieta
controle negativo + Produto S. cerevisiae 1000 mg/kg.

3.4 DISCUSSAO

As aves alimentadas com ragfes contaminadas com as micotoxinas
tiveram menor peso corporal e ganho de peso, além de pior converséao alimentar.
A diminuicdo da digestibilidade de matéria seca e energia ileal, assim como o
impacto negativo no ganho de peso, relatos por Liu et al. (2020), indica que a
presenca de micotoxinas na dieta pode afetar a absorcdo de nutrientes
comprometendo o desempenho dos animais. Esses efeitos podem ser
resultados da necrose intestinal, alteracdo da permeabilidade e expresséao de

citoquinas inflamatdrias causadas pelas micotoxinas, que evidenciam o potencial
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em causar danos ao epitélio intestinal, desencadeando inflamacé&o e perturbacao
da homeostase imunolégica (LI et al., 2020).

Nesse estudo, a adicdo de lisado de S. cerevisiae minimizou os efeitos
adversos das micotoxinas na conversao alimentar, uma vez que, esse é um dos
principais indicadores de desempenho considerados pelas agroindustrias. Em
estudo realizado por Arif et al. (2020), foi observado que a adicdo da parede de
levedura de S. cerevisiae também melhorou o desempenho e a eficiéncia
produtiva em frangos de corte. A S. cerevisiae possui a capacidade de atuar
como prébiotico benéfico para a salde intestinal, gracas aos
mananoligossacarideo (MOS) derivada de sua parede celular. A MOS pode se
ligar as bactérias patogénicas, reduzindo sua colonizacdo no intestino dos
animais, consequentemente, melhorando a microbiota intestinal. Esse efeito
resulta em uma melhora da saude intestinal, além de promover a absor¢céo de
nutrientes e fortalecer o sistema imunoldgico dos animais resultando em um
melhor desempenho (TENG; KIM, 2018).

As micotoxinas podem desencadear respostas severas de estresse
oxidativo, sendo que diversos fatores influenciam a gravidade desses efeitos,
tais como o tipo de micotoxina, o nivel de contaminacdo e a duracdo de
exposicao, além de fatores relacionados a espécie animal, idade e combinacédo
de diferentes micotoxinas (MAVROMMATIS et al., 2021). O estresse oxidativo
ocorre quando a concentracdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) excede
a capacidade antioxidante do organismo. Altas concentracdes de ROS podem
interromper a redox homeostase, iniciando o processo de peroxidacao lipidica
nas membranas, causando danos celulares e ao DNA (WANG et al., 2015).

Estudos conduzidos por Skiepko et al. (2020), constataram que a DON
afeta os hepatocitos e as células imunes do figado, resultando em danos em
mitocondriais e necrose dos hepatdcitos, aumentando assim 0s niveis de
substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) e indica que essa
micotoxina produz radicais livres que induzem a peroxidacéo lipidica e o estresse
oxidativo (AWAD et al., 2014).

A FB1 tem a capacidade de inibir o complexo | mitocondrial de transporte
de elétrons, 0 que reduz a taxa de respiracdo mitocondrial e celular, resultando

na despolarizagdo da membrana e na elevada produgao de ROS, induzindo o
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estresse oxidativo (DOMIJAN; ABRAMOV, 2011). Portanto, o aumento de ROS
e TBARS no figado das aves expostas a micotoxinas encontrado no presente
estudo pode ser atribuido aos danos causados as células. A presenca elevada
de ROS e TBARS no figado de aves alimentadas com fumonisinas também foi
relatada por Galli et al. (2020) e Sousa et al. (2020b).

A adicdo da parede da levedura S. cerevisiae demonstrou reduzir a
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) no figado das aves. Dazuk et al. (2020)
relataram um aumento na atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)
em galinhas que receberam lisado de S. cerevisiae, uma enzima conhecida por
sua capacidade antioxidante que protege o organismo contra os efeitos do
estresse oxidativo, oferecendo protecéo as células, especialmente do figado, e
demonstra a capacidade antioxidante da S. cerevisiae.

A relacédo Sa/So, usada como biomarcador da exposi¢cao as fumonisinas,
foi semelhante nas amostras das aves de todos os tratamentos, com excecao
para aquelas do grupo controle negativo, em que as concentracdes das enzimas
foram inferiores ao limite de deteccao do equipamento utilizado na anélise. Um
estudo realizado por Cao et al. (2022), demonstrou que o disturbio metabdlico
gue resulta no aumento da relacdo Sa/So ocorre de forma dependente do tempo,
causando danos na sobrevivéncia das células e levando a inflamacédo e
apoptose. Esse fator dependente do tempo pode explicar os niveis semelhantes
da relacdo Sa/So nas aves dos tratamentos, indicando que estudos adicionais
com uma duracdo mais longa sdo necessarios para identificar possiveis
diferencas.

Devido a sua estrutura similar a esfinganina (Sa) e esfingosina (So), a
fumonisina interfere nos esfingolipidios e tem a capacidade de inibir a sintese de
ceramida (CerSs), que sdo enzimas responsaveis pela transferéncia de acidos
graxos dos acil-CoAs para Sa e So. Isso leva ao acumulo de Sa nos tecidos,
sangue e urina dos animais, progredindo para toxicidade e efeitos
histopatolégicos (RILEY; MERRILL, 2019). Os esfingolipidios desempenham um
papel importante no crescimento, desenvolvimento, resposta ao ambiente e
morte programada. Por ser o principal componente do sistema da membrana

celular, eles contribuem para a estabilidade estrutural e o transporte de
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moléculas através das membranas celulares. As Fumonisinas tém efeitos
significativos nas funcdes dos esfingolipidios, resultando em consequéncias
negativas para o organismo animal (CHEN et al., 2020).

A andlise da saude intestinal dos frangos de corte demonstrou diferencas
nas alturas das vilosidades nos tratamentos em que foram utilizados 1000 mg/kg
do produto lisado de S. cerevisiae. As aves dos tratamentos CN+D1000 e
CP+D1000 tiveram as maiores alturas de vilosidades intestinais e profundidades
de criptas, que demonstram o efeito benéfico da S. cerevisiae por suas
propriedades antimicotoxinas e de atuar como prebiético pelo MOS presente na
sua parede intestinal. A maior altura das vilosidades indica uma maior area de
absorcdo de nutrientes e melhor desempenho pelo aproveitamento da dieta
fornecida (KIM et al., 2019).

A exposigcdo a micotoxinas, como DON e FB1, pode causar altera¢des
significativas na saude intestinal. A diminuicdo nos tamanhos de vilos, observada
nos estudos de Bortoluzzi et al. (2016) e Sousa et al. (2020a), sugere um efeito
inibitério sobre a proliferacdo celular, 0 que pode comprometer a renovacao
adequada do epitélio intestinal. A micotoxina DON causa toxicidade nas células
proliferativas, que afeta a migracao celular ao longo dos vilos, e causa alteracdo
na morfologia intestinal, reduzindo a funcdo da barreira intestinal pela ruptura
das juncgdes de oclusao (LUO et al., 2021).

A combinacao de intoxicacoes por DON e FB1 pode agravar os danos
intestinais, e promover uma resposta inflamatéria mais intensa, com a secrecao
de citoquinas proé-inflamatérias e promocdo de piroptose, indicando uma
interacdo sinérgica entre essas micotoxinas (MAO et al. 2023). O efeito das
fumonisinas pode ser observado na integridade das juncdes de oclusao das
células epiteliais do intestino. A diminuicdo dos niveis de proteinas nas juncdes
de ocluséo causadas pela fumonisina pode levar ao rompimento da barreira
intestinal, aumentando a permeabilidade e facilitando a entrada de bactérias
patogénicas, como a Salmonella (LIU et al., 2023).

Dessa forma, os dados evidenciam que a parede celular da S. cerevisiae
desempenha um papel benéfico ao reduzir o estresse oxidativo e melhorar a

performance das aves, além da sua capacidade de adsorcdo e
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biotransformacédo, indicando seu potencial como uma estratégia eficaz para

mitigar os impactos adversos das micotoxinas na producéo avicola.
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3.5 CONCLUSAO

A adicdo do produto lisado de S. cerevisiae, nas doses de 750 e 1000
mg/kg mantém a conversdo alimentar das aves alimentadas com dietas
contaminadas com FUM e DON, além de melhorar o status oxidativo do figado
e os parametros de morfometria intestinal das aves. Portanto, demonstra ser
capaz de diminuir os efeitos negativos dessas micotoxinas e pode ser utilizado

adequadamente em dietas de frangos de corte.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Um dos principais desafios na producdo de aves é a contaminacao da
racao por micotoxinas, que afetam negativamente a saude e o desempenho das
aves, resultando em perdas significativas. Micotoxinas como DON e FUM
comprometem a saude intestinal, o sistema imunolégico e o desempenho geral
das aves, ao mesmo tempo que aumenta a susceptibilidade a doencas. Diante
desse cenario, estratégias eficazes para mitigar esses efeitos sdo de extrema
importancia.

Esse estudo teve como objetivo avaliar o impacto do uso de um inativador
de micotoxinas a base de S. cerevisiae sobre o desempenho, caracteristicas
morfologicas intestinais e variaveis bioquimicas de frangos de corte alimentados
com ragao contaminada com DON e FB1l. Podemos observar que a
contaminacéo da dieta com as micotoxinas DON e FB1 comprometeu a saude e
o desempenho das aves, no entanto, a adicdo do lisado de S. cerevisiae
demonstrou beneficios substanciais.

Os resultados desse estudo indicam melhorias no desempenho das aves,
como evidenciado pela melhoria na conversédo alimentar. Além disso, observou-
se uma reducao no estresse oxidativo do figado das aves que recebram o lisado
de S. cerevisiae, demonstrando a capacidade antioxidante do produto. Outra
descoberta foi a observacdo de maiores alturas de vilosidades intestinais das
aves tratadas com o inativador de micotoxinas.

Concluimos, portanto, que 0s animais que receberam o produto obtiveram
melhores ganhos em relacdo aos que ndo receberam. O uso de aditivos
antimicotoxinas, como o lisado de S. cerevisiae, mostra-se uma estratégia
promissora para minimizar os efeitos adversos das micotoxinas na producéo
avicola. Essas descobertas tém implicacdes significativas na industria avicola,
promovendo a saude e o desempenho das aves e, por conseguinte, a
lucratividade dos produtores. No entanto, novas pesquisas Sao necessarias para
uma compreensdao mais abrangente desses efeitos e para explorar
completamente o potencial do lisado de S. cerevisiae como uma ferramenta

eficaz na gestdo de micotoxinas na producao avicola.
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ANEXO A - COMPROVANTE DO CEUA

L.. UDESC | LAGES Learesas 4 ents n nea G

LIMIVERSIDADE Comissdo de Etica mo
O ESTADD DE CENTRO DE CIENCIAS Uzo de Animais
SAnTA CaTaRNe | AGROVETERIMARIAS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta inkitulada “Utilizecéo de um adsoreent= composta por parede de levedurs = de um
composio & base de silimarina =m ragtes para frangas de corte conteminadas com micoboxinas.”, protocclads sob o
CEUA n® 6577200720 o ooamms), sch & responsabilidade de Marcel Manente Boiago - que =nvaolve & producio,
manubencao efou uiilizacio de animais pertencent=s ao filo Chordate, subfila Vert=brata [=xc=to o0 hormmem), para fins
de pesguise cienkifica ou ensing - ests de acordo com cx precefos da Lei 11.794 de E de outubra de 200E, com a
Decretn 6.699 de 15 de julho de 2009, b=m como com as normas =ditades. pelo Conselho Macional de Controle das
Exp=rime=ntacio Animal (CONCEA), = foi APROVADA pe=la ComissEa de Etica no Usa de Animais da Universidede do
Estado de Sarts Catarina (CEUAIDESC) na reunigo de= 147082020,

We certify that the proposal "The us= of an adsorbent compaosed of & yeast wall and 2 compownd based on silymarin
in di=ts for broilers cantaminated with mycctaxins. ®, utilizing 525 Birds (525 meles), protocol numb=r CEUA
EETTZ00720 0o coums), under the responsibility of Marcel Manente Boisgo - which ineclves the production,
maintenance andfar us= of snimals b=longing ta the phylum Chardats, subphylum Vertebrats (mxc=pt human
b=irgs), far sci=ntific research purposes or teaching - is in accordamos with Leer 11.794 of October 8, 2008, Deo=e
G890 of july 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
[CONCES], and was APPROVED by the Ethic Committe=e on &nimal Use= of the University of Santa Catarina Si=te
(CEUAUDESC) in the me=ting of OE/14/2020.

Finalidede da Proposta: Pesguisa |Aced S&mica)

Vigéncia da Progosta: de OB/2020 & L2020 Are=ns: Zoobechis

Crigemm: Animais provenientes de estabelecimentos comemiais
Espicie: Ayes sexn: Machos idade: 1 a8 42 dias M: 525
Linhagem: Fozs Pesa: 45 = 3500 g
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