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RICCI, Fernando Galdino. Avaliagao de efeitos da intoxicagdao aguda pela
Ocratoxina A em frangos e analise de tratamento com L-triptofano. 63 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2021.

RESUMO

A Ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por Penicillium spp. e Aspergillus
sSpp. que séo capazes de contaminar produtos de origem vegetal, muto utilizados na
alimentagao dos animais. Através da exposicao oral, pelo consumo dos alimentos
contaminados, a OTA pode afetar varios sistemas dos animais, tais como os sistemas
imunoldgico e gastrointestinal. Os objetivos do presente estudo foram avaliar o
impacto da intoxicagdo pela OTA em pintainhos, e verificar se o tratamento com L-
triptofano pode inibir seus efeitos toxicos. Apos a inoculagdo de uma dose unica de
OTA (1,4 mg/kg de peso vivo) em frangos de um dia de idade (Cobb 500), no primeiro
dia do experimento, foram administradas quatro doses diarias de L-triptofano (100
mg/kg de peso vivo). No 14° dia foram avaliadas as respostas do sistema imunolégico
sistémico e local através de quantificagdo dos niveis de imunoglobulinas A e Y
(IgY/IgA) plasmaticas e presentes no conteudo cecal, niveis de leucdcitos totais
circulantes, titulacdo dos anticorpos vacinais maternos contra o Virus da Doenca de
Newcastle (NDV) e contagem do numero de células IgA positivas (IgA*) na mucosa
do duodeno, além do impacto na mucosa local com a avaliacdo da morfometria do
duodeno. Adicionalmente, foram avaliados alguns parametros hematolégicos e
bioquimicos. Para quantificacdo de IgA/IgY foi realizado o ensaio de imunoabsorg¢ao
enzimatica (ELISA) de imunocaptura, a revelacdo das células IgA* por
imunohistoquimica, a titulagdo de anticorpos vacinais por ELISA direto, os niveis de
leucdcitos totais circulantes por contagem (camara de Neubauer) e a morfometria do
duodeno pela mensuragao dos tecidos corados com hematoxilina/eosina. Os niveis
de IgA/IgY no conteudo cecal, o numero de células IgA* e a altura das vilosidades e
profundidade das criptas do duodeno dos animais contaminados apenas com OTA
diminuiram significativamente, assim como os niveis de leucdcitos totais circulantes e
do hematécrito dos animais contaminados apenas por OTA (p<0,05), o que
demonstrou seus efeitos toxicos na mucosa local e na hematopoiese. O tratamento
com L-triptofano foi benéfico para os animais em diversos parametros, os animais
contaminados com OTA e tratados com L-triptofano tiveram niveis de IgA/IgY do
conteudo cecal, células IgA™ do duodeno e leucdcitos totais circulantes similares aos
animais do grupo controle, assim como o hematdcrito e a altura das vilosidades do
duodeno (p>0,05). Conclui-se que a exposicdo a uma dose alta de OTA no inicio da
vida dos pintainhos induz a alteracbes na mucosa local e a utilizacdo do tratamento
com L-triptofano é valido para diminuir os efeitos prejudiciais da OTA, ao estimular a
produgao de imunoglobulinas locais e manter a integridade da mucosa.

Palavras-chave: IgY; IgA,; vilosidades; criptas; micotoxinas.
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ABSTRACT

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced by Penicillium sp. and Aspergillus sp.
that can contaminate products of plant origin, widely used in animal feed. Through oral
exposure, through the consumption of contaminated food, OTA affect various systems
of animals, such as the imune and gastrointestinal systems. The objectives of the
present study were to assess the impact of OTA poisoning on chicks, and to verify
whether treatment with L-tryptophan can inhibit its toxic effects. After inoculation of a
single dose of OTA (1.4 mg/kg body weight) on one-day-old broiler chicks (Cobb 500),
on the first day of the experiment, four daily doses of L-tryptophan (100 mg/kg body
weight) were administered. On the 14" day, systemic and local imune system
responses were assessed by quantifying plasma and cecal content levels of
immunoglobulins A and Y (IgA/lgY), total circulating leukocytes levels, titration of
vaccine maternal antibodies against Newcastle Disease Virus (NDV) and counting the
number of positive immunoglobulin A cells (IgA*) in the duodenum mucosa, in addition
to the impact on the local mucosa with the assessment of the duodenum morphometry.
Additionally, some hematological and biochemical parameters were evaluated. To
quantify IgA/IgY, the immunocapture enzime-linked immunosorbent assay (ELISA)
was performed, the IgA* cells were revealed by immunohistochemistry, the titration of
vaccine antibodies by direct ELISA, the total circulating leukocytes levels by count
(Neubauer chamber) and the duodenum morphometry by measuring tissues stained
with hematoxylin/eosin. The levels of IgA/IgY in the cecal content, the number of IgA*
cells and the height of the villi and crypts depth of the duodenum of animals
contaminated only with OTA decreased significantly, as did the levels of total
circulating leukocytes and hematocrit of animals contaminated only with OTA (p<0.05)
which demonstrated their toxic effects on local mucosa and hematopoiesis. The
treatment with L-tryptophan was beneficial for the animals in several parameters, the
animals contaminated with OTA and treated with L-tryptophan had levels of IgA/IgY of
the cecal content, IgA* cells of the duodenum and total circulating leukocytes similar
to the animals of the control group, as well as hematocrit and villus height of the
duodenum (p>0.05). It is concluded that exposure to a high dose of OTA early in the
life of chicks induces changes in the local mucosa and the use of treatment with L-
tryptophan is valid to reduce the harmful effects of OTA, by stimulating the production
of local immunoglobulins and maintain mucosal integrity.

Keywords: IgA; IgY; villus; crypt; mycotoxins.
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1 INTRODUCAO

A Ocratoxina A (OTA) € uma micotoxina produzida por espécies de Penicillium
e Aspergillus. E um contaminante natural de diversos produtos de origem vegetal,
utilizados como ingredientes ou componentes na alimentagdo dos frangos, expostos
através do consumo dos alimentos contaminados. Causa perdas no setor produtivo,
pois leva a diminuicdo de ganho de peso, diminuicdo da ingestdao de alimentos,
aumento da conversao alimentar e aumento de mortalidade das aves, que resulta em
prejuizos econdémicos, e induz nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, imunotoxicidade,
genotoxicidade, citotoxicidade e possivelmente €& carcinogénica (BATTACONE;
NUDDA; PULINA, 2010, MALIR et al., 2016, KHATOON; ABIDIN, 2018).

A exposicao crénica e subcronica em doses menores € capaz de causar mais
prejuizos de que a intoxicagdo aguda em dose elevada (O'BRIEN; DIETRICH, 2005).
Porém, atualmente pouco se conhece sobre a intoxicagao aguda pela OTA, e quais
os efeitos da OTA na mucosa intestinal e no sistema imune associado a essa mucosa.
O trato gastrointestinal € importante para os frangos devido sua fungdo de absorgéo
dos nutrientes essenciais para o crescimento, e se constitui de uma extensa barreira
para a entrada de patdégenos, portanto, a integridade da mucosa resulta em melhores
ganhos produtivos (LILLEHOJ; TROUT, 1996), além de ser o local onde ocorre a maior
absorcao de OTA (DEVREESE et al., 2018), e potencialmente onde ela pode causar
maior impacto.

O L-triptofano € um aminoacido essencial para os animais monogastricos, pois
nao possuem a maquinaria enzimatica necessaria para produzi-lo (YAO et al., 2011).
A sua principal fungéo no organismo dos animais € a sintese proteica, mas também é
o precursor de importantes substancias, como a 5-hidroxitriptamina, ou serotonina (5-
HT), melatonina, niacina, acido nicotinico, acido quinurénico, acido quinolinico, entre
outros (YAO et al. 2011, HOGLUND; @VERLI; WINBERG, 2019).

O presente estudo teve como objetivos avaliar a intoxicagado aguda pela OTA
em pintainhos de um dia de idade, com utilizagdo de uma dose unica (1,4 mg/kg de
peso vivo), administrada por via oral. Além disso, de verificar se uma nova metodologia
para inibir os efeitos toxicos da OTA pudesse ser valida para o uso na avicultura
comercial, com uso de tratamento com quatro doses diarias de L-triptofano (100 mg/kg

de peso vivo), administrada por via oral, subsequentes a intoxicagao pela OTA.
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Alguns parametros foram analisados nos animais, principalmente relacionados
ao sistema imunolégico e gastrointestinal, como a quantificagdo de imunoglobulina A
e Y (IgA/IgY) plasmaticas e cecais, detecgao de células imunoglobulina A positivas
(IgA*) e mensuragdo da morfometria do duodeno, determinacdo dos titulos vacinais
maternos contra o Virus da Doenga de Newcastle (NDV) plasmaticos, contagem de
leucdcitos totais circulantes, quantificacdo de cortisol plasmatico e cerebral, além da

determinagao de alguns parametros hematoldgicos e bioquimicos plasmaticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OCRATOXINA A

2.1.1 Espécies produtoras

A OTA é uma micotoxina, foi descoberta e caracterizada em 1965, na Africa do
Sul, extraida de um meio de cultura contaminado com o fungo Aspergillus ochraceus
(VAN DER MERWE et al., 1965). Posteriormente, foi identificada em uma amostra de
presunto caseiro contaminado pela espécie Penicillium viridicatum (WALBEEK et al.,
1969), sendo essa espécie depois reclassificada como P. verucosum (PITT, 1987).
Outras espécies de Aspergillus e Penicillium produzem a OTA através de seu
metabolismo, as espécies de Penicilium possuem temperatura 6tima de crescimento
em regides de climas temperado, onde as temperaturas sao mais baixas (15-22°C), e
as espécies de Aspergillus possuem temperatura 6tima de crescimento em regides de
clima tropical, onde as temperaturas sdo mais altas (25-30°C) (ABARCA et al., 1994,
TEREN et al., 1996, LARSEN; SVENDSEN; SMEDSGAARD, 2001, O'BRIEN;
DIETRICH, 2005, MALIR et al., 2016, WANG et al., 2016).

No género Penicillium, ocorrem divergéncias em relagcao a classificagdao das
espécies, sendo que os estudos consideram P. verrucosum e P. nordicum como as
unicas produtoras de OTA do género (LARSEN; SVENDSEN; SMEDSGAARD, 2001,
CABANES; BRAGULAT; CASTELLA, 2010). P. verrucosum pode contaminar cereais
como trigo, cevada, aveia e centeio e também outros produtos vegetais, € considerado
o principal produtor de OTA presente em regides de clima temperado, sua temperatura
de crescimento varia de 10-21°C e produz quantidade moderada de OTA. P. nordicum
pode contaminar alimentos com alta concentragao de cloreto de sddio (NaCl), como
carnes secas e curadas e queijos, sua temperatura de crescimento é em torno de
15°C e produz grande quantidade de OTA (LARSEN; SVENDSEN; SMEDSGAARD,
2001, CABANES; BRAGULAT; CASTELLA, 2010, DUARTE; PENA; LINO, 2010,
KHATOON; ABIDIN, 2018).

No género Aspergillus, uma grande quantidade de espécies sao produtoras de
OTA: A. ochraceus, A. alliaceus, A. ostianus, A. melleus, A. petrakii, A. cretensis, A.
flocculosus, A. pseudoelegans, A. roseoglobulosus, A. westerdijkiae, A. sclerotium, A.

steynii, A. albertensis, A. wentii e A. sulphurous, pertencentes a secao Circumdati
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(VARGA et al., 1996, FRISVAD et al., 2004, KHOURI; ATOUI, 2010), e A. niger var.
niger, A. carbonarius, A. tubingensis, A. foetidus, A. awamori, A. lacticoffeatus e A.
sclerotioniger, pertencentes a segao Niger. (ABARCA et al., 1994, VARGA et al., 1996,
KHOURI; ATOUI, 2010). As espécies mais importantes do género sao A. niger e A.
carbonarius. A. niger var. niger € um dos principais € mais comuns contaminante de
alimentos, é utilizado em processos industriais e na biotecnologia, pode contaminar
frutas, uvas, vinhos e graos de café, sua temperatura de crescimento € acima de 30°C,
cresce com alta incidéncia de luminosidade e produz quantidade moderada de OTA.
A. carbonarius € um contaminante menos comum, também pode contaminar uvas,
vinhos e graos de café, sua temperatura de crescimento € em torno de 30°C, cresce
com alta incidéncia de luminosidade e produz grande quantidade de OTA (PALACIOS-
CABRERA et al., 2005; KHOURI; ATOUI, 2010, MALIR et al., 2016, GEISEN et al.
2018).

A OTA pode estar presente em uma variedade de produtos de origem animal e
vegetal, como: arroz, cevada, milho, paingo, trigo, feijao, sorgo, soja, aveia, azeitonas,
frutas secas, nozes, amendoim, graos de café, uvas e seus produtos (suco e vinho),
carne, leite e queijo (DUARTE; LINO; PENA, 2010, KHOURY, ATOUI, 2010, MALIR
et al., 2016). Esses produtos estdo presentes nos componentes ou sio ingredientes
importantes na dieta dos frangos e quando a contaminagao desses alimentos ocorre,
nao é possivel sua remogado (KHOURY, ATOUI, 2010). Portanto, os frangos podem
ingerir a micotoxina, e isso causa a contaminagéo de seus produtos, como musculos
e orgaos (IQBAL et al., 2014).

Os principais fatores que determinam a contaminacédo dos produtos vegetais
pelas espécies produtoras sdo as mas condi¢gbes de colheita, secagem, manuseio
transporte e armazenamento dos produtos vegetais (KHANEGHAH et al., 2018). As
condi¢bes climaticas no momento da colheita, tipo de grao colhido (perfil nutricional),
composi¢ao da populagao fungica, interacdo e competi¢ao entre os fungos, qualidade
de colheita e de transporte, temperatura e umidade de armazenamento, pH e
temperatura de processamento, uso de enzimas e leveduras, adigdo de ingredientes
contaminados (frutas secas, por exemplo), limpeza e cozimento e extrusdo dos
alimentos sao importantes condi¢cdes para se evitar a contaminagcao dos alimentos
pela OTA (DUARTE; PENA; LINO, 2010).

Dentre as mais principais micotoxinas identificadas e descritas, a OTA é uma
das mais importantes devido a sua elevada toxicidade (DUARTE; LINO; PENA, 2010)
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e importancia na saude publica, pois ha risco de contaminagdo em seres humanos.
Khaneghah et al. (2018) realizaram uma meta-analise para verificar a prevaléncia da
OTA em alimentos produzidos com cereais destinados ao consumo humano, onde a
OTA estava presente em 51% desses alimentos, sendo 60% em massas, 60% em
paes, 54% em flocos de milho, 51% em biscoitos e 54% em cereais matinais.

Por isso, algumas legislagdes buscam recomendar os niveis maximos de OTA
presentes em alimentos destinados ao consumo por animais e seres humanos. Na
Unido Europeia, os niveis maximos recomendados em cereais ndo processados e
processados para consumo humano séo de 5 ug/kg e 3 ug/kg, respectivamente (EC,
2002). Nos produtos destinados a alimentagcéo animal os niveis maximos permitidos
sao de 0,25 mg/kg para cereais e produtos de cereais e 0,1 mg/kg para ingredientes

complementares de alimentagédo de aves domésticas (KYPRIANOU, 2006).

2.1.2 Propriedades fisico-quimicas e biossintese

A estrutura quimica da OTA (C20H18CINOes, Figura 1) é formada por um grupo
dihidro-isocumarina ligado a um grupo L-B-fenilalanina por uma ligagao do tipo amida,
com massa molecular de 403,81 g/mol (MALIR et al., 2016; TAO et al., 2018). E
considerada um acido organico fraco, de estrutura cristalina e sdlida, coloragao branca
a transparente e inodora, soluvel em solventes polares organicos em pH acido ou

neutro e soluvel em solugdes alcalinas, mas pouco soluvel em agua.

Figura 1 — Estrutura quimica da OTA.

Fonte: Malir et al. (2016).

A OTA possui termo resisténcia, ponto de fusdo de 168-173°C e resisténcia ao
vapor sob pressao a 121°C por trés horas (KHOURY, ATOUI, 2010; KOSZEGI; POOR,
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2016). E completamente degradada quando tratada com solugdo concentrada com
excesso de hipoclorito de sédio (NaOCI) (CASTEGNARO et al., 1991). Pode ser
armazenada a -20°C durante varios anos quando dissolvida em etanol ou metanol,
também pode ser preservada com a evaporagado do solvente e seu armazenamento
como um filme (VALENTA, 1998).

Ao menos 20 analogos de Ocratoxinas foram identificados, entre eles a OTA é
produzida em maior quantidade (HUFFMAN; GERBER; DU, 2010). Na familia das
Ocratoxinas, os principais representantes sdo OTA, Ocratoxina B (OTB) e Ocratoxina
C (OTC), mas a OTA possui a maior toxicidade devido ao seu atomo de cloro (Cl)
presente no anel do grupo dihidro-isocumarina. A OTB é 10-20 vezes menos téxica
que a OTA, isso ocorre pela substituicdo do atomo de CI por um atomo de hidrogénio
(H). Uma alteracdo no grupo L-B-fenilalanina em L-B-fenilalanina etil éster forma a
OTC, com pouca ou nenhuma toxicidade conhecida (O'BRIEN; DIETRICH, 2005;
KHATOON; ABIDIN, 2018).

A biossintese da OTA ainda nao esta totalmente elucidada, a principal hipotese
€ de que ocorre por meio de duas vias. Na primeira via, o grupo dihidro-isocumarina
€ originado pela sintese de policetideos, ao utilizar como precursores moléculas de
malonato e acetato, dando origem a molécula chamada mellein, que sofre metilagao
e oxidacao dando origem a Ocratoxina-B (OTB). A OTR recebe uma molécula de ClI
através de uma cloroperoxidase, formando a Ocratoxina-a (OTa). Na segunda via, o
grupo L-B-fenilalanina é originado a partir de acido chiquimico, que é ativado pelo éster
etilico, e tem sua porcao acila deslocada. Posteriormente, esses dois grupos se ligam
através de um peptideo sintase para formar uma ligagado amida, dando origem a OTC.
Na ultima etapa, ocorre a formacéo da OTA pela transesterificacdo e desesterificacdo
da OTC por uma esterase (Figura 2) (KHOURY; ATOUI, 2010; WANG et al., 2016).

Outros estudos utilizaram marcacao de carbono nos intermediarios da OTA e
sugerem que o mellein e a OTC nao tem envolvimento com a biossintese da OTA,
sendo a OTp transformada em OTB por um grupo amida para depois receber a
molécula de Cl dando origem a OTA, portanto a OTB nao seria um subproduto da

OTA, mas faz parte da sua biossintese como um intermediario (WANG et al., 2016).
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Figura 2 — Via hipotética de biossintese da OTA.
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2.1.3 Mecanismos de agao

Devido a presencga do grupo L-B-fenilanalina na sua estrutura quimica, Creppy,
Roéschenthaler e Dirheimer (1985) demonstraram que a OTA podia competir com o
aminoacido fenilalanina presente nas células dos organismos, inibindo a utilizagéo de
fenilalanina em seus processos e na sintese de proteinas, e esse efeito poderia ser
revertido com o fornecimento de um excesso do aminodacido fenilalanina. Porém, outro
estudo realizado in vitro demonstrou que a presenga do aminoacido fenilalanina nao
diminuiu a toxicidade da OTA, e a OTA nao teve capacidade de afetar os processos
dependentes da fenilalanina (BRUININK; SIDLER, 1997).

A OTA é uma inibidora de sintese de proteinas, isso ja foi demonstrado tanto
in vivo quanto in vitro (KOSZEGI; POOR, 2016), porém os mecanismos pelos quais
isso ocorre ndo estao totalmente claros, alguns autores afirmam que a OTA pode inibir
a atividade da enzima fenilalanina acido ribonucleico transportador (t-RNA) sintase
(DIRHEIMER, 1996), e outros afirmam que ela pode inibir a formag¢ao de aminoacil-
tRNA sintase pela inibigdo da producédo de adenosina trifosfato (ATP) mitocondriais e
impede a ligagdo do aminoacido ao tRNA (KHATOON; ABIDIN, 2018).

Nas mitocondrias a OTA diminui a respiragao celular, pois atua como inibidora
competitiva das proteinas transportadoras da membrana interna, inibe o transporte de
elétrons e a fosforilagdo intramitocondrial de adenosina difosfato (ADP), levando a
inibicdo da producéo de ATP e de energia pelas células (MEISNER; CHAN, 1974).

Pode causar genotoxicidade, pois acredita-se que apds sua biotransformacao,
a OTA produz espécies eletrofilicas, que se ligam e formam ductos de forma covalente
com o acido desoxirribonucleico (DNA), o que estimula a mutagenicidade. Acredita-se
também que as espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas pela OTA lesionam
diretamente o DNA (PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2012, LAN et al., 2020).

A OTA induz a formagéao acentuada de ROS, tanto in vivo quanto in vitro, essas
ROS causam lesbdes oxidativas em lipideos, DNA e proteinas. Na intoxicagao pela
OTA o excesso de ROS supera a capacidade antioxidante das células do organismo,
o0 que induz as lesdes (KOSZEGI; POOR, 2016, KHATOON; ABIDIN, 2018, LAN et
al., 2020). A OTA também induz a formagao de espécies reativas de nitrogénio (RNS),
ao aumentar a expressao de oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS), que causa a

elevagao de 6xido nitrico (NO) e de nitratos e nitritos, e os altos niveis de NO podem
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causar estresse nitrosativo pois reagem com oxigénio (O2) e formam oOxido nitroso
(NO2) e hidroxila (OH). (KOSZEGI; POOR, 2016, TAO et al., 2018).

Outro importante mecanismo da OTA é a indugao de peroxidagao lipidica, isso
ocorre em microssomos dependentes de fosfato de dinucledtido de nicotinamida e
adenina (NADPH), pois ela utiliza o ferro (Fe®**) como cofator, com a formagao de um
complexo OTA-Fe3*, depois reduzido em OTA-Fe?*, levando a formagéo de hidroxilas
(OH) (RAHIMTULA; BUSSACCHINI-GRIOT; BARTSCH, 1988, TAO et al., 2018). A
peroxidacao lipidica também induz o aumento da permeabilidade da membrana
celular ao calcio (Ca?*), que leva a diminuigdo de seu armazenamento intracelular.
(KOSZEGI; POOR, 2016).

A OTA também induz a apoptose celular, embora os mecanismos ainda nao
estejam totalmente claros, isso possivelmente ocorre devido a desregulagao de vias
de transducdo de sinais celulares, estresse oxidativo, aumento de mediadores
inflamatdrios, como fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) e lesdes
no DNA. (O’'BRIEN; DIETRICH, 2005, KOSZEGI; POOR, 2016, TAO et al., 2018).

2.1.4 Intoxicagdo em frangos

A intoxicagao pela OTA em frangos esta relacionada a contaminacao de seus
alimentos e racdes, ndo sendo contagiosa ou infecciosa entre os animais (DUARTE;
LINO; PENA, 2011). A exposigao dos frangos a OTA causa prejuizos nos indices de
produgao ao induzir a diminuicdo do ganho de peso e consumo diario de ragao e
aumento da conversao alimentar e niveis de mortalidade (ELAROUSSI et al. 2006,
POZZO, et al, 2013, SHARMA; MANDAL; SINGH, 2016, SOLCAN et al., 2015, KHAN
et al., 2018, RAO; VARRA; KUMAR, 2018).

Nos parametros hematolégicos, a OTA induz nos animais a diminuicdo do
numero de hemacias e hemoglobina, diminuicdo do numero de leucdcitos totais e
linfocitos e aumento de heterofilos e mondécitos, indicativo de processo inflamatério,
diminuicao dos niveis de proteinas totais e albumina, e imunossupressao ao diminuir
os niveis de IgY e IgA plasmaticas (DWIVEDI; BURNS, 1984, ELAROUSSI et al. 20086,
POZZO, et al, 2013, SOLCAN et al., 2015, KHAN et al., 2018, KHAN et al., 2019).

Nos parametros bioquimicos, induz a diminuigéo de colesterol e triglicerideos,
aumento das enzimas marcadoras de lesdes hepaticas alanina aminotransferase

(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gamaglutamil transferase (GGT), aumento
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das enzimas marcadoras de lesdes renais creatinina, acido urico e ureia, e diminui¢gao
de Ca?* e fésforo (P) circulantes (JEEVANA, et al., 2017, POZZO, et al, 2013, RAO;
VARRA; KUMAR, 2018, KHAN et al., 2018).

Devido aos seus mecanismos de agao, ocorre a indugao de estresse oxidativo
nas aves. Hameed et al. (2017) verificaram a diminuigdo dos niveis de enzimas de
funcao antioxidante, como glutationa peroxidase e superéxido dismutase (SOD), além
do status antioxidante total no plasma, hemacias, figado, rins e musculos de frangos
contaminados com 1,6 a 6,4 mg/kg de OTA na dieta.

Nos tecidos a OTA induz lesdes, nos rins causa degeneragao, alargamento e
distensdao dos tubulos contorcidos proximais (tubulonefrose), infiltracdo de células
mononucleares no tecido intersticial, proliferacdo celular focal nos tubulos, infiltragao
focal intertubular, hipercelularidade dos glomérulos e glomerulonefrose. No figado
causa fibrose local no parénquima ao redor dos ductos biliares, infiltragao de células
mononucleares nas areas portais, aumento de tamanho, alteragbes degenerativas e
vacuolizagbes dos hepatdcitos e presenga de areas necréticas no tecido hepatico.
Esses dois 6rgédos sdo alvos da OTA, devido ao esforgo para excreta-la e a exposigao
durante a recirculacido entero-hepatica, metabolizacio e eliminagao, o que causa seu
aumento de peso relativo devido aos processos inflamatérios e de hiperemia (BIRO et
al., 2002, MILICEVIC et al., 2014, KHATOON; ABIDIN, 2018).

A OTA também é prejudicial aos 6rgaos linfoides, na bursa de Fabricius causa
deplecao linfoide, linfolise, acumulo de secrecdes e vacuolizagao do citoplasma das
células, no bacgo causa deplecéao linfoide e aumento de numero de reticulécitos da
polpa vermelha, que levam & diminuicdo do peso relativo desses 6rgdos (BIRO et al.,
2002, ELAROUSSI et al., 2008, KHAN et al., 2018, KHAN et al., 2019).

No intestino, por toda sua extensdo a OTA causa alteragbes na morfologia e
lesdes celulares, leva a diminuigao da altura e alargamento das bases das vilosidades
e criptas podem ficar com formato irregular, com diminui¢ao da superficie de absorgao
dos nutrientes (SHARMA; MANDAL; SINGH, 2016). As lesdes causadas pela OTA
sao o desnudamento de epitélio e hiperplasia nas criptas, alteracdo de composig¢ao
de lipideos e fosfolipidios dos segmentos intestinais e inibicdo do crescimento de
células epiteliais e alteracdo das funcdes de transporte. As alteracbes na barreira
intestinal sdo presentes devido a infiltracdo e inflamacgao da barreira e aumento de
permeabilidade, com o0 aumento de susceptibilidade a agentes infecciosos e também

aumento da propria absorcdo da OTA pela mucosa (MARESCA et al.,, 2001, EL
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CAFSI, et al. 2019). Outro efeito importante é a alteragado da imunidade local, Solcan
et al. (2015) verificaram que houve diminuigdo das contagens de leucécitos e linfocitos
intraepiteliais na mucosa intestinal de frangos contaminados com 0,001 a 0,05 mg/kg
de peso vivo por dia.

Em relagédo a toxicocinética, a OTA é absorvida rapidamente no estomago e
intestino delgado dos frangos e sofre pouca ou nenhuma degradagao (BATTACONE;
NUDDA; PULINA, 2010). Quinze minutos apds a ingestao atinge sua concentragao
plasmatica maxima no organismo, com um segundo pico de concentragdo ocorrendo
apods quatro a seis horas, isso pode ser explicado devido recirculagao entero-hepatica,
e mesmo apos trinta e seis horas a OTA continua presente no plasma, mas em niveis
menores. A DLso da OTA em frangos € 3,3 mg/kg de peso vivo (O’'BRIEN; DIETRICH,
2005, DEVREESE et al., 2018).

Em relacdo a sua distribuicdo, possui alta afinidade pelas proteinas e outras
macromoléculas do sangue, principalmente para a albumina sérica, essa ligagao entre
OTA e albumina diminui a sua eliminagao pelo organismo e cria um reservatério de
OTA, com aumento de sua biodisponibilidade (O’'BRIEN; DIETRICH, 2005). A ligagéo
da OTA nas proteinas plasmaticas € 90 a 97% e a meia-vida de eliminacéo € de oito
a quatorze horas em frangos de corte. (DEVREESE et al., 2018).

Apds sua absorg¢ao, a biodisponibilidade é de aproximadamente 40% nos
frangos, onde é eliminada rapidamente do compartimento central (plasma e tecidos
com alta perfusao), e se distribui mais no compartimento periférico (musculos, pele e
tecido adiposo) (GALTIER; ALVINERIE; CHARPENTEAU, 1981). Nas aves, a sua
excrecao € mais rapida que nos mamiferos, isso diminui a bioacumulacéo e reduz a
exposicéo do organismo a OTA (DUARTE; LINO; PENA, 2011).

2.1.5 Uso de agentes protetores contra OTA em aves

Atualmente, muitas pesquisas com OTA buscam componentes com diferentes
mecanismos de agao para inibir seus efeitos toxicos no organismo dos animais e seres
humanos. A utilizagado de antioxidantes tem sido muito importante, Yu et al. (2018)
avaliaram a administragdo de dlicirrizina, L-arginina, silibinina e glucoronolactona
antes da intoxicagao pela OTA, e verificaram efeito protetor em hepatécitos de frangos
cultivados in vitro, aumentando os niveis de SOD e glutationa e diminuindo os niveis

de ALT e AST e as taxas de apoptose das células.
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Ruan et al. (2018) verificaram que a curcumina, substancia com propriedades
antioxidante, anti-inflamatdria e antibacteriana preveniu os efeitos oxidantes causados
pela OTA em patos: diminuicdo de enzimas antioxidantes, como SOD, glutationa
peroxidase e capacidade antioxidante total no plasma e de SOD e glutationa
peroxidase no jejuno e aumento das citocinas TNF-a e interleucina-1  (IL-1B) no
jejuno, e esse tratamento levou ao aumento de expressao de proteinas de jungao das
células da mucosa intestinal ocludina e proteina de juncédo apertada 1 (TJP1),
diminuicdo de expressdo de genes relacionados a apoptose e prevengdo de
alteracdes histopatologicas.

Sorrenti et al. (2013) descreveram a acao moduladora de varios antioxidantes
em relacdo a OTA, como as vitaminas E (a-tocoferol), A (retinol) e C (acido ascorbico),
compostos fendlicos, licopeno e zinco (Zn), ao promover a diminuigdo da produgéo de
ROS e o dano ao DNA e aumentam os niveis de glutationa peroxidase, diminuindo as
taxas de apoptose celular e prevenindo a producao de metabdlitos eletrofilicos, tanto
em testes com células in vivo quanto in vitro.

Compostos bioldgicos como as leveduras, também foram testados. Yang et al.
(2020) analisaram o tratamento com leveduras enriquecidas com selénio (Se) com
reducao de efeitos téxicos em frangos, com diminuicao de alteragdes histopatoldgicas
no ceco, de citocinas IL-1p, IL-6 e interferon-y (IFN-y), aumento de glutationa e SOD,
aumento da expressdo de genes de jungado ocludina e claudina-1 e inibigdo do
desequilibrio da microbiota, aumentando a diversidade microbiana.

Tong et al. (2020) também utilizaram leveduras enriquecidas com selénio (Se),
e verificaram redugao dos efeitos toéxicos da OTA em frangos na morfometria (altura
das vilosidades e profundidade das criptas), aumento do numero de células globosas
no duodeno, jejuno e ileo, SOD e glutationa no duodeno e jejuno e diminuigdo de
expressao de IL-1B e TNF-a no duodeno, jejuno e ileo. Khan et al. (2017) verificaram
que lodo de leveduras de uma destilaria preveniu os efeitos da OTA em galinhas ao
diminuir os niveis plasmaticos de ALT, creatinina e ureia e ao aumentar os niveis
plasmaticos de anticorpos totais, IgY e IgM.

Slizewska, Nowak e Smulikovska (2016) utilizaram uma mistura de probiéticos
e verificaram a diminuicao de genotoxicidade e citotoxicidade causados pela OTA no
conteudo fecal de frangos.

Outros componentes utilizados s&o os adsorventes de OTA. Qu et al. (2017)

utilizaram uma mistura de componentes adsorventes (montmorillonita e parede celular
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de leveduras) para verificar a redugao dos efeitos de contaminagcédo pela OTA em
frangos, esses compostos promoveram o aumento da altura das vilosidades e
profundidade das criptas do intestino, reducao da OTA residual nos rins e no figado,
diminuicdo dos niveis de AST, GGT, diminuicdo de peso relativo dos rins e do figado

e aumento de peso relativo do timo dos animais.

2.2 L-TRIPTOFANO

2.1.1 Metabolismo

O L-triptofano € um aminoacido essencial para os animais monogastricos, pois
nao pode ser sintetizado no organismo devido a auséncia de maquinaria enzimatica
necessaria. Essa maquinaria esta presente em bactérias, fungos e plantas, mas para
0s animais se torna necessario a ingestdao de L-triptofano na forma de proteinas
(MOFFETTI; NAMBOODIRI, 2003, YAO et al., 2011).

A principal fungédo do L-triptofano é auxiliar na sintese proteica (YAO et al.,
2011), é o aminoacido essencial menos abundante do organismo, por isso pode ser
limitante para a sintese proteica (WANG et al., 2016). E importante pois também é
precursor de substancias essenciais produzidas, como a 5-hidroxitriptamina, ou
serotonina, um neurotransmissor essencial pois regula a motilidade e secregéo
gastrointestinal, atua no sistema neurolégico modulando a cogni¢do, sono, humo e
apetite, também ¢é precursor de melatonina, que estimula a protegdo da mucosa
gastrica, fungao exdcrina do pancreas e regula os ritmos de sono e vigilia associados
a idade e temperatura corporal, além de outras substancias como acido nicotinico,
niacina, acido quinurénico e acido quinolinico, entre outros (YAO et al. 2011,
HOGLUND; YVERLI; WINBERG, 2019).

Um tipo de triptofano ja foi utilizado como componente para inibigdo da OTA, o
N-Acetil-L-Triptofano (NAT) demonstrou atividade protetora contra a toxicidade in vitro
ao reverter a inibigdo de proliferagao celular e proteger contra indugao apoptose, além
combater o estresse oxidativo causado pela OTA e restaurar o potencial da membrana
mitocondrial, também foi sugerido que o NAT se liga no sitio de ligacdo da OTA na
fenilalanila-tRNA sintetase e diminui a inibicdo de sintese proteica (ARGAWAL et al.,
2020).
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Sabe-se que em aves o fornecimento de L-triptofano na dieta em determinados
niveis pode aumentar o consumo alimentar, ganho de peso e os niveis de glicose,
albumina, proteinas totais, imunoglobulinas, INF-a, INF-y e diminuir os niveis de AST,
ureia e acido urico, corticosterona, triglicerideos e colesterol plasmaticos (EMADI et
al., 2011, WEI et al., 2011; YUE; GUO; YANG, 2017, KHATTAK; HELMBRETCH,
2019, MUND et al., 2019). Possui também atividade antioxidante, pois aumenta os
niveis de glutationa peroxidase, catalase, capacidade antioxidante total e diminuigao
de malondialdeido no plasma e nos tecidos (LIU et al., 2015). No intestino dos frangos,
o L-triptofano aumenta os niveis de IgA secretora (SIgA) e das proteinas de jungéo
claudina-1 (YUE; GUO; YANG, 2017). Em suinos, demonstrou-se que o L-triptofano
melhora os parametros morfométricos, com aumento da altura das vilosidades e
profundidade das criptas (TOSSOU et al., 2016).

Em relagdo ao seu metabolismo, o L-triptofano possui trés vias diferentes: a)
hidroxilagdo e descarboxilagdo para produgdo de 5-HT (1-2%), b) desaminacao e
descarboxilagdo para produgdo de acido indolacético (2-3%) e c) degradagdo em
niacina, piruvato e acetil-CoA, através da via da quinurenina (>95%) (YAO et al.,
2011).

Na via de producédo de 5-HT, o L-triptofano sofre hidroxilagcéo pela triptofano
hidroxilase e forma 5-hidroxitriptofano, que é descarboxilado pela 5-hidroxitriptofano
descarboxilase e da origem a 5-hidroxitriptoamina (5-HT) (SCHOCKSNADEL et al.
2006, YAO et al., 2011). No cérebro, na glandula pineal e nas retinas a 5-HT sofre
acetilacado pela arilalquilamina N-acetiliransferase e forma N-acetilserotonina que é
metilado pela N-acetilserotonina O-metiliransferase e da origem a melatonina
(SLOMINSKI et al., 2002).

Outra via importante € da quinurenina, nessa via a enzima hepatica triptofano
2,3-dioxigenase (TDO) e a enzima extra hepatica indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO)
catalisam a reagao para formar a quinurenina, essas duas enzimas sao induzidas por
glicocorticoides e por citocinas pro-inflamatérias, respectivamente (Figura 2). A
quinurenina é transformada no cérebro em acido quinurénico, que € um neuroprotetor
antagonista de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), ou acido quinolinico que
produz compostos neurotoxicos, como agonistas de receptores NMDA e ROS. O
acido quinolinico também produz nicotina e acido nicotinico (HOGLUND; @VERLI;

WINBERG, 2019). A presencga de estresse crénico ou infecgdes no organismo, levam
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o L-triptofano a ser utilizado em maior quantidade pela via da quinurenina e diminui a
producéo de 5-HT (YAO et al., 2011, HOGLUND; GVERLI; WINBERG, 2019).

Figura 3 — Esquema simplificado de metabolismo do L-triptofano.
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Fonte: Schrocksnadel et al. (2006).
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos toxicos da contaminagédo aguda pela OTA, e se o tratamento

com L-triptofano, pode inibir os efeitos toxicos da OTA em frangos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os parametros hematolégicos (niveis de hematécrito, leucdcitos totais
circulantes e hemoglobina)

Analisar os parametros bioquimicos (niveis de ALT, ureia, acido urico, cortisol
plasmatico, cortisol cerebral e proteinas totais plasmaticas).

Quantificar os niveis de IgA/IgY plasmaticas e do conteudo cecal.

Titular os niveis de IgY anti-NDV plasmaticas de origem materna.

Determinar os numeros de células IgA* no duodeno.

Verificar a morfometria do duodeno (altura das vilosidades e profundidade das

criptas).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E ALOJAMENTO

Foram utilizados no experimento 36 pintainhos (Gallus gallus domesticus) da
linhagem Cobb 500, machos e de um dia de idade. Os animais foram transportados
por 100 km, em condigdes adequadas de temperatura e umidade, no dia de inicio do
experimento. As salas e gaiolas utilizadas foram higienizadas e depois desinfectadas
com formalina e permanganato de potassio (KMnOQa), antes do alojamento. Os animais
foram alocados em condi¢des ideais de manejo, com fotoperiodo de 12 horas por dia,
e temperatura ambiente de 30°C na primeira semana e 28°C na segunda semana do
experimento. Todos os animais receberam a mesma dieta, formulada previamente
para satisfazer suas exigéncias nutricionais. Agua e ragao foram fornecidas ad libitum
durante todo o experimento e foram trocadas diariamente. Gaiolas, comedouros e
bebedouros também foram higienizados diariamente. O experimento foi conduzido
com aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual de Londrina, protocolo n® 18289.2017.16 (Anexo 1).

4.2 PREPARO DA OTA E DO L-TRIPTOFANO

A OTA (Cayman Chemical 111439; Ann Arbor, Ml, US) foi diluida em etanol
absoluto e obteve-se uma concentragdo de 2 mg/mL, sendo armazenada a 4°C por
24 horas para melhor diluicdo. Para inoculagdo nos animais, a OTA foi diluida em
solugdo salina fosfatada tamponada (PBS) 0,01 M, e administrada em volume total de
0,5 mL por animal na concentragao de 1,4 mg/kg de peso vivo. O L-triptofano (Sigma-
Aldrich T0254; San Louis, MO, US) foi diluido em PBS 0,01 M, e foi administrado em
volume de 0,5 mL por animal na concentragdao de 100 mg/kg de peso vivo.
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4.3 ComMPOSICAO NUTRICIONAL DA RACAO

Tabela 1 — Composic¢ao alimentar da ragao disponibilizada aos animais durante

todo o periodo do experimento.

Composigéo (%)
alimentar
Milho gréao 47,2234
Soja farelo 44,3657
Oleo de soja 41517
Fosfato bicalcico 1,8661
Calcario 1,0327
Sal comum 0,5257
DL-metionina 0,3172
Minerais 0,2000
Vitaminas 0,2000
L-lisina HCI 0,0930
L-treonina 0,0248
Total 100

Fonte: proprio autor (2021).

Tabela 2 — Atendimento das exigéncias nutricionais calculada da ragao

disponibilizada aos animais durante todo o periodo do experimento.

Nutriente Quantidade Unidade
Calcio 1,0110 %
Energia metabolizavel 3,0000  Mcal/kg
Fosforo 0,4800 %
Lisina 1,3640 %
Metionina + cisteina 0,9890 %
Metionina 0,6478 %
Proteina bruta 25,3100 %
Saédio 0,2270 %
Treonina 0,8820 %

Fonte: proprio autor (2021).
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4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Os 36 pintainhos foram divididos em quatro grupos, com 9 animais em cada:
o Grupo C
o Grupo OTA
o Grupo OTA+T
o Grupo T
No primeiro dia do experimento, os pintainhos dos grupos OTA e OTA+T
receberam dose unica de OTA (1,4 mg/kg de peso vivo) e os animais dos grupos C e
T receberam uma dose de PBS 0,01M. Nos quatro dias posteriores os pintainhos dos
grupos C e OTA receberam uma dose diaria de PBS 0,01 M estéril e os pintainhos
dos grupos OTA+T e T receberam uma dose diaria de L-triptofano (100 mg/kg de peso
vivo). Todas as administragdes foram feitas por via oral, por gavagem. Os animais nao
foram vacinados durante o experimento.
No dia treze do experimento, o sangue dos animais foi coletado por pungéo de
veia jugular para realizagao das analises. No dia quatorze, foram eutanasiados por
deslocamento cervical e foi coletado os fragmentos de duodeno e do conteudo cecal

para as analises.

4.5 ELISA DE IMUNOCAPTURA PARA IGA/IGY

O sangue total foi centrifugado a 900 xg por 10 minutos, em seguida o plasma
obtido foi coletado e diluido em 1:50 com PBS 0,01M (glicerol 40%), as aliquotas de
plasma foram armazenadas em freezer a -20°C até a realizagdo das analises. O
conteudo cecal coletado foi armazenado no freezer a -80 °C até seu processamento,
posteriormente coletou-se 0,250 g de conteudo cecal de cada animal, que foi diluido
em 1 mL de PBS 0,01M, em seguida homogeneizado no vortex e deixado em repouso
a 4°C por 10 minutos e centrifugado a 5.590 xg por 5 minutos, foi recolhido o
sobrenadante e diluido em 1:2 com PBS 0,01M (glicerol 40%), as aliquotas obtidas
foram armazenadas em freezer -20°C até a realizagao das analises.

Para a quantificacéo de IgA/IgY no plasma e no conteudo cecal foi realizado o
ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA) de imunocaptura. As aliquotas foram
descongeladas em temperatura ambiente e diluidas em 1:5.000 (IgA) e 1:100 (IgY)
nas aliquotas provenientes de conteudo cecal, e 1:20 (IgA) e 1:250.000 (IgY) nas
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aliquotas de plasma com PBS 0,01 M (leite desnatado 1%). As placas de ELISA de
alta afinidade (Greiner Bio-One 655061; Frickenhausen, BW, DE) foram sensibilizadas
com volume padronizado de 0,25 uL de anticorpo de captura anti-chicken IgA (Bethyl
Laboratories A30103A; Montgomery, TX, US) e anti-chicken 1gY (Bethyl Laboratories
A30104A; Montgomery, TX, US) e em seguida foram incubadas a 4°C overnight.

ApoOs a sensibilizacao foi feito o bloqueio das ligagdes inespecificas com PBS
0,01M (leite desnatado 5%) por 2 horas a 25°C, seguido de incubagdo com as
amostras diluidas e a curva padrao contendo o soro padréo (Bethyl Laboratories
A30109; Montgomery, TX, US) em diluices seriadas de 1.000 ng/mL a 15,625 ng/mL
(IgA) e 200 ng/mL a 3,125 ng/mL (IgY) com PBS 0,01 M (leite desnatado 1%), por 1
hora a 25°C. Os anticorpos secundarios conjugados a peroxidase anti-lgA (Bethyl
Laboratories A30103P; Montgomery, TX, US) e anti-IgY (Sigma-Aldrich A9046; San
Louis, MO, US) foram adicionados em diluicado de 1:25.000 (IgA/IgY) com PBS 0,01 M
(leite desnatado 1%) e incubados por 1 hora a 25°C.

ApOs a lavagens das placas, foi feita a revelagdo da reacdo com o substrato
tampao citrato pH 5,0 contendo 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina 0,01% e peréxido de
hidrogénio (H202) 3% por 15 minutos, em seguida foi feita a parada da reagdo com
solucao de acido sulfurico (H2SO4) 2N. Posteriomente, foi feita a leitura das placas no
espectrofotdmetro a 450 nm. Para calcular os resultados, as densidades 6éticas obtidas
foram comparadas com as densidades oticas obtidas das curvas padrdo de cada
placa, as curvas padrao foram construidas com o programa CurveExpert 1.4 (Hyams
Development, 2009, Starkville, MS, US).

4.6 ELISA DIRETO PARA IGY ANTI-NDV

Para determinacéo dos titulos vacinais maternos contra o Virus da Doenca de
Newcastle (NDV) foi escolhido o plasma de cinco animais de cada grupo. Foi realizado
o ELISA direto com kit comercial para quantificagdo de anticorpos IgY anti-NDV (/dexx
Laboratories 99-09263; Westbrook, ME, US), conforme o protocolo disponibilizado
pelo fabricante.
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4.7  ANALISE HISTOPATOLOGICA DO DUODENO

Os fragmentos de duodeno obtidos dos animais foram colocados em frascos
contendo formalina 4% para fixagao, apds 48 horas foram retirados e armazenados
em frascos contendo etanol 70%. Para a confecg¢ao das laminas, os fragmentos foram
desidratados com concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol absoluto

e embebidos em parafina e seccionados em micrétomo, com espessura de 5 uym.

4.7.1 Imunohistoquimica para células IgA*

Para quantificagcao de células IgA* nos fragmentos de duodeno, foi realizada a
imunohistoquimica. Os cortes obtidos anteriormente foram desparafinizados com xilol
absoluto, hidratados em concentragdes decrescentes de etanol e agua destilada e
lavados com PBS 0,01M (Triton 0,025%) por 10 minutos, sob leve agitagdo. Em
seguida, foram incubados a 70°C para reativagao antigénica. Foi feito o bloqueio da
peroxidase endogena com H202 3% por 1 hora em temperatura ambiente, seguida de
uma nova lavagem.

Em seguida foi feito o bloqueio com contendo albumina bovina sérica (BSA) 1%
(PBS 0,01M) por 4 horas em temperatura ambiente, sob leve agitacédo, seguida de
lavagem por 5 minutos. Foi colocado anticorpo conjugado com peroxidase Anti-IgA
(ABCAM ab112817; Arlington, VA, US) diluido em 1:100 (PBS 0,01 M) em temperatura
ambiente por 1 hora, sob leve agitagao, seguida de nova lavagem.

Em seguida foi feita a revelagao da reagao com o substrato tampéao acetato pH
5 contendo 3,3’-Diaminobenzidina 0,1% e H202 0,03%. Apds rapida passagem em
agua destilada os cortes foram contra corados com hematoxilina de Harris por 2
minutos, lavados rapidamente em agua destilada e desidratadas com concentragdes
crescentes de etanol, seguido da montagem das laminas.

Os cortes foram observados em microscépio 6tico (aumento de 400x) e as
imagens foram fotografadas em camera fotografica adaptada ao microscopio, com as

imagens obtidas foi realizada a contagem de células IgA* em 10 campos por grupo.
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4.7.2 Morfometria do duodeno

Para as analises de morfometria foi feita a coloracdo de hematoxilina/eosina
como descrito a seguir: 10 banhos em xilol, 1 minuto em etanol/xilol, 10 banhos em
etanol absoluto, 10 banhos em etanol 70%, 10 banhos em etanol 50%, 5 minutos em
agua corrente, 5 minutos em hematoxilina, lavagem em agua corrente por 3 minutos,
10 banhos em etanol 50%, 10 banhos em etanol 70%, 1 banho em solugéo de acido
cloridrico (HCI), 10 banhos em etanol 70%, 1 minuto e 30 segundos em solug&o de
amoniaco, 10 banhos em agua corrente, 10 minutos em solugéo de carbonato de litio,
10 banhos em agua corrente, lavagem em etanol 70%, 3 minutos em eosina, 10
banhos em alcool 70%, 1 minuto em etanol absoluto, 1 minuto em etanol/xilol, 10
banhos em xilol, 2 minutos em xilol, seguido de montagem das Iaminas.

Para avaliacdo da morfometria foi escolhido o fragmento de cinco animais de
cada grupo, foi feita a mensuragao da altura de 30 vilosidades e da profundidade de
suas criptas adjacentes (aumento de 100x). Foi utilizado o programa Motic Plus 2.0
(Motic Group Company, 2007, Hong Kong, CN) para obtengdo das imagens e dos

dados.

4.8 ANALISES HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

O sangue total foi coletado em tubos contendo heparina sddica para realizagao
das analises hematoldgicas. A quantificagdo de proteinas totais plasmaticas foi feita
no refratbmetro, o hematdcrito foi obtido através de leitura de capilar centrifugado, a
contagem global de células nucleadas foi feita em camara de Neubauer por meio de
diluicbes, com o reagente liquido de Turk (4%) e a quantificagdo de hemoglobina foi
feita pelo método colorimétrico de cianometemoglobina.

O sangue total de cinco animais de cada grupo foi escolhido e centrifugado em
900 xg por 10 minutos, com o plasma obtido foi feita a quantificacdo de ALT, acido
urico e ureia pelo sistema de bioquimica integrada Dimension Xpand Plus (Siemens
Healthcare Diagnostics, Newark, DE, US).
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4.9 ELISA DE IMUNOCAPTURA PARA CORTISOL

Para determinagao dos niveis de cortisol foram escolhidos o plasma e o cérebro
de cinco animais de cada grupo. Os cérebros foram coletados e armazenados a -80°C,
para a realizagdo dos testes foram macerados e centrifugados com PBS 0,01M. Foi
realizado ELISA de imunocaptura com kit comercial para quantificagcdo do cortisol
(Bioassay Technology Laboratory E0071Ch; Shanghai, CN), conforme o protocolo

disponibilizado pelo fabricante.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para verificacdo de normalidade e homogeneidade dos grupos foi feito o teste
de Lilliefors e de Levene, respectivamente. Nas variaveis em que um ou mais grupos
nao apresentaram normalidade foi realizada transformacao estatistica. Os grupos que
apresentaram normalidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um
fator para verificar se houve diferenga significativa entre eles, seguido do teste de
Student-Newman-keus para comparagdes multiplas. Nas variaveis em que 0s grupos
nao puderam ser normalizados foi utilizado teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
para verificar se houve diferenca significativa entre eles, seguido do teste de Student-
Newman-keus para comparacdes multiplas. Todos os dados foram considerados
significativamente diferentes quando p-valor<0,05. Foi utilizado o programa SigmaPlot
12.0 (Systat Software Inc, 2011, San Jose, CA, US) para a realizagao das analises

estatisticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo aos resultados dos parametros hematologicos, houve diminuigéao
significativa na contagem de leucdcitos totais nos animais do grupo OTA em relagc&o
ao grupo C (p<0,05, grafico 1). Outros estudos obtiveram o mesmo resultado, Khan et
al. (2018) verificaram em frangos contaminados cronicamente com 0,3 a 1,1 mg/kg de
OTA na dieta a diminuigao dos niveis de leucécitos totais. Moura et al. (2004), também
observaram diminuigao de leucocitos totais em frangos, mas utilizaram outra dose de
OTA (0,04 mg/kg de peso vivo) e por via intraperitoneal, e verificaram que a diminuigéo
ocorreu no periodo de 6 horas apos a intoxicagao aguda, porém apos esse periodo a
contagem de leucdcitos totais se normalizou, isso pode ter ocorrido devido a dose
baixa utilizada. Como no presente estudo a contagem permaneceu diminuida apés 14
dias, isso pode ter ocorrido devido a dose alta utilizada.

O tratamento com quatro doses de L-triptofano (100 mg/kg de peso vivo) levou
ao aumento significativo da contagem de leucdcitos totais do grupo T em relacédo ao
grupo C e do grupo OTA+T em relagao ao grupo OTA (p<0,05, gréafico 1). Patil et al.
(2013) verificaram a reversdo dos efeitos toxicos de Aflatoxina na resposta imune
humoral e celular com a suplementagdo com L-triptofano (250 mg/kg de ragao) na
dieta de frangos. Moneva et al. (2008), observaram que o fornecimento de triptofano
(5 g/kg de racao) na dieta de frangos com indugao de estresse influenciou a dindmica
e os padrboes de leucdcitos totais. Isso pode ocorrer devido acdo de 5-HT, uma
substancia produzida a partir do L-triptofano e que pode regular o sistema imune, pois
varios receptores de 5-HT estdo presentes em células imunes como linfécitos,
monadcitos, macréfagos e células dendriticas, a 5-HT pode diminuir as taxas de
apoptose dessas células e promover a producdo de citocinas pré-inflamatérias e

protecao contra o estresse oxidativo (KHAN; GHIA, 2010).
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Grafico 1 — Leucocitos totais circulantes em frangos de quatorze dias,
desafiados com OTA e tratados com L-triptofano.
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Média + desvio padréo. Os grupos que ndo compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes
(p<0,05). Andlise estatistica: ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Houve diminuicao significativa do hematdcrito dos animais do grupo OTA em
relagéo aos grupos C e T (p<0,05, grafico 2). Outros estudos também verificaram esse
resultado. Elaroussi et al. (2006), observaram diminuigdo do hematécrito de frangos
contaminados cronicamente com 0,4 e 0,8 mg/kg de OTA na dieta, por 14 dias. Isso
pode ocorrer devido a indugdo de anemia pela inibicdo de absorgao de ferro ou um
disturbio no sistema hematopoiético pela supressdo da medula éssea (HUFF;
KUBENA; HARVEY, 1988, ELAROUSSI et al., 2006, POZZO et al., 2013).

O tratamento com L-triptofano nao levou a diferencas nos hematdcritos dos
animais do grupo OTA+T em relagao ao grupo OTA (p>0,05, grafico 2), e do grupo T
em relagdo ao grupo C (p>0,05, grafico 2), isso mostra auséncia de influéncia do L-
triptofano nesse parametro. Contudo, seria interessante realizar estudos adicionais
com maior amostragem, pois observou-se uma tendéncia de aumento do hematocrito
do grupos OTA+T, considerando que este grupo apresentou nivel similar aos grupos
C e T, diferente do grupo OTA. Moneva et al. (2008), verificaram que o fornecimento
de dieta rica em triptofano nao levou ao aumento do hematdcrito de frangos induzidos
ao estresse. Nao ha na literatura dados mais consistentes e com a demonstragéo do
impacto da administragao oral de L-triptofano no hematécrito de frangos.
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Grafico 2 — Hematdcrito em frangos de quatorze dias, desafiados com e
tratados com L-triptofano.
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(p<0,05). Andlise estatistica: ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Os animais do grupo OTA tiveram niveis similares nos valores de hemoglobina
em relagédo ao grupo C e OTA+T (p>0,05, grafico 3). Os valores de hemoglobina de
frangos contaminados cronicamente com OTA normalmente foram diminuidos em
relagcdo aos animais nao contaminados (ELAROUSSI et al., 2006). Huff, Kubena e
Harvey (1988), verificaram diminuicdo significativa dos niveis de hemoglobina em
frangos contaminados cronicamente com 1 a 4 mg/kg de OTA na dieta por 21 dias.
Isso pode ter ocorrido pela utilizacdo de dose unica, diferentes de doses crbnicas
utilizadas em outros estudos (HUFF; KUBENA; HARVEY, 1988, ELAROUSSI et al.,
2006), isso demonstra que a dose unica, mesmo elevada nao altera os niveis de
hemoglobina.

Os animais do grupo T tiveram aumento significativo em relacdo aos demais
grupos (p<0,05, grafico 3), portanto a suplementacdo com L-triptofano teve efeito
positivo nos niveis de hemoglobina dos frangos. Nao ha na literatura estudos que
demonstrem a ag¢ao da suplementagao com L-triptofano com efeitos significativos nos

valores de hemoglobina de frangos.
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Grafico 3 — Hemoglobina em frangos de quatorze dias, desafiados com OTA e

tratados com L-triptofano.
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(p<0,05). Andlise estatistica: Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Os valores de proteinas totais plasmaticas expressos em g/dL, dos animais do
grupo OTA, foram similares em relagédo ao grupo C (p>0,05, grafico 4), possivelmente
pela pequena amostragem de animais utilizada no presente estudo. Outros estudos,
utilizando dietas contaminadas, verificaram a diminuigdo dos niveis de proteinas totais
e albumina plasmaticas causadas por intoxicagao crénica pela OTA, isso ocorre pelo
extravasamento de albumina nos locais onde houve lesdes renais, prejuizo na sintese
proteica hepatica e pelo mecanismo de altera¢des na sintese proteica pela inibicdo de
t-RNA sintase (SAKTHIVELAN; RAQO, 2010, POZZO et al., 2013, SINGH et al., 2015,
QU et al., 2017, KHAN et al., 2018, RAO; VARRA; KUMAR, 2018, KHAN et al., 2019).

Os animais dos grupos tratados com L-triptofano tiveram aumento nos niveis
de proteinas totais plasmaticas em relagado aos grupos nao tratados com L-triptofano.
De forma interessante, os animais do grupo OTA+T tiveram aumento significativo em
relacdo aos animais do grupo OTA (p<0,05, grafico 4), portanto o L-triptofano teve
papel benéfico. Alguns estudos demonstram aumento dos niveis de proteinas totais
plasmaticas em frangos com o fornecimento de L-triptofano acima do recomendado
nas dietas (EMADI et al., 2011, PAN et al., 2013, KHATTAK; HELMBRECHT, 2019).
Isso pode ocorrer devido ao aumento de sintese proteica e de crescimento celular e a
diminuicdo de expressao de genes associados a degradacido proteica devido a
suplementagao do L-triptofano (PAN et al., 2013, JIANG et al., 2017). Os animais do
grupo T tiveram aumento significativo em relagao aos grupos OTA e C (p<0,05, grafico

4), em concordancia com estes dados da literatura.
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Grafico 4 — Proteinas totais plasmaticas em frangos de quatorze dias,

desafiados com OTA e tratados com L-triptofano.
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Média + desvio padréo. Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes
(p<0,05). Anadlise estatistica: ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Em relacdo ao resultado dos parametros bioquimicos renais, o nivel de acido
urico dos animais do grupo OTA foi similar ao grupo C (p>0,05, grafico 5). Outros
estudos, utilizando dietas contaminadas, verificaram aumento dos niveis de acido
urico plasmaticos com a contaminagao cronica pela OTA (HUFF; KUBENA; HARVEY,
1987, SINGH et al., 2015, RAO; VARRA; KUMAR, 2018), devido a indugao de lesdes
renais, pela exposicao dos rins durante a excrecao e eliminagao. POZZO et al. (2013),
também néo verificaram um aumento dos niveis de acido urico em frangos expostos
a baixa dosagem de OTA na dieta. Isso indica que para ocorrer uma lesao significativa
com aumento dos niveis de acido urico € necessaria uma dose mais elevada, ou
disponibiliza-la por maior periodo de tempo.

Os animais do grupo OTA+T tiveram niveis similares de acido urico em relagao
ao grupo OTA (p>0,05, grafico 5), no entanto os niveis de acido urico do grupo T
aumentaram significativamente em relagdo aos demais grupos (p<0,05, grafico 5),
isso pode ter sido ocasional, porém pode ter ocorrido uma sobrecarga dos rins para
excretar o excesso de L-triptofano. Liu et al. (2015), verificaram diminuicdo dos niveis
de acido urico, conforme o0 aumento do fornecimento de triptofano na dieta, entretanto
na dieta com maior concentragao de triptofano os valores de acido urico foram maiores
do que em relagdo ao grupo tratado com menos triptofano, portanto um nivel elevado
de L-triptofano causou o aumento nos niveis de acido urico. No presente estudo foi
utilizado o L-triptofano purificado, isso pode ter aumentado a disponibilidade do
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aminoacido no organismo dos animais e possivelmente causado maior efeito colateral,
para confirmar essa possibilidade sdo necessarios estudos adicionais com diferentes

doses de L-triptofano e analise histopatolégica dos érgaos.

Grafico 5 — Acido urico em frangos de quatorze dias, desafiados com OTA e

tratados com L-triptofano.
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(p<0,05). Analise estatistica: Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Os niveis de ureia dos animais do grupo OTA foram similares ao grupo C
(p>0,05, grafico 6). Outros estudos, ao utilizar dietas contaminadas com diferentes
concentracdes, observaram diminuicdo nos valores de ureia plasmatica na intoxicagao
crénica pela OTA (HUFF; KUBENA; HARVEY, 1987, KUBENA et al., 1988, QU et al.,
2017), porém o mecanismo pelo qual ocorre a diminuicdo de ureia plasmatica nao
esta elucidado, possivelmente devido a lesdes hepaticas, portanto no presente estudo
o resultado também pode ter sido ocasional, devido ao baixo niumero de animais em
cada grupo, quando comparado a outros trabalhos existentes na literatura. A avaliagao
de ureia plasmatica em aves € mais relacionada aos niveis de desidratacdo do que a
funcdo renal dos animais (HARRIS, 2009), no presente experimento os animais de
todos os grupos tiveram a mesma disponibilidade de agua, portanto os niveis de
desidratacao provavelmente nao influenciaram nos resultados.

Os grupos tratados com L-triptofano tiveram niveis de ureia semelhantes ao
grupo C (p>0,05, grafico 6), isso mostra que o L-triptofano nao teve influéncia nesse
parametro. Liu et al. (2015) verificaram em patos suplementados na dieta com maiores
niveis de triptofano diminuicdo dos niveis de ureia, isso pode ter ocorrido devido a

melhora na eficiéncia de utilizagdo do aminoacido ou a reducédo do catabolismo
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proteico dos animais. Nao ha na literatura dados mais consistentes sobre a influéncia

do fornecimento de L-triptofano nos niveis de ureia plasmatica dos frangos.

Grafico 6 — Ureia em frangos de quatorze dias, desafiados com OTA e tratados
com L-triptofano.

Ureia (mg/dL)
W

]
1

0-
C OTA OTA+T T

Média + desvio padrédo. Os grupos que nao compartilham a mesma letra sao significativamente diferentes
(p<0,05). Andlise estatistica ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Em relagcéo a avaliagdo hepatica, os niveis de ALT plasmaticos dos animais do
grupo OTA foram similares ao grupo C (p>0,05, grafico 7). Outros estudos verificaram
aumento dos niveis de ALT plasmaticos com a contaminagéo cronica pela OTA (QU
et al., 2017, RAO; VARRA; KUMAR, 2018), isso é devido ao dano hepatico causado
pela OTA, com alteragdo da membrana dos hepatdcitos e extravasamento das suas
enzimas e pela hiperplasia biliar (RAO; VARRA; KUMAR, 2018). Entretanto, POZZO
et al. (2013), ao utilizar uma dose baixa de OTA, no limite do recomendado pela Uni&o
Europeia para racado (0,1 mg/kg), verificaram que os niveis de ALT dos frangos
contaminados com OTA foram similares aos animais nao contaminados, isso mostra
que para causar lesdo hepatica é necessario fornecimento de OTA em maiores
concentracdes, e uma dose unica, mesmo alta ndo é suficiente.

Os animais do grupo OTA+T tiveram niveis similares de ALT em relagdo ao
grupo OTA (p>0,05, grafico 7), e o grupo T teve niveis similares em relagéo aos grupos
OTA e OTA+T (p>0,05, grafico 2C), esses resultados estdo de acordo com outros
estudos. Emadi et al. (2011) e Khattak et al. (2018) também nao verificaram alteragdes
nos niveis de ALT e AST, respectivamente, em frangos suplementados com triptofano

em relagao aos frangos nao suplementados com triptofano.
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Grafico 7 — ALT em frangos de quatorze dias, desafiados com OTA e tratados

com L-triptofano.
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Média + desvio padrédo. Os grupos que nao compartilham a mesma letra sao significativamente diferentes
(p<0,05). Analise estatistica: Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Em relacado ao cortisol plasmatico, os animais do grupo OTA tiveram niveis
similares em relagéo ao grupo C (p>0,05, grafico 8), isso pode ter ocorrido devido ao
baixo numero de animais utilizados, ou devido a unica dose administrada, e possivel
reversao apos 14 dias de intoxicacdo. Kumar et a. (2011), verificaram a diminuigao
dos niveis de cortisol plasmaticos com exposi¢cao crénica com 4 mg/kg de OTA na
dieta de ratos, possivelmente devido aos prejuizos causados pela OTA no sistema
enddcrino, mas os mecanismos pelo qual isso ocorre ndo sdo conhecidos. Nao ha na
literatura mais dados que correlacionam a exposicao pela OTA aos niveis de cortisol
plasmaticos de frangos. Em relagao ao cortisol cerebral, os animais do grupo OTA
tiveram niveis similares em relagéo ao grupo C (p>0,05, grafico 8), ndo se conhece os
efeitos da OTA nos niveis de cortisol cerebral de frangos, esse foi 0 primeiro estudo a
quantificar os niveis de cortisol no cérebro de frangos. O cortisol € um glicocorticoide
secretado pela glandula adrenal das aves durante os periodos embrionarios e apos o0
nascimento, diminuindo com o passar do tempo, porém ainda em concentragdes
elevadas até o décimo quarto dia de vida dos frangos (CARSIA, 2015).

Os animais dos grupos tratados com L-triptofano tiveram niveis similares de
cortisol plasmatico e cerebral em relagao aos outros grupos (p>0,05, grafico 8). Outros
estudos realizaram a suplementacao de triptofano na dieta de suinos em desmame e
verificaram uma diminuig¢ao significativa dos niveis de cortisol salivar, isso pode estar
relacionado ao aumento dos niveis de 5-HT e diminuicido do estresse dos animais
(KOOPMANS et al., 2006, LIU et al., 2013). Nao ha na literatura dados sobre os efeitos
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da administracao de L-triptofano nos niveis plasmaticos e cerebrais de cortisol em
frangos, é necessario no futuro avaliar os mecanismos de efeito do L-triptofano nesse

parametro.

Grafico 8 — Cortisol plasmatico e cerebral em frangos de quatorze dias,

desafiados com OTA e tratados com L-triptofano.
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Média + desvio padréo. Os grupos que ndo compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes
(p<0,05). Anadlise estatistica: ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Os niveis de IgA/IgY plasmaticas dos animais do grupo OTA foram similares
em relacgao ao grupo C (p>0,05, gréafico 9). A OTA pode causar imunossupressao nos
animais, diversos estudos que utilizaram diferentes concentracbes demonstraram a
deplecdo de imunoglobulinas (IgA/lgY), leucdcitos e linfécitos B produtores de
anticorpos circulantes causadas pela OTA, isso ocorre devido a degeneragdo nos
tecidos linfoides de timo, baco e bursa de Fabricius, devido ao aumento das taxas de
apoptose e inibicdo de proliferagao celular com consequente diminuicdo do peso
relativo desses 6rgaos (ELAROUSSI et al., 2006, POZZO et al., 2013, SHARMA et al.,
2016, KHAN et al., 2018, KHAN et al., 2019). Contudo, no presente estudo os niveis
similares podem ser devido a administracdo de dose unica, o que pode ter sido
insuficiente para diminuir os niveis de linfocitos B circulantes, e consequentemente de
IgA/IgY plasmatica, ou porque apdés 14 dias de contaminagdao os niveis de IgY
maternos estariam extremamente baixos.

Os grupos tratados com L-triptofano apresentaram niveis similares de IgA/IgY
plasmaticas em relagdo ao grupo OTA e C (p>0,05, gréafico 9), isso demonstra que o

tratamento com L-triptofano néo teve efeitos na produgdo de IgA/IgY circulantes.
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Emadi et al. (2011), verificaram que frangos suplementados com uma dieta com altos
niveis de triptofano tiveram niveis de IgY circulantes maiores que frangos nao
suplementados, apds 27 dias de experimento, contudo, Patil et al. (2019), verificaram
com a suplementacado de 250 mg/kg de L-triptofano na ragdo auséncia de efeitos
quando comparados com o grupo controle na titulacdo de anticorpos quando utilizado
o teste de hemaglutinagao, porém a suplementagao de L-triptofano foi capaz de inibir
a diminuigao dos titulos de anticorpos causados pela Aflatoxina. EI-Gogary e Azzam
(2014), n&o observaram aumento nos niveis de imunoglobulinas em frangos
suplementados com L-triptofano na dieta em relagdo aos animais do grupo controle.
Fatemi e Toghyani (2018), ndo observaram aumento dos titulos de anticorpos de
frangos quando utilizado o teste de hemaglutinagdo e numero de linfocitos em relagao
aos heterofilos em animais com fornecimento de triptofano na dieta relagdo ao grupo
controle. Os dados obtidos no presente estudo estdo de acordo com El-Gogary e
Azzam (2014), e sugere que o L-triptofano nao altera os niveis de imunoglobulinas

circulantes.

Grafico 9 — IgA/IgY plasmatica em frangos de quatorze dias, desafiados com

OTA e tratados com L-triptofano.
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Média + desvio padréo. Os grupos que ndo compartilham a mesma letra s&o significativamente diferentes
(p<0,05). Analise estatistica: ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Os titulos vacinais de IgY anti-NDV provenientes de matrizes dos animais do
grupo OTA foram similares em relagao ao grupo C (p>0,05, grafico 10). Santin et al.
(2002), verificaram em frangos vacinados com a vacina contra NDV (cepa LaSota)
diminuicdo dos titulos de anticorpos de vacina quando contaminados com a OTA.

Stoev et al. (2000), também verificou diminui¢ao dos titulos de vacina no mesmo teste,
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em frangos imunizados contra NDV e contaminados com OTA, porém nesses dois
estudos os animais foram vacinados durante o experimento, e no presente estudo
verificou-se apenas os titulos de anticorpos passados das matrizes vacinadas para os
pintainhos. Possivelmente a diminuigdo dos titulos vacinais esta associada ao mesmo
mecanismo de imunossupressao, que causa diminuigdo das imunoglobulinas totais
plasmaticas. No presente estudo, uma dose alta nao foi suficiente para diminuir os
titulos vacinais provenientes das matrizes, possivelmente porque a diminuigao dos
linfocitos B causados pela OTA, n&o seria causadora de diminuigdo dos anticorpos ja
presentes nos animais.

Os animais dos grupos tratados com L-triptofano tiveram niveis similares de
titulos vacinais em relagcado aos grupos nao tratados com L-triptofano (p>0,05, grafico
10). Fatemi e Toghyani (2018), verificaram que o fornecimento de triptofano na dieta
de frangos nao alterou os titulos vacinais contra NDV e virus da Influenza, em animais
vacinados durante o experimento. Mais estudos sdo necessarios para se determinar
a influéncia da suplementagao de L-triptofano com titulos vacinais em frangos, devido

a escassez de trabalhos existentes.

Grafico 10 — Titulos vacinais anti-NDV maternos em frangos de quatorze dias,

desafiados com OTA e tratados com L-triptofano.
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(p<0,05). Analise estatistica: ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Os animais do grupo OTA tiveram diminuig&o significativa dos niveis de IgA/IgY
cecal em relagdo aos demais grupos (p>0,05, grafico 11). Este € o primeiro estudo a
quantificar os niveis de IgA/IgY do conteudo cecal de frangos contaminados com OTA,

foi verificado que a OTA possui a capacidade de causar imunossupressao do sistema
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imunologico associado a toda mucosa intestinal, pois possivelmente o conteudo
presente no ceco representa o resultado geral de produgdo da mucosa do intestino.
Esse resultado, mais significativo de que os niveis de IgA/IgY plasmaticas, pode ter
ocorrido devido a alguns fatores: alta dose utilizada (1,4 mg/kg de peso vivo), pois
cerca de 40% da OTA é absorvida no trato gastrointestinal superior; ndo absorc¢ao de
parte da OTA, que permaneceu em contato com a mucosa e a recirculagao enterro-
hepatica, que aumenta a exposigdo do trato gastrointestinal a OTA (GRENIER;
APPLEGATE, 2013); idade dos animais, pois os pintainhos de um dia de idade ainda
nao possuem a mucosa intestinal e sistema imunoldgico totalmente desenvolvidos; e
via de administragdo utilizada (oral por gavagem), com maior exposi¢ao do trato
gastrointestinal, pois a administragao oral através de alimentos contaminados pode
diminuir a absorcéo pelos animais (DEVREESE et al., 2018, EL CAFSI et al., 2019).

Os animais dos grupos tratados com L-triptofano tiveram niveis de IgA/IgY
cecal semelhantes em relacdo ao grupo C (p>0,05, grafico 11), isso mostra que a
suplementagao com L-triptofano inibiu os efeitos toxicos da OTA na imunidade local.
Donato et al. (2015), verificaram que o 5-hidroxitriptofano (5-HTP), precursor de 5-HT
produzida nas células enterocromafins, quando inoculado via intraperitoneal em
frangos, possui tropismo na mucosa intestinal, aumentando a capacidade de absorgao
de nutrientes e o desempenho dos animais, e isso € favoravel para o desenvolvimento
do sistema imunolégico. lken et al. (1995), verificaram que a 5-HT pode aumentar a
proliferagdo de linfocitos B estimulados por mitdbgenos, via receptor 5-HT1A. A 5-HT
também possui atividade antioxidante, revertendo o mecanismo de producao de ROS
da OTA, ao induzir a atividade oxidativa e levar a morte de células do sistema imune
associadas a mucosa intestinal (KHAN; GHIA, 2010). Wu et al. (2018), observaram
em frangos alimentados com ragdo deficiente do aminoacido metionina redugéo
significativa de imunoglobulinas IgA/SIgA/IgY/IgM no duodeno e jejuno apds 28 dias,
isso mostra que os aminoacidos essenciais sao limitantes para a sintese proteica e
para a imunidade local, portanto, a suplementagcdo com L-triptofano pode ser uma

alternativa para aumentar a producao de imunoglobulinas localmente.
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Grafico 11 — IgA/IgY cecal em frangos de quatorze dias, desafiados com OTA

(e tratados com L-triptofano.
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Média + desvio padrédo. Os grupos que nao compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes
(p<0,05). Andlise estatistica: ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Os animais do grupo OTA tiveram diminuigdo significativa na contagem de
células IgA* do duodeno em relagao as demais grupos (p<0,05, grafico 12). Isso
confirma a imunossupressao causada pela OTA na mucosa, pois a diminuicao de
linfécitos produtores de anticorpos afeta os niveis IgA/IgY locais. O IgA € a principal
anticorpo de defesa presente no trato gastrointestinal, entre suas fungdes esta a
prevencao de influxo de antigenos do ambiente para os compartimentos internos,
neutralizagao de virus e toxinas microbianas e prevengao de aderéncia e colonizagao
da mucosa intestinal por patégenos (LILLEHOJ; TROUT, 1996).

Os animais dos grupos OTA+T e T tiveram aumento significativo em relagéo ao
grupo OTA (p<0,05, grafico 12), e o grupo T teve numeros similares em relagéo ao
grupo C (p>0,05, grafico 12) na contagem de células IgA* do duodeno. Isso demonstra
inibicao dos efeitos da intoxicagdo aguda pela OTA na mucosa local pelo L-triptofano,
através dos mecanismos ja citados, confirmados pelo aumento dos niveis de IgA/IgY
cecal no presente estudo em relagao ao grupo OTA. Wu et al. (2018), verificaram que
frangos alimentados com dieta deficiente do aminoacido metionina apresentaram
contagens diminuidas de linfécitos IgA* no duodeno e no jejuno apdés 28 dias. Embora
no presente estudo, tenha sido feito imunohistoquimica apenas do duodeno,
possivelmente os mesmos resultados estio presentes em toda a extensao intestinal,
devido a alta dose fornecida aos animais e presenca da OTA nesse mucosa, devido

aos mecanismos ja citados.
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Grafico 12 — Células IgA* duodenais em frangos de quatorze dias, desafiados

com OTA e tratados com L-triptofano.
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Média + desvio padréo. Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes

(p<0,05). Andlise estatistica: ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Figura 4 — a) criptas e b) vilosidades do duodeno em frangos de quatorze dias,

desafiados com OTA e tratados com L-triptofano.

Células IgA* marcadas por imunohistoquimica (nas setas) e contracoloragdo com hematoxilina de Harris
(aumento de 400x). A: grupo C, B: grupo OTA, C: grupo OTA+T, D: grupo T.
Fonte: proprio autor (2021).

Em relagdo a morfometria do duodeno, os animais do grupo OTA tiveram
diminuicao significativa na altura das vilosidades do duodeno em relagdo aos demais
grupos (p<0,05, grafico 13). Sharma et al. (2016) e Solcan et al. (2015), verificaram
com a contaminagao crénica da OTA diminui¢ao da altura das vilosidades do duodeno
€ jejuno, isso ocorre devido aos mecanismos de citotoxidade, ao estimulo da apoptose

celular e diminuicdo da sintese de proteinas relacionados aos genes de jung¢ao das



47

células no intestino, predispondo ao aumento de permeabilidade da barreira intestinal,
inflamacéao e invasao de bactérias patogénicas.

Os animais do grupo OTA+T tiveram um aumento significativo na altura das
vilosidades em relagédo ao grupo OTA (p<0,05, grafico 13) e niveis similares relagao
ao grupo C (p>0,05, grafico 13), os animais do grupo T teve um aumento significativo
em relagdo ao grupo OTA (p<0,05, grafico 13) e niveis similares em relagdo aos
grupos C e OTA+T (p>0,05, grafico 13). Tossou et al. (2016) e Fatemi e Toghyani
(2018), verificaram com a suplementac&o com 0,15% de triptofano na dieta de suinos
e frangos que nao houve diferengas significativas nas vilosidades do duodeno, jejuno
e ileo em relagao aos grupos controles, isso mostra auséncia de influéncia do L-
triptofano nesse parametro. No presente estudo observou-se que o L-triptofano pode
melhorar os efeitos da OTA na altura das vilosidades do duodeno, porém além dos ja
citados, ndo ha na literatura outros estudos que utilizaram o L-triptofano para melhorar

os efeitos da OTA na morfometria intestinal de frangos.

Grafico 13 — Altura das vilosidades do duodeno em frangos de quatorze dias,

desafiados com OTA e tratados com L-triptofano.
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(p<0,05). Analise estatistica: ANOVA e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).

Os animais do grupo OTA tiveram diminuig¢ao significativa na profundidade das
criptas do duodeno em relagcéo ao grupo C (p<0,05, grafico 14). Sharma et al. (2016)
e Solcan et al. (2015), observaram que a contaminagao cronica da OTA predispde ao
aumento das criptas em toda a extensao do intestino apdés 14 dias, isso se deve a

maior proliferagdo celular nas criptas para compensar a diminui¢cao das vilosidades.
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No presente estudo, os resultados mostraram uma possivel inibicado de proliferagcéao
celular das criptas do duodeno pela alta dose utilizada e na forma aguda, mas ainda
sdo necessarios mais estudos para verificar se existe essa relagao.

Os animais do grupo OTA+T tiveram niveis similares em relagdo ao grupo OTA
(p>0,05, grafico 14), e os animais do grupo T tiveram aumento significativo em relagao
aos demais grupos (p<0,05, grafico 14). Tossou et al. (2016), verificaram aumento da
profundidade das criptas de no jejuno de suinos com a suplementagao de triptofano
na dieta, porém Fatemi et al. (2018), verificaram que a suplementagdo com triptofano
na dieta ndo aumentou a profundidade das criptas no jejuno de frangos. Portanto, ndo
existe um consenso sobre os efeitos da ingestao de triptofano na profundidade das
criptas intestinais em frangos. Sabe-se que a ingestao de dieta com baixos niveis de
aminoacidos causa degeneragao no tecido intestinal com altera¢gdes na morfometria,
porém nao esta claro se 0 excesso de fornecimento de aminoacidos, acima dos niveis

recomendados para a espécie, tem efeito benéfico nesses parametros.

Grafico 14 — Profundidade das criptas do duodeno em frangos de quatorze

dias, desafiados com OTA e tratados com L-triptofano.
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Média + desvio padrao. Os grupos que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes
(p<0,05). Analise estatistica: Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keus (post hoc).
Fonte: proprio autor (2021).
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Figura 5 — Criptas e vilosidades duodenais de frangos de quatorze dias de

idade, desafiados com OTA e tratados com L-triptofano.
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Coloragéo de hematoxilina e eosina (aumento de 40x). A: grupo C, B: grupo OTA, C: grupo OTA+T, D:
grupo T.
Fonte: proprio autor (2020).

Embora a exposi¢cado aguda seja considerada mais leve do que a exposi¢cao na
forma cronica ou subcrénica (O’'BRIEN; DIETRICH, 2005), no presente estudo mesmo
com utilizagédo de dose unica (1,4 mg/kg de peso vivo) no primeiro dia de vida, foi
possivel observar prejuizos na saude dos animais. Os principais efeitos nocivos foram
na mucosa local, com os parametros relacionados ao sistema imune associado e a
morfometria intestinal, com diminuigdo da producao de anticorpos IgA/IgY, diminuicao
do numero de células IgA* e da altura das vilosidades na mucosa intestinal. Contudo,
uma dose alta ndo foi suficiente para diminuir os niveis de IgA/IgY circulantes e titulos
vacinais contra NDV, embora tenha causado a diminuicdo dos leucécitos totais e do
hematdcrito, demostrando efeitos na hematopoiese, e também nao foi suficiente para
aumentar os niveis plasmaticos de ALT, ureia e acido urico, e também de proteinas
totais plasmaticas e hemoglobina.

Foi feita a analise de tratamento inovador com L-triptofano (100 mg/kg de peso
vivo) em quatro doses diarias subsequentes a intoxicagéo pela OTA. Embora existam
diversos estudos com avaliagédo dos efeitos da suplementagao de triptofano na dieta
de frangos nos parametros de produgao e do sistema imune, no presente estudo foi
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utilizado o L-triptofano purificado, para determinar com maior precisdo quais seus
reais efeitos nos animais. Com este tratamento foi verificado melhora nos parametros
relacionados a mucosa intestinal, como o sistema imune associado a mucosa e com
o aumento de superficie de absorcdo verificado pelo aumento da altura das
vilosidades, mesmo no grupo exposto anteriormente a OTA, contudo esse tratamento
nao levou ao aumento de anticorpos IgA/IgY circulantes e titulos vacinais contra NDV,
embora tenha levado ao aumento dos leucdcitos totais e proteinas totais plasmaticas.
Também nao trouxe efeitos benéficos nos niveis de enzimas marcadoras de lesdes
renal e hepatica, como ALT, ureia e acido urico, contudo sdo necessarios estudos
adicionais com mais marcadores funcionais e analise histopatoldgica desses 6rgaos.

Portanto, verifica-se que uma dose ocasional de OTA, fornecida no primeiro dia
de vida dos pintainhos pode causar prejuizos na mucosa intestinal e na hematopoiese,
mas nao possui efeitos em outros parametros clinicos, sendo necessario para isso
uma dose maior ou exposi¢ao por maior periodo de tempo.

Verifica-se também que o tratamento utilizado com L-triptofano pode melhorar
0s prejuizos causados pela OTA na mucosa intestinal, mas com menos efeitos nos
parametros clinicos dos animais contaminados. Embora tenha sido observado
aumento no nivel de acido urico como efeito colateral do tratamento com L-triptofano,
possivelmente isso ndo deve apresentar consequéncias maiores, pois 0s demais
marcadores bioquimicos ndo foram afetados. Os beneficios do L-triptofano, como
neutralizagédo dos efeitos prejudiciais da OTA, aumento nos niveis de leucécitos totais
circulantes, hemoglobina, proteinas totais plasmaticas e no numero de células IgA™ no

duodeno, supera o possivel efeito colateral, que deve ser melhor investigado.
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6 CONCLUSOES

Uma dose ocasional de OTA, fornecida no primeiro dia de vida dos pintainhos:

1) Pode causar danos na mucosa intestinal, com alteracées na altura das
vilosidades e profundidade das criptas, diminuicdo dos niveis de IgA/IgY e numero de
células produtoras de IgA.

2) Pode causar diminuigao nos niveis de leucdcitos e hematdcritos circulantes,
0 que sugere possivel acdo danosa da OTA na hematopoiese.

3) Nao induz alteragbes em niveis circulantes de hemoglobina, proteinas totais
plasmaticas, acido urico, ureia, ALT, IgA/IgY plasmaticas, IgY anti-NDV materna e em
niveis de cortisol plasmatico e cerebral, isso sugere que nado afeta as fungdes renal,
hepatica, enddcrina e do sistema imune sistémico. Contudo, sdo necessarios estudos
adicionais com maior amostragem.

O tratamento de pintainhos expostos a OTA e tratados com L-triptofano:

4) Pode neutralizar os efeitos danosos da OTA na mucosa intestinal, ao
normalizar a altura das vilosidades, niveis de IgA/IgY fecais e aumentando o numero
de células produtoras de IgA no duodeno.

O tratamento de pintainhos saudaveis com L-triptofano:

5) Pode induzir aumento nos niveis de leucdcitos totais circulantes,
hemoglobina, proteinas totais plasmaticas e aumento da profundidade das criptas do

duodeno, o que mostra um efeito benéfico aos animais.
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OF. CIRC. CEUA N® 151/2017 Londrina, 18 de dezembro de 2017.
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Impacto de Exposigao das Mitoxinas no
Sistema Imunolégico, na Microbiética Intestinal e Sistema Nervoso Central em Aves." protocolo
CEUA N° 18289.2017.16 sob a responsabilidade de Eiko Nakagawa ltano, que envolve a produgéo,
manutengéo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesqguisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2008, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUAJUEL), em
reunigo realizada em 11/12/2017.
O objetivo € analisar os efeitos da exposigdo oral 4s micotoxinas no sistema imunologico
sistémico e local {mucosa intestinal), na microbiota intestinal e sistema nerveso central em aves e
verificar se a dieta rica em triptofano neutraliza estes efeitos. Grau de invasividade=1
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Sem mais para o momento, subscrevo, cordialmente.
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Artigo original publicado na revista Toxins, n. 13, v. 5, 2021.
Abstract

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced by species of Penicillium and Aspergillus
that can contaminate products of plant origin that are used as animal feed. Through
oral exposure, this mycotoxin primarily affects the chicken gastrointestinal system. The
present study evaluated the intestinal toxic effects of OTA and the introduction of L-
tryptophan to alleviate these effects in chickens. One-day-old chicks were exposed to
a single OTA dose (1.4 mg/kg body weight—b.w.) and treated with or without four daily
doses of L-tryptophan (100 mg/kg b.w.). Duodenal villus height/crypt depth, fecal
immunoglobulin  A/immunoglobulin 'Y (IgA/lIgY) levels, and duodenal positive
immunoglobulin A cells (IlgA+) were evaluated by histology, ELISA, and
immunohistochemistry, respectively, on the 14th day. There were significant changes
in the duodenal villus height, crypt depth, and levels of fecal IgA/IgY and duodenal
IgA+ cells (p < 0.05) in groups exposed to OTA. On the other hand, groups exposed
to OTA and treated with L-tryptophan showed similar levels of villus height, IgA/IgY
levels, and duodenal IgA+ cells to those of the control group (p > 0.05). In conclusion,
exposure to a single dose of OTA orally induces changes in intestinal morphology,
levels of IgA/IgY antibodies, and IgA+ cells. Thus, treatment with L-tryptophan may be
a valid alternative means to reduce the harmful effects of OTA on the intestinal
mucosa, which requires further study.

Keywords: IgA; IgY; mycotoxins; villi; crypts
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Artigo de revisao submetido a revista Biosaude.
Resumo

A Ocratoxina A (OTA) ou (R)-N-[(5-cloro-3,4-diidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H-2-
benzopiran-7-il)carbonil]-L-fenilalanina possui massa molecular de 403,81 g/mol, é
produzida por pelo menos 22 espécies de Aspergillus e 2 de Penicillium, sendo A.
ochraceus a primeira espécie produtora descrita. Estes fungos com os seus
metabdlitos, sdo contaminantes naturais de alimentos destinados ao consumo
humano e ragdes para animais, 0 que pode levar a contaminagao e causar prejuizos
a saude humana e animal. A OTA é uma toxina produzida como metabdlito
secundario, possivelmente envolvendo duas vias de biossintese, pela via de dihidro-
isocumarina e L-B-fenilalanina. Uma vez ingerida, pode causar lesdes principalmente
em rins, figado, tecidos ou 6rgaos do sistema imunoldgico, mucosas do trato intestinal
e sistema nervoso central. A OTA pode causar tumores em rins de camundongos e
ratos, sendo classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC) no grupo 2B, como possivelmente carcinogénica para os humanos. Varios
mecanismos da acao toxica da OTA tém sido descritos na literatura, tais como;
inibicdo de sintese de proteinas, inducdo de formacido de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS). A OTA também pode induzir
peroxidacao lipidica da membrana, apoptose celular e aumento de mediadores
inflamatdrios. O melhor conhecimento de seus mecanismos téxicos a nivel molecular
€ importante para a criagao de estratégias de prevencao e terapias apos a intoxicagao
em humanos ou animais.

Palavras-chave: Imunotoxicidade, micotoxina, mucosa intestinal, toxicicidade.



