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RESUMO

O desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina de grande impacto negativo a satide humana e
animal. O conhecimento dos efeitos do DON ao organismo pode auxiliar na elaboracdo de
politicas publicas para determinacdo dos niveis de contaminacdo de micotoxinas nos
alimentos. O DON pode sofrer biotransformacdo bacteriana e originar o De-epoxi-
desoxinivalenol (DOM-1), no entanto, até 0 momento pouco se sabe sobre a toxicidade do
DOM-1 em relacdo ao DON. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade de
DON utilizando ratos como modelo animal e comparar a toxicidade de DON e DOM-1 em
suinos, por meio de andlise histopatoldgica e imunoistoquimica. Foram usados 50 ratos
Wistar divididos em grupos intoxicados com doses de 2 mg kg™ dia™ de alimento durante 4
semanas e 10 mg kg™ dia™ de alimento durante uma, duas e quatro semanas. Apds 0s periodos
experimentais, os animais foram eutanasiados, e coletado o figado, baco e linfonodos
mesentéricos. Foi realizada a avaliacdo histopatoldgica por meio de escore lesional de cada
um dos Orgdos analisados. Foi realizada também a imunoistoquimica, que permitiu a
avaliacdo do indice apoptdtico (Caspase-3) no figado, baco e linfonodos mesentéricos, e
avaliacdo do indice de proliferacdo celular (PCNA) no figado. Os resultados histopatolégicos
mostraram que a intoxicagdo por periodos mais longos e maior dose de DON (10 mg kg™ por
quatro semanas) proporcionaram severas alteracbes morfolégicas no figado dos ratos, o que
pode favorecer o desenvolvimento de alteracGes negativas em outros 6rgaos do individuo. A
analise imunoistoquimica revelou ndo haver marcacéo para apoptose no figado, enquanto que
no baco e linfonodos dos ratos foi observado aumento no indice apoptético ap6s a intoxicacdo
por periodo mais longo e maior dose (10 mg kg™ por quatro semanas), enquanto que nas
doses de 2 mg kg® por quatro semanas e 10 mg kg™ por uma ou duas semanas o indice
apoptotico foi semelhante ao grupo controle. Esse aumento do indice apoptotico confirma o
efeito imunossupressor do DON, dose e tempo dependentes. A avaliacdo e comparacdo da
toxicidade do DON e DOM-1 foi realizada em suinos que receberam as micotoxinas em
diferentes doses e tempos de intoxicacdo. Foram utilizados suinos de 24 dias de vida que
receberam durante 14 dias (2 vezes ao dia), solu¢do tampédo (grupo controle), DON (0,3 mg
kg™ peso corporal) e DOM-1 (0,3 mg kg™ peso corporal), e durante 28 dias, solucdo tamp&o
(grupo controle), DON (0,15 mg kg™ peso corporal) e DOM-1 (0,14 mg kg™ peso corporal).
Apb6s o periodo experimental, os animais foram eutanasiados e coletados figado, bago,
linfonodo mesentérico e intestino (jejuno e ileo). A avaliacdo histopatoldgica foi realizada por
meio de escore lesional. Os resultados histopatol6gicos comprovaram a toxicidade tempo
dependente do DON nos quatro 6rgios analisados e mostraram que a ingestdo de 0,3 mg kg™
por 14 dias ou 0,14 mg kg™ por 28 dias de DOM-1 ocasionaram alteracdes morfoldgicas mais
discretas no figado, linfonodos mesentéricos e intestino dos suinos. O bago apresentou
alteraces morfoldgicas significativas somente apos 28 dias de exposi¢do ao DOM-1 (0,14 mg
kg ). De maneira geral, 0 metabdlito mostrou menor potencial téxico ao organismo dos
suinos. A micotoxina nativa € toxica ao organismo de ratos e suinos e foi capaz de
desencadear alteragcBes morfoldgicas graves nos diferentes 6rgdos avaliados. O metabdlito
DOM-1 causou alteragcbes morfolégicas mais leves quando comparado a molécula nativa.

Palavras-chave: Proliferagéo celular, apoptose, micotoxina.
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ABSTRACT

Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin of great negative impact to human and animal health.
Knowledge of effects of DON in the organism can assist the development of public policies
for determination of contamination levels by this mycotoxin in food. DON can suffer bacterial
biotransformation and lead the De-epoxy-deoxynivalenol (DOM-1), which toxic potential to
the organism can be lower than the DON, however, currently little is known about the toxicity
of the DOM-1. Thus, the objective of this study was to evaluate the toxicity of DON, using
rats as animal model and evaluate and compare the toxicity of DON and DOM-1 in swine
through histopatological and immunohistochemical analisys. Were used 50 rats Wistar
divided into groups intoxicated with doses of 2 mg kg™ day™ feed for four weeks and 10 mg
kg™ day™® feed during one, two and four weeks. After the experimental period, the animals
were euthanized, and collected the liver, spleen and mesenteric lymph nodes.
Histopathological evaluation was performed by means of lesion score of each organs
analyzed. It was also performed immunohistochemistry to evaluate the apoptotic index
(Caspase-3) in the liver, spleen and mesenteric lymph nodes, and evaluation of cell
proliferation index (PCNA) in the liver. The histopathological results showed that the
intoxication for longer periods and higher doses of DON (10 mg kg™ for four weeks) caused
severe morphological alterations in the liver of mice, which may favor the development of
changes in several organs. Immunohistochemical analysis revealed no markup for apoptosis
in the liver whereas in the spleen and lymph nodes of the rats was observed increase of
apoptotic index after intoxication for longer period and higher dose (10 mg kg™ for four
weeks), while in doses of 2 mg kg™ for four weeks and 10 mg kg™ for one or two weeks the
apoptotic index was similar to the control group. This increase in apoptotic index confirms the
immunosuppressive effects of DON, dose-dependent and time-dependent. The evaluation and
comparison of the toxicity of DON and DOM-1 was carried out in pigs that received
mycotoxins in different doses and time of intoxication. Were used swine of 24 days old that
received for 14 days (two times per day), buffer solution (control group), DON (0.3 mg kg™
body weight), and DOM-1 (0.3 mg kg™ body weight), and during 28 days, buffer solution
(control group), DON (0.15 mg kg™ body weight) and DOM-1 (0.14 mg kg™ body weight).
After the experimental period, the animals were euthanized and was collected liver, spleen,
mesenteric lymph nodes and intestine (jejunum and ileum). Histopathological evaluation was
performed by means of lesion score. The histopathological results showed a time-dependent
toxicity of DON in the four organs examined and showed that the intake of 0.3 mg kg™ for
two weeks or 0.14 mg kg™ for four weeks of DOM-1 caused milder morphological changes in
the liver, intestine and mesenteric lymph nodes of pigs. The spleen showed significant
morphological changes only after four weeks of exposure to DOM-1 (0.14 mg kg™). In
general, the metabolite showed less potential toxic to the organism of pigs. The native
mycotoxin is toxic to the rat and pig organisms and was able to trigger severe morphological
changes at the different organs evaluated. The metabolite DOM-1 caused more mild
morphological changes when compared to the native molecule.

Key words: Cell proliferation, apoptosis, mycotoxin.
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1. INTRODUCAO

Desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina produzida por fungos do género
Fusarium spp., comumente encontrado em plantas ou grdos, sobretudo em trigo de regides
mais frias (Mallmann e Dilkin, 2011; Rodrigues e Naehrer, 2012), responsavel por diversos
efeitos deletérios ao organismo animal. Em doses cronicas, promove reducdo do desempenho
zootécnico (Minami et al., 2004; Goyarts et al., 2006), enquanto que em intoxicacfes agudas
pode-se observar sinais de desconforto abdominal, sialorreia, diarreia, émese e anorexia
(Pestka et al., 1987; Riley et al., 2001).

O DON pode sofrer biotransformacdes e originar metabolitos como o De-
epoxi-Desoxinivalenol (DOM-1). Essa transformacdo altera a conformacdo da molécula e
promove a retirada do oxigénio ligado ao grupo epoxi, reduzindo a polaridade da molécula e
possivelmente seu efeito toxico ao organismo (Berthiller et al., 2013).

De forma sistémica, a intoxicacdo por DON em ratos (ap0s ingestdo de
doses >10 mg kg™ até 100 mg kg™) promove a redugdo do peso de 6rgdos linféides, em
decorréncia de atrofia dos foliculos linféides (Forsell et al., 1987; Robbana-Barnat et al.,
1988) e a ingestdo oral de baixas doses por longos periodos (2 mg L™ de 4gua por 36 dias)
ocasionam reducdo no peso do baco e falha na resposta imunoldgica ap6s vacinacdo (Choi et
al., 2013). No intestino de suinos, a ingestdo de DON determina reducdo na expressao das
juncoes celulares, indicando que a ingestdo crénica de baixas doses dessas micotoxinas induz
lesGes teciduais, e ainda é capaz de modular a contagem de células imunoldgicas, bem como a
sintese de citocinas, o que pode favorecer a infeccdes por agentes patogénicos entéricos
(Bracarense et al., 2012). Além disso, suinos intoxicados com doses cronicas de DON (1,5 mg
kg™ por 28 dias), desenvolvem lesdes hepéticas graves (Gerez et al., 2015), que podem
interferir no funcionamento e metabolizacdo hepatica.

Em contrapartida, a avaliagdo de DOM-1 a partir de cultivo celular de
linhagens linfociticas, ndo revelou o potencial indutor de apoptose e necrose, apos sete e 24
horas de incubacdo com doses de 5 e 10 uM (Nasri et al., 2006).

Dessa forma, o conhecimento dos efeitos sistémicos de DON ao organismo
animal pode auxiliar a elaboracdo de politicas publicas para determinacdo dos niveis de
contaminacédo dessa micotoxina nos alimentos. A biotransformacdo do DON em DOM-1 pode
ser um meio de reduzir os efeitos deletérios dessa micotoxina, no entanto, pouco se sabe sobre

a toxicidade de DOM-1 ao organismo animal. Assim, o objetivo da tese foi avaliar os efeitos
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do DON em diversos 6rgdos de ratos e suinos apds diferentes doses e tempos de intoxicacdo e
a comparar a toxicidade do metabolito DOM-1 em relagdo a molécula nativa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. DESOXINIVALENOL

Desoxinivalenol (DON, Figura 2.1) é uma micotoxina pertencente ao grupo
dos tricotecenos, produzida pelo fungo Fusarium graminearum (Kushiro, 2008) e Fusarium
culmorum (Pestka e Smolinski, 2005). Dentre os tricotecenos had mais de 180 micotoxinas
com estruturas quimicas semelhantes e presentes no meio ambiente. O Fusarium spp. cresce
em plantas e grdos, com alta incidéncia em trigo, principalmente em regides mais frias
(Mallmann e Dilkin, 2011; Rodrigues e Naehrer, 2012).

Figura 2.1. Estrutura quimica do desoxinivalenol.

H

Hs

Fonte: Maresca (2013).

A contaminacdo flangica e a consequente producdo de micotoxinas
comecam na lavoura e grdos armazenados (Placinta et al., 1999). Altos niveis de
contaminacdo de DON ja foram registrados em diversos paises: entre 2009 e 2011, 59% de
7.049 amostras de cereais de milho, farelo de soja, soja, trigo, gréos secos e destilados,
provenientes da América, da Europa, da Asia e da Oceania, estavam contaminados com DON,
com valores variando de 0,256 a 49,307 mg kg™ (Rodrigues e Naehrer, 2012). No Brasil, os
niveis de contaminacdo também se mostram altos em arroz, trigo e cevada, com indices de
14,21, 24,35 e 2,43 mg kg™ de DON, respectivamente (Mallmann e Dilkin, 2011). Outro
levantamento mostrou valores médios de DON no trigo de 0,32 mg kg™ (Santos et al., 2011).

Atualmente, o consumo humano de DON varia com a dieta, como exemplo,
a estimativa de consumo diario dessa micotoxina é de 0,00078 mg kg™ dia™ de peso corporal

na dieta da populacdo africana, e de 0,0024 mg kg” dia” de peso corporal na dieta da
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populacdo do Oriente Médio (WHO, 2002) sendo que o limite maximo toleravel proposto
para humanos é de 0,001 mg kg™ dia™ de peso corporal (Maresca e Fantini, 2010). As
concentracdes de micotoxinas que a populacdo do Oriente Médio estd exposta preocupam,
pois estdo muito acima daquelas consideradas como seguras para a integridade da saude
humana.

Nesse sentido, o0s paises desenvolvidos apresentam politicas e
regulamentacfes mais rigorosas para o controle de micotoxinas em alimentos. Ja em paises
em desenvolvimento, a exposi¢do dos humanos as micotoxinas pode contribuir para a reducéo
da expectativa de vida, devido a falta de seguranga alimentar, associada a pobreza e
desnutricdo (Williams et al., 2004).

No Brasil, produtos como leite, sucos, café, dentre outros alimentos
comercializados, devem respeitar um limite maximo de micotoxinas, determinado pela
Resolugdo RDC 07/2011, publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa).
A Anvisa propde limites méximos de DON de 0,75 mg kg™ para arroz beneficiado e
derivados e de 0,2 mg kg™ para alimentos a base de cereais para alimentacdo infantil
(lactentes e criancas de primeira infancia) (Anexo I).

A ampla distribuicdo associada a alta toxicidade das micotoxinas reafirma a
necessidade de esclarecer os efeitos deletérios ao organismo animal e humano, a fim de
amparar essas legislacdes para o controle de contaminacdo. Os efeitos do DON variam de
acordo com a dose e a frequéncia da ingestdo, cujas intoxicacGes podem ser classificadas
como aguda e cronica (Pestka et al., 2004).

A forma aguda é caracterizada pela ingestdo de doses elevadas com rapida
manifestacdo de sinais clinicos como desconforto abdominal, sialorreia, diarreia, émese e
anorexia (Pestka et al., 1987; Riley et al., 2001), oferecendo risco a vida do individuo. Dose
Gnica de 28 mg kg™ de DON em ratos é capaz de ocasionar alteracBes hepéticas graves com
manifestacdo de sinais clinicos (Rizzo et al., 1998). A ingestdo cronica é caracterizada pela
ingestdo de pequenas doses por periodos prolongados e, frequentemente, ndao induz a sinais
clinicos especificos, contudo, ocasiona perdas econdmicas significativas na producdo animal
(Santin et al., 2000; Santdrio, 2000), sobretudo pela redugdo do desempenho zootécnico
(Minami et al., 2004; Goyarts et al., 2006). Em ratos, o desenvolvimento de quadro cronico de
intoxicacdo com DON foi observado apds ingestdo de 7,5 mg kg™ de peso corporal via oral
durante 18 semanas (Arnold et al., 1986). Em suinos o quadro de intoxicagdo crénica causado
por DON foi observado apés ingestdo de 1,5 mg kg™ durante 28 dias (Gerez et al., 2015) e
doses de 3mg kg™ de DON durante cinco semanas (Bracarense et al., 2012).
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Nas células, 0 mecanismo de acdo de DON esta relacionado a inibi¢do da
sintese proteica, uma vez que se liga a subunidade 60S dos ribossomos, inibindo a peptil-
transferase (Feinberg e Mclaughlin, 1989), interferindo, desse modo, na fase de
alongamento/terminacdo da sintese proteica (Ehrlich e Daige, 1985). O estresse ribotdxico nas
células, ocasionado pela ingestdo de baixas doses de DON, ativa as vias de sinalizacdo das
mitogen activated protein kinases (MAPKSs) levando ao aumento do indice apoptético,
(Lowell, 2004). A ativacdo das MAPKSs associadas a alteracdo ribossomal interferem na
fosforilagdo necessaria para a transcricdo de RNAm e conseguinte tradugdo (Pestka et al.,
2008).

A inibicdo proteica ocasionada pela ingestdo de altas doses de DON induz,
no sistema nervoso, alteracdes do aminoacido triptofano e, consequentemente, na sintese de
serotonina. A elevacgdo dos niveis de serotonina no sistema nervoso, por sua vez, resulta em
anorexia, sinal clinico evidente em animais intoxicados de maneira aguda (Riley et al., 2001,
Pestka et al., 2004).

A reducdo no status imunitario dos animais apos ingestdo de DON é
decorrente da inibicdo da sintese proteica com consequente deplecdo dos foliculos linfoides,
uma vez que a micotoxina atua em tecidos com alta capacidade de renovacédo celular como o
linfoide e hematopoiético (Pinton et al., 2010).

O mecanismo de acdo de DON é conhecido, no entanto os efeitos ao
organismo animal e humano ainda sdo discutidos na literatura. Nesse sentido, métodos que
permitam identificar os efeitos deletérios da micotoxina ao organismo podem auxiliar no
estabelecimento de limites maximos de contaminagdo permitidos em alimentos. Para este fim,
nos ultimos anos, estudos tém sido realizados em modelos animais, como ratos e suinos
(Guilloteau et al., 2010; Escriva et al., 2015). Os resultados, a partir de modelos animais, sao
satisfatorios e fundamentais na busca do entendimento dos efeitos decorrentes de intoxicaces
por micotoxinas (Kolf-Clauw et al., 2009; Guilloteau et al., 2010).

2.2. EFEITOS DE DON EM MODELOS ANIMAIS: RATOS E SUINOS

Ratos e suinos sdo amplamente utilizados como modelo em experimentacao
animal. Os ratos predominam nos estudos em diversas areas como farmacologia, cirdrgica e
nutricdo, devido ao facil manejo (Escriva et al., 2015). J& o interesse pelos suinos, como

modelo animal, ocorre devido a similaridade do trato gastrointestinal ao de humanos, em
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aspectos como digestdo, absorcdo e metabolismo (Guilloteau et al., 2010), tempo de
transporte pelo trato gastrointestinal, transporte de ions e motilidade intestinal (Swindle e
Smith, 1998).

Em humanos, a ingestdo de DON desencadeia efeitos imunossupressores
(Pitt, 2000; Pestka et al., 2004; Mallmann e Dilkin, 2011). Uma maneira possivel de avaliar os
efeitos deletérios de DON ao organismo humano é o cultivo celular de linhagens de
carcinoma de coldn (Sergent et al., 2006). No entanto, ja foi comprovado que ha diferencas na
resposta do organismo ao DON, de acordo com a fase de maturacéo das linhagens celulares,
assim como o estado fisioldgico das células (Sahu et al., 2010). Dessa forma, a viabilidade de
utilizar modelos laboratoriais, juntamente com a impossibilidade de estudos em seres
humanos, faz dos ratos e suinos modelos importantes para a avaliacdo da toxicidade de
micotoxinas ao organismo animal e humano (Randall et al., 2011).

Ratos intoxicados com DON, em doses de 10 e 100 mg kg™t de peso
corporal apresentaram reducdo no peso do baco e timo, em decorréncia de atrofia dos
foliculos linfoides, de maneira dose dependente (Forsell et al., 1987; Robbana-Barnat et al.,
1988).

Doses cronicas de 7,5 mg kg de peso corporal durante 18 semanas
administradas em ratos, desencadearam deplecdo linféide em baco e linfonodo (Arnold et al.,
1986), enquanto doses menores, por periodo de 36 dias (2 mg L™), ocasionaram reducdo no
peso do baco e alteracdo na resposta imunoldgica apds vacinacdo. A reducdo na resposta
imune ocorre por modulagdo de citocinas e quimiocinas envolvidas na resposta imunolégica
as doengas infecciosas (Choi et al., 2013).

Em suinos, a ingestdo de DON ocasiona reducdo na expressao das proteinas
das juncdes celulares do intestino, como E-caderina e claudina, indicando que a ingestao
crbnica de baixas doses dessa micotoxina induz a lesdes teciduais, sendo capaz de modular a
contagem de células imunoldgicas, bem como a sintese de citocinas, o que pode favorecer as
infeccOes locais ou sistémicas por agentes entéricos (Bracarense et al., 2012).

Sufnos intoxicados com doses cronicas de DON (1,5 mg kg™ por 28 dias),
desenvolveram lesdes hepaticas como desorganizacéo trabecular, vacuolizacao citoplasmatica
e megalocitose (Gerez et al., 2015), sendo estas alteracbes capazes de interferir no
funcionamento e metabolizacdo hepética. Doses de 0,014, 0,071 e 0,355 mg kg™, durante trés
vezes por semana em um periodo de um més, reduziram a capacidade de metabolizagdo

hepética de substancias enddgenas e exdgenas (Gouze et al., 2006).
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Os estudos com modelos animais mostram que DON é absorvido pelo
intestino, excretado pela urina e tem efeito negativo em tecidos de proliferacdo répida
(Maresca, 2013; Gerez et al., 2015). Essa micotoxina tem capacidade de atuar sob o
revestimento do trato gastrointestinal, levando a um decréscimo da funcéo absortiva ou de
barreira fisica, e na capacidade de renovacdo celular no epitélio intestinal, afetando a
permeabilidade paracelular e transcelular (Pinton et al., 2010; Mallmann e Dilkin, 2011).
Doses de 12 mg kg™ desencadeiam anorexia grave (Miller et al., 1983), favorecendo a invasdo
de patdgenos e uma possivel disseminacgdo sistémica (Bouhet e Oswald, 2005). Além disso, a
ingestdo de DON promove efeitos deletérios em drgéos como figado, bago e linfonodos, nos
quais desencadeia alteragdes estruturais e possivelmente funcionais (Gerez et al., 2015).

Os resultados obtidos a partir de modelos animais expde a complexidade da
acao do DON ao organismo, comprovando gque essa micotoxina tem potencial deletério, capaz
de favorecer a infecgdo por microorganismos, assim como reduzir a capacidade imunitaria dos
individuos. Existem diferencas entre a metabolizagcdo de acordo com a espécie em estudo, no
entanto, trabalhos com linhagens de hepatocitos provenientes de ratos, camundongos e seres
humanos comprovaram a toxicidade do DON nas trés espécies de maneira dose dependente
(Sahu et al., 2010), o que permite a avaliagdo em modelos animais e a extrapolacdo dos
resultados a fim de que, futuramente, seja possivel estabelecer niveis toleraveis de

contaminacdo de micotoxinas em produtos destinados ao consumo humano.

2.3. DETOXIFICACAO DE MICOTOXINAS.

O mecanismo de acdo de DON € bem estabelecido, no entanto, hd muito que
se entender sobre as lesdes causadas ao organismo humano e animal, o que motivaram
inimeras pesquisas nos ultimos anos, acerca do desenvolvimento de medidas preventivas as
micotoxicoses em seres humanos, e possiveis métodos de controle ou reducdo dessa
substancia em cereais e ragdes destinadas para a producdo animal (Mallmann e Dilkin, 2011).

No campo, varias préaticas agricolas, incluindo a aplicacdo de produtos
quimicos, pode prevenir e reduzir infecgbes fungicas nas culturas No entanto, mesmo as
melhores estratégias ndo sdo eficazes para erradicar completamente a contaminacdo por
micotoxinas, assim como sua presenca na matéria-prima destinada ao consumo humano e
animal. As abordagens comumente utilizadas na indudstria de ragdo baseiam-se na incluséo de

adsorventes organicos ou inorganicos em alimentos, buscando remover seletivamente uma
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porcentagem das micotoxinas, e, consequentemente, reduzir a exposicdo do trato
gastrintestinal a acdo dessas substancias (Bata e Lasztity, 1999; Hazel e Patel, 2004).

Existem inimeros métodos para a descontaminacdo dos alimentos. Os mais
avaliados sdo os métodos fisicos quimicos e bioldgicos (Huwig et al., 2001; Diaz et al., 2004).
Todavia, a maior parte das técnicas ndo se tornou popular, devido ao alto custo ou
dificuldades praticas envolvidas no processo de detoxificag&o.

Métodos quimicos tém sido desenvolvidos e analisados quanto ao potencial
de reduzir os indices de contaminacéo nos alimentos, sendo que algumas micotoxinas podem
ser destruidas por hidréxido de célcio e aménia (Park, 1993). Particularmente, a amonizagéo é
um procedimento aprovado para a descontaminacdo de ragbes com aflatoxina em alguns
estados dos EUA e na Franca. O incoveniente é que esse tipo de detoxificacdo quimica é
ineficaz para outras micotoxinas, e pode inclusive causar deterioracdo na racdo dos animais e
por em risco a salde humana e animal, devido ao excesso de residuo de aménia na
alimentacdo (Huwig et al., 2001).

Os adsorventes fisicos tém sido extensivamente estudados e
disponibilizados como preparacdes comerciais para racdo animal, contudo, muitos deles
apresentam baixa eficiéncia na desintoxicagdo de micotoxinas (Huwig et al., 2001).

Os métodos bioldgicos tém se destacado em relagdo aos demais, uma vez
qgue permitem a reducdo da concentracdo de micotoxinas ainda no campo, por meio de
bactérias que promovem a degradacdo natural de tricotecenos (Miller e Atkinson, 1986;
Franco et al., 2011). A capacidade do Lactobacillus spp. em inibir o crescimento do Fusarium
graminearum e reduzir os indices de DON in vitro foi comprovada (Franco et al., 2011).

Apbs a colheita, o efeito descontaminante de leveduras como a
Saccharomyces cerevisiae e de bactérias acido-lacticas ja se encontra estabelecido e
amplamente utilizado na gestdo e preservacdo de racoes e alimentos. Além destes, destacam-
se outros géneros bacterianos e fangicos, tais como Flavobacterium spp., Nurospora spp.,
Rhizopus spp., Mucor spp., que tém demostrado boa capacidade de degradar enzimaticamente
algumas micotoxinas (Ciegler et al., 1966; Bata e Lasztity, 1999).

Os principais derivados de DON correspondem a metabdlitos formados por
acao de fungos (derivados acetilados: 3- e 15-acetil-DON ou 3ADON e 15ADON), por
plantas (3-O-glucosideo ou D3G-DON), animais (derivados do acido glucurénico: DON-3 e
DON-15-glucuronido ou D3GA e D15GA) ou por bactérias, cujo metabdlito € DOM-1(de-

epoxi-desoxinivalenol) (Maresca, 2013).
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A metabolizacdo de DON promove alteraces importantes na polaridade da
molécula. O metabdlito DOM-1(Figura 2.2), ndo apresenta o oxigénio ligado ao grupo epoxi,
esta caracteristica consequentemente acarreta reducdo na capacidade de penetracao celular e,

por conseguinte minimiza as interferéncias sobre a sintese proteica (Maresca, 2013).

Figura 2.2 Estrutura quimica do de-epoxi-desoxinivalenol (DOM-1).

H

Fonte: Maresca (2013).

A avaliacdo da toxicidade de DOM-1 em cultivo celular (sete e 24 horas) a
partir de linfécitos mostrou que o metabdlito ndo apresentou potencial indutor de apoptose e
necrose em doses de cinco e 10 uM. O contréario foi observado quanto ao DON testado nas
mesmas condicdes, em que se evidenciou o aumento do indice apoptotico e necrose (Nasri et
al., 2006).

Podemos concluir que a capacidade do DON em proporcionar alteracfes ao
organismo foi comprovada em modelos animais, uma vez que ha grande similaridade entre as
funcbes fisioldgicas desses com o ser humano. Em face a crescente necessidade de
regulamentacdes mais rigidas quanto aos niveis de DON, € necessario 0 estabelecimento de
medidas preventivas desde o campo até 0 momento da ingestdo do alimento, que sabidamente
pode estar contaminado. Dentre as tecnologias capazes de reduzir os indices de contaminacéo,
a metabolizacdo bacteriana favorece a conversdo do DON no metabdlito DOM-1, que
demonstra em poucos estudos realizados até o momento menor toxicidade celular, podendo

ser uma alternativa viavel e econdmina, com baixo risco a saude humana e animal.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

- Determinar os efeitos toxicos de desoxinivalenol (DON) em diferentes doses e tempos
de intoxicacdo, sobre o figado, bago e linfonodos mesentéricos de ratos e comparar o
efeito toxico do metabolito de-epoxi-desoxinivalenol (DOM-1) em relagcdo a molécula

nativa sobre o figado, baco, linfonodos mesentéricos e intestino de suinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

- Detectar as alteracBes microscopicas e imunohistoquimicas apds diferentes tempos e

doses de intoxicacdo por DON no figado, baco e linfonodos mesentéricos de ratos.

- Detectar e comparar as alteracbes microscopicas e imunohistoquimicas quanto a
proliferacdo celular e apoptose apds diferentes tempos e doses de intoxica¢do por DON

e DOM-1 no figado, baco, linfonodos mesentéricos e intestino de suinos.
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MANUSCRITOS PARA PUBLICACAO
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4. SYSTEMIC EFFECTS OF DEOXYNIVALENOL IN RATS AT DIFFERENT
DOSES AND EXPOSURE TIME

Abstract

Deoxynivalenol (DON) is one of the most important mycotoxins present in food,
inducing adverse effects, including neuroendocrine changes and immunosuppression.
The aim of the present study was to investigate the effects of DON in rats exposed to
acute, subacute and chronic mycotoxin-contaminated diets, through histological and
immunohistochemical analysis on liver and lymphoid organs. Fifty rats were divided
into five groups receiving a control diet, a diet with 2 mg kg™ or 10 mg kg™ of DON.
The experimental period was 30 days for the group receiving the lowest dose and 7, 14
and 30 days for the groups fed 10 mg kg™. The main findings observed were hepatocyte
vacuolation, megalocytosis and lymphoid depletion. A significant increase in the
lesional score was observed in all contaminated groups. The changes were more severe
on rats fed 10 mg kg™ of DON during 30 days. A significant increase on hepatocyte
proliferation was observed in rats receiving 2 mg kg™ of DON. A significant increase on
lymphocyte apoptosis was observed on mesenteric lymph nodes in all groups. Results of
morphological and immunohistochemical analysis indicated that ingestion of DON can
induce liver functional impairment and immunosuppression in a dose-dependent
manner. These results reinforce that the effects of DON on tissue morphology and
function may predispose animals to other environmental factors due to failures in the
immune response.

Keywords: Mycotoxin, cell proliferation, immunosuppression.
4.1. INTRODUCTION

Mycotoxins, secondary metabolites of fungi, commonly contaminate
food and feed. Deoxynivalenol (DON) is one of the most important and frequent
mycotoxin of the tricothecenes group (Escriva et al., 2015). Contamination levels of
grains and cereals with DON worldwide range between 0.256 to 49.307 mg kg™
(Rodrigues and Naehrer, 2012).

DON has been associated with a spectrum of adverse effects that
include anorexia, growth suppression, emesis, nausea, neuroendocrine changes, and
immunosuppression (Pestka, 2010). Surprisingly, there are few studies focusing the
effects of DON on histological parameters on rats (Abdel-Wahhab et al., 2015; Wang et
al., 2014). Rats fed contaminated diets (0.25 to 20 mg kg ) of DON during 63 to 90
days showed no significant tissue lesions or changes on liver detoxification systems
(Morrissey et al., 1985; Arnold et al., 1986a). On the other hand, mice submitted to high
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doses of DON (78 to 100 mg kg %) in the diet showed extensive necrosis of the gastro-
intestinal tract, bone marrow and lymphoid tissues, and focal lesions in kidney and
cardiac tissue (Forsell et al.,, 1987). Moreover, mice fed contaminated diets with
increasing doses (10, 20 and 50 mg kg *) of DON showed decreased weight of thymus
and spleen due to atrophy of lymphoid follicles (Robbana-Barnat et al., 1988) .

Histological changes on lymphoid tissues are assigned to DON-
induced apoptosis contributing to immunosuppression (Mikami et al., 2010; Zhou et al.,
2000). This apoptosis signaling pathway may occur by modulating the expression of
TNF-o and caspase-3 activation (Mikami et al., 2010; Pestka et al., 2008; Zhou et al.,
2000). The deleterious mechanism caused by DON is the activation of the MAPK
pathway, also called “ribotoxic stress response” (Pestka et al., 2008). This mechanism
affects cytoskeleton organization, lymphocyte activation e contribute to immune
dysregulation (Pan et al., 2013).

Considering that DON affects cells with high turnover, both in vitro
and in vivo studies focused mainly the effects of DON on lymphoid cells or lymphoid
tissues (Forsell et al., 1987; Choi et al., 2013). In in vitro studies DON inhibited human
and rat granulo-monocytic progenitors in a concentration-dependent manner (Lautraite
et al., 1997), as well as in blood cell lines (Baltriukiene et al., 2007). Data about the
toxic effects of DON on tissues with low turnover, such as liver, are conflicting. Liver
cell lines from different species (rat, mouse and human) exposed to increasing
concentrations of DON showed a dose-dependent hepatotoxicity and different species
sensivity (Sahu et al., 2010). Moreover, DON hepatotoxicity was related to an increase
in oxidative stress and a decrease in mitochondrial function (Sahu et al., 2008).

Toxicological differences between species were well known.
Laboratory animals are relatively resistant to mycotoxins (Forsell et al., 1986). For this
reason, high acute doses of mycotoxins are frequently used in in vivo studies with
murine models (Morrisey et al.,, 1985; Zhou et al., 2000). However, natural
contamination of feed and food presents mainly low doses and animals are exposed in a
chronic way (Zain et al., 2011). We are interested in investigating the effects of low
doses of DON in rats exposed to acute, subacute and chronic contaminated diets. We
also aimed to evaluate the effects in stable (hepatocytes) and labile (lymphocytes) cells
in an in vivo model. To accomplish these objectives we used histological and

immunohistochemical assays on liver and lymphoid organs of rats.
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4.2. MATERIAL AND METHODS

4.2.1. Animals and Experimental Design

Fifty rats, Wistar, 56 days-old were used in this study. Animals were
distributed in five groups, housed in plastic cages at 22°C with periods of 12 hours of
dark-light.

Animals had free access to water and food. All animal experiments
were performed at Toxalim animal facility (INRA, UMR 1331, Toulouse), licensed by
the French Ministry of Agriculture (agreement n°B31.555.13). All animal experiments
complied with the European Union regulation, reviewed by the regional ethics
committee (CNREEA n°1; MP/03/62/11/11).

Purified DON was purchased from Sigma (Saint-Quentin Fallavier,
France). Purified DON was included in animals’ diet. Control and contaminated diet
were manufactured at the INRA UPAE (Unité de préparation des aliments, Jouy-en-
Josas, France) and formulated according to requirements for rats. Animals that received
only food; control group (Group 1). Doses of DON used were 2 mg kg™ day™ of food
during 30 days (Group I1) and 10 mg kg™ day™ of food during 7 days (Group Il1), 14
days (Group 1V) and 30 days (Group V).

Processing and histopathological and immunohistochemical reading

was held at the Pathology Laboratory of the State University of Londrina.
4.2.2. Histopathological and Immunohistochemical Assays

At the end of the experimental period, rats were euthanized by
cervical dislocation. Samples of mesenteric lymph nodes, spleen and liver were fixed in
10% buffered formalin. Tissue pieces were dehydrated trough graded alcohols and
embedded in paraffin. Sections of 5 um were stained with hematoxylin-eosin to
histological evaluation. A lesional score was designed to compare histological changes.
The frequency and severity of each criterion were considered in the score, 0 (absent), 1
(discrete), 2 (moderate) and 3 (severe). For spleen and lymph nodes the following
criteria were included in the score: lymphoid depletion of follicular area, necrosis of
lymphoid follicles, medullary histiocytosis, eosinophilic infiltrate, number of mitotic

figures and apoptotic corpuscles. The severity factor considered to necrosis was 3; to
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lymphoid depletion was 2 and to other criteria was 1. The mitotic figures and apoptotic
corpuscles were counted in five random fields (400x magnification) considering the
following score: 1 (0 to 5 mitotic figures or apoptotic bodies/field), 2 (6 to 10) and 3 (>
10) (Gerez et al., 2015).

For analysis of the liver the evaluated criteria were trabecular
disorganization, mononuclear cell infiltration, cytoplasmic vacuolar degeneration,
nuclear vacuolar degeneration, megalocytosis, apoptosis and necrosis. The severity
factor was considered 1 to trabecular disorganization, mononuclear cell infiltration,
cytoplasmic vacuolar degeneration and nuclear vacuolar degeneration. To
megalocytosis the severity factor was 2 and necrosis was 3.

Apoptosis was evaluated by an immunohistochemical assay using
anti-caspase-3 (CCasp3) (anti-Asp 175, 1:200 dilution, Cell Signaling Technology,
Beverly, MA) and cell proliferation by anti-PCNA (Clone PC10, 1:200 dilution,
Zymed).

The immunohistochemical procedures were described previously
(Bracarense et al., 2012). The immunoexpression of CCasp3 in the liver, lymph nodes
and spleen was estimated by counting positive immunostaining of cell cytoplasm in five
fields at 400x magnification. The immunoexpression of PCNA in the liver was
estimated by counting strongly positive immunostained nucleus in five fields at 400x

magnification.
4.2.3. Statistical Analysis

The values of scores are presented as means + SEM. The scores were
statistically analyzed using normality (Shapiro-Wilk) and homogeneity (Bartlett) tests.
When these two assumptions were verified, the analysis of variance (ANOVA) was

applied, followed by Tukey’s test. The alpha level was set at 0.05.

4.3 RESULTS
4.3.1 Effects of DON on Liver

The main histological findings observed on the liver of rats fed 2 mg
kg™ for 30 days of DON were mild trabecular disorganization, moderate hepatocyte
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vacuolation and inflammatory infiltrate. The groups receiving 10 mg kg™ of DON for 7
and 14 days showed similar changes plus mild hepatocyte megalocytosis. Rats fed the
higher dose (10 mg kg™*) of DON for 30 days showed the greatest lesional score,
characterized by the lesions observed in the others groups accompanied by nuclear
vacuolation (Figure 4.1A and B).

Ingestion of all contaminated diets induced a significant increase on
lesional score compared to control (Figure 4.1E). Moreover, a significant increase on
liver lesions was observed after the ingestion of 10 mg kg™ of DON for 30 days when
compared to groups fed the same dose for lower periods (7 and 14 days) and with group
fed with 2 mg kg™.

A significant increase in cell proliferation was observed in the liver of
rats fed 2 mg kg? DON diet (17.16 immunostained cells/field, Figure 4.1D) when
compared to control (2.25 immunostained cells/field). The ingestion of 10 mg kg™ of
DON showed no significant difference in hepatocyte proliferation compared to control
(Figure 4.1F). For caspase-3, no immunostaining was observed in the liver of

experimental animals.
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Figure 4.1. Effects of DON on the liver of rats submitted to different treatments with DON.
Group I: control; Group II: 2 mg kg™ of DON for 30 days; Group I1I: 10 mg kg™ of DON for 7
days; Group IV: 10 mg kg™ of DON for 14 days; Group V 10 mg kg™ of DON during for 30
days. (A) Disorganization of hepatic cords and cytoplasmatic vacuolation (group V) (H.E.,
40X); (B) Megalocytosis and nuclear degeneration (group V). (H.E., 40X); (C) Mild
immunostaining for PCNA in the liver of rats exposed to DON (group IlI); (D) Strong and
diffuse immunostaining for PCNA in the liver of rats exposed to DON (group Il). (E) Mean
lesional scores on liver. (F) Mean number of immunostained cells for PCNAS3 in liver. Different
letters show significant differences by Tukey’s test (p<0.05).
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4.3.2. Effects of DON on Lymphoid Organs

The main histological findings on lymphoid organs of rats fed the
contaminated diets were lymphoid depletion and lymphocyte apoptosis. A significant
increase of the lesional score on spleen and lymph nodes was observed in all DON-
contaminated groups compared to control animals (Figure 4.2A and B). On spleen no
significant difference was observed between the contaminated diets (Figure 4.2A),
whereas on mesenteric lymph nodes ingestion of 10 kg™ of DON for 30 days induced a
significant increase in the lesional score compared to other contaminated groups (Figure
4.2B).

The apoptotic index on both lymphoid organs increased in rats
receiving DON-contaminated diets (Figure 4.2C and D). The ingestion of 10 mg kg™ of
DON for 30 days induced in spleen and lymph nodes a significant increase in the
apoptotic index compared to control and other groups receiving contaminated diets
(Figure 4.2E and F).
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Figure 4.2. Effects of DON on lymphoid organs of rats submitted to different treatments with
DON. Group I: control; Group II: 2 mg kg™ of DON for 30 days; Group I11: 10 mg kg™ of DON
for 7 days; Group 1V: 10 mg kg™ of DON for 14 days; Group V 10 mg kg™ of DON during for
30 days. (A) Mean lesional scores on spleen and (B) mesenteric lymph nodes. (C) Mean number
of immunostained cells for caspase-3 in spleen and (D) lymph nodes. Different letters show
significant differences by Tukey’s test (p<0.05). (E) Mild immunostaining for caspase-3 in the
spleen, group Il (2 mg kg™ for 30 days) (F) Diffuse immunostaining for caspase-3 in the lymph
node, group V (10 mg kg™ for 30 days).
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4.4, DISCUSSION

Trichothecene toxicity differs among species. Pigs were considered
one of the most sensible species whereas rodents were relatively resistant (Pestka 2007).
Despite this characteristic, laboratory animals continue to be the main species used in
mycotoxins experimental procedures (Islam et al., 2003; Pestka et al., 2008; Escriva et
al., 2015; Gerez et al., 2015). Data about DON hepatoxicity and immunotoxicity in rats
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and mice are controversial. The present study aimed to investigate the effects of DON in
rats submitted to an acute, sub-acute and chronic ingestion of low (2 mg kg™) and high
doses (10 mg kg™). In previous studies, rats chronically fed with diets containing 0.25,
0.5, 1 mg and 6.25 mg kg™of DON showed no lesions in liver, kidney and lymphoid
organs (Arnold et al., 1986a,b). Similar results were reported in mice fed chronically
with low and high doses of DON (0.5 until 100 mg kg™) (Forsell et al., 1986, Robbana-
Barnat et al., 1988).

In this study, DON-hepatotoxicity was verified in all groups
independently of the dose and time of exposition. Moreover, the higher dose (10 mg kg
) of DON combined with the longer period of exposition (30 days) induced a
significant increase in histological lesions on liver compared to other contaminated
groups. Hepatocyte necrosis was reported in rats exposed to a single intra-peritoneal
dose of 10 mg kg™ of DON 3 hours after inoculation (Sahu et al., 2008). Liver injury
indicated by increased liver function enzymes, lipid peroxidation and decreased hepatic
glutathione content was also reported in rats fed DON-contaminated diets (5 mg
kg/body weight) for 21 days. Furthermore, increased expression of tumor necrosis
factor o, DNA fragmentation, up regulating mRNA Fas and TNF-a gene were
associated to cytotoxicity (Abdel-Wahhab et al., 2015). In mice, an increase in hepatic
enzymes and a decrease in albumin and/or total protein in the serum was associated with
an upregulation of the apoptotic genes caspase-3 and Bax (Sun et al., 2014). In in vitro
studies using hepatocytes cultures cytotoxicity was reported in a dose-dependent
manner (Bradlaw et al., 1985; Rizzo et al., 1994, Taranu et al., 2010). The toxicity was
related to an increase in oxidative stress and a decrease in protein and DNA synthesis
(Sahu et al., 2008, Doll et al., 2009) that can result in cell death. In addition, rat liver
cells BRL 3A treated with DON (60 uM) for 12, 24 and 48 hours showed increased
production of oxygen reactive species resulting in cell apoptosis. The effect was
modulated by increased expression of stress and apoptotic genes (Sun et al., 2015). In
the present study, no hepatocyte apoptosis was observed. This difference is probably
related to the different methods (in vitro and in vivo) and also the doses used.
Apparently, the doses used in this study were not sufficient to induce hepatocyte
apoptosis.

Cell proliferation index was significantly increased in rats fed 2 mg
kg™ for 30 days (7.16 folder increases) compared to control group. In a previous study

we observed in pigs fed DON-contaminated diets (3 mg kg™) a significant increase in



36

hepatocyte proliferation. However, in vitro studies reported anti-proliferative properties
in intestinal cells exposed to DON (10 uM) (Bianco et al., 2012). It is interesting to note
that only the lowest dose induced a significant increase. Probably this difference is
related to the dose. The actual hypothesis associates the type of MAP kinases activation
with the doses of DON used. Low doses activate ERK leading to cell survival and gene
expression, while high doses activate p38 leading to protein synthesis inhibition
(Maresca, 2013). The results of the present study reinforce this hypothesis since higher
doses, independently of the period of exposure, showed no effect on cell proliferation.

Modulation of the immune system by exposition to DON is reported
in different species and experimental models (Mikami et al., 2010; Choi et al., 2013). In
the present study, an increase in the lesional score was observed both in the spleen and
lymph nodes in all contaminated groups. The main histological change was lymphoid
depletion that was also reported in the thymus of rats fed a diet containing 5 mg kg™ for
28 days (Sprando et al., 2005). In addition, thymidine labeling was decreased in the
spleen of rats fed a diet with 1 mg kg™ of DON (Arnold et al., 1986a). DON also
induced a reduction in rat and human peripheral blood lymphocytes (PBL) exposed to
90 ng/ml ™ and 220 ng/ml of the mycotoxin (Atkinson et al., 1984). In pigs chronically
exposed to DON (1.5 mg kg™) we have showed that lymphoid depletion was related to
an increase in lymphocyte apoptosis (Gerez et al., 2015). However, to best of authors’
knowledge data about DON-induced apoptosis in rats are limited to in vitro studies
(Bianco et al., 2012; Sun et al., 2015).

In this study a significant increase in lymphocyte apoptosis was
observed in the mesenteric lymph nodes in all contaminated groups, whereas in the
spleen this increase occurred only in rats receiving the higher dose for 30 days. This
difference is explained as a variance in the response of immune cells to DON toxicity
(Zhou et al., 1998, Islam et al., 2003). In in vitro study, Baltriukiene et al. (2007)
reported that the DON effect was cell origin-dependent and dose-dependent, mainly
affecting blood cell lines, whereas hepatocytes were less sensitive to DON. We can also
consider that mesenteric lymph nodes that are responsible for drainage of intestine (the
first exposed system to xenobiotics) are more exposed to mycotoxin effects than the
spleen. A pro-apoptotic way is proposed for DON-induced apoptosis i) Bax induction;
(if) Bcl-2 inhibition, and (iii) caspase-3 activation as a result of increased reactive
oxygen species (Bianco et al., 2012; Sun et al., 2015). Our results also showed that in

lymphoid tissues DON induce an increase in the expression of caspase-3. Taken
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together, the results of the present study indicate that the immune system is a primary
target for caspase-3 activation. Additionally, we showed that DON is hepatotoxic in
rats; however the mechanism of hepatocyte lesion requires further investigation.
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5. TOXICIDADE DE DESOXINIVALENOL E DO METABOLITO DE-EPOXI-
DESOXINIVALENOL EM SUINOS - ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS E
MORFOMETRICOS.

TOXICITY OF THE DEOXYNIVALENOL AND METABOLITE DE-EPOXY-
DEOXYNIVALENOL IN SWINE - HISTOPATHOLOGICAL AND
MORPHOMETRIC ASPECTS

Resumo

Desoxinivalenol (DON) é uma das mais importantes e abundantes micotoxinas presentes nos
alimentos, com ampla distribuicdo e altos indices de contaminagdo nos alimentos. DON, apds
metabolizacdo bacteriana € transformado em um metabdlito denominado De-epoxi-
desoxinivalenol (DOM-1) que, supostamente, tem menor toxicidade que a molécula nativa.
Assim, a fim de elucidar os efeitos de toxicidade de DON e do metabolito DOM-1, o objetivo
do presente estudo foi comparar a toxicidade de DON e de DOM-1 no figado, baco, linfonodo
mesentérico e intestino (jejuno e ileo) de suinos apés intoxicacdo em diferentes tempos e
doses. Suinos de 24 dias de vida foram divididos em trés grupos que receberam, durante 14
dias, por gavagem (duas vezes ao dia), 0s seguintes tratamentos: solu¢do tampéao (controle);
DON (0,3 mg kg™ de peso corporal); e DOM-1 (0,3 mg kg™ de peso corporal). Outros trés
grupos de suinos receberam, durante 28 dias, por gavagem (duas vezes ao dia) 0s seguintes
tratamentos: solucdo tampdo (controle); DON (0,15 mg kg™ de peso corporal), e DOM-1
(0,14 mg kg™ de peso corporal). DON ocasionou lesdes mais severas ao organismo dos
animais em relacdo ao metab6lito DOM-1. A morfologia do figado, intestino e Orgaos
linfoides foi comprometida apés a ingestdo de 0,15 mg kg™ de DON por 28 dias, enfatizando
a toxicidade tempo dependente dessa micotoxina. O metabdlito DOM-1 apresentou menor
toxicidade ao organismo dos suinos, ocasionando leves alteragdes histopatoldgicas no figado,
intestino e nos orgaos linfoides apos 14 e 28 dias de intoxicacao.

Palavras chave: LeitGes, micotoxina, tricotecenos.

Abstract

Deoxynivalenol (DON) is one of the most important and abundant mycotoxins present in
foods, with wide distribution and high contamination levels. After bacterial metabolism, the
DON is transformed into a metabolite De-epoxy-deoxynivalenol (DOM-1), that supposedly
has lower toxicity than the native molecule. Thus, the objective was elucidate the effects of
toxicity of DON and DOM-1 in liver, spleen, mesenteric lymph nodes and intestine in
different times and doses. Swine of 24 days old were divided into three groups that received,
for 14 days, by gavage (twice a day), the following treatments: buffer solution (control); DON
(0.3 mg kg™ body weight); and DOM-1 (0.3 mg kg™ body weight). Another three groups of
swine received for 28 days, by gavage (twice a day), the following treatments: buffer solution
(control); DON (0.15 mg kg™ body weight) and DOM-1 (0.14 mg kg™ body weight). DON
caused more severe injuries to the animal organism in relation to metabolite DOM-1. The
liver, intestine, and lymphoid organs morphology was compromised after ingestion of 0.15
mg kg™* DON for 28 days, emphasizing the dependent-time toxicity of this micotoxin. The
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metabolite DOM-1 showed lower toxicity to the swine organism, in relation to DON, causing
minor histological changes in the spleen, intestine and lymphoid organs after 14 and 28 days
of intoxication.

Key-words: piglets, mycotoxin, trichothecenes

5.1. INTRODUCAO

Desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina produzida principalmente por
fungos do género Fusarium spp., com ampla distribuicdo e contaminacdo em graos e cereais
(Rodrigues e Naehrer, 2012; Lebrun et al., 2015) como arroz, trigo, cevada, milho e soja, com
altos niveis de contaminagdo na América do Norte e Europa (3.226 mg kg™ de gréos) e na
América do Sul (1.154 mg kg™ de gréos) (Rodrigues e Naehrer, 2012).

Para o entendimento dos efeitos toxicos do DON no organismo humano,
muitas vezes sao utilizados modelos animais, como ratos e suinos, devido a questdes éticas e
dificuldade de estudos diretamente em seres humanos (Escriva et al., 2015). Além disso, a
semelhanca entre os sistemas biologicos entre as espécies permite a extrapolacdo dos
resultados obtidos em modelos animais para seres humanos (Guilloteau et al., 2010).

Quando administrado por via oral, a primeira fase de intoxicagdo do DON
corresponde a passagem pela parede intestinal, sendo rapidamente absorvido e distribuido no
organismo, de modo que o figado é o primeiro 6rgdo afetado apds absorcao, seguido do rim,
baco, coracdo e cérebro (Pestka et al., 2008).

Relatos na literatura mostram casos de intoxicacdo aguda ou crdnica, com
consequente comprometimento de diversos 6rgdos em suinos (Grenier et al., 2011). Essa
toxicidade € dependente da dose e do tempo de exposicdo a micotoxina (Gerez et al., 2015).

A toxicidade de DON tem sido atribuida a sua capacidade de ligacdo ao
ribossomo, ocasionando estresse ribotoxico, que leva a ativacdo da via das MAPKinases,
modulacdo da ativacdo génica, inibi¢do da sintese proteica e toxicidade celular (Pestka et al.,
2004; Pestka, 2010). A intoxicacdo cronica com DON (1,5 mg kg™ de peso corporal durante
28 dias), em suinos, é responsavel pelo aumento no indice apoptético com consequente
deplecdo dos foliculos linféides nos linfonodos e bago, enquanto que, no figado é capaz de
ocasionar degeneracdo citoplasmatica nos hepatocitos (Gerez et al., 2015). A avaliacdo do
intestino apds intoxicacdo com 3mg kg™ de peso corporal de DON durante cinco semanas,
revelou atrofia, fusdo das vilosidades intestinais e redugdo no nimero de células caliciformes
(Bracarense et al., 2012).
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A toxicidade das micotoxinas tem sido atribuida @ combinacdo de varios
fatores como a taxa de penetracdo celular, o metabolismo por enzimas citosélicas, e a
afinidade pelo sitio de ligacéo celular (Maresca, 2013).

Estudos in vitro indicam uma toxicidade reduzida do metabolito de DON,
denominado de-epoxi-desoxinivalenol (DOM-1) (Nasri et al., 2006; Maresca, 2013), isto
porque o metabolito sofre alteragdes na conformacdo da molécula ap6s acdo bacteriana, por
meio da retirada do oxigénio ligado ao grupo epoxi, o que resulta na reducéo na polaridade da
molécula em comparacdo com a toxina nativa (Berthiller et al., 2013). A posi¢do e 0 nimero
dos grupos de hidroxila e acetil-éster podem influenciar na toxicidade da molécula as células
eucarioticas (Maresca, 2013).

A comparacdo da toxicidade de DON e DOM-1 € escassa. Assim, novos
estudos que avaliem o grau de lesdo ocasionado por DON e seus metabdlitos em diferentes
Orgdos sdo cruciais para estabelecer os efeitos da toxicidade desse metabdlito ao organismo
animal e humano (Maresca, 2013).

O objetivo do presente estudo foi comparar as toxicidades de DON e DOM-
1 no figado, baco, linfonodo mesentérico e intestino (jejuno e ileo) de suinos, apos

intoxicacgdo em diferentes tempos e doses.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1 Animais e Delineamento Experimental

Foram utilizados 36 leitbes desmamados de 24 dias de vida
(Pietrain/Duroc/Grande-branco), aclimatados durante uma semana no biotério da unidade do
ToxAlim INRA (Toulouse, Franca) antes de serem utilizados nos protocolos experimentais.

Os animais foram divididos em trés grupos de seis animais que receberam,
durante 14 dias, por gavagem (duas vezes ao dia) uma solugcdo contendo o0s seguintes
tratamentos: solucdo tamp&o (controle); desoxinivalenol/DON (0,3 mg kg™ de peso corporal);
e De-epoxi-desoxinivalenol/DOM-1 (0,3 mg kg™ de peso corporal). Outros trés grupos
receberam, durante 28 dias, por gavagem (duas vezes ao dia), 0s seguintes tratamentos:
solugdo tampdo (grupo controle); desoxinivalenol/DON (0,15 mg kg™ de peso corporal), e
De-epoxi-desoxinivalenol/DOM-1 (0,14 mg kg™ de peso corporal). Os animais receberam
agua e alimentacdo ad libitum. Todos os procedimentos de experimentagdo em animais foram

realizados em conformidade com as diretrizes europeias para o cuidado e uso de animais para
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fins de investigacdo. Apo6s o término do experimento, correspondendo a 14 e 28 dias de
intoxicacdo, os animais foram submetidos & exsanguinacdo, imediatamente apds a
dessensibilizacdo por choque elétrico. Logo em seguida, foram retirados o baco, o figado e o

trato gastrointestinal.

5.2.2 Analises Histopatoldgicas e Morfométricas

Ap0s a eutanasia dos animais, foram coletadas amostras de figado, baco,
linfonodos mesentéricos e intestino (jejuno e ileo). Esses fragmentos foram fixados em
solucdo de formalina tamponada a 10%, desidratada em solugdo de alcool com concentracbes
crescentes e embebidos em parafina. Se¢fes de cinco um foram coradas com hematoxilina e
eosina (HE) para andlise histopatoldgica.

Os achados histopatolégicos foram graduados em pontuacGes (escores). O
escore foi baseado na gravidade das alteracBes histopatolégicas e severidade das lesdes,
conforme relatado anteriormente (Grenier et al., 2011; Bracarense et al., 2012).

A morfometria das vilosidades intestinais foi realizada utilizando o software
MOTIC Image Plus 2.0 ML®. Foram mensuradas 30 vilosidades aleatorias de cada fragmento
do intestino (jejuno e ileo) para determinar a altura média das vilosidades de cada tratamento.

5.2.3. Andlise Estatistica

Foram apresentadas as médias + erro padrdo da média dos escores. Elas foram
submetidas ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (Bartlett)
e, na sequencia, a analise de variancias (ANOVA). Constatadas as diferencas, as médias
foram submetidas ao teste de Tukey (p<0,05). As analises foram realizadas com auxilio do
software Statistica 7.0 (2002).

5.3. RESULTADOS

Apbs 14 dias, as intoxicacdes com 0,3 mg kg de DON e DOM-1 nio
ocasionou alteracdes histopatologicas significativas (p<0,05) no figado, nos linfonodos
mesentéricos e no baco dos animais analisados (Figura 5.1A; C e E).

Ja o tratamento com DON por 28 dias, apresentou aumento significativo das

lesbes no figado dos animais, sendo que as principais alteragdes histopatologicas foram
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desorganizacdo trabecular, infiltrado inflamatério mononuclear leve, vacuolizagdo
citoplasmatica e megalocitose moderada (Figura 5.2A). A morfologia hepéatica dos animais
intoxicados com DOM-1 por 28 dias, apresentou discretas alteracbes morfoldgicas, nédo
diferindo do escore do grupo controle (Figura 5.1B e 5.2B).

A morfologia dos linfonodos mesentéricos dos animais que receberam
DOM-1 (0,14 mg kg™) por 28 dias néo foi alterada de maneira significativa, e a intoxicacao
por DON nesse mesmo periodo, ocasionou alteragdes significativas (p<0,05) no linfonodos
dos suinos, caracterizadas por deplecéo linfoide, com consequente aumento no escore lesional
(Figura 5.1D).

No baco foi observado aumento significativo no escore lesional dos animais
intoxicados com DON e DOM-1 apés 28 dias (Figura 5.1F e 2C), sendo a principal alteracéo

histopatoldgica observada a deplecdo linfoide.

Figura 5.1. Comparagdo entre as médias do escore lesional de figado, linfonodo e bago de suinos
intoxicados com DON e DOM-1 em diferentes doses e tempos. (A) Figado: 14 dias; (B) Figado: 28
dias; (C) Linfonodo: 14 dias. (D) Linfonodo 28 dias; (E) Baco: 14 dias; (F) Bago: 28 dias. Letras
diferentes indicam médias significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0.05). U.A: Unidades
Arbitrarias.
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Figura 5.2. (A) Figado de suino intoxicado com DON 28 dias (0,14 mg kg™): vacuolizacio
citoplasmaética e megalocitose (setas) (HE 100X); (B) Figado de suinos intoxicados com DOM-1 28
dias (0,14 mg kg™): hepatécitos normais (HE 100X); (C) Baco de suino intoxicado com DON 28 dias
(0,14 mg kg™): deplecéo de foliculos linféides (HE 20X); (D) Jejuno de suino intoxicado com DON 28
dias (0,14 mg kg™): atrofia de vilosidades (HE 20X).

L]
v
-
a
2

Apos 14 dias de intoxicacdo por DON, houve aumento significativo do
escore lesional no jejuno dos animais, em relacdo ao grupo controle, e a intoxicagdo com
DOM-1, nesse mesmo periodo, ndo ocasionou alteracbes morfoldgicas importantes (Figura
5.3A).

Apo0s 14 dias, a intoxicagdo com DON e DOM-1 ocasionou atrofia e fuséo
das vilosidades intestinais com achatamento dos enterdcitos no ileo dos suinos, com aumento
significativo do escore lesional para ambas micotoxinas quando comparadas ao controle. Essa
alteracdo observada no escore lesional do ileo, ndo foi confirmada na analise morfométrica,
uma vez que a altura média das vilosidades se manteve semelhante ao controle apos a
intoxicacdo pelo DON e DOM-1 por 14 dias (Figura 5.3C; D e 5.4C; D).

Ap0s 28 dias de intoxicacdo, o jejuno e o ileo foram sensiveis ao DON, com
aumento significativo do escore lesional em relagdo ao controle (Figura 5.3B; D). As
principais alteracdes histopatoldgicas observadas no jejuno e ileo foram: moderada a severa
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atrofia e fusdo das vilosidades, moderado achatamento dos enterdcitos, edema de submucosa
leve e degeneracdo citoplasmaética.

No jejuno, a intoxicacdo por 28 dias com DOM-1 ocasionou alteracdes
morfologicas intermediarias em relacdo ao grupo controle e DON. Ja no ileo essas alteracdes
na morfologia ndo ocasionaram diferencas significativas entre o grupo intoxicado com DOM-
1 e o controle (Figura 5.3B; D).

Figura 5.3. Comparacdo entre as médias do escore lesional de intestino de suinos intoxicados com
DON e DOM-1 em diferentes doses e tempos. (A) Jejuno:14 dias; (B) Jejuno: 28 dias; (C) ileo: 14
dias. (D) Ileo: 28 dias. Letras diferentes indicam médias significativamente diferentes pelo Teste de
Tukey (p<0,05). U.A: Unidades Arbitréarias.
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A analise morfométrica mostrou maior alteracdo no jejuno e ileo apds 28
dias de intoxicacdo com o DON, enquanto que a intoxicacdo com DOM-1 no ileo manteve a
morfometria semelhante ao controle e no jejuno o DOM-1 ocasionou alteragdes
intermediarias (Figura 5.4B; D).
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Figura 5.4. Comparacéo entre as medias da altura das vilosidades do intestino de suinos intoxicados
com DON e DOM-1 em diferentes doses e tempos. (A) Jejuno: 14 dias; (B) Jejuno: 28 dias; (C) ileo:
14 dias. (D) ileo: 28 dias. Letras diferentes indicam médias significativamente diferentes pelo Teste de
Tukey (p=<0.05).
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5.4. DISCUSSAO

Resultados prévios constataram que a toxicidade do DON ¢é dose e tempo
dependente, capaz de reduzir a resposta imunolégica dos suinos (Bracarense et al., 2012;
Gerez et al., 2015), no entanto, os resultados ainda séo conflitantes para 6rgdos constituidos
por células labeis. No presente trabalho, o figado dos suinos que receberam DON e DOM-1
por 14 dias ndo desenvolveram alteracbes morfologicas significativas. A avaliacdo da
morfologia hepatica ap6s 28 dias de intoxicagdo com DON mostrou aumento significativo no
escore lesional, sendo que este aumento foi trés vezes maior, quando comparado ao grupo
controle.

O desenvolvimento de lesBes hepaticas apds intoxicacdo com 0,15 mg kg™
de DON durante 28 dias, pode ser decorrente do tempo de contato da micotoxina com o
figado do animal. Em mamiferos, apds ingestdo oral, DON chega ao figado sem qualquer tipo
de metabolizacdo prévia (Pestka et al., 2008; Maresca, 2013), ocasionando lesdes mais graves

de acordo com o tempo de exposi¢do & micotoxina. Esses resultados nos permitem enfatizar a
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relacdo tempo-dependéncia da intoxicacio de baixas doses de DON (0,15 mg kg™) no figado
de suinos.

Alteracdes morfologicas do figado de suinos como desorganizacao
trabecular, vacuolizacdo citoplasmatica e megalocitose foram observadas em animais
intoxicados com doses mais elevadas que as testadas no presente estudo (1,5 mg kg™ de peso
vivo por 28 dias) (Gerez et al., 2015). Dessa forma, observa-se que a ingestéo de baixas doses
(0,15 mg kg™ de peso corporal) de DON por 28 dias foram suficientes para ocasionar lesdes
morfologicas semelhantes as encontradas apds intoxica¢fes com doses 10 vezes maiores.

DOM-1 apresentou toxicidade inferior a molécula nativa apés 28 dias de
intoxicacdo do figado dos suinos, sendo que os animais que receberam o metabdlito
apresentaram escore lesional hepatico semelhante ao grupo controle. Possivelmente, essa
reducdo na toxicidade de DOM-1 em relacdo a DON é devida a altera¢do na conformacéo da
molécula de DOM-1, que lhe confere menor polaridade, com consequente reducdo na
capacidade reativa e de penetracdo nos hepatocitos (Pestka e Smolinski, 2005; Maresca,
2013).

O periodo de 14 dias de intoxicagdo com DON e DOM-1 na dose de 0,3 mg
kg™ n&o ocasionou alteracdes significativas no baco e linfonodos mesentéricos. Dessa forma,
a ingestéo de baixas doses de DON ou DOM-1 em curtos periodos de tempo néo foi capaz de
alterar a morfologia dos 6rgéos linféides e pode-se inferir que o status imunitario dos animais
pode ser afetado.

Os orgdos linféides podem apresentar diferencas na resposta a lesao devido
a diferencas na maturacdo e diferenciagdo celular (Taranu et al., 2010), de maneira que no
presente estudo foi observado aumento significativo no escore lesional do linfonodo nos
animais do grupo intoxicado com DON (0,15 mg kg™ por 28 dias), enquanto que os animais
que receberam DOM-1 (0,14 mg kg™ por 28 dias) apresentaram escore lesional semelhante
ao controle, de maneira que o metabolito apresentou menor potencial toxico.

No bago constatou-se aumento do escore lesional de 2,47 e 2,35 vezes com
a intoxicacdo por DON e DOM-1, em relacdo ao controle. A principal alteracdo
histopatoldgica nos drgaos linfoides foi deplecédo linféide. A deplecéo dos foliculos linféides
esta associada a capacidade de DON de inibir a sintese proteica, afetando principalmente
tecidos com alta capacidade de renovacdo celular, como o tecido linfoide, hematopoiético e
células do trato gastrointestinal (Pinton et al., 2010).

A metabolizacdo hepética pode ocasionar mudangas na molécula de DOM-

1, revertendo-a novamente em DON. Nesse sentido, a menor toxicidade de DOM-1 nos
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linfonodos mesentéricos pode ter ocorrido, pois estes receberam o metabolito logo apds
absorcdo, enquanto que, para alcancar o baco, DON € previamente metabolizado no figado,
proporcionando o aumento na polaridade da molécula e, consequentemente aumento na
toxicidade (Maresca, 2013).

Estudos semelhantes ao nosso, utilizando o mesmo periodo de intoxicacdo
(28 dias), porém com doses de DON de 1,5 mg kg™ de peso vivo também observaram, como
principal alteracdo nos 6rgdos linfoides, a deplecdo dos foliculos linfoides (Gerez et al.,
2015). Ensaio realizado in vitro com cultivo celular de linhagens linfociticas (Jurkat) com
DON e DOM-1, também demonstrou menor efeito toxico de DOM-1 quando comparado a
DON, e 0 metabdlito ainda ndo apresentou potencial indutor de apoptose e necrose, apds sete
e 24 horas de incubacdo com doses de 5 e 10 uM, enquanto DON foi capaz de ocasionar
aumento no indice apoptatico e necrose celular (Nasri et al., 2006).

A avaliacdo histopatoldgica do intestino dos animais intoxicados por 28 dias
revelou que DON causou atrofia moderada a severa das vilosidades do jejuno constatada no
escore lesional e andlise morfométrica. A reducdo da altura de vilosidades é uma das
consequéncias da diminui¢do da proliferacdo celular causada por DON (Bracarense et al.,
2012; Pinton et al., 2012).

Trabalhos com intoxicagdo in vivo com DON (1,5 mg kg™ de alimento por
28 dias) e ex vivo (dose correspondente a 3 mg kg™ de peso corporal), também observaram
como principais alteracdes histopatoldgicas no intestino de suinos, atrofia e fusdo das
vilosidades (Bracarense et al., 2012; Pinton et al., 2012; Basso et al., 2013; Gerez et al.,
2015), alteracGes semelhantes as observadas no presente estudo.

DOM-1 apés administracdo por 14 dias com baixas doses (0,3 mg kg™)
ocasionou alteracdes histopatoldgicas significativas apenas no ileo, sendo que o jejuno ndo foi
significativamente alterado. Apos 28 dias, DOM-1 ocasionou alteracdes histopatoldgicas
intermediarias, em jejuno quando comparado a DON, mas ndo ocasionou alteragdes no ileo.
Apesar de diferentes respostas de acordo com o segmento intestinal, os resultados refletem
uma menor toxicidade do metabdlito em relacdo a molécula nativa sobre o intestino animal,
sendo que essa menor toxicidade pode ser atribuida & redugdo na polaridade do DOM-1, que
reduz sua capacidade em penetrar nos enterécitos (Maresca, 2013).

Por meio da avaliagdo histopatologica do jejuno, ileo, figado e linfonodos de
suinos, foi possivel constatar os efeitos téxicos de DON ap6s intoxicacdo por 0,4 mg kg™de
peso vivo por 35 dias, devido o desenvolvimento de graves alteragdes morfolégicas nesses
orgdos (Zielonka et al., 2009).
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Os resultados da intoxicagdo por DOM-1 apresentaram variagOes de acordo
com o 6rgdo analisado, 0 que ja é esperado, devido a via de absorcdo e distribugdo no
organismo, mas, de forma geral, mostrou menor potencial tdéxico ao organismo quando

comparado aos efeitos ocasionados por DON.
5.5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a toxicidade de DON foi tempo-dependente, uma vez
que as alteracBes morfoldgicas no figado, intestino e drgdos linféides dos suinos foram mais
severas ap6s 28 dias de exposicdo a0 DON (0,15 mg kg™), do que no periodo de 14 dias com
doses de 0,3 mg kg™

Ao comparar a toxicidade de DON a DOM-1 ao organismo dos suinos, o
metabdlito mostrou menor toxicidade ao figado, linfonodo mesentérico e intestino

independente do periodo de exposicao.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A toxicidade do DON ¢ dependente da dose e periodo de exposi¢éo.
Apbs intoxicacdo com 10 mg kg™ por 30 dias, essa micotoxina comprometeu o
metabolismo hepatico em ratos, confirmadas por meio das alteracdes histopatologicas
acentuadas, e um efeito imunossupressor, comprovado por alteracdes morfologicas e
imunoistoquimicas no bago e linfonodos dos ratos.

Em suinos o DON ocasionou graves alteraces morfolégicas no
figado, 6rgdos linfides e intestino. Mesmo na menor dose (0,15 mg kg™) apés 28 dias
de ingestdo, ocasionou alteracdes morfoldgicas graves no figado, com consequente
comprometimento da funcdo hepética, e alteracdes tempo dependente no figado e
intestino.

O DOM-1 apresentou menor toxicidade ao organismo de suinos,
quando comparado & molécula nativa. A ingestdo de 0,3 mg kg™ por 14 dias ou 0,14 mg
kg' por 28 dias de DOM-1 ocasionaram leves alteraces morfolégicas e
histopatologicas no bago, linfonodos mesentéricos e intestino e a toxicidade do
metabolito ndo alterou significativamente o funcionamento do intestino, Orgaos

linfoides e status imunitario dos suinos.
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ANEXO I: Limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas estabelecidos pela Agéncia

nacional de vigilancia sanitaria Anvisa- Brasil. (Aplicacdo em 2011).

Micotoxinas Alimento LMT (pg/kg)

|Leite fluido 0,5

Aflatoxina M1 ILeite em po 5
IQueijos 2,5
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e
derivados, incluindo cevada malteada 3
[Feijzo 5
Castanhas exceto Castanha-do-Brasil,
incluindo nozes, pistachios, avelas e 10
améndoas
|Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca para consumo 20
direto
Castanha-do-Brasil sem casca para consumo 10
direto
Castanha-do-Brasil sem casca para 15
processamento posterior
Alimentos a base de cereais para alimentacdo
infantil (lactentes e criangas de primeira 1

infancia)

Férmulas infantis para lactentes e férmulas
Aflatoxinas infantis de seguimento para lactentes e 1
B1, B2, G1, G2 criancgas de primeira infancia

Améndoas de cacau 10

[Produtos de cacau e chocolate 5

Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco,
inteiro ou triturado, incluindo pimentas,
pimenta em po, pimenta de caiena e
pimentdo-doce); Piper spp. (o fruto, incluindo
a pimenta branca e a pimenta preta) Myristica 20
fragrans (noz-moscada) Zingiber officinale
(gengibre) Curcuma longa (curcuma). Misturas
de especiarias que contenham uma ou mais
das especiarias acima indicadas

Amendoim (com casca), (descascado, cru ou

tostado), pasta de amendoim ou manteiga de 20
amendoim

[Milho, milho em gréo (inteiro, partido,

amassado, moido), farinhas ou sémolas de 20
milho

Cereais e produtos de cereais, incluindo

10
cevada malteada

Ocratoxina A




Feijao 10
Icafé torrado (moido ou em grao) e café 10
soluvel
Vinho e seus derivados 2
Suco de uva e polpa de uva 2
Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco,
inteiro ou triturado, incluindo pimentas,
pimenta em po, pimenta de caiena e
pimentdao-doce) Piper spp. (o fruto, incluindo
a pimenta branca e a pimenta preta) Myristica 30
fragrans (noz-moscada) Zingiber officinale
(gengibre) Curcuma longa (curcuma) Misturas
de especiarias que contenham uma ou mais
das especiarias acima indicadas
Alimentos a base de cereais para alimentacao
infantil (lactentes e criancas de primeira 2
infancia)
IProdutos de cacau e chocolate 5,0
Améndoa de cacau 10
[Frutas secas e desidratadas 10
Arroz beneficiado e derivados 750
Desoxinivalenol (DON) Alimentos a base de cereais para alimentacao
infantil (lactentes e criancas de primeira 200
infancia)
|Mi|ho de pipoca 2000
Fumonisinas (B1 + B2) JAlimentos a base de milho para alimentagao
|infanti| (lactentes e criancas de primeira 200
infancia)
Alimentos a base de cereais para alimentagdo
Zearalenona |infanti| (lactentes e criangas de primeira 20
infancia)
Patulina Suco de maca e polpa de maca 50
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Limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas estabelecidos pela Agéncia nacional de
vigilancia sanitaria Anvisa- Brasil. (Aplicacdo em janeiro de 2012).

Micotoxinas Alimento LMT (pg/kg)
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de
trigo integral, farelo de trigo, farelo de arroz, 2000

fgrdo de cevada

Desoxinivalenol (DON)|Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos
de dgua e sal, e produtos de panificacao,

. . . 1750
cereais e produtos de cereais exceto trigo e
incluindo cevada malteada
[Farinha de milho, creme de milho, fub3, 2500
L. flocos, canjica, canjiquinha
Fumonisinas (B1 + B2)
Amido de milho e outros produtos a base de 2000

fmilho

Farinha de trigo, massas, crackers e produtos
de panificacdo, cereais e produtos de cereais 200
exceto trigo e incluindo cevada malteada

Arroz beneficiado e derivados 200
Zearalenona Arroz integral 800
[Farelo de arroz 1000
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, 300
produtos e subprodutos a base de milho
400

rigo integral, farinha de trigo integral, farelo
de trigo

Limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas estabelecidos pela Agéncia nacional de
vigilancia sanitaria Anvisa- Brasil. (Aplicacdo em janeiro de 2014).

Micotoxinas Alimento LMT (pg/kg)
Ocratoxina A .Cereéis paraNposterior processamento, 20
incluindo grao de cevada
Trigo e milho em graos para posterior 3000
[processamento
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de
trigo integral, farelo de trigo, farelo de arroz, 1500
Desoxinivalenol (DON)|grao de cevada
Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos
de agua e sal, e produtos de panificacao, 1250
cereais e produtos de cereais exceto trigo e
incluindo cevada malteada.
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Fumonisinas (B1 + B2) IMiIho em grao para posterior processamento 5000

Milho em grao e trigo para posterior
processamento

Zearalenona 400

Limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas estabelecidos pela Agéncia nacional de
vigilancia sanitaria Anvisa- Brasil. (Aplicacdo em janeiro de 2016)

Micotoxinas Alimento LMT (pg/kg)
Trigo integral, trigo para quibe, farinha de
trigo integral, farelo de trigo, farelo de arroz, 1000

[grao de cevada
Desoxinivalenol (DON)|Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos
de dgua e sal, e produtos de panificacdo,

. . ) 750
cereais e produtos de cereais exceto trigo e
incluindo cevada malteada.
Farinha de milho, creme de milho, fub3,
.. . 1500
flocos, canjica, canjiquinha
Fumonisinas (B1 + B2
( ) Amido de milho e outros produtos a base de 1000

milho

Farinha de trigo, massas, crackers e produtos
de panificacdo, cereais e produtos de cereais 100
exceto trigo e incluindo cevada malteada.

Arroz beneficiado e derivados 100
Arroz integral 400
Zearalenona
[Farelo de arroz 600
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, 150
produtos e sub-produtos a base de milho
200

rigo integral, farinha de trigo integral, farelo
de trigo




