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BISSOQUI, L. Y. Avaliacdo do risco de exposicdo de cdes a contaminacdo natural por
micotoxinas. 2012. 104f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina. 2012.

RESUMO

O Brasil possui a segunda maior populacio de caes (34,3 milhdes) e gatos (18,3 milhdes) do
mundo, sendo que em 2010 o consumo de ragdo para animais de companhia foi de
aproximadamente 1,83 milhdes de toneladas, movimentando um total de R$ 7,26 bilhdes de
reais. Portanto, ¢ necessério avaliar ndo apenas a composi¢ao nutricional da ragdo, mas a sua
inocuidade com o monitoramento, entre outros contaminantes, das micotoxinas. Micotoxinas
sdo metabolitos secunddrios toxicos produzidos por fungos filamentosos que podem
contaminar naturalmente os cereais utilizados como matéria prima na fabricagdo de ragdo
destinada a cdes. Além de prejuizos financeiros, a contaminagdo natural da racdo por uma ou
mais micotoxina pode gerar efeitos toxicos sinérgicos ou aditivos. No Brasil e no mundo sao
poucos os trabalhos que relatam a ocorréncia de micotoxinas em ra¢do destinada a cdes e a
avaliacdo do nivel de exposi¢cdo desses animais. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
analisar a ocorréncia de fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas em 100 amostras de ragao
destinada a caes coletadas na residéncia do proprietario do animal na regido norte do Estado
do Parand, no periodo de dezembro 2010 a dezembro 2011, assim como avaliar o risco de
exposicdo desses animais a essas micotoxinas. As concentragdes de fumonisinas, zearalenona
e aflatoxinas foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sistema
isocratico de fase reversa. A exposi¢do de cdes a micotoxinas foi avaliada por meio da
estimativa de pardmetros como a ingestdo didria aceitdvel (ADI) e o nivel seguro na dieta
animal (SPDL) de fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas. Fumonisinas, zearalenona e
aflatoxinas foram detectadas em 68, 95 e 68% do total de amostras, com niveis que variaram
de 0,03 2 0,38 pg.g”' (média = 0,12 pg.g"), 5,45 a 442,24 ng.g”' (média = 49,20 ng.g”") ¢ 0,34
a 3,88 ng.g”' (média = 1,54 ng.g™"), respectivamente. Em 80, 86 e 90% das amostras os niveis
de fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas foram inferiores a 0.2 pg.g”, 80 ng.g”" ¢ 2,0 ng.g”',
respectivamente, entretanto a co-contaminacao por diferentes micotoxinas, € a possibilidade
de efeitos sinérgicos e aditivos, deve ser levada em consideragdo. Neste estudo a co-
contaminag¢do por duas ou trés micotoxinas foi detectada em 50 a 68% do total de amostras. A
frequéncia de contaminagdo por fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas foi alta, porém os
niveis médios detectados sdo considerados baixos, uma vez que, a provavel ingestdo diaria
(1,823 pg fumonisinas/Kg peso animal/dia, 0,936 pg zearalenona/Kg peso animal/dia e 0,024
ng aflatoxinas/Kg peso animal/dia) em comparagdo com os niveis de ingestdo didria aceitavel
(ADI) e o nivel seguro na dieta animal (SPDL) foram baixos. Assim sendo, o risco de
exposicdo de caes alimentados com as ragdes analisadas pode ser considerado baixo e a racao
segura quanto a presenca dessas micotoxinas. No entanto, considerando que as micotoxinas
constituem um problema dificil de evitar e que a co-contaminagcdo pode produzir uma
potencializacdo dos efeitos toxicos, o monitoramento da cadeia de produgdo ¢ essencial para
avaliar os riscos de exposi¢ao animal. Os resultados indicam a necessidade de uma legislagao
especifica de micotoxinas que atenda os critérios de seguranga para animais de companhia,
assim como, a ado¢do de medidas de prevencdo e monitoramento da contaminagao natural no
processo de fabricagdo da ragdo.

Palavras-chave: Micotoxinas. Rag@o. Canine. Co-contaminag¢do. Risco de exposigdo.



BISSOQUI, L. Y. Evaluation of dogs exposure degree to fumonisins, zearalenone and
aflatoxins contamination in Brazil. 2012. 104f. Dissertation (Master in Biotechnology) —
State University of Londrina, Londrina. 2012.

ABSTRACT

Brazil has the second largest population of dogs (34.3 million) and cats (18.3 million) in the
world, and in 2010, consumption of feed for dogs and cats was 1.83 million tons, which
accounted for $4.34 billion in Brazil. Therefore, it is necessary to evaluate not only the
nutritional composition of dog feed but the sanitary conditions concerning mycotoxins
contamination. Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by filamentous fungi
which can naturally contaminate the grains used as feedstock for feed production intended for
dogs. In addition to economic losses, natural contamination of feed by one or more
mycotoxins can cause toxic effects on animal health, however, the co-occurrence can cause
additive effects. In Brazil and in the world there are few data about the occurrence of
mycotoxins in dog feed and about exposure assessment of dogs to mycotoxins. Thus, the
objective of this study was to analyze the occurrence of fumonisins, zearalenone and
aflatoxins in 100 dog feed samples collected at the dog’s owner house in the northern region
of Parana State, from December 2010 to December 2011, as well as assess the exposure
degree of animals to these mycotoxins. Fumonisin, zearalenone and aflatoxin concentrations
were determined by reversed-phase isocratic high performance liquid chromatography
(HPLC). The exposure degree of dogs to mycotoxins were estimated by acceptable daily
intake (ADI) and safe pet dietary level (SPDL) for fumonisins, zearalenone and aflatoxins in
dog feed. Fumonisins, aflatoxins and zearalenone were detected in 68, 95 and 68% of the
samples, with levels ranging from 0.03 to 0.38 pg.g” (mean = 0.12 pg.g”), from 5.45 to
44224 ng.g"' (mean = 49.20 ng.g") and from 0.34 to 3.88 ng.g” (mean = 1.54 ng.g"),
respectively. In 80, 86 and 90% samples fumonisins, zearalenone and aflatoxins levels were
lower than pg.g”’, 80 ng.g’', and 2.0 ng.g’, respectively, however mycotoxins co-
contamination and the possible synergistic and additive effects must be taken into account.
Co-occurrence of fumonisins, zearalenone and aflatoxins was detected in 50 to 68% of the
total samples. Despite the high frequency of fumonisin, zearalenone and aflatoxin
contamination in feed samples, the mean levels detected were low. Since the probable daily
intake (1.823 pg fumonisins/Kg body weight/day, 0.936 pg zearalenone/Kg bw/day and 0.024
ng aflatoxins/Kg bw/day) values in comparison with acceptable daily intake and safe pet food
level were low, the exposure degree of dogs in northern Parana State could be assumed to be
low and, therefore, the feed sample were safe. However, taking into account that mycotoxin is
a difficult problem to avoid and the co-occurrence of mycotoxins can cause potentiation of
toxic effects, monitoring the production chain is essential to assess the risks to which animals
are exposed. The results indicate the need for specific mycotoxin guidelines that meet the
safety criteria for pets, as well as the adoption of preventive measures and monitoring of
natural contamination in the feed manufacturing process.

Keywords: Mycotoxins. Feed. Canine. Co-contamination. Risk assessment.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, cdes e gatos s3o os animais de estimagdo mais populares e
frequentemente considerados como membros da familia. De acordo com os dados da
Associagdo Nacional dos Fabricantes de Produtos para Animais de Estimacdo (ANFALPET,
2011) o Brasil possui a segunda maior populacdo de caes (34,3 milhdes) e gatos (18,3
milhdes) do mundo. Nos ultimos anos houve um grande crescimento no segmento de animais
de estimacdo e de ragdes no Brasil. Em 2010, o consumo de ragdes para cdes e gatos (pet
food) foi de 1,83 milhdes de toneladas, movimentando cerca de 7,26 bilhdes de reais
(ANFALPET, 2011; ZANNI, 2011).

Em 2006 existiam mais de 300 marcas de ragdes registradas destinadas a
caes no Brasil, sendo produzidas por mais de 70 fabricantes com preco e qualidade varidveis
(CARCIOFT et al., 2006). No processo de fabricagdo de ragdo seca os ingredientes siao
misturados e submetidos a um tratamento térmico, denominado extrusdo, que leva a reducao
da atividade de agua, substincias antimicrobianas, como acidos orgénicos e antibidticos,
também sdo adicionadas (CASE; CAREY; HIRAKAWA, 1998). O emprego em conjunto
desses obstaculos ¢ util para prevenir o deterioramento e aumentar o tempo de vida de
prateleira de produtos alimenticios pela inibi¢do do crescimento microbiano (CHIRIFE;
FAVETTO, 1992).

No Brasil, a recomendacdo nutricional para alimentos secos para caes
adultos, em manutengao, ¢ 12% de umidade (maximo), 16% de proteina bruta (minimo), 4,5%
de extrato etéreo (minimo), 6,5% de fibra bruta (méximo), 12% de matéria mineral (maximo),
2,4% de célcio (maximo) e 0,6% de fosforo (minimo) (BRASIL, 2002). De modo geral, a
qualidade das racdes secas para cdes comercializadas no Brasil ¢ boa sob o ponto de vista
nutricional, uma vez que atendem os limites maximos e minimos de ingredientes
estabelecidos pela legislacdao vigente (CARPIM; OLIVEIRA, 2009). No entanto, ¢ necessario
avaliar as condigdes sanitarias do produto, a fim de monitorar, entre outros contaminantes, a
presenga de micotoxinas.

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos de baixa massa
molecular produzidos por fungos filamentosos que se desenvolvem naturalmente em produtos
agricolas (PERAICA et al., 1999). Apresentam grande estabilidade quimica e térmica, e
podem persistir no produto final mesmo apds o processamento e industrializacdo da matéria-

prima (CAST, 2003).
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Alguns estudos relatam a co-contaminacdo de micotoxinas em ragao
destinada a caes, no entanto, ¢ necessario avaliar o risco de exposi¢ao desses animais, uma
vez que as micotoxinas podem apresentar efeitos sinérgicos ou aditivos (SPEIJERS;
SPEIJERS, 2004).

A contaminagdo da ra¢do por micotoxinas pode causar riscos a saude animal
alterando as fungdes hepatica, renal, digestiva e reprodutiva de caes, além de prejuizos
financeiros na cadeia produtiva de ragdes. E de suma importancia que os fabricantes de pet
food invistam em sistemas de gestdo da qualidade na cadeia de produgdo, tais como Boas
Praticas de Fabricagdo (BPF) e Analises de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), o

que poderia ser um diferencial de mercado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MERCADO DE PET FOOD NO BRASIL E NO MUNDO

O vinculo ser humano-animal ¢ muito antigo e estudos de fosseis mostram a
existéncia de cdes pré-historicos, identificados como caes paleoliticos, convivendo com o
homem ha 30 mil anos, e sugere que a domesticagdo de cdes teria acontecido no periodo
Aurignaciano (ELGIER, 2009; GERMOMPRE et al., 2009). Atualmente sdo reconhecidas
mundialmente mais de 300 ragas de caes domésticos, Canis familiares, por diversas entidades
como American Kennel Club (AKC; http://www.akc.org/) e a Fédération Cynologique
Internationale (FCI; http://www.fci.be/presentation.aspx).

As espécies criadas e mantidas pelo homem em seu lar para seu
entretenimento, sem proposito de fornecimento de produtos ou subprodutos de interesse
econdmico sao considerados animais de estimagao (PET) (BRASIL, 2009). No Brasil, caes e
gatos sdo os animais de estimac¢do mais populares e sdo frequentemente considerados como
membros da familia. De acordo com dados da Associagdo Nacional dos Fabricantes de
Produtos para Animais de Estimacdo (ANFALPET, 2011), o Brasil possui a segunda maior
populagdo de caes (34,3 milhdes) e gatos (18,3 milhdes) do mundo.

O principal objetivo das ragdes ¢ fornecer uma dieta que proporcione
beneficios nutricionais, estéticos e de desempenho adequado as necessidades de cada animal.
Em 2010, o mercado de alimentacdo animal cresceu 5%. Foram produzidos 61,4 milhdes de
toneladas de racdes que movimentaram R$ 33 bilhdes em matérias primas. O consumo de
ragdes para cdes e gatos (pet food) foi de 1,83 milhdes de toneladas ou 2,98% desse total
(ZANNI, 2011). Em termos financeiros o mercado pet movimentou cerca de R$ 11 bilhdes no
ano de 2010, dos quais R$ 7,26 bilhdes (66%) foram referentes a comercializagdo de

alimentos destinados a esses animais (grafico 1).
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Graéfico 1 - Faturamento do mercado pet no Brasil, 2010.

Mercado Pet 2010
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Fonte: ANFALPET (2011)

O mercado de ragdes € um segmento que apresentou um crescimento de
832,27% nos ultimos 16 anos. De 1994 a 2010 a producao aumentou de 220 mil para 1,831
milhoes de toneladas e de acordo com a ANFALPET (2011), em 2010, o Brasil apresentou
uma producao recorde de 1,831 milhdes de toneladas, um crescimento de 4,31% em relacao
ao ano de 2009 (grafico 2). Além disso, do ano de 1998 a 2010 as importagdes brasileiras de

pet food diminuiram de 13 para 4 milhdes de toneladas, uma redugdo de 306%.

Grafico 2 - Volume de produgio de pet food no Brasil, 1994 — 2010.
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Fonte: ANFALPET (2011)

Uma das dificuldades do setor ¢ a alta carga tributaria (49,90%) em relagao

aos Estados Unidos (7%) e Europa (18,50%). Esse quadro na opinido de analistas ¢ um
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redutor do crescimento do segmento, uma vez que encarece o produto final, reduz a
competitividade das exportagdes brasileiras e prejudica o acesso de milhdes de compradores a
linha de consumo (quadro 1) (ANFALPET, 2011; JUNIOR; NOGUEIRA, 2011; ZANNI,
2011).

Quadro 1 - Carga tributaria direta sobre o faturamento de pet food, Brasil, 2011.

Imposto Impostos Pecuarios Pet food Alimento humano
basico

IPI 0% 10% 0%
PIS/CONFINS 9,25% 9,25% 0%
ICMS Diferido (max. 6%) 18% 7%
Total 15,25% 39,90% 7%
Substituicao tributaria 0% 10% 0%
no ICMS

Total Geral 15,25% 49,90% 7%

Fonte: ANFALPET (2011)

A nutricdo ¢ critica para a satude dos animais e, de um modo geral, as racoes
sdo compostas por subprodutos de origem animal como carnes e farinha de ossos, além de
cereais como farelo de soja, arroz, trigo e/ou milho. O pet food pode ser composto por poucos
ingredientes ou formulagdes especificas contendo mais de 50 ingredientes diferentes para o
desenvolvimento de ragdes “superpremium” (quadro 2) (THOMPSOM, 2008; JUNIOR;
NOGUEIRA, 2011).

Quadro 2 - Classificagao e caracteristicas das ragdes para cdes e gatos.
Standard Premium Super premium
Racdes Possui um balanceamento | Sdo ragdes balanceadas com

balanceadas,

entretanto a qualidade da | ideal, entretanto, utiliza | composi¢do ideal para os
proteina utilizada ¢ inferior. proteina vegetal em sua | animais. Elas sdo produzidas
formulagao. com 100% de proteina

animal.

Necessario ingerir um volume
grande de alimento para
adquirir os nutrientes na
quantidade necessaria.

O volume ingerido necessario
para nutrir o animal é menor,
e consequentemente o volume
das fezes e frequéncia das
evacuagoes também.

Maior digestibilidade; quanto
melhor a digestibilidade, mais
facil a assimilacdo ¢ menor o
volume das fezes e frequéncia
das evacuagOes

Grande quantidade de
palatabilizantes. Corantes e
conservantes também  sdo

muito utilizados.

Contém conservantes,
corantes e palatabilizantes.

Utilizam conservantes
naturais, ndo contém corantes
e palatabilizantes.

Fonte: Junior e Nogueira, 2011
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O mercado de ragdes do tipo premium, super premium e terapéuticas esta
em franco crescimento. Existe uma tendéncia de mercado em que os modelos de alimentagdo
humana chegue ao mercado pet em forma de racdes probidticas, vegetarianas, holisticas e
terapéuticas (SILVEIRA, 2010). Dessa forma, a competitividade do setor é determinada pelo
langamento de novos produtos, populariza¢ao de alimentos funcionais, exploracdo de nichos
de mercado orientados para determinadas ragas, idades, estilo de vida e terapéutica (JUNIOR;
NOGUEIRA, 2011). Assim, ¢ possivel alimentar cadelas da raca Buldogue gestantes com
uma racdo enriquecida com acido folico para evitar que os filhotes nascam com o palato
aberto, como ¢ tradicional da raca (PET FOOD BRASIL, 2010).

A estratégia de mercado da Royal Canin, lider de mercado premium e
superpremium, ¢ o investimento continuo na segmentacdo do portfélio, sendo que dos 140
produtos do seu portfolio, 130 pertencem aos mercados premium e superpremium (PET
FOOD BRASIL, 2010).

A fabricante brasileira Premier que ha 15 anos atua nos segmentos premium
e superpremium cresceu 30% nas vendas em 2009 e primeiro semestre de 2010, em
comparagdo a um crescimento de 4% do setor. A empresa investiu R$ 1,5 milhdo em um
laboratorio de pesquisa e desenvolvimento e controle de qualidade (BRASIL ECONOMICO,
2010).

Para o desenvolvimento de uma formulacdo alguns fatores devem ser
analisados como os niveis de nutrientes, funcionalidade, palatabilidade, digestibilidade,
disponibilidade e custo. Cada ingrediente deve ser seguro e resultar em um produto final
seguro, uma vez que o setor ¢ influenciado pelas decisdes e capacidade de compra do
consumidor e suas exigéncias em relacdo ao suprimento e segurancga dos alimentos (ZANNI,
2011). O tema seguranga de alimentos foi o destaque de duas edi¢des da revista especializada
Pet Food Brasil (2010; 2011), que chamavam a atengdo para os prejuizos econdmicos € ao
desenvolvimento tecnoldgico do setor estimulado pela preocupagdo quanto a presenca de

micotoxinas em ragoes.

2.2 MICOTOXINAS

O termo micotoxina ¢ uma combinagdo da palavra grega “mykes” para
fungos e a palavra latina ““toxin” que significa veneno, constituindo um termo genérico para
descrever toxinas produzidas durante o crescimento fungico (TURNER et al., 2009). As
micotoxinas sao metabdlitos secundarios toxicos de baixa massa molecular produzidos por

fungos filamentosos que se desenvolvem naturalmente em produtos agricolas (PERAICA et
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al., 1999). A contaminagao desses produtos pode ocorrer desde o campo até as etapas de pos-
colheita, transporte e armazenamento (CAST, 2003).

A presenga de micotoxinas foi relatada em varios paises e continentes, tanto
em regides de clima temperado como de clima tropical. Estima-se que a microbiota fungica de
cereais esteja em torno de 200.000 a 300.000 espécies, tendo sido identificadas mais de 400
micotoxinas (BETINA, 1984; LINO et al., 2004). A FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations) estima que, em todo o mundo, cerca de 25% dos alimentos estejam
contaminados por micotoxinas (WHO,1991).

E importante destacar que o potencial toxico das micotoxinas esta associado
a grande variabilidade de estruturas quimicas que podem interagir de diversas maneiras com o
sistema organico de homens e animais. As micotoxinas apresentam grande estabilidade
térmica e quimica, ¢ mesmo com todos os avangos e tecnologias disponiveis ainda ndo ¢
possivel assegurar que todos os alimentos e géneros alimenticios estejam completamente
isentos de micotoxinas.

As aflatoxinas, produzidas principalmente por Aspergillus flavus e A.
parasiticus; ¢ as fumonisinas ¢ a zeralenona, produzidas por diversas espécies do género
Fusarium constituem micotoxinas de grande interesse pelo seu impacto na saude e nas
industrias de alimentos e ragdes (BINDER et al., 2007). O consumo de alimentos
contaminados por micotoxinas pode induzir efeitos agudos e cronicos dependentes do nivel de
contaminagdo e toxicidade da micotoxina, tempo de exposi¢cdo, espécie, idade e estado
nutricional do organismo (BENNET; KLICH, 2003).

A presenca de micotoxinas em ragdes comerciais para cdes tem sido
detectada por varios autores (GARLAND; REAGOR, 2000; SCUDAMORE et al., 1997;
STENSKE et al., 2006). Essa contamina¢do pode representar uma importante ameaca para
esses animais, uma vez que interferem nas fung¢des hepaticas, renais, circulatorias e
neurologicas, além da possibilidade de efeitos mutagénicos e carcinogénicos (LEUNG;
DIAZ-LLANO; SMITH, 2006). Somado a este quadro, a co-ocorréncia de duas ou mais
micotoxinas pode combinar a acdo de efeitos toxicos e potencializar a agdo bioldgica em um

organismo (SPEIJERS; SPEIJERS, 2004).

2.2.1 Fumonisinas

As fumonisinas (FB) constituem um grupo de micotoxinas produzidas

principalmente por F. verticillioides e F. proliferatum, detectadas principalmente na cultura



22

do milho e alimentos a base de milho no Brasil ¢ no mundo (BATATINHA et al., 2007;
BROGG I et al., 2007, CORTEZ-ROCHA et al., 2003; MANOVA; MLADENOVA et al.,
2009; MAZZANI et al., 2001; MORENO et al., 2009; OLIVEIRA, 2006; ONO et al., 2006).

Os niveis de fumonisinas em milho dependem de fatores ambientais como
temperatura, umidade, condi¢des de armazenagem e periodos de chuva na colheita e pos-
colheita (BROGGI et al., 2007; ONO et al., 1999; 2008).

A ocorréncia natural de FB; em milho na regido de Transkei na Africa do
Sul, foi relatada pela primeira vez em janeiro de 1990 por Sydenham et al. (1990). As
fumonisinas podem causar grandes prejuizos financeiros, além de riscos a satide humana e

animal.

2.2.1.1 Estrutura

As estruturas quimicas das fumonisinas foram descritas em 1988 e as
analises de espectrometria de massas e ressonancia magnética revelaram as moléculas como
sendo um diéster de propano 1, 2, 3—4cido tricarboxilico € 2—amino—12, 16—dimetil-3, 5, 10,
14, 15—pentahidroxieicosano. Em todos os analogos tanto os grupos hidroxilas do C;4 quanto
o do C;s estdo esterificados com o grupo carboxila terminal do acido propano-1, 2, 3—
tricarboxilico (BEZUIDENHOUT et al., 1988).

Desde 1988, foram identificados 28 analogos de fumonisinas que sdo
divididos em quatro grupos principais, identificados como fumonisinas das séries A, B, C e P.
No entanto, FB;, FB, e FB; sdo as mais abundantes como contaminantes naturais de milho e
derivados, sendo a FB; detectada em percentagens mais elevadas (70 — 80%), FB, de 15 a
25% e FB3 de 3 a 8% das fumonisinas totais (REEHDER et al., 2002).

Estruturalmente as FB, e FB3 sdo homoélogos da FB, visto que falta um dos
grupos hidroxilas no esqueleto carbonico. A FB, ndo possui o grupamento hidroxila na

posicdo Cjy, enquanto a FB3; ndo possui a hidroxila em Cs (NELSON et al., 1993).
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Figura 1 - Estrutura quimica das principais fumonisinas.
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Fonte: Humpf e Voss, 2004

A presenca de grupos carboxilas e hidroxilas conferem polaridade as
moléculas de fumonisinas, sendo soluveis em dgua e em solventes polares como metanol
(MeOH) e acetonitrila (ACN) (KRSKA et al., 2007).

O tratamento térmico (cozimento, fritura, extrusdo) em temperaturas entre
150 a 200°C pode reduzir as concentragdes de fumonisinas em alimentos e ragdes em até
85%. No entanto, o efeito na redu¢do depende da temperatura, tempo de processamento, pH,
umidade, o tipo e a quantidade de carboidrato presente no alimento (BULLERMAN;
BIANCHINI, 2007; HUMPF; VOSS, 2004).

Apesar de todos os avangos e tecnologias disponiveis ainda nao € possivel
assegurar que todos os alimentos e géneros alimenticios estejam completamente isentos de

fumonisinas.

22.1.2 Metabolismo

Estudos toxicocinéticos mostraram que as fumonisinas sdo muito pouco
absorvidas no trato gastrintestinal, rapidamente eliminadas, ocorrendo pequeno acumulo no
figado e rins (NORRED et al., 1996; VOSS et al., 2001). Apds a administragdo de uma tnica
dose de FB; (7,5 pg.g™) por via intraperitoneal em ratos, o tempo de concentragdo maxima
plasmatica foi de aproximadamente 20 minutos e o tempo de meia vida de eliminacdo sérica
de aproximadamente 18 minutos (VOSS et al., 2001). Em macacos, estudos toxicocinéticos

demonstraram que a FB; apresenta baixa biodisponibilidade e uma curta meia vida de
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eliminacgdo. Os niveis séricos apds uma dose oral atingem um maximo dentro de duas horas,
diminuindo rapidamente em niveis abaixo do limite de deteccdo (VAN DER WESTHUIZEN;
SHEPARD; VAN SCHALKWYK, 2001).

22.13 Toxicidade

Uma série de estudos comprovou que a exposicdo a FB; induz a
leucoencefalomaléacia em equinos (MARASAS et al., 1988; ROSS et al., 1990; THIEL, et al.,
1991), hepato e nefrotoxicidade em ratos (GELDERBLOM et al., 1991), edema pulmonar em
suinos (DILKIN et al., 2004; SMITH et al., 1996). Em seres humanos, estudos
epidemiolégicos relacionam a alta incidéncia de cancer de esofago na Africa do Sul e China, e
defeitos do tubo neural em embrides no Texas, aos altos niveis de contamina¢ao de milho por
fumonisinas (CHU; LI, 1994; MARASAS et al., 1988; MISSNER, et al., 2006).

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, 2002) avaliou o
risco de carcinogenicidade das fumonisinas em seres humanos e classificou-as no grupo 2B
(provavelmente carcinogénico).

O mecanismo de acdo das fumonisinas ainda nao esta totalmente elucidado,
no entanto, muitos trabalhos apontam para a inibicdo competitiva da enzima ceramida sintase
como possivel mecanismo de acdo das fumonisinas e, dessa forma, como evento principal na
desregulacdo da biossintese de novo de esfingolipidios (RILEY et al., 1996; WANG et al.,
1991;1992). Adicionalmente alguns estudos indicam que as fumonisinas também podem
causar lesdes no DNA e estresse celular oxidativo (DOMIJAN et al., 2007; RUMORA et al.,
2007; THEUMER et al., 2010).

As fumonisinas sdo estruturalmente semelhantes as bases esfingodides
esfinganina (Sa) e esfingosina (So), intermedidrios na biossintese de ceramida e

esfingolipidios complexos (LINO et al., 2007; MERRILL et al., 1993; NORRED et al., 1996).
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Figura 2 - Estrutura quimica da esfinganina, esfingosina e fumonisina B;.
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Fonte: Lino et al., 2007

A inibicdo da biossintese de esfingolipideos pode ter efeito pronunciado
sobre a célula, uma vez que esses componentes t€ém papel importante na estrutura da
membrana, homeostase do célcio, comunicacdo ¢ matriz celular, regulacdo de fatores de
crescimento, incluindo interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) (MERRIL
etal., 2001).

O TNF-a ¢ uma importante citocina envolvida na regulacdo da apoptose,
reestruturacdo dos tecidos e processos inflamatorios (HE; RILEY; SHARMA, 2001).
Também sdo relatadas mudancas na expressao génica de proteinas envolvidas na regulagdo da
progressao do ciclo celular, tais como ciclina D1, p21, p27,e c-myc em resposta a exposicao a
fumonisinas (HUMPF; VOSS, 2004). Essa complexidade aumenta a dificuldade de elucidar o
mecanismo de acdo das fumonisinas e a via metabolica que conduz aos efeitos biologicos.

Wang et al. (1991) comprovaram que as fumonisinas promovem a
desregulacao da biossintese de esfingolipidios ao incubar hepatédcitos de ratos macho
Sprague-Dawley com FB; na concentragdo de 1 puM. Essa exposi¢do elevou o nivel de
esfinganina por inibicao da atividade da esfinganina N-aciltranferase (ceramida sintase).

A esfingosina ¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico por meio da
combinacdo de palmitoil-CoA e o aminoacido serina, formando o intermediario
dihidroceramida que ¢ reduzido a esfinganina (figura 3). Potencialmente, as fumonisinas
inibem a acilagdo da esfinganina e a reacilagdo da esfingosina para formar a ceramida. O sitio
especifico de agdo da FB, parece ser as enzimas esfinganina e esfingosina N-acetiltransferase,

uma vez que a inibi¢do desta via metabolica resulta na deple¢do de esfingolipidios complexos
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(glicoesfingolipidios e esfingomielina), aumento intracelular da concentracdo das bases
esfingdides e seus metabolitos 1-fosfato, assim como a alteracdo da concentragdo celular de

determinados glicoesfingolipidios (RENTZ et al., 2005; VOSS et al., 2007).

Figura 3 - Mecanismo de a¢ao das fumonisinas.
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Fonte: Adaptado de RENTZ et al., 2005

Quando as bases esfingdides acumulam no meio intracelular, esses
compostos atravessam a membrana celular e aparecem no sangue periférico acompanhado
pelo aumento da razdo esfinganina:esfingosina (Sa:So) (MERRIL et al., 2001).

A elevagdo da razdo Sa:So, apés a exposi¢do a fumonisinas, foi observada
em ratos (VOSS et al., 1995), coelhos (GUMPRECHT et al., 1995), suinos (MARTINS,
2005; RILEY et al., 1993), poneis (WANG et al, 1992), macacos (VAN DER
WESTHUIZEN; SHEPHARD; SCHALKWYK, 2001), aves (CARVALHO, 2006), ¢ em
seres humanos (SILVA et al., 2009).

Como essas alteragdes ocorrem antes de outros marcadores bioquimicos de
lesdo celular, foi proposto que a razdo Sa:So poderia ser um possivel biomarcador para
avaliacdo e monitoramento da exposicdo a fumonisinas (LINO et al., 2007, WANG et al.,

1991).
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2.2.2 Zearalenona

Zearalenona (ZEA) ¢ um metabdlito secundario toxico produzido por
fungos do género Fusarium spp., incluindo F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis, F.
equiseti, F. crookwellense ¢ F. semitectum (BENNET; KLICH, 2003; IARC,1997;
ZINEDINE et al., 2007).

A zearalenona ¢ amplamente descrita como contaminante natural, em varios
continentes, de muitos cereais como milho, trigo, soja, sorgo, cevada, centeio, aveia e arroz, €
também de ra¢des animais destinadas a aves e, principalmente, a suinos (DOLL; DANICKE,
2011; ZINEDINE et al., 2007). E um composto estavel, tanto durante o armazenamento como
no processamento do alimento, uma vez que ndo se degrada facilmente a altas temperaturas.

Apesar de a ZEA apresentar uma estrutura ndo esteroidal, possui a
propriedade de estimular os receptores estrogénicos, causando assim alteragcdes morfologicas

e funcionais de 6rgaos reprodutores.

2.2.2.1 Estrutura

A zearalenona foi isolada em 1962 a partir da cultura de F. graminearum
(STOB, 1962) e sua estrutura determinada em 1966 por Urry et al. (1966).

O nome zearalenona ¢ uma combinagdo do organismo produtor “Gibberella
zeae” (forma assexuada do Fusarium graminearum), da dupla liga¢do entre os carbonos C1” e
C2’ (“~en0”) e do grupo cetona (“~-ona”) no C6” da molécula (figura 4) (URRY et al., 1966).

Figura 4 - Estrutura quimica da zearalenona.

OH O CH

3

HO

Fonte: Urraca et al., 2004

E constituida por uma lactona acida resorcilica, quimicamente descrita como
(S)-(-)-3,4,5,6,9,10-hexahidro-14,16 — dihidroxi - 3 - metil - 1H - 2 -

benzoxaciclotetradecim-1,7-(8H)-diona. Apresenta massa molecular de 318,4 e formula
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quimica (C;gH2,0s5), sendo um cristal branco a temperatura ambiente e insoluvel em agua, mas
soluvel em solventes organicos como acetonitrila, metanol, benzeno e acetona. E estavel até
120 °C; 69% ¢ decomposta a 200°C quando submetido a um tempo minimo de 60 minutos
(DOLL; DANICK, 2011; TARC, 1997).

Em mamiferos o grupo cetona no carbono C8 ¢ reduzido para dois
metabolitos estereoisomeros de zearalenona (a- e B-isdmeros) (figura 5). Esses metabolitos
sao também produzidos por fungos, mas em concentracdes muito menores do que a ZEA

(ZINEDINE et al., 2007).

Figura5- Estrutura quimica (a) Zearalenona, (b) a-zearalenol (a-zol), (c) B-zearalenol (B-
zol).

HO

Fonte: Zinedine et al., 2007

2222 Biossintese/Metabolismo

Foram identificados dois genes em F. graminearum, ZEAl e ZEA2,
necessarios a biossintese de zearalenona, sendo ambos considerados essenciais para a
produgdo da toxina, apesar de possuirem um mesmo promotor e serem transcritos de forma
divergente (HUFFMAN; GERBER; DU, 2010). Assim, foi proposto um modelo biossintético
que utiliza duas vias policetidas; a via HR-PKS catalisa a formacao da cadeia hexacetida
reduzida que ¢ transcetilada pela via ndo reduzida (NR-PKS), que posteriormente ¢ alongada
por mais trés ciclos para formar uma cadeia nonacetideo de zearalenona. Nos trés Ultimos
ciclos de alongamentos, o grupo B-ceto, depois de cada reacdo de condensagdo, permanece
ndo-reduzido, e somado a sete carbonos da cadeia nonacetideo formam um resorcilato via

condensagdo aldol intramolecular nos carbonos C,-C5 (figura 6).
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Figura 6 - Provavel via biossintética da zearalenona
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Fonte: Adapatado de HUFFMAN et al., 2010

Uma vez ingerida a ZEA ¢ rapidamente absorvida (80-85%) via trato
gastrintestinal e metabolizada no figado, sendo seus metabolitos detectados no sangue cerca
de 30 minutos apds a ingestdo ligados a globulinas humanas (MINERVINI; AQUILLA,
2008). Estudos sugerem duas vias principais de biotransformagao de zearalenona em animais:
i) a hidroxilagdo de ZEA pelas enzimas 30- e 3B-hidroxiesterdide dehidrogenases (HSDs)
com formagao dos metabolitos a-zol e B-zol; ii) e a conjugagdo de ZEA e seus metabolitos
com o acido glucurénico pela acdo da enzima uridina difosfato glucuronil transferases
(UDPGT). Também existem possiveis diferencas na biotransformacdo hepatica de ZEA em
diferentes espécies animais. A ZEA pode ser excretada na bile ou na urina e seus metabolitos

excretados na urina na forma de glucuronideos (ZINEDINE et al., 2007).

2223 Toxicidade

Ha evidéncias limitadas para carcinogenicidade de zearalenona em animais
experimentais (IARC, 1997). O mecanismo de agao e toxicidade baseiam-se na competicao da
zearalenona e seus metabolitos com estradiol pelos sitios de ligacdo especificos dos receptores
de estrogeno (ERs) que estdo distribuidos em diferentes 6rgdos. A ligacdo de ZEA e seus
metabolitos aos ERs, como agonistas, iniciam uma sequéncia de eventos conhecida como
hiperestrogenismo em 6rgaos alvo (MINERVINI; AQUILA, 2008).

Experimentos in vitro comprovaram a ligagdo competitiva da ZEA e seus
metabolitos a receptores estrogé€nicos, sendo que o a-zol se liga a esses receptores de forma
mais intensa, seguido, em ordem decrescente, por ZEA e B-zol (JEFCA, 2011). O complexo
receptor-ZEA ¢ rapidamente transferido para o nucleo da célula, onde se liga a receptores
nucleares especificos e gera resposta estrogénica por meio da ativa¢do do gene, resultando na
producdo de RNAm, que codifica as proteinas normalmente expressas pela ligacdo receptor-

estrogeno (BAUER, 2002). Isto ocorre devido a estrutura da micotoxina ser semelhante a
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estrogenos naturais, o que permite a sua ligagdo com um receptor especifico (SCHUH, 1997;
SHIER et al., 1998).

Além disso, foi relatado que a-zol e B-zol podem ser citotdxicos pela
inibi¢do da proliferacdo celular, da sintese de proteinas totais e da sintese de DNA com
forma¢ao de adutos. Adicionalmente, pode haver outra via de dano oxidativo da ZEA, uma
vez que foi demonstrado a indugdo de Hsp 27 e Hsp 70, proteinas consideradas marcadoras de
stress oxidativo. -zol foi mais ativo que a-zol e ambos os metabolitos exibiram uma menor
toxicidade quando comparados com ZEA em células Vero. A biotransformagdo de ZEA pode
ser considerada uma via de detoxificagdo ao invés de uma bioativacdo (OTHMEN et al.,
2008).

A ZEA e seus analogos tém efeitos estrogénicos como infertilidade, edema
vulvar, prolapso vaginal e hipertrofia mamaria em fémeas e feminizacdo de machos, atrofia
testicular e aumento de tamanho das glandulas mamarias em vdarias espécies animais
(PERAICA et al., 1999).

Gajecka et al. (2008a; 2008b) analisaram 9 cadelas expostas a contaminacdo
artificial por zearalenona nos niveis de 25 e 50 ug.Kg™' de peso do animal por dia. As analises
histopatologica e imunohistoquimica nos ovarios mostraram degeneracao celular granular e
atrofia, assim como edemas e hemorragias. A intensidade do efeito foi proporcional a dose
administrada. Adicionalmente ocorreu diminuicdo da atividade dos foliculos ovarianos,
atrofia de conexdes intercelulares e o surgimento de espacos intercelulares que pode
representar uma reducdo da atividade dessa camada. Além disso, foram caracterizadas
alteragdes na morfologia das mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso e do complexo de
Golgi sugerindo influéncia da ZEA no metabolismo celular e nos processos de secre¢do. Os
autores sugeriram que, em cadelas e outros animais monogastricos, intoxicagdes induzidas por
essa micotoxina causem alteracdes ultra-estruturais nas células granulosas de foliculos
ovarianos.

Em outro estudo Gajecka et al. (2007) relataram lesdes regressivas, como
degeneragdo e atrofia no endométrio e miométrio, além de edema e extravasamento sanguineo
no utero de cadelas. A administra¢do de 25 png ZEA/Kg animal/dia a cadelas por via oral por
100 dias promoveu a disfuncao do utero.

De forma geral, os efeitos da ZEA, na maior parte dos animais sio
semelhantes aqueles decorrentes da exposicdo a grandes concentracdes de estrogeno. A

sindrome resultante é denominada de hiperestrogenismo, sendo caracterizada por
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infertilidade, lactagdo anormal, além da ocorréncia de natimortos, abortos, mastite,

vulvovaginite e prolapso retal ou vaginal (SUNDLOF; STRICKLAND, 1986).

2.2.3 Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFs) sdo metabdlitos secundarios téxicos produzidos por
fungos do género Aspergillus spp., principalmente pelas espécies A. flavus e A. parasiticus,
mas também por outras espécies como A. nominus, A. bombycis, A. ochraceoroseus e A.
pseudotamari (KLICH et al., 2000; MOSS, 2002; PETERSON et al., 2001).

Historicamente, a descoberta das aflatoxinas ocorreu devido a um surto
misterioso que acometeu perus na Inglaterra em 1960. Esta doenga ficou conhecida como
“Turkey-X-disease” e foi associada ao consumo de torta de amendoin importada do Brasil.
Posteriormente, apos andlises, a aflatoxina foi identificada como agente etioldgico da doenga
(BLOUNT, 1961; VAN DER ZJIDEN et al., 1972).

O nome aflatoxina ¢ derivado do nome da sua principal espécie produtora
(Aspergillus flavus toxina) ¢ embora existam mais de 20 analogos estruturais de aflatoxinas
(AFs), as mais estudadas e conhecidas sdo B, (AFB,), B, (AFB»), G| (AFG)) e G, (AFG),
devido a sua ocorréncia e toxicidade (GOLDBLATT, 1971; YU et al., 2005). Os analogos
denominados AFM; e AFM, foram detectados em leite, urina e fezes e identificados como
resultantes do metabolismo hepatico das AFB; e AFB, (HUSSEIN; BRASEL, 2001).

A exposi¢cdo humana e animal a aflatoxinas ¢ uma grande preocupagdo, uma
vez que existem relatos da ocorréncia dessas micotoxinas em diversos cereais como arroz,
trigo, cevada, aveia, milho, sorgo, feijao, ervilha, grao de bico, cacau e soja (SOLEIMANY;
JINAP; ABAS, 2012; IBANEZ-VEA, 2011; MORENO et al, 2009; LUTFULLAH;
HUSSAIN, 2011; COPETTI et al., 2011), assim como a possibilidade de exposi¢ao indireta
por meio do consumo de leite, carne, ovos, figado, e exposi¢ao de animais pelo consumo de
ragdo contaminada (DECASTELLI et al., 2007, KHAYOON et al., 2010; HERZALLAH,
2009; PRANDINI et al., 2009).

Além dos riscos a saude, a contaminagdo de cereais por aflatoxinas causa
prejuizos econdomicos devido a redug¢do do desempenho na produgdo animal, aumentando o
custo do setor produtivo (MOSS, 1991; WU, 2007; ZAIN, 2011).

Devido a distribui¢do global de aflatoxinas e seu potente efeito bioldgico
mesmo em baixas concentragdes, muitas pesquisas em diferentes areas tem sido realizadas

com foco na toxicidade, métodos de detec¢ao e ocorréncia natural.
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2.2.3.1 Estrutura

Muitos métodos de andlises que utilizam raio-X, absor¢do ultravioleta,
infravermelho, e ressondncia magnética nuclear tem sido empregados para o estudo da
estrutura das aflatoxinas (ASAO et al., 1963; VAN SOEST; PEEDERMAN, 1970).
Estruturalmente as aflatoxinas sdo caracterizadas como bisfurano cumarinas derivadas de
decacetideos (SMITH; MOSS, 1985).

A molécula de AFB; contém um grupo carbonila em um anel de cinco
carbonos e conjugados com a fun¢do o P lactona insaturada, apresenta formula molecular
Ci17H 1206 € possui quatro protons em um anel dihidrofurano, (figura 7). A aflatoxina B,

(C17H,406) € considerada como um produto de reducao da AFB; (PAVAO et al., 1995).

Figura 7 - Estrutura geométrica da AFB,;.
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Fonte: Pavao et al., 1995

A série G apresenta em sua estrutura um anel 3-lactona, ao invés do anel
ciclopentanona caracteristico da série B. Por outro lado, a presenca de uma dupla ligagdo que
ocorre entre o carbono 8 e 9 como vinil éter no anel furano ¢ caracteristica da estrutura das
AFB; ¢ AFGy, influenciando a atividade ¢ toxicidade de AFB; ¢ AFG; em relagdo a AFB; e
AFG,, (figura 8) (JAIMEZ et al., 2000).
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Figura 8 - Estrutura quimica das aflatoxinas AFB;, AFB,, AFG;, AFG..

O

Fonte: Rawal et al., 2010

As aflatoxinas da série B sdo caracterizadas por apresentar fluorescéncia
azul (blue, emissdo cerca de 425nm) e as da série G, fluorescéncia verde (green, emissdao
cerca de 540nm), sob radiacdo ultravioleta. Esta propriedade ¢ amplamente utilizada para a
detecgdo de cepas aflatoxigénicas bem como para detecg¢ao de aflatoxinas (ASAO et al., 1963;
HUSSEIN; BRASEL, 2001). Dessa forma, as nomenclaturas By, B,, G;, G, estao relacionadas
a propriedade fluorescente das aflatoxinas sob luz ultravioleta, assim como na sua mobilidade

durante a realizagdo de cromatografia de camada delgada (SHEPHARD et al., 2009).

2232 Biossintese/Metabolismo

A via biossintética da aflatoxina inicia-se com a conversdao de acetato e
malonil CoA a uma unidade hexanoil iniciadora, pela acdo de duas acido graxo sintase
(HexA/HexB). O hexanoato resultante ¢ utilizado como um iniciador pela acdo da enzima
multidominio policetida sintase A (PksA) que combina uma unidade de hexanoil iniciadora e
7 unidades extensoras de malonil-Coa para formar o &cido norsolorinico decacetida que € o
primeiro precursor estavel na biossintese da aflatoxina B;, (figura 9) (HUFFMAN et al., 2010;
KORMAN et al., 2010).

O policetideo sofre de 12 a 17 transformagdes enzimaticas originando uma
série de intermediarios como a averantina, 5’-hidroxiaverantina, averufanina, averufina, 1°-

hidroxiversicolorona, acetato versiconal, versiconal e versicolorina B. Posteriormente, a via
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divide-se originando as aflatoxinas B; e G; a partir da dimetilesterigmatocistina (DMST), e as

AFB; e AFG; a partir da diidrodimetilesterigmatocistina (DHDMST).

Figura 9 - Via biossintética das aflatoxinas. Enzimas envolvidas: (a) acido graxo sintase, (b)
policetida sintase, (c) acido norsolorinico redutase, (d) versiconal hemiacetal
acetato redutase, (e) esterase, (f]) versicolorina B sintase, (f;) versiconil ciclase,
(g) desaturase, (h) O-metiltransferase (MT-II), (i) O-metiltransferase, (j) O-
metiltransferase (MT-I).
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A exposi¢do a aflatoxinas ocorre principalmente pela ingestdo oral, no

entanto, a intoxicagao por via topica e inalagao pode ocorrer (CAST, 2003). Apos a exposicao,

as aflatoxinas sdo metabolizadas no tecido intestinal e no figado (McLEAN; DUTTON,

1995).
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A AFB; ¢ ativada apos sua metabolizagdo pelo sistema microssomal
(citocromo P-450, NADPH e oxigénio molecular) para formar AFB;-8,9-epoxido, o qual ¢
altamente reativo. Uma vez formado, este composto pode se ligar ao DNA nuclear

ocasionando graves danos, (figura 10).

Figura 10 - Formagdo de AFB;-8,9-epoxido.
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Fonte: Adaptado de SMELA et al. (2002)

A AFB, também pode ser reversivelmente convertida pela enzima NAPH-
redutase em aflatoxicol, que pode agravar a intoxica¢do ou atuar como um reservatorio de
AFB;.

O sistema monooxigenases microssomal ¢ também responsavel pela
transformagao de AFB; em AFM,, aflatoxina P, (AFP)), e aflatoxina Q; (AFQ;). No entanto,
o efeito carcinogénico e mutagénico da AFB; ¢ atribuido a afinidade eletrofilica do AFB;-8,9-
epoxido pela posi¢do N’ das bases de guanina do DNA e RNA, e formagdo de adutos
macromoleculares, (figura 10).

Cucciolini et al. (2009) investigaram o efeito exercido pela AFB; em serina-
proteases e relataram a ligagdo reversivel de AFB; a elastase, trombina e tripsina, que sao
importantes enzimas envolvidas em desordens inflamatdrias, na cascata de coagulagdo e no
processo digestorio. A AFB; pode atuar como um inibidor competitivo das serina-proteases

desregulando o equilibrio fisiologico do organismo, (figura 11).
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Figura 11 - Representacdo esquematica de possiveis mecanismos de toxicidade pela inibi¢ao
de serina-proteases por AFB;.

Damaged proteins

e

Duidative slrass Proteoiytic smeymes
Free radicals

Theomisin =t RN == Elastass 2200 e & oathalin o |Mptired wound

Alleration of —eliff— Kalikrein —siiff—— Trypsin THE
-,

cogulatory cascade

'

N by

Hﬂfﬂﬂflmnl Cigwativa wrayres
[¥pgain, chpmolypin, carbarpseptidice Alteration of
L] inflammatory response

Arcerglilion ol LPE l

Alteration of metabelism
Fonte: Cuccioloni et al., 2009

Na biotransformacao de AFB; s3o formados varios metabdlitos como
AFM,, AFB,-dihidrodiol (AFB;-DHD) e AFB; conjugada com glutationa (AFB;-GSH) que

sdo excretados principalmente na urina e bile.
2233 Toxicidade

A susceptibilidade aos efeitos das aflatoxinas varia de acordo com a espécie,
exposicao, idade, sexo, dieta e estado fisioldgico, além da sensibilidade individual dentro de
uma mesma espécie. Os sinais de intoxicagao por aflatoxinas dependem da sua concentragao,
tipo e tempo de ingestdo (DOERR et al., 1983).

A AFB; ¢é o analogo mais frequente e toxico do grupo das aflatoxinas,
classificada pela International Agency for Research on Cancer (IARC, 2002) no Grupo 1, i.e.
carcindogeno a seres humanos, seguido por AFG;, AFB, e AFG, com toxicidades de
aproximadamente 50, 20 e 10%, respectivamente, em relacdo a AFB; (BETINA, 1989;
SQUIRE, 1981; LEESON et al., 1995).

O figado ¢ o 6rgdo mais afetado pela AFB;. As lesdes primarias a esse

orgdo incluem necrose hemorrdgica, infiltracdo de acidos graxos e proliferacdo de dutos
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biliares, sendo que, em patos e ratos a regido periportal ¢ o principal sitio de agdo da toxina
(COULOMBE, 1993).

Os caes sdo considerados altamente sensiveis a aflatoxinas devido ao baixo
nivel de glutationa hepatocelular basal (CHAFFEE et al., 1969; KETTERER et al., 1975).

As aflatoxicoses em cdes normalmente sdo casos de intoxicacdo aguda e
fatal. O diagnostico ¢ realizado pela analise da racao e exames anatomopatoldgicos do figado
(BAILLY et al., 1997). Os sintomas clinicos incluem anorexia, depressado, ictericia, melena,
vOmitos, diarréia, coagulopatias e morte subita. Neste tipo de intoxicacdo o0s exames
bioquimicos demonstraram altos niveis de alanina aminotransferase (ALT), leve aumento na
gama glutamil transferase (GGT) e bilirrubina total, com variagdes na aspartato
aminotransferase (AST) e nas atividades da creatina fosfoquinase (CK). As lesdes
histolégicas incluiram hiperplasia biliar, colestase, lipidose e necrose (BRUCHIM et al.,
2011; GARLAND; REAGOR, 2000; NEWMAN et al., 2007; STENSKE et al., 20006).

Em 2005, nos Estados Unidos, oito caes foram diagnosticados com
aflatoxicose ap6s a confirmagdo da contaminacdo pela ingestdo de racdo contaminada por
aflatoxinas. Dentre os sinais clinicos os caes apresentaram letargia, anorexia, vomito seguido
por ictericia, sangue nas fezes, aumento de enzimas hepaticas (ALT 269 a 2.259 U/L / valor
de referéncia (VR): 25 a 106 U/L; AST 75 a 1090 / VR: 16 a 50) e bilirrubina total (0,3 a 8,6 /
VR: 0,1 a 0,2 mg/dL), ictericia, tempo de protrombina aumentado (de 32 para mais de 70
segundos, VR: 10 a 16,8 s) (STENSKE et al., 2006).

Recentemente, no ano de 2011, 50 cdes foram internados em um hospital
veterinario em Israel devido a exposi¢cdo a aflatoxinas pela ingestdo de ra¢ao contaminada,
cujos niveis variaram de 80 a 300 ng.g”'. Os sinais clinicos mais frequentes foram : letargia
(78%), vomito (76%), anorexia (74%), ictericia (66%), depressao (66%), melena (60%),
hematuria (36%), diarréia (36%). Também foram observadas alteragdes neurologicas,
especialmente em caes nao sobreviventes, como depressdo, alteracdo de comportamento e
vocalizagdo e coma (BRUCHIM et al., 2011).

Diversos estudos relataram alteragdes anatomicas e histologicas com
observa¢ao de hepatomegalia, petéquia sist€émica, edema agudo e hemorragia nos tecidos
subcutaneos, ulceras gastricas com melena, ictericia grave, degeneracdo citoplasmatica
vacuolar, hiperplasia do ducto biliar em caes, (figura 12) (BRUCHIM et al., 2011; NEWMAN
et al., 2007; STENSKE et al., 2006).
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Figura 12 - (1) Fotografia de um figado amarelo palido consistente com aflatoxicose
subaguda em cdo. (2) Fotomicrografia do figado canino. Hepatocitos
vacuolizados, binucleados ¢ multinucleados  dispersos (seta). (3)
Fotomicrografia de figado canino mostrando lipidose hepatica difusa e necrose
hepatica (seta). (4) Fotomicrografia de figado canino mostrando hiperplasia
biliar moderada (seta) e fibroplasia portal. (5) Fotomicrografia de figado canino
mostrando aumento de tecido conjuntivo fibroso que se estende desde regido
portal.

Fonte: Newman et al., 2007

2.3 OCORRENCIA E CO-OCORRENCIA DE FUMONISINAS, ZEARALENONA E AFLATOXINAS EM

MATERIA PRIMA E EM RACOES DESTINADA A CAES

Estudos sobre a ocorréncia e co-ocorréncia de micotoxinas em ragoes

destinada a cdes sdo importantes para analise da exposicdo e dos niveis de contaminacao,



39

além dos fatores de ordem econdmica. A presenca de micotoxinas nesse tipo de alimento tem
sido detectada por diversos autores em diferentes paises (BASALAN et al., 2004; BOHM et
al., 2010; CRUZ, 2010; NURYONO et al., 2005; SHARMA; MARQUEZ, 2001).

Na Indonésia, Nuryono et al., (2005) analisaram 17 amostras de milho
destinado a fabricacdo de ragdo para alimentagdo animal, sendo que em 3 amostras (17,6%)
foram detectados niveis de zearalenona variando de 6,6 a 61,9 ng.g™.

Basalan et al. (2004) avaliaram a contaminagdo natural de 21 amostras de
racdo destinada a cdes e 20 amostras de ragao para equinos por AFB; na Turquia e detectaram
niveis médios de contaminagéo de 6,69 + 1,65 ng.g”"' e 1,98 + 0,71 ng.g”', respectivamente. Os
autores concluiram que apesar de ambas serem consideradas seguras para o consumo houve
uma diferenca significativa (p<0,05) de contaminacdo na racao destinada a caes.

A co-ocorréncia de micotoxinas em ragdo destinada a caes foi avaliada por
Bohm et al. (2010) na Austria. Foram analisadas 76 amostras de racio e detectada a presenca
de desoxinivalenol, zearalenona, fumonisinas ¢ ocratoxina A em 83, 47, 42 e 5% do total de
amostras, respectivamente. Por outro lado, a co-ocorréncia de duas ou mais micotoxinas
variou de 3 a 47% das amostras.

Sharma e Marquez (2001) avaliaram a presenga de aflatoxinas em 35
amostras de ragdo comercial destinada a caes (n=19) e gatos (n=16) no M¢éxico. As
aflatoxinas foram detectadas em 88,5% do total de amostras com niveis de AFB; mais
elevados de 27,0 ¢ 39,7 ng.g”' em ragdo de cies.

Cruz (2010) analisou 24 amostras de milho destinadas a fabricacdo de racdo
para animais de companhia (pet) em Porto Ferreira, Sdo Paulo. Do total de 24 amostras foram
detectadas aflatoxinas totais em 10 amostras (41,66%) variando de 0,35 a 3,93 ng.g'l, sendo
que todas as amostas apresentaram niveis de contaminagio abaixo de 5,0 ng.g”'. Fumonisinas
foram detectadas em 100% das amostras analisadas com niveis que variaram de 0,539 a 9,707
ng.g”, e média de 3,275 pg.g” para FB,. FB, foi detectada em 20 amostras (83,3%) com
niveis variando de 0,01 a 6,672 pug.g”' e média de 1,307 pg.g™.

Considerando que o milho e outros cereais sdo importantes componentes na
formulagdo de ragdes destinadas a cdes, e que fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas tém
sido detectadas como contaminantes em matérias-primas e ragdes, ¢ necessario o constante
desenvolvimento e aprimoramento de métodos analiticos para determinagdo e monitoramento

de micotoxinas em diferentes matrizes alimentares.
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2.4 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE MICOTOXINAS

Para a andlise de micotoxinas as amostras devem ser coletadas, preparadas e
homogeneizadas com cuidado, a fim de refletir a condigdo na época em que o produto foi
amostrado, uma vez que a contaminagao do cereal ¢ heterogénea, ¢ em um lote apenas alguns
graos podem estar contaminados, porém com niveis extremamente elevados de toxinas
(KRSKA et al., 2008; ONO et al., 20006).

Assim, a analise de micotoxinas deve ser precedida por etapas de
amostragem, homogeneizagao, extracao e limpeza-concentragdo do extrato, para que o analito
de interesse possa ser determinado por métodos cromatograficos, fisico-quimicos e/ou
imunoquimicos (BERTHILLER et al., 2007).

O monitoramento de micotoxinas em alimentos e ragdes depende do
desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis, precisos e exatos, com baixo custo de
execu¢ao, no entanto, em muitos paises exportadores de matérias-primas essa realidade ainda
¢ distante (ANKLAM et al., 2002).

A cromatografia liquidade de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa
(GS) e espectrometria de massas (LC/MS) sdo os métodos mais empregados para analise de
micotoxinas € apresentam como vantagens a sensibilidade, exatidao e precisao (KRSKA et

al., 2008).

2.5 LEGISLACAO

Os limites maximos tolerdveis de micotoxinas e outros contaminantes em
alimentos e ragdes sdo estabelecidos por agéncias governamentais de regulacdo de cada pais
ou blocos comerciais de acordo com a matriz alimentar, a toxicidade da micotoxina e o
destino do produto final.

A legislagdo para micotoxinas em racao animal ¢ focada principalmente em
animais de produgdo como frangos, galinhas e suinos, ndo havendo uma legislacdo especifica
para animais de companhia. Na maioria dos paises a seguranga da ra¢do pet ¢ avaliada pelos
niveis maximos de micotoxinas permitidos para ragdo animal em geral (BOHM et al., 2010).

Nos Estados Unidos e Canada, o nivel maximo tolerado de aflatoxinas totais
para qualquer ragio animal é de 20 ng.g”, por outro lado, na Europa o nivel méaximo
permitido de AFB; para toda ragdo animal ¢ de 20 ng.g". Para fumonisinas, nos Estados

Unidos, a recomendagdo também ¢ valida para todas as ragdes destinadas a alimentacao

animal, porém no Canada a recomendag¢ao do nivel maximo de zearalenona vale somente para
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racdo destinada a alimentacao de gado, frangos, e suinos, e portanto, nao se aplica a pet food

(tabela 1).

Tabela 1 - Legislacdo para micotoxinas em pet food.

Aflatoxinas? Aflatoxina B; Zearalenona Fumonisinas
(ng.g™%) (ng.g™") (ng.g™) (FB1+FBy) (Lg.g™)
Canada 20 NR NR NR
Unido Européia® NR 20 NR 5
Japéo 20 NR 1000 NR
Estados Unidos 20 NR NR 10°
Brasil 50 NR NR NR

Fonte: Leung et al., 2006

NR = ndo regulamentado

a= AFB,+AFB,+AFG,+AFG,

b = cada pais membro pode regulamentar
¢ =5 pg.g" para ragio de coelho

No Brasil, no ano de 2011, foi aprovada uma nova regulamentacdo para
micotoxinas, no entanto, os limites estabelecidos ndo se aplicam aos niveis de micotoxinas
encontrados em ragdo destinada a animais (BRASIL, 2011). O limite maximo toleravel de
fumonisinas e zearalenona em matéria-prima ou ragao destinada ao consumo animal ainda
ndo foi definido no Brasil, assim como ndo existe uma legislacdo especifica de micotoxinas
para pet food, porém o limite maximo toleravel de aflatoxinas totais (B;+B,+G;+G;) em
qualquer matéria-prima a ser utilizada diretamente ou como ingrediente para racdes
destinadas ao consumo animal é de 50 ng.g” (BRASIL, 1988).

No MERCOSUL, bloco comercial formado por Brasil, Argentina, Uruguai,
Paraguai ¢ Venezuela, o limite maximo toleravel para AFB; é de 20 ng.g”' para qualquer

ra¢ao animal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o risco de exposi¢do de cdes a micotoxinas

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os niveis de fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas em ragao

destinada a cées;

e Avaliar o grau de exposicdo de cdes a fumonisinas, zearalenona e
aflatoxinas por meio da comparacdo da provavel ingestdo diaria de racdo
naturalmente contaminada em relagdo a ingestdo diaria aceitavel e ao nivel

seguro de micotoxina na dieta animal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE RACAO

Foram analisadas 100 amostras de racdo comercial destinada a alimentagao
de cadelas. Todas as amostras pertenciam a dieta de animais avaliados em um estudo
epidemioldgico de caso-controle em cadelas com neoplasia mamaria do Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Os animais
provinham do atendimento de rotina do setor de teriogenologia do Hospital Verterinario da
UEL, localizado em Londrina, cidade do norte do Estado do Parana, que possui uma
populagio de 506.701 habitantes, produto interno bruto (PIB) de R$ 5.789.237 ¢ um Indice de
Desenvolvimento Humano Municipal (IDH-M) superior a 0,800, classificado como de alto
desenvolvimento humano (IBGE, 2010).

As amostras de racdo (300 g) foram coletadas, no periodo de
dezembro/2010 a dezembro/2011, no local de residéncia do proprietario do animal, apos
entrevista e aplicagdo de um questionério epidemiolégico aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Aninal (CEEA n° 13/10).

Apo6s a homogeneizacdo, as amostras foram mantidas a 4°C. Para a
determinagdo de aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona, 200g de cada amostra foram

trituradas a uma granulometria de 50 mesh e estocadas a -20°C até o momento da analise.

42  Determinagdo da Atividade de Agua

A atividade de 4gua das amostras de racdo foram determinadas em medidor

Aqua Lab/Decagon CX-2 calibrado com agua destilada Aa = 1,000+0,003 a 20 — 25°C.

4.3 DETERMINACAO DE FUMONISINAS

4.3.1 Extracao de fumonisinas

Para extracdo de fumonisinas, uma aliquota de 10 g de racdo triturada
adicionada de 30 mL de metanol:dgua (3:1, v/v) foi agitada a 150 rpm por 30 minutos e,
posteriormente, filtrada em papel de filtro Whatman n° 1. O filtrado (1 mL) foi submetido a

pré-limpeza em minicoluna de troca anionica Sep-Pak accell plus QMA (Waters Co., Ltda),
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previamente acondicionada com 5 mL de metanol seguido de 5 mL de metanol:agua (3:1,
v/v). Apos lavagem da coluna com 6 mL de metanol:agua (3:1, v/v) seguidos por 3 mL de
metanol, as fumonisinas foram eluidas com 10 mL de acido acético 0,5% em metanol. O
eluato foi seco a 45 °C e o residuo ressuspenso em 800 uL de metanol:agua (3:1, v/v). Este foi
fracionado em aliquotas de 200 pL, as quais foram secas sob fluxo de gas N, a 45 °C,
procedendo-se ao acondicionamento em freezer (-20 °C) para posterior analise de

fumonisinas.

4.3.2 Determinac¢do de Fumonisinas

A determinacdo de fumonisinas (FB; e FB;) foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo o método de Shephard et al. (1990) modificado por
Ueno et al. (1993). A aliquota de 200 pL foi ressuspensa em acetonitrila:agua (1:1, v/v) e
submetida a derivatizacdo com 200 pL de o-ftaldialdeido (OPA) (40 mg de OPA, 1 mL de
metanol, 5 mL de tetraborato de sodio 0,1 M e 50 pL de 2-mercaptoetanol). A amostra foi
injetada dentro de 1 minuto no sistema cromatografico (isocratico de fase reversa) utilizando
como fase moével metanol:NaH,PO, 0,1 mol.L™" (80:20, v/v) pH 3.3 ajustado com écido orto-
fosférico e fluxo de 1 mL.min™. O sistema constituiu-se de bomba LC-10 AD (Shimadzu),
detector de fluorescéncia RF-10A XL e coluna C18 Luna 5p 100A (4,6 x 250 mm,
Phenomenex). Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo foram de 335 nm e 450 nm,

respectivamente, (figura 13).



Figura 13 - Fluxograma de determinagdo de fumonisinas em ragao.

| 200 g de amostral

{ 50 mesh

[ 10 g + 30 mL metanol:agua (3:1 v/v) |

{ 10 min repouso temperatura ambiente
30 min agitagdo 150 rpm
| 1 mL do extrato bruto\ 6 mL de metanol:agua (3:1 v/v)
3 mL de metanol

{ Minicoluna de troca aninica
AN 10 mL de metanol + 0,5 % ac. acético

\ Eluicao fumonisinas\

} SecagemN,/45°C

| 800 pL metanol:agua (3:1 w’v)‘
| Aliquotagem 200 pL
Secagem fluxo de nitrogénio

| acetonitrila:agua (1:1) + 200 uL OPA|
{

| Injegéo de 20 pL |
Fase moével CH,0H/0,1M NaH,PO, (80:20 V/V)
pH 3,3
fluxo de 1,0 mL / min

Analise CLAE

Sistema isocratico de fase reversa
Detector de fluorescéncia
Excitagao 335 nm
Emissao 450 nm

Fonte: De acordo com Shephard et al. (1990) modificado por Ueno et al. (1993)
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Os limites de detecgio (LD) para FB, e FB, foram 27,5 ng.g”' ¢ 35,3 ng.g",

respectivamente, definido como a concentracdo minima de toxina que pode gerar um pico

cromatografico 3 vezes acima da razdo altura/ruido da linha de base.

4.4  Determinagao de Zearalenona

4.4.1 Extracdao de zearalenona

Para extracdo de zearalenona, uma aliquota de 20 g de ragdo triturada

adicionada de 100 mL de metanol:agua (80:20, v/v) e 2 g de NaCl foi agitada a 150 rpm por 5

minutos. Ap0s a filtragdo com papel de filtro Whatman n° 1, 10 mL do filtrado foram diluidos

com 40 mL de agua destilada. A seguir 30 mL do extrato diluido foi filtrado com membrana
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de microfibra de vidro (0,2 pm) e submetido a pré-limpeza em uma coluna de imunoafinidade
(Zearalatest®). A coluna foi entdo lavada com 30 mL de agua destilada e a zearalenona eluida
com 1,0 mL de metanol. O eluato foi seco sob fluxo de gas N, a 45 °C, procedendo-se ao

acondicionamento em freezer (-20 °C) para posterior analise (figura 14).

Figura 14 - Fluxograma de extra¢do de zearalenona.

[ 20 g de amostra + 100 mL metanol:agua (80:20 v/v) + 2 g NaCl
} 10 min agitagdo 150 rpm
Filtracao
10 mL do filtrado + 40 mL agua destilada \

{ Filtracdo: microfibra 0,2 um

| 30 mL extrato diluido \

}

coluna imunoafinidade (Zearalates® - VICAIVI)‘

} Lavagem: 30 mL &gua destilada

l Eluigado: 1,0 mL metanol|

{
‘ Secagem 45°C /N,

|

| Acondicionamento (-20 °C) |

Fonte: Zearalatest® modificado por De Saeger 2003

4.4.2 Determinagdo de Zearalenona

A determinagcdo de ZEA foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) segundo o método de Sabater-Vilar et al. (2007) adaptado. Uma aliquota
foi ressuspensa em 100 pL. de fase mdvel composta por metanol:agua (70:30, v/v), sendo
entdo injetada (20 puL) no sistema cromatografico (isocratico de fase reversa), a temperatura
de 25°C, e fluxo de 1 mL.min". O sistema constitui-se de bomba Shimadzu LC-10 AD,
detector de fluorescéncia RF-10A XL e coluna C18 Luna 5p 100A (4,6 x 250 mm,
Phenomenex). Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo foram de 236 nm e 440 nm,

respectivamente (figura 15).
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Figura 15 - Determinagdo de zearalenona em ragéo.

| Residuo seco \

{
| 100 pL metanol:agua (70:30 v/v)]
{
| Injegéo 20 pL - CLAE]|
|

Fase mével: metanol:agua (70:30 v/v)
Coluna C18 - sistema isocratico de fase reversa

|

Detector de fluorescéncia
Excitacao 236 nm
Emiss&o 440 nm

Fonte: Adaptado de Sabater-Vilar et al. (2007).

O LD para ZEA foi de 3,95 ng.g”', definido como a concentragio minima de
toxina que pode gerar um pico cromatografico 3 vezes acima da razdo altura/ruido da linha
base.

As taxas de recuperacdo de ZEA a partir de ragdo artificialmente
contaminada na faixa de 100 a 400 ng.g-1 variou de 85 a 89% com média de 87% e

coeficiente de variacdo de 2,34%, baseando-se em duas repeti¢des e analises em duplicata.

4.5 DETERMINACAO DE AFLATOXINAS

4.5.1 Extra¢ao de Aflatoxinas

A extragdo de aflatoxinas das amostras de ra¢do e a pré-limpeza do extrato
foram realizadas utilizando colunas de imunoafinidade (CIA) Aflatest® (Vicam) de acordo
com as recomendagdes do fabricante (figura 16). Uma aliquota de 20 g de racdo adicionada de
2 g de NaCl e 40 mL de metanol: H,O (80:20) foi agitada a 150 rpm por 10 minutos, sendo,
posteriormente, filtrada em papel de filtro Whatman n® 1. A 10 mL do filtrado foram
adicionados 40 mL de dgua destilada e a solucdo foi filtrada em filtro de microfibra de vidro.
Em seguida, 10 mL foram submetidos a pré-limpeza em CIA e a coluna foi entdo lavada com
30 mL de dgua destilada, sendo as aflatoxinas eluidas com 1,0 mL de metanol. O eluato foi

seco a 45°C sob fluxo de Ns.
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Figura 16 - Fluxograma de extrac¢do de aflatoxinas.

[ 20 g de amostra + 40 mL metanol:agua (80:20 v/v) + 2 g NaCl
} 10 min agitagdo 150 rpm
Filtracao
10 mL do filtrado + 40 mL agua destilada \

{ Filtragao: microfibra 0,2 ym

| 10 mL extrato diluido |

}

coluna imunoafinidade (Aflates® - VICAM) ‘

} Lavagem: 30 mL &gua destilada

l Eluigado: 1,0 mL metanol|

{
‘ Secagem 45°C /N,

|

| Acondicionamento (-20 °C) |

Fonte: Aflatest®

4.5.2 Determinagao de Aflatoxinas

A determinacdo de aflatoxinas (AFB;, AFB,, AFG; e AFG,) foi realizada
por CLAE de acordo com Miyamoto et al. (2008), (figura 17). As amostras foram submetidas
a derivatizagdo, pela adicdo de 100 pL de acido trifluoroacético (TFA), agitadas por 30
segundos, sonicadas por 5 minutos e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, na
auséncia de luz. Apds o periodo de incubagdo, foram adicionados 900 pL de acetonitrilia:agua
(1:9, v/v) seguido de agitacdo por 15 segundos, sendo uma aliquota de 20 pL injetados no
cromatografo liquido de alta eficiéncia.

O sistema cromatografico isocratico de fase reversa constituiu-se de bomba
LC-10AT (Shimadzu), injetor Rheodyne modelo 77251, detector de fluorescéncia RF-10A XL
e coluna Luna C-18 Phenomenex (250 x 4,6 mm de didmetro interno, 5 pwm, Scharlau,
Barcelona, Spain). A determinagao de aflatoxinas foi realizada utilizando comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo de 365 nm e 450 nm, respectivamente, utilizando como fase
movel acetonitrila:agua (25:75, v/v) a um fluxo de 1,2 mL min.

Os limites de deteccdo para AFB;, AFB,, AFG, ¢ AFG, foram 0,128 ng.g'l,

0,027 ng.g”, 0,593 ng.g”, 0,222 ng.g”', respectivamente, definidos como as concentragdes



49

minimas de toxinas que podem gerar um pico cromatografico 3 vezes acima da razao

altura/ruido da linha base.

Figura 17 - Fluxograma de determinagao de aflatoxinas.

| Residuo seco \

}
| 100pL TFA |
} 30s agitagdo / 5 min sonicagao
15 min incubacéo

| 900 pL acetonitrila:agua (10:90 v/v)|

}

| Injeg&o 20 pL - CLAE|

}

Fase mével: acetonitrila:agua (25:75 v/v)
Coluna C18 - sistema isocratico de fase reversa

}

Detector de fluorescéncia
Excitacdo 365 nm
Emissédo 450 nm

Fonte: Miyamoto et al. (2008)

4.6  ESTIMATIVA DA INGESTAO DIARIA DE RACAO, INGESTAO DIARIA ACEITAVEL (ADI) E

NiVEL SEGURO NA DIETA (SPDL):

A estimativa da quantidade de ragdo ingerida por dia (g/dia) foi calculada,
considerando como modelo um cdo da raca Beagle, adulto, fémea e peso médio de 12 Kg,

conforme a expressdao (CASE et al., 2011):

Quantidade de alimento (g/dia) = necessidade energética do animal (kcal/dia)* / energia
metabolizavel do alimento (kcal/g)**

* Estimativa da necessidade energética = 130 Kcal. (Peso em kg) *”

** Energia metabolizavel adotado = 3,5 Kcal/g

A estimativa da ingestdo diaria aceitavel e o nivel seguro na dieta foram
calculados adotando os niveis médios de micotoxinas detectados nas amostras analisadas
(BOERMANS; LEUNG, 2007). A exposicdo de caes a fumonisinas, zearalenona e aflatoxinas

foi avaliada considerando os niveis de contaminagdo abaixo do limite de detec¢do como Y%
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LOD, de acordo com a recomendagdao do IPCS/GEMS (1995), critério que ¢ adotado para
estimar a exposi¢do a micotoxinas quando sdo observados valores abaixo do LOD. De acordo
com este critério, quando todas as observagdes forem acima do LOD a média verdadeira ¢
calculada; quando a propor¢do de observagdes abaixo do LOD for menor ou igual a 60%, a
média ¢ calculada substituindo aquelas observagdes por LOD/2 e quando a proporgao for
acima de 60%, sdo informadas duas estimativas: a primeira substituindo aquelas observagdes
por O (zero) e outra substituindo os valores pelo LOD. No presente estudo, uma proporgao
abaixo de 60% de observacgdes apresentaram niveis abaixo do LOD, portanto a média foi
calculada substituindo aquelas observagdes por LOD/2.

A ingestdao diaria aceitavel (ADI, mg micotoxina/kg peso do animal) foi
calculada de acordo com a férmula (BOERMANS; LEUNG, 2007):
ADI = NOAEL/SF

NOAEL (No observable adverse effect level): Nivel em que ndo é observado efeito adverso

SF: Fator de seguranga ou fator de incerteza sdo valores numericos (10, 100 ou 1000)
aplicados ao NOAEL para considerar alguma incerteza nos dados, como a extrapolagdo entre espécies,
a natureza ¢ a gravidade dos efeitos e a variabilidade na estimativa do LOAEL. O SF pode ser ajustado
de acordo com dados epidemioldgicos em animais de companhia.

O nivel seguro na dieta (SPDL, pg micotoxina/Kg ragao) foi calculado de

acordo com a formula (BOERMANS; LEUNG, 2007):

SPDL = (LOAEL x média peso animal)/SF x FF x média peso animal

LOAEL (Lowest observed adverse effect level): Menor nivel em que é observado efeito
adverso

FF: Fator alimentar ¢ a ingestdo didria de ragdo ¢ leva em consideragdo as diferencas na

quantidade de alimento consumido por diferentes espécies.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados e discussao foram redigidos sob a forma de artigo cientifico a

ser submetido para publicagdo e de acordo com as normas do periddico Animal Feed Science

and Technology.



Exposure assessment of dogs to mycotoxins through consumption of dry feed
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Abstract

The exposure degree of dogs was estimated by acceptable daily intake (ADI) and safe
pet dietary level (SPDL) for fumonisins, zearalenone and aflatoxins in dog feed. For this
purpose, natural occurrence of fumonisins, zearalenone and aflatoxins were evaluated in 100
dog feed samples collected from December 2010 to December 2011 at the owner’s residence
of the animal, in Londrina, northern Parana State, Brazil. A reversed phase HPLC method
with fluorescence detection was used for mycotoxin determination. Fumonisins, zearalenone
and aflatoxins were detected, respectively, in 68, 95 and 68% of samples. In 80, 86 and 88%
samples, fumonisin, zearalenone and aflatoxin levels were below 0.2 pg.g”, 80 ng.g” and 2.0
ng.g”, respectively. Co-occurrence of fumonisins, zearalenone and aflatoxins with two or
three mycotoxins were detected from 50 to 68% of samples. Despite the high frequency of
fumonisin, zearalenone and aflatoxin contamination in feed samples, the mean levels detected
were low. Therefore the probable daily intake (1.823 pg fumonisins/Kg body weight /day,
0.936 ng zearalenone/Kg body weight bw/day and 0.024 pg aflatoxins/Kg body weight
bw/day) values in comparison with ADI and SPDL were low, the exposure degree of dogs
could be assumed to be very low. However the co-occurrence of several mycotoxins, and
possible synergic or additive effects, should be taken into account when determining the
maximum allowed levels or risk assessment. These results indicate the need for specific
mycotoxin guidelines that meets safety standards for pet food, and thus contribute to

improving the safety and quality of the final product, as well as animal health.

Keywords: pet food; dog feed; mycotoxin exposure degree; co-occurrence.

Abreviations: FB, fumonisins; ZEA, zearalenone; AF, aflatoxins; Aw, water activity.
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1. Introduction

Brazil has the second largest population of dogs (34.3 million) and cats (18.3 million) in
the world, and in 2010, consumption of pet food was 1.83 million tons, which accounted for
$4.34 billion (ANFALPET, 2011). Nutrition is critical for animal health and, in general, dog
feed are composed by products of animal origin (meat and bone meal) and cereals (soybean
meal, rice, wheat and/or maize) (Thompsom, 2008). Due to the high nutritional quality,
cereals are a good substratum for toxigenic fungi contamination.

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by fungi that can contaminate
cereals used as raw material along the production chain of dog feed. In Brazil and other
tropical countries, fumonisins, zearalenone and aflatoxins are mycotoxins of great importance,
since they can cause toxic effects to human and animals, in addition to economic losses in the
feed production chain.

Fumonisins are produced mainly by Fusarium verticillioides, a primary corn
phytopathogen. Twenty-eight different fumonisins have been identified (Rheeder et al., 2002),
although only fumonisin FB;, FB,, and FB; are detected as natural contaminants at significant
levels in corn and corn-based products. Exposure to fumonisin FB; induces
leukoencephalomalacia in horses (Marasas et al., 1988), hepato-nephrotoxicity in rats
(Gelderblom et al., 1991), pulmonary edema in pigs (Harrison et al., 1990). In humans,
epidemiological studies have associated the high levels of FB contamination in corn with
incidence of esophageal cancer in South Africa and China (Chu and Li, 1994; Marasas et al.,
2001) and neural tube defects in embryos from the Texas — Mexico border (Missner et al.,
2006). The International Agency for Research on Cancer (IARC, 2002) classified FB, as a
Group 2B carcinogen (possible human carcinogen).

Zearalenone (ZEA) is produced especially by F. graminearum (Bennet and Klich, 2003;

Zinedine et al., 2007). The effects of zearalenone, in most animals are similar to those arising
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from exposure to high concentrations of estrogen characterized by infertility, abnormal
lactation, as well as stillbirth, abortion, mastitis, vaginitis or vaginal and rectal prolapse
(Sundlof and Strickland, 1986).

Aflatoxins are a group of mycotoxins produced mainly by Aspergillus flavus and A.
parasiticus and the major naturally-occurring toxins are aflatoxin B; (AFB;), AFB,, AFGy,
and AFG; (CAST, 2003). They have been shown to cause mutagenic, teratogenic and
hepatocarcinogenic effects (Wogan, 1969). The International Agency for Research on Cancer
(IARC, 2002) has classified naturally-occurring mixtures of aflatoxins as carcinogenic to
humans (Group 1). In dogs clinical symptoms include anorexia, depression, jaundice, melena,
vomiting, diarrhea, coagulopathy and sudden death (Stenske et al., 2006; Newman et al.,
2007; Bruchim et al., 2011).

Mycotoxin occurrence in commercial feeds for dogs have been reported by several
researchers (Scudamore et al., 1997; Garland and Reagor, 2000; Stenske et al., 2006),
however, there is a lack of data on natural exposure degree of dogs to mycotoxins in Brazil.

Taking into account that mycotoxin is a difficult problem to avoid and the co-occurrence
of mycotoxin can cause potentiation of toxic effects, monitoring the production chain is
essential to assess the risks to which animals are exposed. Therefore, the aim of this study was
to evaluate the occurrence of fumonisins, zearalenone and aflatoxins in dog feed from the
Northern region of Parana State, Brazil, as well as the estimation of exposure degree of dogs

to mycotoxins through the consumption of feed.
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2. Material and methods
2.1 Sampling

A total of 100 feed samples intended for dogs were collected from December 2010 to
December 2011 in the owner’s residence after interview and an epidemiological questionnaire
of the Veterinary Hospital of the State University of Londrina (UEL), Northern Parana, State,
Brazil. The municipality of Londrina, located in northern Parana State, has a population of
506,701 inhabitants and a Human Development Index (HDI) higher than 0.800, ranked as
high human development (IBGE, 2010). All the samples belonged to the diet of animals
assessed on case-control study in dogs with mammary tumors of the Post Graduate Program
in Animal Science, UEL.

After homogenization, feed samples (300g) were sent to the laboratory for analysis.
For fumonisins, zearalenone and aflatoxin determination, 200 g of each sample were ground

to 50 mesh and stored at - 20 °C.

2.2 Water activity (aw) determination
Water activity was determined by Aqua Lab/Decagon CX-2 using distillated water for

calibration (aw = 1,000+0,003) at 20 — 25 °C.

2.3 Fumonisin analysis

Fumonisins B; and B, were analyzed according to Shephard et al. (1990) with some
modification (Ueno et al., 1993).

Sub-samples (10 g) of feed were mixed with 30 ml methanol:water (3:1, v/v), shaken
at 150 rpm for 30 min, and filtered through Whatman n° 1 filter paper. The filtrate (1.0 ml)
was applied to preconditioned Sep-Pak Accell Plus QMA cartridge (Waters Corporation,

Milford, MA) with methanol (5 ml) followed by methanol:water (3:1, 5 ml). After washing
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the cartridge with methanol:water (3:1, 6 ml) followed by methanol (3 ml), fumonisins were
eluted with 10 ml methanol containing 0.5% acetic acid. The eluate was evaporated to dryness
at 40 °C.

The sample residue was dissolved in methanol-water (3:1, 800 pl) and a 200 pl
aliquot dried under nitrogen. After derivatisation with 200 ul O-phthaldialdehyde reagent (40
mg OPA, 1 ml methanol, 5 ml 0.1 M sodium borate and 50 pl 2-mercaptoethanol), HPLC
injections were made within 1 min. Fumonisins were analyzed by a reversed-phase isocratic
HPLC system (Shimadzu LC-10 AD pump and RF-10A XL fluorescence detector), using a
Luna C-18 Phenomenex column (250 x 4.6 mm, 5 um, Scharlau, Barcelona, Spain).
Excitation and emission wavelengths were 335 and 450 nm, respectively. The eluent was
CH;0OH:0.1 M NaH,POy4 (80:20, v/v) adjusted to pH 3.3 with orthophosphoric acid. The flow
rate was 1 ml min'. The detection limits for FB; and FB, were 27.5 and 35.3 ng g'l,
respectively, defined as the minimum amount of toxin that could generate a chromatographic

peak three times over the height/noise rate of the baseline.

2.4 Zearalenone analysis

ZEA extraction and clean up were carried out using ZearalaTest® imuno-affinity
columns (Vicam), according to the manufacturer instructions for feed samples with some
modification (De Saeger, 2003). An aliquot of feed sample (20 g) added to 2 g NaCl was
shaken at 150 rpm for 10 min with 100 ml methanol: water (80:20, v/v). The extract was
filtered through Whatman n° 1 filter paper. The filtrate (10 ml) was diluted with 40 ml ultra-
pure water and then filtered through a glass microfibre filter. Then, an aliquot of 10 ml was
applied to imuno-affinity column at a flow rate of 1 to 2 drops s™'. The column was washed
with 30 ml ultra-pure water. Finally, zearalenone was eluted with 1 ml methanol. The eluate

was evaporated to dryness under a stream of nitrogen at 45 °C.
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ZEA was analyzed according to Sabater-Villar et al. (2007). The dried sample was
dissolved with 100 pl methanol-water (70:30, v/v), mixed for 1 min and an aliquot (20 pl)
was injected into HPLC. ZEA was analyzed by a reversed-phase isocratic HPLC system
(Shimadzu LC-10 AD pump and RF-10A XL fluorescence detector), using a C-18 Luna
Phenomenex column (250 x 4.6 mm, 5 pum, Scharlau, Barcelona, Spain). Excitation and
emission wavelengths were 236 and 440 nm, respectively. The mobile phase was CH;OH:
H,0 (70:30, v/v) and the flow rate was 1.0 ml min’.

The detection and quantification limits were defined as three and five times,
respectively, the area standard deviation of seven spiked standards at lower concentration (2
ng.g") detectable by HPLC in different days. Detection limits and quantification limits for
HPLC were 3.95 ng.g” and 6.08 ng.g”', respectively. The method accuracy was evaluated by
zearalenone recovery rates from feed samples artificially spiked with zearalenone at
concentrations of 100, 200 and 400 ng g’ obtained from two determinations of each
concentration (ANVISA, 2003). Recovery rates for ZEA ranged from 85 to 89% with mean of

87+ 2.34%.

2.5 Aflatoxins analysis

AF extraction and clean up were carried out using AflaTest® imuno-affinity columns
(Vicam), according to the manufacturer instructions for feed samples. An aliquot of feed
sample (20 g) added to 2 g NaCl was shaken at 150 rpm for 10 min with 40 ml methanol:
water (80:20, v/v). The extract was filtered through Whatman n° 1 filter paper. The filtrate (10
ml) was diluted with 40 ml ultra-pure water and then filtered through a glass microfibre filter.
Then, an aliquot of 10 ml was applied to imuno-affinity column at a flow rate of 1 to 2 drops
s™. The column was washed twice with 10 m] ultra-pure water and aflatoxins were eluted with

1 ml methanol. The eluate was evaporated to dryness under a stream of nitrogen at 45 °C.
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Aflatoxins (AFB,, AFB,, AFG; and AFG;) were analyzed according to Miyamoto et
al. (2008). The dried samples were derivatized with 100 pl Trifluoroacetic acid (TFA), mixed
for 30, sonicated for 5 min and incubated at 25 °C for 15 min in the dark. Then, 900 pl
acetonitrile: water (1:9, v/v) were added following mixing for 15 seconds and an aliquot (20
ul) was injected into HPLC.

AF were analyzed by a reversed-phase isocratic HPLC system (Shimadzu LC-10 AD
pump and RF-10A XL fluorescence detector), using a C-18 Luna Phenomenex column (250 x
4.6 mm, 5 um, Scharlau, Barcelona, Spain). Excitation and emission wavelengths were 365
and 450 nm, respectively. The mobile phase was CH3;CN: H,O (25:75, v/v) and the flow rate
was 1.2 ml min™".

The detection and quantification limits were defined as three and five times,
respectively, the area standard deviation of seven spiked standards at lower concentration (2
ng g ) detectable by HPLC in different days. Detection limits for HPLC were 0.13 ng g
(AFB)), 0.03 ng g"' (AFG), 0.59 ng g’ (AFB,) and 0.22 ng g"' (AFG,). The LOQs were 0.32
ng g (AFB)), 0.15 ng g"' (AFG)), 1.09 ng g’ (AFB,) and 0.48 ng g (AFG,).

The method accuracy was evaluated by aflatoxin recovery rates from feed samples
artificially spiked with aflatoxins at concentrations of 10, 25, 50 and 100 ng.g” (sum of the
four analogues) obtained from two determinations of each concentration (Anvisa, 2003).
Recovery rates for total aflatoxins ranged from 80 to 103% with mean of 90% (RSD: 5.22 —
13.05%) while the mean recovery rates for each analogue spiked at concentrations from 2.5 to
25 ng g'1 were 89% for AFB;, 99% for AFG;, 90% for AFB, and 82% for AFG, (mean CV

7.75%).

2.6 Estimate of daily feed intake, acceptable daily intake (ADI) and safe pet dietary level

(SPDL):
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The estimate of daily feed intake (g/day) was calculated considering as a model an
adult Beagle dog, female and 12 kg weight, according to the formula (Case et al., 2011):
Amount of food (g/day) = energy requirement of the animal (kcal/day)*/metabolizable energy
of feed (kcal/g)**

* Estimated energy requirement = 130 Kcal. (Body weight in kg) *7”°

** Metabolizable energy of feed adopted = 3.5 Kcal/g
The estimate of acceptable daily intake and safe pet dietary level were calculated using

the mean levels of mycotoxins detected in the samples analysed (Boermans and Leung, 2007).
Fumonisin, zearalenone and aflatoxin contamination in 100 dog feed samples from Parana
State, Brazil was evaluated, considering the values below detection limit as 2 LOD,
according to the recommendation of the IPCS/GEMS (1995) criteria adopted to estimate
mycotoxin contamination when values lower than the LOD are observed. The criteria were as
following: When all observations were over the LOD then the true mean is calculated; when
the proportion of observations less than LOD is lower than or equal to 60%, the mean is
calculated replacing those observations by LOD/2 and when the proportion is over 60%, two
estimates are informed: one obtained replacing those observations by 0 and the other
replacing them by LOD. In the present study, lower than 60% of observations were less than
LOD, the mean was calculated replacing those observations by LOD/2.

Acceptable daily intake (ADI, mg mycotoxin/kg BW) was calculated according to the
formula (Boermans and Leung, 2007):

ADI=NOAEL/SF

NOAEL: No observable adverse effect level

SF: Safety factor (uncertainty factors) are numerical values (10, 100 or 1000) applied to the
NOAEL or other effect levels to account for any uncertainty in the data, like species extrapolation, the

nature and severity of effect, differences in pet breeds, and variability in LOAEL estimation. SF’s

could be adjusted according to epidemiological data on pets.
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Safe pet dietary level (SPDL, pg mycotoxin/Kg pet food) was calculated according to
the formula (Boermans and Leung, 2007):

SPDL = (LOAEL x average BW)/SF x FF x average BW

LOAEL: Lowest observed adverse effect level

FF: Food factor is the amount of food consumed daily and accounts for the differences in the

quantity of food consumed by different species.
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3. Results
3.1 Occurrence of fumonisins, zearalenone and aflatoxins

Table 1 shows the water activity (Aw) and FB, ZEA and AF levels in 100 feed
samples intended for dogs from Northern Parand, State, Brazil. Water activity (Aw) in 100
dog feed samples ranged from 0.38 to 0.82 (mean 0.61) (Table 1).

FB, was detected in 68% of the samples, with levels ranging from 0.02 to 0.22 pg.g”
(mean 0.09 pg.g”), while FB, was detected in 35% of the samples with levels ranging from
0.04 to 0.16 pg.g” (mean 0.07 pg.g"). Total fumonisin levels (FB; + FB,) ranged from 0.03
to 0.38 pg.g”' (mean 0.12 pg.g™), and, most of the samples (80%) showed low levels ranging
from 0.03 to 0.2 pg.g” (figure 1).

ZEA was detected in 95% of samples with levels ranging from 5.45 to 442.24 ng.g”
(mean 49.20 ng.g”) (Table 1), and, in most samples (86%) levels below 80.0 ng.g” were
detected (Figure 2).

AFB,, AFB,, AFG, AFG, were detected in 68%, 1%, 4%, 2%, of feed samples (n =
100), respectively. Total aflatoxin (AFB;+AFB,+AFG;+AFG;) levels ranged from 0.34 to
3.88 ng.g”' (mean 1.54 ng.g™") (table 1), and, most samples (88%) showed levels below 2.0 ng
¢! (Figure 3).

In the present study, zearalenone was the most prevalent mycotoxin (95%), followed
by fumonisins (68%) and aflatoxins (68%). Co-occurrence of fumonisins and zearalenone,
zearalenone and aflatoxins, fumonisins and aflatoxins, fumonisins, zearalenone and

aflatoxins, were detected in 68%, 66%, 51% and 50% of the samples (Table 2).
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3.2 Estimation of acceptable daily intake (ADI) and safe pet dietary level (SPDL):

Although the maximum allowed levels for FB, ZEA and AF have not been established
for pet food, determining the exposure degree is an important parameter in the risk assessment
of chemicals.

The daily feed intake (g/day) was estimated at 240 g/day by dividing the estimated
energy requirement (838.5 Kcal) by the metabolizable energy of feed (3.5 Kcal/g) (Case et al.,
2011).

Therefore, considering the mean levels of FB (91.68 ng.g™"), ZEA (46.84 ng.g") and
AF (1.20 ng.g™") detected in the samples and the feed intake estimation of 240 g per day, the
total FB, ZEA and AF consumption would be 21.88, 11.24 and 0.29 pg per day respectively,
which would lead to a maximum probable daily intake (PDIy) value of 1.823, 0.936 and
0.024 ng/Kg body weight (bw)/day of FB, ZEA and AF, respectively (as considered 12-Kg
bw animal).

Taking into account the results of this study and the daily feed intake by an female
adult, Beagle (12 Kg) dog, used as a model by veterinary laboratory, the ADI and SPDL for

fumonisins, zearalenone and aflatoxins can be calculated (Table 3).
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4. Discussion
4.1 Occurrence and co-occurrence of fumonisins, zearalenone and aflatoxins

FB levels detected in this study (table 1) were similar to those reported by Bohm et al.
(2010) but higher than those reported by Martins et al. (2003). In Austria, Bohm et al. (2010)
analyzed 76 feed samples for dogs and detected fumonisins (FB; + FB,) in 42% of the
samples with mean of 0.178 pg.g” and the maximum level of 0.568 pg.g”'. Martins et al.
(2003) analyzed 20 dog feed samples from Portugal and FB; was detected in 15% of samples
with levels ranging from 0.012 to 0.024 pg.g” (mean = 0.017 pg.g™).

ZEA contamination frequency was similar to those reported by Scussel et al. (2006)
but ZEA mean levels (Table 1) were lower than those reported by Bohm et al. (2010). Scussel
et al. (2006) analyzed 46 feed samples intended for dogs in Santa Catarina, Brazil, and
detected ZEA in 67% of samples with levels ranging from 2.14 to 313 ng.g”'. Bohm et al.
(2010) detected ZEA in 47% of samples (n = 27) with levels ranging from 10 to 298 ng.g™
and a mean of 80 ng.g™.

Aflatoxin levels (Table 1) were lower than data reported by Basalan et al. (2004),
Scussel et al. (2006), Sharma and Marquez (2001). Basalan et al. (2004) detected aflatoxins in
21 feed samples for dogs with a mean level of 6.69 + 1.65 ng.g” in Turkey. In Mexico,
Sharma and Marquez (2001) detected AFB; in 79% of samples (n = 19) for dogs, and the
highest levels of aflatoxin contamination were 27.0 and 39.7 ng.g” (mean = 5.0 ng.g").
Scussel et al. (2006) analyzed 46 feed samples for dogs from Santa Catarina, Brazil, and
detected AFB,, AFB,, AFG;, AFG; in 100%, 71.7%, 93.4% and 95.6% of samples,

respectively. Total aflatoxin (AFB; + AFB, + AFG; + AFG,) levels ranged from 2.18 to 66.4

ng.g'l.
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Although there are no specific guidelines for mycotoxin levels in pet food, the
maximum levels detected of total fumonisin (FB; + FB,) (0.38 pg.g"), zearalenone (442.24
ng.g'l) and total aflatoxins (AFB;+AFG;+AFB,+AFG;) (3.88 ng.g'l) were below the
maximum tolerable limit of 5 pg.g” for FB, 1000 ng.g” for ZEA and 20 ng.g”" for AF for
general feed in the European Union, Japan and the United States, respectively (Leunge al.,
2006).

Water activity (Ay) was similar to those obtained by Copetti (2005) who analysed 20
feed samples for dogs in Rio Grande do Sul, Brazil, and detected Aw ranging from 0.507 to
0.802. Aw is one of the factors that influence mycotoxin production, together with
temperature. In maize, FBy, FB, and ZEA, production by Fusarium species, occurs at Aw
ranging from 0.95 to 1.0 (Montani et al., 1988; Cahagner et al., 1995; Jiménez et al., 1995).
Aflatoxin production occurs at Aw ranging from 0.86 to 0.99, however, the best condition is
Aw around 0.98 (Mousa et al., 2011).

A, in feed samples ranged from 0.38 to 0.82 (Table 1) and in 38 samples A,, were
lower than 0.60, which doesn’t allow any microbial proliferation (Beuchat, 1981). Moreover,
mycotoxins are resistant to heat treatment, therefore FB, ZEA and AF contamination,
probably resulted from the conditions of the crop management and grain storage used as raw
materials in feed formulation.

A few number of surveys have shown natural co-occurrence of mycotoxins in dog
feed, however, after ingestion the interactive effect of mycotoxins could be synergistic or
additive (Speijers and Speijers, 2004). In this study, co-occurrence by fumonisins and
zearalenone (Table 2) were higher than those reported by Bohm et al. (2010), who found a co-
occurrence of these mycotoxins in 33% of feed samples intended for dogs (n = 76).

The combination of FB; and ZEA produces a synergistic inhibition of porcine cell

proliferation (Luongo et al., 2008). AFB, and FB, interaction had an additive effect in mice,
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causing increased injuries to liver and kidneys of the experimental animals (Gelderblom et al.
(2002).

Because of the economic impact, the potential toxic effects of mycotoxins, and
considering that, in most countries, pet food is regulated by a maximum mycotoxin
contamination for all feedstuffs rather than pet-specific legislation (Leung et al., 2006), these
results demonstrate the need for monitoring mycotoxins levels and a specific regulation for

mycotoxins in pet food.

4.2 Exposure assessment of dogs to fumonisins, zearalenone and aflatoxins

Although there is no specific legislation for mycotoxins in dog feed and few data
about fumonisin, zearalenone and aflatoxin toxicity in dogs (Bruchim et al, 2011; Gajecka et
al, 2011) it is possible to assess the exposure degree through the estimation of acceptable
daily intake (ADI) and safe pet dietary level (SPDL).

Considering that NOAEL for FB; in a short-term study in pigs was 0.2 mg FB,/kg
bw/day and that LOAEL for FB; at a dose of 0.4 mg FB,/kg bw/day lung lesions were
observed in pigs (EFSA, 2005), the ADI and SPDL calculated were 20.00 pg fumonisins/Kg
body weight bw/day and 2000 pg fumonisins/Kg dog feed, respectively.

Thus comparing the probable daily intake (1.823 pg fumonisins/Kg bw/day) with the
ADI value (20.00 pg fumonisins/Kg body weight bw/day) and the mean level detected (91.68
pg fumonisins/Kg dog feed) with the SPDL (2000 pg fumonisins/Kg dog feed), 100%
samples were safe for dog consumption.

For estimation of dog exposure to ZEA, it was adopted the NOAEL at a dose of 0.1
mg ZEA/Kg bw/day recommended by the European Food Safety Authority — EFSA (2011) in
female pigs, considered the most sensitive animal for oestrogenic effect of zearalenone.

Gajecka et al. (2011), reported toxic effects in dogs after intake of 20 ug ZEA/Kg bw/day
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after 48 days. The calculated ADI was 10 pg zearalenone/Kg bw/day and considering the
probable daily intake (0.936 ug zearalenone/Kg bw/day), 100% samples can be regarded as
safe (table 3). On the other hand, LOAEL values have not been established because it was not
possible to conclude that effects of ZEA at LOEL are adverse in terms of later fertility and
reproductive performance. Thus it was not possible to calculate the SPDL.

Concerning aflatoxins, Bruchim et al. (2011) reported fatal aflatoxicosis in 50 dogs
due to contaminated commercial diet with levels ranging from 80 to 300 ng.g”'. According to
the EFSA (2004), the margin between toxic doses (> 1.5 pg g feed) and the statutory limit
(20 ng g™ feed), of at least 75-fold, would provide adequate protection from adverse effects to
animal health.

Moreover, the ADI and SPDL were calculated at 0.048 pg aflatoxins/Kg bw/day and 6
pg aflatoxins/Kg dog feed, respectively, therefore compared with probable daily intake (0.024
pg aflatoxins/Kg bw/day) and the mean level detected (1.20 pg aflatoxins/Kg dog feed),
100% samples were safe for dog consumption.

In general, these results indicate that dog feed traded in Londrina, Northern Parana

State, Brazil, are safe concerning to exposure to FB, ZEA and AFs.
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5. Conclusions

Despite the high frequency of FB, ZEA and AF contamination in feed samples and
although there are no specific guidelines for mycotoxin levels in pet food, the maximum
levels detected for different mycotoxins were below the maximum allowed levels established
for mycotoxins in animal.

The mean levels detected for FB, ZEA and AF and the probable daily intake values in
comparison to acceptable daily intake and safe pet food level were low and the exposure
degree of dogs could be assumed to be very low. However the co-occurrence of several
mycotoxins, and therefore possible synergic or additive effects, should be taken into account
when determining the maximum allowed levels or risk assessment.

These results indicate the need for specific legislation that meets safety standards for
pet food, and thus contribute to improving the safety and quality of the final product, as well

as animal health and Brazilian exports.
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Table 1
Water activity, fumonisin, zearalenone and aflatoxin levels in 100 feed samples intended for
dogs

Water activity Fumonisins (ug g™) Zearalenone  Aflatoxins
(aw) FB, FB,  FB,+FB, (8€)  (mgg)
Positive samples (%) - 68 35 - 95 68
Mean 0.61 0.09 0.07 0.12 49.20 1.54
Median 0.64 0.08 0.07 0.10 29.61 1.44
Range 0.38 -0.82 0.02-022 0.04-0.16 0.03-0.38 545-44224 0.34-3.88

Detection limit (D.L)fumonisins: FB; = 0.0275 pg.g™'; FB, = 0.0353 pg.g"
D.L zearalenone: 3.95 ng.g
D.L aflatoxins: AFB;=0.128 ng.g™"; AFG,=0.027 ng.g"'; AFB,=0.593 ng.g”'; AFG,=0.222 ng.g”" .



Figure 1
Distribution of fumonisins levels (FB; + FB,) in 100 feed samples intended for dogs
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Distribution of zearalenone levels in 100 feed samples intended for dogs

Figure 2
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Figure 3

Distribution of aflatoxin levels in 100 feed samples intended for dogs
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Table 2

79

Fumonisin, zearalenone and aflatoxin co-occurence in 100 feed samples intended for dogs

from Northern Parana State, Brazil, 2011.

Co-occurrence N Positive samples (%)
Fumonisins + zearalenone 100 68
Zearalenone + aflatoxins 100 66
Fumonisins + aflatoxins 100 51
Fumonisins + Zeralenone + aflatoxins 100 50
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Table 3
Probable daily intake of mycotoxins in dog feed, acceptable daily intake (ADI) and safe pet

dietary level (SPDL), Northern Parana State, Brazil, 2011.
Probable daily ADI (ug/  SPDL (ug/Kg

Mean level intake (ug / X
-1ya b
detected (png.Kg™) Kg/ day)” Kg bw) pet food)
Fumonisins 91.68 1.823 20.00 2000
Zearalenone 46.84 0.936 10.00 -
Aflatoxins 1.20 0.024 0.048 6

a. Mean level detected by HPLC.
b. Considering an adult beagle dog (12 kg) consuming an average of 240 grams of feed per day,

calculated by the formula: Amount of food (g/day) = the animal's energy requirement (kcal/day) /
metabolizable energy of food (kcal/g).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de ragdo destinada a cdes apresentaram uma alta frequéncia de
contaminag¢do por fumonisinas, zeralenona e aflatoxinas.

A maioria das amostras apresentou contamina¢do por mais de uma
micotoxina evidenciando a necessidade de medidas de prevencdo e monitoramento da
contaminag¢do natural no processo de fabricacdo de racdo destinada a cdes, uma vez que a co-
ocorréncia de micotoxinas pode produzir efeitos aditivos e sinérgicos que podem prejudicar a
saude animal e causar prejuizos financeiros.

A avaliagdo do grau de exposi¢do mostrou que as ragdes analisadas sdo
seguras para o consumo de cdes, no entanto, devido a importincia econdmica ¢ necessario
buscar parametros de seguranca que possibilitem o estabelecimento de uma legislacio

especifica para micotoxinas neste tipo de alimento.
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ANEXO A

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Estudo de caso-controle em cadelas com neoplasia mamaria e deteccdo de micotoxinas
em racdo, plasma e tecido mamario

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, .

RG. , ap6s devidamente esclarecido, estou consciente da minha participagao
no projeto de pesquisa intitulado “Estudo de caso-controle em cadelas com neoplasia
mamaria e deteccdo de micotoxinas em racdo, plasma e tecido mamario” que sera
realizado no Laboratorio de Zoonoses e Satide Publica (DMVP/UEL), sob a responsabilidade
da Profa. Dra. Roberta Lemos Freire e a aluna de doutorado Michele Salmon Frehse. Este
projeto tem por objetivo principal avaliar os fatores associados a neoplasia mamaria em
cadelas e detectar micotoxinas em tumores de mama, no soro e na ra¢cdo consumida, por meio
de um estudo de caso-controle.

Sei também que tenho a liberdade de me recusar a participar da pesquisa, ou de retirar
0 meu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem nenhuma implicacdo moral a minha
pessoa ou meus familiares. Estou ciente que, juntamente com a coleta das amostras, sera
realizado um questionario epidemioldgico com o objetivo de auxiliar na pesquisa. Entendo
que as informagdes geradas nesta pesquisa serdo divulgadas exclusivamente em publicagdes
cientificas e que o anonimato serd garantido. Minha participacdo ¢ voluntiria e ndo
remunerada e estou informado que ndo haverd nenhuma despesa de minha parte e serei
informado sobre os resultados dos exames.

Por estar de pleno acordo com os termos mencionados assino o presente documento.

AUTORIZACAO:
LONDRINA, / /

Pesquisadores Responsaveis:
Profa. Dra. Roberta Lemos Freire
MSc. Michele Salmon Frehse

Universidade Estadual de Londrina

Departamento de Medicina Veterindria Preventiva
Rodovia Celso Garcia Cid

CEP: 86051-990 Fones: 3371-5871; 3371-4709
e-mail: rlfreire@uel.br

Paciente:
Grupo Caso ()
Grupo Controle ()
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ANEXO B

Questionario Epidemioldgico

RG/HV:

Entrevistador: Data
Nome do proprietario
Fone: ()
Endereco:

Bairro:

Municipio: Estado:

1 Nome do paciente
2 Idade (1) <lano (2)>1a< 8 anos (3) > 8 anos
3 Raga: (1) SRD (2) Com Raga 3.1 Qual?

4 Peso:

5 Tumor de mama: (1) sim (2) nao

I. AMBIENTE:

6. Quantas pessoas moram na casa?

7. Ha algum fumante na casa? (1) sim (2) nao

8. Tem mais algum animal em casa? (1) sim (2) nao Qual?
9. Qual a area que habita? (1) Urbana  (2) Rural

10. Vive em area agricola? (1) sim (2) nao

11. Vive em local proximo a fabrica ou industria? (1) sim (2) ndo
Qual a distancia?
12. O animal fica solto na rua sem a presenca do dono? (1) sim (2) nao
13. O animal sai para a rua com o dono? (1) sim (2) nao

13.1 Qual a freqiiéncia?
14. Qual o destino do lixo na residéncia? (1) Coleta publica (2) Enterra (3) queima (4)
Outro

15. Faz separacgao dos reciclaveis? (1) sim (2) nao
16. Ja teve algum caso de tumor de mama na familia? (1) sim (2) nao
I1. CLINICA
17. Teve alguma doenga anteriormente? (1) sim (2) nao
Qual?
18. Toma algum medicamento de uso continuo? (1) sim  (2) ndo
Qual?

I11. ALIMENTACAO
19. Qual a alimentagao de seu cao?
(1) Comida caseira (2) Racao (3) Comida caseira + ra¢ao
19.1 Ha quanto tempo o animal se alimenta de racao?
19.2Qual a marca da ragao?
19.30nde compra a ragao?
(1) Supermercado (2) Casa Agropecudria (3) Pet Shop (4) Outro
19.4 Compra de pacote aberto? (1) sim (2) nao (3) De vez em quando
19.5 Qual a freqiiéncia da compra da ragao?
(1) Semanal  (2) Quinzenal (3) Mensal (4)Outro
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19.6 Onde armazena a ragao?

(1) em balde fechado (2) em prateleira (3) no chdo (4) Outro
19.7 O saco de ragao fica aberto? (1) sim (2) ndo
19.8 O local de armazenagem ¢ coberto? (1) sim (2) nao
19.9 O local é imido? (1) sim (2) ndo

IV. REPRODUTIVO
20. Quando foi o 1° cio do animal?
21. Seu animal ¢ castrado? (1) sim (2) ndo
21.1 Quando castrou?
(1) antes do 1°cio (2)entreo 1°e 02°cio (3) apds 0 3°cio (4) ndo lembra
22. Seu animal ja teve cria?
(1) sim (2) ndo Quantas vezes? (1) <3 2)>4
22.1 Com que idade teve a 1? cria?
23. Foi parto normal? (1) sim (2) ndo
24. J4 aplicou contraceptivos em seu animal? (1) sim (2) nao
24.1 Com que freqiiéncia? (1) 1 vez (2) 2 vezes (3) =3 vezes
25. Ha quanto tempo apareceu o aumento de volume em mama?
meses ou anos

V. COLETA DE MATERIAL PARA LABORATORIO
26. O que foi coletado?

( )racdo-data / /

( )sg.hemograma-data / / ;

( )soro/ bioquimico - data / /

( ) citologia-data / /

( )raiox detorax-data / / ;

( ) Congelado/HPLC -data / /
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ANEXO C

Normas de publicacdo da revista Animal Science Food and Technology

GUIDE FOR AUTHORS

Article Structure

Manuscripts should have numbered lines, with wide margins and double spacing throughout,
i.e. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript, including the
title page, references, tables, etc., should be numbered continuously. However, in the text no
reference should be made to page numbers; if necessary, one may refer to sections. Avoid
excessive usage of italics to emphasize part of the text.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

If reference is made to AOAC, ISO or similar analytical procedure(s), the specific procedure
identification number(s) must be cited. A number of references for neutral and acid detergent
fibre (NDF, ADF) assays exist, and an alternative reference to the now out-of-print USDA
Agriculture Handbook 379 must be used. There are many options for NDF and ADF assays
(e.g. sodium sulfite, alpha amylase, residual ash), which must be specified in the text. For
more details see the editorial in Vol. 118/3-4.

The following definitions should be used, as appropriate:

a. aNDFom-NDF assayed with a heat stable amylase and expressed exclusive of residual ash.
b. NDFom-NDF not assayed with a heat stable amylase and expressed exclusive of residual
ash.

c. aNDF-NDF assayed with a heat stable amylase and expressed inclusive of residual ash.

d. NDF-NDF assayed without a heat stable amylase and expressed inclusive of residual ash.

e. ADFom-ADF expressed exclusive of residual ash.

f. ADF-ADF expressed inclusive of residual ash.

g. Lignin (sa)-Lignin determined by solubilization of cellulose with sulphuric acid.

h. Lignin (pm)-Lignin determined by oxidation of lignin with permanganate.

While expressions of NDF and ADF inclusive of residual ash will continue to be acceptable
(i.e., the terms aNDF, NDF and ADF above), the Editors-in-Chief highly recommend
reporting all fibre values, including digestibilities, on an OM basis. Silica is partially soluble
in ND, is quantitatively recovered in AD, and so may contribute to the 'fibre' values and to
subsequent digestibility coefficients.

Reporting 'hemicellulose' values as the difference between NDF and ADF is generally only
acceptable if the analyses have been sequential on the same sample. Crude fibre (CF),
nitrogen-free extract (NFE) and total digestible nutrients (TDN) are not acceptable terms for
describing feeds and should only be referred to in a historical context.
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Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. Avoid
extensive citations and discussion of published literature. Combined 'Results and Discussion'
sections are only acceptable for 'Short Communications', except under compelling
circumstances.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Essential title page information

+ Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual
work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers (with
country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal
address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.
 Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a '"Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Abstract

The abstract should be clear, descriptive and not longer than 400 words. It should contain the
following specific information: purpose of study; experimental treatments used; results
obtained, preferably with quantitative data; significance of findings; conclusions; implications
of results if appropriate.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of').
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.

Acknowledgements
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult
IUB: Biochemical Nomenclature and Related Documents:
http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/ for further information.

Authors and Editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing
biological nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature,
the International Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological
Nomenclature. All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified
by their scientific names when the English term is first used, with the exception of common
domestic animals. All biocides and other organic compounds must be identified by their
Geneva names when first used in the text. Active ingredients of all formulations should be
likewise identified.

SI or Sl-derived units should be used throughout (e.g. MJ and not Kcal for energy
concentrations). Concentrations should be expressed on a 'per kg' basis (w/w); however, w/v,
v/v, mol/mol or M may be accepted depending on the circumstances. In addition, 'units' and
'equivalents' are acceptable. Normality should be avoided, as it may be ambiguous for certain
acids. If analytical standards have been used, they should be specified by name (e.g. yeast
RNA) and form (e.g. lactose monohydrate). Percents should only be used when describing a
relative increase or decrease in a response. Proportions should be maximum 1.0 or <1.0. For
more details see the editorial in Vol. 118/3-4.

Percent is only used to indicate relative changes. For composition, both w/w (often solids
composition g/kg) and w/v (e.g. g/L), v/v (e.g. m/L), mol/mol or M can be accepted
depending on the circumstances. Specify units (e.g. g/L) and never as percent.

Digestibility/metabolisability and degradability should always be expressed as a coefficient
(not %), and the content of, for example, the digestible component should be expressed as
g/kg: thus, the coefficient of digestibility of dry matter is 0.8, while the content of digestible
dry matter is 800g/kg. A distinction between true and apparent digestibility should be made,
as well as between faecal and ileal (e.g. coefficient of total tract apparent digestibility -
CTTAD). The terms 'availability' and 'bioavailability' should be avoided without definition in
context.

In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca2+, not as Ca++. Isotope
numbers should precede the symbols e.g. 180. The repeated use of chemical formulae in the
text is to be avoided where reasonably possible; instead, the name of the compound should be
given in full. Exceptions may be made in the case of a very long name occurring very
frequently or in the case of a compound being described as the end product of a gravimetric
determination (e.g. phosphate as P205).

Math formulae
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Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to
be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to
explicitly in the text).

If differences between treatments are statistically significant, this should be indicated by
adding the actual 'P' value obtained. If 0.10 > P > 0.05, then differences can be considered to
suggest a trend, or tendency, to a difference, but the actual 'P' value should be stated. Further
information on this issue can be found in Animal Feed Science and Technology Vol. 129/1-2.

Spaces should be used between all values and units, except for the following: Between the
value and degrees or percent. In equations around * and /. In probability expressions (P<0.05).
When probability values are given, the 'P' should be a capital letter

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
+ Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

* Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please
'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required. If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is'.

Please do not:

* Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution
is too low;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

All data in figures should have a measure of variation either on the plot (e.g., error bars), in
the figure legend itself, or by reference to a table with measures of variation in the figure
legend.
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Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the figures should be kept
to a minimum.

If a scale is given, use bar scales (instead of numerical scales) that must be changed with
reduction.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files)
and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable
color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you
will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
article. Please indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further
information  on  the  preparation of  electronic  artwork, please  see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical complications
which can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you
not opt for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all the
color illustrations.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do
not duplicate results described elsewhere in the article.

References

All publications cited in the text should be presented in a list of references following the text
of the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of
authors' names and dates are exactly the same in the text as in the reference list. The accuracy
of the references is the responsibility of the author(s).

References published in other than the English language should be avoided, but are acceptable
if they include an English language 'Abstract’ and the number of non-English language
references cited are reasonable (in the view of the handling Editor) relative to the total number
of references cited.

In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed - if
necessary - by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has
shown that...". "This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp. 12-16)".

If reference is made in the text to a publication written by more than two authors, the name of
the first author should be used followed by "et al.". This indication, however, should never be
used in the list of references. In this list names of first author and co-authors should be
mentioned.

References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of references
should be arranged alphabetically on authors' names, and chronologically per author. If an
author's name in the list is also mentioned with co-authors the following order should be used:
publications of the single author, arranged according to publication dates - publications of the



103

same author with one co-author - publications of the author with more than one co-author.
Publications by the same author(s) in the same year should be listed as 2001a, 2001b, etc.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et
al. (2010) have recently shown ....'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article.
J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

References concerning unpublished data and "personal communications" should not be cited
in the reference list but may be mentioned in the text.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include these within the body of the article. This can
be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and
noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video
or animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended
file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied
will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files:
you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more
detailed instructions please visit our video instruction pages at
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http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and
the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In
order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in one
of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic format
together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more
detailed  instructions  please  visit our  artwork  instruction  pages  at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to
the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.
Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free
of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-
and-white in print

 If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site at
http://support.elsevier.com.

Additional Information

Authors should use the 'Track Changes' option when revising their manuscripts, so that any
changes made to the original submission are easily visible to the Editors. Those revised
manuscripts upon which the changes are not clear may be returned to the author.

Specific comments made in the Author Comments in response to referees' comments must be
organised clearly. For example, use the same numbering system as the referee, or use 2
columns of which one states the comment and the other the response.



