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Efeito da adicao de glucomanano modificado em dietas
contendo aflatoxina sobre parametros clinicos de ovinos

Effect of the modified glucomannan in diets containing aflatoxin on the clinical parameters
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito do adsorvente (ADS) glucomanano modificado sobre pardmetros
clinicos, hematoldgicos e ruminais de ovinos submetidos a dietas contendo aflatoxina (AFLA). Foram utilizadas 22
ovelhas mesticas (Corriedale e Texel), com 18 meses de idade. Os animais foram divididos em quatro grupos, de acordo
com a adiciao de AFLA (1,5 PPM) ou ADS (2 PPM) na fracio concentrada da dieta: animais recebendo AFLA na dieta
(AFLA; n=6); animais recebendo AFLA e ADS na dieta (AFLA/ADS; n=6); animais recebendo ADS na dieta (ADS;
n=>5) e grupo controle, sem adi¢do de ADS ou AFLA na dieta (CONTROLE; n=5). As dietas foram fornecidas por um
periodo de 42 dias. Foram realizadas coletas de fluido ruminal a cada sete dias e avaliagdes clinicas (exame fisico geral,
urinalise e hemograma) a cada 10 dias. Quanto ao perfil leucocitario, a suplementagdo com adsorvente aumentou
a concentragdo plasmatica de eosindfilos. Os demais pardmetros clinicos e ruminais ndo foram influenciados pela
presenca do adsorvente ou da aflatoxina na dieta. Assim, o adsorvente glucomanano modificado influenciou a resposta
leucocitaria de ovinos, porém sem efeito na fun¢io ruminal e nos pardmetros clinicos avaliados.
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Abstract

The aim of this study was to determine the effect of modified glucomannan adsorbent (ADS) on the clinical,
hematological and ruminal parameters in sheep subjected to diets containing aflatoxins (AFLA). Twenty two crossbred
ewes (Corriedale vs Texel), aging 18 months were separated into four groups according to the addition of AFLA (1,5
PPM) or ADS (2 PPM) in the concentrate portion of the diet: animals receiving AFLA in the diet (AFLA; n=6); animals
receiving AFLA and ADS in the diet (AFLA/ADS; n=6); animals receiving ADS in the diet (n=5) and control group,
without addition of the ADS or AFLA in the diet (CONTROL; n=5). The diets were supplied during 42 days. Ruminal
fluid was collected and analysed every seven days and the clinical evaluations (clinical examination, urinalysis, and
hemogram) every 10 days. The addition of adsorbent increased the plasmatic concentration of eosinophiles. Clinical
and ruminal parameters were not affected by the presence of adsorbent or aflatoxin into the diet. The modified
glucomannan adsorbent influenced the leukocyte response of sheep, but no effect on ruminal function and clinical
parameters.
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minais?, podendo levar a prejuizos na digestibilida-
de de alimentos’. Além das alteragdes digestorias, a
aflatoxina suprime a resposta imune de ovinos®, po-
dendo causar uma maior predisposi¢ao a alteracdes
clinicas de origem infecciosa. Apesar da supressdo
da imunidade celular e dos efeitos sobre a imunida-
de humoral ja terem sido descritos’, a maioria dos
estudos avaliando o efeito da intoxicacao sub-aguda
foi realizado em animais de laboratdrio, havendo
poucos estudos em ruminantes®.

Substéncias adsorventes podem ser utilizadas para
controlar as micotoxicoses, as quais sdo incluidas na
dieta e atuam impedindo a absor¢éo intestinal de mi-
cotoxinas’. Dentre estas substancias, o glucomanano
modificado, obtido a partir de leveduras, em especial
a Saccharomyces cerevisiae, tem sido amplamente es-
tudado nas tltimas décadas, principalmente em aves
e suinos®, porém, com poucos estudos realizados em
ruminantes’.

Baseado nestas consideracdes, a aflatoxina pode
apresentar influéncia negativa sobre a produtividade
de ruminantes confinados desafiados com micotoxi-
nas, através de seus efeitos sobre a atividade da mi-
crobiota ruminal e resposta imune. Estes efeitos po-
dem ser minimizados pela agdo adsorvente do glu-
comanano modificado, quando adicionado a dieta
de ruminantes. Desta forma, o objetivo deste estudo
foi determinar o efeito do adsorvente glucomanano
modificado sobre pardmetros clinicos, hematologi-
cos e ruminais de ovinos submetidos a dietas con-

tendo aflatoxina.
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Material e Método

Todos os procedimentos relacionados a este expe-
rimento foram aprovados pela Comissio de Etica em
Experimenta¢ao Animal da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), em 27 de marco de 2007 (protocolo
n° 010/2006).

Este experimento foi realizado no Setor de Ovinos do
Hospital de Clinicas Veterinaria da UFPel, Pelotas/RS.

Foram utilizadas 22 ovelhas mesticas (Corriedale vs
Texel), com idade média de 18 meses e peso corporal
médio de 47,4 kg. As ovelhas foram mantidas confi-
nadas, recebendo dieta a base de feno de alfafa, feno
de tifton e 1,5% do peso vivo de concentrado (Tabela
1). A dieta final obtida apresentou uma relagao volu-
moso/concentrado de 65/35".

As fémeas foram distribuidas em quatro grupos, de
acordo com a condi¢ido corporal (escala de 1 a 5)" e
peso, sendo: 1) Grupo Aflatoxina (AFLA, n=6), com
adicdo de 1,5 PPM de aflatoxina na fragdo concentra-
da da dieta; 2) Grupo Aflatoxina + adsorvente (AFLA/
ADS, n=6), com adic¢do de 1,5 PPM de aflatoxina e 2
PPM de adsorvente (Mycosorb’, Alltech Inc., Lexing-
ton, USA) na fragdo concentrada da dieta; 3) Grupo
Adsorvente (ADS, n=5), com adi¢do de 2 kg/ton de
adsorvente na fragdo concentrada da dieta e 4) Grupo
Controle (C, n=5), sem adicdo de micotoxina ou adsor-
vente na dieta.

A aflatoxina foi produzida pelo Laboratério de
Andlises Micotoxicologicas — UFSM (LAMIC), sen-

do obtida pela metodologia de extragao, clarificagao

Tabela 1 - Andlise bromatoldgica da dieta utilizada durante o periodo
experimental — Pelotas - 2011

Composi¢ao Feno de alfafa Feno de tifton Concentrado
Matéria seca (%) 90,5 85,8 87,5
Proteina bruta (%) 19,2 5,8 15,0
Fibra bruta (%) 36,3 25,7 13,0
Cinzas (%) 8,5 4,8 12,0
Extrato etéreo (%) 1,3 0,7 2,0
Célcio (%) 1,4 0,9 L5
Fésforo (%) 0,2 0,1 0,9

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 5, p.414-420, 2012



416

e derivacdo totalmente automatizada, e andlise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
obtendo-se uma concentragiao de 224,75 mg/kg. A
concentragdo de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foi de
84%, 5,4%, 9,1% e 1,5%, respectivamente.

As fémeas foram adaptadas a dieta por um perio-
do de 21 dias antes da inclusao das micotoxinas e do
adsorvente, sendo considerado o dia zero do experi-
mento o dia do inicio do fornecimento dos tratamen-
tos (aflatoxina e/ou adsorvente). No inicio e ao final
do periodo de fornecimento das dietas, foi realizado
exame coproparasitologico em todos os animais.

As coletas de fluido ruminal e pesagem dos animais
foram realizadas a cada sete dias ap6s o dia zero, por
um periodo de 42 dias, totalizando seis coletas. Ain-
da, foram realizadas coletas de urina para urinalise
e sangue para hemograma, bem como exame fisico
para determinacdo da temperatura retal, coloragdo
de mucosa ocular e movimentos ruminais (MR), a
cada 10 dias. Estas avaliagdes serviram para monito-
ramento de ocorréncias clinicas. A coloragido da mu-
cosa foi classificada em fisioldgica (rosea) ou alterada
(avermelhada ou esbranquicada). Da mesma forma,
os MR foram classificados como dentro dos padroes
tisiolégicos (2-3 MR em 2 minutos) ou apresentando
alteracdo (0-1 MR em 2 minutos)?.

O fluido ruminal foi coletado através de sonda oro-
-gastrica, sendo realizados os testes de sedimentagao/
flutuacao, oxirredugdo (redu¢ao do azul de metileno
0,02%), avaliacdo da concentragdo dos protozoarios e
do pH ruminal®.

Para a realizagdo de hemograma, foram coletados 5
mL de sangue em tubos com anticoagulante (EDTA
10%). As amostras de sangue foram utilizadas para
a determinagdo do leucograma (neutroéfilos segmen-
tados, linfocitos, eosindfilos e leucdcitos totais), eri-
trograma (eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito) e
concentragdo de proteinas plasmaticas totais (PPT)*.

As coletas de urina foram obtidas através de sonda-

gem uretral, sendo realizadas avaliagdes de cor, odor,
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aspecto, pH, determinagido da densidade e da concen-
tragdo de substancias excretadas na urina (proteina,
glicose, corpos cetonicos, nitritos, pigmentos biliares,
urobilinogénio, leucdcitos, hemoglobina e sangue),
através de fita reagente. A coloragdo da urina foi clas-
sificada em amarelo ouro ou incolor, enquanto seu
odor foi categorizado em sui generis ou amoniacal. O
aspecto da urina foi classificado em limpido ou turvo.
As concentragdes de proteina, glicose, corpos cetoni-
cos, nitritos, pigmentos biliares, urobilinogénio, leu-
cocitos, hemoglobina e sangue na urina foram cate-
gorizados em negativo ou positivo, de acordo com o
resultado observado na fita reagente'.

As analises estatisticas foram realizadas com auxi-
lio do programa Statistical Analysis System (SAS)'.
Analises envolvendo medidas repetidas no tempo,
assim como pardmetros ruminais (testes de sedi-
mentacdo/flutuagio, teste de oxirredugao, avaliacao
da concentragdo dos protozoarios e pH ruminal) e
clinicos (temperatura retal e movimentos ruminais),
avaliagdes sanguineas (leucograma, eritrograma e
PPT) e urindarias (pH e determina¢ao da densidade)
foram comparadas entre os grupos através do Mi-
xed Procedure para medidas repetidas, avaliando os
efeitos principais de tratamento e tempo e suas inte-
ragdes. Para as variaveis binomiais que foram cate-
gorizadas de acordo com a presenca de alteragao cli-
nica (exame clinico: colora¢do de mucosa; urina: cor,
odor, aspecto, presenca de proteina, glicose, corpos
cetdnicos, nitritos, pigmentos biliares, urobilinogé-
nio, leucdcitos, hemoglobina e sangue) foram utili-

zados os testes de Qui-quadrado e Exato de Fisher.

Resultados

O grupo ADS apresentou maiores concentragdes
de eosindfilos (Tabela 2), sendo maior do que a con-
centra¢ao detectada nos grupos que nao receberam o
adsorvente (P = 0,02), porém, nao diferindo do Gru-

po AFLA/ADS. As concentragdes de linfocitos ten-



deram a ser maiores no grupo ADS do que nos Gru-
pos AFLA/ADS e C (Tabela 2; P = 0,09). Os niveis
de PPT (AFLA: 7,6+0,3 g/dL; AFLA/ADS: 7,0+0,3 g/
dL; ADS: 7,3+0,3 g/dL; C: 6,6+0,4 g/dL), bem como
os demais pardmetros do leucograma (Tabela 2) e do
eritrograma (Tabela 3) ndo apresentaram diferenca
entre grupos (P>0,05).

No exame coprologico nao houve diferenga entre
grupos (P>0,05) quanto ao numero de ovos por gra-
ma de fezes (OPG), sendo que todos apresentaram
valores inferiores a 500 OPG nas duas coletas'’.

A ocorréncia de amostras de urina com rea¢ao po-
sitiva para presenca de leucdcitos foi de 5,5% no gru-
po AFLA, 5,9% no grupo AFLA/ADS, 13,3% no gru-
po ADS e 6,7% no grupo C, nao havendo diferenca
entre grupos (P>0,05). Da mesma forma, a ocorrén-
cia de corpos cetonicos (AFLA: 11,1%; AFLA/ADS:
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0,0%; ADS: 0,0%; C: 6,7%), nitrito (AFLA: 5,5%;
AFLA/ADS: 0,0%; ADS: 0,0%; C: 0,0%), pigmentos
biliares (AFLA: 16,7%; AFLA/ADS: 11,8%; ADS:
0,0%; C: 13,3%), proteina (AFLA: 16,7%; AFLA/
ADS: 23,5%; ADS: 13,3%; C: 20,0%), sangue (AFLA:
61,1%; AFLA/ADS: 52,9%; ADS: 73,3%; C: 66,7%)
e urobilinogénio (AFLA: 16,7%; AFLA/ADS: 0,0%;
ADS: 0,0%; C: 0,0%) nao apresentaram diferenca
entre grupos (P>0,05). Nao foram observados casos
de alteragdes nos niveis urinarios de hemoglobina e
glicose, em todos os grupos. A ocorréncia de alte-
ragdes na coloraciao da urina (AFLA: 22,2%; AFLA/
ADS: 23,5%; ADS: 20,0%; C: 46,7%), presenca de
odor amoniacal (AFLA: 0,0%; AFLA/ADS: 5,9%;
ADS: 0,0%; C: 6,7%), de aspecto turvo (AFLA: 5,5%;
AFLA/ADS: 41,2%; ADS: 46,7%; C: 20,0%), valores
médios de pH (AFLA: 7,7+0,2; AFLA/ADS: 8,0+0,2;

Tabela 2 - Valores médios (+ erro padrio da média) do leucograma de ovinos suplementados com glucomanano
modificado em dietas contendo aflatoxina (n=22) — Pelotas - 2011

Valor de P
Pardmetros AFLA! AFLA/ADS? ADS? Controle*
Grupo Coleta Grupo*Coleta
Eosinéfilos (/uL) 22,9+ 18,70 44,5 + 40,4 113,6 + 53,1° 253 +11,3 0,02 0,31 0,97
Linfécitos (/uL) 3268,8 £1258  3900,4 £ 3264  5511,2 £224,9°  4262,2 + 342,6™ 0,09 0,08 0,67
Is\leutmﬁlos 21428 £351,5° 26458 £351,5°  2152,3 £351,5°  2268,7 + 372,8° 0,86 <0,001 0,008
egmentados (/uL)
Leucdcitos totais 5441,6 £ 617,3°  6600,0 £ 665,8° 77750 £233,3%  6600,0 + 520,6° 0,50 0,001 0,03

(/uL)

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)
'Dieta contendo aflatoxina; 2 Dieta contendo aflatoxina e adsorvente; * Dieta contendo adsorvente; * Dieta sem adi¢do de aflatoxina e adsorvente

Tabela 3 - Valores médios (+ erro padrao da média) do eritrograma de ovinos suplementados com glucomanano modificado
em dietas contendo aflatoxina (n=22) - Pelotas - 2011

Valor de P
Parametros AFLA! AFLA/ADS? ADS? Controle*
Grupo Coleta Grupo*Coleta
Eritrécitos (105/uL) 6,7 +0,3" 6,9+ 0,3 7,1+0,3 7,5+ 0,4 0,55 0,003 0,81
Hemoglobina 9,0 +0,4° 9,2 +0,4° 9,5+ 0,4° 10,0 £ 0,5° 0,54 0,003 0,82
(g/dL)
Hematdcrito (%) 33,7+ 1,72 34,7 £ 1,72 35,5+ 1,72 37,5 £ 2,12 0,55 0,003 0,81

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)
'Dieta contendo aflatoxina; * Dieta contendo aflatoxina e adsorvente; * Dieta contendo adsorvente; * Dieta sem adi¢do de aflatoxina e adsorvente
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ADS: 7,6+0,2; C: 7,9+0,2) e densidade urinaria
(AFLA: 1008,6+26,5; AFLA/ADS: 1007,9+27,2;
ADS: 1010,0429,0; C: 946,7+29,0) também nio dife-
riram entre grupos (P>0,05).

Nao foi observado efeito da aflatoxina e do adsor-
vente sobre a atividade da microbiota ruminal (Ta-
bela 4). O tempo de oxirredugao tendeu a ser maior
no grupo C em comparagdo ao grupo AFLA/ADS
(P =0,07). Os demais parametros clinicos avaliados
também nao sofreram influéncia da presenca do ad-
sorvente e/ou da aflatoxina na dieta.

Quanto a avaliagdo fisica, o grupo AFLA apresen-
tou uma taxa de 20,8 % de MR alterados, nao ha-
vendo diferenga em relagdo aos grupos AFLA/ADS
(37,5 %), ADS (30,0 %) e C (25,0 %) (P>0,05). Em
relagdo a coloragdo de mucosa, foi observada uma
taxa de 8,3 % de alteragdo (mucosas avermelhadas
ou esbranquigadas) no grupo AFLA, nao diferindo
dos grupos AFLA/ADS (16,7 %), ADS (35,0 %) e C
(25,0 %) (P>0,05). As temperaturas retais médias
dos grupos nao diferiram entre si (P>0,05), sendo
de: AFLA 39,6°C, AFLA/ADS 39,5°C, ADS 39,5°C
e C39,4°C.

Discussao

Durante o periodo do experimento, ndo houve ocor-

réncia de altera¢des clinicas com a presencga de aflato-

xina na dieta, como doengas infecciosas desencadeadas
por imunossupressao, tais como observado em outras
espécies'®”. No entanto, pode ser observado efeito do
adsorvente sobre a resposta leucocitaria, demonstran-
do que o glucomanano modificado pode auxiliar na
resposta imune contra patdgenos, como demonstrado
pelos maiores niveis de eosinoéfilos e linfécitos no gru-
po ADS. Contudo, todos os pardmetros leucocitarios
se mantiveram dentro dos valores de referéncia para a
espécie'®, concordando com a auséncia de manifesta-
¢des clinicas.

A eosinofilia tem sido relacionada positivamente
com a resisténcia as infestagdes parasitarias®*, visto
que, animais com eosinofilia tém resposta imune mais
efetiva contra os parasitas, eliminando estes mais ra-
pidamente. A presenca de parasitos gastrointestinais
estimula a produc¢ao de interleucina 4 (IL-4) e inter-
leucina 5 (IL-5) pelos linfécitos T-helper, as quais fa-
zem quimiotaxia e ativagdo de eosinofilos, permitin-
do que estes se liguem ao imunocomplexo e secretem
granulos com componentes enzimaticos, levando a
destruicao do parasita®.

Polissacarideos isolados da parede celular de leve-
duras, assim como glucomananos, pB-glucanos, ma-
nanos e suas associagdes, apresentam diversas agoes

conhecidas no organismo, entre elas, a modulagao

Tabela 4 - Valores médios (+ erro padrao da média) de pardmetros ruminais de ovinos suplementados com glucomanano
modificado em dietas contendo aflatoxina (n=22) - Pelotas - 2011

Valor de P
Parametros AFLA! AFLA/ADS? ADS? Controle*
Grupo Coleta Grupo*Coleta
pH 6,9+0,1° 6,9+0,1° 6,8+£0,1° 7,0£0,1° 0,27 0,001 0,26
fsled‘meflta‘?aF’/ 2,1+0.2° 2,5+0,2° 2,1+0.2° 2,7 40,20 031 <0,001 0,26
utuagio (min)
Oxirredugdo (min) 1,6 0,2 1,5+0,2° 1,6 0,2 2,2+0,2° 0,07 <0,001 0,63
Concentrac¢do de 1198614 + 944692 + 1252760 + 1163630 +
protozodrios/mL 144545° 141417*¢ 154915¢ 154916° 0,46 <0,001 0,01

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)
1Dieta contendo aflatoxina; 2 Dieta contendo aflatoxina e adsorvente; 3 Dieta contendo adsorvente; 4 Dieta sem adi¢do de aflatoxina e adsorvente
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do sistema imune®. Apesar do glucomanano modi-
ficado ser utilizado como adsorvente na alimentacio
animal, visando a elimina¢do de micotoxinas do trato
gastrointestinal, este também demonstrou influéncia
sobre a resposta imune no presente estudo, como de-
monstrado pela ocorréncia de eosinofilia e linfocitose
no grupo ADS. Provavelmente, o adsorvente auxiliou
na apresentacdo de parasitos gastrointestinais ao sis-
tema imune, gerando uma resposta leucocitdria mais
eficiente. Ainda, a auséncia de diferenca entre gru-
pos, quanto aos niveis de OPG e parametros do eri-
trograma, como indicativo de anemia, confirma que
a resposta leucocitaria se deve ao uso do adsorvente
e nao a uma diferente carga parasitaria entre grupos.
Desta forma, o glucomanano modificado pode exer-
cer outros efeitos benéficos sobre animais de produ-
¢do, além da adsor¢do de micotoxinas, necessitando
que novos estudos sejam realizados para confirmagao
desta hipotese.

Nao foi observado efeito da aflatoxina sobre a fun-
¢ao ruminal, diferindo dos resultados encontrados
em outros estudos®?, onde a atividade da microbiota
ruminal foi parcialmente inibida. Provavelmente, este
efeito ndo foi observado no presente estudo devido a
dose de micotoxina utilizada, visto que em estudo re-
alizado por Suliman et al.** uma contaminagdo com
somente 0,75 mg/kg, através de contaminac¢do natu-
ral, foi suficiente para causar alteragcdes bioquimicas,
lesdes hepaticas e Obitos. Isto se deve, provavelmen-
te, ao fato da aflatoxina apresentar maior toxicidade

quando proveniente de contaminacdes naturais da
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