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RESUMO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos que apresentam efeitos toxicos em
seres humanos e animais. A zearalenona (ZEA) e produzida por fungos da espécie Fusarium,
e sua ocorréncia é freqliente em gréaos e cereais em todo o mundo. A ZEA, conhecidamente a
micotoxina causadora do estrogenismo em suinos, € uma micotoxina estrogénica tendo o
sistema reprodutivo além do sistema hepatico e renal como um dos seus principais alvos de
toxicidade. Ja a Hesperidina (HESP), um flavonoide glicosidico encontrado em frutas citricas,
atua desempenhando importantes atividades benéficas em funcdo de sua propriedade
antioxidante. Diante disso, acredita-se que a HESP promova acdo contra os efeitos tdxicos
causados pela ZEA. Foram utilizados camundongos Swiss machos, divididos em 4 grupos
(n=5): grupo 1 (Salina+ Azeite de oliva), grupo 2 (HESP 50 mg/Kg +Azeite de oliva), grupo 3
(Salina + ZEA 40 mg/Kg) e grupo 4 (HESP 50 mg/Kg +ZEA 40 mg/Kg). Por 10 dias
consecutivos administrou-se a HESP (50 mg/Kg/dia, oralmente) e a partir do 11° dia
administrou-se apenas a ZEA (40 mg/Kg/dia, oralmente). Apds 48 horas, procedeu-se a
eutanasia dos animais onde o sangue e 0s epididimos foram removidos. Foram analisados
parametros bioguimicos: Transaminase Glutdmico Oxalacética (TGO), Transaminase
Glutamico Piravica (TGP), Fosfatase Alcalina (FAL), Gama Glutamil Transferase (GGT),
Lactato Desidrogenase (LDH), Uréia, Creatinina, bilirrubina total e fracdes além de
parametros espermaticos: contagem e motilidade espermatica. A ZEA provocou alteragdes em
todas as enzimas hepaticas e renais analisadas, assim como promoveu alteracdes reprodutivas
com a diminuicdo da contagem e motilidade de espermatozdides. O pré-tratamento com a
HESP preveniu o aparecimento dos efeitos toxicos induzidos pela ZEA em todos os
parametros analisados e assim, este antioxidante pode ser utilizado como uma alternativa na

prevencdo dos danos causados pela ZEA.

Palavras-Chave: micotoxina, flavonoide, antioxidante, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade.



ABSTRACT

The mycotoxins are secondary metabolites of fungi that have toxic effects in humans and
animals. The zearalenone (ZEA) is produced by species of fungi Fusarium, and its occurrence
is frequent in grains and cereals in all the world.The ZEA, the mycotoxin known to cause the
oestrogenism in pigs, is a estrogenic mycotoxin having the reproductive system with addition
of hepatic and renal system as one of its principal targets of toxicity. Already Hesperidin
(HESP), a glycoside flavonoid found in citrus fruits, performs important beneficial activities
because of its antioxidant property. Therefore, it is believed that HESP promote action against
the toxic effects caused by ZEA. Were utilized male Swiss mices, divided into 4 groups
(n=5): group 1 (Saline+ olive oil), group 2 (HESP 50 mg/Kg + olive oil), group 3 (Saline +
ZEA 40 mg/Kg) and group 4 (HESP 50 mg/Kg + ZEA 40 mg/Kg).For 10 consecutive days
were administered HESP (50 mg/Kg/day, orally) and from the 11th day was only
administered to ZEA (40 mg/Kg/day, orally). After 48 hours, proceeded to euthanizing the
animals, where blood and epididymis were removed. Were analyzed biochemical parameters:
Glutamic Oxaloacetic Transaminase (GOT), Glutamic Pyruvic Transaminase (GPT), Alkaline
Phosphatase (ALP), Gamma Glutamyl Transferase (GGT), Lactate Dehydrogenase (LDH),
Urea, Creatinine, total bilirubin and fractions in addition to sperm parameters: count and
sperm motility. The ZEA caused changes in all liver and kidney enzymes analyzed, as
promoted reproductive changes with decreasing count and motility of spermatozoa. The
pretreatment with HESP prevented the appearance appearing the toxic effects induced by
ZEA in all parameters analyzed and so, this antioxidant can be used as an alternative therapy

in the prevention of damage caused by ZEA.

Keywords: mycotoxin,  flavonoid,  antioxidant, nefrotoxicity, hepatotoxicity.



INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos por fungos filamentosos
com alta prevaléncia em matérias-primas destinadas a alimentacdo humana e animal
(SABINO, 2008). A Zearalenona (ZEA) é uma micotoxina estrogénica nao esteroide,
qguimicamente descrita como uma lactona do acido fendlico resorcilico (GAUMY et al.,
2001). A ZEA é um metabdlito sélido cristalino branco produzido por espécies do fungo
Fusarium, principalmente Fusarium graminearum e Fusarium culmorum (ZINEDINE, 2007).
Caracteriza-se por ser uma micotoxina termoestavel com grande capacidade de contaminar
grdos e intoxicar 0s animais que se alimentam destes.

Os efeitos toxicos da ZEA e seus metabdlitos tem sido atribuidos principalmente a sua
estrutura quimica semelhante a dos estrégenos naturais. A ZEA é rapidamente absorvida apos
ingestdo oral e durante o metabolismo subseqlente principalmente no figado e intestino é
transformada em a- € B-zearalenol (a- e B-ZOL), a- e B-zearalanol (a- e B-ZAL) e zearalanona
(ZAN) (GROMADZKA et al., 2008).

O sistema reprodutivo € um dos principais alvos de toxicidade da ZEA (TIEMANN &
DANICKE, 2007; MINERVINI & DELL'AQUILA, 2008; LI et al., 2014). A ZEA se liga aos
receptores estrogénicos (TAKEMURA et al., 2007), resultando em hiperestrogenecidade em
varias espécies de animais, especialmente suinos (MINERVINI; DELL'AQUILA, 2008). A
intoxicagdo causa transtornos reprodutivos, como o aumento da infertilidade de machos
associada a reducdo de testosterona sérica, da espermatogénese e do peso dos testiculos, além
da inducéo de feminizacgéo e reducéo de libido (BOEIRA et al., 2015).

O nivel de intoxicacdo da ZEA depende da quantidade ingerida da toxina, sexo, idade,
tempo de ingestdo e especie animal. Em funcdo de sua metabolizacdo e excrecdo, a ZEA
induz importantes alteracdes hepatotdxicas e nefrotoxicas levando ao comprometimento de
marcadores de dano hepatico e renal (ABID-ESSEFI et al., 2004; HASSEN et al., 2007,
CHATOPADHYAY etal., 2012).

Frente a problematica das micotoxinas, atualmente tém-se dado énfase aos compostos
naturais antioxidantes como os flavonoides. A Hesperidina (HESP), uma flavonona
glicosidica, é um flavonoide citrico com estrutura quimica formada pela hesperitina na forma
aglicona, ligada a glicose e a ramnose (YAMADA, 2006). Encontra-se abundantemente em
frutas citricas como o limdo e a laranja com maiores concentragcdes presentes na casca € na
membrana dessas frutas (KAUR et al., 2006).
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Dentre os efeitos benéficos da HESP, destaca-se o seu efeito em conjunto com a
diosmina para a melhora do sistema vascular venoso, a normalizacdo da permeabilidade
capilar e a manutencdo da microvasculatura (TSAO, 2010). Possui funcdo
hipocolesterolémica comprovada (AHMED, 2012) e propriedade antioxidante em funcéo das
hidroxilas presentes em sua estrutura quimica (GEROZANNO et al., 2002). A ac¢do protetora
da HESP foi avaliada em interacdo com o Cadmio onde reduziu os indices de peroxidacao
lipidica e elevou os niveis de antioxidantes ndo enziméticos, como a Vitamina A, E e
glutationa reduzida (LEELAVINOTHAN & KALIST; 2011). Ja na Doenca de Parkinson
reduziu o déficit cognitivo, o comportamento tipo depressivo e espécies reativas além de
aumentar algumas enzimas antioxidantes (ANTUNES, 2013).

Diante da suscetibilidade humana e animal aos efeitos toxicos da ZEA e do
reconhecimento dos efeitos benéficos da HESP, procurou-se investigar os efeitos protetores

desse antioxidante frente a acdo toxica da ZEA.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Analises Farmacoldgicas e
Toxicoldgicas aplicadas as moléculas bioativas (Laftambio Pampa) da Universidade Federal
do Pampa — Campus Itaqui no periodo de abril/junho de 2015. Para o experimento foram
utilizados 20 camundongos Swiss machos de 90 dias de idade com pesos entre 25-35 gramas,
provenientes do Biotério da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). Os mesmos foram
separados e abrigados em caixas de polipropileno em condic¢des controladas de luz (ciclo
claro/escuro de 12 horas), temperatura controlada (22 + 2 °C), com &gua e alimentos ad
libitum. Ressalta-se que este experimento foi aprovado pela Comissdo de ética para estudos
com animais sob o0 numero 020/2014.

Os camundongos foram divididos em 4 grupos (n=5):

Grupo 1: Salina (0,9%) + Azeite de oliva (10 mL/Kg)

Grupo 2: HESP 50 mg/Kg + Azeite de oliva (10 mL/Kg)

Grupo 3: Salina (0,9%) + ZEA 40 mg/Kg

Grupo 4: HESP 50 mg/Kg + ZEA 40 mg/Kg

A HESP (50 mg/Kg) e o veiculo foram administrados por via oral (p.0), via gavagem,
durante 10 dias consecutivos. No 11° dia os animais receberam uma dose de ZEA (40 mg/Kg)

por via oral, via gavagem. Apds 48 horas do tratamento com a micotoxina, 0S animais
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receberam uma dose de pentobarbital (180 mg/Kg, i.p.) para induzir a eutanasia e
posteriormente o sangue foi coletado por punc¢éo cardiaca. Apos centrifugacdo das amostras, 0
soro foi utilizado para as analises bioquimicas. Além do sangue, os epididimos foram
removidos para andlise esperméatica com homogeneizacdo em tampao Tris-HCI 50 mM, pH
7,4.

Neste estudo foram avaliados através de Kits comerciais 0s seguintes parametros
bioquimicos: Transaminase Glutdmico Oxalacética (TGO), Transaminase Glutamico Pirlvica
(TGP), Fosfatase Alcalina (FAL), Gama Glutamil Transferase (GGT), Lactato Desidrogenase
(LDH), Uréia, Creatinina, Bilirrubinas total, direta e indireta além das analises espermaticas
como o numero de espermatozéides e a motilidade espermatica (BOEIRA, 2012).

Para a realizagdo da estatistica foi utilizado o programa Graph Pad Prism 5. Foi
realizada a Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias seguido por post hoc de Newman-
Keuls para comparacao de todos os grupos tratados. O nivel de significancia considerado foi
de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos nossos resultados, é possivel compreender os efeitos deletérios da
intoxicacdo aguda com a ZEA no sistema hepaético, renal e reprodutor de camundongos Swiss
machos.

A intoxicacdo oral aguda induzida por ZEA aumentou significativamente os niveis de
todas as enzimas indicadas na Figura 2, enquanto que no grupo HESP/ZEA, houve a
prevencao do aumento dos niveis enzimaticos em funcdo da atividade protetora da HESP. As
enzimas TGO, TGP, FAL, GGT e LDH séo importantes marcadores de dano hepatico e o
aumento do nivel das mesmas comprova a a¢do hepatotoxica da ZEA.

Existem vérios estudos que correlacionam o estresse oxidativo como o causador de
efeitos toxicos induzidos por micotoxinas, sendo a hepatotoxicidade uma das consequéncias
desses efeitos toxicos. O aumento da producgéo de espécies reativas como o anion superéxido,
peréxido de hidrogénio e o radical hidroxil mediam os efeitos tdxicos que ocorrem no
metabolismo hepético da micotoxina (TOWNER et al., 2003).

No estudo de CHATOPADHYAY et al. ( 2012), o tratamento com ZEA nas doses de
50 pg, 100 pg and 200 ug promoveu aumento das enzimas TGO e TGP assim como alterac6es

na histopatologia do figado e marcadores inflamatorios. Assim é visto que mesmo em doses
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menores ha efeitos dessa micotoxina potencialmente hepatotoxica, causando o0
comprometimento da funcédo hepatica.

Em nosso estudo, a ZEA é utilizada em doses maiores causando importantes efeitos a
nivel hepéatico. Avaliamos e destacamos esses parametros em nossas analises, pois a GGT é
originada do sistema hepatobiliar e bastante utilizada para diagnosticar as doengas hepaticas.
A sua elevacdo associa-se a estimulacdo cronica do sistema microssomal dos hepatocitos e
presenca de colestase (CALIXTO-LIMA & REIS, 2012). J4 a TGO também se trata de um
excelente biomarcador para dano hepéatico que quando alterado indicaria hepatotoxicidade
(OZER et al., 2008). A quantificacdo da enzima LDH serve como indicador de existéncia de
severidade aguda ou danos teciduais crénicos, também para obter a monitoracdo de doencas
progressivas. O seu aumento pode estar relacionado a infarto do miocardio, doenca hepética,
pancreatite e sindrome nefrética (KRISHNA, 2015).

Além de alteracdes hepaticas, a ZEA promove alteracdes renais. Conforme a Figura 3
a ZEA promove aumento dos niveis de uréia (A) e diminuicdo dos niveis de creatinina (B).
Enquanto que no grupo tratado com HESP/ZEA, a HESP atua de modo preventivo evitando
as alteracdes das enzimas renais.

Fisiologicamente, aumentos de uréia e creatinina indicam insuficiéncia renal e podem
predizer anormalidades e patologias associadas ao rim. Em nosso estudo, somente 0s niveis
de uréia foram aumentados em funcéo da ZEA. Assim, a diminuigdo dos niveis de creatinina
no grupo tratado com ZEA pode estar relacionada com o fato de que embora a creatinina seja
o marcador renal mais especifico e confiavel, a uréia € o marcador renal mais sensivel,
elevando-se mais rapidamente. Outros fatores que podem estar implicitos é o tempo de
exposicdo a ZEA, a dose utilizada e o estado metabolico do animal de experimentacéo.

Assim como em nosso trabalho, a HESP tem sido utilizada em outros estudos em
funcdo de seu potencial benéfico. A HESP tem sido estudada em interacdo com o metal
cadmio e o antifungico anfotericina B, que assim como a ZEA, promovem nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade (LEELAVINOTHAN & KALIST, 2011; MANENTE, 2013). Nesses
trabalhos, a HESP foi eficaz na protecdo contra o aumento de enzimas de dano renal e
hepatico.

A Figura 4 apresenta os resultados dos niveis de bilirrubinas totais (A), bilirrubina
direta (B) e bilirrubina indireta (C), sendo apontados como resultados principais no grafico o
aumento significante de todos esses valores no grupo tratado apenas com a ZEA e a
diminuicdo no grupo interacdo (p < 0.001), no caso o grupo tratado com a ZEA e a HESP.

13



Além disso, € apresentada diferenca significativa (p < 0.05) em compara¢do ao grupo
HESP/ZEA quando comparado com o grupo apenas com a HESP.

Avaliando-se o dano reprodutivo, observa-se no grupo tratado com a ZEA a reducao
do numero de espermatozoides na Figura 5 (A) e reducdo na motilidade espermatica Figura 5
(B). Ambos os parametros analisados apresentaram reducdo pela administracdo da ZEA, mas
também apresentaram efeito protetor pela administracdo da HESP, aumentando esses niveis
que haviam sido reduzidos pela ZEA. Assim é demonstrado que o pré-tratamento foi eficaz
em proteger a reducdo do numero e a motilidade dos espermatozdides, visto que a ZEA é
conhecida pelas suas acOes deletérias a nivel reprodutivo.

De acordo com BOEIRA (2012) sdo apontados os mesmos achados quanto a reducéo
do nimero de espermatozoides e da motilidade espermatica em camundongos Swiss tratados
com ZEA na dose de 40 mg/Kg. Observa-se a toxicidade sobre o sistema reprodutivo dos
machos, efeito relacionado com a reducdo da enzima antioxidante Glutationa-S-transferase
(GST) nos testiculos. Assim como a funcao do epididimo encontrou-se deteriorada reduzindo
a contagem, motilidade e producdo diaria de espermatozdides quando ocorreu exposi¢do ao
Benzo [a] pyrene (BaP) e a seus efeitos toxicos. Foi observada melhora nas alteragdes nos
grupos que tiveram administracdo prévia da HESP antes do BaP, melhorando a funcdo do
epididimo e atenuando os efeitos prejudiciais nos tubulos seminiferos (ARAFA et al., 2009).
Todas as agdes podem ser associadas as propriedades antioxidantes da HESP.

Em nosso estudo o grupo tratado apenas com a micotoxina ZEA possivelmente
apresentou brusca reducao nos testiculos da atividade da Glutationa-S-transferase (GST), uma
enzima detoxificadora muito importante na protecdo dos espermatozoides contra o estresse
oxidativo (MANN et al, 2000). Assim suple-se que nd&o houve protecdo dos
espermatozdides, pois 0 numero de espermatozoides e motilidade espermatica se
apresentaram menores neste grupo, entretanto maiores com a interacdo da HESP. Sugere-se
este resultado, pois a HESP por desempenhar acdo antioxidante evitou a reducdo dessa
enzima GST, exercendo assim a protecdo contra o estresse oxidativo induzido pela ZEA,
consequentemente evitando as consequéncias a nivel reprodutivo.

Diante do exposto, podemos concluir que a ZEA induziu alteragcdes hepaticas, renais e
reprodutivas e que a HESP, através de suas propriedades, atua como preventivo nos eventos

toxicos induzidos pela ZEA.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que o pré-tratamento com Hesperidina (50 mg/Kg,
p.0.), durante 10 dias consecutivos em camundongos Swiss machos expostos a ZEA (40
mg/Kg, p.0.), mostrou-se eficaz em praticamente todos os parametros analisados e que o
mesmo pode ser utilizado como uma futura alternativa terapéutica na prevencdo de danos
ocasionados pela ZEA.
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FIGURAS
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Fonte: (KUNTIY et al., 2014).
Figura 1 - Estrutura quimica da Hesperidina
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Figura 2
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Figura 2 - Efeito da administracdo da Hesperidina (50 mg/kg, p.o.) e da ZEA (40 mg/kg, p.0.)
nas atividades plasméticas da TGO (A), TGP (B), FAL (C), GGT (D) e LDH (E) em
camundongos. Os dados sdo demonstrados através de média £ erro padrdo para um ndmero=5
animais por grupo. *** indica uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo
veiculo/veiculo. * indica uma diferenca significativa (p < 0.05) comparada ao grupo
hesperidina/veiculo. # indica uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo

veiculo/ZEA.



Figura 3
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Figura 3 - Efeito da administracdo da Hesperidina (50 mg/kg, p.o.) e da ZEA (40 mg/kg, p.o.)
nos niveis plasméticos de uréia (A) e creatinina (B) em camundongos. Os dados séo
demonstrados através de média £ erro padrdo para um numero=5 animais por grupo. ***
indica uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo veiculo/veiculo. * indica
uma diferenca significativa (p < 0.05) comparada ao grupo hesperidina/veiculo ou

veiculo/veiculo. # indica uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo
veiculo/ZEA.
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Figura 4 - Efeito da administracdo da Hesperidina (50 mg/kg, p.o.) e da ZEA (40 mg/kg, p.0.)
nos niveis plasmaticos de bilirrubina total (A), direta (B) e indireta (C) em camundongos. Os
dados sdo demonstrados através de média * erro padrdo para um-numero=5 animais por
grupo. *** indica uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo
veiculo/veiculo. * indica uma diferenca significativa (p < 0.05) comparada ao grupo

hespiridina/veiculo. # indica uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo
veiculo/ZEA.
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Figura 5 - Efeito da administracdo da Hesperidina (50 mg/kg, p.o.) e da ZEA (40 mg/kg, p.0.)
no numero de espermatozoides (A) e motilidade espermatica (B) em camundongos. Os dados
sdo demonstrados através de media * erro padrdo para um nimero=>5 animais por grupo. ***
indica uma diferenga significativa (p < 0.001) comparada ao grupo veiculo/veiculo. # indica
uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo veiculo/ZEA.
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