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RESUMO

A Zearalenona (ZEA) é uma micotoxina que causa toxicidade, produzida por fungos
pertencentes ao género fuzarium encontrada em graos e cereais. O Gama Orizanol (y-ORY) é
uma mistura de ésteres do 4cido ferulico com esterol e dlcoois triterpénicos, sendo encontrado
no 6leo do farelo de arroz bruto, com propriedades antioxidantes. O objetivo deste estudo foi
verificar a acdo do y-ORY frente aos efeitos toxicos da micotoxina ZEA em camundongos
adultos machos. Os camundongos receberam y-ORY (10 e 50 mg/Kg, via gavagem) durante
10 dias antes de uma unica administracdo oral de ZEA (40 mg/Kg, via gavagem). Depois de
48 h os testiculos e o sangue foram coletados. O y-ORY impediu a reducdo no nimero e na
motilidade dos espermatozdides e dos niveis de testosterona, restaurou as defesas
antioxidantes e reduziu o processo de inflamacdo, indicando um efeito protetor nos danos
induzidos por ZEA no tecido testicular. A ZEA causou uma diminui¢do na atividade de
defesas antioxidantes, levando a exaustdo através das atividades enzimdticas (glutationa
peroxidase, glutationa redutase, glutationa-S-transferase), deple¢do dos niveis de glutationa
reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG), aumento dos niveis de 4-hidroxinonenal e 8
hidroxi-2'-desoxiguanosina. Em relacdo aos parametros inflamatérios no tecido testicular apds
a administracdo da ZEA, houve um aumento no fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e nos
niveis de interleucinas IL-1 e IL-6 e uma reducdo nos niveis de IL-10. Os nossos resultados
demonstraram que o y-ORY atenuou os efeitos toxicos causados por ZEA no sistema
reprodutor e no sangue de camundongos, provavelmente pela modulagdo do estresse
oxidativo, resultando em uma reducio do processo inflamatério. Com base no exposto acima,

espera-se que o estudo com y-ORY possa ser utilizado em contribuicdo a novas terapias.

Palavras-chave: Micotoxina. Gama Orizanol. Testosterona. Inflamacao.



ABSTRACT

Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin produced by fungi belonging to the genus fuzarium found
in grains and cereals. The Gamma Oryzanol (y-ORY) is a mixture of ferulic acid esters with
sterol and triterpenic alcohols, being found in crude rice bran oil with antioxidant properties.
The objective of this study was to verify the action of y-ORY against the toxic effects of
mycotoxin ZEA in male adult mice. The mice received y-ORY (10 and 50 mg/kg, via gavage)
for 10 days prior to a single oral administration of ZEA (40 mg/kg, via gavage). After 48 h the
testes and blood were collected. The y-ORY prevented the reduction in sperm number and
motility and testosterone levels, restored antioxidant defenses, and reduced the inflammation
process, indicating a protective effect on ZEA induced damage in testicular tissue. ZEA
caused a decrease in the activity of antioxidant defenses, leading to exhaustion through
enzymatic activities (glutathione peroxidase, glutathione reductase, glutathione-S-transferase),
depletion of reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) levels, Levels of 4-
hydroxynonenal and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine. Regarding inflammatory parameters in
the testicular tissue after ZEA administration, there was an increase in tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), interleukin levels IL-1B and IL-6 and a reduction in IL-10 levels. Our results
demonstrated that y-ORY attenuated the toxic effects caused by ZEA in the reproductive
system and in the blood of mice, probably by the modulation of the oxidative stress, resulting
in a reduction of the inflammatory process. Based on the above, it is expected that the study

with y-ORY can be used in contribution to new therapies.

Keywords: Mycotoxin. Gamma Oryzanol. Testosterone. Inflammation.



LISTA DE FIGURAS

A) Revisao Bibliografica

Figura 1 — Fungos dos géneros: Aspergillus, Penicillium, Fusarium.............................. 19
Figura 2 — Estruturas quimicas e vias metabdlicas da ZEA e dos seus metabolitos.......... 24
Figura 3 — Estrutura quimica da Zearalenona (ZEA)........ccccoeoieeeiiieeiieeeiee e 25
Figura 4 — Estrutura quimica do Gama Orizanol (Y-ORY) .....cccccoviiiiiiiiniiiiiiniieiieeeee 27
Figura 5 — Estruturas quimicas de quatro componentes principais de y-ORY.................. 29

B) Manuscrito cientifico

Figure 1. Effect of y-ORY (10 and 50 mg/kg, p.o.) and ZEA (40 mg/kg, p.o.) on (A) number
of spermatozoa in epididymis (F (2,30) = 1.70; p<0.20), (B) percentage of motile spermatozoa
(F (2,30) = 8.12; p<0.001), (C) plasmatic levels of testosterone (F (2,18) = 12.03; p<0.0001)
and (D) testis weight (F (2,24) = 4.79; p<0.01). Data are mean + S.E.M. for n = 6 animals in
each group. * Indicates a significant difference compared with ZEA group. ° Indicates a
significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10 + ZEA. # Indicates a

significant difference compared with control group and y-ORY.

Figure 2. Effect of y-ORY (10 and 50 mg/kg, p.o.) and ZEA (40 mg/kg, p.o.) on serum levels
of IL-1B (2A) (F (2,18) = 47.03; p<0.0001), IL- 6 (2B) (F (2,18) = 25.14; p<0.0001), IL-10
(2C) (F (2,18) = 7.40; p< 0.004) and TNF-a (2D) (F (2,18) = 100.96; p<0.0001). Data are
mean + S.E.M. for n = 7 animals in each group. * Indicates a significant difference compared
with ZEA group. ° Indicates a significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10
+ ZEA. # Indicates a significant difference compared with control group and y-ORY.

Figure 3. Effect of y-ORY (10 and 50 mg/kg, p.o.) and ZEA (40 mg/kg, p.o.) on levels of 4-
HNE (3A) (F (2,24) = 27.65; p<0.0001), 8-OHdG (3B) (F (2,24) = 48.31; p<0.0001) and
protein carbonyl (3C) (F (2,24) = 19.60; p<0.0001). Data are mean + S.E.M. for n = 6 animals
in each group. * Indicates a significant difference compared with ZEA group. ° Indicates a
significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10 + ZEA. # Indicates a

significant difference compared with control group and y-ORY.



LISTA DE TABELAS
Manuscrito Ciéntifico
Table 1. Effect of y-ORY (10 and 50 mg / kg, po) on the activity of antioxidant enzymes

(GPx, GR, GST, CAT and SOD) in testes of male mice exposed to ZEA (40 mg / kg, p.o.).

Table 2. Effect of y-ORY on levels of non-enzymatic antioxidants (GSH, GSSG and ratio
GSH/GSSQG) in testis of male mice exposed to ZEA (40 mg/kg, p.o.).



4-HNE =
8-OHdG =
AESA =
ANOVA =
AOAC =

CAT =
CEN =

DNA =
EFSA =

FAO =

GPx =
GR =
GSH =
GSSG =
H, O, =
HSD =
IL =
IL-1 =
IL-10 =
IL-1a =
IL-1p =
IL-6 =
JECFA =

MERCOSUL =
NPSH =

02 =

OMS =

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

4-Hidroxinonenol

8-Hidroxi-2'-Desoxiguanosina

Autoridade Europeia para Seguranca dos Alimentos

Analysis of variance (anélise de variancia)

Association of Official Analytical Chemists (Associagdo de Quimicos
Analiticos Oficiais)

Catalase

European Committee for Standardization (Comite Europeu de
Normalizacao)

Acido Desoxirribonucleico

Europe Food Safety Authority (Autoridade Europeia para a Seguranga
dos Alimentos)

Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organizagdo
das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagao)

Glutationa Peroxidase

Glutationa Redutase

Glutationa Reduzida

Glutationa Oxidada

Per6xido de Hidrogénio

Hematoma Subdural

Interleucina

Interleucina 1

interleucina 10

Interleucina 1-alfa

Interleucina 1-beta

Interleucina 6

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (Comite Misto
FAO / OMS de Peritos em Aditivos Alimentares)

Mercado Comum do Sul

Ti6is Nao Protéicos

Oxigénio

Organiza¢do Mundial da Saide



RNA =
RBO =
SOD =
SOSBAI =
TBARS =

TNF =
TNF-a =
UE =
ZAN =
ZEA =
a-ZAL =
a-ZEL =
B-ZAL
B-ZEL =
v-ORY =
IU =
HCl =
CDNB =

Ribonucleic Acid (acido ribonucleico)

Rice Brain Qil (6leo de farelo de arroz)
Superéxido Dismutase

Sociedade Sul Brasileira de Arroz Irrigado
Thiobarbituric Acid Reactive Substances (espécies reativas ao acido
tiobarbitirico)

Tumor Necrosis Factor (fator de necrose tumoral)
Fator de Necrose Tumoral Alfa

Unido Europeia

Zearalanona

Zearalenona

Alfa Zearalanol

Alfa Zearalenol

Beta Zearalanol

Beta Zearalenol

Gama Orizanol

Unidades Internacionais

Acido cloridrico

1-chloro-2,4-dinitrobenzene



SUMARIO

1. INTRODUCAO 15
2. JUSTIFICATIVA .uciiiiiictinntennnnsnisssnsssissssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssses 17
3. OBJETIVOS 18
3.1. ODbjJetivo Geral......uucceeeceiisiiiiiiinninninsnnisnicsnncsssisssnsssnsssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssans 18
3.2. Objetivos especificos ..18
4. REVISAO BIBLIOGRAFICA ....ocuvuumencenmsanscsssssnsecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssses 19
4.1. Contaminacao fangica 19
4.2. Micotoxinas 20
4.2.1. Formacao de contaminagdo pOr MICOLOXINAS «....veeeuereerureerureerieeenreeenreeenireesneeenns 20
4.2.2. Controle da CONTAMINACAO .......eeeeerurrreeeriireeeeriieeeeertteeeesrreeesssreeesassreeeesssneeessnnens 21
4.2.3. Efeito tOXicO das MICOLOXINAS ..eeevuvreeeeriurieeeeriiieeeeriieeeesireeeesseneeesenssreesesssnneeessnnns 21
4.2.4. Legislacdo e regulamentacao sObre miCOtOXINGS ......eeevveerureeriueernieernieeenieennieeenns 22

4.3. Zearalenona (ZEA) 23
4.3.1. MetaboliSmOo da (ZIEA) ..o 24
4.3.2. Estrutura e caracteristicas quimicas da (ZEA) .....cccccoeevieiniiiiiiieinieenieeeiee e 25
4.3.3. OCOITENCIA ..ttt ettt ettt sat e et sat e et e st st e e saeeesbeenbaesneesaneeane 26
4.3.4. AcA0 biolOZIca da (ZEA) ..ocueiieeiieeeiee ettt s 26
4.3.5. ToxXicidade da (ZEA) ... e oot 26

4.4. Gama Orizanol (y-ORY) 27
4.4.1. Caracteristicas da principal matéria-prima de obtengdo do y-ORY .......ccccceeeneeenn. 28
4.4.2. Distribui¢d0 do Y-ORY €M QITOZ ......ccceevuiriiriiiirienieeieeteeeeie ettt 28
4.4.3. Efeit0s dO Y-ORY ....ooiiiiiiiiiieeesetee ettt 28

5. MANUSCRITO CIENTIFICO 31
1. INTRODUCTION 34
2. MATERIALS AND METHODS 35
2.1. Animals 35
2.2, REAZENLS ccccrcuriersrercssrricsssrssssasssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 35
2.3. Experimental draw 35
2.4. Preparation of tissue 36
2.5,  ENZYINE ASSAYS wevvrerrrrrcssrnrcsssnscssssesssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 36



2.5.1. Superoxide dismutase (SOD) aCVILY .....eeeruveeriuieeriieeriieerree e eeree e erreeseaeeens 36

2.5.2. Glutathione peroxidase (GPX) aCtiVity .......cccccecvueiriiieeriiieeriie e eeeee e e 36
2.5.3. Glutathione S-transferase (GST) aCtiVILY ......oovvieiriiiiiniiieiniieiiee e 37
2.5.4. Catalase (CAT) ACHVILY ...eeuritirriieeeiieeeite et et eiteeerte e st ee et e esbeessibeessabeesnaneeens 37
2.5.5. Glutathione Reductase (GR) aCtIVILY .....ceevviiiriieiniieiiieeniieeiee et 37
2.6. Fluorometric assay of reduced glutathione (GSH) and oxidized (GSSG) .....cccue.... 38

2.7. Measurement of 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine

(8-OHdG) 38
2.8. Evaluation of the number and motility of spermatozoa..........ccceeeeeecueccscunccssrnccsnnees 38
2.9. TeStOStEroNe IEVELS ...ueeeeererercrercsssencssrnncssanisssanisssasssssasesssasssssasesssasssssnssssasssssasssssasssssnsase 39
2.10. Levels (IL-1p, IL-6, IL-10 and TNF-a) 39
2.11. Protein Determination 39
2.12. Assay protein carbonyl 39
2.13. Statistical analysis 39
3. RESULTS . .uuiiieicrniineicnsncssanssssissssossssssasessssssssossasssasessssssssossssssassssasssssessassssssssassssssssasssasss 39
3.1. Activities antioxidant enzymes (GPx, GR, GST, CAT and SOD) .....cccccceeeureennee 39
3.2. Non-enzymatic antioxidant levels (GSH, GSSG and GSH/GSSG ratio) ............ 40
3.3. Measurement of 4-HNE levels of 8-OHdG and protein carbonyl....................... 40
3.4. Reproductive PArametersS.....coueicieeecssscsssanesssasesssasesssassssssssssssssssssssssssssssssssssasssssans 40
3.5.  Inflammatory PATAMELETS ....cccciecsrecsssrecsssresssssessssesssssessssssssssssssssssssssssssnssssssssssanss 41
4. DISCUSSION ..uiiiiiiiniinninsnncsssissnncsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 41
5. REFERENCES .....uiiniineinnnicnaissnnisssnsssscssssssssssssssssssssassssssssasssssessssssssssssssssssssassssssssassss 45
Legends: .51
Figures: .52
TADIES: ceoeueiriiiiiiiitiisiniinintiissnniessstissssnesssnessssnessssnessssaessssssssssssssssesssssesssssessssssssssasssssesssssssssnss 55
6. CONCLUSAOQ......cuuenrenrenrenssensssssssssssesssenssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasases 57
7. PERSPECTIVAS . ..ciiiiintinniinniinnisssissssissssssssisssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssns 58
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....ucuueruenrernsnsensssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssassssss 59
0. ANEXOS ..ouviiieinnnicnsnnsssncssansssnssssssssssssssssssossasssssssssssssssssassssssssassssssssassssssssassssssssassssssssassss 66

9.1. Anexo 1 — Protocolo de aprovacao de projeto CEUA — UNIPAMPA..........cccceeuveeeunee 66



1. INTRODUCAO

Os alimentos, de uma maneira geral, sdo muito propensos a contaminagdo por fungos,
uma vez que sdo constituidos de substincias orgénicas e indimeros nutrientes. E inevitivel
que, segundo certas condi¢cdes ambientais, ocorra formacdo de bolores (CONCON, 1988). Em
alimentos, a contamina¢do por micotoxinas pode ocorrer a qualquer momento, durante a
colheita ou armazenamento (LOFTUS et al., 2016).

H4 mais de 150 espécies de fungos que podem se desenvolver em um grande nimero
de substratos destinados tanto a alimentacdo humana quanto animal. Estudos a respeito de
moléstias que se manifestam em animais de criacdo alimentados com rag¢des contaminadas,
levaram a conclusdo de que os agentes causadores ndo eram propriamente os fungos, mas sim
substincias originadas de seu metabolismo secundario, denominadas micotoxinas (MIDIO &
MARTINS, 2000).

A Organizacdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e a Alimentacido (FAO) estimou
que 25% do suprimento alimentar estd contaminado com micotoxinas (MARROQUIN-
CARDONA et al., 2015).

A micotoxina Zearalenona (ZEA) é uma lactona do acido resorcilico com atividade
estrogénica (ABASSI et al., 2016) tanto in vitro quanto in vivo (MALI et al., 2016) e
promotora de crescimento (anabdlica). A ZEA € capaz de promover proliferacdo, formacao de
colonias e migracdo celular. A ZEA possui capacidade de causar danos ao DNA, o que sugere
que esta micotoxina pode ser considerada como cancerigena (ABASSI et al., 2016).

Em animais, os efeitos toxicos da exposi¢do prolongada a ZEA na dieta incluem
carcinogenicidade, genotoxicidade, toxicidade reprodutiva, efeitos enddcrinos e
imunotoxicidade. Em homens, a ZEA pode reduzir os niveis de testosterona, o peso e
espermatogénese, induzindo a feminizagao e reducdo do libido (ZINEDINE et al., 2007).

O dano oxidativo é provavelmente considerado como uma das principais vias de
toxicidade da ZEA. Este dano oxidativo pode, portanto, ser um evento iniciador e contribuir
em parte, a0 mecanismo da ZEA em diferentes efeitos genotoxicos e citotoxicos (ASSEN et
al., 2007).

Segundo Varela & Forte (2001) citocinas sdo moléculas protéicas, glicosiladas ou
ndo, que enviam diversos sinais estimulatérios, modulatérios ou mesmo inibitérios para as
diferentes células proximas e enddcrinas quando sua agdo € a distdncia. Atuam em

concentracdes baixissimas e sua sintese habitualmente ocorre apds estimulacio antigena.
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Os graos sdo os alimentos basicos mais comuns consumidos em todo o mundo. Tendo
em vista que o arroz (Oryza Sativa L.) constitui o principal grao na dieta humana, e uma vez
que alimenta mais de metade da populacao mundial, € muito importante considerar os seus
constituintes, tais como Yy-ORY, fibras, 4cido aminobutirico e vitaminas (TUNCEL &
YILMAS, 2011). Atualmente, o arroz € a cultura com maior potencial de aumento de
producdo e responde pelo suprimento de 20% de calorias consumidas na alimentacdo de
pessoas no mundo (SOSBALI, 2016).

Os efeitos benéficos atribuidos ao consumo de arroz integral devem considerar a
interacdo sinérgica dos constituintes bioativos. O consumo de arroz ndo polido (integral) em
refei¢Oes regulares € fortemente recomendado, uma vez que durante o processo industrial de
polimento para obtengdo do arroz branco, ocorre a reducdo de aproximadamente 94% do teor
de y-ORY do grao (TUNCEL & YILMAS, 2011). Em decorréncia de seu consumo, o arroz
desempenha um papel estratégico na solucdo de questdes de seguranca alimentar. Os dez
paises maiores produtores sdo, em ordem decrescente: China, India, Indonésia, Bangladesh,
Vietnd, Tailandia, Myanmar, Filipinas, Brasil e Japao (SOSBAI, 2016).

Para estabelecer os efeitos benéficos do Gama Orizanol (y-ORY) na defesa
antioxidante dos sistemas celulares, é importante considerar que os antioxidantes dietéticos
sd0 essenciais para manter as fungdes celulares normais e para assegurar a homeostase do
corpo. No entanto, a regulacdo de um mecanismo redox através de meios dietéticos estd
atualmente ganhando uma atracdo considerdvel no campo das ci€ncias da saide e de

alimentos (MINATEL et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

A exposicdo humana as micotoxinas pelo consumo de alimentos € uma questdo de
satide publica em todo o mundo. Visando novas estratégias para intervengdes terapéuticas ao
dano causado pela micotoxina ZEA no sistema reprodutor masculino, faz-se necessario a
investigacdo de novos compostos que possuam atividade anti-inflamatdria, antioxidante,
anticancerigeno, entre outros. Existe uma relacdo entre o estresse oxidativo e as alteragdes
reprodutivas causadas pela micotoxina ZEA e investigar o uso de novas substincias naturais

como o y-ORY a fim de atuar como agente protetor, torna esse estudo relevante.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar o possivel efeito protetor do y-ORY contra a toxicidade induzida pela ZEA no

sistema reprodutor e sanguineo de camundongos machos.

3.2. Objetivos especificos

Analisar a toxicidade da ZEA e um possivel efeito protetor do y-ORY no sistema
reprodutor.

Determinar os niveis plasméticos de testosterona.

Determinar a toxicidade da ZEA e um possivel efeito protetor do y-ORY nos parametros
inflamatérios: (IL-1B, IL-6 e IL-10, TNF-a)) em sistema reprodutor.

Determinar os marcadores enzimaticos: catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST).

Avaliar os marcadores ndo enziméticos como: a glutationa reduzida (GSH) e glutationa
oxidada (GSSG) e 4-hidroxinonenal (4-HNE).

Quantificar os niveis de 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina (8-OHdG).

Analisar o teor de proteina carbonila.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Contaminacao fingica

Durante muitos anos, a contaminagdo dos alimentos e ra¢cdes de animais por diferentes
espécies de fungos ndo patogénicos foi considerada apenas como um problema sensorial e,
eventualmente, econdmico. Algumas décadas atrés, a idéia a respeito de alimentos com bolor
era de que os fungos presentes produziam apenas substancias degraddveis a sua aparéncia,
sabor ou odor e que poderiam gerar no maximo, problemas relacionados a rejei¢do destes
alimentos (CAZENAVE & MIDIO, 1998).

Os metabdlitos primdrios dos fungos ou como de outros organismos, sdo aqueles
essenciais ao seu crescimento. J4 os secunddrios sdo formados durante o final da fase
exponencial de crescimento e ndo possuem uma significancia aparente para o crescimento ou
metabolismo do organismo produtor. Em geral, esses metabdlitos parecem ser formados
quando grandes quantidades de precursores de metabdlitos primdrios, tais como amino4cidos,
acetato, piruvato e outros, sdo acumulados. A sintese de micotoxinas representa uma maneira
dos fungos reduzirem quantidade de precursores, que ndo siao requeridos para o metabolismo
(JAY, 2005).

Metabolismo secundério € compreendido como reacdes bioquimicas cujos produtos da
sintese terminal ndo desempenham papel algum na prépria biologia do fungo produtor. A
producdo de metabdlicos secundarios depende enormemente das caracteristicas das espécies
dos fungos, condi¢cdes ambientais (nutrientes, parametros fisico-quimicos), além do estado
bioquimico e biolégico do substrato (LE BARS & LE BARS, 1998).

As micotoxinas sdo produzidas principalmente por trés géneros de fungos:

Aspergillus, Penicillium e Fusarium conforme demonstrado na figura 1.

Figura 1 — Fungos dos géneros: Aspergillus (a), Penicillium (b), Fusarium (c).

Fonte: Google imagens (acesso em 19.fev.2017)
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4.2. Micotoxinas

As micotoxinas sd3o os metabolitos secunddrios téxicos de ocorréncia natural de
algumas espécies de fungos. Elas sdo contaminantes alimentares e comprovadamente
apresentam efeitos prejudiciais para a saide humana e animal (MARROQUIN-CARDONA et
al., 2015).

As micotoxinas podem entrar nas cadeias alimentares humana e animal por meio de
contaminacdo direta ou indireta. A contaminacao indireta de alimentos e ra¢des ocorre quando
um ingrediente qualquer foi previamente contaminado por um fungo toxigénico, e mesmo que
o fungo tenha sido eliminado durante o processamento, as micotoxinas ainda permanecerao
no produto final. A contaminag¢do direta, por outro lado, ocorre quando o produto, o alimento
ou a ragdo, se torna contaminado por um fungo toxigé€nico, com posterior formagdo de
micotoxinas. Sabe-se que a maioria dos alimentos e ragdes pode permitir o crescimento € 0O
desenvolvimento de fungos toxigénicos, tanto durante a producdo, quanto durante o
processamento, o transporte e o armazenamento (FRISVAD & SAMSON, 1992).

As micotoxinas podem aparecer na cadeia alimentar devido a infecc¢do fungica das
culturas, sendo consumida diretamente pelos seres humanos ou utilizadas como alimento para

os animais (MIDIO & MARTINS, 2000).

4.2.1. Formacao de contamina¢ao por micotoxinas

Geralmente, as culturas que sdo armazenadas por algum periodo, se tornam alvos
potenciais para o crescimento de fungos e formac¢do de micotoxinas. A contamina¢do humana
por micotoxinas pode ocorrer em uma variedade de plantas utilisadas como alimento,
incluindo commodities tais como: grdaos de cereais (cevada, milho, centeio e trigo), café,
produtos lacteos, frutas, nozes, amendoim e especiarias. A contamina¢do também pode
ocorrer por produtos animais como o leite ou pela carne de animais que consomem alimentos
contaminados (STOEV, 2015).

As condicdes climéticas dos paises tropicais (como a temperatura e umidade elevadas)
favorecem a proliferacio de fungos nos produtos agricolas, principalmente graos,
determinando altos teores de micotoxinas nos alimentos provenientes dessas regides. Isso
pode acarretar dificuldades na exportagao desses produtos com sérios reflexos a economia dos
paises que, a exemplo do Brasil, mantém o equilibrio de sua balanga comercial baseado na

exportagdo de grandes quantidades de graos (CAZENAVE & MIDIO, 1998).
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Segundo Concon (1988), os fungos produtores de micotoxinas podem ser classificados em
trés grupos:
e Fungos de campo: geralmente contaminam as plantas antes mesmo das colheitas;
e Fungos de armazenamento: se desenvolvem durante o periodo de armazenamento;
e Fungos de decomposi¢do: que como o préprio nome sugere, levam o alimento a um
estado de decomposic¢ado, tornando-o impréprio para 0 consumo.

A principal forma dos seres humanos ficarem expostos as micotoxinas € através do
consumo de alimentos contaminados como: graos, milho e outros géneros alimenticios ou,
alternativamente, consumindo carne de animais ou produtos de origem animal que tenham
ingerido alimentos contaminados (STOEV, 2015). A qualidade da matéria-prima destinada
para transformacdo em alimentos, ¢ um ponto crucial para que sejam possiveis assegurar os

niveis de exposicdo humana (BOL et al., 2016).

4.2.2. Controle da contaminacio

Os processos de alta temperatura causam reducao das concentragdes de micotoxinas,
mas a maioria das micotoxinas sdo moderadamente estdveis na maioria dos sistemas de
processamento de alimentos. O processo por extrusdo a altas temperaturas (acima de 150 °C)
parecem reduzir as concentragdes de micotoxinas (BULLERMAN & BIANCHINI, 2007). A
ZEA ¢ estivel ao calor até 150 °C, sendo observada degradacdo somente em altas
temperaturas ou em condi¢des alcalinas (RYU et al., 1999).

A avaliacdo do perigo e exposi¢do, respectivamente, sdo os dois primeiros fatores que
fornecem informacdes para as principais bases de avaliagdo dos riscos (EGMOND et al.,
2007).

Geralmente, a ZEA ndo € afetada no processo de cozimento, foi observado mais de
40% de reducdo apenas em condicOes alcalinas ou durante o processo de extrusdo com

aquecimento sob um elevado grau de pressao (EFSA, 2011).

4.2.3. Efeito toxico das micotoxinas

Um grande nimero de fungos produz substancias tdéxicas conhecidas como
micotoxinas, algumas dessas substincias possuem capacidade mutagénica e carcinogénica,

enquanto outras apresentam toxicidade especifica a um 6rgdo ou sdo téxicas por outros
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mecanismos. Ao menos 14 micotoxinas sdo carcinogénicas, sendo as aflatoxinas as mais
potentes. Os ensaios microbioldgicos com as micotoxinas revelaram um nivel de 85% de
correlagdo entre carcinogenicidade e mutagenicidade (STARK, 1980).

As micotoxinas contaminam alimentos e ra¢des animais, produzindo efeitos agudos
(micotoxicoses) ou cronicos, via de regra, carcinogénicos (MfDIO & MARTINS, 2000). As
caracteristicas de diagnéstico que definem as micotoxicoses sdo as seguintes: a doenga nao €
transmissivel, os tratamentos com farmacos e antibidticos t€m pouco ou nenhum efeito, os
focos sdo frequentemente sazonais, os surtos sdo geralmente associados a géneros
alimenticios e o exame do alimento ou género alimenticio suspeito muitas vezes revela sinais

de atividade fingica (MARIN et al., 2013).

4.2.4. Legislacao e regulamentacio sobre micotoxinas

No inicio das regulamentacOes para micotoxinas, as medidas abrangeram
principalmente as aflatoxinas e foram estabelecidas por paises industrializados, que tinham os
seus limites e orientacdo (SCHULLER et al., 1983).

Até o final dos anos 90, as defini¢cbes para regulamentacOes de micotoxinas foi
principalmente um caso nacional. Gradualmente, virias comunidades como a Unido Européia
— UE, Mercado Comum do Sul — MERCOSUL e paises como Austrdlia e Nova Zelandia
tém padronizado suas regulamentacdes sobre micotoxinas existentes (EGMOND et al., 2007).

Segundo a FAO (2003) o conhecimento de que as micotoxinas poderiam ter sérios
efeitos sobre os seres humanos e os animais, levaram muitos paises nas ultimas décadas a
estabelecer regulamentacdes sobre as micotoxinas nos alimentos para proteger a saide dos
seres humanos, bem como, os interesses econdmicos dos produtores e comerciantes. O
estabelecimento de regulamentos em micotoxinas € uma atividade complexa, que envolve
muitos fatores e partes interessadas. Os primeiros limites para micotoxinas foram
estabelecidos no final dos anos 1960 para as aflatoxinas. Até ao final de 2003, cerca de 100
paises haviam desenvolvido limites especificos para as micotoxinas nos géneros alimenticios
e nos alimentos para animais e esses nimeros continuavam aumentando. A mais recente
revisdo abrangente sobre micotoxinas foi publicada pela FAO em 1997 com base em um
inquérito internacional realizado em 1994 e 1995. Desde a publicagdo deste documento,
muitos novos limites e regulamentos para micotoxinas entraram em vigor ou estdo em

desenvolvimento, criando a necessidade de uma atualizagdo. Em 2002 e 2003, realizou-se um
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inquérito internacional relevante, que forneceu informac¢des muito pormenorizadas. Estas
informacdes foram processadas e analisadas durante 2003 e foram atualizadas com base em
informacdes e alteracdes recebidas até 31 de dezembro de 2003. As regulamentagdes sdao
feitas principalmente com base em efeitos toxicos conhecidos.

As micotoxinas consideradas mais significativas sdo as aflatoxinas, ocratoxina A,
patulina, fumonisinas, zearalenona e alguns tricotecenos incluindo o desoxinivalenol e
tiveram seus riscos avaliados pelo Comité Misto de Especialistas em Aditivos Alimentares
(JECFA) e pelo 6rgdo consultivo cientifico da FAO e da OMS.

O JECFA fornece um mecanismo para avaliar a toxicidade de aditivos alimentares,
residuos de medicamentos veterindrios e contaminantes. Avaliacdo de seguranca de
contaminantes incorpora vdarias etapas em uma abordagem formal de avaliacdo do risco a
saude.

As regulamentagdes atuais foram elaboradas com base em pareceres cientificos de
autoridades como: o Comite Misto de Peritos da FAO/OMS, JECFA e a Autoridade Europeia
para a Seguranca dos Alimentos (AESA). Ao mesmo tempo, os requisitos para métodos
analiticos e amostras adequadas, colocam altas exigéncias a outras organizacdes profissionais,
como a AOAC Internacional e a Norma Europeia (CEN). Os regulamentos atuais abrangem
13 diferentes micotoxinas ou grupos de micotoxinas e foram estabelecidos os limites para

muitos alimentos, commodities e produtos (EGMOND et al., 2007).

4.3. Zearalenona (ZEA)

A micotoxina ZEA foi isolada e caracterizada em 1962, devido a chamada sindrome
estrogénica produzida em suinos alimentados com ra¢des a base de milho contaminado por
este fungo. Os limites para a ZEA no milho e outros cereais variam atualmente de 100 a 600
pg/kg (CAZENAVE & MIDIO, 1988). A concentragdo da ZEA nos alimentos para o
consumo humano e animal difere dependendo da condicdo climatica. A média de ZEA através
de diferentes dietas de alimentagdo, variam de 2,4 a 24 ng/kg por dia em adultos. Entretanto, a
ingestdo de ZEA aumenta entre 9,3 e 100 ng/kg por dia em pessoas mais jovens (ZATECKA
et al., 2014).

A ZEA € uma micotoxina produzida por vdrias espécies de Fusarium, particularmente
por Fusarium graminearum e também por F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F.

verticillioides, e F. incarnatum. Geralmente, estas espécies de Fusarium crescem e invadem
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em condi¢des de campo fresco imido durante a floracdo, mas a produgdo de toxinas também

pode ocorrer apds a colheita em condi¢des de armazenamento precarias (EFSA, 2011).

4.3.1. Metabolismo da (ZEA)

As espécies de ZEAs podem produzir pequenas quantidades de varios metabolitos
relacionados, a o-zearalenol e o [-zearalenol sao os derivados mais importantes
(RICHARDSON et al., 1985). Todas as ZEAs sdo compostos estrogénicos, € o potencial
estrogénico do a-zearalenol ¢ maior do que a ZEA e B-zearalenol (HAGLER et al., 1979),
provavelmente devido a uma maior afinidade de ligacdo aos receptores de estrogénio
(FITZPATRICK et al., 1989).

As hidroxiesteroide desidrogenases (HSD) convertem a ZEA por 7-cetona reduzindo
em dois metabolitos estereoisoméricos a- e P-zearalenol (a-ZEL e B-ZEL). Uma redugdo
adicional da via que produz dois metabolitos menores a- e B-zearalanol (a-ZAL e B-ZAL).
Outra via envolve a reducdo da ZEA a zearalanona (ZAN) que pode ser adicionalmente
reduzido a a-ZAL e B-ZAL (MALEKINEJAD et al., 2006). Varia¢des na estrutura original da
ZEA, principalmente em termos da hidroxilacdo e oxidac¢do, podem levar naturalmente ao

aparecimento de outros compostos, conforme demonstrado na figura 2.

Figura 2 — Estruturas quimicas e vias metabdlicas da ZEA e dos seus metabolitos.
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Fonte: Adaptado de Molina-Molina, 2014.
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4.3.2. Estrutura e caracteristicas quimicas da (ZEA)

A ZEA estd estruturalmente relacionada com o zearalanol (zeranol), um promotor de
crescimento anabdlico proibido na UE em 1988. A ZEA é metabolizada em bovinos para
varios compostos, incluindo zeranol. Na sintese do B-zeranol utilizado em veterinaria como
promotor do crescimento, a ZEA aparece como produto intermedidrio (CHRISTENSEN et al.,
1965; IARC, 1983).

A ZEA € uma lactona macro ciclica do acido resorcilico, apresentando-se como
substancia muito estdvel a hidrdlise. Sua propriedade fluorescente pode ser usada como uma
vantagem analitica quando for irradiada com luz ultravioleta. A ZEA caracteristicamente €
uma substancia de origem natural. Todavia, pode ser obtida por sintese a partir da glicose, em
larga escala (CHRISTENSEN et al., 1965; IARC, 1983).

Apesar da ZEA (figura 3) ser uma lactona com um grande anel, compreendendo 13
carbonos, € estavel ao rompimento hidrolitico. Isto € atribuido a presenca de um grupo metil
secundério que impede que ataques nucleofilicos sejam efetivados na carbonila da lactona. A
ZEA € um sdlido cristalino branco, solivel em délcali-aquoso, éter, benzeno, cloroférmio,
cloreto de metila, acetato de etila, acetonitrila, dlcoois e fracamente solivel em éter de

petréleo (OGA, 2008).

Figura 3 — Estrutura quimica da Zearalenona (ZEA).
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4.3.3. Ocorréncia

De acordo com a EFSA (2011), entre os graos para consumo humano, a frequéncia de
ocorréncia de ZEA no milho (33%) e nivel de conteddo médio (15 pgkg) €
significativamente maior. Esta tendéncia foi mantida em produtos de moagem de grios,
embora niveis muito altos fossem determinados em farelo de trigo (33 pg/kg). Assim, tanto a
prevaléncia e nivel de ZEA nos produtos de cereais analisados para consumo foi baixo, exceto
para Oleos vegetais com 86% de amostras positivas e um nivel médio de 72 pg/kg. Em geral,
a ZEA ¢ redistribuida entre as fragdes de moagem. Os subprodutos da limpeza dos griaos de
cereais crus (poeira, cascas, e outros) foram caracterizados por concentracdes de ZEA 3 a 30
vezes maiores que graos de cereais limpos, enquanto que no farelo as concentracdes foram 2
vezes mais elevadas. A ZEA foi encontrada em milho, cevada, aveia, trigo e sorgo, sendo o
milho o grdo mais relacionado com surtos de hiperestrogenismo em suinos (OGA, 2008). Se
os niveis de umidade permanecem suficientemente altos apds a colheita, o fungo cresce e
produz toxina. Outros graos como gergelim, podem ser infectados, além do milho (STARK,

1980).

4.3.4. Acao bioldgica da (ZEA)

A acdo bioldgica dessa toxina estd relacionada a sua capacidade de competir com o
receptor especifico de unido do estradiol, nas células brancas. Além disso, estimula a sintese
de DNA, RNA e proteinas nos 6rgdos (ttero e glandulas mamadrias). Esta micotoxina possui
atividade estrog€nica, tanto nos machos como nas fémeas (OGA, 2008). A ZEA ¢
rapidamente metabolizada apds a ingestdo e absor¢do, principalmente por células hepaticas e
intestinais (MALEKINEJAD et al., 2006).

A ZEA ¢ principalmente metabolizada pela via de desintoxicacdo, e seus metabolitos
reduzidos sdo entdo conjugados com dcido sulfénico ou glucurdnico, seguido de uma

excrecdo biliar extensa e recirculagdo entero-hepdtica, e sdo finalmente eliminados,

principalmente na urina (ZINEDINE et al., 2007; DUCA et al., 2012).

4.3.5. Toxicidade da (ZEA)
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A ZEA e alguns dos seus metabdlitos relacionados, se liga a receptores de estrogénio.
Assim, a toxicidade estd associada a determinadas espécies de animais e possivelmente nos
seres humanos (GROMADZKA et al., 2009, WOOD, 1992).

Poucos dados estdo disponiveis sobre a toxicidade aguda da ZEA, parece ser
relativamente baixa, com valores de DL50 oral variando entre 2000 e 20.000 mg/kg,
dependendo das espécies testadas (D’MELLO, 1991). A ZEA possui efeitos graves sobre a
producdo animal durante a gravidez, reduz a sobrevida e o peso do embrido. Além disso, a
ZEA produz dilatacdo vulvar e vermelhidao, vulvovaginite, reten¢do ou auséncia de leite e

prolapso retal (ZINEDINE et al., 2007).

4.4. Gama Orizanol (y-ORY)

O y-ORY (figura 4) € uma mistura de esteril ferulatos, que sdo formados por
esterificacdo do grupo hidroxilo de esterdis (campesterol, estigmasterol, B-sitosterol) ou
alcoois triterpeno (cicloartanol, cicloestol, 24-metilenocicloaranol, ciclobranol) com o grupo
acido carboxilico de acido ferdlico IMSANGUAN et al., 2008; LU et al., 2011; JENG et al.,
2012). O y-ORY foi encontrado em O6leo de farelo de arroz em 1954 (KANEKO &
TSUCHIYA, 1954).

Figura 4 — Estrutura quimica do gama orizanol (y-ORY).

HO

As moléculas com atividade antioxidante contidos no arroz incluem acidos fendlicos,
flavonéides, antocianinas, proantocianidinas, tocoferdis, tocotriendis, y-ORY e 4cido fitico.
Os trés primeiros grupos sdo referidos coletivamente como compostos fenolicos (GOLFO &

TRINDADE, 2014).
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4.4.1. Caracteristicas da principal matéria-prima de obtencio do y-ORY

O arroz é uma das principais culturas cerealiferas do mundo em desenvolvimento. E
consumido como alimento bdsico por mais de um ter¢co da populacdo mundial com
aproximadamente 95% da produgio na Asia (BHATTACHARIJEE et al., 2002).

O processo de moagem comega com a remog¢do da casca ndo comestivel que cobre o
grao, produzindo assim o grdo inteiro (ou arroz integral). O endosperma de arroz, também
conhecido como arroz branqueado, arroz polido ou arroz branco, € produzido por um processo
adicional de polimento que tira a camada de farelo do arroz integral. Em geral, o beneficio do
endosperma do griao de arroz permanecer sobre o grdo inteiro é devido as suas propriedades
sensoriais desejdveis e a estabilidade de armazenamento. A camada de farelo é constituida por
(pericarpo, casca da semente, nucellus e aleurona) e o germe (embrido). O farelo de arroz, o
embrido e a casca s3o considerados subprodutos da industria de moagem de arroz (GOLFO &

TRINDADE, 2014).

4.4.2. Distribuicao do y-ORY em arroz

Independentemente da cor do arroz, a distribui¢do de y-ORY no arroz € classificada na
seguinte ordem decrescente: farelo (3.174,2 - 3.176,4 mg/kg) > grdo integral (413,3 - 473,3
mg/kg) > casca (102,4 - 323,2 mg/kg) > endosperma (49,1 - 231,8 mg/kg) (GOLFO &
TRINDADE, 2014). O farelo de arroz possui 3000 mg / kg de y-ORY, que é uma mistura de
10 ésteres ferulicos de alcool triterpénico (XU & GODBER, 1999; LLOYD et al., 2000).

Os ésteres de esteril ferulados que compdem o v-ORY sdo encontrados
predominantemente no farelo de arroz (YU et al., 2007; HUANG & NG, 2011; TUNCEL &
YILMAZ, 2011; MANDAK & NYSTROM, 2012). O dleo de arroz (obtido através do seu
farelo) é extraido do germe e de parte interna da casca do arroz e € rico em y-ORY (PATEL &

NAIK., 2004 ; TUNCEL et al., 2011).

4.4.3. Efeitos do y-ORY

O y-ORY caracteriza-se por apresentar atividades hipocolesterolémicas (CHEN &
CHENG, 2006), anti-inflamatérias (PASCUAL et al., 2013) e antioxidantes (ISMAIL et al.,
2010; PASCUAL et al., 2013). O y-ORY compreende uma mistura de ésteres de acido
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ferdlico (FA) e fitoesterdis (esterdis e dlcoois triterpénicos) (XU & GODBER, 1999;
LERMA-GARCIA et al., 2009).

No entanto, o efeito principal do y-ORY como um antioxidante € provavelmente
devido a sua capacidade de prevenir a peroxidacdo lipidica e o estresse oxidativo. Essa
propriedade antioxidante deve-se aos seus trés metabdlitos (cicloartenilo, 24-
metilenecicloartanilo e campesteril ferulados), conforme demonstrado na figura 5 que
apresentaram maior teor de contra a oxidacdo do colesterol quando comparado com a
vitamina E (XU et al., 2001), seu principal metabdlito o dcido ferdlico apresenta o grupo CH
= CH-COOH (4cido cinamico) que assegura atividade antioxidante eficiente (CUVELIER et
al., 1992).

Figura 5 — Estruturas quimicas de quatro componentes principais de y-ORY.
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Portanto, todos os potenciais beneficios para a sade associados a ingestdo de y-ORY
devem ser interpretados a sua capacidade antioxidante e outras interacdes metabdlicas
(MINATEL et al., 2016). Xu & Godber (2001) sugeriram que a funcdo nutricional dos
componentes do y-ORY pode estar relacionada as suas fungdes antioxidantes devido a
estrutura do 4cido ferulico. Uma vez que existem vdrias maneiras pelas quais uma substincia
pode exercer a sua atividade antioxidante, Juliano et al. (2005) avaliou o mecanismo
antioxidante do y-ORY com diferentes modelos in vitro. Poucos ensaios in vivo avaliaram o

potencial antioxidante do y-ORY. O estudo de Accinni et al. (2006) demonstrou as vantagens
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de uma suplementacdo dietética combinada de 4 meses com &cido graxo poliinsaturado
Omega 3, vitamina E, niacina e y-ORY em niveis de estresse oxidativo em pacientes
dislipidémicos. Entre os trés grupos experimentais, o grupo que consumiu y-ORY apresentou
as melhores taxas de estresse oxidativo expressas por: ROS, interleucina 1-f (IL1- ),
concentracdo de fator de necrose tumoral (TNF-a) e tromboxano B2 (TXB2) e capacidade
antioxidante total (TAC). Em um estudo de Ismail et al. (2010), foram determinadas as
propriedades antioxidantes de y-ORY na expressdo génica em figado de ratos. Em outro
estudo de SZCZESNIAK et al. (2015) foi demonstrado que o y-ORY € um poderoso
antioxidante, enquanto que os resultados in vitro sugerem que y-ORY € capaz de inibir a
formagdo de novos radicais livres, bem como eliminar os radicais organicos soliveis em

lipideos.
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5. MANUSCRITO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
manuscrito cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliogrdficas, encontram-se no préprio manuscrito cientifico. O manuscrito estd disposto na

forma que serd submetido a revista “Reproductive Toxicology”.
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ABSTRACT

The Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin produced by fungi of the genus fuzarium found in
grains and cereals. The Gamma Oryzanol (y-ORY) is a mixture of ferulic acid esters of sterol
and triterpenic alcohols, found in the crude rice bran oil. The aim of this study was to
investigate the action of y-ORY forward to the toxic effects of the mycotoxin ZEA in adult
male mice. The mice received y-ORY (10 and 50 mg / kg, via gavage) for 10 days before a
single oral administration of ZEA (40 mg / kg, via gavage). After 48 h the testes and blood
were collected. The y-ORY prevented the reduction in the number and motility of sperm and
testosterone levels, indicating a protective effect on the damage induced by ZEA in testicular
tissue. ZEA caused a decrease in the antioxidant defense activity, leading to exhaust through
the enzymatic activity (glutathione peroxidase, glutathione reductase, glutathione S-
transferase), reduced glutathione levels depletion (GSH) and oxidized glutathione (GSSG),
increased 4-hydroxynonenal levels and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine. With respect to
inflammation, an increase in the levels of interleukin 1B and 6, tumor necrosis factor and a
reduction of IL-10 levels in testis tissue after administration ZEA. The y-ORY treatment
increased the number and motility of sperm, testosterone levels by restoring the antioxidant
defenses and reduced the process of inflammation. Our results indicate that the y-ORY

attenuate the toxic effects caused by ZEA in reproductive systems and blood of mice.

Keywords: Mycotoxin, Gamma Oryzanol, testosterone, inflammation.
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1. INTRODUCTION

Contamination of food by mycotoxins has been reported worldwide, especially in
foods susceptible to fungal growth, such as grains and cereals [6]. The risks associated with
mycotoxins depend on both danger and exposure. Exposure is variable due to different levels
of contamination and eating habits in various parts of the world [7]. Mycotoxins, which
usually occur in cereal grains and other products, are not completely destroyed during food
processing operations, which can lead to contamination of processed and finished foods. The
mycotoxins most commonly associated with cereal grains are aflatoxins, ochratoxin A,
Jfumonisins, deoxynivalenol and zearalenone . Mycotoxins are secondary metabolites
produced by a variety of fungi, the genera of fungi most commonly associated with naturally
occurring toxins are Aspergillus, Penicillium and Fusarium

Zearalenone (6- (10-Hydroxy-6-oxo-trans-1-undecenyl)-B-resorcylic acid lactone)
(ZEA) is a mycotoxin produced by several species of Fusarium, particularly by Fusarium
graminearum and F. culmorum, F. Cerealis, F. equiseti, F. verticillioides and F. incarnatum

. ZEA 1s a mycotoxin with high estrogenic, non-steroidal activity, in vitro and in vivo, and

can act as a general food contaminant. It is normally detected in grains such as corn, wheat,
barley, sorghum, rye and other cereals . ZEA is rapidly transformed in the liver to a and
[-zearalenol by 3-dehydrogenase a-hydroxysteroids

ZEA 1is capable of promoting cell proliferation, colony formation and cell migration,
even at very low concentrations. ZEA induces toxicity, being important its prevention,
attenuation and the cure of its harmful effects induced in human health . In the present
study, it was found that maize grain is the most susceptible to contamination by
phytopathogenic fungi of the genus Fusarium . Geographic factors, variety susceptibility
and storage conditions also interfere with mycotoxin production, and several toxins can be
produced simultaneously . One of ZEA's main toxicity targets is the reproductive system
(uterus, ovaries and testicles) in the human body and animals, and can cause some problems,
such as fibrosis in the uterus, breast cancer, decreased fertility and in some cases, can cause
problems in hematological parameters

The Gamma Oryzanol (y-ORY) consists of a complex mixture of ferulic acid esters
with triterpene alcohols and sterols, being an important nutraceutical found in rice bran
Several biological and physiological properties have been associated with the y-ORY, such as

the ability to lower cholesterol, antioxidant and anti-inflammatory activities . These
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compounds are found in cereal grain germ and bran and are the three main bioactive chemical
compounds found in brown rice, thus being a good material for the development of functional
foods and nutraceuticals |5]. The advantages in the consumption of brown rice for health are
largely associated with the bioactive components present in foods, in the presence of ferulic
acid (FA), y-ORY and Gamma-aminobutyric acid (GABA).

The objective of the present study was to investigate the protective potential of the -
ORY range against ZEA toxicity in sperm number and motility, evaluating plasma levels of
testosterone, interleukins (IL-1p, IL-6, IL-10) and necrosis factor alpha (GSH levels, oxidized
glutathione (GSSG), 4-hydroxynonenal (4-HNE), glutathione reductase (GR), glutathione S-
transferase (GST)), glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT) and superoxide dismutase
(SOD)) and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) in the testicular tissue in adult male

mice.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1.Animals

The present study used male type Swiss mice (25-30 g). The animals were maintained
under controlled temperature of 22 °C to 25 °C, with free access to food and water, under a
light-dark cycle of 12 h/12h. All experiments were performed in order to minimize the
suffering of animals and reduce the number of animals used in the study. The procedures in
this study will be conducted in accordance with the guidelines of the Resources Committee on
Care and Use of Experimental Animals and will be submitted for approval by the Ethics
Committee for Animal Use (CEUA), the Federal University of Pampa, Brazil. The project is
filed under the number 021/2014.

2.2.Reagents

The ZEA will be purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA) and Gamma Oryzanol
range of chemical industry of Tokyo Co., Ltd. (Tokyo, Japan).

2.3.Experimental draw
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The mice are weighed and randomly divided into six groups (n = 6 per group): 1)
control/vehicle; 2) vehicle/y-ORY 10 mg/kg; 3) Vehicle/y-ORY 50 mg/kg; 4) ZEA (40 mg /
kg); 5) y-ORY 10 mg/kg + ZEA (40 mg/kg); 6) y-ORY 50 mg/kg + ZEA (40 mg/kg). The
vehicle is canola oil (the y-ORY and ZEA be diluted canola oil), where y-ORY (10 and 50 mg
/ kg) is administered for 10 consecutive days. The concentration of the y-ORY used in this
study was according to SPIAZZI et al. (2013) and the ZEA concentration and the duration of
the experiment, according to PETERINI-BOEIRA et al. (2012; 2014 and 2015).

The mice receive the eleventh day ZEA (40 mg/kg), or ZEA/vehicle. After 48 hours,
euthanasic will be performed with a pentobarbital injection (180 mg/kg intraperitoneally, ip),
are subsequently collected tissues (testis and epididymis) and blood samples collected by
cardiac puncture in tubes containing heparin (1 U/ml), these tissues are removed, weighed and
homogenized in 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4 for determination of enzyme indicators of

oxidative stress.

2.4. Preparation of tissue

After the experimental period, mice were euthanized with an overdose of barbiturates
(intraperitoneal sodium pentobarbital 180 mg/kg). The testis, epididymis tissue and blood
were collected and subsequently homogenized after collection in Tris-HCI 50 mM pH 7.4.
Homogenates were centrifuged at 2400 g for 15 minutes at 4 °C and the supernatant fraction

was used for the subsequent tests.

2.5. Enzyme assays

2.5.1. Superoxide dismutase (SOD) activity

The activity of superoxide dismutase will be described second . This method is based
on the ability of SOD to inhibit the autoxidation of epinephrine. The color reaction can be
monitored at 480 nm. An enzyme unit (1 U) is defined as the amount of enzyme required to

inhibit the auto-oxidation rate of 50% at 26 °C.

2.5.2. Glutathione peroxidase (GPx) activity



37

The activity of glutathione peroxidase (GPx) is measured in a system containing reduced
glutathione (GSH), the reduced form of nicotinamide adenine phosphate dinucleotide
(NADPH) and glutathione reductase (GR) according . GPx acts as oxidizing GSH to
glutathione disulfide (GSSG). To complete the cycle, GR reduce GSSG to GSH back to the
expense of NADPH. The decrease in NADPH concentration can be monitored at 340 nm. The
GPx activity will be expressed by the use of NADPH in nmol/min/mg of protein.

2.5.3. Glutathione S-transferase (GST) activity

The GST activity is assayed spectrophotometrically at 340 nm according to a previously
described method . The reaction mixture will contain an aliquot of homogenate, 0.1 M
potassium phosphate buffer pH 7.4, 100 mM GSH and 100 mM CDNB, which is used as a

substrate. The enzymatic activity is expressed in pmol/min mg of protein.

2.5.4. Catalase (CAT) activity

The CAT activity in the samples will be assayed spectrophotometrically as described

, enzyme is involved in the control of disappearing of H,O; in the presence of the sample

at 240 nm. Subsequently an aliquot is added in potassium phosphate buffer 50 mM pH 7.0
and the enzyme reaction is started by adding H,O,. One unit of enzyme is defined as the
amount of enzyme required to monitor the disappearance of H,O,. The enzymatic activity is

expressed as units (U) / mg protein (1 U decomposes 1 pmol of HO, / min at pH 7, 25 ° C).

2.5.5. Glutathione Reductase (GR) activity

The GR activity will be determined as described by Mannervik and Carlberg . In this
assay, GSSG is reduced to GR consumption at the expense of NADPH, which is followed at
340 nm. The GR activity is proportional to the NADPH decay. An aliquot S1 is added to the
system buffer containing 0.15 M potassium phosphate (pH 7.0), 1.5 mM EDTA and 0.15 mM
NADPH. Subsequently reading the basal substrate (20 mM GSSG) to be added. The

enzymatic activity is expressed as nmol of NADPH min/ mg of protein.
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2.6. Fluorometric assay of reduced glutathione (GSH) and oxidized (GSSG)

For measuring the levels of GSH and GSSG it will be used a method previously
described by HISSIN and HILF . Briefly, 100 mg of testis are homogenized in 3.75 ml
EDTA phosphate buffer (pH 8) plus 1 ml HPO3 (25%). Homogenates are centrifuged at 4 ° C
at 100,000 x g for 30 min, and the supernatants (S2) are separated in two different 500 ml
aliquots each for measurement of GSH and GSSG. For the measurement of GSH, 500 ml of
supernatant (S2) is diluted in 4.5 ml of phosphate-EDTA buffer (pH 8) (sodium phosphate
100 mM and 5 mM EDTA). The final assay mixture (2.0 ml) contains 100 ml of the diluted
supernatant tissue, 1,800 ml of phosphate-EDTA buffer and 100 ml of Oftalaldehyde (OPA)
(1 mg / ml). The mixtures are incubated at room temperature for 15 min and their fluorescent
signal will be recorded on the Agilent spectrofluorimeter at 420 nm and emission at 350 nm
excitation wavelength. For the measurement of GSSG, 250 ml of supernatant (S2) is
incubated at room temperature with 100 ml of N-ethylmaleimide (NEM) (0.04 M) for 30 min
at room temperature, and thereafter, 140 uL of mixture, 1.760 ml NaOH buffer (0.1 N) are
added in sequence OPT are added 100 uL and incubated for 15 minutes, using the procedure
described above for the assay of GSH.

2.7. Measurement of 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
(8-OHdG)

The 4-HNE and 8-OHdG content will be measured in the testis with ELISA kits according
to the manufacturer's instructions (Cell Bio Labs, SanDiego, USA). The results are expressed

in g/ ml (4-HNE) and ng / ml (8-OHdG).

2.8. Evaluation of the number and motility of spermatozoa

The assessment of the sperm counts and motility is performed according . Briefly,
epididymis tail is homogenized in 2 ml of saline (0.9% NaCl) heated (37 ° C). An aliquot (10
ul) of the diluted sperm suspension is transferred to a standard hemocytometer counting
chamber is subsequently allowed to stand for 5 min. The cells will be installed within 5 min
and will be counted with the help of light microscope (Nikon Eclipse 50i) with 200x

magnification.
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2.9. Testosterone levels

The serum testosterone levels are analyzed by radioimmunoassay (RIA) using
commercially available reagent (total testosterone, Coat-a-Count ®, DPC, Los Angeles, CA,
USA) with a labeled hormone I (radioactive tracer). Radioactivity will be measured by an
automatic counter for determining the standard curve and the concentration of the samples.

The results will be expressed one ng/ml serum.

2.10. Levels (IL-1p, IL-6, IL-10 and TNF-a)

The second blood sample will be used for the determination of serum inflammatory
following parameters: IL-1B, IL-6, IL-10 and TNF-a. IL-1f levels of IL-6, IL-10 and TNF-a
assays are determined using commercially available ELISA according to the instructions
provided by the manufacturer (Duo Set kit, R and D Systems; Minneapolis, USA). The results

are expressed in pg/mg tissue.

2.11. Protein Determination

Protein concentration is measured by the method of Bradford using bovine serum

albumin as standard.

2.12. Assay protein carbonyl

2.13. Statistical analysis

For the statistical analysis, will be used (ANOVA) two-way followed by the post hoc
Newman-Keuls using the Graph Pad Prism version 5.0 software, where significance levels

will be set at p <0.05. The results are expressed as mean and standard deviation.

3. RESULTS

3.1. Activities antioxidant enzymes (GPx, GR, GST, CAT and SOD)
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In our study was to evaluate the antioxidant enzymes of oxidative stress induced by
acute administration of ZEA and the protective effect of y-ORY (Table 1). In ZEA group
there was a reduction in the activity of GPx, GR and GST in testis, being prevented by
exposure to y-ORY at the doses of 10 and 50 mg/kg by the oral route. However, the activity
of SOD and CAT was no significant difference in any of the exposure groups (Table 1).

3.2. Non-enzymatic antioxidant levels (GSH, GSSG and GSH/GSSG ratio)

Effect of y-ORY on levels of non-enzymatic antioxidants (GSH, GSSG ratio and GSH
/GSSQ) in testis of male mice exposed to ZEA (Table 2). In the group exposed to ZEA there
was a reduction in the levels of GSH and GSH/GSSG ratio compared with the control group,
and mitigated the damage induced by ZEA by treatment with y-ORY at the doses of 10 and 50
mg/kg by the oral route. However, in the group treated with ZEA showed an increase in the
levels of GSSG in the control group, which prevented this rise with the treatment of y-ORY,

promoting a reduction per se.

3.3.Measurement of 4-HNE levels of 8-OHdG and protein carbonyl

As shown in Figure 3 A and B, there was an increase in the levels of 4-HNE and 8-
OHAJG in the testes of mice ZEA group. However, treatment with y-ORY (10 and 50 mg/kg)
reduced the levels of 4-HNE (Figure 3A) and 8-OHdG (Figure 3B) in testis compared ZEA
group. The protein carbonyl content was increased levels in the group treated with ZEA, this

damage is prevented in the group treated with y-ORY (Figure 3C).

3.4. Reproductive parameters

In our study, there was a reduction in the number and motility of spermatozoa in the
group with ZEA (figure 1 A and B), wherein the y-ORY (at the doses of 10 and 50 mg/kg by
the oral route) was able to prevent deleterious effects caused by ZEA on sperm count and
motility.

Plasma levels of testosterone and testes weight (Figure 1 C and D) the group exposed

to ZEA was decreased significantly compared with the control group. In the group exposed to
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ZEA + v-ORY showed an increase in testosterone levels and the weight of the testes in

comparison with ZEA group.

3.5. Inflammatory parameters

Inflammatory parameters of IL-1p (Figure 2A), IL-6 (Figure 2B), TNF- a (Figure 2D)
were significantly increased in the group with ZEA When compared to control group.

In the group treated with ZEA 1L-10 levels (Figure 2C) showed a reduction compared
to the control group. The y-ORY demonstrated prevention in inflammatory parameters

compared to the control group.

4. DISCUSSION

The direct association between mycotoxins, inflammation and oxidative stress in the male
reproductive system and the subsequent development of infertility constitute important issues
in contemporary medicine. The integrity of the testicular tissue and the development of
immunologic apoptosis and oxidative mechanisms are essential for preservation of
reproductive capacity . In the present study, we revealed that exposure of mice to ZEA
resulted in a marked decrease in sperm count as well as motility with significant increases in
the levels of interleukins (IL-1PB, IL-6 and TNF-a), accompanied with decrease in the serum
testosterone levels and in the testicular GSH content, a marked inhibition of GPx, GR and
GST activities. In this context, we demonstrated the protective effect of y-ORY on
reproductive, oxidative and inflammatory alterations induced by the mycotoxin ZEA in mice.

In the present study, acute administration of ZEA at 40 mg / kg caused damage to the
male reproductive system by dramatically reducing the number and motility of live
spermatozoa, as well as a reduction in testosterone levels, our results corroborate those found
in the study of . The treatment by y-ORY attenuated the reduction of the number and
motility of live spermatozoa, particularly the dose of 50 mg/kg. The levels of testosterone
were restored in levels control by y-ORY at both doses, similarly at Spermatogenesis and
testosterone biosynthesis are the major functions in the mammalian reproductive system

This study demonstrated that y-ORY protected the male reproductive system
preventing the reduction of the number and motility of sperm beyond the maintenance of
testosterone levels, probably trough by modulating oxidative stress and reduction the process

of inflammation in the testis of mice.
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The antioxidant enzymes act cooperatively at different sites in the metabolic pathway
of free radicals to prevent oxidative damage . GST activity is involved in this effect and
semen contains significant amounts of this enzyme, which is important enzyme for sperm
protection against oxidative stress . GSH may also serve as a cofactor for a several drug-
metabolizing enzymes (GST) where it is consumed, or for antioxidant enzymes (GPx) where
it functions as a redox partner During oxidation, GSH forms a dimer, glutathione
disulfide (GSSG), which, in turn, can be reduced by the enzyme GR at the expense of
NADPH . 4-HNE has been shown to be a key mediator in increasing neuronal
vulnerability to oxidative insults . Based on these results, we reported that ZEA (40
mg/kg) reduced the activities of some key enzymes antioxidants (GST, GR and GPx) and
altered the normal state of non-enzymatic antioxidant defenses increasing levels of GSSG and
4-HNE and decreasing the levels of GSH and the ratio GSH/GSSG. Similar results were
reported . It was suggested that the depletion of antioxidants induced by ZEA
could be also one of the reasons for increased oxidative stress in the testis and modifications
of endocrine and reproductive parameters . We demonstrated that the y-ORY (10
and 50 mg/kg) attenuated the state of oxidative stress and restored to normal levels the non-
enzymatic parameters probably why be where as it has potent free radical scavenging
properties, which are associated with the hydroxyl substitution in the fift hand seventh
positions that directly sequestrates free radicals . The y-ORY has been reported
to possess a wide range of therapeutically useful biological potential activity, including
lowering cholesterol levels, inhibition of platelet aggregation and improvement in lipid
standard, antioxidant, anticancerogenic, antidiabetic, antiulcer, neuroprotective and also has
immunomodulatory action . In this way, the beneficial effects of y-ORY with
improvement of antioxidant potential thereby normalized GSH and GSSG contents and GPx,
GR and GST activities.

Inflammation is a physiological response aiming at defending the organism against
injurious stimuli and initiating the healing process in order to restore tissue homeostasis
Testicular macrophages secrete pro-inflammatory as well as anti-inflammatory cytokines

. The biological significance of these mediators for testicular function is unknown, but
they appear to be involved in immunologic surveillance, immunoregulation, and tissue
remodeling . Inflammation is an important part of the immune pathogenesis and is a
physiological response of the body to tissue injury, infection and stress . Macrophages

play key roles in providing immediate defense against foreign agents, testicular macrophages
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secrete proinflammatory cytokines and anti-inflammatory . The y-ORY presented anti-
inflamatory activity Lipid peroxidation is a well-established mechanism for cell
injury in animal and is used as an indicator of oxidative stress in cells and tissues. It is
possible that the y-ORY penetrate through the cell membrane due to its property lipophilicity.
Extracts of rice bran rich in y-ORY act as a lipophilic radical scavenger, more effective than
the hydrophilic radical having potent anti-inflammatory activity

Macrophages have been implicated in inducing immunosuppression in the testis
microenvironment, where the cytokines play a key role in testis immune regulation
Cytokines are important in host defense, inflammatory response, and immune-mediated
disease. Through of this study, determined the cytokine concentrations, we quantified markers
of the inflammation process (IL-1B, 6, 10, TNF-a), ZEA initiated inflammation process as
already reported . IL-1pB, IL-6 and TNF-a acted as pro-inflammatory cytokines
while IL-10 is a master anti-inflammatory cytokine that encourages inflammatory resolution
by blocking signals that initiate the synthesis of pro-inflammatory proteins . We showed
that ZEA treatment decreased levels of IL-10 and of IL-1B, 6, TNF-a, being prevented this
damage by treatment with y-ORY. In the present study, it was determined that the
concentrations of cytokines and quantitated markers of the inflammatory process (IL-1p, IL-6,
IL-10 and TNF-a), ZEA mycotoxin is able to initiate a process of inflammation as already
reported , IL-1PB, IL-6 and TNF-a acted as pro-inflammatory cytokines, while IL-10 is
an anti-inflammatory master cytokine that stimulates the inflammatory Resolution blocking
signals that initiate synthesis of pro-inflammatory proteins . In our study, treatment with
v-ORY restored IL-10 and decreased levels of IL-1pB, IL- 6 and TNF-a. The y-ORY had anti-
inflammatory activities

The present study suggests that there was a depletion of antioxidant enzymes ZEA
induced, leading to increased oxidative stress in testicular tissue, causing changes in the
reproductive and endocrine parameters . In our study, we demonstrated that the y-
ORY (10 and 50 mg/kg) attenuated oxidative stress. The y-ORY 50 mg/kg protect against
testicular oxidative damage induced by cadmium in male mice

TNF-a is produced principally by macrophages involved in systemic inflammation and a

member of a group of cytokines that stimulate acute phase reaction . TNF-a and IL-1p are
produced in the testis under normal physiological conditions and play a significant role in the
maintenance of testicular function . IL-6 and IL-6R might be involved in the pathogenesis

of autoimmune orchitis, promoting inflammation and apoptosis testicular germ cells
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Conclusion

In conclusion, this study showed that ZEA treatment caused damage to the reproductive
system in male mice, ZEA caused a reduction in the number and motility of sperm,
testosterone levels decreased, induced testicular oxidative damage developing a process of
inflammation. Our results suggest that treatment with y-ORY had a protective effect against
damage ZEA action, restoring testicular function, improving antioxidant defenses and

inflammatory parameters.
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Legends:

Figure 1. Effect of y-ORY (10 and 50 mg/kg, p.o.) and ZEA (40 mg/kg, p.o.) on (A) number
of spermatozoa in epididymis (F (2,30) = 1.70; p<0.20), (B) percentage of motile spermatozoa
(F (2,30) = 8.12; p<0.001), (C) plasmatic levels of testosterone (F (2,18) = 12.03; p<0.0001)
and (D) testis weight (F (2,24) = 4.79; p<0.01). Data are mean + S.E.M. for n = 6 animals in
each group. * Indicates a significant difference compared with ZEA group. ° Indicates a
significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10 + ZEA. # Indicates a

significant difference compared with control group and y-ORY.

Figure 2. Effect of y-ORY (10 and 50 mg/kg, p.o.) and ZEA (40 mg/kg, p.o.) on serum levels
of IL-1B (2A) (F (2,18) = 47.03; p<0.0001), IL- 6 (2B) (F (2,18) = 25.14; p<0.0001), IL-10
(20C) (F (2,18) = 7.40; p< 0.004) and TNF-a (2D) (F (2,18) = 100.96; p<0.0001). Data are
mean + S.E.M. for n = 7 animals in each group. * Indicates a significant difference compared
with ZEA group. ° Indicates a significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10
+ ZEA. # Indicates a significant difference compared with control group and y-ORY.

Figure 3. Effect of y-ORY (10 and 50 mg/kg, p.o.) and ZEA (40 mg/kg, p.o.) on levels of 4-
HNE (3A) (F (2,24) = 27.65; p<0.0001), 8-OHdG (3B) (F (2,24) = 48.31; p<0.0001) and
protein carbonyl (3C) (F (2,24) = 19.60; p<0.0001). Data are mean + S.E.M. for n = 6 animals
in each group. * Indicates a significant difference compared with ZEA group. ° Indicates a
significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10 + ZEA. # Indicates a

significant difference compared with control group and y-ORY.
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Figure 1: Effect of y-ORY (10 and 50 mg/kg, p.o.) and ZEA (40 mg/kg, p.o.) on (A) number
of spermatozoa in epididymis (F (2,30) = 1.70; p<0.20), (B) percentage of motile spermatozoa
(F (2,30) = 8.12; p<0.001), (C) plasmatic levels of testosterone (F (2,18) = 12.03; p<0.0001)
and (D) testis weight (F (2,24) = 4.79; p<0.01). Data are mean + S.E.M. for n = 6 animals in
each group. * Indicates a significant difference compared with ZEA group. ° Indicates a
significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10 + ZEA. # Indicates a

significant difference compared with control group and y-ORY.
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Figure 2. Effect of y-ORY (10 and 50 mg/kg, p.o.) and ZEA (40 mg/kg, p.o.) on serum levels
of IL-1B (2A) (F (2,18) = 47.03; p<0.0001), IL- 6 (2B) (F (2,18) = 25.14; p<0.0001), IL-10
(2C) (F (2,18) = 7.40; p< 0.004) and TNF-a (2D) (F (2,18) = 100.96; p<0.0001). Data are
mean + S.E.M. for n = 7 animals in each group. * Indicates a significant difference compared
with ZEA group. ° Indicates a significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10

+ ZEA. # Indicates a significant difference compared with control group and y-ORY.
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Figure 3. Effect of y-ORY (10 and 50 mg/kg, p.o.) and ZEA (40 mg/kg, p.o.) on levels of 4-
HNE (3A) (F (2,24) =27.65; p<0.0001), 8-OHdG (3B) (F (2,24) = 48.31; p<0.0001) and
protein carbonyl (3C) (F (2,24) = 19.60; p<0.0001). Data are mean + S.E.M. for n = 6 animals
in each; group. * Indicates a significant difference compared with ZEA group. ° Indicates a
significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10 + ZEA. # Indicates a

significant difference compared with control group and y-ORY.



Tables:

Table 1. Effect of y-ORY (10 and 50 mg / kg, po) on the activity of antioxidant enzymes

(GPx, GR, GST, CAT and SOD) in testes of male mice exposed to ZEA (40 mg / kg, po).

GRUPOS  GPx GR GST CAT SOD
74.00 +
Controle T840£360  67.00£391 7240441  8820+481 | o
“ée(ﬁilz 10+ 9020+526 64804335 6560455 9500+ 6.58 29620 +
VORY S0+ 098045092 64.80+4.15 7680+632 94204545 LU0
vehicle 4,61
Vehicle + \ Y . 100,60 + 69.40 +
M 5020£439" 25404283 3220643" 100 o3
-ORY 10 + . . . 75.40 +
[ 85.00£2,73% 5360£696% 5200£2,68% 98002644 1)
y-ORY 50+ 103,80 % . 7020+ 85.20 +
[ 13 08° 61.60+341% [0 98,00 1126 |70

GPx: F (2.24) = 4.87; (P <0.01) (nmol of NADPH min" mg™ protein); GR: F (2.24) = 10.99;
(P <0.05) (NADPH nmol per min™ / mg'l); GST: F (2.24) = 6.18; (P <0.001). (Nmol CDNB /
min / mg protein); CAT: main effect of ZEA: F (1,24) = 0,94; (P <0.34) and y-ORY: F (2.24)
= 0.04; (P <0.96) (H,O, nmol consumed per minute per milligram of protein) and SOD: main
effect of ZEA: F (1.24) = 0.07; (P <0.79) and y-ORY: F (2.24) = 1.16; (P <0.33) (units per
milligram of protein). Data are the mean + standard deviation. N = 6 animals in each group. *
Indicates a significant difference compared with ZEA group. ° Indicates a significant
difference compared with ZEA group and y-ORY 10 + ZEA. # Indicates a significant
difference compared with control group and y-ORY. CAT and SOD had no significant

statistically results.
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Table 2. Effect of y-ORY on levels of non-enzymatic antioxidants (GSH, GSSG and ratio
GSH/GSSQG) in testis of male mice exposed to ZEA (40 mg/kg, p.o.).

GROUPS GSH GSSG GSH/GSSG
Control 1,304 + 0,04 0,2840 £ 0,01 4,684 + 0,40
v-ORY 10 + vehicle 1,590 £ 0,03 0,2340 £ 0,01 6,882 + 0,36
v-ORY 50 + vehicle 1,564 + 0,11 0,2520 £ 0,02 6,521 + 0,84
Vehicle + ZEA 0,6380 + 0,04# 0,4540 £ 0,02# 1,424 £ 0,14#
v-ORY 10 + ZEA 0,9020 £ 0,06*# 0,2620 £0,01* 3,582 +(0,37*
v-ORY 50 + ZEA 1,375 +0,07%° 0,2840 £0,01* 4,879 +0,27*

GSH: F (2.24) = 7.94; (P <0.002) (ng / mg protein); GSSG: F (2.24) = 8.59; (P <0.001) (ng /
mg protein); GSH / GSSG: F (2.24) = 2.14; (P <0.13). Date are mean + S.E.M. For n = 6
animals in each group. * Indicates a significant difference compared with ZEA group. °
Indicates a significant difference compared with ZEA group and y-ORY 10 + ZEA. #

Indicates a significant difference compared with control group and y-ORY.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que:

A administracdo oral aguda de ZEA causou uma diminui¢@o no peso dos testiculos, no
nimero e na motilidade dos espermatozoides e também diminuiu os niveis de testosterona,

porém estes parametros foram atenuados pelo pré tratamento com o y-ORY;

A administracio oral aguda de ZEA aumentou os niveis das citocinas pro-

inflamatérias (IL-1p, IL-6 e TNF-a) e diminuiu os niveis da citocina anti-inflamatdria I1L-10;

A administracdo oral aguda de ZEA elevou os niveis de 4-HNE, 8-OHdG e o teor de

proteina carbonilada;

A administragdo oral aguda de ZEA causou uma inibicdo na atividade das enzimas
antioxidantes GST, GR e GPx, sendo atenuado pelo pré tratamento com y-ORY, mas ndo

apresentou qualquer alteracdo nas enzimas SOD e CAT;

A administracdo oral aguda de ZEA reduziu o nivel do marcador de estresse oxidativo

GSH e arelacio GSH/GSSG e também aumentou os niveis de GSSG.

Com base nestes resultados, sugere-se que a administragdo oral aguda de ZEA atuou
através da deplecdo das defesas antioxidantes dando inicio ao processo inflamatério e que o
pré-tratamento com o y-ORY atenuou a deplecdo das defesas antioxidantes e também

melhorou os parametros reprodutivos e inflamatorios.
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7. PERSPECTIVAS

A fim de obter um melhor entendimento a respeito dos mecanismos de toxicidade e
dos efeitos toxicos provocados pela micotoxina ZEA e o efeito do y-ORY este trabalho tera

continuidade no doutorado.

Avaliar o efeito do y-ORY em um modelo de exposicao cronica a ZEA;

Determinar os indicadores nao-enzimadticos de estresse oxidativo como as espécies
reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS), contetido de grupos tidis ndo-protéicos (NPSH) em

figado, rins e testiculos, apds a administracao cronica de ZEA e tratados com y-ORY;

Avaliar os parametros hematolégicos (leucdcitos totais, segmentados, bastoes,
eosindfilos, linfécitos, mondcitos e plaquetas) através de esfregaco sanguineo, apds a

administracio cronica de ZEA e tratados com y-ORY;
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