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RESUMO
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A zearalenona (ZEA) é produzida por fungos da espécie Fusarium, e sua ocorréncia é
freqliente em graos e cereais em todo o mundo. A ZEA é estruturalmente semelhante ao
estrogénio, e, portanto, € responsavel pela sindrome estrogénica, uma vez que possui
capacidade de ativar os receptores de estrogénio provocando alteracdes funcionais dos érgdos
do trato reprodutivo. Além disso, como uma micotoxina toxigénica e imunosupressora, altera
parametros hematoldgicos e promove um desequilibrio no sistema oxidativo, especialmente
nas enzimas antioxidantes. Assim, o objetivo do nosso trabalho é avaliar os efeitos agudos
causados pela administracdo oral de ZEA. Foram utilizados camundongos Swiss machos que
receberam uma administracdo de ZEA (40 mg/kg), e apds 48 horas foram submetidos a
eutanasia. Como parametros de toxicidade, foram analisados os pesos dos érgaos (pulmao,
figado, baco, rins, testiculos e epididimos), analise comportamental, dosagem de paréametros
hematoldgicos pela contagem de leucdcitos totais, fracdes (segmetados, bastdes, eosindfilos,
mondcitos e linfocitos) e plaquetas, pardmetros reprodutivos pela contagem de
espermatozdides e analise da motilidade e pardmetros do sistema oxidativo pela dosagem das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase
(GST), determinacéo de acido ascérbico (AA), determinacdo de tidis ndo-proteicos (NPSH) e
avaliacdo da peroxidacdo lipidica pela determinagdo das substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS). Os resultados mostram que a intoxicagdo aguda por ZEA causa efeitos
hematologicos pelo aumento da contagem total de leucécitos e das fragdes bem como
diminuicdo da contagem de linfdcitos e plaquetas. Os efeitos reprodutivos observados foram a
reducdo significativa do nimero e motilidade de espermatozéides. Quanto aos parametros de
estresse oxidativo, a ZEA reduziu a atividade da GST nos testiculos e nos rins, a atividade da
SOD aumentou nos rins, figado e testiculos, e a atividade da CAT aumentou nos rins. A andlise
comportamental, a determinacdo de AA e NPSH assim como, o TBARS n&o sofreram
alteracbes neste protocolo. Com base nos resultados confirma-se que o sistema reprodutivo é
o principal alvo da ZEA, mesmo no protocolo de intoxicac@o aguda, e que existe uma relacéo
entre o estresse oxidativo, especialmente a reducdo da atividade da GST, com as altera¢cbes
esperméticas. Conclui-se que a administracdo aguda de ZEA induz efeitos tdxicos
hematoldgicose reprodutivos, e provavelmente estes efeitos se relacionam com o estresse
oxidativo.

Palavras-chave: micotoxina, intoxicacdo aguda, sistema reprodutivo, estresse oxidativo,
camundongo.
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ABSTRACT

Dissertation of Master
Program of Post-Graduation in Biochemistry
Federal University of Pampa

CHARACTERIZATION OF TOXIC EFFECTS OF ACUTE EXPOSURE
RESULTING THE MYCOTOXIN ZEARALENONE IN MICE
Author: Silvana Peterini Boeira
Advisor: Ana Flavia Furian
Co-advisor: Cristiano Ricardo Jesse
Site and Date of Defence: Uruguaiana, February 27, 2012.

Zearalenone (ZEA) a non-steroidal estrogenic mycotoxin produced by several species
of Fusarium, and its occurrence is common in grains and cereals worldwide. ZEA is structurally
similar to estrogen, and therefore is responsible for the estrogen syndrome, since it has the
ability to activate estrogen receptors, inducing functional changes in the reproductive tract
organs. Moreover, as an immunosuppressive mycotoxin it has been demonstrated that elicits
hematological and reproductive damage. Therefore, the current study was aimed to investigate
the effects of an acute oral dose of ZEA. Adult Swiss albino male mice were exposed to a single
oral injection of ZEA (40 mg/kg, p.o.), and 48 hours thereafter behavioral and biochemical tests
were performed. In order to evaluate any possible toxic action of acute ZEA administration, the
body and vital organs (lung, liver, spleen, kidney, testis and epididymis) relative weight were
determined, as well as behavioral analysis, measurement of hematological and reproductive
parameters (sperm count and motility). Additionally, markers of oxidative stress in liver, kidney
and testes of mice were analysed by measuring the activity of antioxidant enzymes, superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione S-transferase (GST). Moreover,
determination of ascorbic acid (AA), non-protein thiols (NPSH) and assessment of lipid
peroxidation by determination of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were also
analysed. Results show that ZEA caused acute hematological effects by increasing the total
leukocyte number and fractions as well as a decreased lymphocyte and platelets number. ZEA
drastically reduced the number and motility of live spermatozoa. Regarding the oxidative stress
parameters, ZEA reduced the GST activity in the testis and kidney, SOD activity increased in
kidney, liver and testis, and CAT activity increased in the kidneys. However, behavioral
analysis, determination of AA and NPSH as well TBARS content were not altered by ZEA
administration. In summary, we showed that ZEA have acute toxic effects mainly in reproductive
system of adult male Swiss albino mice and its effect probably is related to a reduced activity of
GST and increased in SOD activity in testes. We conclude that acute administration of ZEA
induces hematological and reproductive toxicity, and probably these effects are related to
oxidative stress.

Keywords: mycotoxin, acute intoxication, reproductive system, oxidative stress, mice.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados
sob a forma de artigo, o qual se encontra no item artigo cientifico. As secdes
materiais e métodos, resultados, discussdo dos resultados e referéncias
bibliogréaficas, encontram-se no préprio artigo e representam a integra deste
estudo.

Os itens discusséao e conclusdes, encontrados no final desta dissertacao,
apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre o0s resultados
apresentados no artigo cientifico contido neste trabalho.

As referéncias bibliograficas referem-se somente as citacbes que

aparecem nos itens introducéo, discussao e conclusdes desta dissertacao.
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INTRODUCAO

1. Micotoxinas

As micotoxinas sd8o substancias toxicas resultantes do metabolismo
secundario de fungos, sendo conceituadas como compostos ndo-essenciais ao
desenvolvimento fangico, formadas no estagio final da fase exponencial de
crescimento (Santin et al., 2005). S&o produzidas por diversos géneros de
fungos, que contaminam produtos agricolas em toda cadeia de producao
alimentar desde o campo, colheita, transporte e armazenamento. As condi¢des
de pré e pos-colheita e os cultivos determinam o crescimento de géneros
especificos de fungos. Por estas razdoes é dificl a adocdo de medidas
universais para controle de todos estes microrganismos simultaneamente, e
também das micotoxinas (Cast, 2003). O termo micotoxina € derivado da
palavra grega “mykes” que significa fungo e “toxicum” que significa veneno ou
toxina. Quando produzidos em associacdo com alimentos, racdo animal e
forragens, os metabolitos toxicos podem ser ingeridos pelo homem e animais,
provocando as micotoxicoses (Gongalez et al., 2005).

Os mais importantes géneros fungicos produtores de micotoxinas sao 0s
Aspergillus, Claviceps, Penicillium e Fusarium. Os géneros Penicillium e
Aspergillus crescem preferencialmente durante o armazenamento dos graos, e
normalmente ndo causam problemas no campo. O género Claviceps cresce
preferencialmente no campo. Ja os fungos do género Fusarium, infectam os
graos na lavoura, sao fitopatdgenos, necessitam de umidade alta, 20 a 21%, e
temperatura amena (Santin et al., 2005). Apesar de menos frequente, é
possivel o desenvolvimento de micotoxinas de Fusarium na fase pds-colheita
(Hollinger & Ekperigin, 1999; Santin et al., 2005).

A producdo de micotoxinas ocorre quando os fungos sdo submetidos a
condicBes de estresse. Nos grdos armazenados, a contaminacdo com fungos
toxigénicos e a producdo de micotoxinas sdo resultados da interacdo complexa
entre umidade, temperatura, substrato, concentracdo de oxigénio e dioxido de
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carbono, presenca de insetos e fungos. Nas condicbes de campo o estresse
ocorre por condi¢des climaticas, intempéries, pragas, entre outros, que também
resultam em perda de vigor pela planta predispondo-a a colonizag¢éo por fungos
toxigénicos (Santin et al., 2005).

Os impactos econdémicos associados as micotoxinas incluem reducéo na
produtividade com prejuizo no agronegoécio de muitos paises, interferindo ou
até mesmo impedindo a exportacdo, reduzindo a producdo animal e agricola,
afetando, também, a saude humana (Leung et al., 2006). Além disso, o
crescimento fangico ocasiona baixo rendimento das culturas e perda nutricional
dos grdos com reducdo do desempenho de animais alimentados com graos,
principalmente o milho (Pestka et al., 1995; Moreno et al., 2005; Santin et al.,
2005). Fato que ocasiona danos aos 0rgaos vitais, aumento da incidéncia de
doencas infecciosas em consequéncia da imunossupresséao, interferéncia na
capacidade reprodutiva, e em casos graves, morte de animais (Cast, 2003). As
micotoxinas possuem capacidade genotoxica (IARC, 1999), sendo que seus
efeitos negativos na saude estdo diretamente ligados a dose, ao tempo de
exposicao, espécie e idade do animal.

As micotoxinas sdo moléculas um tanto quanto diferentes, com
estruturas que variam de simples anéis heterociclicos apresentando peso
molecular de até 50 Da, a grupos de 6 a 8 anéis heterociclicos irregularmente
dispostos e com peso molecular total >500 Da, que ndo apresentam
imunogenicidade, ou seja, ndo sdo capazes de induzir ou reagir com 0S
produtos de uma resposta imunologica (Betina, 1984).

As micotoxinas podem entrar nas cadeias alimentares humana e animal
por meio de contaminacdo direta ou indireta. A contaminacdo indireta de
alimentos e racfGes ocorre quando um ingrediente qualquer foi previamente
contaminado por um fungo toxigénico, e mesmo com a eliminacdo do fungo
durante o processamento, as micotoxinas permanecerdo no produto final. A
contaminacao direta, por outro lado, ocorre quando o produto, o alimento ou a
racdo, se torna contaminado por um fungo toxigénico, que em condi¢cdes
adequadas produz as micotoxinas (Sabino, 1996).

Sabe-se que a maioria dos alimentos e racBes pode permitir o

crescimento e o desenvolvimento de fungos toxigénicos, tanto durante a
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producdo, quanto durante o processamento, o transporte e 0 armazenamento
(Frisvad & Samson, 1992). A exposicao dos seres humanos as micotoxinas
ocorre principalmente pela ingestdo a produtos vegetais contaminados, bem
como pelo consumo de produtos derivados dos animais, tais como leite, queijo,
carnes e outros produtos (Smith et al., 1995). Os surtos de micotoxicoses séo
normalmente sazonais, devido a condi¢cbes climaticas particulares que
favorecem o crescimento fungico e/ou a producdo de toxinas. A umidade e a
temperatura sédo dois fatores criticos. Fatores geograficos, susceptibilidade da
variedade e condi¢cdes de armazenamento também interferem na producédo de
micotoxinas, sendo que varias toxinas podem ser produzidas simultaneamente
(Bullerman et al., 1984).

Os sinais e sintomas das micotoxicoses vao desde lesbes de pele,
sintomas de hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
hematotoxicidade ou genototoxicidade, podendo ocasionar a morte. As
micotoxinas podem ainda apresentar efeitos mutagénicos, teratogénicos,
carcinogénicos ou imunossupressores (Cole & Cox, 1981; JECFA, 2001).

Em quase todos os tipos de produtos alimenticios ja foram encontrados
um ou mais tipos de micotoxinas. Apesar de serem conhecidas centenas de
micotoxinas (mais de 300) existem inameras micotoxinas relacionadas direta
ou indiretamente com a contaminacédo de alimentos, dentre elas: a patulina, a
zearalenona, as aflatoxinas, a ocratoxina, a citrinina, o acido penicilico, a
ergotamina, as fumonisinas e o0s tricotecenos, sendo as mais importantes
guanto a frequéncia e especificidade em alimentos as aflatoxinas, a ocratoxina

A e a zearalenona.

1.2 Género Fusarium

O género Fusarium é composto por uma grande variedade de espécies
fitopatogénicas e saprobias do solo. Sua posicdo taxonbémica € definida
atualmente como pertencente ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Nectriaceae, Género Fusarium
(Moss, 2002). Como a maioria dos fungos, estes se dispersam através de seus
propagulos por acéo de chuva, ventos e animais. Como fungos fitopatogénicos,
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podem causar cancro em brotos, lesdo em galhos e obstrucdo em
inflorescéncias (Burgess, 1981; Nelson et al., 1994).

As espécies mais comumente isoladas como agentes patogénicos no
homem e nas plantas sdo F. solani, F. oxysporum, F. moniliforme, F.
proliferatum, F. chlamidosporum, F. equiseti, F. semitectum, F. anthophilum, F.
graminearum, entre outras (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

A caracteristica micromorfoldgica principal deste género é a forma de
foice de seus conidios. Eles emergem de células conidiogénicas (fialides) e
podem apresentar-se isoladamente ou agrupados em massas crescendo
diretamente do micélio (Fischer et al., 1982; Nelson et al., 1994; Lacaz, 1998).

O fungo F. graminearum também conhecido por Gibberella zeae (figura
1) é responsavel pela fusariose do trigo e do milho e sobrevive na forma de
ascosporos nos hospedeiros secundarios como as plantas, os graos e 0s
cereais e em sementes na forma de micélio (McGee, 1988; Reis & Casa,
1996). A disseminacdo é favorecida em condi¢cdes de clima quente e umido
pela formacgéo de peritécios sobre os tecidos infectados (Shurtleff, 1992).

Figura 1: llustracdo do fungo F. graminearum
Fonte: Mostrom, 2007.
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1.3 Zearalenona

1.3.1 Estrutura quimica e histérico

A zearalenona (ZEA) é um solido cristalino branco, descrita
guimicamente como uma lactona e pode ser produzida por véarias espécies de
Fusarium, sendo que Fusarium graminearum e Fusarium culmorum sao os
principais produtores (Zinedine, 2007). Estas espécies sdo conhecidas por
colonizarem cereais e mostrarem tendéncia a se desenvolverem em baixas
temperaturas (OMS, 1983; Hagler et al., 2001).

A denominagéo zearalenona provém do fungo “Gibberella zeae” (forma
sexuada do Fusarium graminearum), grande produtor desta micotoxina, e
também por caracteristicas da sua estrutura quimica. A ZEA apresenta uma
fluorescéncia azul-esverdeada, quando excitada com luz ultravioleta de ondas
longas de 360 nm e uma fluorescéncia verde mais intensa quando é excitada
com luz ultravioleta de ondas curtas de 254 nm (OMS, 1983).

Sua molécula é constituida por uma lactona acida resorcilica, sendo o
radical “- eno” pela dupla ligagdo entre os carbonos C1 e C2 e o “- ona” pela
cetona no C6 (Urry et al., 1966), como mostra a Figura 2. Apesar de ser uma
lactona com um grande anel, compreendendo 13 carbonos, € estavel ao
rompimento hidrolitico. Isto é atribuido a presenca de um grupo metil
secundario que impede que ataques nucleofilicos sejam efetivados na
carbonila da lactona. A ZEA possui caracteristicas estrogénicas e possui
semelhanca quimica com a estrutura do horménio estrogénico 17p-estradiol,

como mostra a figura 3.
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Figura 2: Estrutura quimica da ZEA (a) e de seus metabdlitos (b) a-
zearalenol (R1=OH e R2=H) e 3- zearalenol (R1= H e R2=0H).

Fonte: Bennett & Klich, 2003

Figura 3: Estrutura quimica do hormonio estrogénico 17B-estradiol
Fonte: Zinedine et al., 2007

Em 1962, Stob et al. isolaram um metabdlito ativo com atividade
estrogénica e anabdlica a partir de culturas de G. zeae (F. graminearum). O
metabolito ativo encontrado em milho com caracteristica estrogénica foi
nomeado zearalenona, anteriormente conhecido como toxina F-2. Assim, a
ZEA foi isolada e caracterizada em 1962 devido a sindrome estrogénica que
surgiu em suinos alimentados com racfes a base de milho contaminado com
Fusarium graminearum (Midio & Martins, 2000)' Sua estrutura foi elucidada em
1966 e a sintese total surgiu em 1968 (Merck Index, 2006). A sua ocorréncia

natural em produtos comecou a ser estudada em 1968.

23



Mirocha et al. (1971) observou perdas em alguns rebanhos, e a
afirmacédo de que a mortalidade estaria relacionada com prolapsos vaginais e
retais e subsequente septicemias prevalecia, entretanto, a hipétese de que a
presenca de micotoxinas adicionais também poderiam ser responsaveis pela
causa das mortes, ndo podia ser excluida.

Além do composto principal, pelo menos sete derivados da ZEA ja
foram encontrados como tendo ocorréncia natural no milho. Assim, a ZEA e
seus derivados ativos foram classificados como substancias estrogénicas, no
sentido de que eles produzem estros ou cornificacdo da vagina de
camundongos adultos (Mirocha & Christensen, 1974).

A ZEA apresenta grandes efeitos sobre a reproducdo e a inducéo do
hiperestrogenismo, sendo 0s suinos a espécie mais sensivel a estes efeitos. O
estrogenismo em suinos foi relatado em meados da década de 1920 no centro-
oeste dos Estados Unidos (McNutt et al., 1928), pois a condi¢cdo de inchaco da
vagina nas fémeas jovens e inchac¢o do prepucio em machos foi associada ao
consumo de milho mofado. O prolapso vaginal e, ocasionalmente, do reto
foram observados como efeitos secundarios. Com a substituicdo do milho
mofado por um milho de melhor qualidade micolégica, os animais
recuperavam-se, mas se a exposicao ao milho mofado continuasse observava-
se eversao do utero e infec¢cdes secundarias que levavam a morte de muitos

porcos.

1.3.2 Ocorréncia e condi¢cdes de desenvolvimento

A ZEA pode ser produzida em substratos diversos, incluindo trigo,
cevada, milho, silagem de milho, arroz, sorgo, e, ocasionalmente, nas
forragens. No entanto, o milho € o vegetal mais susceptivel a contaminacéo
pelos fungos fitopatégenos do género Fusarium (Kumar et al., 2008) que
produzem uma série de micotoxinas, sendo a zearalenona (ZEA)
freqientemente encontrada neste grao (Salay & Mercadante, 2002). A
presenca de oxigénio e o teor de umidade sao fatores criticos para producéo

de ZEA. Em culturas de laboratério, o crescimento do género Fusarium ocorre
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durante um periodo de 3 semanas em niveis de umidade de mais de 20% e
temperatura entre 20 ° C e 25 ° C (Santin et al., 2005).

A grande variacdo térmica é essencial para producao de micotoxinas por
fungos Fusarium, como comprovado por Martins & Martins (2002) em estudo in
vitro. Os autores verificaram que a maior producdo de ZEA ocorreu no milho
incubado a 28°C por 15 dias e seguidos de queda na temperatura para 12°C.
Esta condicdo é encontrada em regides de clima temperado da América,
Europa e Asia (Creppy, 2002). No Brasil, estas condicdes sdo observadas
principalmente nos estados do Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. A
temperatura 6tima para a producao de ZEA esta entre 12-14°C. Além disso, as
variacdes térmicas que ocorrem entre o dia e a noite também se tornam
importantes a produgdo da zearalenona. Assim, a temperatura € um dos
fatores ambientais mais importantes para o crescimento de fungos, producéo
de toxinas e, consequentemente, contaminacdo de produtos por estas
micotoxinas.

A ZEA pode ser produzida rapidamente durante o cultivo dos gréos
ainda no campo, ao final do verdo ou inicio do outono devido a variacdo de
temperatura e umidade. Concentracfes elevadas de ZEA podem ser
encontradas nos graos durante o armazenamento inadequado, pricipalmente
devido ao alto teor de umidade. Amostras de milho armazenadas
inadequadamente e expostas as condicbes de inverno tornam-se
particularmente propensas a invasdao de fungos e producdo de ZEA. Além
disso, a ZEA é comumente detectada em graos com outra micotoxina derivada
do género Fusarium, a desoxinivalenol. A ZEA é termicamente estavel, mas
pode ser parcialmente destruida durante a extrusdo de cereais (Castells et al.,
2005). A extrusdo é um processo de producdo mecanica de racdes e cereais
em que a alta temperatura aplicada a producdo da farinha de milho, por
exemplo, esta correlacionada a destruicdo parcial de micotoxinas como a ZEA

e a fumonisina (Santuario, 2003).
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1.3.3 Toxicocinética

A ZEA é absorvida rapidamente apos administracdo oral (Avantaggiato,
et al., 2003; Cavret et al.,2006), sendo que em suinos, a absor¢cdo ap6s uma
dose de 10 mg/kg de peso vivo é de aproximadamente de 80 a 85 % (Biehl et
al., 1993). Apo6s a administracdo da micotoxina, ela se distribui para os 6rgéos
reprodutores (ovario e utero), tecido adiposo, tecido intersticial e células dos
testiculos (Ueno et al, 1977;. Kuiper-Goodman et al., 1987). A absorcéo de
zearalenona segue uma cinética de primeira ordem, com Ka (constante
cinética) igual a 9,3/horas em ratos (Ramos et al., 1996).

Durante a metabolizagdo em mamiferos ocorre a formacdo de dois
metabdlitos isbmeros da ZEA, a- e B- zearalenol (Figura 4) que, da mesma
forma que a ZEA, possuem acdo estrogénica. Estes metabdlitos também séo
produzidos pelos fungos, porém em uma concentragcdo inferior a produzida
durante a metabolizagéo da ZEA no organismo animal (Zinedine, 2007).

O conhecimento dos mecanismos de biotransformacgéo tem fundamental
importancia para o entendimento dos efeitos toxicos decorrentes da exposicéo
aguda a micotoxinas. As espécies animais apresentam diferentes sistemas
enzimaticos que convertem as substancias toxicas em hidrofilicas para serem
excretadas do organismo. Em alguns casos os produtos da metabolizacdo tém
toxicidade mais acentuada que o proprio substrato, como é o caso da ZEA
(D"Mello et al., 1999). Assim, diferentes espécies animais reagem de modo
diferente aos efeitos toxicos da ZEA, o que pode estar relacionado com a
biotransformacédo hepatica desta micotoxina. Células microssomais hepaticas
de suinos produzem maior quantidade de a-zearalenol, que possui maior
atividade estrogénica em comparagdao com [-zearalanol, enquanto
microssomas de frango produzem a maior quantidade de [-zearalenol, que
tem menor atividade estrogénica (Malekinejad et al., 2006).

A biotransformacédo da ZEA é representada esquematicamente na figura
4. Seu metabolismo pode ocorrer por duas vias, a via 1, por hidroxilacdo; e a
via 2, por conjugacdo ao acido glicurdnico (Olsen et al., 1981) que inativa a
ZEA e seus metabdlitos. A via 1 consiste na formacao de a- e B- zearalenol (a-

e p-ZOL) e zearalanona (ZAN), catalisada pelas enzimas 3a- e 3pB-
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hidroxiesteroide desidrogenase (HSD). Na via 2 a conjugacdo da ZEA e de
seus metabolitos com acido glicurénico é catalisada pela glucuronil-difosfato-
uridina-transferasel (UDFGT) (Olsen et al., 1981). As enzimas 3a- e 33-HDS
estdo presentes em varios 6rgdos e sao responsaveis pelo metabolismo dos
horménios esterdides (Fink-gremmels & Malekinejad, 2007). O mecanismo de
acao das 3a e 3B HSDs na biotransformacdo da ZEA n&o é totalmente
conhecido em animais. Em humanos essas enzimas atuam na presenca de
dinucleotideo de nicotinamida adenina reduzido (NADH) e exercem uma funcéo
importante na regulagdo dos horménios esterdides em nivel de receptores
(Thomas et al., 2004). Em exposicao prolongada no organismo, a ZEA compete
com os hormdnios esterdides por servir de substrato as enzimas 3a e 3B
hidroxisteroide desidrogenases. Além disso, em suinos e, provavelmente, em
seres humanos, a ZEA é rapidamente absorvida apds a administracdo oral e
pode ser metabolizada nas células intestinais. Nessas células, a ZEA é
degradada em a- e B- zearalenol (a- e B-ZOL) e a- e B- zearalanol (a- e B-ZAL),
gue sao posteriormente conjugados com acido glicurénico (JECFA, 2000). O
principal 6rgao responsavel pela reducdo da micotoxina em a-zearalenol e B-
zearalenol é o figado, e esta rota foi demonstrada por muitos autores em varias
espécies, como nos ratos, suinos, perus e galinhas.

O metabdlito a-zearalenol possui maior potencial estrogénico que a ZEA
e 0 B-zearalenol (Mirocha et al., 1978; Celius et al., 1999; Minervini et al., 2001;
Malekinejad et al., 2006), uma vez que possui maior afinidade pela ligacdo com
os receptores de estrogénio (Celius et al., 1999). Assim, a hidroxilagdo da
zearalenona para a-zearalenol aparentemente é um processo de ativacao,
enquanto que a producao de B-zearalenol seria um processo de desativacao.
Em suinos ha predominancia da conversdo da ZEA em a-zearalenol devido a
eficiéncia da enzima 3-a-HDS. Outra particularidade dos suinos é que,
comparados as outras espécies animais, possuem menor capacidade de
glicuronidacéo e, portanto, menor capacidade de inativacdo da ZEA e de seus
metabolitos  (Fink-gremmels & Malekinejad, 2007). Somadas estas
caracteristicas e particularidades da metabolizacdo da ZEA explica-se o fato
desta espécie ser a mais sensivel aos efeitos de ordem reprodutiva desta
micotoxina. Além disso, 0s suinos estdo diretamente expostos a ZEA por terem
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sua base alimentar constituida de milho, sendo especialmente mais sensiveis
aos seus efeitos toxicos comparando-os as outras espécies animais
(Malekinejad et al., 2006).
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Figura 4: Representacao dos metabdlitos e principais enzimas envolvidas
na biotransformacao da ZEA.
Fonte: Marin et al., 2011

A principal via de excrecdo para a maioria das espécies € através das
fezes, embora coelhos excretem principalmente ZEA na urina. Nos suinos,
aproximadamente 45% dos metabdlitos sdo excretados na bile e somente 7 %
nas fezes (Biehl et al., 1993). Essa menor excre¢do nas fezes se deve a
reabsorcdo dos metabdlitos excretados pela bile. Assim, a maior rota de

excrecdo da ZEA em suinos € através da bile e da urina (45%), como ilustra a
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figura 5. Além disso, a maior parte da zearalenona administrada é excretada

dentro de um periodo de 72 horas para a grande maioria das espécies animais.
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Figura 5: Representacdo esquematica da metabolizacdo e excrecdo da

ZEA em suinos.
Fonte: Hauschild et al., 2006

1.3.4 Toxicodindmica

O sistema reprodutivo € um dos principais alvos de toxicidade da ZEA
(Minervini e dell’Aquila, 2008; Tiemann e Danicke, 2007). A acao da ZEA ocorre
por estimulo aos receptores estrogénicos citoplasmaticos, aumentando a
sintese protéica no aparelho reprodutor. Consequentemente, ela estimula a
secrecdo das células endometriais, a sintese de proteinas uterinas e resulta em

aumento do peso do trato reprodutivo (Gaumy et al., 2001). Especificamente, a
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ZEA e seus metabdlitos podem interagir diretamente com os sitios de ligagédo
dos receptores citoplasmaticos do horménio 17B-estradiol e translocar o sitio
de ligacdo destes receptores para 0 nucleo celular (Katzenellenbogen et al.,
1979). No nucleo, a estimulacdo do RNA leva a sintese de proteinas e sinais
clinicos do estrogenismo. A toxicidade da ZEA tem sido associada com
diminuicdo da fertilidade, reducdo da ninhada, alteracdo do peso da adrenal,
tiredide e hipdfise na prole, além de alteracdo nos niveis séricos de
progesterona e estradiol (EFSA, 2004).

A ZEA se liga aos receptores estrogénicos (Boyd e Wittliff, 1978;
Takemura et al.,, 2007), resultando em hiperestrogenecidade em varias
espécies de animais, especialmente suinos (Green et al, 1990;. Minervini e
dell'’Aquila, 2008) provocando aumento e/ou tumefagdo da vulva. A intoxicagao
causa transtornos reprodutivos, como o aumento da infertilidade associada ao
estro permanente, atraso no retorno ao estro, persisténcia de corpo luteo,
falhas na implantacédo, pseudogestacdo, anomalias ovarianas, nascimento de
leitdes fracos (Edwards et al., 1987; Kuiper-goodman et al.,1987; Etienne e
Dourmad, 1994; Fink-gremmels & Malekinejad, 2007).

Os estrégenos estdo presentes tanto no sistema reprodutor feminino,
como no masculino (Claus et al.,, 1987), e portanto estdo envolvidos na
estimulacdo da espermatogénese e sintese de esterdides através da ligacéo
aos receptores de estrogeno (ERs) (Rago et al, 2006;. Stabile et al, 2006).
Desse modo, em machos expostos a ZEA, pode ocorrer reducdo de
testosterona sérica, da espermatogénese e do peso dos testiculos, além da
inducdo de feminizacdo e reducédo de libido (D'’Melo et al.,, 1999). Em
camundongos tratados com ZEA nas doses de 25, 50 e 75 mg/Kg por 7 dias
via intraperitoneal houve aumento da vesicula seminal e do peso da glandula
prepucial do testiculo. Além disso, foi observado uma maior porcentagem de
espermatozoides anormais, reducdo de espermatozéides vivos e de sua
integridade acrossémica, reducdo na producdo espermatica e das células
espermatogénicas, além da reducdo da concentracdo sérica de testosterona.
Fémeas que copularam com estes camundongos apresentaram uma taxa de

concepcao menor (Yang et al., 2007).
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A ZEA afeta principalmente o sistema reprodutivo, no entanto, ela pode
produzir efeitos adicionais. Durante a realizagdo de ensaios in vitro com
linhagens de células, a ZEA agiu como um ligante especifico a determinados
receptores ativando a transcricdo de um fator de regulacdo da expressao de
inlmeras enzimas metabolizadoras hepaticas, incluindo a expressdo de
enzimas do citocromo P450 (Ding et al., 2006), sugerindo que a ZEA possa
induzir o metabolismo de drogas.

O quadro clinico das intoxica¢des pela ZEA varia muito de acordo com
guantidade de toxina ingerida, tempo de ingestdo e idade, sexo e espécie
animal. As micotoxinas em geral, entre elas a ZEA, provocam alteracdes dos
parametros hematoldgicos, além de também possuirem acbes hepatotoxicas,
imunotéxicas e nefrotoxicas em animais e humanos (Abid-Essefi et al, 2004;.
Hassen et al, 2007). Tém sido demonstrado que a ZEA e seus metabdlitos
possuem efeitos deletérios sobre as fungdes imunoldgicas nos seres humanos
(Forsell & Pestka, 1985; Vlata et al, 2006), em bovinos (Lioi et al, 2004),
frangos (Yegani et al, 2006; Borutova et al, 2008), ratos (Doric et al, 2007) e
camundongos (Pestka et al., 1987). (Salah-Abbés et al. 2010) mostrou que a
administracao de 40 e 80 mg/Kg de ZEA em camundongos Balb/C durante 28
dias provocou reducédo do peso relativo dos 6rgdos do sistema imunologico e
diminuicdo do numero de linfécitos resultando em atrofia do bacgo e alteracao
na producao de citocinas e anticorpos. Entretanto, outros autores (Pestka et al,
1987; Forsell et al, 1986) nao relataram efeitos imunotoxicos da ZEA
administrada em camundongos, em concentracfes tdo altas quanto 10 mg/kg
(1,5 mg/kg b.w./dia).

A acao hematotoxica da ZEA foi demonstrada nos estudos de Abbeés et
al. (2006) e Maaroufi et al. (1996), respectivamente, em que camundongos
Balb/C e ratos, intoxicados com concentracfes superiores a 10 mg/kg de ZEA,
observaram disfuncdo da coagulacdo, alteracbes de alguns parametros
hematolégicos como aumento do numero das hemécias, hemoglobina,
hematdcrito, leucdcitos totais e reducdo do nimero de plaquetas. Houve ainda
reducdo do numero de linfocitos (Abbés et al., 2006) reforcando a capacidade

imunossupressora desta micotoxina, e confirmando os resultados encontrados
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por Berek et al. (2001) que também relatou reducdo de linfécitos T e B em
humanos expostos a ZEA.

O estresse oxidativo, como um elemento indutor do desequilibrio da
homeostase dos organismos vivos, também possui relacdo com a
toxicodinAmica das micotoxinas. Nesse sentido, o estudo de enzimas proé-
oxidantes e compostos antioxidantes tornam-se vitais para um melhor
entendimento sobre os efeitos toxicos da ZEA ja que varios estudos sugerem
gue o estresse oxidativo parece ser um determinante chave da toxicidade
induzida pela ZEA in vivo e in vitro (Hassen et al., 2007; Abid-Essefi et al.,
2009, 2011).

2. Estresse Oxidativo

Radicais livres sdo moléculas ou fragmentos moleculares que contém
um ou mais elétrons desemparelhados no orbital atdbmico ou moléculas com
alto grau de reatividade quimica que € a causa para o grande numero de
efeitos prejudiciais ao organismo (Vega, et al., 2002). As espécies reativas do
oxigénio (EROS), anion radical superoxido, radical hidroxila e ion peroxila sdo
0s mais relevantes radicais livres de interesse bioldgico. As proteinas, o0s
lipidios insaturados e os acidos nucléicos sé@o os principais alvos das reacfes
dos radicais livres.

Em situacBes normais, os radicais livres sdo continuamente produzidos
e neutralizados pelos sistemas de defesa antioxidante do organismo.
Entretanto, quando estes radicais livres sdo produzidos em altas quantidades,
ou quando as defesas antioxidantes séo deficientes, eles podem causar dano
celular, representando um mecanismo fundamental para as doencas ou efeitos
nocivos em seres humanos, denominado “estresse oxidativo” (Halliwell and
Gutteridge, 1999).

Diante disso, os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para
evitar o acumulo de espécies reativas de oxigénio (Halliwell, 1994), que
incluem mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos, evitando assim o dano a
lipidios, a proteinas e acidos nucléicos. As principais enzimas antioxidantes sao

a catalase, a superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx) que
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evitam o acumulo de H,O, e de Oy, e a consequente producdo de radicais
*OH, contra o qual n&o existe nenhum sistema enzimatico especifico de defesa.
As defesas nao-enziméticas incluem os antioxidantes lipofilicos (tocoferois,
carotenoides e bioflavondides) e hidrofilicos (glutationa e ascorbato, além da
albumina sérica, do é&cido urico e do acido dehidroascoérbico) (Halliwell &
Gutteridge, 1999).

Muitos estudos mostram a participacdo do estresse oxidativo nos efeitos
toxicos induzidos pelas micotoxinas, e atribuem a este fato a hepatotoxicidade
caracteristica induzida por elas. Sugere-se que os efeitos tdxicos sdo mediados
pelo aumento da producdo de espécies reativas como o anion superoxido, o
radical hidroxil e o peréxido de hidrogénio durante o metabolismo hepético da
micotoxina (Towner et al. 2003). Estudos sugerem que a ZEA é metabolizada
por enzimas do complexo do citocromo P450 para formar um intermediario
reativo, que por sua vez reage com macromoléculas como lipidios, acidos
nucléicos e proteinas, levando a peroxidacao lipidica e a lesdo celular (Abid-
Essefi et al, 2004; Abdel-Wahhab et al, 2005a). As alteracdes induzidas pela
ZEA no sistema antioxidante hepatico podem serem consideradas como uma
manifestacdo de aumento do estresse oxidativo causado pela ZEA e/ou seus
metabalitos.

De fato, um aumento no estresse oxidativo & considerado um fenémeno
importante nos efeitos toxicos envolvidos na exposicdo a micotoxinas.
Alteracbes no metabolismo protéico e energético foram descritas em ratos
alimentados com dietas contendo niveis elevados de ZEA (Nogowski, 1996;
Szkudelska, 2002) além de danos oxidativos (Abid-Essefi et al., 2004). Kouadio
et al., (2005), mostrou que a ZEA induz oxidacao lipidica e aumenta a producéo
de malondialdeido em uma linhagem de células cancerigenas de intestino
humano Caco-2. Além disso, a incubacao de células renais com antioxidantes
como as vitaminas A, E e C reduziram a formacao de aductos de DNA induzida
pela micotoxina (Grosse et al., 1997), e os efeitos citotoxicos dos metabdlitos a
e B da zearalenona também induzem dano oxidativo, determinado pela
guantificacdo de malondialdeido (Othmen et al., 2008). Recentemente foi
demonstrado que o estresse oxidativo, determinado pela atividade da SOD,
GPx e conteudo de vitamina C, € o principal responsavel pelos efeitos tdéxicos
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decorrentes da incubacdo da toxina em células hepaticas (Stadnik, et al.,
2010).

Um aumento na peroxidacdo lipidica pode alterar a estrutura da
membrana celular testicular e entdo bloquear o metabolismo celular
(Ennamany et al., 1995). Estes fatores podem explicar os efeitos negativos
da ZEA em espermatozoéides e a relacdo com o estresse oxidativo. Estudos
sugerem que a ZEA reduz significativamente a contagem de espermatozoides
nos testiculos. Uma possivel explicacdo é que estes compostos podem ser
toxicos para a estrutura do tecido testicular (Salah-Abbe™ s et al., 2009). Além
disso, tem sido demonstrado que a GST tem um papel relevante de protecéo
durante a espermatogénese (Castellon, 1999) na qual a atividade reduzida da
GST e o aumento de ROS levam a danos da membrana de espermatozoides
(Gopalakrishnan & Shaha, 1998).

Na literatura, muitos estudos ja foram realizados em animais como
porcos, ratos (machos e fémeas) e camundongos Balb-c (machos e fémeas),
no entanto, para o Nnosso conhecimento ndo ha estudos sobre os efeitos da
ZEA em camundongos machos da espécie Swiss e sobretudo, faltam estudos
correlacionando os danos reprodutivos com o estresse oxidativo, bem como
faltam estudos de toxicidade aguda com a micotoxina. Além disso, este estudo
€ uma avaliacdo estimativa e preliminar das propriedades toxicas da ZEA, que
fornecera informacdes sobre os riscos para a saude resultantes de uma
exposicao de curta duracédo, visto que a maioria dos estudos utiliza protocolos
de toxicidade sub-cronica ou cronica.

Assim, torna-se importante avaliar os provaveis efeitos toxicos
decorrentes da intoxicacdo aguda induzida pela ZEA em camundongos Swiss
machos a fim de possibilitar maior conhecimento sobre os efeitos deletérios

desta fusariotoxina, especialmente em relacdo ao sistema reprodutivo.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar os efeitos tdxicos
hematoldgicos, reprodutivos e do estresse oxidativo apds exposicao oral aguda

a micotoxina zearalenona em camundongos machos Swiss.

Objetivos Especificos

e Determinar a propor¢cdo do peso dos tecidos em relagdo ao peso
corporal, 48 horas ap0s a administracéo da ZEA,

e Determinar parametros exploratorios e locomotores no teste do campo
aberto, 48 horas ap0s a administragao da ZEA,;

e Determinar parametros hematologicos (leucécitos totais, segmentados,
bastbes, eosindfilos, linfécitos, mondcitos e plaguetas) atravées de
esfregaco sanguineo, 48 horas apos a administracao da ZEA;

e Determinar o niumero e motilidade dos espermatozoides, 48 horas apés
a administracao da ZEA;

e Determinar os indicadores n&o-enzimaticos de estresse oxidativo
(conteudo de vitamina C - AA, espécies reativas ao acido tiobarbitarico -
TBARS, conteudo de grupos tidis ndo-protéicos - NPSH), em figado, rins
e testiculos, 48 horas apos a administracdo da ZEA;

e Determinar os indicadores enzimaticos (catalase - CAT, superoxido
dismutase - SOD, glutationa-transferase - GST) em figado, rins e

testiculos, 48 horas apds a administracdo da ZEA.
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Abstract

Zearalenone (ZEA) is a non-steroidal estrogenic mycotoxin produced by
several species of Fusarium, commonly found in the soil in temperate and warm
countries and is frequent contaminant of cereal crops worldwide. Accordingly, it
has been implicated in several mycotoxicosis in farm animals and in humans,
but the underlying mechanisms remain largely unknown. Therefore, the current
study was aimed to investigate the effect of an acute dose of ZEA (40 mg/kg,
p.o.) on reproductive and hematological parameters, as well as on markers of
oxidative stress in liver, kidney and testes in mice. Adult Swiss albino male mice
were exposed to a single oral injection of ZEA, and 48 hours thereafter
behavioral and biochemical tests were performed. No differences in locomotor
or exploratory activity were observed in the open-field test. On the other hand,
ZEA increased the number of leukocytes, segmented neutrophils, sticks,
eosinophils, monocytes and decreased platelets and lymphocytes number.
Moreover, ZEA drastically reduced the number and motility of live spermatozoa.
Additionally, while levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS),
non-protein thiols (NPSH) and ascorbic acid in liver, kidney and testes were not
altered by ZEA administration, superoxide dismutase activity increased in all
tissues evaluated, catalase activity increased in the kidney, and glutathione-S-
transferase activity decreased in kidney and testes. In summary, we showed
that ZEA have acute toxic effects mainly in reproductive system of adult male
Swiss albino mice and its effect probably is related to a reduced activity of GST
and increased in SOD activity in testes.

Key-words: mycotoxin, spermatozoa, testes, liver, kidney, oxidative stress
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1. Introduction

Zearalenone (ZEA) is a non-steroidal estrogenic mycotoxin produced by
the fungi Fusarium culmorum and Fusarium graminearum (Langseth et al.,
1998; Marasas et al., 1984), which are commonly found in the soil in temperate
and warm countries and are frequent contaminants of cereal crops worldwide
(Zinedine et al., 2007). ZEA is rapidly absorbed following oral intake and, during
subsequent metabolism mainly in the liver and intestine, it is transformed into a-
and [B-zearalenol (a- and B-ZOL), a- and B-zearalanol (a- and B-ZEA) and
zearalanone (ZEA), all of which are subsequently conjugated to glucuronic acid
(Gromadzka et al., 2008). A variety of other tissues, including the kidney, testis,
prostate, hypothalamus and ovary, also contain the major enzymes (3a- and
3B-hydroxysteroid dehydrogenase) able to metabolize mycotoxins (Olsen et al.,
1981). ZEA is genotoxic and responsible of a potent reproductive toxicity in
humans and animals (Abbes et al., 2007; Salah-Abbes et al., 2009a;
Tomaszewski et al., 1998). ZEA has been shown to be immunotoxic (Abbes et
al., 2006; Ben Salah-Abbes et al., 2008), hepatonephrotoxic (Salah-Abbes et
al., 2009b) and apoptotic (Abid-Essefi et al., 2003).

Such toxic effects of ZEA and its metabolites have been ascribed
primarily to its chemical structure that resembles that of naturally occurring
estrogens (Gromadzka et al., 2008), but the exact underlying mechanisms
remain largely unknown. In this context, oxidative stress has been considered to
play an important role in the toxic effects after mycotoxins exposure. In fact,
oxidative damage has been described in rats fed with diets containing high
levels of ZEA (Becci et al., 1982). Moreover, it has been demonstrated that ZEA

and it metabolites induces lipid oxidation and increases the production of
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malondialdehyde in several cell lines (Hassen et al., 2007; Kouadio et al., 2005;
Othmen et al., 2008). Furthermore, antioxidants such as vitamins A, E and C
reduced the formation of DNA adducts induced by this mycotoxin in renal cells
(Szkudelska et al., 2002).

The reproductive system is a major target of ZEA toxicity (Minervini and
Dell’Aquila, 2008; Tiemann and Danicke, 2007). ZEA has strong estrogenic
effects and it is mainly distributed in reproductive organs, particularly uterus and
ovaries. ZEA and its metabolites have been shown to bind competitively to
estrogen receptors (ER a and ER B) in a number of in vitro or in vivo systems
and to activate transcription of estrogen responsive genes (Mehmood et al.,
2000; Turcotte et al., 2005). So, it is frequently implicated in hyperestrogenism
and other reproductive disorders in laboratory and farm animals (Green et al.,
1990; Kuiper-Goodman et al., 1987; Lopez et al., 1988; Minervini and
Dell’Aquila, 2008). In humans, ZEA was associated to precocious pubertal
changes, endometrial adenocarcinoma and hyperplasia in women
(Tomaszewski et al., 1998). Moreover, ZEA was found to be hepatotoxic, to
disturb haematological parameters, and it was associated to several alterations
of immunological parameters in humans and rodents (Abid-Essefi et al., 2004;
Hassen et al., 2007). In experimental chronic studies, ZEA caused alterations in
the reproductive tract of laboratory animals (mice, rats, and pigs) and farm
animals. It decreased fertility, reduced litter size, changed weight of adrenal,
thyroid and pituitary glands and changed serum levels of progesterone and
estradiol ((EFSA), 2004). Moreover, it has been demonstrated that while small
amounts of ROS have been shown to be required for several functions of

spermatozoa, their excessive levels can negatively impact the quality of
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spermatozoa and impair their overall fertilising capacity (Tvrda et al., 2011).
Regarding male fertility, increased levels of ROS have been correlated with
decreased sperm motility (Eskenazi et al., 2003), increased sperm DNA
damage (Armstrong et al., 1999), sperm cellular membrane lipid peroxidation
(Aitken, 1995). Nevertheless, to the best of our knowledge, there are no studies
investigating the acute effects of ZEA on male reproductive system and fertility
and the possible association of oxidative stress. Therefore, this study aims to
evaluate the effects of a single acute dose of ZEA on reproductive and
hematological parameters, as well as on markers of oxidative stress in liver,

kidney and testes of mice.

2. Material and methods
2.1. Animals and reagents

Twenty male Swiss albino mice (25-30 g in weight and 90 days old) from
our own breeding colony were used. Animals were housed in groups of 5 in
Plexiglas cages (41 cm x 34 cm x 16 cm) with the floor covered with sawdust.
They were kept in a room with light-dark cycle of 12 h with the lights on between
7:00 and 19:00 h and temperature controlled (20-25 °C) and received water
and food ad libitum.

The animals were maintained and used in accordance with the guidelines
of the Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources (process
#071/2011) of the Federal University of Santa Maria, Brazil.

Zearalenone (ZEA), Thiobarbituric acid (TBA), trichloroacetic acid
(TCA), reduced glutathione (GSH), 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB),

1-chloro-2,4 dinitrobenzene (CDNB), Epinephrine bitartrate salt, glycine, tris,
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were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). All other chemicals used
were obtained from standard commercial suppliers. The stain used for the blood
smear was the quick Romanowesky (Laborclin Produtos para Laboratério Ltda,
Pinhais, PR, Brazil). ZEA was prepared in olive oil, immediately before

administration.

2.2. Experimental design and sampling

Mice were weighed and randomly divided in two groups which received
one ZEA administration at a dose of 40 mg/kg - 8% of LD50 (Zourgui et al.,
2008) or olive oil by gavage (10 ml/kg). Forty eight hours after ZEA or vehicle
administration the animals received a dose of pentobarbital (180 mg/kg, i.p.),
and blood was collected by cardiac puncture into tubes containing heparin (1
Ul/ul). The liver, kidneys and testes were removed, weighed and homogenized
in Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 for the determination of enzymatic and non
enzymatic indicators of oxidative stress. The epididymis were weighed and

used for determining the number and motility of spermatozoa.

2.3. Open-field test
The open field task is a simple assessment used to determine general
activity levels, gross locomotor activity and exploration habits in rodents. Two
days (48h) after the treatment with ZEA or vehicle, mice were submitted to the
open field test. Mice were placed in a wooden box (20 x 30 cm) with the floor
divided in twenty-one identical squares, and the number of squares crossed
with all paws, the number of rearings and the time of cleaning were counted

during 10 minutes.
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2.4. Body weight and vital organs relative weight
In order to evaluate any possible toxic action of acute ZEA
administration, the body and vital organs relative weight were determined. Mice
were weighted before, and two days (48 h) after the treatment with ZEA and
some vital and reproductive organs (lungs, liver, spleen, kidneys, testes and

epydidymis) were weighted relatively to the body weight.

2.5. Blood cells
Total leucocyte count was performed using 25 ul of blood and 500 ul of
solution Turkey in a Neubauer chamber with the aid of optical microscope with a
40x objective (Nikon Eclipse 50i). Subsequently, we applied the technique of
blood smears for differential counts of neutrophils (segmented and sticks),
eosinophils, lymphocytes and monocytes with 5 ul blood. After performing the
same, the slides were stained (panotico fast) and viewed under a microscope

according to the method described by (Failace, 2009).

2.6.  Number and motility of spermatozoa
Assessment of spermatozoa count and motility was performed according
to (Freund and Carol, 1964). The two cauda epididymides from each mouse
were homogenized in 2 mL of warmed (37°C) saline solution (0.9% NacCl).
Briefly, 10 yL of the diluted spermatozoa suspension was transfered to each
counting chamber of the hemocytometer and was allowed to stand for 5 min.
The cells settled during this time were counted with the help of light microscope

at 200 x magnification (Nikon Eclipse 50i).
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2.7. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) determination

Lipid peroxidation was estimated by measuring TBARS and expressed in
terms of malondialdehyde (MDA) content, according to the method of (Ohkawa
et al., 1979). In this method, MDA, an end product of fatty acid peroxidation,
reacts with thiobarbituric acid (TBA) to form a colored complex. TBARS content
was estimated in a medium containing the supernatant fraction of liver, kidneys
or testes, 0.05 ml of 8.1% SDS, 0.2 ml of acetic acid buffer (2.5 M, pH 3.4), and
0.38 ml of 0.81% thiobarbituric acid (TBA). The mixture was finally made up to 1
ml with type | ultrapure water and heated at 95°C for 90 min in a water bath
using a glass ball as a condenser. After cooling to room temperature,
absorbance was measured in the supernatant at 532 nm. Results were

calculated as nmol MDA/ mg of protein and expressed as percent of control.

2.8. Non protein thiols (NPSH) determination

NPSH levels of liver, kidney and testes samples were determined
according to the method proposed by (Ellman, 1959) with some modifications.
Samples were precipitated with TCA (10%) and subsequently centrifuged at 3
000 g for 10 min. After the centrifugation, the supernatant fraction (60 pl) was
added to a reaction medium containing potassium phosphate buffer (1 M, pH
7.4) and DTNB (10 mM). NPSH levels were measured spectrophotometrically at
412 nm. Results were calculated in relation to a standard curve constructed with
cystein and corrected by the protein content. Results were calculated as nmol

NPSH/mg of protein and expressed as percent of control.
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2.9. Ascorbic acid determination (AA)

Hepatic, renal and testicular ascorbic acid determination was performed
as described by (Jacques-Silva et al., 2001). Protein was precipitated in 10 V of
a cold 5% trichloroacetic acid solution. An aliquot of sample (300 pL), in a final
volume of 575 uL of the solution, was incubated with TCA 13,3%, and a color
reagent containing dinitrophenyl hydrazine, thiourea and CuSO,4, at 37 °C for 3
h, then 500 yL H,SO, 65% (v/v) was added to the medium. The reaction
product was determined spectrophotometrically at 520 nm as pg ascorbic acid/g

tissue and expressed as percent of control.

2.10. Enzyme assays
2.10.1. Catalase (CAT) activity
CAT activity was determined by following the decomposition of 30 mM
hydrogen peroxide in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) at 240 nm for
120 s in a thermostatized (37°C) spectrophotometer, according to the method
proposed by (Aebi, 1984). CAT specific activity was expressed as first-order
rate constant k, per mg of protein. Appropriate controls for non-enzymatic

decomposition of hydrogen peroxide were included in the assays.

2.10.2. Superoxide dismutase (SOD) activity
SOD activity was determined in liver, kidney and testes, according to the
method described by (Misra and Fridovich, 1972) . This method is based on the
ability of SOD in inhibiting autoxidation of adrenaline to adrenochrome. Briefly,
the supernatant fraction (20—-60 ul) was added to a medium containing glycine

buffer (50 mM; pH 10.5) and adrenaline (1 mM). The kinetic analysis of SOD
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was started after adrenaline addition, and the color reaction was measured at
480 nm. One unit of enzyme was defined as the amount of enzyme required to
inhibit the rate of epinephrine autoxidation by 50% at 30 °C, and results were

expressed as Units (U)/mg of protein.

2.10.3. Glutathione S-transferase (GST) activity
GST activity was assayed spectrophotometrically at 340 nm by the
method of (Habig et al., 1974) . The reaction mixture contained an aliquot of
supernatant of liver, kidney or testes, 0.1 M potassium phosphate buffer (pH
7.4), 100 mM GSH and 100 mM CDNB, which was used as substrate. The

enzymatic activity was expressed as nmol CDNB/min/mg of protein.

2.11. Protein determination
Protein content was measured colorimetrically by the method of

(Bradford, 1976), and bovine serum albumin (1 mg/ml) was used as standard.

2.12. Statistical Analysis
Graphpad prism 5 software was used for statistical analysis and for
plotting graphs. Statistical analysis was carried out by the Student’s t test, and P

<0.05 was considered significant. All data are reported as mean and S.E.M.

3. Results
The aim of this study was to investigate the acute toxic effects of ZEA 48
h after a single oral administration in Swiss albino male mice. In order to

investigate whether this mycotoxin affects motor and exploratory behavior in
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mice, animals were visually observed in open field paradigm. Table 1 shows the
effect of ZEA on open-field performance. No significant differences in locomotor
or exploratory activity (crossing, rearing and cleaning) were observed in ZEA-
treated mice when compared with control group (t(18)=1.386, P=0.1827;
t(18)=0.3373, P=0.7398; t(18)=1.070, P= 0.2989, respectively).

The effect of ZEA on percent of body weight gain did not differ among
groups (data not shown). The effect of acute administration of ZEA on isolated
weight of vital and reproductive organs was also evaluated. Mice organs
(kidneys, liver, lungs, spleen, testes and epididymis) were visually observed ex
vivo for any signs of damage and weighed relatively to the body weight. No
significant differences were observed when compared to control group, with
exception of significantly increase in liver weight (t(18)=2.478, P=0.0234; Table

2).

Figure 1 shows the effect of ZEA on number of blood cells. Hematotoxic
effect of ZEA was evident after 48 hours of exposition to a single dose of
mycotoxin. ZEA increased the number of leukocytes (1(18)=9.552, P<0.0001;
Figure 1A), segmented neutrophils (t(18)=4.354, P=0.0004; Figure 1B), sticks
(t(18)=2.178, P=0.043; Figure 1C), eosinophils (t(18)=2.278, P=0.0352; Figure
1D) and monocytes (t(18)=2.530, P=0.021; Figure 1E). On the other hand, ZEA
decreased lymphocytes (t(18)=5.050, P<0.0001; Figure 1F) and platelets
number (t(18)=7.409, P<0.0001; Figure 1G).

In addition to the hematological effects of ZEA, we evaluated the number
and motility of spermatozoa after ZEA administration, since there are only a few

evidences that the male reproductive system is affected by acute ZEA
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treatment. Interestingly, ZEA significantly reduced the number of spermatozoa
(t(18)=10.35, P<0.0001; Figure 2A) and its motility (t(18)=6.385, P<0.0001;
Figure 2B).

In order to evaluate the role of oxidative stress on the effects induced by
acute administration of ZEA, we measured several enzymatic and non-
enzymatic indicators of oxidative stress in liver, kidneys and testes. Statistical
analyses revealed that levels of non-enzymatic markers for oxidative stress,
TBARS (1(18)=1.157, P=0.2625; t(18)=0.050, P=0.9599; 1(18)=0.7188,
P=0.4815), NPSH (t(18)=1.443, P=0.1661; t(18)=1.310, P=0.2068; t(18)=1.008,
P=0.3266) and ascorbic acid (t(18)=0.5741, P=0.5730; t(18)=1.365, P=0.1891;
t(18)=0.9553, P=0.3521) were not altered by ZEA administration (Table 3).

On the other hand, activities of enzymatic markers for oxidative stress
were altered by ZEA treatment. In fact, catalase activity increased in kidneys
(t(17)=2.603, P=0.0185) (Figure 3), while SOD activity increased in the liver
(t(18)=2.502, P=0.0228), kidney (t(18)=2.632, P=0.0175) and testes
(t(17)=2.285, P=0.0347) (Figure 4). However, ZEA decreased GST activity in
the kidney (t(17)=2.277, P=0.036) and testes (t(17)= 2.151, P=0.0462) (Figure

5).

4. Discussion
ZEA is a fusariotoxin produced mainly by Fusarium species that grow on
foodstuffs at high incidence in several countries (Eriksen, 1998). Since ZEA is a
potent toxin and may cause a risk to animal and human health, it is important to

investigate the acute harmful effects of this mycotoxin.
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In the present study we showed that acute ZEA administration caused
deleterious hematologic effects (Figure 1) and drastically reduced the number
and motility of live spermatozoa (Figure 2) in male Swiss albino mice. The role
of oxidative stress in the toxic effects of ZEA was also investigated.
Interestingly, this mycotoxin decreased GST activity in the testes and kidney
(Figure 5B-C), increased SOD activity in the liver, kidney and testes (Figure 4A-
C), and increased CAT activity in the kidney (Figure 3B).

Intracellular accumulation of reactive oxygen species can arise from toxic
insults and can perturb the cell’'s natural antioxidant defense system resulting in
damage to all major classes of biological macromolecules. During the last
decades, the oxidative stress has been pointed out as major component of
several biological and pathological processes like aging, inflammation,
carcinogenesis and several other diseases (Halliwell, 1999). Additionaly, some
reports suggest that oxidative stress is a key determinant of ZEA induced
toxicity in vivo and in vitro (Abid-Essefi et al., 2009; Abid-Essefi et al., 2011; Ben
Salah-Abbes et al., 2008; Hassen et al., 2007; Salah-Abbes et al., 2009a).

In this context, both enzymatic and non-enzymatic antioxidant defenses
are fundamental to prevent oxidative stress and may also indicate the level of
protection against foreign agents. In the present study, we found that acute ZEA
treatment significantly increased catalase activity in the kidney and SOD activity
in the liver, kidney and testes, suggesting compensatory increases in
antioxidant enzyme activity in attempt to prevent oxidative damage to cells and
macromolecules. In this context, such assumption could be supported by the
fact that levels of non-enzymatic antioxidant defenses (NPSH and AA) and of a

marker of lipid peroxidation (TBARS) did not change significantly in liver, kidney
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or testes after acute ZEA administration. Altogether, these results may suggest
that ZEA affects enzymatic rather than non-enzymatic markers of oxidative
stress, and that increased SOD and CAT activities in fact may counteract
oxidative damage and depletion of non-enzymatic antioxidant defenses. In
agreement with our results, (Stadnik, 2010) have shown increased SOD activity
in the liver after 10 days of ZEA (200 and 500 ug/kg, p.o0.) administration, and
that ascorbic acid content in rat liver was unchanged after 24 h or 10 days of
ZEA administration. In addition, catalase activity increased in the liver and
kidney of mice 24 hours after ZEA (40 mg/kg, i.p.) administration (Zourgui et al.,
2008). On the other hand, orally treated male Balb/c mice treatment for 28 days
with ZEA (40 mg/kg, i.p.) decreased glutathione peroxidase, SOD and CAT
activities in testes (Salah-Abbes et al., 2009a). These apparent conflicting data
can be explained by the differences in animal species, strain, sex as well as
routes, schedules and doses of ZEA used. Regarding this point, (Malekinejad et
al., 2006) has reported differences between species in hepatic
biotransformation of ZEA in pig, sheep, cattle, chicken and rat. Thus, the liver
biotransformation of ZEA could be related to the variation in liver weight of mice
treated with ZEA compared to control. However, some studies showed that ZEA
increases the weight of testis, epididymis, prostate and seminal vesicle
reinforcing that more studies are necessary to elucidate the effects of mycotoxin
intoxication in a variety of species, strains and tissues (Salah-Abbes et al.,
2009a; Yang et al., 2007).

Studies in various female species (rodents, rabbits, pigs, monkeys)
including man have shown that ZEA has estrogenic activity and impairs

reproduction, including reproductive organs and their function, leading to
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hyperestrogenism. As well as in the female reproductive system, estrogens
exist in the male reproductive system (Claus et al., 1987) and are involved in
stimulating spermatogenesis and steroid synthesis by binding to estrogen
receptors (ERs), including ERa and ERP (Rago et al., 2006; Stabile et al.,
2006). Furthermore, testicular spermatozoa count is an important indicator for
investigators to detect the adverse effects of various factors on
spermatogenesis (Ban et al.,, 1995). In our study, there was a significant
decrease in spermatozoa count in epididymis homogenates as well as reduced
spermatozoa motility. (Kim et al., 2003) have reported that a single dose of ZEA
(5 mg/kg, i.p.) is able to induce testicular germ cell apoptosis in rats in a time-
dependent and stage-specific pattern. Yang et al., (2007), shows that the
treatment with ZEA or a-ZOL at 0, 25, 50 and 75 mg/kg i.p. once a day for 7
consecutive days, in Kunming male mice decreased the number of live
spermatozoa, and increased the number of abnormal spermatozoa. In addition,
low pregnancy rate was observed when females were mated with ZEA or a -
ZOL exposed males. (Salah-Abbes et al., 2009a) showed that in a chronic
protocol (40 mg/kg, p.o. for 28 consecutive days) the number and motility of
spermatozoa decreased in Balb/c mice. These studies suggest that ZEA
reduces the number and motility of spermatozoa independently of the
experimental protocol and mice strain.

Although is difficult to point out the exactly mechanisms underlying the
toxicity of ZEA to spermatozoa, it is interesting to note that GST activity seems
to be a critical factor. To our knowledge, this is the first study that shows a
decreased GST activity in testes after ZEA administration. Glutathione S-

transferase plays an important role in the biotransformation and detoxification of
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many xenobiotics, and semen contains significant amount of GST, important for
sperm protection against oxidative stress (Mann et al., 2000). Reduced activity
of GST and increased ROS levels lead to sperm membrane damage
(Gopalakrishnan and Shaha, 1998). It has been also demonstrated that GST
has a relevant protective role during spermatogenesis (Castellon, 1999) and
that GST Mu-1 gene (GSTML1) is a critical isozyme in the prevention of oxidative
stress in sperm (Chen et al., 2002). In fact, GSTM1, GSTM3 and GSTM5 gene
polymorphisms have been shown to predispose to male infertility after
varicocele, by decreasing spermatozoa motility and concentration and causing
oxidative damage to spermatozoa DNA (Chen et al., 2002; Okubo et al., 2005).
In addition, a decrease in spermatozoa count and motility and an increase in
dead spermatozoa in GSTM1 null humans was observed (Vani, 2010), further
suggesting a critical role for GST activity in infertility and oligozoospermia.
Regarding the effects of ZEA on blood cell counts, it has been
demonstrated that ZEA is hematotoxic, immunotoxic and genotoxic in Balb/c
mice (Abbes et al., 2007; Abbes et al., 2006). In addition, (Forsell et al., 1986;
Pestka et al.,, 1987) have shown similar effects of ZEA on hematological
parameters of the immune system in B6C3F1 mice. In the present study ZEA
increased leukocytes number concomitantly to a decrease in lymphocyte
counts, reinforcing the ZEA potential to cause acute immune toxicity. Regarding
this point, (Berek et al., 2001) has shown that ZEA caused immunosupression
by depressing T or B lymphocyte activity. Our results are also in agreement with
those by (Swamy et al., 2004), who have demonstrated that ZEA-contaminated
diet linearly reduced B-cell count in broiler chickens. In addition, a single

intravenous administration of ZEA (15 mg/ml) led to the formation of
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pronounced abnormalities in lymphocyte membrane phospholipid metabolism in
rats (Karagezian, 2000). Notwithstanding, the decline in platelets count
suggests a possible detrimental effects of ZEA on blood coagulation process,
as previously suggested by (Maaroufi et al., 1996).

In summary, we showed that the mycotoxin ZEA induces acute
reproductive toxicity in male Swiss albino mice, as demonstrated by changes in
spermatozoa count and motility. In addition, it is suggested that the effects of
ZEA may be closely related to the decreased activity of GST in testes. In
conclusion, these results indicate that even a single acute administration of ZEA
may cause deleterious effects on the male reproductive system, and that GST

activity could be a target for preventing such effects.
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Figure Legends

Figure 1. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.0.) on blood parameters. Number of
leukocytes (A), segmented (B), sticks (C), eosinophils (D), monocytes (E),
lymphocytes (F) and platelets (G) 48 h after a single oral administration. Data
are mean + S.E.M. for n= 10 animals in each group. * Indicates a significant

difference (p<0.05) compared with olive oil group.

Figure 2. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.0.) on number of spermatozoa in
epididymis (A) and percentage of motile spermatozoa (B) 48 h after a single
oral administration. Data are mean + S.E.M. for n= 10 animals in each group. *

Indicates a significant difference (p<0.05) compared with olive oil group.

Figure 3. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.0.) on CAT activity in liver (A), kidney (B)
and testes (C) 48 h after a single oral administration. Data are mean + S.E.M.
for n= 9-10 animals in each group. * Indicates a significant difference (p<0.05)

compared with olive oil group.

Figure 4. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.0.) on SOD activity in liver (A), kidney (B)
and testes (C) 48 h after a single oral administration. Data are mean + S.E.M.
for n= 9-10 animals in each group. * Indicates a significant difference (p<0.05)

compared with olive oil group.

Figure 5. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.0.) on GST activity in liver (A), kidney (B)

and testes (C) 48 h after a single oral administration. Data are mean + S.E.M.
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for n= 9-10 animals in each group. * Indicates a significant difference (p<0.05)

compared with olive oil group.

Table 1. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.0.) on open-field parameters 48h after

administration. Data are mean £ S.E.M. for n= 10 animals in each group.

Table 2. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.0.) 48 h after a single oral administration on
organs relative weight. Data are mean + S.E.M. for n= 10 animals in each

group.* Indicates a significant difference (p<0.05) compared with olive oil group.

Table 3. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.o.) 48h after administration on TBARS,
NPSH and AA content in liver, kidney and testes 48h after administration. Data
are expressed as percent of control, and represents the mean = S.E.M. for n=

10 animals in each group.
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Table 1. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.0.) on open-field parameters 48h after

administration. Data are mean £ S.E.M. for n= 10 animals in each group.

Open-Field
Treatment Crossing Rearing Time of
Cleaning (s)
Olive oll 140.8 +12.13 | 60.60+6.94 | 64.80+10.71
ZEA 164.2 +11.75 | 56.20 £ 11.05 | 96.60 + 27.73
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Table 2. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.0.) 48 h after a single oral administration on
organs relative weight. Data are mean =+ S.E.M. for n= 10 animals in each
group. * Indicates a significant difference (p<0.05) compared with olive oil

group.

Relative weight (g/%)

Tissue Olive oil ZEA
Kidney 1.502 £ 0.054 1.581 +0.040
Liver 5.230+0.172 5.832*+0.171
Lung 0.561 + 0.027 0.535 £ 0.020
Spleen 0.137 + 0.004 0.128 + 0.006
Testes 0.619 + 0.040 0.602 + 0.049
Epidydimis 0.119 + 0.007 0.111 + 0.009
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Table 3. Effect of ZEA (40 mg/kg, p.o.) 48h after administration on TBARS, NPSH and AA content in liver, kidney and testes 48h

after administration. Data are expressed as percent of control, and represents the mean £ S.E.M. for n= 10 animals in each group.

TBARS NPSH AA
Olive Qil ZEA Olive Qil ZEA Olive Qil ZEA
Liver 100.0 + 3.80 122.2 +18.84 100.0 + 7.80 114.9 £ 6.70 100.0 £ 1.77 104.6 + 7.80
Kidney 100.0 £ 7.50 99.55 + 4.65 100.0 + 11.18 124.7 + 15.17 100.0 + 2.18 120.4+ 14.77
Testes 100.0 £ 7.19 109.6 £ 11.24 100.0 + 8.46 109.7 £+ 4.52 100.0 + 3.77 106.1 £5.19




PARTE Il

DISCUSSAO

A ZEA é uma micotoxina estrogénica nao-esteroidal produzida
principalmente por espécies de Fusarium, que crescem sobre 0s géneros
alimenticios, e apresentam alta incidéncia em vérios paises (Voigt et. al, 2007).
A zearalenona é uma potente toxina, e representa uma ameaca para a saude
animal e humana, devido a isso se torna importante investigar os reais efeitos
nocivos causados por esta micotoxina. Neste sentido, o objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos agudos induzidos pela micotoxina, sobre o sistema
hematolégico, reprodutivo e parametros de estresse oxidativo em
camundongos Swiss machos.

Com base nos nossos resultados, é possivel perceber os efeitos
deletérios da intoxicagdo aguda com a ZEA no sistema reprodutivo de
camundongos Swiss machos através da significativa reducdo do numero de
espermatozoides bem como da motilidade espermatica. O sistema
hematolégico também apresentou os efeitos nocivos induzidos pela ZEA
através do aumento do numero de leucécitos totais e suas fragbes (bastoes,
segmentados, eosindéfilos e monadcitos) e diminuicdo do numero de linfocitos e
plaquetas. A determinacdo de parametros enzimaticos e nao-enzimaticos do
estresse oxidativo também apresentou relacdo com a toxicidade induzida pela
ZEA. A determinacao dos tidis ndo-protéicos e do acido ascorbico parecem néo
ter relacdo com os efeitos da micotoxina, assim como a peroxidacao lipidica.
Em contraste, houve aumento da atividade da SOD nos rins, figado e
testiculos, aumento da atividade da CAT nos rins e diminuicdo da atividade da
GST nos testiculos e rins.

Existem poucos estudos correlacionando a intoxicacdo por micotoxinas
e seus efeitos sobre a memoria e o aprendizado (Takahide Kihara et al., 2000)
e nenhum estudo relacionado com a andalise comportamental apds a
adiministracdo de ZEA. Em nosso estudo a analise comportamental através do
teste de campo aberto ndo resultou em diferencas significativas entre os
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parametros analisados, sugerindo a realizacdo de testes mais especificos para
a analise dos efeitos agudos da ZEA no comportamento de roedores possa ser
melhor estudado.

A oxidagéo é parte fundamental da vida aerdébica e do metabolismo dos
organismos Vvivos e, assim, os radicais livres sao produzidos naturalmente ou
por alguma disfungéo biol6gica. No organismo, encontram-se envolvidos na
producéo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacao
intercelular e sintese de substancias bioldégicas importantes. O excesso de
radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes produzidos pelo
corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell, (2000), antioxidante é
gualquer substancia que, quando presente em baixa concentracdo comparada
a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxidacdo do mesmo. Os mecanismos de defesa s&o formados por enzimas,
tais como a SOD, a CAT, a GPx e GST. Aléem dessas defesas enzimaticas,
existem ainda antioxidantes ndo-enzimaticos, como a vitamina E, a vitamina C,
flavondides e outras moléculas, como o 3-caroteno (Palace et al., 1999; Ritter
et al., 2004).

O dano oxidativo esta entre as ameacas mais potentes e onipresentes
enfrentadas por qualquer organismo vivo. O acumulo intracelular de espécies
reativas de oxigénio pode surgir de insultos toxicos e pode perturbar o sistema
de defesa antioxidante natural, resultando em danos a todas as principais
classes de macromoléculas biolégicas. Durante as ultimas décadas, o estresse
oxidativo tém sido apontado como principal responsavel de varios processos
biologicos e patolégicos, como o envelhecimento, a inflamacgéo, carcinogénese
e varias outras doencas, incluindo Parkinson, Huntington, etc (Halliwell &
Gutteridge, 1999). Neste sentido, torna-se importante estudar o efeito das
micotoxinas, que estdo presentes no dia-a dia da alimentacdo humana e
animal, como sendo substancias responsaveis por iniciar/agravar os efeitos
nocivos do estresse oxidativo nos organismos Vivos.

Desta forma, no nosso protocolo experimental observamos um aumento
da atividade da CAT nos rins, e da SOD nos rins, figado e testiculos sugerindo
um aumento compensatério na atividade destas enzimas antioxidantes na

tentativa de evitar o dano oxidativo as células e macromoléculas (Abbe" s et al.
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2006, 2007). Além disso, tal suposicao pode ser apoiada pelo fato de que os
niveis de defesas antioxidantes ndo-enzimaticas (NPSH e AA) e de um
marcador de peroxidacao lipidica (TBARS) ndo se alterou significativamente no
rim, figado ou testiculos apdés administracdo aguda da micotoxina. Nesse
contexto, pode-se sugerir que a ZEA tem maior capacidade em afetar os
marcadores do sistema enzimatico do que os marcadores do sitema nao-
enzimatico do estresse oxidativo, e que o0 aumento de determinadas enzimas
antioxidantes estaria relacionado com a neutralizacdo do dano oxidativo bem
como com o reparo da deplecdo das reservas de antioxidantes néo-
enzimaticos.

Em nosso trabalho, uma Unica dose da micotoxina foi administrada por
via oral em camundongos Swiss machos, mostrando que uma exposi¢cao aguda
€ capaz de provocar alteracdes de modo diferente na atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GST. Resultados semelhantes foram observados
por Stadnik, (2010), que mostrou aumento da atividade da SOD no figado apos
10 dias da administracéo de ZEA (200 e 500 mg/kg, p.0.), € nenhuma alteracéo
no contetdo de acido ascoérbico em figado de ratos apos 24 h ou 10 dias da
adiministracéo de ZEA. Além disso, Zourgui et al., (2008) observaram aumento
da atividade da catalase no figado e rins de ratos 24 horas apos a
administracdo de ZEA (40 mg/kg, i.p.). Por outro lado, camundongos Balb/c
machos tratados por 28 dias com ZEA (40 mg/kg, i.p.) apresentaram
diminuicdo da atividade da glutationa peroxidase, SOD, CAT nos testiculos
(Salah-Abbes et al., 2009a). Da mesma maneira, Salah-Abbes et al., (2008)
observaram reducdo da SOD em figado e rins de camundongos Balb/c machos
tratados por 10 dias com ZEA (40 mg/Kg, p.o.). Além das diferencas quanto as
espécies animais, sexo e as doses de ZEA utilizadas, a metabolizacéo hepética
da micotoxina é um dos pontos de maior influéncia quanto a variacdo na
atividade enzimatica. Segundo Malekinejad et al., (2006), ha diferencas quanto
a biotransformacéo da zearalenona em animais como suinos, gado, galinhas e
ratos.

Diante disso, a metabolizacdo ou biotransformacdo da ZEA no
organismo € dividida em duas fases: reducdo e conjugacao (Gaumy et al.,
2001). A reducéo ou hidroxilacédo é catalisada pelas enzimas 3a e 3 HSDs e
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resulta na formagdo de a-ZOL e B-ZOL. Na fase posterior, a ZEA e seus
metabodlitos sdo conjugados com o acido glicurénico através da enzima
UDFGT. Logo, a biotransformagéo hepatica da ZEA em a-zearalenol pode ser
considerada uma etapa de ativacao da toxina (Malekinejad et al., 2005). Assim,
devido a maior atuacao no tecido hepatico com formacgédo de metabdlitos ativos,
a biotransformacdo da ZEA pode estar relacionada a variagdo no peso do
figado de camundongos tratados com ZEA em relacdo ao controle, reforcando
gue mais estudos sdo necessarios para elucidar os efeitos da intoxicacédo por
micotoxinas em uma variedade de espécies e tecidos (Salah-Abbes et al.,
2009a; Yang et al, 2007). Além disso, existem estudos correlacionando os
efeitos estrogénicos e citotéxicos da ZEA com o aumento do peso, pela
interacdo desta micotoxina com o0 metabolismo protéico. No ganho de peso a
proteina € um dos componentes mais importantes quimicamente (de Lange et
al., 2003). Nesses estudos, a nao diferenca entre o ganho de peso dos animais
controle e, por consequéncia dos tecidos alvo, daqueles alimentados com ZEA
demonstra a magnitude dos efeitos toxicos desta micotoxina. Essa hipotese, no
entanto, deve ser confirmada através de estudos mais aprofundados sobre
metabolismo protéico em animais tratados com ZEA.

Estudos envolvendo o sistema reprodutivo mostram os efeitos deletérios
da ZEA sobre o funcionamento deste sistema em camundongos machos. A
ZEA atua bloqueando as acdes fisioldgicas dos ERs, devido a competitividade
de ligacdo pelos mesmos sitios de ligacdo destes receptores (Kiang et al,
1978;. Katzenellenbogen et al., 1979). Além disso, a exposicdo a ZEA pode
resultar em hiperestrogenismo e, consequentemente, levar a efeitos negativos
sobre o sistema reprodutivo masculino. Camundongos machos expostos a ZEA
apresentaram uma diminuicdo significativa no peso corporal, peso de testiculos
e no peso das vesiculas seminais e da prostata. Além disso, a contagem de
espermatozoides e os percentuais de motilidade esperméatica diminuiram nos
animais expostos a ZEA (Salah-Abbes et al., 2008). Em nosso estudo, houve
uma diminuicao significativa na contagem de espermatozoides nos epididimos,
bem como uma reducdo da motilidade espermatica. A realizacdo da contagem
de espermatozéides em homogeneizados de testiculos ou epididimos sé&o
indicadores importantes para a deteccdo dos efeitos adversos de varias
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substancias e/ou fatores sobre a espermatogénese (Ban et al., 1995). Kim et al.
(2003) relatou que uma unica dose de ZEA € capaz de induzir a apoptose de
células germinativas testiculares em estagios especificos. Além disso, durante
o desenvolvimento de espermatozéides, as espermatogbnias e 0sS
espermatécitos foram as principais células-alvo na apoptose induzida pela
ZEA. Neste sentido, além do dano celular induzido pela ZEA, outro mecanismo
sugerido como sendo responsavel pelos seus efeitos tdxicos € o estresse
oxidativo.

Desta forma, a peroxidacdo lipidica (LPO) é uma das principais
manifestagbes de dano oxidativo, e as enzimas antioxidantes representam 0s
principais sistema de defesa contra a lesdo dos testiculos e carcinogénese.
Salah-Abbes et al., (2009a) mostrou que aumentou significativamente a
lipoperoxidacdo em testiculos, enquanto que a atividade das enzimas
antioxidantes GPx, SOD e CAT foram significativamente menores nos
camundongos tratados com ZEA comparados com os do grupo controle. Meki
et al., (2004) mostrou que o nivel de LPO aumentou concomitantemente com a
diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes. Em nosso estudo, o0s
resultados da peroxidacéo lipidica (TBARS) e das enzimas antioxidantes SOD
e CAT comportaram-se de modo diferente aos estudos anteriores, predizendo
as variadas formas de acdo da ZEA e sua relacdo com o estresse oxidativo.
Além disso, cabe ressaltar que as diferencas quanto ao protocolo experimental
(espécie, sexo, dose, via de administracdo, tempo de tratamento) também
contribuem para explicar estas discrepancias.

O fato do estresse oxidativo nos testiculos ser um dos maiores fatores
gue induzem apoptose de células germinativas, este 6rgdo tem concentracdes
relativamente altas de antioxidantes, como a glutationa na forma reduzida
(GSH), acido ascorbico e vitamina E (Sanocka & Kurpisz, 2004). Estas
substancias protegem as células germinativas contra danos ao DNA e
desempenham fun¢cBes importantes na espermatogénese (Kasahara et al,
2002). Com base nos resultados de Hassen et al., (2007), a ZEA parece
produzir muitos efeitos sobre o sistema oxidante como a diminuicao
significativa do nivel de GSH. O sistema de glutationa desempenha um papel
critico em diversos processos biologicos, incluindo a manutencdo de grupos
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sulfidril em proteinas de membrana, a desintoxicacdo de drogas em reacdes
envolvendo a glutationa-S-transferase, o reparo de moléculas danificadas e a
detoxicagdo nos orgaos reprodutores masculino prejudicados por EROS (Fuijii
et al., 2003). A glutationa é importante na regulacao do estado redox celular, e
um declinio em seu nivel celular tem sido considerado como indicativo do
estresse oxidativo. Além disso, o sistema glutationa é possivelmente
desequilibrado pela ZEA que resulta em uma diminuicdo na contagem de
espermatozoides. Kaneko et al. (2002) relatou que as células
espermatogénicas contém niveis bastante elevados de glutationa redutase e,
gque a ZEA tem um efeito deletério sobre o sistema glutationa e sobre a
regulacdo dos genes codificadores de isoformas de GST (Leffers et al., 2001).
Nesse sentido, nosso estudo mostrou diminuicdo da atividade da enzima
antioxidante GST nos testiculos e rins. Este € o primeiro estudo que mostra
uma diminuicdo da atividade da GST nos testiculos ap0s a administracdo da
ZEA e o primeiro estudo que avalia esta enzima frente a acdo da ZEA. Sugere-
se que 0s mecanismos pelos quais a ZEA exerce seu efeitos em células
germinais masculinas é provavel, devido a sua capacidade de induzir o
estresse oxidativo com producdo de radicais livres e a deplecdo de algumas
reservas antioxidantes especificas, como a enzima GST.

A glutationa S-transferase (GST) é uma familia de enzimas intracelulares
divididas em cinco grupos principais com suas respectivas subunidades: Alpha
(A1, A2, A3 e A4), Pi (P1), Mu (M1, M2, M3, M4 e M5), Theta (T1 e T2), e Zeta
(Board et al.,, 1997; Lizard-Nacol et al., 1999). Essa familia de enzimas,
localizada no citosol celular, impede a acdo de substancias sobre as células,
evitando danos ao seu DNA (Mannervik, 1985). Tais enzimas catalisam a
conjugacado de diversos compostos eletrofilicos a glutationa, promovendo a
formacédo, na maioria das vezes, de metabdlitos menos reativos e mais soluveis
em agua, o que faz com que sejam mais prontamente excretados pela urina
(Zheng et al., 2002). Cerca de metade de todas as espécies animais possuem
maior expressao das formas polimérficas dos genes codificadores das
subunidades de GST, na qual estariam relacionadas a delec6es ou mutacdes
ocasionando alteracdes celulares, como o cancer (Rebbeck, 1999). De fato,
polimorfismos dos genes GSTM1, GSTM3 e GSTM5 foram mostrados para
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predispor a infertilidade masculina ap6s a varicocele, por diminuicdo da
motilidade e concentracdo de espermatozoides e causando dano oxidativo ao
DNA de espermatozoides (Chen et al, 2002; Okubo et al, 2005). Sabe-se
atualmente que o sistema GST também exerce papel importante no
metabolismo dos estrogénios (Park et al., 2003). Diante disso, tém sido
demonstrado que a GST tem um papel relevante de protecdo durante a
espermatogénese (Castellon, 1999) e que o gene Mu-1 (GSTM1) é uma
isoenzima critica na prevencdo do estresse oxidativo em espermatozdéides
(Chen et al., 2002). Além disso, uma diminuigdo na contagem e motilidade de
espermatozoides, além do aumento no numero de espermatozoides mortos foi
observado em seres humanos sem o gene GSTM1 (Vani, 2010), sugerindo um
papel ainda mais critico para a atividade de GST nos casos de infertilidade e
oligozoospermia. Dados que comprovam os resultados obtidos em nosso
estudo, no qual observamos uma reducao da atividade da GST no testiculo de
camundongos tratados com ZEA, bem como uma redugdo no numero e
motilidade dos espermatozoéides. Assim, a GST, como uma enzima
detoxificadora e presente em grande quantidade no sémen, desempenha um
importante papel protetor contra o estresse oxidativo em espermatozoides
(Mann et al., 2000).

N&o obstante, a ZEA também apresenta efeitos imunotoxicos. Varias
alteracoes dos parametros imunolégicos foram associados com concentracoes
de ZEA em humanos (Berek et al.,, 2001), ratos (Marin et al., 1996) e em
estudos in vitro, através da inibicdo da proliferacao de linfécitos, aumento de IL-
2 e IL-5, e inducéo de efeitos imunossupressores (Eriksen & Alexander, 1998;
Murata et al., 2003). O tratamento com uma Unica dose intraperitonial de ZEA
(1.5, 3.0 e 5 mg/kg) induziu mudancas nos parametros hematoldgicos e
bioquimicos de ratos (Maaroufi et al., 1996). Apesar do efeito da ZEA sobre o
sistema imunoldgico ndo ser totalmente compreendido, Forsell et al. (1986) e
Pestka et al. (1987) mostram algumas evidéncias sobre os efeitos da ZEA no
sistema imunolégico em camundongos, ha qual alteracdes hematologicas e em
alguns parametros do sistema imune sdo observados em camundongos
B6C3F1. Em nosso estudo, o aumento do numero de leucdcitos totais e
fracBes, acompanhados da diminuicdo da contagem de linfécitos comprovou a
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toxicidade imunolégica aguda da ZEA em camundongos Swiss machos. Berek
et al. (2001) afirmou que o efeito de imunossupressao induzido pela ZEA se d&
através da depresséo da atividade de linfocitos B e T. Estes resultados também
foram apoiados por Swamy et al. (2004) que demonstraram que a ZEA, em
dietas contaminadas, reduziu os niveis de células B em frangos de corte. A
diminuicdo do numero de plaquetas pode estar relacionada com alteracdes na
coagulacdo sanguinea (Maaroufi et al.,1996). De fato, a ZEA ¢é
imunossupressora e capaz de promover alteragcdes no tempo de protrombina
dificultando o tempo de coagulacdo do sangue através da sua acdo sobre
determinados fatores de coagulacédo (Dilkin, 2003). De acordo com estes
dados, em nosso estudo observou-se uma reducéo significativa do nimero de
plaguetas ap0s o tratamento com ZEA, predizendo assim, a agdo toxica da
ZEA sobre o sistema de coagulacdo do sangue.

Diante do exposto, podemos concluir que o tratamento agudo de
camundongos Swiss machos com a micotoxina zearalenona produziu
alteragcbes reprodutivas, hematoldgicas e em parametros relacionados ao
sistema antioxidante. Os efeitos sobre o sistema oxidativo foram considerados
de extrema relevancia no entendimento do modo de acdo toxigénico desta
micotoxina, o qual parece atuar mais sobre o sistema antioxidante enzimatico.
Nesse sentido, a GST parece ser a enzima de maior importancia, sendo o elo

entre os danos espermaticos e o estresse oxidativo induzido pela ZEA.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que:

e A intoxicacdo oral aguda induzida por ZEA aumentou o peso do figado,
sem alterar o peso do baco, pulmao, rins, testiculo e epididimos;

e A intoxicagdo oral aguda induzida por ZEA nao alterou os parametros
exploratérios e locomotores observados no teste do campo aberto;

e A intoxicagdo oral aguda induzida por ZEA aumentou o numero de
leucécitos totais, segmentados, bastdes, eosindfilos, mondcitos e
reduziu o numero de linfécitos e plaquetas;

e A intoxicagdo oral aguda induzida por ZEA diminuiu 0 numero e a
motilidade dos espermatozoides;

e A intoxicagdo oral aguda induzida por ZEA nao alterou os parametros
ndo-enzimaticos do estresse oxidativo avaliados, conteddo de AA,
NPSH e TBARS no figado, rins e testiculos;

e A intoxicacdo oral aguda induzida por ZEA causou um aumento na
atividade da SOD nos rins, figado e testiculos, aumento da atividade da

CAT nos rins e diminuicdo da atividade da GST nos testiculos e rins.
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PERSPECTIVAS

A fim de obter um melhor entendimento a respeito dos mecanismos de
toxicidade e dos efeitos tdxicos provocados pela micotoxina Zearalenona este
trabalho tera continuidade no doutorado. Nesta nova etapa serdo analisados
parametros que servirdo de base para elucidar a toxicidade da ZEA e também
para confirmar os resultados obtidos neste trabalho. Para isso objetiva-se
realizar a andlise histologica do tecido testicular, a dosagem do hormonio
testosterona, a analise da toxicidade do metabdlito ativo a- zearalenol (a-ZOL)
e a pesquisa do antioxidante licopeno e sua possivel acdo na reversdo da

toxicidade causada pela ZEA através da sua capacidade antioxidante.
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