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RESUMO

CARVALHO, Rodrigo Alcantara. Avaliacéao do biomarcador
(esfinganina/esfingosina) como fator de exposi¢do as fumonisinas em
frangos de corte. Seropédica: UFRRJ, 2006. (Dissertacdo, Mestrado
Microbiologia Veterinéria).

A contaminacdo mundial de alimentos e subprodutos com micotoxinas € um
problema de extrema importancia. As micotoxinas sao metabdlitos secundarios
produzidos por fungos, que possuem efeitos adversos a saude humana e animal.
As fumonisinas e aflatoxinas sdo as micotoxinas de maior importancia agro-
econdmica pelos prejuizos acarretados a producéo animal. Passos importantes na
sintese destas micotoxinas sdo descritos, assim como seu metabolismo e efeitos
adversos. Este trabalho avalia a determinacdo dos biomarcadores esfinganina
(Sa) e esfingosina (So) no soro de frangos de corte como método de diagndstico
para exposicdo as fumonisinas e compara os dados obtidos com a anélise da
racdo. Dos animais avaliados apenas 49% exibiram quantidades detectaveis de
esfingolipideos no soro, dentre estes, apenas 44,9% exibiram os 2 esfingolipideos
(Sa e So), 53,06% exibiram somente So e 2,04% exibiram somente Sa. Foi
detectada na racéo a presenca de fumonisina B; na concentracédo de 374,92ug.kg’
! e de aflatoxinas B1, B, e G1 nas concentragées de 440,99ug.kg™, 169,92ug.kg™ e
494,58ug.kg™, respectivamente. Foi possivel estabelecer parcialmente o grau de
intoxicacdo dos frangos e verificar que a sensibilidade do biomarcador pode ser
afetada tanto pela presenca de fumonisina quanto de aflatoxina.

Palavras Chave: fumonisinas, aflatoxinas, esfingolipideos.



ABSTRACT

CARVALHO, Rodrigo  Alcantara. Evaluation of the  biomarker
(esfinganinal/esfingosina) as a factor of exposition to fumonisins in
poultry. Seropédica: UFRRJ, 2005. (Dissertation, Master's degree Veterinary
Microbiology).

The world wide contamination of foods and byproducts with mycotoxins is a
problem of extreme importance. Mycotoxins are secondary metabolites produced
by fungi that have adverse effects to human and animal health. The fumonisins
and aflatoxins are the mycotoxins of greatest agro-economic importance due to the
damage brought to animal production. Important steps in the synthesis of these
mycotoxins are described, as such as their metabolism and adverse effects. This
work evaluates the determination of the biomarkers sphinganin (Sa) and
sphingosin (So) in poultry serum as a diagnose method for fumonisin exposition,
and compares the obtained data with ration analysis. Of the evaluated animals only
49% exhibited 2 sphingolipids (Sa and So), 53,04% exhibited only So and 2,04%
exhibited only Sa. It was detected at ration the presence of fumonisin B; at
concentration of 374,92ug.kg™ and aflatoxins Bi, B,, and G; at concentrations of
440,99ug.kg™?, 169,92ug.kg™® and 494,58ug.kg™?, respectively. It was possible to
partially establish the grade of intoxication of the poultry and to verify that the
sensibility of the biomarker can be affected by the presence of fumonisin such as
aflatoxins.

Key words: fumonisins, aflatoxins, sphingolipids.



1 INTRODUCAO

Os fungos filamentosos produzem diversos metabdlitos secundarios, como
pigmentos, fitotoxinas, antibioticos e compostos toxicos denominados micotoxinas.
As micotoxinas podem ser, portanto, caracterizadas como metabdlitos secundarios
produzidos por diversos fungos microscopicos.

Graos cereais e subprodutos associados participam com freqiéncia da
alimentacdo dos rebanhos de fazenda e animais de granja, constituindo fontes
importantes de proteinas, carboidratos e lipidios. Quando o0s grdos s&o
colonizados por fungos h& um risco significativo de contaminagao por micotoxinas.
Produzidos em associagcdo com os alimentos, racdo animal e forragens, estes
metabolitos téxicos podem ser ingeridos pelo homem ou animais, causando as
micotoxicoses (MOSS, 1991).

Os fungos micotoxigénicos envolvidos nas cadeias alimentares humana e
animal pertencem principalmente a quatro géneros especificos: Aspergillus,
Penicillium, Fusarium e Alternaria. Muitas espécies destes géneros ndo sao
apenas reconhecidas como patdgenos de plantas, mas também fontes
importantes de micotoxinas de agdo deletéria para a saude humana e animal
(D'MELLO et al., 1997).

As primeiras toxinas fuangicas foram descobertas em 1960, ao provocarem
um surto com alta letalidade em perus na Inglaterra conhecido como a doenca X
dos perus. Nesse surto, milhares de aves morreram apds consumirem torta de
amendoim na racao (SARGEANT, 1961). O principal fungo encontrado na torta de
amendoim foi o Aspergillus flavus. Na analise quimica da torta de amendoim foram
encontrados compostos toxicos que apresentavam fluorescéncia sob luz
ultravioleta.

Esforcos incessantes da comunidade cientifica proporcionaram o
desenvolvimento da micotoxicologia. Como consequéncia, novos meétodos de
deteccdo de micotoxinas sdo desenvolvidos e novas micotoxinas sao isoladas e
caracterizadas. Recentemente, atencdo especial tem sido despendida as toxinas

produzidas pelo género Fusarium, pelo fato deste ser o mais comum contaminante



de cereais e seus produtos, sendo particularmente abundante no milho (LESLIE et
al., 1990). As principais micotoxinas produzidas por este género sdo 0s
tricotecenos, moniliforminas, zearalenonas e fumonisinas. Estas Ultimas sao alvo
de intensa pesquisa pela observacdo de efeitos adversos produzidos pelas
mesmas em animais e humanos e pelos relatos de sua ocorréncia em diversos
paises do mundo. Diversas fusariotoxicoses sdo de importancia conhecida na
medicina veterinaria, incluindo aquelas causadas principalmente por tricotecenos,
zearalenona e fumonisinas.

A contaminacéo dos cereais, com toxinas fusarianas, leva a grandes perdas
econbmicas em carater mundial. Ha multiplos critérios para avaliar o impacto
econdmico das micotoxinas em humanos, animais e na agricultura. Consideracoes
incluem perda de vidas humanas e animais, cuidados com a saude humana e
cuidados veterinarios, decréscimo da producdo animal, custos regulatorios,
pesquisa acerca do impacto e severidade do problema das micotoxinas e
condenacéo de produtos originarios da agricultura (VASANTHI & BHAT, 1998).

E incontestavel a necessidade da manutencdo de pesquisas nesta area,
principalmente com relagdo as fumonisinas que, continuamente, vém

demonstrando ser um grande problema a ser equacionado.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Avicultura no Brasil e no Mundo

A avicultura € um segmento de destaque crescente nas Ultimas décadas,
como um dos setores agricolas que apresenta maior dinamismo. O seu
crescimento é decorrente, sobretudo, dos avancos tecnolégicos em
determinadas areas como a genética, nutricdo, sanidade e manejo, 0s quais
possibilitaram a instalacdo de uma inddstria altamente eficiente e competitiva
em todo o mundo, particularmente no Brasil. Como em todo sistema com
elevado grau de tecnificacdo, como ocorre na avicultura de modo geral,
qualquer fator que afete negativamente a producdo determina enormes
prejuizos aos produtores. Desta forma fica evidente a importancia dos
contaminantes naturais de ragdes, como as micotoxinas, por acarretarem
perdas consideraveis as criacdes de aves (ROSMANINHO et al, 2001).

2.2 O Género Fusarium

Muitas espécies, identificadas ou ndo, do género Fusarium exibem um
grau elevado de variacbes correspondentes a caracteristicas morfologicas,
fisiologicas e de cultura. Esta capacidade de variacdo pode explicar, em parte,
a habilidade das espécies deste género de colonizar diversos nichos
ecoldgicos na maioria das areas geograficas do mundo.

Estas espécies podem produzir trés tipos de esporos denominados
macroconideos, microconideos e clamidésporos, e algumas delas podem

produzir até dois tipos de esporos (NELSON et al., 1994).



2.3 Ocorréncia do Género Fusarium

As espécies do género Fusarium séo as principais invasoras de graos de
milho no campo, causando vérias doengcas como a podriddo de sementes e
colmo (MILLS, 1989). Estas espécies podem contaminar a planta no campo e
também podem ser encontradas em outras fases da producdo dos vegetais,
como no armazenamento, caso as condicbes de temperatura e umidade n&o
sejam controladas adequadamente.

Algumas espécies do género Fusarium foram encontradas em diversos
estados brasileiros, isoladas do milho e outros substratos, com predominancia
do F. verticillioides (Sacc.) Niremb (POZZI et al., 1995; ORSI et al.,, 2000;
SILVA et al., 2000).

As condi¢des climaticas sob as quais os gréos séo cultivados tém uma
importante influéncia na prevaléncia de espécies de Fusarium (TORRES et al.,
2001; HIROOKA et al., 1996). Comprovadamente, substratos localizados em
ambientes Umidos sdo melhores do que substratos desidratados para o
crescimento de Fusarium spp. in vitro. A associacao entre temperatura elevada
e umidade é um fator que influencia o crescimento fungico e a subsequente
producao de micotoxinas (ONO et al., 2001).

Estudos desenvolvidos relacionados a distribuicdo e analise quantitativa
da producao de fumonisinas em gendtipos de milho em diversos paises, sob
condicBes ambientais de cada area especifica, podem sugerir a existéncia de
genadtipos hibridos resistentes ao Fusarium, que poderiam ser adaptados a
uma area especifica (VISCONTI, 1996).

Relatos indicam que e esfoliagdo dos graos também contribui para a
maior contaminacdo por fungos, uma vez que estas lesbes podem predispor a

penetracdo de 4caros, insetos e até mesmo outros microrganismos presentes



na superficie dos graos, fornecendo melhores condicbes para o crescimento
fungico (NELSON et al., 1992).

2.4 Fumonisinas

Diversos relatos existentes indicam que as toxinas fusarianas sao
contaminantes extremamente incidentes em graos e cereais em escala mundial
(MULLER & SCHWADOREF, 1993; BRAGULAT et al., 1995a; CHULZE et al.,
1996; VIQUEZ et al.,, 1996; AH SEO & WON LEE, 1999). As espécies de
Fusarium sintetizam uma ampla diversidade de micotoxinas com estruturas
quimicas variadas. Dentre estas micotoxinas estdo as fumonisinas, importantes
com relagdo a saude e produtividade dos animais (D’MELLO et al., 1997).

As fumonisinas (FBs) caracterizam um importante grupo de micotoxinas
produzidas pelo patdgeno de cereais Fusarium. Sdo um grupo de metabdlitos
polares, relacionados ou aparentados, originalmente isolados de F. moniliforme
(BEZUIDENHOUT et al., 1988). Suas estruturas sdo baseadas em uma longa
cadeia de hidrocarbonetos (penta-hidroxiicosano) contendo metil e outros
grupos amino (Bi1 e B;) ou acetil-amino (A; e A;). Duas hidroxilas sé&o
esterificadas para duas moléculas de acido propano-1,2,3-tricarboxilico,
trivialmente denominados como acido tricarboxilico (fig. 01). FB, se difere de
FB, por ter uma hidroxila extra na posi¢cao 10 (DUTTON, 1996).

Devido a existéncia de 4 grupos carboxilas livres e do grupo amino, 0s
compostos sao sollveis em agua, mas ndo-sollveis em solventes organicos
nao-polares. A auséncia de solubilidade em solventes das fumonisinas, pode
explicar, em parte, o retardo na sua descoberta, porque o isolamento da
maioria das micotoxinas depende da extracdo por solvente, que evita a

contaminacgao de extratos com materiais como 0s carboidratos e aminoacidos.
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Figura 01 — Estrutura de algumas fumonisinas (SWEENEY et al.,1999).

As fumonisinas B; e B, sdo metabdlitos com propriedades cancerigenas
que apresentam uma unidade hidrocarboneto de cadeia longa, que tém uma
participacdo em sua toxicidade (WANG et al., 1992). A fumonisina B; é a mais
toxica, e foi demonstrada como promotora de tumores em ratos
(GELDERBLOM et al., 1988), causadora da leucoencefalomalacia equina
(MARASAS et al., 1988) e edema pulmonar suino (HARRISON et al., 1990).

Todas as micotoxinas pertencem a um grupo de compostos conhecidos
como metabdlitos secundarios. Esses diferem de compostos que sé&o
essenciais para o funcionamento e crescimento de uma célula viva normal e
sdo caracterizados por sua natureza exclusiva. Existem diversas explicacdes
sobre este fendmeno, incluindo evolugéo convergente, transferéncia direta de
informac&o genética entre organismos e classificacdo taxonémica baseada na
morfologia em detrimento dos principios genéticos. Qualquer que seja a razao
para auséncia de estrita exclusividade, as fumonisinas ndo séo caracterizadas

uma excecao para esta regra, desta forma, outros géneros diferentes podem
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produzir compostos semelhantes, e os membros do género Alternaria
produzem compostos muito semelhantes as fumonisinas e em pelo menos um
caso, de fato produzem fumonisina eles mesmos (CHEN et al., 1992).

Sao conhecidas, atualmente, 16 estruturas moleculares designadas pelo
termo fumonisina (AH SEO & WON LEE, 1999), porém, a toxina
predominantemente produzida por linhagens de Fusarium é a fumonisina B;
(NORRED, 1993). Somente a FB;, B, e Bs; foram detectadas quando a
producdo de fumonisinas ocorreu em condi¢des naturais (HENRY & WYATT,
1994).

2.4.1 Biossintese das Fumonisinas

Fumonisinas parecem ser sintetizadas através da condensacdo do
aminoacido alanina a um precursor acetato derivado. Grupos metil séo
adicionados a C-12 e C-16 por uma S-adenosil metionina transferase. Os
passos biosintéticos subseqiientes envolvem a oxigenacdo e esterificacdo do
esqueleto acetato derivado, e ainda sdo desconhecidos. Nao esta claro se a
oxigenagdo e metilacdo ocorrem antes ou depois da condensacdo com a
alanina (fig. 02). Entretanto, aparentemente, fumonisinas menos oxigenadas
como FB,, FB3; e FB; sdo precursoras da mais altamente oxigenada FB;
(DESJARDINS et al., 1996).
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Figura 02 — Via de biossintese da fumonisina, proposta por DESJARDINS et al., 1996.

2.4.2 Absorgéao das Fumonisinas

A absorcdo gastrintestinal é a via que governa a passagem da
micotoxina para o sangue e sua distribuicdo pelo organismo.

As fumonisinas estdo pobremente disponiveis no trato digestivo
(SHEPARD et al.,, 1995). Apos a ingestdo de 7,5mg de FB./kg de peso
corporeo por ratos, mesmo quando a molécula ndo é detectada no plasma, sua
presenca na urina até 24 horas ap0s a exposicao indica uma efetiva absorcéo
mesmo em uma taxa muito baixa (SHEPARD et al., 1995). S&0 necessarias
pesquisas para determinacéo dos sitios de absorcéo para as aves domesticas,
mas um pico plasmatico de radioatividade, que corresponde a 28-103ng de FB;
e derivados/ml é observado entre 1,5 e 2,5 horas apos a ingestdo de 2mg de
FB; marcada, em galinhas (VUDATHALA et al., 1994). Para ruminantes,



nenhum traco de FB; € detectado no plasma de vacas ap0s a exposi¢cao oral
de 1 a 5mg de FB1/kg de peso corpéreo (PRELUSKY et al., 1995).

2.4.3 Metabolismo das Fumonisinas

Nenhum estudo comprova o metabolismo de fumonisina, mas as
hidrolases hepaticas e enzimas intestinais poderiam hidrolizar FB; em
monoéster e aminopentol e entdo excreta-la nas fezes (PRELUSKY et al.,
1995; SHEPARD et al., 1994; GALTIER, 1999).

2.4.4 Distribuicdo das Fumonisinas no Organismo

As fumonisinas sdo hidrosoluveis, geralmente fracamente acumuladas
nos tecidos animais (TURNER et al., 1999). A FB; persiste por mais tempo nos
orgaos do que no plasma (VUDATHALA et al., 1994), sendo que 72 horas ap0s
a ingestdo de FB; marcada, alguma radioatividade ainda € mensurada em
suinos, notadamente no figado e rins (PRELUSKY et al., 1994), e 70% da dose
administrada é encontrada na bile. Em galinhas, nenhum residuo foi detectado
nos ovos. A distribuicdo e eliminacdo de FB; no organismo nao sao
dependentes da dose administrada intravenosamente em vacas (0,05 ou 0,2mg
FB1/kg de peso corporeo) (PRELUSKY et al., 1995).

2.4.5 Excrecao das Fumonisinas

Como esperado, esses componentes geralmente sdo rapidamente
eliminados (YOSHIZAWA & JIN, 1995), motivo pelo qual algumas das



toxicoses podem atingir resolucdo apenas pela remocéo da micotoxina. Urina e
fezes sd@o as principais vias de excrecao de fumonisinas e de seus metabdlitos
(ERIKSEN & PETTERSSON, 2004).

2.4.6 Efeitos Deletérios das Fumonisinas em Animais

Os efeitos adversos das fumonisinas emergiram como um item
predominante na micotoxicologia e, provavelmente, permanecerao assim por
algum tempo. H& evidéncias alarmantes de diversos danos morfolégicos
celulares e bioquimicos em animais de producdo alimentados com dieta
contaminada por fumonisina. Efeitos profundos, em termos de lesbes no
figado, trato gastrointestinal, cérebro e pulmdes tém sido relatados em suinos,
aves, bovinos e equinos (D'MELLO, et al., 1999). Essas micotoxinas estéo
associadas com a leucoencefalomalacia equina (KELLERMAN et al., 1990;
MARASAS et al.,, 1988; WILSON et al., 1990), edema pulmonar suino
(HARRISON et al.,, 1990), nefrotoxicidade e cancer de figado em ratos
(GELDERBLOM et al., 1991), efeito aterogénicos em macacos (FINCHAM et
al., 1992), hipertrofia medial das artérias pulmonares em suinos (CASTEEL et
al., 1994), aterosclerose em macacos (NORRED, 1993), imunossupressdo em
frangos (LI et al., 1999) e hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI et al., 1996).

Em todas as espécies animais estudadas, as fumonisinas alteraram a
biossintese dos esfingolipidios, com as maiores alteracées nas concentracdes
das bases esfingbides no rim, figado, pulmédo e coracdo. O sistema imune
especifico ndo é afetado. Entretanto FB; inibiu a fagocitose e a biossintese de
esfingolipidios nos macrofagos pulmonares, induzindo um acumulo de material

membranoso nas células endoteliais dos capilares pulmonares. Essa alteracéo
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parece ser especifica para este tipo de célula e para a espécie suina
(HASCHEK et al., 2001).

Em comum com outros compostos fisiologicamente ativos, as
micotoxinas de Fusarium séo capazes de induzir tanto efeitos agudos como
cronicos. Os efeitos observados sdo frequentemente relacionados aos niveis
da dose e duracao da exposicéo.

Ensaios baseados em células isoladas emergiram como adjuvantes Uteis
na toxicologia animal geral, originando informagdo suplementar sobre os
modos de acdo bioquimica e fisiologica. Fumonisina B, por exemplo, causa
anormalidades morfoldgicas e funcionais em macrofagos de frangos in vitro,
indicando um efeito imunossupressivo (KIDD et al., 1997). Estudos feitos com
hepatécitos de roedores tém demonstrado que as fumonisinas bloqueiam a
formacdo de esfingolipidios. Esta evidéncia corrobora a hipotese de que a
interrupcdo da formacdo de esfingolipidios, com conseqiente acumulo de
esfinganina e esfingosina, constitui um dos mecanismos pelo qual se
manifestam os efeitos de toxicidade aguda e carcinogenicidade das
fumonisinas (NORRED, 1993). Os esfingolipidios sdo importantes para a
manutencdo da integridade da membrana celular além da regulacdo de
receptores de superficie celular, bombas de ions e outros sistemas vitais para o
funcionamento e sobrevivéncia da célula (LESSON et al., 1995).

2.4.6.1 Efeitos Deletérios das Fumonisinas em Aves

Apesar da importancia econémica de frangos e sua dependéncia de
alimentos baseados no milho, que sdo com frequéncia contaminados por F.
moniliforme (BRAGULAT et al., 1995a,b), investiga¢cfes utilizando fumonisinas
comecaram apenas em 1992, mesmo que ensaios anteriores tenham sido

efetuados com milho infectado por F. moniliforme (BRYDEN et al., 1987).
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LEDOUX et al (1992) alimentaram pintinhos de 1 dia com dietas
contendo niveis de 0, 100, 200, 300 ou 400ppm de FB;, durante 21 dias. O
ganho diario de peso diminuiu com o aumento do nivel de FB; na dieta. Lesdes
histopatoldgicas indicaram atrofia do timo, hiperplasia biliar e necrose hepatica.

Em estudo com frangos de corte recebendo racdo com 300mg.kg™ de
FB1, durante as duas primeiras semanas de vida, BROWN et al (1992)
observaram diarréia, 19% de redug&o no ganho de peso, 30% de aumento no
peso do figado além de alteracdes histoldégicas, como necrose hepética
multifocal, hiperplasia biliar, necrose de musculos e raquitismo.

WEIBKING et al (1993) avaliaram frangos de corte submetidos a racéo
com diferentes niveis de FB1, observando lesdes no figado e reducéo no ganho
de peso nos grupos que receberam ra¢des contendo niveis de 225 e 450mg.kg’
! de FBs, respectivamente. Animais tratados com 75mg.kg” apresentaram
apenas reducdo na biossintese de esfingolipidios, quando comparados com o
controle, indicando que aquele nivel pode ser toxico para as aves, apesar de
nao resultar em sinais clinicos evidentes. Uma dose de 10mg de FB, dada em
substancia pura, ou 30mg em sua forma natural por quilo de alimento € toxica
para aves jovens.

Em outro teste, dessa vez com perus, WEIBKING et al (1993b, 1995)
demonstraram que somente houve efeito deletério de fumonisina B; em niveis
acima de 200ppm. Perus foram alimentados com material cultivado com
diferentes niveis de FB; de 3 cepas de F. moniliforme que produziram
quantidades variadas da micotoxina. Variagdes no peso corpéreo e organico
foram observadas, dependendo do tratamento, com as propor¢cdes de
esfinganina / esfingosina aumentadas na maioria das aves e hiperplasia
hepatocelular generalizada em todos os perus tratados.

JAVED et al (1993 a e b) observaram aumentos na mortalidade dose
dependente de embrides de galinha e frangos de corte apds administracao

dietética de FB; pura. Moniliformina (MON) também aumentou a taxa de
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mortalidade em frangos de corte, mas a ocorréncia foi acelerada apos a
alimentagdo com as duas micotoxinas juntas. Esse aumento na mortalidade foi
denominado sindrome da mortalidade aguda. Uma vez que o milho pode ser
contaminado tanto com FB; como com MON, € possivel que esta sindrome
represente o efeito aditivo das duas micotoxinas.

Hiperplasia biliar foi encontrada em perus alimentados com FB;, 150 a
300mg.kg” de peso corpéreo, e fumonisina foi incriminada em casos de
encefalomaldcea cerebral em perus (FICKEN et al., 1993).

Em 1994, HENRY e WYATT estudaram a toxicidade da fumonisina B;
purificada em frangos em crescimento. A toxina foi incorporada na dieta de
pintinhos de 1 dia nas concentracdes de 0, 20, 40 e 80ppm. Niveis de até
80ppm né&o alteraram o ganho de peso, conversao alimentar e consumo de
agua. Nenhuma diferenca quanto ao peso dos orgaos (figado, baco e rins) foi
observada. Os autores concluiram que dietas com niveis de até 80ppm né&o
alteram o desempenho de frangos. Entretanto, os autores salientam a
necessidade de pesquisas sobre a interacdo das fumonisinas com outras
micotoxinas.

Resultados obtidos por ESPADA et al (1994) indicam que baixas doses
de FB; pura (10mg.kg™) e FB; de material cultivado de Fusarium moniliforme
(30mg/kg) séo toxicas para frangos jovens. Comparativamente aos controles,
frangos intoxicados exibiram diarréia, reducdes no peso corpoéreo e no peso
absoluto do figado, baco e bursa, um aumento relativo no peso do figado e
reducdo relativa no peso do baco. Triglecérides, niveis de &cido Urico e
atividade da fosfatase alcalina diminuidos e gamaglutamil transferase,
aspartato amino transferase, deidrogenase latica, creatina cinase e colesterol
mostraram-se aumentados.

Segundo LESSON et al (1995), a maioria das espécies de aves
domésticas demonstra grande resisténcia frente as fumonisinas. Porém,
LEDOUX et al (1996), utilizando metodologia semelhante a de WEIBKING et al
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(1993), demonstrou que o consumo de 75ppm de fumonisina ja demonstra
toxicidade para perus jovens.

BERMUDEZ et al (1995) testaram, em perus, o consumo de 75mg de
fumonisina B; por quilograma de alimento durante 18 semanas. Os resultados
indicaram que a exposicdo crbnica levou a reducdo do peso corporal, ao
decréscimo na contagem total de células brancas sanguineas, e na relacdo
entre heteréfilos e linfocitos. Este autor também demonstrou que patos
alimentados com racbes contendo FB; apresentaram uma reducédo dose
dependente no consumo de alimentos e ganho de peso. O aumento dos niveis
de FB; na racao foi associado com o aumento dos pesos organicos absolutos
do figado, coracdo, rins, pancreas e proventriculo, e também foi observada
hiperplasia hepatocelular branda a moderada em todos os patinhos
alimentados com FB;, apesar dos patos, assim como outras aves, serem
relativamente resistentes aos efeitos toxicos de FB;.

PRATHAPKUMAR et al (1997) relataram a ocorréncia natural de surtos
de micotoxicoses em aves de postura, onde 0s animais apresentaram sinais
como diarréia escura e viscosa, diminuicdo da ingestdo de alimentos, 20% de
reducdo na producédo de ovos e 10% de mortalidade. Apds a substituicdo da
racdo contaminada, os plantéis apresentaram melhoria evidente. A andlise da
racdo indicou contaminacdo de 8,5mg.kg™ de FB; e de 100ug.kg™ de aflatoxina
B1, evidenciando a potencializacéo dos efeitos de ambas as toxinas.

KUBENA et al (1999) observaram poucos efeitos deletérios sobre o
desempenho e a salude de aves de postura adultas, quando submetidas a
racdo contendo 100 a 200mg.kg™” de FB; e 50 a 100mg.kg™ de moniliformina,
por periodo de tempo prolongado (420 dias).
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LI et al (1999) ndo observaram reducdo em ganho de peso ou aumento
na conversdo alimentar de frangos alimentados com 200 mg.kg™® de FB;,
porém, constataram diminuicdo na imunidade humoral e supressdo de
linfocitos.

ESPADA et al (1997), intoxicando pintos de 1 dia com 10mg.kg™ (ppm)
de racao durante 6 dias, observaram que fumonisina B; pode contribuir para o
aparecimento de petéquias, aumentando o tempo de coagulacdo sanguinea e
diminuindo a concentragdo de albumina sérica. Desta forma, a toxicose por
fumonisina B de frangos de corte, intoxicados com 30 ou 300mg de toxina
isolada de cultura de F. moniliforme (ou 10mg de FB; em substancia pura) por
quilograma de alimento, foi caracterizada por uma redugcdo no tempo de
protrombina, um aumento no fibrinogénio plasmatico e na atividade
antitrombina Ill. Simultaneamente, uma reducédo na albumina do soro e um
aumento nas globulinas do soro foram observados.

Apesar do consumo de 80mg.kg™ de FB; na dieta de frangos de corte
nado afetar adversamente o peso corporeo, a eficiéncia alimentar ou o consumo
hidrico e ndo alterar os pesos relativos do figado, baco, rins, proventriculo e
bursa de Fabricius, HENRY et al (2000) observaram que a concentracdo de
esfinganina no figado e a relacdo esfinganina / esfingosina estavam
significativamente aumentadas em todos os grupos tratados, além destes
exibirem significativamente mais altas relacdes de glutamato oxalacético amino
transferase: aspartato amino transferase e altos niveis de esfinganina livre no
soro.

Apesar dos patos aparentarem ser resistentes a toxicidade por FB; em
termos de mortalidade, foi observada hepatotoxicidade quando uma dose de
FB, de 5mg/kg/dia foi administrada durante 12 dias (BAILLY et al., 2001).
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2.4.7 Efeitos Biolégicos das Fumonisinas

A fumonisina B; altera a morfologia celular (YOO et al., 1992, HAREL et
al.,, 1993), interacdes intercelulares (RAMASAMY et al., 1995), o
comportamento de proteinas da superficie celular (HANADA et al.,, 1993;
FUTERMAN, 1995; MAYS et al.,, 1995) e proteina cinases (HUANG et al.,
1995), o metabolismo de outros lipideos (SMITH & MERRILL, 1995; WU et al.,
1995) e o crescimento e viabilidade celulares (YOO et al., 1992; SCHROEDER
et al., 1994; NORRED et al., 1992; CAWOOD et al., 1994; GELDERBLOM et
al.1995). Essas alteracbes ndo sdo completamente compreendidas e podem
ter mdltiplas causas, entretanto, uma vez que os esfingolipidios estdo
associados com cada um desses processos, a maioria dos efeitos celulares
das fumonisinas € provavelmente consequéncia do rompimento do
metabolismo destes esfingolipidios.

Os efeitos dos esfingolipidios sobre o crescimento celular séo
complexos. Bases esfingodides livres estimulam e inibem o crescimento celular
(ZHANG et al., 1990; GOODEMOTE et al., 1995; PUSHKAREVA et al., 1995)
e, em concentracdes maiores, sao citotéxicas (STEVENS et al., 1990). Desta
forma, o acumulo de esfinganina em células que receberam fumonisina B;
provavelmente tem uma participacdo na alteracéo do crescimento e viabilidade
celulares promovidos pela fumonisina.

Em estudos mais recentes foi descoberto que a toxicidade é
parcialmente revertida pela adicdo de R-cloroalanina para inibir a primeira
enzima desta via (palmitoil transferase do soro) e reduzir o acimulo de bases
esfingoides (YOO et al., 1996).
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Apesar dos efeitos das fumonisinas sobre o metabolismo de
esfingolipidios terem sido estudados predominantemente em cultura celular, os
niveis de esfingolipidios no figado, rins, pulméo e outros érgaos séo alterados
guando animais sao alimentados com fumonisina B;. As bases esfingdides séo
capazes de atravessar membranas celulares porque o pKa do grupo amino é
relativamente baixo (MERRILL et al., 1989). Assim, conforme o0s niveis
intracelulares de bases esfingbides aumentam devido a inibicdo da ceramida
sintase (N-acetil transferase), as quantidades de esfinganina (e algumas vezes
esfingosina) no soro e na urina aumentam e podem ser usadas como

biomarcadores para exposi¢cao de animais as fumonisinas.

2.4.8 Mecanismo de Ac¢do das Fumonisinas

Fumonisinas sdo caracterizadas como compostos citotoxicos e
carcinogénicos aos animais. Seus mecanismos de acado, entretanto, ndo séo
completamente compreendidos. Estas micotoxinas e outros membros da série
“B” sdo andlogos da esfinganina (Fig. 03) e, portanto, inibidores potentes,
competitivos, da ceramida sintase (N-acetil-transferase) (WANG et al., 1991;
MERRILL, et al.,, 1993; D'MELLO et al., 1997), a enzima que cataliza a
acetilacdo da esfinganina na biossintese dos esfingolipidios, e a reutilizacdo da

esfingosina derivada da renovacédo dos esfingolipidios.
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Figura 03 - Semelhanca estrutural entre a fumonisina B; e as bases esfingbides (esfingosina e esfinganina).

Os esfingolipidios sdo predominantes no sistema nervoso central e
periférico, principalmente como lipideos da mielina, estando localizados nos
oligodendrdcitos e células de schwann (WANG et al., 1991). As fumonisinas
inibem a ceramida sintase (N-acetil transferase) e bloqueiam a biossintese
destes esfingolipidios complexos, promovendo o acumulo de esfinganina e
esfinganina 1-fosfato. Estudos demonstraram que a fumonisina B; causa a
ruptura do metabolismo de esfingolipidios através da inibicdo da esfigosina N-
aciltransferase (ceramida sintase) em microssomos de figado de ratos (WANG
et al., 1991) (fig. 05). Também foi demonstrado que a fumonisina B inibe
outras enzimas intracelulares incluindo fosfatases protéicas e arginosuccinato
sintetase (JENKINS et al., 2000). Portanto, FB; exerce sua citotoxidade através
da inibicdo do metabolismo dos esfingolipidios (substancia importante para

integridade da membrana celular e transporte ibnico através das células), do
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metabolismo protéico e o ciclo da uréia. Como uma consequéncia da inibicdo
da ceramida sintase, a FB; causa o acumulo de esfinganina (WANG et al.,
1991) e aumenta a formacgao de esfinganina 1-fosfato e a quebra do esqueleto
de bases esfingdides em aldeidos graxos e etanolamina 1-fosfato (SMITH &
MERRIL, 1995). O papel carcinogénico da FB; foi ligado ao acumulo de bases
esfingodides, que causa a sintese desprogramada de DNA (SCHROEDER et al.,
1994), alteracdo da sinalizacdo por AMPc (HUANG et al.,, 1995) e proteina
cinase C (YEUNG et al., 1996), e ruptura do ciclo normal da celular (RAMLJAK
et al., 2000).

A esfingosina € sintetizada no reticulo endoplasméatico através da
combinacdo de palmitoyl-CoA e aminoacido serina, formando o 3-
cetoesfingosina que é reduzido a esfinganina e esfingosina (fig. 04). Ceramida
é formada por combinacdo ou de um acido graxo livre ou acetil-CoA e
esfingosina. Esfingomielina é formada quando a ceramida reage com CDP -
colina ou fosfatidil colina. Para testar a hipétese de que a fumonisina age
alterando a biossintese de esfingolipidios, WANG et al (1991) examinaram 0s
efeitos da FB; sobre a habilidade de hepatocitos de ratos em converter serina
em esfingolipidios. Mostrou-se que FB; inibiu a biossintese de esfingolipidios

com uma Ksg de 0,1um.
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Figura 04 — Sintese da Esfinganina (MERRILL et al., 1997).

O sitio especifico de acdo de FB; parece mesmo ser as enzimas
esfinganina e esfingosina N-acetiltransferase. A inibicdo desta via metabdlica
resulta na deplecdo de esfingolipidios complexos, aumento intracelular de
concentragdo de esfinganina livre (ou em menor grau de esfingosina livre) e um

aumento dos produtos de clivagem (ABBAS et al., 1993).

20



CH

AA/\M/\M/CHEOH

Esfinganina Lz
N
Esfingosina NH,

Esfingosina/Fsfinganina N-acetil Transferase
(Ceramida Sintase)

OH

CH,OH
/\/\WWM(

NH

\/\/V\/V\/V\AH/

Dihidroceramida e

OH

CHEDH
/\/\/\/\N\M/

NH

\/W\M/\/\Aﬂ/

Ceramida C

Figura 05 — Sintese da Ceramida.



Os plenos efeitos das fumonisinas, provavelmente envolvem muitos
eventos bioquimicos. A elevacdo nas bases esfingdides também afeta a
quantidade de outros lipideos, incluindo os derivados 1-fosfatos e N-acetil de
esfinganina. Além disso, o aminopentol de FB; (AP(1)) € um inibidor e substrato
para a enzima ceramida sintase e a molécula resultante N-palmitoil AP(1)
(PAP(1)) é um potente inibidor da enzima e dez vezes mais toxica do que a FB;
ou AP(1) para as células HT-29 em cultura (MERRILL et al., 2001).

A multiplicidade de efeitos provavelmente contribui para a toxicidade e
carcinogenicidade destas micotoxinas. Inibidores do metabolismo de
esfingolipidios de ocorréncia natural, tais como as fumonisinas, estdo sendo
comprovados como ferramentas poderosas para o estudo de diversos papéis
dos esfingolipidios na regulacao e doenca celulares.

Estudos demonstram in vitro e in situ que a FB; bloqueia a biossintese
de esfingolipidios através da inibicdo especifica da esfingosina (esfinganina) N-
acetil transferase. A consequéncia desta inibicdo é o acumulo de bases
esfingéides no soro de pobneis, porcos e ratos alimentados com milho
contaminado ou material de cultura de F. moniliforme contendo niveis
conhecidos de FB;. A alteracdo no metabolismo dos esfingolipidios pode ser
monitorada, j& que alguma esfinganina se acumula na célula podendo aparecer
no sangue periférico (POZZI et al., 2002). De fato as relacdes teciduais e
sorologicas de esfinganina (Sa) para esfingosina (So) tém sido usadas como
marcadores para indicar a exposicdo de animais a fumonisinas (D’MELLO, et
al., 1999).

2.4.8.1 Esfingolipidios

Esfingolipidios podem ser encontrados em todas as células eucaridticas,

onde eles sdo especialmente abundantes na membrana plasmatica e nas
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membranas celulares relacionadas, como as membranas do Golgi e
lisossomos.

Existem atualmente 300 esfingolipidios conhecidos, com grupos guia
diferentes (BELL et al., 1993). Todos contém um esqueleto base de cadeia
longa (esfingbide). Em células de mamiferos, a base esfingéide mais comum &
D-eritro-esfingosina; entretanto, outras bases esfingoides (ex., esfinganina e 4-
hidroxisfinganina) também sdo encontradas. Tipicamente, bases esfingbides
livres estdo presentes em concentracdes muito baixas nas células, por causa
da biossintese da esfinganina que é rapidamente N-acilada com um &cido
graxo de cadeia longa para formar N-acil-esfinganina (dihidroceramida) (Fig.
05). A adicdo subsequente de uma ligacéo dupla no carbono 4,5 — ligagcéo de
carbono do esqueleto de esfinganina resulta na formagéo de ceramida (N-acil
esfingosina).

Esfingolipidios mais complexos sao formados quando grupamentos de
extremidade polar sdo adicionados na posicdo 1 da ceramida (por ex.,
esfingomielina, gangliosideo GM3). Devido a isto, acredita-se que a presenca
de esfingosina livre nas células é derivada primariamente da renovacao de

esfingolipidios mais complexos ou de fontes dietéticas.

2.4.8.2 Determinacao cromatografica de esfingolipidios

Como mencionado anteriormente, as fumonisinas se mostraram como
potentes inibidores da via de renovacéo dos esfingolipidios, através da inibicao
da enzima ceramida sintase (esfinganina N-acetil transferase) (WANG et al.,
1991). Essa enzima catalisa a formacdo da dihidroceramida a partir da base
esfingdide esfinganina (fig. 05). Essa inibicdo foi observada em diversas
culturas de células, incluindo células renais (YOO et al.,, 1992), neurdnios

cerebelares (MERRIL et al., 1993) e hepatdcitos primarios de ratos
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(GELDERBLOM et al., 1995). Uma ruptura similar foi observada em diversas
espécies animais apdés o consumo de alimentos contendo fumonisinas.

Elevacéo de esfinganina, e da proporcao entre esfinganina / esfingosina,
foram notadas no soro e urina de macacos (SHEPHARD et al., 1996), poneis
(WANG et al., 1992), galinhas (WEIBKING et al., 1993) e ratos (RILEY et al.,
1994). Pelo fato das mudancas nas bases esfingdides ocorrerem antes de
outros biomarcadores de leses celulares pela exposicao a fumonisina, como a
elevacdo de enzimas hepéticas, foi proposto por RILEY et al (1994), que a
proporcdo entre esfinganina e esfingosina pudesse ser utilizada como
biomarcador do consumo de alimentos contaminados por fumonisinas.

A determinacdo desta proporcdo tem sido baseada, geralmente, nos
métodos originais propostos para determinagdo de esfingosina livre no tecido
hepatico por CLAE, os quais envolvem a extracdo lipidica com
cloroférmio/metanol, hidrélise alcalina para clivar acilglicerolipideos e hidrolisar
lisosfingolipideos e a determinacdo das bases esfingdides por derivatizacédo
com o-ftaldialdeido (OPA) usando a deteccdo por fluorescéncia (MERRILL et
al., 1988), mas esses métodos possuem a desvantagem de serem trabalhosos
e longos (RILEY et al., 1994).

O desenvolvimento de métodos mais curtos para a determinacdo desta
proporgdo foi direcionado primeiramente para andlise da urina usando tanto
extracdo com acetato de etila (CASTEGNARO et al.,, 1996, 1998), quanto a
utiizacdo de uma minicoluna para limpeza do extrato de cloroformio
(SOLFRIZZO et al., 1997), atualmente esses métodos tém sido estendidos

para a analise da proporcado de esfinganina e esfingosina no soro.
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2.5 O Género Aspergillus

O Género Aspergillus foi o que iniciou 0 processo de estudos a cerca
das toxinas produzidas por fungos e incitou o desenvolvimento da area
denominada micotoxicologia. No momento diversas sao as espeécies destes
fungos conhecidas e isoladas, mas as espécies principais de interesse sao
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nominus, pela sua
conhecida producao de micotoxinas (KURTZMAN et al., 1987).

2.6 Ocorréncia do Género Aspergillus

Diversos sao os trabalhos que ilustram a ocorréncia do género em
diversas partes do mundo. A ocorréncia de fungos do género Aspergillus, bem
como de suas toxinas em alimentos e racdes animais, apresenta distribuicdo
mundial, com predominio nas regides de clima tropical e subtropical. A
contaminacgdo dos produtos vegetais ocorre atraveés do contato com esporos do
fungo, presentes no ambiente, sobretudo no solo, durante os procedimentos de
colheita e secagem. A utlizacdo de praticas agricolas incorretas, que
prolongam o contato dos produtos com o solo, as lesdes na superficie dos
graos, provocadas por insetos, e 0 armazenamento inadequado, em locais
umidos e sem ventilagdo, sdo apontados como as principais causas que
favorecem a contaminacéo e o desenvolvimento de fungos toxigénicos (CHU,
1991).

A. flavus demonstrou coloniza¢do 6tima em temperaturas abrangendo
de 35 a 35°C com atividade de agua do substrato (A,) sendo 0.90 (SMITH &
MOSS, 1985; SMITH & ROSS, 1991). Num estudo mais recente (GQALENI et
al., 1997), entretanto, a producdo de AF pelo A. flavus foi 6tima a 30°C e A,, do

substrato de 0.996.
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2.7 Aflatoxinas

Estas micotoxinas do género Aspergillus sdo amplamente conhecidas
como 0s mais potentes carcindgenos hepaticos conhecidos para uma ampla
variedade de espécies animais, incluindo humanos (DRAGAN & PITOT, 1994).

Aflatoxinas (AFs) fazem parte de um grupo de toxinas produzidas pelos
fungos Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nominus (KURTZMAN et al.,
1987).

Aflatoxinas sdo o grupo de micotoxinas mais estudadas (> 5000
publicacdes) e sdo produzidas por diferentes espécies do género Aspergillus.
Aflatoxinas s&o dihidrofuranos ou tetrahidrofuranos fundidos a um anel
cumarinico (fig. 06). Sao conhecidos, atualmente, 18 compostos similares
designados pelo termo aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse
médico-sanitario sédo identificados como Bi, B,, G;, G, (COULOMBRE, 1991).
As aflatoxinas, no entanto, apresentam diferentes graus de atividade biolégica:
a aflatoxina B1, além de ser a mais freqientemente encontrada em substratos
vegetais, € a que apresenta maior poder toxigénico, seguida de G;, B, e G
(LESSON et al. 1995).

26



Aflatoxina B 1 Aflatoxina B

0 0 OCH,

Aflatoxina G 4 Aflatoxina G

0 0 OCH, 0 0 OCH,

Figura 06 — Estrutura quimica de algumas aflatoxinas (HUSSEIN & BRASEL, 2001).

2.7.1 Biossintese das Aflatoxinas

Inicialmente, acetato e malonyl CoA sao convertidos a uma unidade
iniciadora hexanoyl por uma sintase de acido graxo, que € entdo estendida por
uma policetideo sintase para acido norsonorinico, o0 primeiro precursor estavel
da via. O policetideo entédo sofre uma série de conversées enzimaticas (12-17),
através de uma série de vias intermediérias.

Uma das ramificagcbes da via forma AFB; e AFG; que contém anéis
dihidrobisfuranicos e sdo produzidas a partir da demetilsterigmatocistina; e

outra das ramificacbes da via forma AFB, e AFG,, que contém anéis
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tetrabisfuranicos e sédo produzidas a partir da dihidrodemetilsterigmatocistina
(Fig. 07).

Acetato
+
Malonyl-CoA

}

Hexanoyl-X

N

Demetilsterigmatocistina Dihidrodemetilsterigmatocistina
Aflatoxina B 1 Affatoxina G 4 Aflatoxina B, Aflatoxina G,

Figura. 07 — Via de biossintese das aflatoxinas (SWEENEY & DOBSON, 1999).
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2.7.2 Absorcao das Aflatoxinas

Uma das causas das aflatoxinas serem extremamente toxicas para aves
€ sua rapida absorcdo pelo trato gastrintestinal. Essa rapida absorcédo é
evidenciada através do aparecimento de aflatoxina no soro logo apés a
ingestdo da micotoxina (WYATT, 1991). Uma vez absorvida, a AFB; é
imediatamente ligada, de forma reversivel, a albumina e, em menor escala, a
outras proteinas. Formas de AF ligadas e nédo-ligadas a proteinas séricas

espalham-se pelos tecidos, especialmente o figado.
2.7.3 Metabolismo das Aflatoxinas

Como nos testes de toxicidade, a maioria dos estudos focados no
metabolismo de micotoxinas foi efetuada com as aflatoxinas. No geral, grande
variacao entre as espécies, e em alguns casos animais individuais, existem no
que diz respeito ao metabolismo da aflatoxina. Fatores que influenciam o
metabolismo da aflatoxina incluem espécie, sexo, idade, saude e dieta. A forma
pura da aflatoxina ndo é mutagénica e sua biotransformacdo em tecidos de
mamiferos é primariamente efetuada pelas monoxigenases citocrémicas do
citocromo P450.

Quatro caminhos metabdlicos incluem O-dealquilacdo para AFB;,
cetoreducdo para aflatoxicol, epoxidacdo para AF-8,9-epOxido (agudamente
toxico, mutagénico e carcinogénico), e hidroxilagdo para AFM; (agudamente
toxica), AFP1, AFQ1 ou AFB,, (todas relativamente atoxicas).

2.7.4 Distribuicao das Aflatoxinas no Organismo

ApOs seu depdsito no figado, as AFs sdo biotransformadas pelo sistema

microssomal hepatico em metabdlitos muito téxicos, como AFB,, e 9-epoxido
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de aflatoxina. Esses metabdlitos reativos tém a habilidade de se ligar de forma
covalente com constituintes intracelulares, incluindo DNA e RNA, além de
alterarem a sintese de proteinas no tecido hepético. Essas ligacbes de AFs
com proteinas provocam mau funcionamento do figado, levando a uma
profunda alteracdo nas propriedades funcionais e na sintese das proteinas das
aves (WYATT, 1991).

Aflatoxina B; pode ser transmitida tanto para as gemas como para as
claras. TRUCKSSES et al (1983) encontraram AFB;, AFM; e aflatoxicol nos

ovos, 24 horas ap6és o inicio do consumo de ragédo contaminada.

2.7.5 Excrecgao da Aflatoxinas

Estes compostos geralmente sédo rapidamente eliminados. Desta forma,
algumas das toxicoses podem atingir resolucdo apenas pela remocdo da
micotoxina, mas subprodutos desta micotoxina podem ser encontrados em

produtos alimentares de origem animal como no leite e ovos.

2.7.6 Efeitos Deletérios das Aflatoxinas em Animais

Vérias espécies domésticas e de experimentacdo sdo sensiveis aos
seus efeitos toxicos agudos, mutagénicos e carcinogénicos, sendo o figado o
principal érgdo atingido (OSWEILER, 1990). As aflatoxinas séo identificadas
como fatores envolvidos na etiologia do cancer hepéatico no homem,
consequente a ingestdo de alimentos contaminados (MCLEAN & DUTTON,
1995).

SOUTHERN e CLAWSON (1979) demonstraram que o consumo de AF
total em 385 pg/kg de alimento se aproximou do nivel de tolerancia maxima
para porcos em terminacdo. No seu estudo, a alimentacdo com dietas
contendo diversos niveis (0.02, 0.385, 0.75 e 1.48 mg/kg de alimento) de AF
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(principalmente AFB; com pequenas quantidades de AFG e AFB;) reducédo na
média de ganho de peso diario linearmente a 0.385mg.kg™ de alimento ou mais
alta, enquanto a eficiéncia alimentar foi reduzida somente no nivel mais alto. O
peso dos figados (como porcentagem do peso corporal) foi aumentado pela
alimentacdo com AF a 0.385mg.kg™ de alimento ou mais alto, mas lesdes
hepatocelulares somente foram encontradas em porcos recebendo o nivel mais
alto de AF (1.48mg.kg™ de alimento).

O histérico de micotoxicoses e envenenamento em equinos foi revisto
por ASQUITH (1991). Em um estudo de caso, cavalos maduros consumindo
alimento contaminado por AFB; (58,4ug.kg™) tiveram perda de apetite e
anorexia antes da morte (GREENE & OEHME, 1976). Os exames pOs-mortem
revelaram figados aumentados, lesbes renais e lesdes de hiperplasia nos
ductos biliares. Em outros casos a aflatoxicose equina foi caracterizada por
depressdo e morte. Exames pés-mortem revelaram hemorragia subcutanea e
entérica, rins aumentados, figados aumentados e necréticos, e lesdes
hepéticas renais e miocardicas.

Os efeitos das micotoxinas em animais de companhia séo severos e
podem levar a morte. Em adicdo a hepatite e morte subita em céaes, os
sintomas de aflatoxicose aguda em ambos, cdes e gatos incluem vémitos,
depresséao, polidipsia, e polidria. A morte geralmente ocorre em 3 dias com
niveis de DLsy de 0.5 a 1.0mg.kg” em cédes e 0.3 a 0.6mg.kg* em gatos,
dependendo da idade do animal (NEWBERNE et al., 1969). Observacdes de
necropsia revelaram figados aumentados, coagulacdo intravascular
disseminada e hemorragia interna. Na aflatoxicose subaguda (a 0.5-1 mg.kg™
de alimento por 2-3 semanas), cdes e gatos se tornaram letargicos e
anoréxicos (NEWBERNE et al.,, 1969). Na aflatoxicose crbnica (a 0.05-
0.3mg.kg™ de alimento por 6-8 semanas), cdes e gatos tiveram sinais clinicos

similares aqueles para fase subaguda. A histopatologia dos animais com
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aflatoxicose cronica revelaram figados atrofiados co fibrose extensiva
(NEWBERNE et al., 1969; KETTERER et al., 1975).

Em estudos iniciais, a DLsp para AFB; foi estabelecida em ratos a varios
niveis como 0.5-7mg.kg™ (BUTLER, 1964; WOGAN & NEWBERNE, 1967) e 6-
18mg.kg? (PATTERSON, 1973) dependendo do método de administracdo
(intra venosa ou oral, respectivamente). Os resultados de necropsia revelaram
dano hepético (lesdes, necrose e proliferacdo biliar) similar ao das outras
espécies. Em outro estudo (NEWBERNE & BUTLER, 1969), a administracao
oral de AFB; a 5mg.kg™ por 9 semanas em ratos resultou em 100% de
carcinomas hepatocelulares.

Aflatoxinas demonstraram afetar negativamente a producao, a funcéo do
sistema imune, e o metabolismo ruminal no gado. O aumento da AF no
alimento do gado para niveis como 10, 26, 56.4, 81.1 e 108.5ug.kg™
demonstraram reduzir significativamente o consumo alimentar em cada nivel
de forma dose dependente (CHOUDHARY et al., 1998).

2.7.6.1 Efeito Deletério das Aflatoxinas em Aves

A sensibilidade aos efeitos toxicos das aflatoxinas varia
consideravelmente entre as espécies animais. Com relacdo as espécies
exploradas na avicultura comercial, a susceptibilidade € maior em patos,
seguidos de perus e gansos, faisdes e frangos (MULLER et al., 1970). Mesmo
entre individuos da mesma espécie, a relacdo dose-resposta pode variar de
acordo com a raga, sexo, idade e composicao da dieta, entre outros fatores
(COULOMBRE, 1991). Para muitas espécies, 0s machos sdo mais
susceptiveis do que as fémeas, ao passo que, em geral, a sensibilidade é
acentuadamente maior nos jovens do que nos adultos (MCLEAN & DUTTON,
1995).
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Os efeitos negativos das micotoxinas na performance de galinhas foram
demonstrados em numerosos estudos. A alimentagdo com altos niveis
(3.5mg.kg™ de alimento) de uma mistura de aflatoxinas (79% AFB;, 16% AFGy,
4% AFB; e 1% AFG,) a frangos de corte reduziu seu peso corporal e aumentou
os pesos do figado e rins (SMITH et al., 1992). As aflatoxinas também
aumentaram a uréia do sangue e reduziram os niveis de proteina total do soro,
albumina, triglicerideos e fosforo.

O impacto negativo da AF na resposta imune foi investigado in vitro
(NELDON-ORTIZ & QURESHI, 1992). Neste estudo, macrofagos peritoneais
de galinha foram expostos a varios niveis de AFB; sozinha (5,10 e 20ug.kg™ de
meio de cultura) ou com mistura de oxidase microssomal funcional (niveis de
AFB; foram de 0.01, 0.1, 0.5, 1 e 5ug.ml™) que ativou a AFB; para sua forma
toxica (AFB1-epéxido).

GIAMBRONE et al (1985a) alimentaram frangos de corte por 35 dias,
com racdes contendo diferentes niveis de AFB;, e observaram redugdo no
ganho de peso e alteracdes histolégicas no figado, apenas nas aves que
receberam diariamente racées com aflatoxina acima de 500ug.kg™. Contudo,
em outro experimento, GIAMBRONE et al (1985b) ndo constataram sinais de
aflatoxicose em frangos alimentados com niveis até 800mg.kg™ de AFB; por 5
semanas, porém perus submetidos aos mesmos tratamentos revelaram, além
de baixos indices de ganho de peso e de conversdo alimentar, um aumento na
morbidade, por causas variadas, e na mortalidade. Os autores concluiram que
niveis na racdo de até 66pg.kg™ de AFB; sdo seguros na alimentacdo de
frangos e perus. Os resultados obtidos por KAN et al (1989) corroboram esta
afirmativa, pois ao alimentarem frangos de corte com rac¢des contendo 50 e
100pg.kg™ de AFB31, ndo observaram nenhuma diferenca entre os tratamentos
quando comparados com o grupo controle.

DOERR et al (1983) realizaram dois experimentos com frangos de corte,

no experimento 1 encontraram significante reducdo no peso vivo e eviscerado
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dos animais expostos a racdes contendo niveis de 75,225 e 675ug.kg™ de
aflatoxinas, quando comparado ao grupo controle. Porém, no experimento 2,
efetuado sob as mesmas condi¢bes do experimento 1, ndo houve diminuicéo
significativa no peso vivo dos animais recebendo ragcbes contaminadas com
300e 900ug.kg™ de aflatoxinas.

As aflatoxinas também exercem efeitos sobre o sistema imunitario. Entre
os efeitos imunossupressores demonstrados em aves domésticas e outros
animais de experimentacao, destacam-se aplasia do timo e bursa de Fabricius,
reducdo no namero e na atividade de células T, diminuicdo da resposta de
anticorpos, supressdo da atividade fagocitaria e reducdo dos componentes
humorais, como complemento (C4), interferon e imunoglobulinas IgG e IgA
(PESTKA & BONDY, 1990; PIER, 1992).

GHOSH et al (1990) observaram que 300ug.kg™ de AFB; na racgéo de
frangos de corte produzem imunossupressdo sem efeitos clinicos aparentes,
podendo acarretar no plantes, morbidades e/ou mortalidades devido a
infeccdes secundarias. Os sinais observados nos animais intoxicados incluiram

diminuicao significativa de linfocitos T, albuminas e globulinas.

2.7.7 Efeitos Biologicos das Aflatoxinas

Existem variacdes na magnitude de toxicidade entre as aflatoxinas. AFB;
€ a mais toxica em ambas aflatoxicoses, aguda e crbnica, enquanto AFM; (um
metabdlito do leite) é tdo hepatotéxica aguda quanto a AFB;, mas nao é tao
carcinogénica (CARNAGHAN et al., 1963). Varios investigadores relataram a
poténcia de diversas aflatoxinas em valores de DLsy de 0.36, 0.78, 1.70 e
3.44mg.kg? em patos consumindo AFB;, AFG;, AFB, ou AFG,,
respectivamente. Esses achados foram confirmados posteriormente in vitro
(TERAO & UENO, 1978) e in vivo (COLE & COX, 1981).

34



AFB; reage com componentes celulares incluindo &cidos nucléicos,
organelas e proteinas celulares e rompe 0s processos celulares. Os resultados
incluem o rompimento da funcdo de Orgdos, carcinogénese, supressdo do
sistema imune, e possivelmente mutagénese e teratogénese (WOGAN, 1971).
AFB; suprime a imunidade mediada por célula e a imunidade humoral e
aparentemente interfere com a funcao celular B e componentes da fagocitose
em outras espécies (PIER, 1991).

A sindrome téxica aguda ocorre pela ingestdo de alimento com alta
concentracdo de aflatoxina, sendo os efeitos observados em curto espaco de
tempo. Caracteriza-se principalmente pela rapida deterioracdo do estado geral
do animal, perda de apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragias e morte
(OSWEILLER, 1990). Na aflatoxicose crénica, o sinal clinico mais evidente é a
diminuicdo da taxa de crescimento dos animais jovens (LESSON et al., 1995).

Esta patologia € de dificil diagnostico, apesar de constituir a principal
forma de intoxicagdo em condicbes naturais, 0 que ocasiona perdas

econdmicas consideraveis as criagbes animais (PIER, 1992).

2.7.8 Mecanismo de Ac¢éao das Aflatoxinas

E bem estabelecido que AFB; é tanto carcinogénica quanto citotoxica. A
sintese de ambos, RNA e DNA foi inibida quando AF (5mg.kg™ de alimento ) foi
fornecida a ratos por um periodo de 6 semanas (BUTLER & NEAL, 1977). O
metabdlito ativado da AFB; (AFB;-8-9-epoxido) forma uma ligagdo covalente
com a guanina N7 (LILLEHOJ, 1991) e forma AFB;-N7-guanina que se junta as
células alvo (BAILEY, 1994). Os resultados sao transversbes G-T, reparo do
DNA, lesdes, mutacfes e formacdo de tumor subsequente (FOSTER et al.,
1983). Carcinomas hepatocelulares em humanos tém sido ligados a
transversdo G-T no cédon 249 do gen supressor de tumores p53 (WANG &
GROOPMAN, 1999).
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No que diz respeito ao efeito citotoxico, AFB; demonstrou induzir a
peroxidacdo lipidica em figados de ratos levando ao dano oxidativo aos
hepatécitos (SHEN et al., 1995). Um estudo mais recente (BONSI et al., 1999),
demonstrou que AFB; pode inibir a atividade da nucleotideo fosfodiesterase

ciclica nos tecidos do cérebro, figado, coracao e rins.

2.8 Estratégias de Controle

A qualidade do alimento e o plano nutricional dos animais se relacionam
com a severidade da doenca. A deficiéncia protéica, desbalanco de
aminoacidos e deficiéncia de antioxidantes (ex., vitamina E e selénio)
aumentam a injaria da aflatoxicose (ROGERS, 1994). Otimizar a qualidade da
dieta, com atencédo particular as proteinas, vitaminas e elementos requeridos
em pequena quantidade, auxiliar4 a recuperacédo, mas fara pouco aos danos
ocorridos.

Diversas substancias quimicas tém sido testadas e usadas como
inibidores de fungos (STEWART et al.,, 1977). O principal grupo destes
antifingicos é classificado como acidos organicos. Nesse grupo estao incluidas
substancias de estrutura simples como o acido propidnico, acético, sorbico e
benzdico e seus sais de célcio, sddio e potassio. O &cido propidnico e seus
derivados, os denominados propionatos, sao eficientes inibidores fangicos e
tém sido usados ha bastante tempo nas racdes para aves com este objetivo
(DIXON & HAMILTON, 1981; PASTER, 1979; KRABBE, 1994).

O uso de carvao ativado na racao obteve resultados poucos expressivos
(KUBENA, 1990). Substancias que obtiveram maior sucesso na tarefa de
adsorver aflatoxinas quando adicionadas a racdo sao argilas de origem

vulcanica: aluminosilicatos e montmorilonitas (SANTURIO et al., 1994, 1999).
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PHILLIPS et al (1988) demonstraram que um composto, 0 aluminosilicato de
sédio e calcio (ASSCA) tem uma alta afinidade in vitro por aflatoxina B;.

As condi¢cbes de cultivo e gendtipos auxiliam no desenvolvimento de
fumonisinas, notadamente o milho transgénico é mais resistente ao
crescimento de Fusarium do que o milho tradicional. A reducdo do dano
causado por insetos e doencas fungicas reduz os niveis de fumonisina no
milho.

Indubitavelmente, o melhor método para controlar a contaminagcdo de
micotoxinas em alimentos é prevenir o crescimento de fungos. E extremamente
importante o0 uso de praticas, como o plantio de genoétipos de plantas mais
resistentes a contaminacdo por fungos de armazenagem. A prevengdo pode
ser assistida pelo desenvolvimento de variedades de graos que sejam
resistentes a infeccdo com cepas toxigénicas de fungos, tais genaotipos estéo
sendo investigados (RHEEDER et al., 1990a,b; DeLEON & PANDEY, 1989).
Uma outra sugestéo é o uso de agentes biocontroladores, onde graos de milho
sdo tratados com rizobactéria antagonista durante o plantio (BACON &
WILLIAMSON, 1992).

Como a maior importancia para o fazendeiro rural é assistir as praticas
da fazenda para limitar a formagdo de micotoxinas durante o crescimento,
colheita e estocagem, sdo essenciais 0s procedimentos para diminuicdo da
umidade dos gréos colhidos, como a rotacdo de gréos, secagem ao sol dos
graos e a armazenagem dentro de padrées recomendados internacionalmente,
através da construcdo de instalacdes para estocagem, seladas, simples, porém
efetivas. O uso de inibidores de crescimento fungico em grdos armazenados
tem sido muito utilizado como um método preventivo. O controle da atividade
dos fungos nas racdes animais e seus componentes, tem como premicia
bésica conseguir matérias primas livres da producdo de micotoxinas durante o
processo de armazenamento (SMITH & HAMILTON, 1970).
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Em geral, as taxas de ocorréncia e niveis de fumonisinas, foram mais
baixos no alimento para humanos do que nos gréos. As fumonisinas sao
resistentes a ruptura em solucdo (VISCONTI et al.,, 1994) e pelo calor
(ALBERTS et al., 1990; DUPUY et al., 1993), e assim, ndo sao eliminadas pelo
cozimento. No alimento, o uso de solucdes alcalinas, baixa quantidade de agua
e alta temperatura reduziu a ocorréncia de fumonisinas.

Uma vez que a contaminacdo dos graos tenha sido estabelecida,
existem opcdes disponiveis para limitar os efeitos adversos das micotoxinas
aos animais e ao homem. Um método de reducdo de contaminacdo por FB se
baseia na observacdo de que as amostras de milho geralmente contém os
niveis mais altos de fumonisina (COLVIN & HARRISON, 1992; WILSON et al.,
1992; MURPHY et al., 1993). A adicdo de amonia foi demonstrada como capaz
de degradar aflatoxinas e tem se tentado fazer o mesmo com o milho
contaminado por fumonisina (NORRED et al., 1991b; VOSS et al., 1992), mas
com pouco sucesso. A fermentacdo alcodlica é inefetiva na remocao de FB;
com uma perda de 3 a 28% na planta em espiga, com niveis de até 0,95mg.L™
(SCOTT et al.,, 1995). Entretanto, em temperaturas mais altas, PARK et al
(1992) demonstraram uma reducéo de FB; em cerca de 80%, sem compostos
com propriedades mutagénicas terem sido encontrados, e SCOTT e
LAWRENCE (1994) obtiveram um resultado semelhante com pressdes ou
temperaturas mais altas com milho Umido, sem amonia presente. Relatos da
submissdo dos grdos ao processo de moagem e outras formas de tratamento
fisico se mostraram eficientes na reducdo dos niveis de deoxilivalenol em até
75%. A segregacdo dos graos por densidade € outra técnica que permite a
separacao dos graos acometidos e também pode resultar em niveis reduzidos
de micotoxinas como tricotecenos e zearalenona na porcéo residual. Devido ao
fato de nenhuma fumonisina ter sido encontrada na farinha de tortilha, feita
atraves do tratamento com hidroxido de calcio, foi sugerido por SYDENHAM et

al (1991) que tratamentos quimicos envolvendo monometilamino hidroxido de
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calcio degradam as fumonisinas, o milho tratado com hidroxido de calcio 0,1M
em temperatura ambiente por 24 horas perdeu a maior parte do seu contetdo
de FB; (75% e acima) como produto hidrolizado, em um processo sequencial
de duas etapas (SYDENHAM et al., 1995a), ou através de uma mistura de
monoésteres (SYDENHAM et al., 1995b), bissulfeto de sodio ou aménia
também foram testados, e apesar da sua efetividade em extensdes diferentes,
esses meétodos fisicos e quimicos ainda ndo foram aplicados em situactes
comerciais.

A diluicdo dos graos contaminados com outros componentes do alimento
€ uma outra opcéo, desde que as analises e 0 monitoramento sejam realizados
antes da incorporacdo dos grédos aos alimentos compostos, para que
conduzamos a diminuicdo da freqiéncia com a qual constatamos analises
efetuadas apos o aparecimento dos efeitos deletérios sobre os consumidores,

sejam eles humanos ou animais.

2.9 Perspectivas

A selecdo de cultivares de plantas cereais resistentes aos patdgenos
fungicos é atualmente vista como uma opc¢éao viavel e sustentavel para reducao
da contaminacao dos gréaos por micotoxinas (D'MELLO & McDONALD, 1997).
E imprescindivel que estratégias preventivas sejam mais efetivas do que
medidas para remediar na reducao do risco a saude animal. Quando fungicidas
sdo usados efetivamente para controlar doengas fungicas de plantas de
cereais, entdo o risco pode ser minimizado. Entretanto, a resisténcia ao
fungicida, entre os patdgenos Fusarium, tem sido registrada.

A descoberta de que as fumonisinas inibem a ceramida sintase ampliou
a gama de doencas que reconhecidamente envolvem esfingolipidios, para

incluir ndo apenas defeitos genéticos nas esfingolipidios hidrolases, mas
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também uma ampla variedade de doencas causadas por toxinas fungicas. Um
desafio maior para pesquisa com esfingolipidios é identificar o iniciador que
determina se as bases esfingdides sdo estimuladoras do crescimento,
inibidoras do crescimento ou citotdxicas. A investigacdo do metabolismo dos
esfingolipidios € uma é&rea que pode prover oportunidades novas e
interessantes no campo da toxicologia. Os esfingolipidios foram descobertos
como mediadores dos passos da sinalizagcado para regulacdo da homeostase
celular de calcio, progressdo do ciclo celular e apoptose, portanto,
carcindgenos e toxinas podem estar atuando através da iniciacdo ou inibicdo
de algum destes passos. A ruptura do metabolismo dos esfingolipidios, por
contaminantes de alimentos, foi implicada em diversas doencas animais e
possivelmente no cancer humano. Muito pouco é conhecido sobre o papel dos
esfingolipidios como componentes da dieta que podem contribuir ou proteger
contra doencas (MERRILL et al., 1997).
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3 JUSTIFICATIVA

Avancos recentes em microbiologia analitica justificam a necessidade de
compilacdo de novos dados. Testes de ELISA foram desenvolvidos para analise
de micotoxinas de Fusarium, mas de forma geral, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia e a cromatografia a gas com espectrometria de massa emergiram no
momento como 0s métodos de escolha, substituindo amplamente as técnicas
anteriores, baseadas em cromatografia de camada delgada (WANG et al.,
1995a,b; YAMASHITA et al., 1995). Tais avancos podem ainda ser aliados a
necessidade evidente do desenvolvimento de um método rapido e eficaz para
determinacdo do diagndéstico da exposicdo dos animais as fumonisinas,
restringindo sensivelmente a gama de exames clinicos necessarios para avaliacéo

de perdas de produtividade em granjas de frangos de corte.



4 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos:

e Avaliar o efeito da exposi¢cdo as fumonisinas, de ocorréncia natural,
no perfil soroldgico de esfingolipideos de frangos de corte;

e Comparar o perfil de exposicdo dos animais infectados naturalmente
com o perfil de exposicédo de animais infectados experimantalmente;

e Testar a efichcia da quantificacdo sorolégica do biomarcador
(esfinganina/esfingosina) como método diagndstico para a

exposicao, de ocorréncia natural, dos animais as fumonisinas.



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Amostras

Foram coletadas amostras de sangue de frangos de corte da raca Cobb
com 45 dias de idade, no momento do abate, nos meses de novembro e
dezembro de 2005, do plantel do Instituto de Zootecnia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

As amostras de sangue foram obtidas durante a sangria e mantidas sob
refrigeragdo e congelamento até o momento da extragao.

O numero de amostras foi referente a 50% dos animais abatidos,

perfazendo o total de 100 amostras.

5.2 Local

As amostras foram analisadas no Laboratério de Micologia e
Micotoxicologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

5.3 Padrdes

5.3.1 Esfingolipideos
Os padrdes de esfinganina (DL — eritrodihidroesfingosina) e esfingosina

(D — esfingosina) foram obtidos da Sigma, St. Louis, MO.

5.3.2 Fumonisinas

O padréao de fumonisina F, foi obtido da Sigma, St. Louis, MO.

5.3.3 Aflatoxina

Os padrdes de aflatoxinas B4, By, Gy e G, foram obtidos da Sigma, St.

Louis, MO, e preparados segundo a metodologia da AOAC 2000.



5.4 Reagentes

5.4.1 Reativos para Derivatizagéo
O-ftaldialdeido (OPA) da Sigma, St. Louis, MO;

2-mercaptoetanol (Sigma).

5.4.2 Solventes

Metanol (Merck);

Metanol (CH3;0OH) PA e LiChrosolv — Merck;
Acetato de etila PA — Synth;

Etanol absoluto (EtOH) — Merck;

Agua ultrapura (MilliQ — Millipore);
Acetonitrila (Merck);

Acido acético (Merck);

Cloroférmio (PA).

Todos com grau de pureza para cromatografia liquida.

5.4.3 Solucdes

Tampao borato, pH 10,5 (solugdo de acido borico 3%);
KOH (1M);

NaOH (1N);

Solugao de fosfato de potassio a 3%;

Solugéo de cloreto de potassio a 4%.
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5.5 Filtros e Membranas Filtrantes

e Papel de filtro Whatmann n°4;
e Papel de filtro Whatmann n°1;

e Membrana GVYWPO01300 e HAWP 013 (22p) — (Millipore).

5.6 Equipamentos

5.6.1 Cromatdégrafo Ligquido
Equipado com wuma bomba Waters, modelo 510, detector de
fluorescéncia Agilent, modelo 1100 Series, injetor de loop fixo de 20upL

(Rheodyne), colunas Microsorb MV D8, C18 5u, 15x4.4mm, Varian e
Chemstation Plus da Agilent.

5.6.2 Centrifuga
IEC Model DPR - 6000, DAMON.

5.6.3 Balanga Analitica
Modelo Branstwiete 4. 2000 Hamburg 11, Boeckel co Scientific

Equipment.

5.6.4 Balanca
Modelo Sartorius, KN W AAGEN Scientific Equipment.

5.6.5 Banho de Ultra-som
THORNTON

5.6.6 Agitador Orbital
Orbit Shacker Modelo 3520, Lab-Line Instruments.
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5.6.7 Colunas

e Minicoluna contendo 500 mg de silica de troca iénica (500 mg/10
mL — BondElut SAX, Varian);

e Colunas Microsorb MV D8, C18 5y, 15x4.4mm, Varian.

5.6.8 Bomba a Vacuo
Bomba a vacuo (Olidef-CZ).

5.6.9 pHmetro
pHmetro (Hanna-HI-8519).

5.7 Método para Determinacdo de Esfingosina e
Esfinganina no Soro (CASTEGNARO et al., 1998)

5.7.1 Extracao

Depois do devido descongelamento do soro, 0,5mL do mesmo foi
adicionado a 1,5mL da solucdo de cloreto de potassio e a 50uL da solugéo de
hidroxido de potassio a 1TM. Apds homogeinizagao foram adicionados 4,0mL de
acetato de etila, seguido de agitagao suave por 20 minutos e centrifugacao a
700g por 15 minutos. A fase superior foi coletada, armazenada em frasco
ambar e submetida ao aquecimento em banho (60°C) sob fluxo de N2 até a

secagem do residuo. Os extratos foram armazenados a -10°C.
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0,5mL de soro + 1,5mL de KCI (0,8%) + 50uL de KOH (1M)

@ <::< Homogeinizar

+ 4,0mL de acetato de etila

Agitar (20 min)

Centrifugar
(1000g/15min)

Coletar fase
superior

Concentrar 60°C — N,

| it i

V

Cromatografar

Figura 08 - Fluxograma do método utilizado para a extragéo de esfingosina e esfinganina do soro (Castegnaro et al.
1998).

5.7.2 Andlise Cromatografica

Os residuos dos extratos foram redissolvidos com 250uL da solugao
metanol:agua (9:1, v/v) e derivatizados com 50 uyL de OPA (15 mg de
ortoftaldeido — Sigma, dissolvidos em 0,5 mL de metanol — Merck, 15 uL de 2-
mercaptoetanol — Sigma e 14,5 mL da solugdo de acido borico 3%). As
analises foram realizadas em sistema isocratico, utilizando a fase movel
composta de metanol:agua (9:1, v/v), eluida a 1 mL/minuto, proposta por
SHEPHARD et al. (1998). Os 20uL da mistura da derivatizagcdo foram
separados em coluna analitica de fase reversa (Microsorb MV C18, 5u
150x4,6mm ID — Varian). A detecgao por fluorescéncia foi obtida com excitagao
de 340nm e emissao de 455nm. A quantificacao foi realizada pela comparacao

das areas dos picos suspeitos com as obtidas nos picos padroes.
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5.7.3 Célculo das Concentracbes de Esfinganina e

Esfingosina Injetadas

O calculo da concentracéo de esfinganina e de esfingosina injetadas foi

baseado nas areas dos picos detectados conforme a formula:

S= Ax E
H

Onde: S = quantidade de Sa ou So injetadas;
A = area do pico na amostra;
H = area do pico padrao;

E = quantidade do padréo injetado.

5.7.4 Caélculo da Concentracdo de Esfinganina e Esfingosina

nas Amostras

O calculo da concentragao de esfinganina e de esfingosina nas amostras

foi realizado através do calculo:

C=VxSxW
Il xY

Onde: C = concentracédo de Sa ou So nas amostras (ng/g ou ng/mL);
S = concentragao de Sa ou So injetados;
| = Volume injetado (20uL);
W = quantidade de amostra (1,0g ou 1,0mL);
V = volume total da amostra derivatizada (250uL);

Y = quantidade inicial da amostra.
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5.7.5 Calculo da Proporc¢édo Sa/So

A partir dos valores absolutos de Sa e So das amostras a relacdo pode

ser calculada pela formula:

Sa/So = Sa
So

Onde: Sa/So = proporgao entre esfinganina e esfingosina;
Sa = valor absoluto de esfinganina;

So = valor absoluto de esfingosina.

5.8 Determinacgéo de Fumonisinas nas Amostras de Racao
(SYDENHAM et al., 1996)

5.8.1 Extracao

Cinquienta gramas de milho triturado foram transferidos para um frasco
de vidro e adicionados 100 mL da solugcdo metanol:agua (3:1, v/v) e
homogeinizado no agitador por 30 minutos. O extrato foi filtrado em papel de
filtro (Whatmann n°4) e seu pH foi corrigido para 5,8 a 6,5 com NaOH (1N),
utilizando o pHmetro (Hanna-HI-8519). Uma aliquota de 10 mL do filtrado foi
purificada em minicoluna contendo 500 mg de silica de troca iénica (500 mg/10
mL — BondElut SAX, Varian), pré-condicionada com 5 mL de metanol e 5 mL
de metanol:agua (3:1, v/v). O cartucho foi lavado com 5 mL de metanol:agua
(3:1, viv) e 3 mL de metanol. As fumonisinas foram eluidas com 10 mL de
metanol:acido acético (Merck) (99:1, v/v). Os procedimentos de
condicionamento e lavagem das colunas foram realizados com fluxo inferior a 2
mL/minuto e a aplicagao da amostra e eluigao das toxinas com fluxo inferior a 1
mL/minuto, controlada pelo aparelho acoplado a bomba a vacuo (Olidef-CZ).
Os extratos foram filtrados em membrana GVWPO-01300 (Millipore) e
concentrados, a 60°C, até residuo. As toxinas foram resuspendidas com 1 mL

de acetonitrila:agua (70:30, v/v) (Merck) e colocadas em frasco ambar.
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50 g da amostra + 100 mL da solugdo metanol:H,O (3:1, v/v)

Homogelmzar
- (30 min.)
Filtragem e
correcao do pH

Aliquota de 10 mL do filtrado

Purificagdo em
minicoluna
Extratos
filtrados em
membrana

<::< Concentrar 60°C — N,

Eluicdo com
metanol:acido acético

Cromatografar

Figura 09 - Fluxograma do método utilizado para extragdo de fumonisina da racdo (SYDENHAM et al., 1996).

5.8.2 Analise Cromatogréfica

A quantificacdo das fumonisinas foi realizada conforme metodologia
preconizado por STACK & EPPLEY (1992) e SYDENHAM et al., (1996). As
amostras foram rediluidas com 200 ul de acetonitrila:agua (70:30, v/v) e filtrada
em membrana GVWPOO01300 — (Millipore). Desta solugdo foi retirada uma
aliquota de 100 pl e foram adicionados 200 ul de OPA. Apés 2 minutos, 20 pul
foram submetidos a cromatografia liquida.

A deteccao das fumonisinas derivadas foi realizada sob fluorescéncia,
com comprimentos de onda de 335 e 440 nm para excitagdo e emissao,
respectivamente. O tempo de retengao para foi proximo de 7 min para FB4. A
quantificacao foi realizada baseando-se na area dos picos correspondentes a

cada toxina, comparando-as com o padrao.
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5.8.3 Calculo das Concentracdes de Fumonisina na Ragéao

O calculo das concentragdes de fumonisina nas racoes foi efetuado

segundo a formula:

FB1 (ng/g) = (ABC)/(DE)

Onde:

A = area do pico correspondente a FB4 da solucéo teste;
B = concentragéo de FB4 (ng/ul) da solugéo padrao;

C = volume final da solugao teste (ul);

D = area do pico de FB da solugao padréao, e

E = peso da amostra representada pela solugdo em teste (g).

5.9 Determinacéo de Aflatoxinas nas Amostras de Racao
(SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA, 1989)

5.9.1 Extracao

Para cada amostra de racéo triturada foi pesado 50 g e adicionados 270
mL de metanol, 30 mL de cloreto de potassio a 4%. Apds agitagao de 30
minutos, o conteudo do frasco foi filtrado em papel de filtro Whatmann n°1 e
uma aliquota de 150 mL foi transferida para um becker. Foi adicionado ao
filtrado 150 mL de sulfato de aménio e 50 mL de terra de diatomacea. A
suspenséo foi filtrada em papel de filtro Whatmann n°1 e uma aliquota de 150
mL foi transferida para o funil de separagdo e adicionado 150 mL de agua
destilada e 20 mL de cloroféormio. A mistura foi agitada manualmente por 5
vezes e apd6s a separacado de fases, a camada inferior, a cloroférmica, foi
extraida. A operacgao foi repetida novamente, e 20 mL de cada extrato foram
recolhidos. O extrato foi submetido a secagem até residuo em banho-maria a
60°C e armazenado sob temperatura de -10°C, até o momento da

quantificacao.
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50 g da amostra + 270 mL de metanol + 30 mL de Cloreto de potassio
: : Agitacéo
F|Itragem (390 m(::n)

Aliquota de 150 mL +
150 mL de Sulfato de Ambnio
+ 50 g terra diatomacea

Filtragem >

Aliquota de 20 mL

Banho-maria
(60°C)

Aliquota de 150 mL +
150 mL de agua destilada +
20 mL de cloroférmio
(Funil de separagao)

Cromatografar

Figura 10 - Fluxograma do método de extracédo das aflatoxinas da ragdo (SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).
5.9.2 Andlise Cromatografica

Foi utilizado o sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Waters
Associates®, Inc., Miliford, M.A. — EUA) equipado com uma bomba Waters
(modelo 510), injetor Rheodyne (Rheodyne®, Cotati, Califérnia — EUA) com
loop fixo de 20uL, detector de absorvancia variavel Merck-Hitachi (modelo L-
4250), integrador registrador (modelo D2500). A detecgao foi realizada a 360
nm em fase reversa utilizando como fase moével uma mistura de metanol:agua
(1:1, v/v), sob fluxo de 0,8 ml/min.

A quantificagdo foi realizada baseando-se na area dos picos

correspondentes a cada toxina, comparando-as com o padréo.

52



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos relatos relacionados a intoxicagdo por fumonisina
preconizam a proporcdo dos esfingolipidios (esfinganina/esfingosina) no soro
dos animais, e a relacdo do consumo de diferentes concentracdes da
micotoxina com efeitos clinicos, pesos corporais e de 6rgaos, alteracdes em
células sanguineas e alteracdes bioquimicas sorologicas (LEDOUX et al.,1992;
BROWN et al., 1992; WEIBKING et al., 1993;).

LEDOUX e colaboradores (1992) relataram que o0 consumo de
fumonisina em dietas contendo niveis de 0, 100, 200, 300 ou 400ppm de FB1,
em frangos jovens, pode causar altera¢gdes clinicas como reducéo do ganho de
peso diario com o aumento dos niveis de FB;, além de lesdes histopatoldgicas
indicativas de atrofia do timo, hiperplasia biliar e necrose hepatica. BROWN e
colaboradores (1992) observaram ainda, que o consumo de 300 mg.kg™ de FB;
na dieta pode acarretar diarréia, reducdo no ganho de peso, aumento no peso
do figado e alteracbes histoldgicas, como necrose hepéatica multifocal,
hiperplasia biliar, necrose de mduasculos e raquitismo. WEIBKING e
colaboradores (1993) constataram lesdes hepaticas em animais recebendo 225
mg.kg™ de FB; e reducdo no ganho de peso de animais recebendo 450 mg.kg™
de FB;, enquanto animais tratados com 75 mg.kg' de FB; apresentaram
apenas reducado na sintese de esfingolipidios. ESPADA e colaboradores (1994)
indicam que baixas doses de FB; pura (10 mg.kg™) e FB; de material de cultivo
de Fusarium verticilioides (30 mg.kg?) sdo téxicas para frangos jovens,
causando alteracbes no ganho de peso, peso dos Orgdos e alteracdes
bioquimicas séricas.

Este trabalho teve como premicia basica avaliar a quantificacdo dos
biomarcadores (esfinganina/esfingosina), e da sua proporcdo, no perfil
soroldgico de animais como método de diagndstico para intoxicagdo natural de
frangos de corte com fumonisinas. Desta forma, as analises sorolégicas foram
conduzidas, e os perfis soroldgicos avaliados, antes do processamento da

racao para determinacao da concentracdo de micotoxinas ingeridas.



6.1 Analise dos esfigolipidios no soro

Nenhuma alteracdo clinica, como perda de peso ou reducdo do
consumo alimentar, foi constatada nos animais testados até o momento do
abate, quando foram coletadas as amostras de sangue.

A andlise do soro foi conduzida através do método proposto por
(CASTEGNERO et al., 1998). Dos animais testados apenas 49% exibiram
quantidades detectaveis de esfingolipidios no soro e, dentre estes, apenas
44,9% exibiram perfis detectaveis de ambos os esfingolipidios
(esfinganina/esfingosina), 53,06% somente exibiram perfil detectavel de
esfingosina e 2,04% somente exibiram perfil detectavel de esfinganina, como

demonstrado no grafico (fig. 11).

Deteccao de Esfingolipideos

51% @ Esfingosina
| Esfinganina

26% |0 Esfingan?na e
Esfingosina

1% 0 Nao Detectado

22%

Figura 11 — Detecgéo de esfingolipidios nas amostras.

Em todas as amostras que apresentavam alteracdo dos niveis de
esfingosina estes foram relativamente maiores do que os de esfinganina. Os
valores obtidos indicam que os animais testados estavam sujeitos a intoxicacao

por micotoxinas, mas os perfis encontrados, quando comparados com perfis de
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trabalhos experimentais de intoxicacdo programada, com elevacdes de
esfinganina relativamente maiores que as de esfingosina (DIREITO, 2003), nédo
poderiam ser considerados somente como perfis de exposicdo a fumonisina.
Os perfis observados sdo compativeis com o0s observados em casos
experimentais de exposicdo por aflatoxinas (fig. 12). Dados que foram

confirmados com as andlises das micotoxinas na ragéo, descritas no item 6.1.
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Figura 12 - Cromatograma do soro com perfil compativel com a intoxicacéo simultanea de FB; e aflatoxinas.
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Figura 13 — Variag¢des individuais nas amostras com elevagdo dos niveis de So e Sa.
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Figura 14 — Variacédo da proporcao entre esfinganina e esfingosina nas amostras com elevagéo destes paramentros.

A observacdo de diferencas consideraveis nos diversos perfis
sorologicos de esfingolipidios analisados de animais, no mesmo plantel,
provavelmente se deve a distribuicdo heterogénea da toxina na ragdo, desta
forma os animais recebem quantidades diferentes mesmo tendo sido

alimentados com a mesma racdo. Tal heterogeneidade nao ocorre nos
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trabalhos experimentais com intoxicacdo programada, onde a quantidade de

toxina fornecida é conhecida e controlada.

6.1 Analise de micotoxinas na Racao

A andlise das rac¢fes foi efetuada através de métodos especificos, foram
testadas quanto a presenca de fumonisinas através do método proposto por
SYDENHAM et al. (1996), e quanto a presenca de aflatoxinas através do
método proposto por SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA (1989). Os resultados
encontrados fundamentam as alteracbes observadas tanto para So quanto
para Sa e consequentemente para a propor¢ao Sa/So.

A presenca de FB; foi detectada nas amostras de racdo na
concentracdo de 374,92 pg.kg?' de racdo, valores que, de acordo com a
literatura consultada, ndo seriam capazes de causar alteracBes clinicas.
Entretanto sabe-se que as alteracdes celulares mais precoces sao detectadas
pela proporcdo de Sa e So que neste estudo demonstraram variagbes muito
baixas.

No que se refere a presenca de aflatoxinas os resultados indicaram que
as racdes apresentavam niveis de toxina capazes de produzir intoxicacdo e
alteragbes sanguineas como o desequilibrio na proporgcdo de esfingolipidios.
Diversos trabalhos ilustram os efeitos deletérios destas toxinas nos animais,
apesar destes efeitos ou esta toxina ndo terem sido o foco principal deste
trabalho.

Os niveis encontrados foram de 440,99 pg.kg™ de aflatoxina B;, 169,92
ng.kg™t de aflatoxina B, e de 494,58 ug.kg™ de aflatoxina G;. A quantidade total
de aflatoxina foi de 1,10 mg.kg™ de racéo (fig. 15).
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Deteccéao de Aflatoxinas na Racéo
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Figura 15 — Quantidade de aflatoxina detectada na racéo.

Poucos sdo os trabalhos que enfatizam o efeito das fumonisinas
associadas as aflatoxinas no metabolismo de esfingolipidios em animais, mas
PRATHAPKUMAR e colaboradores (1997) relataram a ocorréncia natural de
surtos de micotoxicoses em aves de postura, onde 0s animais apresentaram
sinais como diarréia escura e viscosa, diminuicdo da ingestdo de alimentos,
20% de reducdo na producdo de ovos e 10% de mortalidade. Apdés a
substituicdo da racdo contaminada, os plantéis apresentaram melhoria
evidente. A andlise da rac&o indicou contaminacéo de 8,5 mg.kg™ de FB; e de
100 pg.kg™ de aflatoxina By, evidenciando a potencializagéo dos efeitos destas

toxinas.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos é possivel afirmar que:

e Foi possivel determinar o perfil de Esfinganina e Esfingosina nas amostras

analizadas;

e A proporcdo de Esfinganina e Esfingosina como biomarcador permite

estabelecer parcialmente o grau de intoxicacéo do plantel avaliado;

e A sensibilidade do biomarcador (esfinganina / esfingosina) € afetada tanto

pela concentracéo de fumonisina B; quanto pela presenca das aflatoxinas;

e Ha correlacdo entre as concentracdes observadas de fumonisina B; e
aflatoxinas e as variacbes dos niveis de esfinganina e esfingosina

isoladamente;

e Pode-se estimar o grau de exposi¢cao de um grupo de animais pelo perfil de
esfinganina e esfingosina detectado;

e A presenca de aflatoxinas influencia os niveis séricos de esfinganina e

esfingosina.
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