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RESUMO 
 
 
MARTINS, José Márcio Pimentel. Avaliação do biomarcador (esfinganina / 

esfingosina) na intoxicação por fumonisinas em suínos. Seropédica: UFRRJ, 
2005. (Dissertação, Mestrado em Microbiologia Veterinária).  

 
Fumonisinas são m grupo de micotoxinas produzidas por espécies do gênero Fusarium, 
fungo de ampla distribuição mundial e com alta prevalência em grãos, principalmente 
no milho, que freqüentemente veiculam estas toxinas para subprodutos ou para 
alimentos destinados ao consumo humano e animal. As fumonisinas são inibidores 
específicos da síntese dos esfingolipídios, causando acúmulos de esfinganina (Sa) e 
esfingosina (So) nas células.  A proporção entre Sa e So tem sido relatada como sendo 
eficaz biomarcador de intoxicação por fumonisinas em animais e humanos, podendo ser 
utilizada em levantamentos epidemiológicos sobre a exposição de uma determinada 
população às fumonisinas. Nos eqüídeos causam leucoencefalomalácia eqüina (LEME), 
edema pulmonar e hidrotórax em suínos, hepatotoxidez, hepatocarcinogenicidade e 
nefropatias em ratos, aves e coelhos, além de diversos efeitos no sistema imune. O 
principal ingrediente das rações utilizadas para suínos é o milho e seus derivados e por 
isso a pesquisa de micotoxinas, em especial fumonisinas nas rações utilizadas em 
suinoculturas é de vital importância devido às perdas econômicas acarretadas. Foram 
utilizadas amostras de sangue e urina de quatro granjas fornecedoras de um abatedouro 
de suínos, localizado no município do Rio de Janeiro. As amostras de sangue foram 
obtidas durante a sangria e as de urina por punção vesical, no momento da 
evisceração.Todas mantidas sob refrigeração e congelamento até a análise. O número de 
amostras coletadas foi referente a 10 % dos animais abatidos de cada propriedade / dia, 
perfazendo o total de 76 amostras, durante 60 dias. Para determinação de esfingolipídios 
foram utilizados os métodos propostos por CASTEGNARO et al. (1996, 1998), para 
análise por cromatografia líquida de alta eficiência. Os resultados demonstraram que 
17,77 % das amostras de soro tinham o perfil típico de intoxicação para fumonisinas, 
em 11,11 % apresentaram perfil sugestivo da influência de aflatoxinas. Em uma das 
propriedades 100 % dos animais avaliados apresentaram alterações típicas da ação das 
fumonisinas. Nas amostras de urina, 26 % indicaram a ação típica das fumonisinas e em 
39,13 % as alterações indicaram a influência das aflatoxinas além das fumonisinas. A 
utilização deste biomarcador em condições naturais mostrou-se eficaz na detecção da 
exposição às fumonisinas, porém deve-se considerar o comportamento tanto da So 
quanto de Sa, que permitem uma avaliação mais abrangente. 
 
 
Palavras chave: Fusarium, suínos, esfingolipídios. 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
   
   
MARTINS, José Márcio Pimentel. The Evaluation of the biomarker (sphinganine / 

sphingosine) of the intoxication for fumonisin in swine. Seropédica: UFRRJ, 
2005. (Dissertation, Master's degree Veterinary Microbiology).    

   
Fumonisins are a group of mycotoxins produced by species of the gender Fusarium, 
fungi of world wide distribution and with high prevalence in grains, mainly in corn, that 
frequently transmit these toxins to by-products or to foods destined to the human and 
animal consumption. The fumonisins are specific inhibitors of the synthesis of  
sphingolipids, causing sphinganine (Sa) and sphingosine (So) accumulations in the 
cells.  The proportion among Sa and So has been told as being an effective intoxication 
biomarker for fumonisins in animals and humans. Could be used as a biomarker, in 
epidemic risings about the exhibition of a certain population to the fumonisins. In the 
equine it causes leukoencephalomalacia (ELEM), pulmonary edema in swine, liver 
toxicity, liver carcinogenicity and kidney disease in rats, poultry and rabbits, besides 
several effects in the immune system. The main ingredient of the rations used for swine 
is the corn and their derived and for that the mycotoxins research, especially fumonisins 
in the rations used in pigs farms is of vital importance due to the carted economical 
losses. There were used samples of blood and urine of four swine farms that provided 
swine to the slaughterhouse, in the municipal district of Rio de Janeiro. The samples of 
blood were obtained during the sangria and urine from vesical puncture. All samples 
were maintained under cooling and freezing until the analysis. The number of collected 
samples was regarding 10 % of the animals sloughed of each property / day, making the 
total of 76 samples, for 60 days. For the sphingolipids determination the methods used 
were proposed by CASTEGNARO et al. (1996, 1998), for analysis in liquid 
chromatograph of high efficiency. The results demonstrated that 17,77 % of the serum 
samples had the typical profile of intoxication for fumonisins, in 11,11 % it  showed 
suggestive profile of the aflatoxins influence. In one of the properties 100 % of the 
appraised animals presented typical alterations of fumonisin action. For the urine 
samples, 26 % indicated the typical action of the fumonisins and in 39,13 % the 
alterations indicated the influence of the aflatoxins besides the fumonisins. Therefore 
the use of this biomarker for detecting fumonisin exposition in natural conditions was 
shown effective, however it should be considered the behavior as much of the Sa as So, 
allowing a deeper evaluation.  
  
 
Key words: Fusarium, swine, sphingolipids.   
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

Micotoxinas são substâncias com pouca ou nenhuma correlação entre si, 
produzidas pelo metabolismo secundário de fungos. São substâncias importantes porque 
algumas são responsáveis por doenças graves, causando danos à saúde humana e 
animal. 

Cerca de 400 tipos de micotoxinas são conhecidos atualmente. Com freqüência 
estão envolvidas com patologias em animais de produção, acarretando enormes 
prejuízos econômicos, decorrentes da utilização de alimentos contaminados por estas 
substâncias tóxicas. A ação das toxinas ocorre, predominantemente, por meio da 
ingestão de alimentos contaminados, sobretudo de cereais e subprodutos da indústria 
alimentícia utilizados na preparação de rações. Quando não provocam a morte dos 
animais em processos de intoxicação aguda, as micotoxinas causam efeitos mais sutis, 
geralmente promovem redução de peso, diminuição da postura, diminuição da 
conversão alimentar, problemas reprodutivos, aumento da susceptibilidade a doenças 
infecciosas e parasitárias, entre outros.  

Fumonisinas são um grupo de micotoxinas produzidas por espécies do gênero 
Fusarium, fungo de ampla distribuição mundial e com alta prevalência em grãos, no 
milho principalmente, que freqüentemente veiculam estas toxinas para subprodutos ou 
para alimentos destinados ao consumo humano e animal. 

As fumonisinas são inibidores específicos da síntese dos esfingolipídios, 
causando, desta forma, acúmulos de esfinganina (Sa) e esfingosina (So) nas células.  A 
proporção entre Sa e So tem sido relatada como sendo eficaz biomarcador de 
intoxicação por fumonisinas em animais e humanos, podendo ser utilizada em 
levantamentos epidemiológicos sobre a exposição de uma determinada população.  

O milho é a principal fonte de contaminação no que tange à forma de exposição 
por fumonisinas, já que este é o principal ingrediente das rações utilizadas para suínos. 
A pesquisa de micotoxinas ou de indícios da sua presença, em especial a de 
fumonisinas, nas rações utilizadas em suinoculturas é de vital importância devido à 
magnitude das perdas econômicas acarretadas por micotoxicoses nas granjas de suínos.  

A possibilidade da ocorrência de micotoxicoses, derivadas da ingestão 
concomitante de duas ou mais toxinas, é perfeitamente possível. Estudos realizados com 
milho produzido no Brasil apontam a ocorrência simultânea de cepas toxígenas de 
Fusarium e Aspergillus, produtoras de fumonisinas e  aflatoxinas, respectivamente. 

No entanto, até o presente momento, pouco se sabe sobre os efeitos combinados 
entre micotoxinas, embora seja um problema mundial. Sabe-se que muitos efeitos 
biológicos podem ser desencadeados quando ocorrem combinações entre micotoxinas, 
as quais podem interagir no organismo, promovendo diversos sinais clínicos, de difícil 
identificação. A partir da descoberta das fumonisinas, começaram a surgir relatos sobre 
a co-ocorrência destas micotoxinas em diversos produtos agrícolas. 

 
1.1 Justificativa 

A presença freqüente de fumonisinas em amostras de milho caracteriza o risco 
de intoxicação que a espécie suína está exposta. Métodos que possibilitem a 
caracterização de intoxicação são sempre indicados, principalmente no caso de uma 
substância que não apresenta bioderivados e que a sua determinação em amostras de 
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alimentos, fluidos biológicos e tecidos envolvem a utilização de metodologias de análise 
não acessíveis a muitos laboratórios. Portanto a proposta do uso de biomarcador facilita 
em muito toda a rotina nos levantamentos epidemiológicos e em identificação de casos 
clínicos. 

 
1.2 Objetivos 

Testar a eficiência do biomarcador epidemiológico, pela detecção das bases 
esfingóides esfinganina e esfingosina, para monitoramento da exposição dos suínos a 
fumonisina;  

 Avaliação dos níveis de Sa e So em soro e urina de suínos abatidos em 
matadouro; 

Fazer correlação entre os níveis de Sa e So e o grau de intoxicação natural por 
fumonisinas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

2.1 Suinocultura no Brasil e no Mundo 

A carne suína é a mais industrializada, comercializada e consumida no mundo, 
considerada nas últimas décadas como importante fonte de proteína animal para a 
alimentação humana.  Porém no Brasil seu consumo perde para as carnes de bovinos e 
frango. Dados fornecidos pelo departamento de agricultura dos Estados Unidos relatam 
que a China, a União Européia e os Estados Unidos serão responsáveis por cerca de 
81,3 % da produção mundial, sendo a China o maior produtor com 43,3 milhões de 
toneladas em 2002, seguida pela União Européia com 17,8 milhões e os Estados Unidos 
com 8,9 milhões (CENTEC, 2004). 

A suinocultura no Brasil é mais representativa nas regiões Sul com 15,6 milhões 
de cabeças, Sudeste com 5,6 milhões e Nordeste com 5,2 milhões. Estas regiões 
representam respectivamente 49,9 %, 18 % e 16,8 % do rebanho suíno brasileiro. No 
Brasil o consumo per capita de carne suína é de 11,23 kg/ano enquanto nos Estados 
Unidos e Dinamarca são respectivamente 30,1 e 64,2 kg/ano (CENTEC, 2004). 
 
2.2  Micotoxinas 

As micotoxinas são substâncias produzidas pelo metabolismo secundário de 
alguns fungos filamentosos. Têm sido associadas à ocorrência de várias doenças em 
humanos e animais, causando, portanto, prejuízos econômicos incalculáveis no setor 
agropecuário e a saúde pública (STOLOFF, 1976; COULOMBE, 1991; YOSHISAWA 
et al., 1996). 

O primeiro relato de intoxicação por micotoxinas ocorreu na década de 60 na 
Inglaterra com o episódio conhecido como “Doença X dos Perus”, onde mais de 
100.000 aves morreram após terem sido alimentadas com farelo de amendoim 
contaminado por Aspergillus flavus.  Deste farelo de amendoim foi obtido um extrato 
clorofórmico que ao ser administrado em marrecos jovens, foi capaz de reproduzir 
lesões hepáticas semelhantes à doença original, sendo então a toxina denominada de A. 

flavus toxin ou aflatoxina (ALLCROFT et al., 1961; ALLCROFT & CARNAGHAM, 
1962). Desde a década de 60 muitas pesquisas têm sido realizadas e novas micotoxinas 
têm sido descobertas e também seus efeitos tóxicos nos organismos humanos e animais. 

A contaminação pode ser direta quando o alimento é contaminado pelo fungo 
toxígeno e este produz toxina ou indireta quando a toxina está presente no alimento 
mesmo após a remoção do fungo produtor (SMITH et al., 1995). 

No Brasil, os relatos apontam, principalmente, a presença de aflatoxinas, 
fumonisinas, zearalenona, ocratoxina A e deoxinivalenol (RODRIGUEZ-AMAYA & 
SABINO, 2002). 

As micotoxicoses podem ser agudas ou crônicas. Na forma aguda ocorrem sinais 
clínicos típicos de cada toxina, com síndromes hepáticas e hemorrágicas, nefrites, 
necroses de epitélio oral e intestinal, síndromes do sistema nervoso central (SNC) e nos 
casos extremos a morte. Porém, na grande maioria, as micotoxicoses ocorrem de forma 
crônica onde os sinais clínicos não estão muito bem definidos e podem aparecer, nos 
animais de produção, como uma simples queda na produtividade (COULOMBE, 1991; 
VESONDER et al., 1991; HUSSEIN & BRASEL, 2001).  
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Muitos dos efeitos biológicos podem ser desencadeados quando ocorrem 
combinações entre micotoxinas, as quais podem interagir no organismo, promovendo os 
mais diversos sinais clínicos, de difícil identificação (PIER et al., 1973; WILSON et al., 
1981; SMITH & HENDERSON, 1991). 

Embora os fungos A. flavus e F. verticillioides, possam invadir grãos de cereais 
(ALMEIDA et al., 2000, 2002), são poucos os trabalhos sobre a ocorrência de 
aflatoxinas e fumonisinas e até o presente momento, pouco se sabe sobre os efeitos 
interativos entre estas micotoxinas (POZZI et al., 2000; ORSI, 2000; DIREITO, 2003; 
RIBEIRO, 2005).  

A partir da descoberta das fumonisinas, começaram a surgir relatos sobre a co-
ocorrência destas micotoxinas em diversos produtos agrícolas (CHAMBERLAIN et al., 
1993; SHETTY & BATT, 1997; UENO, 1997). A ocorrência simultânea de 
fumonisinas e aflatoxinas foi inicialmente descrita por CHAMBERLAIN et al. (1993), 
ao analisarem amostras de milho destinado à alimentação animal, nos Estados Unidos. 
A concentração de AFB1 foi 321 ppb, enquanto que a de FB1 foi de 1,58 ppm, em uma 
mesma amostra. Pouco se sabe sobre os efeitos interativos de aflatoxinas e fumonisinas 
em diferentes espécies animais e continuam sendo objeto de preocupação na 
comunidade científica mundial (PITTET, 1998; D’MELLO et al., 1999). 

Baseando-se em evidências toxicológicas, a Agência Internacional para Pesquisa 
do Câncer – IARC (1993) definiu o potencial carcinogênico para humanos, 
classificando as aflatoxinas na categoria 1 (carcinogênica) e as fumonisinas na categoria 
2B (provavelmente carcinogênica) (SHEPHARD et al., 1996).  

 
2.3 Produção de Micotoxinas 

A produção da micotoxina pode ocorrer no campo, no armazenamento, no 
transporte, na industrialização ou em qualquer momento da fase de consumo desde que 
as condições, principalmente de temperatura e umidade, sejam favoráveis (MALLOZZI 
& CORRÊA, 1997). Dependendo de fatores como: a susceptibilidade do substrato, 
fatores físicos, como temperatura do ambiente, umidade do substrato, umidade relativa 
do ar, aeração, danos mecânicos e tempo de armazenamento; e a fatores fisiológicos 
como a capacidade genética, quantidade de esporos viáveis, interação de diferentes 
fungos, presença de insetos e ácaros (CIEGLER, 1978; CENTEC, 2004).  
 
2.4 Fumonisinas 

As fumonisinas foram isoladas pela primeira vez em milho colonizado por F. 
verticillioides, anteriormente denominado F. moniliforme, na ração de eqüinos com 
LEME (GELDERBLOM et al., 1988), no entanto outros fungos do gênero Fusarium 
têm sido caracterizados como produtores de fumonisinas, como o F. proliferatum 
(ROSS et al., 1990), F. nygamai (THIEL et al., 1992), F. anthophilum, F. dlaminii e F. 

napiforme (NELSON, 1992), F. subglutinans (SCOTT, 1993), F. polyphialidicum 
(ABBAS & OCAMB, 1995), F. oxysporum (AH SEO & WON LEE, 1999). Também 
foi descrita a produção de fumonisinas por Alternaria alternata f. sp. lycorpersici 
(CHEN et al., 1992). 

As fumonisinas são moléculas estruturalmente relacionadas, isoladas e 
caracterizadas por BEZUIDENHOUT et al. (1988). Das fumonisinas identificadas até o 
momento a FB1 é quase sempre a mais abundante, (CHU & LI, 1994), com efeitos 
biológicos dependentes da espécie animal afetada. Entretanto, em qualquer que seja a 
espécie animal, o fígado é órgão alvo desta toxina (VOSS et al., 1993). Em humanos, 
sua atuação ainda não está bem esclarecida, mas alguns autores associaram a elevada 
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incidência de câncer de esôfago com o consumo de alimentos contendo elevados níveis 
de fumonisinas (SYDENHAM et al., 1991; RHEEDER et al., 1992; CHU & LI, 1994;).  

A espécie fúngica produtora de fumonisinas, que ocorre mais comumente no 
milho e em outros tipos de grãos, é o Fusarium verticillioides. Das fumonisinas 
identificadas até o momento FB1, FB2 e FB3 são as mais isoladas em alimentos 
contaminados, sendo a FB1 quase sempre a mais abundante, representando cerca de 70 
% da concentração total das fumonisinas (SYDENHAM et al., 1991; THIEL et al., 
1991; MURPHY et al., 1993; CHU & LI, 1994). 

Levantamentos sobre a ocorrência natural de fumonisinas, principalmente em 
milho e derivados, revelam que a presença de FB1 é elevada podendo chegar a até 100 
% das amostras analisadas (THIEL et al., 1992; VISCONTI & DOKO, 1994; 
SHEPHARD et al., 1996; YOSHIZAWA et al., 1996; PITTET, 1998; KPODO et al., 
2000; RODRÍGUEZ-AMAYA & SABINO, 2002; ALMEIDA et al., 2002, 
HASSEGAWA, 2004). 

 
2.5 Ocorrência 

Diversos levantamentos vêm sendo realizados no país. Em 195 amostras de 
milho híbrido, colhidos em São Paulo, ORSI et al. (1995) detectaram a presença de 
fumonisinas, das quais 90,2 % eram FB1 e 97,4 % eram FB2. As concentrações 
determinadas foram, em média, de 9,72 µg/g e 7,67 µg/g de FB1 e FB2, respectivamente. 
Em outro estudo da micobiota presente em cultivares de milho de três regiões diferentes 
do estado de São Paulo, ALMEIDA et al. (2000) verificaram que Fusarium 

verticillioides foi a mais freqüente. Sendo que 40 cepas isoladas produziram 
fumonisinas, em concentrações que variaram de 20 µg/g a 2,168 µg/g FB1 e 10 µg/g a 
380 µg/g de FB2. 

A presença marcante da FB1 no milho foi também constatada em levantamento 
realizado em 110 amostras provenientes de cultivares diferentes no estado de São Paulo. 
As análises revelaram que todas as amostras estavam contaminadas com as fumonisinas 
B1 (1,15 a 43,8 µg/g) e B2 (0,08 a 11,65 µg/g) (CAMARGOS, 2000). No Paraná, onde a 
situação é semelhante, foram analisadas amostras de milho recém-colhido que 
apresentaram contaminação com FB1 e FB2, em concentrações variando de 0,37 a 13,46 
µg/g e 0,20 a 6,92 µg/g, respectivamente (ONO et al., 2000). 

Os limites legais para contaminação por fumonisinas ainda não foram 
estabelecidos, porém o “Mycotoxin Committee of the American Association Veterinary 
Laboratory Diagnosticians” recomenda valores de 5, 10, e 50 µg/g pra rações de 
eqüinos, suínos, bovinos e de aves, respectivamente (MUNNKVOLD & DESJARDINS, 
1997). No caso dos produtos destinados ao consumo humano, a “Food and Drug 
Administration” (FDA) recomenda níveis de 2,0 mg/kg de fumonisinas para farelo de 
milho; 3,0 mg/kg para milho de pipoca e 4,0 mg/kg para milho destinado à produção de 
massas. No Brasil ainda não foi estabelecido nenhum limite legal de tolerância. 
 
2.6 Efeitos Biológicos 

Os efeitos adversos das fumonisinas são complexos e existem alguns 
mecanismos de ação alternativos, que ainda estão sendo investigados. A atuação pode 
diferir com as espécies envolvidas e com os órgãos atingidos (TURNER et al., 1999). 
Alguns mecanismos sugeridos, para a hepatotoxidez e carcinogenicidade, incluem a 
interrupção da biossíntese dos esfingolipídios, destruição dos lípídios celulares, 
acúmulo de ácidos graxos, proliferação celular, peroxidação de lipídios e estresse 
oxidativo (GELDERBLOM et al., 1996).  
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Dentre estes mecanismos, a interrupção da biossíntese dos esfingolipídios é o 
que tem despertado maior interesse e considerado como um prático e sensível 
biomarcador da citotoxidez das fumonisinas (MERRIL et al., 1996). Mecanismo que foi 
demonstrado por WANG et al. (1991), por ser a FB1 um análogo estrutural das bases 
precursoras dos esfingolipídios. 

Os diversos estudos realizados apontam a FB1 como responsável pela síndrome 
neurotóxica, em eqüinos, a leucoencefalomalácia (LEME) (MARASAS et al., 1988), 
edema pulmonar e hidrotórax em suínos (HARRINSON et al., 1990) devido ao 
decréscimo da função cardiovascular (SMITH et al., 2000), hepatotoxidez, 
hepatocarcinogenicidade e nefropatias em ratos e coelhos (GELDERBLOM et al., 1991; 
RILEY et al., 1994; GUMPRECHT et al., 1995; BONDY et al., 1996), além de diversos 
efeitos no sistema imune (MARTINOVA & MERRILL, 1995). São igualmente tóxicas 
para aves domésticas, como perus (WEIBKING et al., 1993b; KUBENA et al., 1995), 
patos (BAILLY et al., 2001) e pintos (WEIIBKING et al., 1993a). 

Pesquisas sobre a toxidez das fumonisinas, em cultivos celulares, indicaram que 
as fumonisinas (FB1 e FB2) são potentes inibidores específicos da biossíntese de 
esfingolipídios. NORRED et al. (1992) utilizaram cultivos primários de hepatócitos e de 
células epiteliais renais de suínos (LLC – PK1) e observaram que ocorreu também a 
diminuição da proliferação celular. A administração de altas doses causou morte celular 
após três dias de exposição. Com base nas alterações observadas, os autores sugeriram a 
hipótese da capacidade das fumonisinas causarem leucoencefalomalácea e promoverem 
a formação de tumores.  

Em cultivos celulares de neurônios de camundongos foi observado que a FB1 
inibiu a biossíntese dos esfingolipídios e diminuiu a concentração dos esfingolipídios 
complexos, afetando a síntese de esfingomielina. Entretanto a inibição foi reversível e 
retornou ao normal após 48 h da retirada da FB1 (MERRILL et al., 1993).  

RILEY et al. (1994) mostraram a correlação entre o grau de lesões ultra-
estruturais e a interrupção da biossíntese de esfingolipídios em ratos (Sprague-Dawley). 
Constataram que o rim é mais sensível que o fígado e o acúmulo de esfinganina livre na 
urina reflete a severidade das alterações ocorridas nos rins, uma vez que está 
diretamente ligada com a concentração de células na urina.  

 
2.6.1 Leucoencefalomalacia eqüina (LEME) 

É uma doença neurotóxica que se caracteriza por causar necrose liquefativa 
multifocal da substância branca do cérebro. Associada ao consumo de milho 
contaminado com as FB1 e FB2 produzidas especialmente pelo F. verticillioides, 
encontrado em alimentos contaminados em diversas partes do mundo. Os sintomas 
clínicos nos eqüinos aparecem de forma aguda e se caracterizam por apatia, sonolência 
aparente, paralisia do lábio inferior e língua, andar em círculos, ataxia, convulsões 
tetânicas e morte (RODRIGUEZ, 1945; RIET-CORRÊA et al., 1982; MARASAS et al., 
1988).  

 
2.6.2 Edema pulmonar e hidrotórax em suínos 

Em suínos o consumo de alimentos contaminados com fumonisinas é 
caracterizado por severo edema pulmonar e hidrotórax (HARRISON et al., 1990; 
RIBONI et al., 1997; GUMPRECHT et al., 2001). 

A morbidade desta enfermidade varia entre 5 e 50 % com uma mortalidade 
maior que 50 % com curso clínico de 1 a 2 dias. Os sintomas respiratórios ocorrem de 4 
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a 6 dias depois de iniciada a ingesta de alimento contaminado a uma concentração de 
FB1 superior a 10 ppm (OSWEILER et al., 1992; ROOS, 1994). 

 
2.6.3 Toxidez em aves 

Em aves alimentadas com dietas contendo altos níveis de fumonisina (maior que 
75 ppm) são observadas alterações como: diminuição do ganho de peso, diminuição da 
postura, necrose hepática multifocal, hiperplasia biliar, anormalidades esqueléticas 
(arqueamento das patas) e elevada mortalidade (WEIBKING et al., 1993ab; KUBENA 
et al., 1995; BAILLY et al., 2001). 

  
2.6.4 Toxidez em humanos 

A ocorrência natural de FB1 foi descrita pela primeira vez por SYDENHAM et 
al. (1990), após a análise de milho mofado coletado na região de Transkei no sudeste 
africano, onde estudaram as relações entre a presença do fungo F. verticillioides em 
milho com o alto índice de câncer de esôfago em humanos. 

Vários estudos têm demonstrado que FB1 pode ser o principal responsável pelos 
casos de câncer esofágico em regiões cuja população possui baixo poder aquisitivo e 
que tem o milho como sua principal fonte de energia. Investigações têm sido realizadas 
para demonstrar se a relação esfinganina / esfingosina está alterada em humanos 
expostos à FB1 na dieta e para definir se FBs podem ser detectadas em amostras de 
sangue e urina de humanos (NORRED et al., 1994; SHEPHARD et al., 1996 ). Também 
tem sido descrito alto índice de câncer esofágico em regiões da China e Itália, 
consideradas de alto risco devido ao grande consumo de alimentos a base de milho 
(FRANCESCHI et al, 1990; YOSHIZAWA et al., 1994; UENO et al., 1997). 
 
2.7 Esfingolipídios  

A primeira classe descrita foi denominada em função do tecido de onde foi 
isolada, a esfingomielina, dando a falsa impressão de estar presente unicamente no 
tecido nervoso. Atualmente existem mais de 300 tipos conhecidos e organizados em 
grupos distintos, porém todos possuem uma estrutura básica idêntica. Nos mamíferos a 
base esfingóide mais comum é a D-eritro-esfingosina, no entanto outras bases 
(esfinagangina e 4-hidrox-esfinganina) também são encontradas (MERRILL et al., 
1997).  

Classificados como lipídios estruturais, são encontrados nas membranas das 
células eucarióticas. Por serem estruturais são mais complexos que os de reserva, e 
exercem papel fundamental na manutenção das membranas celulares (HUWILER et al., 
2000).  

Até recentemente eram considerados como componentes inertes nas células, 
porém após a sua identificação como moléculas bioativas, participantes dos processos 
de sinalização celular, são alvos de estudos dos mecanismos fisiológicos (RIBONI et 
al., 1997; MERRIL et al., 1997; SCHMELZ & MERRIL, 1998; VESPER et al., 1999; 
HUWILER et al., 2000; PRIESCHL & BAUMRUKER, 2000).  

Algumas alterações patológicas podem ser explicadas em função do acúmulo de 
bases esfingóides de cadeia longa e a redução da concentração de esfingolipídios 
causados pela interferência das fumonisinas, como a neurotoxidez associada à 
leucoencefalomalácea, que é evidenciada pela degeneração dos neurônios (MERRILL, 
1991). 
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A proposta do provável mecanismo de ação causador dos efeitos biológicos das 
fumonisinas surgiu em 1991 por WANG et al., que sugeriram a sua interferência na 
biossíntese dos esfingolipídios (Fig. 1). 

 

 
Figura 1: Interferência da FB1 na biossíntese dos esfingolipídios (WANG et al., 1991). 

 
A semelhança estrutural (Fig. 2) das fumonisinas com a esfingosina seria 

responsável pelo reconhecimento errôneo da esfinganina N-aciltransferase. Alterações 
na proporção sérica de esfinganina /esfingosina, foram observadas por WANG et al. 
(1992) em pôneis que receberam dieta contendo concentrações de 15 a 44 µg/g. 

 
 
 

 
 
 
 
 

Palmitol CoA + Serina 

3-cetoesfinganina 
EEssffiinnggaanniinnaa 

N-aciltransferase 

EEssffiinnggoossiinnaa  

Esfingomielina 

Gliesfingolipídios 

Dihidroceramida 

Ceramida 
N-aciltransferase 

FB1 

CH3

CH3 OR CH3 OH NH3
+

OHOHOR

Fumonisina B1 

CH2OH

NH3
+

OH

CH2OH

NH3
+

OH

Esfingosina Esfinganina 

R= 

O

COOH

HOOC
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e esfinganina (WANG et al., 1992). 
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2.8 Efeitos das Fumonisinas na Espécie Suína 

Os suínos são animais sensíveis aos efeitos das micotoxinas, tanto que vêm 
sendo utilizados como modelo de experimentação em micotoxicologia, nos estudos 
sobre aflatoxinas (HARVEY et al., 1989) e fumonisinas (GUMPRECHT et al., 1998, 
2001).  

As alterações teciduais e séricas da taxa de esfinganina e esfingosina utilizadas 
como um biomarcador precoce da exposição a fumonisinas, foram estudadas 
inicialmente por RILEY et al. (1993). Neste estudo forneceram a suínos uma dieta 
contendo FB1 e FB2 em concentrações variando de 0 (< 0,1), 5, 23, 39, 101 e 175 ppm, 
durante 14 dias. Observaram ainda, que houve aumento da proporção de esfinganina / 
esfingosina em animais que receberam 5 ppm, e que nestes não foram observadas 
alterações nem nos parâmetros bioquímicos séricos nem na histopatologia. Em função 
da sensibilidade demonstrada pela proporção esfinganina / esfingosina os autores 
indicaram este parâmetro como um biomarcador eficiente para a exposição à 
fumonisina. Concluíram que a inibição da esfingosina (esfinganina) N-aciltransferase é 
fundamental para o desenvolvimento de patologias associadas com o consumo de 
fumonisinas. 

Caracteristicamente estas bases estão presentes em concentrações baixas nas 
células, por integrarem o ciclo biossintético da ceramida, que em condições normais não 
permite que ocorra aumento das concentrações intracelulares. A concentração de 
esfingosina livre, em suínos é da ordem de nanomoles / grama de tecido, 
correspondendo de 3 a 5 vezes a concentração de esfinganina livre (RILEY et al., 1993). 

A associação de FB1 com deoxinivalenol (DON), administrada na dieta de 
leitões com cinco semanas de idade, acarretou potencialização dos efeitos tóxicos, no 
que se refere ao peso corporal, ao ganho de peso, ao peso absoluto do fígado e ao 
volume corpuscular médio de hemoglobina (HARVEY et al., 1996). Entretanto, na 
espécie suína, são poucas as pesquisas avaliando a interação de fumonisinas com outras 
toxinas. 

Os efeitos da ação conjunta da FB1 e AFB1 foram descritos por HARVEY et al. 
(1995), que observaram aumento da atividade das enzimas AST, GGT e FA em leitões 
recém-desmamados que receberam dietas contendo 100 mg/kg de FB1 e 2,5 mg/kg de 
AFB1, durante 35 dias. Os animais também apresentaram redução nos pesos, absoluto e 
relativo, do fígado, lesões histológicas (hepatite necrótica e proliferação de ductos 
biliares), diminuição do ganho de peso e consumo de alimentos. Alterações semelhantes 
às obtidas com animais que receberam AFB1 associada a ocratoxina A, deoxinivalenol 
(DON) e T2 (HARVEY et al., 1989, 1990). 

A alteração do perfil dos esfingolipídios em órgãos alvo da FB1 foi observada 
pela primeira vez em suínos alimentados com milho contaminado com FB1 e FB2, nos 
quais ocorreu elevação gradual da concentração de Sa no fígado, rins e pulmões, 
demonstrando comportamento nitidamente dose-dependente. Quanto às concentrações 
de So, os resultados mostraram-se semelhantes aos da Sa, embora atingindo níveis 
inferiores. Conseqüentemente a proporção Sa/So elevou-se, tanto nos órgãos alvo 
quanto no soro, mesmo dos animais que receberam as menores doses da mistura de 
toxinas (5 ppm), e onde não foram notadas alterações na bioquímica sérica nem na 
histopatologia. Resposta semelhante foi observada em animais que receberam a FB1 
purificada. Baseados nestes resultados RILEY et al. (1993) confirmaram que a alteração 
da proporção Sa/So é um biomarcador sensível para esta espécie. 

Ao analisar os níveis de Sa/So detectados no fígado, soro e urina de animais 
intoxicados experimentalmente com FB1 e AFB1, foi constatada pronunciada 
interferência da FB1 no metabolismo dos esfingolipídios dos ratos, coelhos e suínos. 
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Nestas espécies, os níveis mais elevados da proporção Sa/So foram obtidos nos grupos 
intoxicados somente com FB1. Nos suínos, entretanto, a associação FB1 e AFB1 foi 
capaz de elevar a proporção Sa/So, mas principalmente de estabelecer um padrão de 
alteração característico e distinto do obtido com a FB1 isolada (DIREITO, 2003).  

Existem diferenças de susceptibilidade em função do sexo, comprovado por 
ROTTER et al. (1996), em estudo com leitões. Os machos foram muito mais sensíveis 
aos efeitos da FB1 do que as fêmeas apresentando redução do crescimento. Nesta 
mesma pesquisa observaram sinais clínicos e alterações teciduais com doses entre 0,1 e 
10 ppm, todavia as alterações no biomarcador só foram detectadas com doses acima de 
10 ppm. 

HARVEY et al. (1996) verificaram que ao administrar doses de 50 ppm de FB1, 
em suínos em fase de crescimento, causou severos danos no fígado e rins além de 
imunossupressão. 
 
2.9 Determinação de Esfingosina e Esfinganina 

A metodologia específica para a quantificação da esfigosina livre em tecidos 
biológicos foi desenvolvida por MERRILL et al. (1988). Extraídas com clorofórmio e 
metanol, seguido de hidrólise básica para remoção de lipídios interferentes. Os extratos 
de fígado foram derivados com o-ftaldialdeído e então analisados por cromatografia 
líquida de alta eficiência. A separação das bases foi obtida em coluna de fase reversa 
C18 e eluídas com uma mistura de metanol: fosfato de potássio 5 mM (pH 7,0) (9:1, 
v/v). Na quantificação foi utilizada uma base de cadeia longa homóloga (C20) como 
padrão interno. Obtendo limite de detecção na faixa de picomoles.  

A metodologia para a determinação, de esfingosina e esfinganina livres, em 
urina, soro sanguíneo e em outros tecidos foi adaptada e minuciosamente descrita por 
RILEY et al., (1994) do método proposto por MERRILL et al. (1988) com pequenas 
alterações nas etapas de extração de lipídios e derivação. 

Embora os métodos propostos sejam eficientes são trabalhosos e consomem 
muito tempo em função das várias etapas a serem realizadas, SOLFRIZZO et al. (1997) 
desenvolveram um método mais simples para análise de esfingosina e esfinganina em 
urina humana e animal, com poucas etapas durante a extração e limpeza dos extratos, 
que consiste na utilização de uma minicoluna de sílica, extração com clorofórmio e 
derivatização com o-ftaldialdeído. Testaram amostras fortificadas com esfingosina e 
esfinganina em concentrações de 1,5 a 15 ng / ml e obtiveram 80 %, em média, de taxa 
de recuperação e com limite de detecção de 0,1 ng / ml. 

CASTEGNARO et al. (1998) desenvolveram um novo método para a detecção 
de esfingosina e esfinganina em tecidos e urina que possibilita trabalhar com pequenos 
volumes de 0,3 a 0,5 ml, para urina de ratos ou 2 ml de urina humana. O método propõe 
a extração rápida e eficiente com acetato de etila, otimização de etapa de derivatização 
com o-ftaldialdeido e a utilização de gradiente, com a mistura de 0,07 M K2HPO4 : 
metanol (1:9) como solvente A e 100 % de metanol como solvente B. A detecção 
também é por fluorescência com 340 nm de excitação e 455 nm de emissão, e 
quantificação por padrão interno (C20). O método apresentou limite de detecção de 0,1 
ng. 

SHEPHARD & VAN DER WESTHUIZEN (1998) trabalhando com análise de 
esfinaganina e esfingosina em soro de macacos expostos a fumonisina desenvolveram 
uma metodologia para extração de lipídios, limpeza em minicoluna de silica e hidrólise 
alcalina antes da derivatização com o-ftaldialdeido. As determinações foram realizadas 
por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por fluorescência e obtiveram 
boa reprodutibilidade, com menos de 10 % de desvio padrão. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

3.1 Amostras 

Coletaram-se amostras de sangue e urina, nos meses de maio, junho e setembro 
de 2004, de seis granjas produtoras de suínos que realizavam abate no Matadouro de 
suínos Lagoas, sob fiscalização do Serviço de Inspeção Estadual (SIE-RJ), no município 
do Rio de Janeiro.  

As amostras de sangue foram obtidas durante a sangria (Fig. 3) e as de urina por 
punção vesical (Fig.4), no momento da evisceração. Todas mantidas sob refrigeração e 
congelamento até a extração. 

 

 
 

Figura 3: Obtenção das amostras de sangue por sangria. 
 

 
 

Figura 4 : Obtenção das amostras de urina por punção vesical. 
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O número de amostras coletadas foi referente a 10 % dos animais abatidos de 
cada propriedade/dia, perfazendo o total de 76 amostras.  

 
3.2 Local 

As amostras foram analisadas no laboratório do Núcleo de Micologia e 
Micotoxicologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinária da 
UFRRJ. 

 
3.3 Padrões de Esfingolipídios 

 Os padrões de esfinganina (DL – eritrodihidoresfingosina) e esfingosina (D – 
esfingosina) foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO). 

 
3.4 Reagentes 

 
3.4.1 Reativo para derivatização 

 O-ftaldialdeído (OPA) da Sigma (St.Louis, MO).  

 

3.4.2 Solventes 

 Metanol, acetato de etila, etanol absoluto, todos com grau de pureza para 
cromatografia líquida. Água ultrapura (MilliQ) e 2 - mercaptoetanol.  

 
3.4.3 Soluções 

 KOH 1M, tampão borato pH 10,5, solução de fosfato de potássio a 3 %. 

 
3.5 Equipamentos 

 
3.5.1 Cromatógrafo a líquido 

 Equipado com uma bomba Waters, modelo 510, detector de fluorescência 
Agilent, modelo 1100 Series, injetor loop fixo de 20 µL (Rheodyne), colunas Microsorb 
MV D8 e G8, C18 5 µ, 15x4,6 mm, Varian  e Chemstation Plus da Agilent (Fig. 5). 
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Figura 5: Cromatógrafo a líquido equipado com: detector de fluorescência Agilent, modelo 
1100 Series, injetor de loop fixo de 20µL (Rheodyne), coluna Microsorb MV, C18 5µ, 
15x4.6mm, Varian  e Chemstation Plus da Agilent. 

 
3.5.2 Centrífuga  

IEC Model DPR – 6000, DAMON. 
 

3.5.3 Balança analítica  
Modelo Brandstwiete 4. 2000 Hamburg 11, Boeckel co Scientific Equipment. 

 
3.5.4 Balança  

Modelo Sartorius,KN WAAGEN Scientific Equipment. 
 
3.5.5 Banho de ultra-som  

THORNTON 
 

3.5.6 Agitador orbital Orbit Shaker  
Modelo 3520, Lab-Line Instruments. 

 
3.6 Determinação de Esfingolipídios 

Foram utilizados os métodos propostos por CASTEGNARO et al. (1996, 1998), 
para extração de esfingolipídios de soro e urina por análise em cromatografia líquida.  

 
3.6.1 Método I: Determinação de esfingosina e esfinganina na urina 
(CASTEGNARO et al., 1996). 
 
Isolamento das células 

Submeter uma alíquota de 0,5 ml de urina homogeneizada à centrifugação a 
2000 rpm por 5 min, descartar o sobrenadante e adicionar 2 ml de água destilada ao 
sedimento e mais 50 µl de solução de hidróxido de potássio 1 M. 
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Extração dos esfingolipídios 

Extrair por duas vezes com 2 ml de acetato de etila, após cada extração 
centrifugar a 700 g por 5 minutos, recolher a camada superior (acetato de etila). 
Misturar os dois extratos, evaporar o solvente até a secura, em banho-maria a 60 °C sob 
fluxo de nitrogênio. 

 
Derivação 
 
Preparo do reagente (OPA) 

Para 12,5 mg de ο-ftaldialdeído foram adicionados 250 µl de etanol, 12,5 µl de 
mercaptoetanol e completando o volume até 12,5 ml com uma solução de ácido bórico a 
3 % pH 10,5. Este reagente foi mantido a 4° C ao abrigo da luz. 

 
Reação de derivação 

Os resíduos secos foram dissolvidos em 250 µl de metanol, submetidos ao 
ultrassom por 3 minutos e então derivados com 50 µl de OPA, aguardando 15 min para 
otimizar a reação, para então serem cromatografados. 
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  0,5 ml urina homogeneizada       

                
  Centrifugar 

2000 rpm/5 min 
       

                    
                    
    Sedimento     Sobrenadante     
                    
        Descartar     
    

+ 2,0 ml H20 
+ 50 µl KOH 

1M 
            

                    
              
   

+ 2,0 ml acetato de etila 
(2 vezes)            

                    
                
    

Centrifugar 
2000 rpm/5 min             

                    
                
    

Fase superior 
recolher             

                    
    Combinar as 

alíquotas 
            

                    
              
   

Concentrar até resíduo 
sob N2            

                    
    Cromatografar             
 
Figura 6: Fluxograma do método utilizado para a extração de esfingosina e esfinganina da urina 
(CASTEGNARO et al.,1996). 
 
3.6.2 Método II: Determinação de esfingosina e esfinganina no soro 
(CASTEGNARO et al., 1998) 
 
Extração 

Em 0,5 ml de soro foram adicionados 1,5 ml da solução de cloreto de potássio e 
50 µl da solução de hidróxido de potássio 1 M. Após homogeneização foram 
adicionados 4,0 ml de acetato de etila na mistura, seguida de agitação suave por 20 min 
e centrifugação a 700 g por 15 min. A fase superior foi coletada, armazenada em frasco 
âmbar e submetida a aquecimento (60º C) sob fluxo de N2 até resíduo. Os extratos 
foram armazenados a 10º C. 

 
Derivação 

Os resíduos dos extratos foram redissolvidos com 250 µl da mistura 
metanol:água (9:1, v/v) e derivados como para urina. 
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0,5 ml soro 
+ 1,5 ml KCl 0,8 % 
+ 50 µl KOH 1 M 

      

                    
        Homogeneizar       
                    
        + 4,0 ml acetato de etila       
                    
        Agitar (20 min)       
                    
                
         

Centrifugar 
1000 g/15 min        

                    
         Coletar fase 

superior 
       

                    
        Concentrar 600 C - N2       
                    
        Cromatografar       
 
Figura 7: Fluxograma do método utilizado para a extração de esfingosina e esfinganina do soro 
(CASTEGNARO et al.,1998). 

 
3.7 Análise Cromatográfica 
 
3.7.1 Condições cromatográficas 

As análises foram realizadas em sistema isocrático, utilizando a fase móvel 
composta de metanol:água (9:1, v/v), eluída a 1 ml / min, proposta por SHEPHARD et 
al. (1998). Os 20 µl da mistura da derivação foram separados em coluna analítica de 
fase reversa (Microsorb MV C18, 5 µ 150x4,6 mm ID – Varian). A detecção, por 
fluorescência, foi obtida com excitação de 340 nm e emissão de 455 nm. A 
quantificação foi realizada pela comparação das áreas dos picos suspeitos com as 
obtidas nos picos dos padrões. 

 
3.8 Quantificação 

O cálculo da concentração de esfinganina e de esfingosina no extrato foi baseado 
nas áreas dos picos detectados conforme a fórmula: 

 
S = A x E 
         H 

 
Onde: 

S =  quantidade de Sa ou So injetados 
 A = área do pico da amostra 
 H = área do pico do padrão 
 E = quantidade do padrão injetado 
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O cálculo da concentração de esfinganina e de esfingosina nas amostras foi 
realizado como se segue: 

 
C = V x S x W 

             I x Y 
 
 
C= concentração de Sa ou So nas amostras (ng/g ou ng/mL) 
S= concentração de Sa ou So injetados 

 I = volume injetado (20 µL) 
 W= quantidade da amostra (1,0 g ou 1,0 mL) 
 V= volume total da amostra derivada (250 µL) 
 Y= quantidade inicial da amostra 
 
3.8.1 Cálculo da proporção Sa/So: 

A partir dos valores absolutos de Sa e So das amostras a relação foi calculada: 

 
      Sa/So =  Sa 
                     So 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

Apesar do abate ser realizado no Município do Rio de Janeiro, os animais eram 
oriundos de Cachoeira de Macacu (RJ), Rio Bonito (RJ), Ponte Nova (MG) e Miradouro 
(MG). A diversidade na origem dos animais avaliados possibilitou uma estimativa mais 
abrangente e não vinculada à realidade de uma pequena região. Além das diferenças na 
origem é possível que existam muitas diferenças no tipo de alimentação consumida.     

Considera-se que a maior probabilidade deste tipo de intoxicação afetar animais 
de produção, de forma crônica, é através da ingestão de alimento contaminado durante 
um período prolongado (WEIBKING et al., 1994; KUBENA et al., 1995; CARLSON et 
al., 2001; CASADO et al., 2001), causando danos celulares discretos e de difícil 
percepção. Portanto a possibilidade da utilização de um biomarcador precoce de 
intoxicação permite localizar tentar prevenir quadros mais graves (WAG et al, 1992; 
RILEY et al, 1994). 

A ausência de dados sobre o tipo de alimentação dos animais avaliados, bem 
como a impossibilidade de análise do alimento consumido por eles não permitiu 
estabelecer relações entre a quantidade ingerida de toxina e os níveis alcançados pelo 
biomarcador. Entretanto a função do biomarcador claramente foi alcançada, 
possibilitando estimar o grau e o tipo de exposição(RILEY et al, 1993; DIREITO, 2003; 
RIBEIRO, 2005).  

Nos dois tipos de amostras foi possível perceber que alguns animais 
apresentaram perfil cromatográfico de intoxicação, demonstrando, portanto que estão 
sendo expostos à fumonisinas e outros apresentam perfil característico de intoxicação 
concomitante por fumonisinas e aflatoxinas (Fig. 8 e 9). 

 

Figura 8: Cromatograma de amostra de soro com efeitos da FB1 e da AFB1. Apresentando 
So = 46,94 ng/mL e Sa = 78,40 ng/mL, obtidos com a coluna Microsorb D8 C18, a 335 nm 
de excitação e 440 nm de emissão, com a fase móvel metanol:água (9:1, v/v). 
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Figura 9: Cromatograma de amostra de urina com efeitos da FB1 e da AFB1. Apresentando So 
= 4,69 ng/ml e Sa = 6,72 ng/ml, obtidos com a coluna Microsorb D8 C18, a335 nm de excitação 
e 440 nm de emissão, com a fase móvel metanol:água (9:1, v/v). 
 
4.1 Análise do Soro 

Nesta espécie, o perfil sérico dos esfingolipídios é um sensível biomarcador de 
exposição para a FB1, proposto por RILEY et al. (1993).  

No gráfico 1 de acordo com os resultados obtidos na tabela 1, do total de 45 
amostras (17,77 %), foram detectadas alterações indicativas de ingestão de fumonisinas 
em 8 animais. Onde as concentrações de Sa detectadas estavam em torno de três vezes 
os valores observados para So (Fig 10). Em cinco 5 amostras (11,11 %) foram 
percebidas alterações sugestivas da intoxicação concomitante de fumonisinas e 
aflatoxinas. Notada pela elevação simultânea tanto da Sa quanto da So, ou 
concentrações mais elevadas do que aquelas observadas em condições normais.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico1: análise das amostras de soro.  
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Figura 10: Cromatograma de amostra de soro com efeitos da FB1 e da AFB1. Apresentando 
esfingosina So = 33,30 ng/ml e Sa = 61,58 ng/ml, obtidos com a coluna Microsorb D8 C18, a 
335 nm de excitação e 440 nm de emissão, com a fase móvel metanol:água (9:1, v/v). 
 

Das amostras consideradas positivas para intoxicação por fumonisinas, cinco 
eram oriundas de uma mesma propriedade e correspondeu a 100 % de amostras 
colhidas. As outras três pertenciam a animais de outra propriedade, localizada em 
município e estados diferentes, correspondendo a 60 % das amostras analisadas. 

Conforme resultados demonstrados na tabela 1 e representados no gráfico 2 as 
concentrações de So variaram de 0,24 a 46,94 ng/ml e as referentes à Sa oscilaram de 
0,26 a 78,40 ng/ml, nas amostras onde foi possível detectá-la.  
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Tabela 1: Concentrações, em ng/ml, de Sa e So nas amostras de soro. 
 

Concentração de esfingolipídios (ng/ml) 
Propriedade Animal 

Esfingosina (So) Esfinganina (Sa) Proporção Sa/So 
01 36,86 5,00 0,14 
02 32,45 2,79 0,09 
03 9,54 1,13 0,12 
04 5,48 1,22 0,22 
05 7,35 1,73 0,23 
06 5,91 nd 0,00 
07 25,52 3,90 0,15 
08 Nd nd Nd 
09 2,03 nd Nd 
10 12,96 nd Nd 
11 32,64 5,60 0,17 

 
 
 
 

1 

12 7,49 nd Nd 
01 2,96 nd Nd 
02 4,14 nd Nd 
03 3,81 nd Nd 
04 6,34 nd Nd 
05 4,58 nd Nd 
06 8,04 nd Nd 

 
 
 

2 

07 3,02 nd Nd 
01 0,36 1,93 5,36 
02 0,72 2,75 3,82 
03 0,63 5,97 9,47 
04 1,08 7,26 6,72 

 
 

3 

05 2,84 21,85 7,69 
01 0,24 0,26 1,08 
02 0,55 1,21 2,20 
03 0,89 1,36 1,53 
04 33,30 61,58 1,85 

 
 
4 

05 46,94 78,40 1,67 
01 18,97 5,89 0,31 
02 15,30 9,77 0,64 
03 1,23 nd Nd 
04 13,52 2,11 0,15 

 
 
5 

05 13,98 2,43 0,17 
01 4,43 1,24 0,28 
02 11,19 2,85 0,25 
03 14,12 2,47 0,17 
04 16,23 nd Nd 
05 14,43 1,70 0,12 

 
 
6 

06 11,47 17,04 1,48 
 
n 45 amostras; 
nd não detectado. 
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Gráfico 2: Máximos e mínimos de Sa e So nas amostras de soro. 

 
 
Nas amostras consideradas as concentrações de Sa e So são indicativas de 

ingestão de concentrações abaixo daquelas que causam sintomas clínicos, conforme a 
literatura consultada (GUMPRECHT, et al, 1995;DIREITO, 2003; RIBEIRO, 2005). 

 O perfil cromatográfico obtido foi muito semelhante àqueles observados por 
DIREITO (2003), onde foram avaliados animais intoxicados experimentalmente, com 
diferentes concentrações de FB1 isolada ou associada com AFB1, quanto aos valores de 
Sa e So e sua proporção (Sa/So) em tecidos, urina e soro.  

Deve-se salientar que os efeitos da FB1 mostram-se transitórios, quando da 
ingestão de uma única dose de FB1. Podendo ser detectado a típica elevação da 
concentração de Sa e So apenas no período de 12 à 48h após a administração de FB1. 
Estes valores decrescem, gradativamente, até completar 96 h. Conseqüentemente a 
proporção Sa/So varia conforme a alteração das concentrações de esfinganina 
(DIREITO, 2003; RIBEIRO, 2005). 

A análise do biomarcador (Sa/So) confirmou parcialmente os resultados obtidos 
com a avaliação de cada parâmetro (esfinganina e esfingosina). Observando-se a 
variação entre 0,12 e 9,47.  Não sendo possível caracterizar as variações decorrentes da 
ação da FB1 associada com a AFB1, resultados que estão de acordo com o observado 
por DIREITO (2003).  

O comportamento deste biomarcador é dose-dependente, como observado em 
alguns estudos. O aumento significativo da proporção Sa/So foi observado somente com 
a dose de 23 ppm (RILEY et al., 1993), embora uma elevação discreta pode ser 
observada com a dose de 10 ppm (DIREITO, 2003); na qual evidenciamos a diminuição 
da concentração de So e elevação da concentração de Sa. Portanto as variações de 
concentrações observadas neste estudo podem ser explicadas pelas diferenças de 
concentração que podem ocorrer em um mesmo lote de ração ou grãos, como também 
de quanto tempo os animais ingeriram o alimento contaminado. Acarretando assim 
heterogeneidade nas concentrações ingeridas. 
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4.2 Análise da Urina 

As amostras de urina apresentaram muitos interferentes, o que em alguns casos 
dificultou a identificação dos picos de Sa e So. Os resultados da quantificação estão 
listados na tabela 2. 

No gráfico 3 de acordo com os resultados obtidos na tabela 2, do total de 31 
amostras analisadas e dentre as que possibilitaram a detecção tanto de So e 
principalmente de Sa, seis amostras (26%), indicaram a ingestão de fumonisinas (Fig. 
11). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 3: Análise das amostras de urina. 
 

 
Figura 11: Cromatograma de amostra de urina com alterações características da intoxicação por 
FB1. Apresentando esfingosina So = 18,38 ng/ml e Sa = 40,73 ng/ml, obtidos com a coluna 
Microsorb D8 C18, a 335 nm de excitação e 440 nm de emissão, com a fase móvel 
metanol:água (9:1, v/v). 
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Entretanto, em 39,13 % das amostras 9 apresentaram alterações sugestivas da 
ingestão concomitante de fumonisinas e aflatoxinas (Fig.12). 

 

 
Figura 12: Cromatograma de amostra de urina com alterações características da intoxicação por 
FB1 e AFB1. Apresentando So = 22,47 ng/ml e Sa = 33,39 ng/ml, obtidos com a coluna 
Microsorb G8 C18, a 335 nm de excitação e 440 nm de emissão, com a fase móvel 
metanol:água (9:1, v/v). 

 
 

Conforme resultados demonstrados na tabela 2 e representados no gráfico 4, as 
concentrações So foram de 0,17 a 22,47 ng/ml, enquanto que as de Sa variaram de 0,00 
a 33,39 ng/ml, apesar de que em muitas amostras não ser possível a determinação da Sa. 
Observou-se que a os menores valores encontrados (0,33 ng/ml) foram próximos 
daqueles observados no soro e os valores observados para a proporção Sa/So estiveram 
entre 0,28 e 2,60 (Tabela 2). 
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Tabela 2: Concentrações, em ng/ml, de Sa e So nas amostras de urina. 
 

Concentração de esfingolipídios (ng/ml) 
Propriedade Animal 

Esfingosina (So) Esfinganina (Sa) Proporção Sa/So 
01 Nd nd 0,00 
02 Nd nd 0,00 
03 Nd nd 0,00 

 
 

1  

04 Nd nd 0,00 
01 0,18 0,33 1,83 
02 1,19 1,39 1,17 
03 2,87 4,66 1,62 
04 Nd nd 0,00 

  
 

2 

05 2,50 2,37 0,95 
01 5,20 nd 0,00 
02 1,17 1,44 1,23 
03 1,69 0,51 0,30 
04 2,11 0,60 0,28 
05 Nd nd 0,00 
06 Nd 0,51 0,00 

 
 
 

3 
 

07 2,59 1,02 0,39 
01 1,13 1,16 1,026 
02 1,60 4,16 2,60 
03 1,50 1,17 0,78 
04 18,38 40,73 2,21 
05 13,90 25,82 1,85 

 
 

4 

06 4,19 8,25 1,97 
01 0,98 1,096 1,12 
02 4,69 6,72 1,43 
03 7,58 11,72 1,54 
04 1,45 nd 0,00 

 
 

5 

05 22,47 33,39 1,48 
01 0,42 nd 0,00 
02 1,05 nd 0,00 
03 0,17 nd 0,00 

 
6 

04 0,26 nd 0,00 
n 31 
nd não determinado 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 4: Máximos e mínimos de Sa e So em amostras de urina. 

 

0

10

20

30

40

50

Granja

1

Granja

2

Granja

3

Granja

4

Granja

5

Granja

6

Máximos e Mínimos de Sa e So na urina

Máximo Sa Máximo So Mínimo Sa Mínimo So



 26 

As concentrações tanto de Sa quanto de So foram inferiores as observadas no 
soro, conseqüentemente a proporção Sa/So também. Dados que não estão de acordo 
com a indicação de sensibilidade proposta por RILEY et al. (1993, 1994). Fato que pode 
ser explicado pela dificuldade na obtenção das células em algumas amostras, que pode 
ocorrer não só com os métodos testados, mas com todos os outros, já que é 
imprescindível o isolamento das células descamativas em todos os métodos descritos na 
literatura (SHEPHARD et al., 1998, SOLFRIZO et al., 1998). 

A maior dificuldade encontrada nesta metodologia, foi no isolamento das 
células, o que acarretou nas baixas concentrações observadas em algumas amostras e a 
impossibilidade de quantificação em muitas outras. Entretanto, quando novas alíquotas 
foram processadas, aumentando-se o tempo de centrifugação inicial, foi possível obter 
concentrações proporcionalmente mais elevadas, sem no entanto modificar o perfil 
encontrado anteriormente. 

Os métodos selecionados foram eficientes e possibilitaram a análise de um 
grande número de amostras, em curto espaço de tempo, com boa repetitividade e 
reprodutibilidade. Embora exista a indicação da urina como uma matriz eficiente para 
esta determinação, este estudo demonstrou um ponto crítico, a obtenção das células.  

Este estudo é o ponto de partida para avaliações futuras. Trata-se de um trabalho 
pioneiro nesta área, que foi capaz de caracterizar a presença de quadros de intoxicação, 
com concentrações que não causam sintomas clínicos sugestivos. Embora seja relatada a 
freqüência, relativamente constante de animais com edema pulmonar, pelo serviço de 
inspeção.  

Certamente a utilização do biomarcador possibilita a identificação de quadros de 
intoxicação, até os mais dicretos, sem que seja necessária a detecção da toxina nos 
alimentos ou em amostras de tecidos ou fluidos biológicos. Fato que acarreta na 
utilização de metodologias mais elaboradas, com maior tempo de execução e 
invariavelmente dispendiosas, conseqüentemente restringindo o número de laboratórios 
capacitados em aplicar tais métodos. 
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5 CONCLUSÕES 

 
• A utilização do biomarcador permitiu evidenciar a existência de casos 

compatíveis com intoxicação por fumonisinas na população estudada. 
 

• Foi possível detectar casos de exposição mesmo em animais clinicamente 
sadios. 
 

• Foi possível determinar a ocorrência de casos de intoxicação concomitante 
de fumonisinas e aflatoxinas. 
 

• Devem ser consideradas as concentrações de So e Sa, bem como seu perfil 
cromatográfico, por possibilitarem a visualização da ação das aflatoxinas. 
 

• O método de coleta de urina não foi eficiente para fêmeas, que esvaziam o 
conteúdo vesical no momento da insensibilização (Fig. 13). 
 

• As amostras de urina possibilitaram um maior grau de sensibilidade, porém 
também apresentaram dificuldades na obtenção das células. 
 

• Os cromatogramas das amostras de urina apresentaram muitos interferentes, 
o que dificultava a identificação dos picos de So e Sa. 
 

• As amostras de soro geraram dados mais constantes e com poucos 
interferentes.  

 

 
Figura 13: Esvaziamento vesical em fêmeas.  
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